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感觉神经肽 P物质特异性受体在表皮干细胞上的表达 

刘育杰 赖西南 王正国 黄晖 艾军华 王丽丽 

近 10年来 ，表皮干 细胞 (epidermal stem cells，ESCs)作 

为皮肤细胞发生、修复 、改建的源泉，因其与上皮源肿瘤 、皮 

肤变应性疾病的发生密切相关而成为研究的热点⋯。体内 

实验结果显示 ，皮肤伤 口中外源性感觉神经 肽 P物 质可促进 

ESCs增殖并将其大量募集于创缘，加速修复过程 。为进 

一 步探讨 P物质对 ESCs生物 学行 为影响 的机制 ，本 实验分 

别从蛋 白水平和 mRNA水平观察体外培养 的 ESCs上 P物 质 

的两种特异性受体 ：神经激肽 l受体 (NK一1R)和 NK-2R的表 

达情况 。 

一

、材料与方法 

1．材料及主要试剂来 源：出生 3～5 d的 SD大 鼠(第 三 

军医大学大坪医院医学实验动物中心)2O只。左旋谷氨酰 

胺 、非必需氨基酸 、无钙 S-MEM 培养基 、硫 酸庆大霉 素 、胰蛋 

白酶购 自美 国 Gibeo公 司；生 物素-链 霉亲 和素一辣根 过 氧化 

物酶(SP)、二脒基 苯基 吲哚 盐酸 (DAPI)购 自美 国 Sigma公 

司；特等胎牛血清(FCS)购自美国 Hyelone公司；鼠Ⅳ型胶原 

购自美国 Fluka公司；整合素 B。单克隆抗体购 自武汉博士德 

生物工程有限公司；角蛋白 l9(KI9)单 克隆抗体购自美 国 

Chemieon公 司；SP试剂 盒、荧光标记 的二抗 购 自北京 中山生 

物技术有限公司；山羊抗大鼠 NK-2R多克隆抗体 、兔抗大鼠 

NK—lR多克隆抗体购 自美国 Santa Cruz公司；PCR体系购 自 

北京赛百盛基因技术有限公司；NK—lR和 NK一2R mRNA引物 

由华大基因上海鼎安生物科技有限公司合成。 

2．ESCs培养 ：(1)制备 ESCs条件培 养基 ：无 菌条件下取 

幼鼠全层皮肤，去除皮下组织，修剪成 l mm×l mm皮块贴 

附于无 菌培养瓶 底 ，加入 由无钙 S-MEM培 养基 +体 积分 数 

9％FCS+0．05 mmol／L CaC12+0．5 g／L硫酸 庆大霉素 +0．1 

moWL左旋谷氨酰胺 +0．1 moUL非必需氨基酸组成的培养 

液 ，置 37℃ 、体积分数 5％CO：、饱 和湿 度的细胞 培养箱 内孵 

育 72 h。待细胞进入对数生长期后，收集培养液，采用孔径 

0．45 ixm的滤膜过滤后，取滤液置 一20℃冰箱中冻存待用。 

(2)ESCs的分离与培养：无菌条件下取幼鼠全层皮肤，以2．5 

g／L胰蛋白酶 4℃消化过夜，分离真皮、表皮。将获得的表皮 

用胰蛋白酶在37℃再次消化 8 min，制成单细胞悬液。利用 

ESCs对鼠Ⅳ型胶原 的特 异性 快速 黏 附作用 ，用 包裹 Ⅳ 型胶 

原的培养瓶将其筛选出来，加入 ESCs培养基(无钙 S-MEM 

培养基 +体积分数9％FCS+0．05 mmoUL CaC1，+4 ixg／L表 

皮生长因子 +15．0 s／L硫酸庆大霉素 +1／2原浓度的 ESCs 

条件培养基 +0．1 mol／L左旋谷氨酰胺 +0．1 mol／L非必需 

氨基酸)中继续培养，隔 日换液。经 3～5次换液，更换鼠Ⅳ 
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型胶原包被的培养瓶，并重复上述过程，最终获得较高纯度 

的ESCs。(3)ESCs的鉴定 ：分别检测所培养细胞能否呈克 

隆状 生长，并以整合 素 B。、KI9免 疫荧光染 色法进 行鉴 

定 ’ 。 

3．免疫细胞化学荧光染色：待细胞呈克隆状生长时，调 

整细胞含量为 l×10 ／ml，将一部分 ESCs接种于半径 35 mm 

培养皿，培养 10 d，待细胞贴壁后弃去培养基 ，4O g／L多聚甲 

醛固 定 15 min。用体 积 分 数 0．3％ 聚 乙 二醇 辛 基 苯 基 醚 

(Triton x一100)和正常山羊血清共同孵育30 rain，加入兔抗大 

鼠 NK—lR(1：800)和羊抗大鼠 NK-2R(1：600)多克隆抗体的 

混合液，4℃过夜。次 日，加入异硫氰酸荧光素(FITC)标记 

的羊抗兔 IgG(1：200)与四甲基罗丹 明异硫氰酸盐 (TRITC) 

标记的兔抗羊 IgG(1：200)混合液 ，37℃孵 育 2 h。之后 以 

50 mg／L DAPI溶液孵育30 min标记细胞核。充分清洗后以 

300 g／L的磷酸盐缓 冲液 (PBS)-甘 油封 片。在激 光共 聚焦扫 

描显微镜 (R9264型 ，德国 Leica公司 )下以 356、488、543 nm 

波长的激光束分别激发 DAPI、FITC及 TRITC并观察(荧光 

三重标记 法)。 

4．逆转录 聚合 酶链反 应 (RT—PCR)检测 NK．1R mRNA、 

NK一2R mRNA的表达水平 ：用 Tripure分离 试剂提取 ESCs总 

RNA。RT-PCR体系及条件同常规。NK-lR mRNA上游引物 

为：5 -GTGGTGGGCAACGTAGTGGT-3 ，下 游 引 物 为 ：5 ． 

TcAcGcAGATGTGGTAcGcT-3 ；NK-2R mRNA上 游 弓I物 为 ： 

5 -CTAcTccATGACcGccATTG-3 ，下 游 弓l物 为 ：5 -CA— 

GAAGAGCGCCAGGTAGAC-3 。PCR产物 检测 ：取 5 l反 应 

液于 10 g／L琼脂糖凝胶中电泳 15 min，保持电压 120 V。 

二 、结果 

1．大鼠 ESCs的培养 和鉴定结 果 ：在 鼠Ⅳ型胶原 包被 的 

培养瓶内快速贴壁的细胞，随着换液次数增加(培养 5～l0 

d)呈片状聚集生长，最终可见细胞呈克隆状生长。细胞外形 

小而圆，核质比大，所得克隆样生长细胞的 KI9、整合素 B。 

免疫荧光染色呈 阳性 。 

2．三重标记免疫细胞化学荧光染色结果 ：TRITC标记的 

NK-2R在 543 nm波 长激 光下 发 红光 ，在 488 nm 波 长激 光 

下 ，标记 NK—lR的 FITC发绿光 。红 色 、绿色荧光主要均匀分 

布在细胞表面。DAPI标记的是细胞核，其在 356 nm波长激 

光下发出蓝色荧光 。 

3．ESCs NK-lR mRNA和 NK一2R mRNA的表达 情况 ：根 

据引物长 度，扩增出的片段约为 300 bp。 

三 、讨论 

神经肽是广泛存在于中枢和外周神经系统的一大类细 

胞外信使分子。在外周神经系统 ，神经肽存在于初级传人神 

经元的游离神经末梢中，且多数存在于皮肤中广泛分布的较 

细的有髓鞘 A8类痛觉纤维和无髓鞘 c类纤维中 】。神经 

肽具有加速皮肤创伤愈合的重要作用 。其机制可能和启动神 

经源性炎性反应、调控免疫细胞功能、促使修复细胞增殖等 
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有关⋯。与创伤愈合关系较为密切的神经肽主要有 P物质 

和降钙素基因相关 肽 (CGRP)，本实验 选取前 者作 为研究 对 

象。P物质有3种特异性受体 ：NK一1R(分布在中枢神经系统 

和外周组 织)、NK一2R(分 布于外 周组织 )、NK一3R(分布 于 中 

枢神经系统) ]。本实验仅观察 NK一1R、NK一2R在大 鼠 ESCs 

上的表达 。 

较多实验结果表明，神经肽对成体干细胞有重要的调节 

作用 。如低等两栖动物断肢再生过程 中，断肢创 缘表面成熟 

细胞可 以去分化重 新形 成千细 胞 ，在此期 间 ，神经肽 对干 细 

胞的存活 和增殖具有重要调控作用 。还有学 者观察到 ，神 

经肽参与骨髓 造血干细胞 和骨祖 细胞增殖 、分化的调控⋯ 。 

ESCs在 皮肤创伤愈 合过 程 中起着 细胞 源 的作用 ，即能 

分化为真皮 、表皮 、皮 脂腺 、汗腺 等各种 皮肤 结构 。因此 ，阐 

明其分化的调 控 因素是 将 ESCs研 究成 果 应用 于 临床 的关 

键 。目前认为 ，调控 ESCs分化 的外 源性 因素 主要有 多种细 

胞 因子 、膜 蛋白介 导 的细 胞 间相互作 用 、整合 素与细 胞外基 

质 ]。笔者利用目前公认的Ⅳ型胶原差速黏附法，在体外分 

离并培养 了 ESCs。在 此基 础上 ，从 蛋 白和 mRNA两 种水 平 

检测离体培养的 ESCs，观察到其上存在 P物质特异性受体 

NK．1R和 NK-2R。这两种受体的存在，直接说明了 ESCs具 

有 P物质作用的物质 基础 ，为前 期实 验结 果“P物质 是调 控 

ESCs聚集 、分化的 因素之一”提供 了有力证 据。同时 完善 了 

ESCs分化调控理论体系，为从改善神经功能人手治疗皮肤 

创面及难愈伤口、上皮肿瘤、变应性皮肤病奠定了理论基础。 
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过去普遍认为，P物质与 NK．IR的结合力最强㈩ ，而 NK-2R 

在 P物质调控 ESCs分化中到底扮演什么角色，还需要进一 

步研究 。 
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高压电击伤合并胃壁穿孑L坏死一例 

王艳 华 

患者男 ，38岁。不慎被6．6 kV高电压击伤，当时意识一 

过性丧失，伤后半小时入院。查体 ：患者 自诉头晕、心慌、全 

身酸软无力，意识清楚；血压 110／70 mm Hg(1 mm Hg= 

0．133 kPa)、呼吸20次／min、脉搏 100次／min、体温 36．7℃； 

心肺听诊无异常。创面分布于右上 、下肢及腹部 。电击 伤入 

口：右手尺侧及腕部屈侧焦痂呈斑片状，并伴有右手尺侧4、5 

指感觉、运动功能障碍。电击伤出口：左上腹壁有 2％TBSA 

创 面呈蜡样苍 白，中央呈洞穴样 改变 (直 径 2 cm)，内有 腹腔 

内容物(大网膜)脱出，周边组织炭化范围8 cm×5 cm。心电 

图提示窦性心率 、基线干扰严重，尿常规未见异常。入院诊 

断：(1)高压电击伤，总面积 10％TBSA，深 Ⅱ、Ⅲ度；合并腹部 

开放性损伤。(2)右手尺侧感觉 、运动功能障碍。 
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入院后立即给予对症治疗，伤后 1 h在全身麻醉下行剖 

腹探查及右腕部焦 痂切 开减张 术。术 中见左 上腹壁 全层 坏 

死区达 10 cm×5 cm，胃大弯前壁 全层组 织苍 白、水肿 、变硬 ， 

范围达 8 cm×3 cm，并有穿孔(0．5 cm×0．5 cm)。切除胃壁 

失活组织，局部修复缝合后关腹；清除腹壁炭化组织及坏死 

肌肉后，局部拉拢缝合。腕部切开减张后 ，尽可能地保留间 

生态组织，用右下腹壁带蒂皮瓣修复腕部缺损区。术后采用 

肠外 营养 、抗感染等综合治疗措施 ，2周后患者开始进半流质 

饮食，3周后腕部皮瓣断蒂，5周后行右手、右下肢及左上腹 

肉芽创 面游离 植皮 术 ，术 后 7周痊愈 出院。伤 后 3年 随访 ， 

患者 除右 手感 觉 、运动功能未完全恢复外 ，主诉 无异常。 
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