
美宝胃肠胶囊维持胚胎小白鼠小肠组织

植块存活及重新组合成粘膜组织

徐荣祥，王运平，范然，王建虹，林海

【摘 要】 目的：通过体外检测美宝胃肠胶囊（!"#）对胚胎小白鼠小肠器官型植块生长的作用以探索 !"#修
复粘膜损伤的机理。方法：体外培养胚胎小白鼠小肠器官型植块，并将所有植块分为两组：实验组和对照组。结

果：实验组的小肠器官型植块能很好地维持存活，并有大量的单个细胞、细胞克隆以及片状粘膜组织块长出，生长

的时间长，生长状态好；而对照组的小肠器官型植块均很快归于死亡。二者差异极为显著。结论：!"#能够维持胚
胎小白鼠小肠器官型植块的存活，并能促进细胞增殖，某种程度上维持组织的完整性，重新组合成粘膜组织，此结

果可能与 !"#激活上皮干细胞有关。
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大量临床实践显示，!"#可能也是通过激活粘膜上皮干细胞、促进组织细胞生长的机理实
现对损伤粘膜修复的，为了证明这一观点，我们特设计了本实验。

一、仪器、设备、材料、试剂及实验动物

#M1培养箱（美国 N34?7）、冰箱（江苏长岭）、倒置显微镜（重庆光学仪器厂）、超级恒温水浴
及恒温电烤箱（重庆四达）、超净工作台（北京半导体设备二厂）、显微成像分析系统（上海科

瑞）、微波炉（广东 !7A7:O）、微型计算机（北京沐泽）、光学显微镜（江苏光学仪器厂）、各种型号
注射器、/1孔培养板（丹麦 PQP#）、%0?A离心管、J<<5:E34@离心管、微量加样器（/000!A、100!A、
10!A、/0!A，均为法国 !=A63:）、大小滴头、玻璃培养皿（"%8?、"+8?）、0I 11!?微孔滤膜、针头滤
器、显微外科器械、各种眼科手术器械、有盖三角烧瓶、有盖小试管、针头、!"#（美宝公司生产）、
RJR培养基（美国 SG8A3:5）、胎牛血清（杭州三利）、青霉素和链霉素（华北制药）等。
实验动物：昆明种胚胎小白鼠

二、实验方法：

/I取孕 /+日龄的昆明雌性小白鼠，颈椎脱臼法处死之，先置于 &%T乙醇中粗洗一遍（1分
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钟），再置于 !"#乙醇中消毒 "分钟；
$%用眼科剪以及止血钳先剪开雌鼠的腹部皮肤，钝性分离至两侧，充分暴露腹壁肌肉，然

后小心剪开腹壁全层，切勿伤及内脏及小鼠胚胎；

&%剪开子宫，从宫腔中取出胚胎鼠，置入无菌平皿中；
’%用双抗 (冷 )*+将胚胎鼠体表洗涤两次，每次 ,分钟；
"%用显微外科剪刀将胚胎鼠的腹壁剪开，再用显微外科镊子夹起鼠近胃端小肠（包括十二

指肠和空肠），截取 $-.左右；
/%用双抗 (冷 )*+将胚胎鼠小肠连续洗涤两次，每次 ,分钟；
!%用显微外科剪刀将肠管纵行切开，充分暴露粘膜面；
0%用双抗 (冷 )*+将胚胎鼠小肠连续洗涤两次，每次 ,分钟；
1%将鼠小肠置于含双抗（青、链）的 232培养液中冲洗 $次，每次 ,分钟；
,4%将鼠小肠剪成极小的器官型植块，大小约 ,.. 5 ,..；
,,%将植块置于 ,$孔培养板的培养孔中央，每孔 "块，间隔约 $..，布局合理，粘膜面向

上，轻轻按压每块植块，使其紧贴培养板的表面；

,$%沿着培养孔的边缘，每孔中加入约 4% ".6的完全 232培养液，勿使培养液与植块接
触；

,&%将培养板置于 &!7，"#89$培养箱中预孵育 ,%"小时；
,’%每孔加完全 232培养液 $.6，轻拿轻放，切勿使植块飘起，实验组加 :;8；
,"%实验组和对照组同步等量换液，每次去掉原液的 , < $左右，再加入相同量的新鲜 232

培养液；

,/%用倒置显微镜观察植块生长情况，用显微成像记录分析系统记录所观察的结果，并用
计算机保存图像。

三、实验结果

细胞培养 ,,4天内的报告结果：实验组和对照组的肠组织植块在培养之初，均能固定在培
养孔中央，但随着培养时间的推移，植块逐渐脱离培养孔底部平面，游离飘浮于深层培养液中，

悬浮的位置仍然靠近培养孔底部，但仍然集中于培养孔中央，少数位于周边，植块的大小和形

状几乎没有变化，但在培养的第 ,4天左右，组织块就开始变得膨松，然后逐渐裂解为很小的组
织块，并最终成为肉眼不易察觉的组织块，这时在视野中发现了单个细胞以及细胞克隆。在培

养的第 $4天，对照组中的细胞以及细胞克隆逐渐死亡，而实验组细胞依旧生长良好，单个细胞
越来越多，在视野中到处可见，以位于中央部位的最多，细胞圆形，细胞核清晰。细胞呈典型活

细胞状态。越向外越少，边缘几乎没有，细胞克隆数也逐渐增多。每个克隆所含有的细胞个数

随着时间的推移也越来越多。上述结果说明含 ,"#胎牛血清的 232培养基无法提供给组织
块合适而充足的营养，而 :;8作为高级细胞培养基能够提供给细胞合理而充足的营养，保证了
组织和细胞的活性。

下面为培养过程中，实验组和对照组的对比图谱，可以深刻反映两组的差别。
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四、讨 论

!"#可使离体肠粘膜细胞在培养液中重新连接组合成粘膜组织
现在一般均采用 $%&’())法进行体外小肠粘膜组织的器官型培养［*］，此法从人体或动物经

口腔取材，取材部位为十二指肠远端和空肠近端，将取出的粘膜（不可能是纯粹的粘膜组织，应

该还包括粘膜下层、肌层等等，这与我们的做法一致），将粘膜放在金属网格上，然后粘膜连同

网格一起置于多孔培养板中央的孔，其它孔中置入无菌生理盐水浸泡过的无菌纱布以便保持

湿度，盖好，置入一个密闭容器中，通 +,-的氧气和 ,-的 #./，012培养箱中培养。这是目前
通用的方法。但此法有明显的缺点，即方法较为繁琐，取材量有限，一般每次不能多于 *3块活
组织，多了容易引起胃肠道出血，取材量受到限制，我们现在采用的方法对其进行了很大的简

化，直接从新处死的胚胎动物体内获得无菌小肠粘膜组织，取材过程极容易控制量，也容易控

制部位，特别方便快捷。

由于体外培养目前还没有适宜的人工合成培养基，现有的报道体外培养的小肠粘膜组织

维持存活时间较短，不管是用 456" 7 *893培养基（附加葡萄糖、胰岛素、谷氨酰胺和胎牛
血清），还是用 $%&’())培养基（附加胎牛血清），细胞均最多存活 /9 : 9;小时，之后就会出
现退化和死亡，一般很难超过 9;小时，培养基中如果不加血清，时间更短，8 : */小时会退
化坏死，由于植块存活时间短，给实验者提供的检测时间也很短，使多项目检测不可能，只

能检测那些用药之后立即就出现的反应，长期效应无法观察，使实验受到了很大限制。而在

本实验中我们使用的含有 !"#细胞高级培养基直接打破了现有培养基方面的限制，可以长期
培养离体肠粘膜组织，可以长期在光镜下直接观察 !"#对粘膜生长的影响。
本实验中，!"#对肠粘膜组织的细胞保护作用也得到了明显体现；对于培养过程中观察到

的片状粘膜组织，之所以能存在很久时间，并且其内的细胞生长良好，是 !"#对细胞外基质的
正常代谢产生了影响，细胞外基质是维系细胞相互连接的基础。

为什么胃粘膜能够在这种环境中长期生长呢？有两个原因：一是 !"#是营养丰富的细胞
培养基及良好的细胞保护剂，另一个是肠道粘膜组织中有粘膜上皮干细胞，!"#启动了干细
胞，使干细胞得以较长时间地生长。

对于第一个问题的解释：

!"#有效成分中含有的亚油酸是细胞必需的脂肪酸，是构成细胞生物膜不可缺少的组分，
是皮肤、粘膜及深层组织损伤后进行修复的重要材料；有效成分中含有的多种氨基酸如蛋氨

酸、半胱氨酸、精氨酸、亮氨酸以及多种脂类物质、维生素、微量元素，为肠粘膜细胞的生长提供

了丰富的营养；有效成分还具有抗病原微生物作用，对多种细菌、病毒、真菌、原生物都有较强

的抑制作用，同时具有抗炎作用；药物中的有效成分还可以促进细胞的能量代谢，蛋白质及核

酸合成和生物膜转运等功能；缓慢释放，使细胞持续得到稳定的营养供应［0 : 1］。

!"#的抗氧化作用表现为抗自由基、稳定细胞膜。自由基是广泛存在于各种化学反应中
的活泼基团，倘若其产生过量，从而引发所谓的自由基链式反应，则将导致细胞膜多不饱和脂

肪酸的脂质过氧化，所产生的大量脂质过氧化物会损伤细胞膜及细胞内的大分子蛋白质与核

酸，对细胞造成损伤。有效成分中维生素 <的抗自由基功能是由于其自身结构具有还原性，进
而捕捉自由基从而阻断自由基链式反应，起到对机体的保护作用，而其自身则经过维生素 #和
含硫氨基酸的再生而还原或转变为醌类化合物。大量维生素 <的存在可使细胞处于流动性
高、通透性严密的状态。这除了可保护膜上大量的多不饱和脂肪酸不被氧化外，还与其可以保
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护膜蛋白的活性结构有关。

对于第二个问题的解释：

肠道粘膜组织中有粘膜上皮干细胞，在合适条件下能够长期生长，!"#有能力启动干细胞
使之活化。肠道粘膜的上皮组织来源于上皮干细胞（$%&’($)&*) +’$, -$))），用./ 0胸腺嘧啶脱氧
核苷（./ 0 123）标记放射自显影法观察瞬间标记后的肠腺细胞发现，上皮干细胞位于或靠近
肠隐窝的部位［4］。为了维持动态平衡，这些干细胞不断转化为短暂繁殖细胞并向中段移动，最

后要么分化为具有吸收功能的刷状缘上皮细胞，要么分化为肠道内分泌细胞。分化后的细胞

最后死亡并且从肠绒毛上脱落下来并进入肠腔，任何干细胞都具有生长繁殖的能力，它们是一

群分化较低的细胞，这是干细胞与分化细胞明显的不同，体外培养中最容易增殖的正常细胞是

干细胞，干细胞属于未分化细胞，尽管脱离了体内生长的微环境，但仍然具有较强的增殖能力。

可以断言由于 !"#具有激活表皮干细胞的能力，对粘膜干细胞也应该有相应的激活能力。
至于生长的细胞的性质，我们认为一定是粘膜细胞，主要原因有两个：一是因为上皮干细

胞在体外有较强的增殖功能，这已经为许多研究结果所证实，肠壁其它细胞均不具备这种能

力，本实验所用的标本中，除粘膜细胞外，数量最多的应该是肠壁的平滑肌细胞，平滑肌细胞在

体外可进行有限的增殖，但不能长期增殖。本实验完全可以排除平滑肌细胞生长的可能性，因

为培养自始至终未曾发现形态呈条形或梭形、排列呈束状的平滑肌细胞生长。再次，目前还没

有发现平滑肌干细胞，这也是平滑肌在体外不易长期生长的重要原因。其它细胞如粘膜下层

疏松结缔组织中的动脉、静脉、淋巴管、神经纤维和粘膜下神经丛等组织的细胞能如此生长的

可能性极小。第二个原因是优势生长的问题，当某种细胞特别容易生长的时候，其它细胞的生

长就会受到一定程度的抑制或者完全被抑制，本实验中肠粘膜细胞在生长中占优势或绝对优

势。
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