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感觉神经肽P物质在表皮干细胞 

分化中作用的实验研究 

黄晖 赖 西南 王正国 王丽丽 陈志雄 

【摘要】 目的 以体外培养表皮干细胞(ESC)为实验平台，观察感觉神经肽 P物质(sP)在 ESC 

分化中的作用。 方法 以黏附分离法分离、纯化新生 Wistar大鼠的 ESC，在出现 ESC克隆生长时 

加入 sP刺激，分别于刺激前及刺激后 24、48、72、96、144、192、240、288、336、384、432 h取样进行角蛋 

白l4(K14)免疫组织化学染色并用流式细胞仪(FCM)，鉴定细胞分群及 比例。 结果 ESC在加入 

sP后可以继续呈片状聚集生长，细胞 K14染色阳性，提示为短暂扩充细胞(TAC)。FCM检测结果提 

示 ，ESC经 sP刺激后出现TAC细胞群落，细胞比例随时间的延长上升。 结论 sP可以诱导体外培 

养 ESC分化为 TAC，在这个过程中 ESC数量仍保持一定的水平。 
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【Abstract] 0bje~tive To investigate the effect of sensory neuropepride substance P(SP)on the dif- 
ferentiation of cultured epidermal stem cells(ESC)in vitro．with in vitro cultured ESC aS the plafroril1． 

Methods ESC from newborn Wistar rats were isolated．purified by repeated passages in culture．SP WaS 

added for stimulation when ESC clone grew．Immunohistochemistry staining with K l 4 antibody．and flow cy 

tometry (FCM)WaS performed at 0，24th，48th，72nd，96th，l44th，192nd，240th，288th，336th，384th，432nd 

post differentiation hours(PDH)to identify the cell groups and to detect if there were transient amplifying 

ceUs(TAC)among the cells． Results ESC in culture formed large colonies after SP treatment with positive 

staining for K14．indicating that they were TACs．The results of FCM indicated that when ESC were stimula． 

ted by SP．TAC colony form ation oceured and the cell number increased in a constant speed． Conelusion 

ESC could differentiate into TAC by neuropeptide SP induction．and the numbert of ESC kept on a certain 

level during the process． 

【Key words] Substance P； Cell differentiation； Epithelial stem cells： Transient amplifying cells 

创伤愈合的调控是一个复杂的过程，表皮干细 

胞(epidermal stem cells，ESC)和感觉神经肽 P物质 

(substance P，SP)在其过程中有重要作用；SP阳性 

纤维和 ESC在皮肤发育中存在密切的时空关系 i。 

本研究以体外培养的 ESC为实验平台 ，通过观察 

sP在 ESC分化中的作用及其影响，以期为通过神经 

调控促进创伤愈合及提高愈合质量提供新思路。 

材 料 与 方 法 

1．动物来源与主要试剂、仪器：新生后 3～4 d 

的 Wistar大鼠(第三军医大学大坪医院动物室)120 

只，雌雄不限。抗体 p。整合素、角蛋白(K)19、K14、 
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K5、SP及异硫氰酸荧光素(FITC)+藻红蛋白(PE) 

双标记抗体试剂盒均为美国 Sigma公司产品。胰蛋 

白酶、胎牛血清(FBS)、EMEM培养基均为美国Gib． 

CO公司产品。流式细胞仪(FCM)为美国 BD公司产 

品。链 霉 亲 和 素一生 物 素一过 氧 化 物 酶 复 合 物 

(SABC)双标记试剂盒为武汉博士德公司产品。 

2．成纤维细胞培养液的制备：取幼鼠全层皮肤 

并修剪成 1 mm×1 mm贴于培养瓶底，加入 EMEM 

+体积分数9％FBS+0．05mmol／LCaC1，+0．5 Ixg／L 

硫酸庆大霉素，置 37 qc、体积分数 5％CO，的细胞 

培养箱内孵育 48 h。收集培养液用 0．45 Ixm微孔 

滤膜过滤后，置 一20 qc保存。用前用等渗盐水 1：1 

稀释，即成体积分数为50％成纤维细胞培养液。 

3．ESC的培养：取大鼠表皮用 2．5 g／L胰蛋白 

酶消化成单细胞悬液，利用 ESC对 Ⅳ型胶原 的特异 

性和黏附性，用快速贴附法分离出 ESC，并用 ESC 

培养基(体积分数为50％成纤维细胞培养液 +体积 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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分数 9％FBS+0．05 mmol／L CaC12+4 p~g／L表皮生 

长因子 +0．5 I,zg／L硫酸庆大霉素 +EMEM)筛选培 

养。分离培养出的ESC用 2．5 g／L胰蛋白酶消化， 

l8 cI=，I200×g离心 10 min，弃上清。加人 ESC培 

养基调整细胞数(I×10’个／m1)接种于预先铺有无 

菌盖玻片的24孔培养板中。待各孔中 ESC出现克 

隆生长时，将 24孔平均分为实验组和对照组。实验 

组培养液改为ESC培养基 +I×10～mol／L SP，对照 

组仅为 ESC培养基。两组细胞均置 37 cI=、体积分 

数 5％CO 的细胞培养箱内，隔日换液。分别于加入 

SP刺 激前 及刺 激后 24、48、72、96、144、192、240、 

288、336、384、432 h取样检测。 

4．观察指标：(I)倒 置相差显微镜 下观察两组 

细胞增殖及其形态变化。(2)FCM检测：①实验组 

培养孔内加入2．5 g／L胰蛋白酶，37 cI=下振荡消化， 

终止反应后于 l8 cI=，1200 g离心 10 min。弃上清。 

加入含体积分数 3％FBS的磷酸盐缓冲液(PBS)吹 

打成单细胞悬液，用体积分数 40％的丙酮固定。细 

胞平均分为Al与 A2两部分，l8℃，1200 x g离心 

10 min，弃去上清液。Al细胞内加人 KI9抗体作为 

第 1种一抗，室温避光孵育 I h，清洗，加入 FITC标 

记的山羊抗小鼠单克隆抗体，避光冰浴 30 min，清洗 

后阻断；同方法以 B 整合素抗体作为第 2种一抗， 

进行 PE标记，充分吹打混匀成单细胞悬液后用 

FCM检测。同上步骤依次在 A2细胞内加入 K14、 

K5，分别作为第 1种一抗及第 2种一抗进行免疫荧 

光双标记后，用 FCM检测细胞成分及比例。②对照 

组细胞平均分为 Bl和 B2，处理同实验组。(3)免 

疫组织化学观察：SP刺激 72 h后取出孔内盖玻片， 

用4 cI=的纯丙酮固定后分别用 SABC双标记法(以 

KI9+B 整合素 为 ESC鉴定标志物)、生物素一链酶 

亲和素一辣根过氧化物酶二步法[以 KI4为短暂扩 

充细胞(TAC)鉴定标志物]进行染色。 

5．统计学处理：数据以 x±S表示，采用 SPSS 

10．0统计软件作单因素方差分析。 

结 果 

I．培养 10 d后，ESC培养瓶内有快速贴壁的细 

胞，出现了以单个细胞为分裂中心、呈片状聚集样向 

外生长的生长晕；每个细胞群落内的细胞外形及大 

小一致，表现为体积小，呈扁圆形，胞核大，胞浆少。 

加入 SP后实验组 ESC继续呈片状聚集生长，24 h 

见培养细胞出现分裂相，但细胞形态及大小出现变 

化：随着培养时间的延长，细胞变大。扁圆形，胞核较 

小，胞浆增多。对照组细胞形态未见明显变化。 

2．(I)随加入 SP刺激时间的不同，实验组 Al 

细胞分检为 KI9一B 整合素双标记阳性细胞群落、 

K19阳性细胞群落、B 整合素阳性细胞群落、双阴 

性细胞群落；KI9阳性细胞数及双阴性细胞数极少， 

各刺激时相点下双标记阳性细胞数基本保持不变， 

B 整合素阳性细胞数随刺激时间延长而逐渐增加。 

A2细胞分检为双标记阳性细胞群落、K阳性细胞群 

落、双阴性细胞群落；双标记阳性细胞数随刺激时间 

延长而增加，其增长幅度与 A1细胞中 B 整合素阳 

性细胞群落增长趋势一致，两者问细胞数基本相同 

(P>0．05)；双阴性细胞数随刺激时间延长基本保 

持不变，与 A1细胞中 K19一p 整合素双标记阳性细 

胞之间比较，差异也无显著性意义(P>0．05)；A1、 

A2的总细胞数基本一致 (P >0．05)。见表 1。 

(2)对照组 B1、B2细胞均被分检为 K19一B 整合素 

双标记阳性细胞群落、K19阳性细胞群落、整合素 

表 1 实验组表皮干细胞加入感觉神经肽 P物质后不同时段分化的细胞数 (个， ±s) 

Tab 1 The differentiated cell number at different PDH after Neuropeptide sp stimulation(number，x±s) 

细胞 细胞群落 刺激前 — ——— —— 

3318 3420 34l7 3332 

±77 ±80 ±72 4-62 

8l 265 576 935 

±5 ± l2 ±8 4-40 

3936 3987 4260 4590 

±54 ± 121 ±l03 ±59 

79 255 588 890 

±1 ±l4 ±9 4-l8 

328 3331 3659 3401 

±3400 ±267 ±65 ±141 

4271 4058 4306 4682 

±402 ±275 ±76 ±191 

刺激后培养时间(h) 

A1 K19一Bl整合素 

双阳性细胞数 

B 整合素 

阳性细胞数 

总细胞数 

A2 Kl4一K15 

双阳性细胞数 

K14一K15 

双 阴性细胞数 

总细胞数 

3242 

±37 

1654 

注：实验组培养的细胞平均分为 A1和 A2，两者被测细胞数相同 
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自体微粒皮移植术对大面积深度烧伤后 

多器官功能障碍综合征发生的影响 

胡德林 汪昌荣 王永杰 方林森 

烧伤后多器官功能障碍综合征 (multiple organ dysfunc～ 

tion syndrome，MODS)是烧伤治疗中影响全局和亟待解决的 

重要课题，如何及早防治烧伤患者全身感染和 MODS是治疗 

的关键之一。笔者单位采用大面积切痂 自体微粒皮移植术 ， 

有效地覆盖了创面，在减轻或阻止全身感染和多器官功能障 

碍等方面取得了良好疗效。 
一

、资料与方法 

1．临床资料 ：选择 1993～2002年笔者单位收治的烧伤 

患者 64例，烧伤总面积(77．5±23．6)％，其中Ⅲ度(59．2： 

24．8)％TBSA。根据创面处理方法的不同，分为 A、B两组。 

A组患者行一次性大面积切痂 自体微粒皮和大张异体皮移 

植术，B组分次行部分 Ⅲ度创 面切痂 自体邮票状皮片移植 

术。两组患者入院后常规处理相同．其一般情况见表 I。 

表 1 两组患者一般情况比较 ( ±s 

注：A组为切痂自体微粒皮移植术的患者，B组为切痂邮票植皮术 

患者；与A组比较，#P<0．05 

2．脓毒症和 MODS的诊断标准见文献[1 。MODS的发 

病过程、诊断虽然包括早期器官功能障碍及晚期功能衰竭的 

诊断和评分标准，但 目前对其认识 尚不统 一，笔者仍沿袭 

MODS终末阶段即多系统器官衰竭(MSOF)的诊断标准 

3 观察指标：比较两组患者脓毒症和 MODS的发生率。 

4．统计学处理：计量资料用 x±s表示，行 t检验；计数资 

料行 x 检验 。 

二、结果 

A组患者脓毒症、MODS发生率分别为34．4％和 18．8％． 

B组为62．5％ 、43．8％，两组 比较，差异有显著性意义(P < 

0．05)。见表 2。 
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表 2 两组患者脓毒症、MODS的发生率及脏器功能不全的比较 

删 例数 ， 

A组 32 l1‘34．4％ ) 6t18．8％ ) 6 3 ： t 0 

B组 32 20(62．5％ ) 14(43．8％ ) 9 ’ 5 4 3 1 

注：A组为切痂自体微粒皮移植术的患者，B组为切痂邮票植皮术 

患者；与 A组比较 ，#Jp<0．05 

三 、讨 论 

大面积切痂 自体微粒皮移植术是将严重烧伤患者的深 

度创面予以一次性切除，并采用 自体微粒皮和大张异体皮联 

合移植 ，有效覆盖创面 ，对防治全身感染和脏器功能障碍有 

积极作用 本研究结果表明，切痂 自体微粒皮移植术可明显 

降低烧伤后脓毒症和 MODS的发生卒j李志清等 的研究 

表明 ，一次性切痂后血管内皮细胞的损伤减轻，内皮细胞在 

烧伤后失控性炎症反应的发生与发展 中起关键作用，大面积 

切痂能明显减轻内皮细胞 的损伤，从而有利于烧伤后 MODS 

的防治。一次性切痂较彻底切除了创 面坏死组织，从而有效 

地阻断了因创面所引起的细菌 、内毒素及炎症介质等的人 

侵 ，把对因烧伤创面引发的 MODS的消极治疗改为积极预 

防；同时减少了体液和营养物质经创面的丢失，避免了丢失一 

补充一丢失的恶性循环，减轻了脏器水肿，改善了营养状况， 

也有助于降低超高代谢和恢复免疫功能，达到保护脏器功能 

的目的。自体微粒皮移植术后，大张异体皮为其提供 了一个 

具有一定温度 、湿度、pH值和氧张力的最适创面环境 ，为 

自体皮成活创造 了条件，加速 了刨面愈合 ，缩短 了病程 ，减 

少了并发症的发生 。 
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