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伤早期 ，心 脏泵 血功 能 明 显下 降 。烧 伤 后 心肌 细胞 发 生 

“钙超载”是心 功 能下 降 的 主要 原 因 ，抑 制心 肌 细胞 “钙 超 

载”能改善心功能 。 。本研究观察到 ，经静脉持续给予钙通 

道阻断剂尼莫地平 ，患 者 ACC升高 ，ABF明 显增多 ；而心 率 、 

MAP、LVET(心脏前负荷指标 )和 TSVR有所 下降 ，表 明尼莫 

地平能在一定程度 上缓 解烧 伤后 心功 能下 降。同 时本研 究 

结果显示 ，治疗 剂量 的尼莫地 平能 轻度 扩张外 周血 管 ，引起 

血压 、TSVR、心率降低。闪此在应用该药时应保证有充足的 

血容量和 良好 的血流动 力学 监测 。 

免疫细胞 内钙离子作为细胞 内信 号转导第 二信使 ，参与 

多种免疫 反应 过程 。动物实验表 明 ，钙离 子通道阻 断剂能抑 

制免疫 细胞 炎性介 质的释放 ，降低烧伤 后血浆 内促 炎性细胞 

因子水平 。TNF—Ot是重要的 SIRS始 动和促动细 胞因子 ： 

IL-8是 一种强 烈 的免疫细 胞趋 化因 子；ICAM—l是介 导 白细 

胞与血管内皮 细胞 黏附 的必不 可少 的一 个环 节 ；PLA，能催 

化花生四烯酸代谢途径 ，产生m小板活化因子、前列腺素、白 

三烯 、血栓素等促炎性细胞 因子 。氧化性损害在 组织细胞 损 

害中起重要 作用 ，TAC是衡 量抗 氧 化能 力 的 主要指 标 。本 

研究结果 表明 ，治疗剂量的尼莫地平 能降低患 者血浆TNF—Ot、 
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IL-8、ICAM—l含量及 PLA2活性，使其血浆 TAC升高；同时还 

能显著减少烧伤后多种促炎性细胞因子的产生，减轻自细胞 

与 内皮细胞 问的黏附 ，提高 全身抗 氧化 能力 ，可缓 解烧 伤后 

过度免疫反应造成 的组织 细胞损 害 ，对烧 伤后 的细胞保护 治 

疗具有现实意 义。 
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有血清和无血清培养人表皮干细胞的比较研究 

辛国华 曾元临 邱泽亮 罗旭 余於荣 李 国辉 

1 对象与方法 

1．1 主要试剂 

Ⅱ型 dispase酶 、角质形成细胞 无血清 培养液 (K—SFM)、 

胎牛 血 清 (FCS)、DMEM 无 血 清 培 养 液 、牛 垂 体 提 取 物 

(BPE)均购 自美 国 Gibco公 司 ，人胎 盘 Ⅳ型 胶 原 购 自美 国 

Sigma公 司 ，角蛋 白 l9(K19)单克 隆抗体 为福 州迈 新生 物技 

术开 发有 限公 司产 品，整合素 p．多克隆抗 体购 自美 国 Onco— 

gene公司 ，Envision试 剂 盒 由丹 麦 DAKO公 司 提 供。FACS 

Calibur型流式 细胞 仪为美国 Becton Dickinson公 司产 品。 

1．2 细胞培养 

1．2．1 表皮与真皮的分离 将 健康人包皮环切术 后剩余 

的新鲜包皮 (供者知情 同意)用含有青 、链霉 索的磷酸盐缓 冲 

液冲洗 8一lO次 ，剔除 皮下组织 ，剪成 1．0 ca x0．5 ca的皮 

片 ，置于 4 g／L1I型 dispase酶 中，4℃下消 化 l2～l5 h，分离 

表皮和真 皮。 

1．2．2 有血清及 无血清 培养 液 的配制 取 真 皮 ，用 2．5 

g／L胰蛋 白酶消化法获取 真皮组织 成纤维 细胞后 ，用 DMEM 

无血清培 养液进行传代培养 。收集第 2～3代对 数生长期细 

胞的培养 上 清 液 ，用孑L径 0．22 p,m 的 滤膜 过 滤 除菌 后 ，与 

K—SFM等体积混合 ，每升加 FCS 100 ml、表皮 生长 因子 5 g、 

氢化 可的松 400 g、氯化钙 0．05 mmol、L-谷 氨酰胺 0．1 mol、 

BPE 1．0 mg，配成表皮干细胞 (ESC)有血清 培养液 。不添加 

FCS但其余成分 同前者制成 ESC无血清培养液 。 
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1．2．3 ESC的培 养与 分组 分 离 的表皮 片用 胰 蛋 白酶一 

乙二胺 四乙酸 37℃消化 5 min，所得细 胞 以 DMEM悬 浮 ，利 

用 Ⅳ型胶原分 离 、富集 ESC，将其分别加入有 血清培 养液 (有 

血清组 )和无 血清 培养液(无 血清 组 )中培 养，隔 日换液 。培 

养 ll d细胞形成较 大克隆 后 ，用 2．5 g／L胰 蛋 白酶 37℃ 消 

化 5 min，以 1：2比例传代。 

1．3 细胞克隆形成率 的测定 

取两组第 2代 ESC，按 200个／孑L接种至预先用 Ⅳ型胶 原 

包被 的 24孑L培养板 中。培养 2周后 ，记 录克隆数 (细胞数 ≥ 

5O个计为 1个克隆 )和克隆维持时 间(即克隆停止 扩展 的时 

刻 一克隆开始形成的时刻)。克隆形成率 =细胞克隆数 ÷接 

种时细胞数 ×100％。 

1．4 细胞生 长曲线测定 

取两组第2代 ESC(达 70％融合)，以4×10 个／孑L接种 

于 96孑L板 ，每组 4孑L，隔 日换液。分别于培养后第 l、3、5、7、 

9、ll、l3天 ，用 噻唑蓝法 测 定波长 490 am下 吸光度 值 ，绘 

制细胞 生长 曲线 。 

1．5 细胞周期分析 

两组原代 ESC生长至60％ ～70％融合时，用 2．5 g／L胰 

蛋 白酶常 规消 化 ，调 整细 胞浓度 至 l×10 个／ml，体 积分 数 

70％ 的乙醇 4℃ 固定 过夜 ，用 流式 细胞 仪进 行 细胞 周期 分 

析 。 

1．6 整合素 B．和 K19强阳性表达率检测 

选取 20个包 皮标 本 ，行 原 代 ESC分 离 和 分组 培 养 达 

60％ 一70％融合时，消化传代并制作细胞玻片，Envision两步 
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