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氯化钠贮存大鼠皮肤抗原性的表达及活力研究

刘军，王涛涛，侯明奎

（甘肃省人民医院 烧伤科，甘肃 兰州 730000）

摘要：目的 观察经液氮贮存、氯化钠处理的新鲜大鼠皮肤抗原性的表达及组织活力。方法 选取SD大

鼠30只，随机分为3组，每组10只；制备大鼠全层皮肤，分别应用液氮、氯化钠进行贮存，于3个月时与新

鲜大鼠皮肤分别通过免疫组织化学染色、SYTO/EB活力测定法进行MHC-DR、CD86抗原表达及活力检测。

结果 新鲜皮肤组MHC-DR、CD86抗原表达水平较液氮冷冻组、氯化钠组高（P <0.05），液氮冷冻组与氯化钠

组的MHC-DR、CD86抗原表达水平比较，差异无统计学意义（P >0.05）；液氮冷冻组与氯化钠组皮肤组织活力

均超过半数，但两者之间比较，差异无统计学意义（P >0.05）；新鲜皮肤组皮肤组织活力较液氮冷冻组、氯化钠

组高（P <0.05）。结论 液氮及氯化钠处理的大鼠皮肤均可减弱皮片的抗原性，氯化钠和液氮贮存大鼠皮肤的组

织活力相近。
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The antigenicity and viability of rat skin stored in sodium chloride

Jun Liu, Tao-tao Wang, Ming-kui Hou

(Department of Burns, Gansu Provincial People's Hospital, Lanzhou, Gansu 730000, China)

Abstract: Objective To observe the antigenicity and viability of rat skin after being stored in liquid

nitrogen or sodium chloride. Methods Thirty SD rats were randomly divided into 3 groups with 10 rats in each

group. The full-thickness rat skin was prepared and stored in liquid nitrogen or sodium chloride. After 3 months,

MHC-DR and CD86 expression and viability of the treated and fresh rat skins were detected via

immunohistochemistry and SYTO/EB dyes, respectively. Results The fresh skin group exhibited the highest

expression levels of MHC-DR and CD86 compared with the liquid nitrogen group and sodium chloride group (P <

0.05), yet the expressions of MHC-DR and CD86 were similar in the liquid nitrogen group and sodium chloride

group (P > 0.05). More than 50% of the tissues were viable in both liquid nitrogen group and sodium chloride group,

and the viability was comparable between the two groups (P > 0.05). In contrast, the tissue viability in the fresh skin

group was the highest compared with the liquid nitrogen group and sodium chloride group (P < 0.05). Conclusions

Treatment with liquid nitrogen and sodium chloride can weaken the antigenicity of the rat skin. Besides, the tissue

viability is similar after being treated with sodium chloride or liquid nitrogen.
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异体皮移植一直是抢救大面积烧伤患者的重

要手段，但因其抗原性导致的免疫排斥反应，只

能用作暂时性创面覆盖物。为此，许多学者不断

寻找降低异体皮抗原性的方法，以增加或延长异
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体皮创面存活时间，为大面积烧伤患者的救治赢

得更多机会。

低温保存异体皮已成为烧伤外科对异体皮贮

存常用方法。既往研究发现，低温处理的异体皮

移植成活时间明显长于新鲜异体皮，但要求贮存

的条件及成本较高[1]。2004年波兰学者OLSZEWSKI

等[2]首先将人体皮肤用氯化钠处理后成功移植于裸

鼠体表，在移植成功后的第3～4周对裸鼠进行组

织学观察，发现移植的人体皮肤可长期存在于裸

鼠体表而不被裸鼠皮肤取代。笔者也采用氯化钠

贮存异体皮并进行临床小型创面的成功移植及修

复，收到了与低温保存异体皮进行移植的相似

效果[3]。

人表皮所携带的HLA-DR抗原及鼠类动物表皮

存在的 MHC-DR 抗原均为重要的移植抗原，在激

发同种皮肤移植发生免疫排斥反应方面起着关键

作用[4]。调控免疫反应的 Ir 基因亦位于 MHC－D

区，所以Ⅱ类抗原的基因亦具有相同的功能，可

调控免疫反应的幅度[5-7]。其免疫病理现象是移植

排斥反应、对疾病的反应过度或反应不足。临床

最常见的急性排斥反应主要由细胞免疫介导，皮

肤移植排斥反应也主要是细胞免疫反应，此过程

需要第一信号分子与第二信号协同刺激分子共同

完成[8-10]。

为研究不同贮存条件下皮肤的抗原性，笔者

以大鼠为实验模型，选择第一信号分子 MHC-DR

和第二信号协同刺激分子CD86通过免疫组织化学

染色对其抗原性进行对比，通过荧光染色法对大

鼠皮肤活力进行对比，为氯化钠替代液氮冷冻方

法处理异体皮降低皮肤抗原性提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性SPF级SD大鼠30只[实验动物生产许

可证：SCXK（甘）2011-0001，实验动物使用许可证：

SYXK（甘）2013-0002]，体重（206±18）g，由兰州大

学实验动物中心提供。

1.2 试剂及仪器

氯化钠（纯度 99%）购自江苏盐城制药厂，

MHC-DR 单克隆抗体、CD86 单克隆抗体、免疫组

织化学 SP 试剂盒购自福州迈新生物工程公司，

SYTO 13核酸染料、GoldViewI核酸染料购自上海北

诺生物科技有限公司。

TP1020 脱 水 机 购 自 德 国 莱 卡 公 司 ， YABO

BMJ-400 组织包埋机购自常州中威电子有限公司，

MICROM 315 切片机购自德国莱卡公司，YABO

200 漂烘片机购自常州中威电子有限公司，BX51

显微镜、BX53荧光显微镜购自日本奥林巴斯株式

会社。

1.3 动物分组及模型复制

将健康雄性 SPF 级 SD 大鼠随机分为氯化钠制

备组、液氮制备组和新鲜皮肤组，每组10只。

氯化钠制备组：在大鼠背侧脊柱旁设计一

2 cm×3 cm矩形创面进行脱毛，长轴与脊柱平行。

在局部麻醉下注射体积分数1%普鲁卡因，在脱毛

区域中间切取1 cm×1 cm大小全层皮肤，生理盐水

漂洗后直接置入氯化钠（纯度99%）中贮存，室温贮

存时间 3 个月。液氮制备组：其他同氯化钠制备

组，切取皮肤经抗冻液处理后置于液氮中贮存3个

月。新鲜皮肤组：在3个月时，同上述方法切取大

鼠皮肤，各组分别进行 MHC-DR、CD86 检测及组

织活力检测[11-14]。

1.4 免疫组织化学检测

氯化钠制备组和液氮制备组组织块进行复苏

后与新鲜皮肤组组织块用 10% 甲醛固定，石蜡包

埋，连续切片。按免疫组织化学试剂盒说明书进行

MHC-DR、CD86检测，其中一抗1∶100稀释，另用

磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline, PBS）代替一

抗作作为阴性对照。阳性判断标准：以胞膜或/和

胞浆着棕色作为阳性染色。高倍镜下（400倍）随机

选取5个视野，根据着色程度和阳性细胞率进行评

分。每份标本进行3次检测，计算均值。着色程度

评分：无色计0分，黄色计1分，棕色计2分，深

棕色计3分；阳性细胞评分：< 10%计0分，10%～

< 30%计1分，30%～< 50%计2分，≥ 50%计3分。

两者之和作为大鼠评分[15-16]。

1.5 组织活力检测

采用 SYTO/EB 活力测定法检测，氯化钠制备

组和液氮制备组组织块进行复苏后与新鲜皮肤组

组织块进行冷冻切片，捞片后PBS洗3次，3 min/次，

滴加SYTO 13工作液50 μl（1 μmol/L），37℃避光孵

育 20 min，PBS 洗 3 次，3 min/次。滴加 GoldViewI
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工作液 50 μl（1 μg/ml）在冰浴中避光 30 min，PBS

洗3次，3 min/次。在488 nm/ 520 nm激发，荧光显

微镜观察。活细胞发绿色荧光，死细胞发红色荧

光。记数后计算出组织细胞活力程度[17-20]。

1.6 统计学方法

数据分析采用 SPSS 13.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分

析，组间两两比较用LSD-t检验。P <0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 各组皮肤MHC-DR、CD86抗原表达水平比较

各组 MHC-DR、CD86 抗原表达水平比较，差

异有统计学意义（P <0.05），液氮制备组与氯化钠

制备组 MHC-DR 抗原表达水平处于中等水平，且

氯化钠制备组较液氮制备组低（P >0.05），新鲜皮

肤组 MHC-DR 抗原表达水平处于高水平表达，且

较液氮制备组与氯化钠制备组高（P <0.05），氯化

钠制备组与液氮制备组CD86抗原表达水平均处于

低水平表达，且氯化钠制备组较液氮制备组低

（P >0.05），新鲜皮肤组CD86抗原表达水平处于高

水平表达，且较液氮制备组与氯化钠制备组高

（P <0.05）。见表1和图1～3。

2.2 各组皮肤活力值比较

液氮制备组、氯化钠制备组和新鲜皮肤组的

皮肤活力值分别为（67.2±5.5）%、（65.4±3.2）%和

（95.4±4.5）%，经方差分析，差异有统计学意义

（F =98.361，P =0.000），液氮制备组与氯化钠制备

组在3个月时其组织活力均超过半数，但两者比较

差异无统计学意义（P >0.05），新鲜皮肤组较液氮

制备组与氯化钠制备组高（P <0.05）。

表1 各组皮肤的MHC-DR、CD86CD86抗原表达水平

比较 （n =10，x±s）

组别

液氮制备组

氯化钠制备组

新鲜皮肤组

F 值

P 值

CD86

2.47±0.71

2.26±0.49

4.41±0.55

36.668

0.000

MHC-DR

2.71±0.44

2.58±0.56

4.70±0.40

62.834

0.000

新鲜皮肤组（评分4分） 氯化钠制备组（评分2分） 液氮制备组（评分3分）

图1 CD86免疫组织化学染色 （×400）

新鲜皮肤组（评分5分） 氯化钠制备组（评分2分） 液氮制备组（评分3分）

图2 MHC-DR免疫组织化学染色 （×400）
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3 讨论

异体皮在大面积烧伤患者的救治中及小面积

创面治疗中均起重要作用[20-23]，但异体皮的最佳贮

存方式一直是使用液氮冷冻贮存，既往有研究显

示，经过液氮贮存异体皮的组织活力较高[24]。且经

过此方式处理的异体皮的抗原性明显减弱，有助

于延长异体皮移植后的存活时间[25]，从而更好地起

到对创面覆盖与修复作用。众所周知，液氮贮存

异体皮临床应用成本较高，且过程相对繁琐，因

此，笔者选用氯化钠贮存异种皮与液氮贮存异种

皮进行抗原性及组织活力的对比研究，希望能寻

找一种新的、简便易行的皮肤贮存方式，又能使

保存的皮肤起到与液氮贮存的皮肤相似的作用，

此项研究国内外尚无相关报道。

本研究中通过免疫组织化学法对氯化钠贮存

异种皮、液氮贮存异种皮及新鲜异种皮抗原性进

行检测，新鲜异种皮 MHC-DR、CD86 抗原表达最

强，且与前两种贮存方式的异种皮在 MHC-DR、

CD86抗原表达在统计学上有显著差异，从而也证

实了既往研究中发现低温处理的异体皮移植成活

时间明显长于新鲜异体皮的观点。同时本研究中，

氯化钠与液氮贮存异种皮 MHC-DR、CD86 抗原表

达在统计学上无差异，两种不同的异种皮贮存方

式均可以减弱皮片的抗原性，是否有利于延长异

体皮移植后皮片的存活时间还需要进一步临床研

究。本研究中应用荧光染色法对氯化钠、液氮贮

存异种皮及新鲜异种皮的组织活力进行检测，新

鲜异种皮的组织活力最高。氯化钠和液氮贮存异

种皮的组织活力较低，与新鲜异种皮的组织活力

有显著差异，但氯化钠和液氮贮存异种皮的组织

活力相近，两者在统计学上无差异。

综上所述，氯化钠贮存异种皮简便、易行，

可成为替代液氮贮存异种皮的一种新方法。今后

研究中，笔者将进一步改进方法，进行氯化钠处

理异体皮的临床研究，进一步降低异体皮的抗原

性，更好地服务于临床。
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