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毛囊细胞生物学和器官型培养的研究 论文
~

摘要

S t u d y o n t h e c e l l b i o l o g y a n d o r g a n o t y P i e e u l t u r e o f h u m a n h a i r f o l l i e l e s

伍津津 刘荣卿 (第三军医大学附属西南医院皮肤科 ) 重庆
,
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毛囊由属 上皮成分的内
、

外根鞘和属真皮成分的真皮鞘与

毛乳头组成
,

是一个很值得深入研究的皮肤附属结构
。

它涉及

到许多的生理现象
,

如细胞的生 长和分化
、

真表皮间的相互作

用
、

细胞 凋亡等
,

而且在皮肤的自我更新
、

伤 口 愈合和肿瘤发生

等过程中起主导作用
.

其生长具有周期性
,

体内研究其生长规

律还存在着许多困难
,

目前体外研究的主要方法有
:

单种细胞

培养
、

游离毛囊培养
、

器官型培养或共同培养结合动物移植试

验以及皮片培养
.

有关毛囊干细胞的定位问题还存在争议
,

传统认为它在毛

球部的毛母细胞中
,

但近来提出的隆突激活假说更能准确阐明

毛囊的许多生理现象
,

尤其是毛囊的周期性生长
,

不过还缺乏

直接的实验证据
。

毛乳头细胞是目前唯一 已知的具有诱导毛囊再生和毛发

生长的一类特殊间质
,

在体外培养时具有多层凝集生长
、

低增

殖潜能
、

容易衰老等特点
。

本研究主要采用细胞培养技术
,

建立了单种细 胞培养法
、

游离毛囊培养模型和器官型培养模型
。

重点探讨了重建的表皮

和毛囊的组织学及角蛋白构型的变化
.

主要结果如下 ;

( l) 首次证明了真皮鞘细胞在体外培养条件下具有诱导

毛囊形成的能力
.

将毛囊上
、

下段和球部
,

分别与真皮成纤维细

胞
、

真皮鞘细胞及毛乳头细胞行器官型培养
,

组织 学检查发现

毛囊上
、

下段在真皮鞘细胞胶原凝胶上形成了 毛囊结构
,

由同

心圆的上皮细胞组成
,

其内层 细胞似内根鞘细胞
,

中央为 毛发

纤维
。

从角蛋白构型来看与体内时基本相同
。

( 2) 游离毛囊在 10 % 小牛血清 D M E M 培养基中仍能保持

适当的增长速度
,

前 4 天平均延长 。
.

17 m m d/
,

低于体内毛发

生长的速度
.

E G F ( l o n g / m l )
、

b F G F ( I
n g /m l )和 T G F

一

p ( s
n g /

m l )对游离毛囊的生长没有明显 的影响
。

游离毛囊培 养过 程中

重要的技术关键是避免毛囊上皮成分和真皮成分的分离
.

( 3) 组织块法培养毛乳头不易贴壁
,

增生能力低
,

经胶原

酶 D 消化后贴壁率显著提高
,

倍增时间缩短
,

细胞生长加快
。

而

且大大降低了劳动强度
。

说明胶原酶 D 是成功培养毛乳头细胞

的有力工具
,

适用于大批量分离 毛乳头
。

(4 ) E G F 对真皮鞘细胞
、

真皮成纤维细胞和毛乳头细胞有

显著的促生长作用
,

其中对真皮鞘细 胞的作用最强
,

而 bF G F
、

G M
一

G S F
、

胰岛素十氢化可的松对三种细胞没有 明显的作用
。

( 5) 表皮细胞在间质细胞胶原凝胶上重建的表皮
,

有明显

的四层结构
,

即基底层
、

基底上层
、

颗粒层和 角质层
.

电镜检查

有桥粒
、

张力微丝 和角质透明颗粒
.

经 15 种角蛋 白单抗免疫组

化染色
,

它们基本上保持了原位时的角蛋白构型
。

但在真皮鞘

细胞的诱导下可表达低分子量角蛋白
,

揭示真皮鞘细胞可能具

有诱导表皮细胞向毛囊分化的能力
.

而毛乳头细胞可阻止 K 10

表达
,

说明它可能阻止表皮细胞向表皮分化
。

( 6) 毛囊 上
、

下段球部传代培养表明
,

毛 囊各段细胞的增

生能力是不同的
,

上段细胞 的增 生能力 最强
,

而下段和球部原

代生长差
,

不能融合传代
。

( 7) 在毛囊各段细胞的器官型培养中
,

重建的表皮以上段

形成的最厚
,

球部形成的最薄
;

从间质细胞来看
,

毛乳头细胞凝

胶上形成的表皮最薄
。

免疫组化染色显示重建表皮的角蛋白构

型基本上维持了原位时的情况
.

在真皮成纤维细胞胶 原凝胶上

的重建表皮大多 R K S E 60 阳性
,

说明 已有向表皮分化的倾向
.

当与真皮鞘细胞培养时
,

上段和下段能形成毛 囊结构
,

揭 示它

们含有一群能向毛母质细胞分化的细胞
,

这为隆突激活假说提

供了一个有力的支持证据
。
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大鼠烧伤早期内皮素及其受体
、

一氧化氮变化规律和意义的研究
`

A n e x P e r im e n t a l s t u d y o n e n d o t h e l i n
, e n d o t h e l i n r e e e P t o r s a n d n i t r i e o x -

i d e i n b u r n t r a t s

高建川 杨 宗城 黎鳌 (第三军医大学 附属西南 医院烧伤研究所 ) 重庆
,
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以大鼠 30 % l 度烧伤模型
,

动态检测了烧伤后主要脏器内 皮素 /一氧化氮含量变化
、

内皮素
一
1 (E T

一

l) 及其受体亚型基因
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表达和细胞定位
,

应用 E T 受体拮抗剂和 N O 供体 于烧伤大鼠

观察其防治早期损害的效果
,

以验证 E T /一氧化氮 ( N O )在烧

伤早期脏器损害发病中的作用
,

结合体外实验
,

观察内皮素对

多种组织细胞的影响
,

希望通过此研究可以阐 明 内皮素及受

体
、

N O 在烧伤早期损害中的作用及机制
.

主要结果如下
:

( 1) 大鼠 30 肠 I 度体表烧伤不单血浆内皮素含量增加
,

而

且心
、

肝
、

肺
、

肾脏 E T 含量及 E T 一 1 基因表达均明显增多
、

增

强 .表达阳性细胞种类增多
,

主要有血管内皮细胞
、

肺脏和支气

管上皮细胞
、

肝细胞
、

枯否氏细胞
、

粒细胞
、

心肌细胞
、

肾小球系

膜细胞
、

肾小管上皮细胞
.

烧伤后内皮素 1 基因表达及释放量

的改变在各器官又有所差异
,

按其较伤前增幅顺序为肾> 肝>

肺> 心
。

( 2 )严重烧伤早期
.

主要脏器内皮素受体 A
、

B ( E T A
、

E T B )

基因表达明显增强
,

烧伤后 E T A m R N A 除主要分布于血管平

滑肌细胞
,
E T B 受体主要分布在血管 内皮 细胞外

,

各脏 器多种

组织细胞由伤前的不表达或弱表达而成为 E T A 或 E T B m R
-

N A 表达阳性细胞
,

烧伤后 E T
一
1

、

E T A
、

E T B 的基 因表达可出

现在同一种细胞上
,

说明内皮素是 以 自分泌 /旁分泌形式发挥

生物学效应
。

( 3) 大 鼠烧伤后主要脏器
c A M P 含量下降

、
c
G M P增加

,

【aC
, 十

] i 明显增加
,

而且肺肝组织磷酸肌醇 ( IP
, 、

IP
: 、

IP
3

)相对

含量增加
,

这些改变与烧伤后 E T 及其受体
、
N O 的变化有明显

的统计相关性
。

(4 )正常内皮素与 N O 比值保持稳定
,

伤后 N O 也明显增

高
,

但其幅度低于内皮 素
,

因 而
,

E T / N O 比值 增 加
,

使血管

收缩
。

( 5) 内皮素及其受体
、

N O 的改变与烧伤早期损害多种指标

存在明显相关性
.
使用 E T 受体拮抗剂和 N O 供体可有效纠正

烧伤后肝肾血流下降
、

改善 aP o
, 、

降低酸中毒
,

提高组织超氧

化物歧化酶 ( SO D )活性
、

减少丙二醛 (M D A )生成
,

一定程度逆

转主要脏器 A T P
、

A D P
、

能荷水平 ( E C )及 N a 十 一 K
, 一 A T P

a s e

活性下降和 A M P 含量增加
,

减少循环内皮细胞
、

降低脏器水

肿
,

光
、

电镜检查也证实可减轻心
、

肝
、

肺
、

肾损害
.

两种受体亚

型同时阻滞较单独阻滞 E T A 受体效果好
,

配合使用 N O 供体

较单独拮抗 E T 受体效果好
.

(6 )体外实验证实
,

内皮素可直接损伤心
、

肝
、

肺
、

肾组织细

胞及血管内皮细胞
,

表现为内皮素作用后培养液中乳酸脱氢酶

( L D H )活性增加
,

细胞活力下降
,

细胞 M D A 含量增加而 S O D

活性下降
,

内皮细 胞分泌 N O 增加
,

细胞内 A T P
、
A D P 及 E C

下降
,

A M P 增加
;
内皮单层对 H an k

s
液或白蛋白灌注液的滤过

流量
、

滤过系数明显增加
,

而对蛋白渗透压反射系数明显减少
,

且存在剂量依赖性
。

综上所述
.

大鼠烧伤早期 E T 及其受体
、

N O 呈规律性变

化
,

并且这种异常改变参与了烧伤早期脏器损害
,

其主要途径

是血管持续收 缩
,

组织缺血缺氧
,

从而 导致细胞能量代谢紊乱

及脂质过氧化损害
,

而这些作用的实现与受体后信息传导途径

的异常改变有关
,

内皮素在靶细胞局部浓集所造成的直接损伤

作用也是不容忽视的因素
。

关键词 烧伤
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脉冲电磁场刺激对神经
、

小血管和肌腿的修复作用及其机理的研究
’

E f f e c t a n d m e e h a n i s m o f P u l s e d e l e e t r o m a g n e t i e f i e l d s s t im u l a t i o n o n t h e

r e P a i r m e n t o f P e r i P h e r a l n e r v e
,

m i e r o v e s s e l s a n d t e n d o n

王爱民 (第三军医大学附属大坪医院骨科 ) 重庆
,
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李起鸿 (第三军医大学附属西南医院骨科 ) 重庆
,
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电刺激方法中非侵入式脉冲电磁场 (P E M F )的优点越来 磁场强度为 。
.

4 m T
,

每 日 6 h
,

共 7~ 14 d 的 P EM F 刺激
,

对周

越受到重视
。

国外虽有 P E M F 刺激促进神经
、

肌键修复的报道
,

围神经
、

小血管和 肌键修复的促进作用及其机理
,

并观察治疗

但仍有一些重要领域尚未涉及
,

诸如 P EM F 刺激对吻合后小 部分临床病人
,

主要结果如下
:

( 1) P E M F 刺激后能够提高脊

动
、

静脉愈合有无帮助
,

P E M F 刺激对多种组织中胶原蛋白和 髓神经元的活力
,

有利于轴突的再生
,
能够加速损伤神经远侧

蛋白质合成是否有益
,

P EM F 刺激效应与硷性成纤维细胞生长 段的 w all
e r ia n

变性
,

刺激雪 旺氏细胞较早增殖
、

成熟
;
可较早

、

因子 (b F G F )的生物效应间有否内在联系等
。

国 内迄今也未见 较快
、

较多地促进周 围神经损伤后再生
;
减缓失神经支配肌肉

此方面报道
.

深入研究这些间题将有重要的理论和 实践意义
。

的萎缩和 加快其功能的恢复
;
当 电磁力线呈水平状

,

即与鼠坐

以 3 2 8 只 W i st 盯 大 白鼠及 34 只新西兰大白兔为材料
,

在 骨神经平行时
,

更有利于神经的再生
;
( 2) P E M F 刺激 吻合后

建立坐骨神经自体移植
,

小动
、

静脉端端吻合及肌键内
、

外源性 股动
、

静脉
,

使其远期通畅率非常显 著地高于对 照组 ( P <

愈合模型 的基础 上
,

从病理
、

免疫组化
、

生化
、

生物力学及分子 0
.

0 1 )
.
组织学检查发现

,

P E M F 刺激组血管内膜肿胀
、

炎症 程

生物学等方面
,

探讨了刺激波形为锯齿状
,

频率 1
.

67 H
z ,

中心 度及吻合口纤维蛋白沉积均少于对照组
,

新生内皮细胞较早
、
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