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·基础研究·

【摘要】 目的：探讨乙酰胆碱（>8&）对人表皮细胞冷存活力的影响。方法：应用人表皮细胞的分离、培养技术，并
进行 ?%%检测、病理切片以及电镜检测等手段进行观察。结果：不同浓度的 >8&对冷存的表皮细胞均有一定的保存
活力作用，其中以 $" @ A B $" @ $"C-1 D E的浓度为最佳。结论：认为 >8&对冷存中的人表皮细胞有一定的保护作用，它可
提高表皮细胞的保存活力。
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乙酰胆碱对人表皮细胞冷存的影响
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人表皮细胞的培养与保存、直接或与其他材料

共同组成复合皮肤应用于临床始终是烧伤工作者

的一个研究热点 X $ Y。但人表皮细胞培养不能无限增

殖，临床应用又有时间限制，故冷存细胞必不可少，

而冷存细胞时活力的保存是关键 X # Y。本文试图通过

>8&对细胞冷存活力的影响的研究，以探求提高表
皮细胞冷存活力的方法。

材料与方法

实验人体皮肤分别来源于人包皮、烧伤病人正

常皮肤及胎儿皮肤。

$< 人表皮细胞的分离及培养方法 X ! Y：将手术时

无菌取下的全层或断层皮肤组织予 "< $#Z[T)+Q0+’
消化酶 \]冷消化 $Z &/ B $A &/ 后直接分离下表
皮，再经 "< #Z[胰酶—"< "$[ ^T%> 液短时消化吹
打成细胞悬液。经计数，台盼蓝染色测定活细胞百

分率在 G"[以上时，置无血清培养液 _ @ 7‘?中进
行常规培养及传代。

#< 培养细胞的鉴定：7>3(免疫酶染色法（按免
疫组化试剂盒说明方法进行），阳性部分呈棕褐色。

当 G"[以上细胞呈阳性结果时，证明培养的细胞为
人表皮细胞。

!< ?%% 比色分析法检测 X \ Y >8& 对人表皮细胞
的冷存活力：取 # B \ 代对数生长期表皮细胞，按每
孔细胞量为 $"Z 个 D孔加入 GJ 孔培养板，共加 #H
孔。分 G组，每组 ! 个复孔，其中有一组为正常对照
组，余 A组分别加入按浓度梯度配置的 >8&（$" @ $" B
$" @ !C-1 D E）X Z Y。另备一组冷存管，各管内细胞量达
# a $"J D C1，>8& 浓度梯度同上。将上板及冷存管分
别按常规冷存方法 X J Y冷存于 @ A"]、@ $GJ]各 \"
天后常规方法复温（冷冻液中均含 $"[T?7b抗冻
保护剂），直接用 ?%%比色分析法检测 >8& 对表皮
细胞活力的影响。

\< 组织学检查：取新鲜皮片，分为三等份。一份
做正常对照，一份做 @ $GJ]冷冻对照，一份加 $" @ A

C-1 D E >8& 后于 @ $GJ]冷冻处理。分别对三组标
本行包蜡切片、V^染色，观察其大体结构变化。

Z< 电镜检查：取新鲜皮片经 T @ %/ 法分离后，
得新鲜细胞悬液，计数后，分三等份。一份（$ 号）作
正常对照，一份（# 号）常规 @ $GJ]冷冻对照，一份
（! 号）予加 $" @ A C-1 D E >8& 后同 # 号冻存处理后，
分别用 ![戊二醛固定，送电镜室，经酒精脱水、树
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发现：不同浓度的 >8&对 ? @#A，? $BC A分别保存
的表皮细胞各组均有一定提高保存活力作用，尤其

是深低温时有明显的提高保存活力作用（ !D#< #E，
以 $# ? @ F $# ? $#G-1 H I 浓度最佳。该改变病理切片大
体观察无法发现，但通过电镜对细胞的超微结构的

观测发现：通过 >8& 作用的细胞冷存后，结构改变
相对少一些，说明其在表皮细胞冻存中具有一定的

保护细胞作用，从而在超微结构上进一步证实了

J%% 的结果。其保护机制有待进一步研究，或许与
细胞上 J受体结合，然后引起细胞内 8KJL的浓度
提高，从而使冷存细胞耐受力增强有关。

表皮细胞的分离、培养及保存技术的简化及活

力提高，为将来进行组织工程学方面的继续深入研

究提供了必要的前提条件并打下了坚实的基础，也

是烧伤整形临床实验的基础研究不可缺少的重大组

成部分。在此基础上，人工皮肤的研究成为可能，使

烧伤及整形病人的手术治疗由“拆东墙补西墙”的单

一模式转变为来源丰富的异体或异种皮肤封闭修补

术区等多种模式成为可能，因此认为它有着广阔的

应用前景。
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为了科学地向公众告之各种烧伤医疗技术的适应证，让公众及医生、学生了解各

种形式的治疗特点及适应证，特以《蓝皮书》的形式出版。本书配有大量病理图片及临

床实例照片，用以形象介绍规范的各种临床技术，可供医疗、教学和科研人员及一般

读者学习参考。

本书为大 $C开精装本，每本定价 OE元 V含邮费 W，欲订者请向《中国烧伤创疡杂
志》社发行部订阅。
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