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垂直应力作用对复方壳多糖组织工程皮肤培养

系统中层黏蛋白表达的影响"
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!!

摘
!

要"目的
!

通过对培养系统中层黏蛋白"

$C

#合成表达的影响!观察垂直应力对组织工程皮肤生长及基底膜构建的作用$

方法
!

常规制备复方壳多糖组织工程皮肤!并根据应力作用与否分成两组培养$应力作用组每天接受垂直应力作用
;J0E@

!其他

与对照组相同$在浸没培养
,2

后!继续进行气
3

液界面三维培养$培养
;+

'

;J2

后!行
V6

和免疫组化染色!观察组织工程皮肤

的基底膜构建情况$采用
>&#?&'@A/B?

方法测定陈旧培养基中游离
$C

的含量$结果
!

实验组在垂直应力作用下!复方壳多糖

组织工程皮肤表皮分层分化较对照组的组织工程皮肤好!免疫组化染色结果显示实验组
$C

染色良好!且陈旧培养基中游离型

$C3J

的含量也高于对照组$结论
!

垂直应力作用有助于组织工程皮肤系统中
$C

的表达!并最终促进体外基底膜结构的构建$

关键词"组织工程皮肤%基底膜%器官型培养%垂直应力%层黏蛋白

2BE

!

;+F,GHG

"

I

FE##@F;H-;3<,*<F)+;+F)+F++,

中图分类号"

5,;<F;G

%

dJ;

文献标识码"

D

文章编号"

;H-;3<,*<

"

)+;+

#

)+3)-+*3+,

M**1(%$"*;1&%)(-,$%&1$$"#,-.)#)#12

+

&1$$)"#)#%=1(',%'&1"*(".

+

"$)%1(=)%"$-#%)$$'101#

3

)#11&)#

3

$N)#

"

K(%*&'.

E

&'

E

#

!(L+'.

M

+'

#

KJ-;+&

#

0/&12

$

:0

7

&8/N0'/4

5

:08N&/414

E9

#

:&

7

+'

E

=43

7

+/&1

#

>?+8@A+1+/&8

9

A0@+B&1('+C083+/

9

#

D?4'

E<

+'

E

*+++*)

#

D?+'&

%

78$%&-(%

!

98

:

1(%);1

!

=B&P"/L"?&?R&&TT&K?BTP&'?EK"/#?'&##B@?R&2&P&/B

(

0&@?BT?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@"@2KB@#?'LK?EB@BT

1"#&0&@?0&01'"@&

$

A:

%

1

N

E@T/L&@KE@

Q

?R&/"0E@E@#

N

@?R&#E#E@PE?'BF<1%="/$

!

DKKB'2E@

Q

?B?R&#?'&##&O&'?E@

Q

B'@B?

#

KB0

(

B#E?&

KRE?B#"@?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@S&'&2EPE2&2E@?B?SB

Q

'BL

(

#F=R&?&#?

Q

'BL

(

'&K&EP&2P&'?EK"/#?'&##TB';J0E@L?&#&P&'

N

2"

N

F=R&

N

S&'&1B?RK"''E&2BL?#L10&'

Q

&2KL/?L'&TB',2"

N

#TB//BS&21

N

"E'3/E

W

LE2E@?&'T"K&KL/?L'&FDT?&';+B';J2"

N

#KL/?L'&

#

?R&RE#?B/B

Q

3

EK"/0"@ET&#?"?EB@BTA:E@?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@S"#B1#&'P&21

N

R&0"?BO

N

/E@i&B#E@#?"E@E@

Q

#

SRE/&/"0E@E@

$

$C

%#

?R&E0

(

B'3

?"@?KB0

(

B@&@?E@A:

#

S"#2&?&K?&2E00L@BRE#?BKR&0EK"//

N

"??R&2&'0"/3&

(

E2&'0"/

I

L@K?EB@F7B/L1/&$C3JE@KB@2E?EB@&2KL/?L'&

0&2EL0S"#"@"/

N

Z&21

N

>&#?&'@A/B??BE@P&#?E

Q

"?&?R&'B/&BTP&'?EK"/#?'&##B@A:TB'0"?EB@E@?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@F>1$',%$

!

4@0B2&/BT#?'&##B@?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@

#

P&'?EK"/#?'&##"

((

/E&2TB';J0E@L?&#&P&'

N

2"

N

S"#R&/

(

TL/?B'&#?'LK?A:E@PE?'BF

=R&&

(

E?R&/EL0E@?&#?

Q

'BL

(

2ETT&'&@?E"?&20B'&S&//?R"@"@B?R&'

Q

'BL

(

F4?S"#TBL@2?R"?$C

#

?R&0"

I

B'A:KB0

(

B@&@?

#

S"#

(

B#E3

?EP&E00L@BRE#?BKR&0EK"//

N

"??R&2&'0"/3&

(

E2&'0"/

I

L@K?EB@E@?R&?E##L&3&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@F7B/L1/&$C3JE@KB@2E?EB@&20&2EL0

S"#RE

Q

R&'E@?&#?

Q

'BL

(

?R"@?R&KB@?'B/

Q

'BL

(

F!"#(,'$)"#

!

4?E#'&P&"/&2?R"??R&P&'?EK"/#?'&##"

((

/E&2B@?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

#ME@

E#R&/

(

TL/TB'#

N

@?R&#E#BT/"0E@E@"@2

(

'B0B?&?R&'&KB@#?'LK?EB@BTA:E@PE?'BF

?1

@

A"&/$

!

?E##L&&@

Q

E@&&'&2#ME@

&

1"#&0&@?0&01'"@&

&

B'

Q

"@B?

N(

EKKL/?L'&

&

P&'?EK"/#?'&##

&

/"0E@E@

!!

组织工程学是一个涉及多学科的新的前沿领域#它是利用

生物学和工程学原理研究*开发用于修复*维持和改善损伤组

织功能的组织替代物的一门学科'体外组织培养的力学环境

模拟是目前组织工程培养条件优化的一个重要研究领域'应

力$应变%作用可明显促进细胞增殖#引起细胞骨架重排及细胞

形态的变化#促进骨与软骨组织的生长与结构重建(

;3,

)

'另有

研究发现#体外培养时#给予一定的应力如剪切力#可调节内皮

细胞合成细胞间黏附分子#影响细胞的黏附与外形(

*

)

'本研究

拟通过对器官型培养的组织工程皮肤施加一定的垂直应力#观

察组织工程皮肤细胞表达层黏蛋白$

/"0E@E@

#

$C

%的情况及基

底膜重建情况#现将结果报道如下'

B

!

材料与方法

BFB

!

主要试剂
!

角质形成细胞培养基$

M&'"?E@BK

N

?&

Q

'BS?R

0&2EL0

#

X8:

%!

%:6:

$

8E1KB

公司#美国%

;+

Q

#

V6967

$

7E

Q

3

0"

公司#美国%

)F*

Q

#小牛血清$兰州民海生物工程有限公司%

;++0$

#

68!

$

7E

Q

0"

公司#美国%

;+

%

Q

#胰岛素$

CBPBCB'2E#M

D

"

7

%

;)+L

#配成
;+++0$

'壳多糖*硫酸软骨素*透明质酸*

弹性蛋白$

7E

Q

0"

公司#美国%#

$C

单抗$

:DA3+;;,

#福州迈新

生物公司%#免疫组化检测试剂盒
793G++)

$北京中杉金桥生物

技术有限公司%#

%DA

显色试剂盒$北京中杉金桥生物技术有

限公司%等'

BFC

!

主要仪器
!

垂直振荡器
Vh3;

$江苏金坛市正基仪器有

限公司%*二氧化碳孵箱$

7V6$%$DA

公司%*超净工作台$苏

净集团苏州安泰空气技术有限公司%等'

BFD

!

实验方法及分组
!

按文献(

J

)的方法制备复方壳多糖组

织工程皮肤#培养基为
X8:

#在
;)

孔培养板中建立培养系统'

在
,-]

*

Ĵ .Y

)

*

G+̂

以上湿度孵箱内浸没培养
,2

后#继续

进行气
3

液界面三维培养'根据培养板施加应力的不同#将培

养皮肤分为实验组和对照组#每组
)

块培养板'对照组按常规

培养#实验组给予垂直应力作用#方法如下!$

;

%在制备组织工

程皮肤凝胶
;J0E@

以后进行垂直振荡#振荡参数设置!频率
-J

次"分#振幅
)K0

#每次
;J0E@

#每天
;

次&$

)

%将培养板置于振

*+-)

重庆医学
)+;+

年
;+

月第
,G

卷第
)+

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

,+-++-G,

%&重庆市自然科学基金资助项目$

.7=.)++-AAJ)<,

%'



荡器操作台两翼#在超净工作台中进行振荡&$

,

%培养板在振荡

完毕后#归放至培养孵箱内继续培养'

BFE

!

陈旧培养基中游离型
$C3J

的含量测定
!

采用
>&#?&'@

A/B?

方法检测陈旧培养基中的游离型
$C3J

&检测样本为实验

组和对照组
,

*

J

*

H

*

-2

的陈旧培养基#并依次编加样序号'

BFF

!

组织学检测
!

培养后
;+

*

;J2

#将两组复方壳多糖组织工

程皮肤用中性甲醛溶液固定
)*R

以上#常规脱水*浸蜡*石蜡

包埋和切片#行
V6

*

9D7

染色及
$C

单抗免疫组化染色'

C

!

结
!!

果

CFB

!

组织学检查

CFBFB

!

V6

染色
!

本实验获得的复方壳多糖组织工程皮肤#

V6

染色显示有明显的表真皮双层结构#组织工程皮肤生长良

好#在培养
;+2

后#即可见明显的基底层*棘层及颗粒层$图
;

!

)

%&经过垂直应力的规律作用#表皮各层分化良好#基底层细

胞排列规则#呈现表皮向下生长的趋势#真*表皮层间致密#且

表皮与真皮间的连接紧密程度明显好于未接受应力作用的对

照组#而对照组在培养中没有接受应力作用#在组织学表现方

面存在明显的腔隙#从而影响了表*真皮间的连接'

图
;

!!

实验组培养的组织工程皮肤#

;+2

&

V6e)++

$

图
)

!!

对照组培养的组织工程皮肤#

;J2

&

V6e)++

$

CFBFC

!

免疫组化检查
!

在培养
;+2

以后的组织工程皮肤中#

进行
$C

的免疫组化染色#在真*表皮间显示明显的阳性反应

带$图
,

!

*

%#且在其他非特异部位染色较少'而对照组虽然

培养时间长于实验组#

$C

免疫组化染色也呈现阳性带状结

构#但非特异部位染色相对较多#说明对照组没有应力作用的

组织工程皮肤在成熟分化方面晚于实验组'

CFC

!

游离型
$C3J

的含量情况
!

与未施加垂直应力的组织工

程皮肤相比#给予垂直应力作用的组织工程皮肤陈旧培养基中

游离型
$C3J

明显增多#经
>&#?&'@A/B?

检测#实验组明显高

于对照组$图
J

!

H

%#经
:76OK&/

处理#在培养前
-2

内#实验

组陈旧培养基中游离型
$C3J

明显高于对照组$图
-

%'尤其在

培养
J2

后#陈旧培养基中游离型
$C3J

的相对含量#实验组为

+F,;<

#而对照组仅为
+F+*J

'

图
,

!!

实验组培养的组织工程皮肤#

;+2

&

$C e)++

$

图
*

!!

对照组培养的组织工程皮肤#

;J2

&

$C e)++

$

!!

;

!

,2

&

)

!

J2

&

,

!

H2

&

*

!

-2

'

图
J

!!

实验组陈旧培养基中游离型
$C3J

含量

!!

;

!

,2

&

)

!

J2

&

,

!

H2

&

*

!

-2

'

图
H

!!

对照组陈旧培养基中游离型
$C3J

含量

J+-)

重庆医学
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年
;+

月第
,G

卷第
)+

期



!!

U;

!实验组&

%)

!对照组'

图
-

!!

两组陈旧培养基中游离
$C3J

的含量变化比较

D

!

讨
!!

论

生物力学是解释生命及其活动的力学#是力学与医学*生

物学等学科相互渗透和融合形成的一门新兴交叉学科#是生物

医学工程的重要基础性学科'其中体外培养在体力学环境模

拟是许多生物医学工程研究的基础#应力与细胞发育*增殖和

分化的关系是许多组织工程研究的重要内容#并在骨*软骨及

血管的研究中得到证实(

H3-

)

'

天然机体细胞是在机体提供的复杂环境中生长的#其中应

力或应变的作用极大地影响细胞的结构*形态和功能'鉴于目

前皮肤组织工程研究中该因素的研究尚未见报道#没有能够参

考的力学培养系统'本研究采用垂直振荡仪#对器官型培养的

组织工程皮肤进行垂直应力的复合作用#包括重力*惯性力等

因素#希望能够对组织工程皮肤中的种子细胞产生影响#改变

其生物学行为#从而有助于改进组织工程皮肤的产品结构'

应力作用涉及因素很多#如频率*幅度*方向*持续时间等'

由于本研究在力学环境模拟方面尚处于探索阶段#因此#在应

力场模型建设上#选择了最容易调控的垂直振荡器'为了使力

学环境模拟接近于生理状态#本研究将振荡频率设置为
-J

次"分#振幅为
)K0

#垂直给予培养的组织工程皮肤进行规律

的应力作用'由于垂直应力场建立在超净工作台上#因此#为

了给组织工程皮肤培养提供一个较为稳定的空间#本研究将持

续作用时间设置为每次
;J0E@

#以减少温度和
.Y

)

浓度变化

对系统的影响'

应力作用于三维培养的组织工程皮肤#支架材料具备一定

的刚性对种子细胞附着十分重要#因为支架材料适当的变形能

够加强对种子细胞的应力作用'本研究采用的壳多糖
3

胶原
3

8D8#

支架材料#在组织工程皮肤的塑形上有很好的优势#并

且具有极佳的生物相容性(

<

)

#能够为种植在其中的种子细胞提

供近似体内的生长条件#合成各种生长因子(

G

)

#是观察垂直应

力作用对组织工程皮肤培养系统影响的较为理想的实验模型'

$C

家族是一个大分子糖蛋白家族#在基底膜中含量十分

丰富#其中#

$C3J

$又称
$"0E@E@3,,)

%是表皮基底膜
$C

的主要

成分#定位于锚丝基底部的致密层上部和透明层交界处(

;+3;;

)

'

在表*真皮间基底膜结构的构建中#

$C

作为一种重要细胞外

基质#可加强
(

型胶原形成的一级网络结构#使表*真皮间的连

接更具机械稳定性(

;)3;*

)

'作者在早期的研究中发现#通过三

维培养的组织工程皮肤#在一定培养条件下可以构建皮肤基底

膜样结构(

;J

)

#加入外源性
$C

#可促进体外培养的组织工程皮

肤基底膜的构建#并呈浓度依赖性(

;H

)

'因此#观察培养系统中

的可溶性
$C

含量变化#可以间接反映沉积在表*真皮结构连

接处的
$C

水平#对于基底膜的构建情况有重要参考意义'

本研究通过垂直应力的作用#获得的组织工程皮肤有良好

的表皮分化#基底层细胞排列规则#有少量的表皮突起伸向真

皮区#基底膜带连续性良好'通过对陈旧培养基中游离型
$C3

J

的测定#同样证实了在应力作用下#

X.

分泌
$C

在量上的区

别#即实验组的
X.

分泌的
$C3J

明显高于对照组'由于游离

型
$C3J

的浓度影响着基底膜中
$C

的含量#相应地也影响着

体外基底膜的构建#因此#在免疫组化结果中#实验组的基底膜

中
$C

的染色结果优于对照组#从而为更紧密连接表*真皮结

构提供了坚实的组织学基础'

参考文献"

(

;

)

7R"'

(

$D

#

$&&h>

#

8B/2#?&E@D7F6TT&K?BT/BS3T'&

W

L&@3

K

N(

L/#"?E/&T/BSB@&O

(

'&##EB@BTB#?&B1/"#?EK

Q

&@&#1

N

1B@&0"''BS#?'B0"/K&//#

(

c

)

FD@@AEB0&26@

Q

#

)++G

#

,-

$

,

%!

**JF

(

)

)

!'&&2$6

#

VB//"@2&'D9

#

:"'?E@4

#

&?"/F.RB@2'B

Q

&@&#E3

#E@"K&//

(

B/

N

0&'1EB'&"K?B'#

N

#?&'0

(

c

)

F6O

(

.&//5&#

#

;GG<

#

)*+

$

;

%!

J<F

(

,

)

>"@

Q

V

#

$E:

#

$E@9V

#

&?"/F!/LE2#R&"'#?'&##'&

Q

L/"?&#

?R&&O

(

'&##EB@BT=8!31&?";"@2E?##E

Q

@"/E@

Q

0B/&KL/&#

E@0BL#&&01'

N

B0&#&@KR

N

0"/

(

'B

Q

&@E?B'K&//#

(

c

)

Fc7L'

Q

5&#

#

)++<

#

;J+

$

)

%!

)HHF

(

*

)

7LKB#M

N

9

#

A"/"KR"@2'"@X

#

6/R"00"/ED

#

&?"/FD/?&'&2

#R&"' #?'&## #?E0L/"?&# L

(

'&

Q

L/"?EB@ BT &@2B?R&/E"/

a.D:3;"@24.D:3;E@"A:93*3"@2 =8!31&?";32&3

(

&@2&@?

(

"?RS"

N

(

c

)

FD'?&'EB#K/&'=R'B01 a"#KAEB/

#

)++G

#

)G

$

)

%!

)J*F

(

J

) 鲁元刚#伍津津#朱堂友#等
F

复合壳多糖人工皮肤组织学

特征研究(

c

)

F

中国临床康复#

)++)

#

H

$

*

%!

J;<F

(

H

)

7B2E"@5

#

$&0M&=

#

!'E?#KR&.

#

&?"/F=E##L&3&@

Q

E@&&'E@

Q

1EB'&"K?B'#

!

"@&SKB01E@&2K&//#&&2E@

Q

"@2

(

&'TL#EB@

#

N

#?&0TB'P"#KL/"'?E##L&&@

Q

E@&&'E@

Q

(

c

)

F=E##L&6@

Q

#

)++)

#

<

$

J

%!

<H,F

(

-

)

D#M"'E:

#

8"11"

N

c7

#

="R&'@E"D

#

&?"/F!"PB'"1/&0B'3

(

RB/B

Q

EKKR"@

Q

&BT

(

'&B#?&B1/"#?#E@"?R'&&32E0&@#EB@"/

0"?'EOSE?RE@PE?'B0EK'B2E#?'"K?EB@

(

c

)

F9/"#?5&KB@#?'

7L'

Q

#

)++H

#

;;-

$

)

%!

**GF

(

<

) 朱堂友#伍津津#胡浪#等
F

壳多糖
3

胶原
3

糖胺聚糖凝胶人

工皮肤的制备(

c

)

F

重庆医学#

)++)

#

,;

$

;

%!

*GF

(

G

) 王亚洲#伍津津#朱堂友#等
F

复方壳多糖组织工程皮肤分

泌
13!8!

的初步研究(

c

)

F

重庆医学#

)++-

#

,H

$

H

%!

-;GF

(

;+

)

7L

Q

"S"'"X

#

=#L'L?"%

#

4#REE:

#

&?"/F$"0E@E@3,,)"@23

J;;E@#ME@

(

c

)

F6O

(

%&'0"?B/

#

)++<

#

;-

$

H

%!

*-,F

(

;;

)

7KRj&/&7

#

C

N

#?'k0D

#

%L'1&&

I

:

#

&?"/F$"0E@E@E#BTB'0#

E@2&P&/B

(

0&@?"@22E#&"#&

(

c

)

Fc:B/:&2

#

)++-

#

<J

$

<

%!

<)JF

(

;)

)

8RBR&#?"@E5!

#

$EX

#

5BL##&//&9

#

&?"/F:B/&KL/"'B'

Q

"@E3

Z"?EB@BT?R&KL?"@&BL#1"#&0&@?0&01'"@&ZB@&

(

c

)

F./E@

%&'0"?B/

#

)++;

#

;G

$

J

%!

JJ;F

(

;,

)

:K:E//"@c5

#

DME

N

"0":

#

C"M"0L'"V

#

&?"/F.B/BK"/EZ"3

?EB@BT0L/?E

(

/&/"0E@E@E#BTB'0#

(

'&2B0E@"@?/

N

1&@&"?R

R&0E2&#0B#B0&#E@?R&L

((

&'/"0E@"2&@#"BT?R&&

(

E2&'3

0"/1"#&0&@? 0&01'"@&

(

c

)

Fc VE#?BKR&0 .

N

?BKR&0

#

)++H

#

J*

$

;

%!

;+GF

!!!!!!!!!

$下转第
)-+G

页%

H+-)

重庆医学
)+;+

年
;+

月第
,G

卷第
)+

期



!!

;

!

(

=glH[;

质粒转染组&

)

!

(

.;\3#E5CD

质粒转染组&

,

!

(

.)\3

#E5CD

质粒转染组&

*

!

(

.;3#E5CD

质粒转染组&

J

!

(

.)3#E5CD

质粒转

染组'

图
*

!!

=lC6$

检测
78.3-G+;

细胞凋亡

D

!

讨
!!

论

研究发现#
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不仅是启动炎性反应的关键酶#还可以

通过促进肿瘤细胞增殖*抑制凋亡*促进肿瘤新生血管形成等

机制促进肿瘤的发生*发展'胃癌是常见的消化道恶性肿瘤#

其具有高发病率*高恶性度*预后不良的特点#临床手术切除后

常需进行辅助性化疗#其目的在于抑制肿瘤细胞生长*诱导肿

瘤细胞凋亡'研究表明#在胃癌组织和细胞中#

.YU3)

常呈高

表达状态#与肿瘤的发生*发展及预后密切相关'
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细胞凋亡及与凋亡相关的信号分子改变'
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编码序列的反向重复序列以及
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和
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表达明显上调#说明
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基因特异
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