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Ⅱ酶(美 国 Gibco公 司 )，SDF一1(美 国 Peprotech公 

司)，人胎盘Ⅳ型胶原 、AMD3100(美 国 Sigma公司)， 

兔抗 SDF一1单克隆抗体 (美 国 Ebioscience公 司)，小 

鼠抗整合素 p 单克隆抗体、SP一9001、SP一9002(北京 

中杉金桥生物技术有限公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 ESC分离 自幼儿包皮切除术 

后剩余皮肤(家属知情同意)，培养、鉴定参照文献 

[7]进行 ，使用 DK—SFM。取第 2代细胞备用。按照 

文献 [8]的方法 ，采用 DMEM高糖培养基 ，另添加体 

积分数 10％小牛血清培养人原代 Fh。取第 5～8代 

细胞备用。 

1．2．2 真皮等价物的制备 参照文献 [9]提取鼠 

尾胶原 ，调整胶原浓度为 4 mg／m1 ，在冰浴条件下按 

比例混匀醋酸鼠尾胶原 、10倍浓缩 DMEM高糖培养 

基 、小牛血 清，用 1 mol／L氢 氧 化钠 调节 pH值 至 

7．2～7．4。将 F}】加入此胶原液中混匀，细胞浓度为 

1×10 个／mL。将胶原一细胞混悬液 以 3．5 mL／~L接 

种于 6孑L培养板 ，放置在 37℃孵箱孵育 20 min，待 

胶原凝固。每孔另添加含体积分数 9％小牛血清 的 

DMEM高糖培养液(2 mL)孵育72 h。 

1．2．3 种子细胞重建三维皮肤等价物(TDSE) 

将第 2代 ESC以 1×10。个／孔均匀接种于上述制备 

的真皮等价物表面 ，常温孵育 20 min。另重新添加 

DK—SFM培养基 2 mL／~L，37℃孵育过夜。24 h后 

更换为含体积分数 9％小 牛血清 、0．1 mmol／L谷氨 

酰胺 、0．1 mmol／L非必需 氨基酸 的 FAD培养 液 (3 

mL／~L)。以后每 2天换液 1次。浸没培养 1周后，将 

培养物置于不锈钢筛网上进行气一液界面培养 15 d。 

1．2．4 建立离体 TDSE冻伤模 型 将 灭菌金 属 

棒(半径 4 ml2r1)一端放置于液氮 中预冻 5 nlin，垂直 

置于重建的TDSE模型表面滞留10 S，制备成全层皮 

肤冻伤创面(呈孔形)模型一 。 

1．3 检测指标 

1．3．1 TDSE组织结构 观察 取 TDSE标本 ，经 

40 g／L多聚甲醛 固定 ，常规处理后 HE染色 ，光学显 

微镜下观察组织结构 。 

1．3．2 免疫组织化学染 色检测 TDSE冻伤模型创 

缘 SDF一1的表达变化 收集单纯冻伤后 3、7 d的 

培养物 ，40 g／L多聚甲醛固定 24 h后 ，常规脱水 、浸 

蜡 、石蜡包埋标本 ，切 片(厚度 4 ixm)。检 测 SDF一1 

(抗体稀释度 1：50)表达，实验操作按照 SP一9002试 

剂盒说明书进行。二氨基联苯胺 (DAB)显色 ，光学 

显微镜下观察。 

1．3．3 免疫组织 化学染色检测 TDSE冻伤模 型中 

ESC分布 TDSE同前制成冻伤模型后，分为对照 

组、SDF一1组 、AMD3l0HD组 。对照组创面区添加 PBS 

50 L／孔 ；SDF一1组创面 区添加 100 ng／mL SDF一1， 

50 L／孔 ；AMD31O0组创面区预先加入 SDF一1受体 

CXCR4的特异性 拮抗 剂 100 ng／mL AMD31O0(50 

L／孑L)，处理 30 min后 ，添加 100 ng／mL SDF一1，50 

L／孔 。以上每组设 2个复孑L，实验重复 3次。于伤 

后 3、7 d收获各组培养物，用 40 g／l 多聚 甲醛 固定 

24 h后 ，常规脱水 、浸蜡 、石蜡包埋标本 ，切片 (厚度 

4 m)。免疫组织化学法检测整合素 p (抗体稀释 

度1：50)的表 达情 况。实验操作严格按 SP一9001试 

剂盒说明书进行 ，DAB显色 ，光学显微镜下观察。 

2 结果 

2．1 TDSE大体形态及组织结构观察 

HE染色显示 ，TDSE表 皮分层 多，细胞排 列紧 

密 ，大致分为基底层 、棘层 、角质层(图 1 a)。 

2．2 TDSE冻伤模 型创缘 SDF一1的表达变化 

TDSE冻伤后创缘 问质 内 SDF一1的表达逐渐增 

加。DAB染色显示 ，伤后 3 d细胞问质呈棕黄色(图 

1b)，伤后 7 d变为深棕色 (图 1 c)。创缘表皮 细胞 

的数量 、分层厚度都明显增加 。 

2．3 SDF一1／AMD3100作 用对 TDSE 冻伤 模 型 中 

ESC分布的影响 

伤后 3 d，SDF一1组整合素 p 阳性细胞位于基 

底层 ，细胞膜呈棕 色 (图 2a)，与对照组 (图 2b)接 

近；AMD3100组整合素 p 阳性细胞排列松散 ，数量 

较少(图 2c)。伤后 7 d，SDF一1组整合素 p 在基底 

层和邻近创面区的表达(图 2d)明显 比其他 2组 (图 

2e，f)增强 ，且表皮细胞层数增 多、排列紧密，部 分整 

合素 p 阳性细胞脱离基底层 ，向创面迁移趋势更加 

明显 。AMD3100组伤后 7 d(图 2f)与伤后 3 d(图 

2c)时相比无明显变化 ，创缘新生细胞数量少，向创 

面迁移不明显。AMD31O0组伤后 7 d整合素 p 阳 

性细胞(图 2f)少于对照组 (图 2e)，细胞分层更少。 

3 讨论 

研究表明，创面的上皮化在伤后数小时即开始， 

创缘表皮细胞表型发生改变 ，表皮细胞产生的胶原 

蛋白酶 ，以及表皮 细胞分泌 的纤溶酶原活化物激活 

纤溶酶，共 同降解胶原与 ECM “ 。这些表现与细胞 

受趋化 因子 的诱 导作用 发生迁移前 的改 变极为相 

似 。随着时 间的推移 ，ESC不 像在正 常皮 肤 中那样 
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