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前  言 

本文件按照 GB/T1.1-2020 《标准化工作导则  第 1 部分：标准化文件的结构和起草

规则》的规定起草。 

本文件由黑龙江省市场监督管理局提出并实施。 

本文件起草单位：黑龙江八一农垦大学、东北农业大学。 

本文件主要起草人：郑家三、刘云、张鹤飞、周志新、葛延松、徐恩爽、韩欢胜、王峥、

孙悦、杨春雪、田雪。 
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奶牛趾间皮肤外植体构建技术规程 

1 范围 

本标准规定了奶牛趾间皮肤外植体构建操作技术规程。 

本标准为奶牛蹄部趾间皮肤感染性疾病的研究提供基础。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期

的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括

所有的修改单）适用于本文件。 

     

3 术语定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1皮肤外植体 

从活体动物切取下来进行培养的那部分皮肤组织叫做皮肤外植体。 

4 要求 

4.1外植体皮肤来源的要求 

4.1.1 以新屠宰的奶牛蹄部趾间皮肤为实验样本。 

4.1.2 外植体所用的皮肤需从无蹄部疾病且蹄形结构良好的奶牛后蹄处采集。 

4.2 实验人员要求 

4.2.1 实验人员应具备一定的兽医外科知识，且熟练掌握兽医外科手术操作。 

4.2.2 实验人员应熟练掌握组织/细胞培养技术。 

4.2.3 实验人员应熟练掌握病理组织学和免疫组织化学知识，并熟悉病理切片制作方法。 

4.2.4 实验人员应具备分析病理组织切片的技术能力。 

5 外植体构建方法 

5.1 培养基配置 

5.1.1 运输培养基 

DMEM/F-12 1:1培养基内添加 1%青霉素-链霉素-两性霉素 B溶液（100 X），5 µg/mL 硫

酸庆大霉素，1% L-谷氨酰胺。 

5.1.2 洗涤培养基 

DMEM/F-12 1:1培养基内添加 1 %青霉素+链霉素+两性霉素 B（100 X），2 µg/mL 硫酸庆
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大霉素。 

5.1.3 组织培养基 

DMEM高糖与 DMEM/F-12 1:1培养基以 3:1比例混合，添加 1 %青霉素+链霉素+两性霉素

B（100 X），5 µg/ml 硫酸庆大霉素，1% L-谷氨酰胺，4 U/ml 胰岛素，0. 4 μg/ml氢化可

的松，10% 胎牛血清。 

5.2 样本的采集、运输 

选取新屠宰的、无蹄部疾病且蹄形结构良好的黑白花奶牛。首先用清水和皮肤清洁剂反

复冲洗蹄部直至表面无污物，随后用无菌手术刀片和剪刀去除趾间皮肤被毛， PBS 缓冲液

冲洗后，更换新的无菌手术刀切除全部趾间皮肤，PBS冲洗后立即放入准备好的运输培养基

中，冰上运输回实验室。 

5.3 奶牛趾间皮肤外植体的组装 

将采集的趾间皮肤用 8 mm皮肤活检打孔器无菌收集外植体皮肤，并浸入预热至 37℃的

洗涤培养基中，室温下洗涤 3次，15 min/次。 

取 500 μL体积分数为 1.2%的琼脂糖作为底座置于 12孔培养板最下层，为皮肤外植体

提供物理支撑，其上覆盖 0.5 cm
2
无菌手术纱布，洗涤后的外植体置于纱布和琼脂糖底座的

顶部（图 1）。添加组织培养基至表皮与真皮交界处，形成气相与液相交替的培养系统。将

组装的外植体模型置于 37℃、5% CO2湿化培养箱中培养，每 12 h换液 1次，于培养 0、12、

24、36、48和 72 h收集 2块皮肤外植体，分别固定于 4%多聚甲醛和保存于‐80 ℃冰箱中。 

 

图 1 皮肤外植体模型组装图 

6 奶牛趾间皮肤外植体可行性检测 

6.1 皮肤组织切片制作 

采用黑龙江八一农垦大学动物科技学院病理课题组的国家发明专利方法《动物组织石蜡

切片的绿色环保制作技术》制作石蜡组织切片。 

6.2 病理组织学检查 
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按照苏木素伊红（HE）染色试剂盒说明书的步骤对组织切片进行 HE 染色，随后封片显

微镜下观察，根据建立的评分标准对出现不同病理变化的皮肤外植体进行评分，评分标准如

下所示。 

表 1 皮肤外植体病理组织学评分表 

皮肤外植体病理组织变化 评分 

表皮细胞变性（坏死） 

出现以下描述的表皮和真皮所有变化现象 

0 分 

（组织不可行） 

多灶性表皮下裂 

基底层细胞空泡化（表皮变性） 

外分泌腺、白细胞和表皮细胞出现核固缩和脱离，显示自溶迹象 

伴有中性粒细胞变性的基底层细胞多灶性固缩 

 

1 分 

（组织不可行） 

角质形成细胞凋亡 

基底层细胞空泡化 

上皮裂开 

小汗腺和周围神经有自溶的迹象，一些滤泡上皮细胞 

(脱落)也有自溶的迹象。 

 

 

1.5 分 

（组织可行） 

 

棘细胞层出现核固缩现象 

毛囊周围的一些基底下裂隙 

腺体内很少有脱落的上皮细胞 

 

2 分 

（组织可行） 

散在凋亡的角质形成细胞 
2.5 分 

（组织可行） 

可观察到正常的组织结构和活力，偶尔在分泌腺内有少量脱

落的上皮细胞。 

3 分 

（组织可行） 

6.3 Caspase-3蛋白表达检测 

按照 SP 检测试剂盒说明说的步骤对组织切片进行免疫组织化学检测，随后封片显微镜

下观察，对皮肤外植体中Caspase-3凋亡蛋白的阳性表达进行评分。选择5个不同高倍视野，

根据以下指标对阳性细胞强度进行评分。 

1） 阳性率：阳性细胞数/细胞总数×100%，反映阳性细胞所占百分比。对细胞阳性比

率进行评分：0～5%为 4分，6%～25%为 3分，26%～50%为 2分，51%～75%为 1分，>75%

为 0分。 

2） 阳性细胞着色强度：测量区域平均阳性强度为 0,1,2,3 分，阴性无着色，计 3 分；

弱阳性淡黄色，计 2分；中阳性棕黄色，计 1分；强阳性棕褐色计 0 分。 

3） 阳性评分：阳性综合评分为阳性细胞着色强度分值×阳性细胞比率分值，数据越小

说明综合阳性强度越强。 

6.4 TUNEL细胞凋亡检测 
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按照 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒说明书的步骤对组织切片进行染色，Dapi 复染后封片

观察，计算视野内 1000 个细胞中阳性细胞所占观察同类细胞的百分比，细胞凋亡率=凋亡细

胞数量/1000×100%。对细胞凋亡率进行评分：细胞凋亡率在 0～5%为 4分，6%～25%为 3分，

26%～50%为 2 分，认为模型可行；细胞凋亡率在 51%～75%为 1 分，>75%为 0 分，认为模型

不可行。 

7 奶牛趾间皮肤外植体可行性评分标准 

模型可行性根据病理组织学检查评分、阳性综合评分和细胞凋亡率评分综合评定。病理

组织学检查评分＞1.5 分、阳性综合评分＞1 分、细胞凋亡率评分＞1 分的外植体模型认为

是可行的。 


