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人表皮细胞培养中 L a n ge rh a n s细胞变化的研究

张仕君 赵雄 飞 黄文华 黎 鳌 王 旭 黄兴玉 路淑珍 胡祖祥 (第一 附属医院 烧伤中心 )

提 要 研究表明表皮 L a n ge rh a n s细胞 ( L c“ )是一种重要的抗原递呈细胞
,

其参与同种皮肤

排斥反应 (1) (2)
。

如消除移植物内 L o s ,

可延长异体皮肤存活
`” 一 “ ) 。 木研究系利用A T P as

e

染色
,

抗

人 H L A
一

D r
抗原单克隆抗体间接免疫萤光及免疫酶标 ( A B C ) 染色

,

观察了人表皮细胞 ( E c s ) 培

养中L
。 “的密度及形态变化

。

并通过混合表皮细胞淋巴细胞培养反应 ( M E c L R )
,

俭查了培养前

后 E c s的免疫刺激能力
。

发现在 E c s培养过程中
,

存于 E c “ 内的 L “ “
培养 3 天即显著减少同 时 明 显

变形 ; 7天后 L c s减少达 90 % 以上 , 培养 14 天或更长时间 E c “ 内 L “ “基本消失
。

在培养新生的 E o s内

自始未发现 L c s 。

培养 7天后的 E o s及新生 E c s 在 M E
c L R中失去刺激异体淋巴细胞转化的能力

。

这些结果表明通过 E 。
体外培养可以消除 E c s内携带 I 级抗原的 L 。 “ ,

提示木培养系统培养的同种人

E 。 “如用于异体移植
,

其存活的时间可能延长
。
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人表皮 L cs 源于骨髓
,
是 E cs 内唯一具有 2

.

抗人 H L A
一

D r单抗间按荧光染 色
:

皮 片

F e
一

I g G受体
, C 。

受体及 H L A
一
D r
抗原 ha 细 经丙酮固定后

,

p B S ( o
.

o 1 M
,
p H 7

.

2 ) 漂洗 2之 x

胞亚群 〔, 一 ` )
。

L cs 参与皮肤细胞介
.

导 的 免 疫 3 次
。

加鼠抗人 H L A
一

D r 单体 (由军事医学科学院

反应
,
与同种皮肤排斥反应有关 ()z ,

如能消 基础医学研究所提供 )
,

4 ℃孵育过夜
,

卜 40 IF T c

除移植物内 L c s , 可延长异体皮肤存活 ( 3一 6 〕。

近年来虽然有不少学者报告培养 的 同 种 人

E o s用于异体移植
,

获得成功 ( 6 ’ (0)
,

然而 E c s

体外培养对 L c s 有何影响
,
通过体外培养是

否能消除 E 。
内 L o s , 却是未曾探索的问题

。

为此我们进行这方面的研究
,
试 图为临床上

大量开展同种人 E c s
培养并用于烧伤创面覆

盖提供线索
。

材 料 和 方 法

一
、

皮肤标本及 E cs 培 养 按我室曾报告

的方法进行人 E。 培养
。

从 外科 手术切除物如乳

腺
、

截肢
、

包皮等得外观正常皮肤
,

去尽皮下组织后

剪成细小碎块
,

均匀接种于平皿
。

加 E a g l
一

M E M

培养液
,

置 C O : 孵箱培养
。

二
、

接种表皮组织块 及培 养新生 E
。

内L
e s的鉴定 少培养 。 、

3
、

7
、

1吐
、
2 1天时

,

从接种表皮组织决分离全层 E “
及周围新生 E c 单层

进行下列各项检查
:

1
.

三磷酸腺普 酶 ( A T尸as e ) 染色
:

根 据

uJ hl in 等的方法l(0 )并作部分修改
。

待测皮片直接放

人A T P
一

会待溶液内
,
3 7 ℃孵育 6 0 分钟

。

经 2 %硫化

钱浸染后
,

贴片 (真皮侧面向上 )
,

光镜下观察计

数
。

一

羊抗鼠 I g G血清
,

37 ℃孵育 60 分 钟
。

贴片
,

荧光

镜下观察计数
。

3
.

亲和素
一

生物酶标复合物 ( A B C ) 染色
:

为了与荧光染色对照检查
,

故采 用 了 A B C 染

色
。

所用生物素化兔抗鼠 工g G ( R A M
一

G
一

6)
、

生

物素化辣根过氧化物酶 ( b
一

H R )P 及亲和素均购 自

上海生物制品所
。

方法同于荧光染色
。

4
.

A T P as
e 、

H L A
一

D r

阳性 L c s的计数方法
:

在显微镜目镜内装置一方格式微型计数器
,

先

测其面积
,

据任意 10 个视野内阳性 L c s数
,

计数所

测皮片 L “ “的密度
,

以 L c s/ m m Z表示
。

三
、

混合表皮细 胞林 巴细 胞 培 养 反 应

( M E e L R ) 按 P o l l a e k等仪l )的方法并作部分修

改
。

从不同培养时间之表皮组织决及培养新生 E c单

层分离E c ; 从健康自愿者静脉血分得单个核细胞
。

侮只样管加 5 火 1 0 6个 E c
及 5 x l 。 “

个单个核细胞混合

墙养
。

培养 了天后加
“ H

一

T d R 3 微居 (rL C i)
,

继续

J音养 2 5小 ! }寸取出
。

于[b了虑
,

洗尽未掺入 r勺 S H
一

T d R
。

测定反应细 ]l包l参入吕H的量
,

l汉e p m表示
。

实 验 结 果

一
、

E 。 的生 长情况及 形态观察

培养 3 一 5 天接种表皮组织块边缘长出新生

E 。
集落

,

以后逐渐向四周扩展
。

2 一 3周新

生 E 。
融合成片

,

新生 E 。胞体大
,

胞浆透明

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1987. 01. 002



(图 1)
。

二
、

培养过程中 Lc 密度及形态变化

1
.

接种表皮组织块内 Lc
密度及形态

:

) 1A TP ae s染
.

色
:

在未经培养的表皮

组织块内可见密集分布的 A P T ase阳性 L。 ,

阳性细胞呈棕黑色
,
有典型的树 枝 状 胞 突

(图 2 )
。

培养过程中L
c
逐步退变

,

数量减

少
。

培养 3天
,

表皮内 L 。
胞突即变短或消失 ,

7天后 L c大部分消失
,
残 存 L c 呈破溃状圆

形细胞残碎屑状 A T P as
。阳性物质 (图 3 )

。

培养 14 天或更长时间仅个别标本内偶见 L。的

残迹
。

L。的密度改变见表 1
。

表 1 不同培养时间表皮组织 内L cs 的密度 ( N
= 15 )

培 养 时 间

0 3 7

A T P a s e染色 7 4 6
.

4士 7 5
.

3林 1 7 3
.

7士 3 8
.

3 . 6 9
.

7士 2 5
.

9 .

H L A
一

D r荧光 5 5 5
.

3士 7 7
.

3 1 9 8
.

6士 5 3
.

3带 1 5
.

3士 1 0
.

8带

染色

A B C 染色△ 7 9 9
.

4士 4 9
.

3 1 6 1
.

4土 50
.

2 . 1 2
.

3士 7
.

7 .

(天 )

1 4 2 1

2 3
.

3士 1 3
.

2 .

6
.

7士 2
.

3 .

1 0
.

4士 7
.

5 .

0

注
: # :

M士 S D

: N = 1 0

. :

方差分析差别非常显著 ( P < 0
.

0 0 1 )

2 ) H L A
一

D r
单抗间接免疫荧光染色

:

未经培养的表皮组织内见密密集集星芒

状 H L A
一
D r 阳性 L c (图 4)

。

培养 3天后
,

H L A
-

D r阳性细胞明显减少
,
胞突消失 (图 5 )

。

7 天后阳性细胞进一步减少
,
残存 L。 胞体

增大
, 边界模糊呈聚合的团块状荧光 ; 14 天

后 H L A
一

D r阳性 L 。
消失

。

3 ) H L A
一
D r
单抗 A B C染色

:

染色阳性

细胞呈棕黄色
,
有特征性的树枝状胞突 (图

6 )
。

随培养时阅延长
, 阳性 L c

逐步减少
,

残存 L c退变以至消失
。

2
.

培养新生 E c
内 L。的鉴定

:
培养过程

中
,
在接种表皮组织块周 围新生的 E c

内
,

未发现 A T P a s e
、

H L A
一
D r 阳性L e

(图 7 )
。

三
、

培养前后 E “ 在M E c L R中利激异体

淋 巴细 胞转化 的 能力

1
.

不同培养的时间表皮组织块之 E o s

在 M E o L R中刺激异体淋巴细胞转化的能力
:

结果见表 2
。

从表 2可见
,

未经培养的新鲜

E c ,
能强烈刺激异体淋巴细胞转化

。

培养时

间延长
, E 。

的刺激能力减弱
,

以至丧失其刺

激能力
。

将培养 7 天的 E c
在 M E比R 中所得

结果与新鲜 E c及培养 3天的 E c 比较皆相差显

著 ( P < 0
.

0 0 1 )
,

与单纯新鲜 E c
或淋巴细胞

培养的对照管比较无显著差别 ( P > 。
.

05 )
,

说明培养 7 天后的习
c
在M E c L R 中 已不具有

刺激异体淋 巴细胞转化的能力
。

表 2 经不同时间培养之 E c 在M E c L R

中刺激异体林 巴细胞转化的能 力

培 养 时 间 (天 )

0 3 7

M E e L R ( e P m ) : 八 又 1 7 9 3 1
.

4 4 0 3 0
.

1 5 5 0
.

6#

S E 1 8 8 4
.

9 5 6 1
.

8 7 5
.

1

对 照 管
: . △ 又 5 6 5

.

9 4 4 5
.

6 吐1 7
.

6

S E 7 9
.

5 6 8
.

1 3 6
.

9

注
: # t检验与未培养 E。及培养 3 天的 E 。比

较 P < 0
.

0 0 1 ; 与对照管比较 P > 0
.

0 5
。

带 单纯E c或淋巴细胞培养 , △ N 二 10

2
.

培养的新生 E 。
在 M E c L R 中刺激异

体淋巴细胞转化的能力
,
结果见表 3

。

从表
·

3可见培养的新生 E c
在 M E cL R中不具有刺

激异体淋 巴细胞转化的能力
,
其结果与单纯

E 。
或淋巴细胞培养的对照管比较无 显 著 性

差别 ( P > 0
.

0 5 )
。



表3 未经培 养的 E 。 与培养新生 的

E 。 在 ME c L R中刺激异休林 巴

、

细 胞转化能 力

未经培养的E c 培养新生的E c

淋巴细胞掺
入 .H

一

T d R对照管八

量 ( e Pm )

淋巴细胞掺
入 .H

一

T d R对照管△

量 (c Pm )

皮标本

6 3 1 29
。

6

6 3 5
。

6

4 4 4
。

5

5 5
。

9

6 73
.

8.

6 7
。

3

9 4 7
。

8

4 1
。

2

表皮 Lc 源于骨髓并由骨髓来源的 Lc
的前

身细胞不断补充更新 l ( 2 ),
其自身增 殖 是 极

其罕见的 ( ’ ” ) , 人表皮 L 。
携带的 H L A

一
D r
抗

原 (相当于小鼠 H
一
Z la 抗原 ) 是重要的移植

抗原
,
在激发同种皮肤发生免疫排斥方面起

关键作用 ()z ,
不少作者报导用紫外线照射

,

类固醇激素处理的皮肤可延长异 体 皮 肤 存

活
,
认为与表皮内L

。
被清除有关 (” 一

`
)
。

本研究利用表皮组织块接种法进行 E c
培

养
, 观察了人 E

c
培养中 L。的形态及功能变

化
。

实验发现
,

无论是从 L c的 A T P as e 活性或

是从其膜表面 H L A
一
D r
抗原检查结果

,
随培

养时间延长
,
接种表皮组织块内 L 。

皆呈一致

性减少
,

以至最后 E c
内L

。
消失

。

同时观察到
,

培养中L
c
不但数量逐步减少

,

而且残存 L 。明

显变形
,
其胞突变短

、

消失
;
胞体变形呈崩

溃状
,
直至最后 L 。的形态模糊

、

消失
,
说明

培养中L
c
减少或消失不是 L。某一 膜标 志 的

变化
,

而是 L。本身消失的结果
。 ,

M o r h e n n (`名)及H e ft o n ( , ’ ) 等将经胰蛋 白

酶分散的人 E c
进行培养

,
发现培养 7 一 14

天后的 E
。
内不再有携带H L A

一
D r
抗原的 L。

,

与本研究观察的结果基本一致
。

本研究还发现 , 培养中存于接种表皮组

织块 内的 L。既无增殖
,

也不迁移到周 围新生

的 E c
中去

,
在培养新生的 E 。

内 自始 未发现

有 A T P as 。 、

H L A
一

D r阳性 L 。 。

城 E 。 L R 可 反映两个 同种个体之间的组

织不相容性程度
,
并 已作为 临床器官移植的

一项组织配型方法 l( ` )
。

我们从不同培 养 时

间之表皮组织块分得 E c
进行 M E c L R ,

发现

未经培养的新生 E 。
能 强烈刺激异体淋 巴细

胞转化
。

培养 7天以后的 E 。
在M E c L R中

.

失去

刺激功能
。

同时发现培养新生 E c
在 M E 。 L R

中不具有刺激异体淋巴细胞转化的能力
。

说

明培养 7 天后的 E 。
及新生 E 。二者组 织不 相

容性程度减弱
。

tS in g l等 (̀ 7 )用梯度离心法将 E c
分 离 成

富含 L。的 E 。及去除 L 。的 E 。 ,

分别进行 M E c -

L R ,
发现富含 L 。的 E c

能强烈刺激异体淋 巴

细胞转化
,

而去除L
。
的 E 。

失去其刺激能力
。

本研究培养 7 天后的 E c 及 培 养 新 生 E c
在

M E c L R 中 失去刺激异体淋 巴细胞转化的功

能
,
提示培养后及培养新生的 E 。

内L
。
被清

除
。

这点也 与 前 述培养中 L 。
密度变化的观

察结果相印证
。

皮肤移植内 L 。
密度与其本身存活时间有

密切关系
。

S t r e i l e i n等 (` 8 )将缺乏 L e的小鼠角

膜异位移植到仅 H
一
2

.

1区不相一致的同种动

物体壁
,
发现其存活 45 天 尚未排斥 ; 并进一

步证实含 L 。
密度较低的小鼠尾部皮肤 同种移

植后能明显延长其存活时间 ()z
。

A l s b j6 r n 等
( 4 一 ” )用紫外线照射人皮肤

,
发现可使局部 L。

减少 90 %以上
,
将此含 L 。

密度较低的皮肤移

植给烧伤病人
,

其存活 1 00 天尚存在
。

H e f ot n

等证实培养 7~ 14 天后的人 E 。
内没有 L。 ,

将

此 E 。
移 植到烧伤切廊创面存活 g个月之久 尚

未发生排斥 e()
。

本研究观察到在 E c培养过程

中存在于接种表皮组织块内的 L。逐步减少以

至消失
, 同时培养新生的 E 。

内也没有携带

H L A
一
D r
抗原的 L 。 ,

说明本培养系统培养的

人 E c
如用于异体移植

,

延长其存活时间是有

可能的
,

一xSE

N 8 8 8 6

注
: △ 单纯 E c或淋巴细胞培养 ; . t检验与未

经培养的 E。 比较P < 。
.

0 01 , 与对照管

比较 P > 0
.

0 5

讨 论
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