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渗透冲击联合超声和去污剂处理对新生牛真皮组织学和生物活性成分的影响

陈　博，彭代智，左海斌，郑必祥，周　灵，周　新，刘　敬　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军烧伤研究所，创
伤、烧伤与复合伤国家重点实验室）

　　［摘要］　目的　采用渗透冲击联合超声和去污剂处理新生牛真皮，观察处理前后新生牛真皮基质的组织学和生物活
性成分的变化。方法　 从８头健康雄性新生牛皮肤获取网状层真皮组织。采用反复渗透压改变、超声震荡和去污剂联合
法对新生牛网状层真皮进行处理，ＨＥ染色、ＤＡＰＩ染色和核酸电泳检测细胞成分残留情况；扫描电镜（ＳＥＭ）观察胶原束结
构和细胞成分；ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ法、ＤＭＭＢ法和 ＢＣＡ法对脱细胞前后真皮基质的 ＤＮＡ、ｓＧＡＧ和蛋白质含量进行定量分析；
ＥＬＩＳＡ法测定脱细胞前后真皮基质内ＴＧＦβ１、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ和ＫＧＦ含量。结果　 形态学观察可见脱细胞处理后的真皮三
维结构完整，胶原纤维束排列较疏松，细胞清除较彻底，未见明显细胞及细胞碎片残留。与脱细胞处理前比较，脱细胞处

理后的ＤＮＡ含量［（２５１６．１±３２４．２）ｎｇ／ｍｇｖｓ（２４９．５±５３．８）ｎｇ／ｍｇ，Ｐ＝０．０００）］、ｓＧＡＧ含量［（５．９２±０．５０）μｇ／ｍｇｖｓ
（２．４８±０．２４）μｇ／ｍｇ，Ｐ＝０．０００］、ＴＧＦβ１含量 ［（４７８．８±１９６．１）ｐｇ／ｇｖｓ（１８０．３±１１１．０）ｐｇ／ｇ，Ｐ＝０．００９］和ＥＧＦ含量
［（１０．５２±２．７８）ｐｇ／ｇｖｓ未能检测到ＥＧＦ含量］均明显减少；而ｂＦＧＦ含量［（７８８．６±３３３．８）ｐｇ／ｇｖｓ（３６４．８±２９４．８）ｐｇ／ｇ，
Ｐ＝０．４２４］下降了５３．７％，ＫＧＦ含量［（０．０３３±０．０００）ｐｇ／ｇｖｓ（０．０３３±０．０００）ｐｇ／ｇ，Ｐ＝０．４３３］变化不显著。结论　 反
复渗透冲击联合超声和去污剂处理对新生牛真皮基质明显地清除了细胞及细胞碎片，较好地保留了真皮细胞外基质的三

维结构和主要生物活性成分。
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　　天然来源的细胞外基质生物材料在再生医学和组
织工程领域的应用越来越多。脱细胞组织和器官已经

开始应用于动物实验和临床［１］，Ａｌｌｏｄｅｒｍ就是人皮
肤来源的脱细胞真皮基质应用于临床的例子。脱细胞

的过程就是要求从组织和器官去除细胞成分，而尽可

能保持细胞外基质的复杂结构和功能分子。由于组织

和器官在组成成分、细胞构成、密度、脂类含量和厚度

等方面存在很大差异，所以对于不同组织和器官的脱

细胞方法不尽相同［２］。每一种脱细胞处理方法都会

对组织和器官的组成成分、超微结构和机械性能等造

成影响，多数学者倾向于不同原理的脱细胞方法进行组

合以尽量减少对组织天然结构和生物学性能的影响［３］。

因此，本研究主要探讨渗透冲击联合超声和去污剂处理

对新生牛真皮组织学和生物活性成分的影响，为进一步

改进脱细胞真皮的制备方法提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　新生牛网状层真皮的获取与制备
　　从乳牛场获得雄性新生牛皮肤（ｎ＝８）后刮除背部毛发，
０１％新洁尔灭溶液浸泡１５ｍｉｎ，再经过络合碘溶液浸泡５ｍｉｎ，
无菌条件下使用取皮鼓去除皮下脂肪、表皮和部分真皮组织，

从而获得真皮网状层（０．２ｍｍ厚），使用无菌磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．４）清洗后
二等分（ｎ＝８），一半用于制备脱细胞真皮（ａｃｅｌｌｕｌａｒｄｅｒｍａｌ
ｍａｔｒｉｘ，ＡＤＭ），另一半真皮基质 （ｄｅｒｍａｌｍａｔｒｉｘ，ＤＭ）作对照。
样本－２０℃保存备用。

１．２　制备脱细胞真皮基质
　　将网状层真皮复温至室温，在连续震荡条件下浸泡在双蒸
水内２ｈ，再浸泡在１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液内２ｈ，重复该循环２次。
再将网状层真皮置于超声震荡器（ＫＱ２５０ＤＥ，舒美，中国）内，
使用０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ａｍｒｅｓｃｏ公司，美国）作为去污剂浸
泡，维持去污剂溶液温度２０～３０℃，超声震荡洗涤８ｈ后更换
去污剂，连续震荡１２ｈ，重复以上循环２次后使用无菌 ＰＢＳ溶
液洗涤３次，每次１５ｍｉｎ。所得脱细胞前后样本使用冻干机
（Ｓａｖａｎｔ２０８１，Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）冻干备用。

１．３　脱细胞前后形态学检测
１．３．１　苏木精伊红（ＨＥ）染色　　脱细胞前后网状层真皮样
本使用４％中性多聚甲醛溶液固定４８ｈ后经过脱水、石蜡包
埋、切片，常规ＨＥ染色，光镜下观察网状层真皮内细胞成分和
组织学结构。

１．３．２　ＤＡＰＩ染色　　４′，６二脒基２苯吲哚盐酸（４′，６ｄｉａ
ｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色可以观察细胞核的去除情
况。冰冻切片使用 ＤＡＰＩ染液 （碧云天公司，中国）染色约
１ｍｉｎ后参照说明书光镜 （ＤＭ６０００Ｂ，Ｌｅｉｃａ公司，德国）下在
３６４ｎｍ处观察细胞核情况。
１．３．３　扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观察　　
所得到的脱细胞前后网状层真皮样本经过 ２．５％ 戊二醛固定
３ｄ（４℃），ＰＢＳ溶液清洗３次后，依次经过脱水、临界点干燥、

喷金等步骤在扫描电镜（Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＥＭ，Ｓ
３４００，Ｈｉｔａｃｈｉ公司，日本）下观察样本的结构和表面情况。

１．４　脱细胞前后生物化学分析
１．４．１　ＤＮＡ电泳　　将脱细胞前后网状层真皮样本剪成粉末
状使用蛋白酶Ｋ（５０μｇ／ｍｌ，天根公司）消化２ｈ（６０℃）直至无肉
眼可见残留物，按照 ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ（天根公司，中
国）说明书提取基因组 ＤＮＡ。１％ 琼脂糖电泳后紫外光下观察。
１．４．２　ＤＮＡ含量测定　　称取５ｍｇ粉末状脱细胞前后网状
层真皮样本，１ｍｇ／ｍｌ木瓜蛋白酶（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ，ＵＳＡ）溶液
（５ｍｍｏｌ／ＬＬｃｙｓｔｅｉｎｅ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
Ｎａ２，ｐＨ＝６．０）消化２４ｈ（６０℃）后离心，收集上清，为 ＤＮＡ
样本测定和硫酸化糖胺聚糖（ｓｕｌｐｈａｔｅｄＧｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ，
ｓＧＡＧ）测定备用。ＤＮＡ含量测定使用 ＰｉｃｏＧｒｅｅｎＤＮＡ定量试
剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）。取２５μｌ木瓜蛋白酶消化液上清加入
含有７５μｌ１×ＴＥ缓冲液的９６孔板内，再向每孔内加入１００μｌ
ＱｕａｎｔｉＴＰｉｃｏＧｒｅｅｎ反应液（１∶２００稀释），立即调整荧光光度计
激发波４８５ｎｍ，发射波长为５３０ｎｍ进行测定。使用小牛胸腺
ＤＮＡ分别配制浓度为５００、４００、３００、２００、１００、５０、１０、０μｇ／ｍｌ溶
液测定光密度值，并绘制标准曲线。

１．４．３　ｓＧＡＧ测定　　ｓＧＡＧ含量测定采用二甲氨基甲叉基蓝
（ｄｉｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ，ＤＭＭＢ）光谱测定法［４］。向９６孔板内
加入２０μｌ木瓜蛋白酶消化液，再加入２００μｌＤＭＭＢ，５２５ｎｍ处
测定光密度值［Ｄ（２５２）值］。配制５０、４０、３０、２０、１０、５、０μｇ／ｍｌ
牛硫酸软骨素Ｂ（Ｓｉｇｍａ，美国）溶液５２５ｎｍ处测定光密度值，并
绘制标注曲线。

１．５　网状层真皮基质蛋白质和生长因子测定
１．５．１　制备基质蛋白质提取液　　１００ｍｇ真皮粉末加入１ｍｌ
含有蛋白酶抑制剂（１ｍｍｏｌ／ＬＰｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌＦｌｕｏｒｉｄｅ
ＰＭＳＦ，１×蛋白酶抑制剂，１×磷酸酶抑制剂）（ＫＣ４４０，康成公
司）的蛋白提取液（２ｍｏｌ／Ｌ尿素，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ＝７．４）中，
在旋转混合仪内混合 ２４ｈ（４℃），４℃下 １２０００×ｇ离心
３０ｍｉｎ，收集上清。再向沉淀内加入１ｍｌ蛋白提取液，４℃下旋
转混合仪内混合２４ｈ，１２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ（４℃）［５］。将２
次上清充分混匀。采用ＢＣＡ法测定提取液内蛋白含量。
１．５．２　测定网状层真皮内生长因子含量　　网状层真皮内生
长因子含量的测定采用ＶＥＧＦ（ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＤＶＥ００，美国），ｂＦＧＦ
（ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＤＦＢ５０，美国），ＴＧＦβ１（ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＤＢ１００Ｂ，美国），
ＫＧＦ（ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＤＫＧ００，美国），ＥＧＦ（ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＤＥＧ００，美
国），ＥＬＩＳＡ试剂盒，参照说明书操作，每个样本测定２次。多
功能读板仪 （Ｖａｒｉｏｓｋａｎｆｌａｓｈ，Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）测定光密度值。

１．６　统计学分析
　　数据用珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行成对ｔ检验。

２　结果

２．１　组织形态学观察
２．１．１　ＨＥ染色　　与未脱细胞真皮比较，脱细胞处理后真皮
内细胞、毛囊及汗腺等皮肤附件结构消失。胶原纤维束结构排

列疏松，未见胶原纤维束结构明显紊乱及破坏（图 １Ａ、Ｂ）。
ＤＡＰＩ染色结果显示，未脱细胞真皮组织内含有大量细胞核组
织（图１Ｃ），脱细胞处理后，真皮内未见ＤＮＡ着色（图１Ｄ）。
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Ａ：未脱细胞真皮ＨＥ染色；Ｂ脱细胞真皮ＨＥ染色；Ｃ：未脱细胞真皮ＤＡＰＩ染色；Ｄ：脱细胞真皮ＤＡＰＩ染色
图１　脱细胞前后新生牛真皮组织形态学观察
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Ａ：未脱细胞真皮　（×２００）；Ｂ：脱细胞真皮　（×２００）；Ｃ：未脱细胞真皮　（×５０００）；Ｄ：脱细胞真皮　（×５０００）
图２　脱细胞前后新生牛真皮ＳＥＭ观察

２．１．２　ＳＥＭ观察　　未脱细胞真皮胶原纤维束排列较紧密，
脱细胞真皮胶原纤维束的结构松散，高倍镜观察可见胶原纤维

束排列疏松，并且未发现细胞残留（图２）。

２．２　残留ＤＮＡ测定
　　ＤＮＡ的凝胶电泳显示残留 ＤＮＡ片段长度与基因组 ＤＮＡ
长度相似，但在脱细胞步骤中大部分基因组ＤＮＡ已被去除（图
３）。ＰｉｃｏＧｒｅｅｎＤＮＡ定量测定结果证实ＤＮＡ含量［（２５１６．１±
３２４．２）ｎｇ／ｍｇｖｓ（２４９．５±５３．８）ｎｇ／ｍｇ，Ｐ＝０．０００］在脱细胞
后显著减少。
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Ｍ：标准；１，２：脱细胞组；３，４：未脱细胞组
图３　脱细胞前后ＤＮＡ凝胶电泳结果

２．３　ｓＧＡＧ定量分析
　　ＤＭＭＢ法测定脱细胞前后ｓＧＡＧ含量为［（５．９２±０．５０）μｇ／ｍｇ
ｖｓ（２．４８±０．２４）μｇ／ｍｇ，Ｐ＝０．０００］，含量保留约４１．９％。
２．４　生长因子含量的测定
　　脱细胞前后蛋白提取液内蛋白含量分别为（４．９１±１．６１）、
（２．０８±０．７４）μｇ／ｍｇ（Ｐ＝０．００６），下降了约 ５７．６％。ＥＬＩＳＡ检
测蛋白提取液内生长因子的含量：脱细胞前后ＴＧＦβ１含量分
别为（４７８．８±１９６．１）、（１８０．３±１１１．０）ｐｇ／ｇ（Ｐ＝０００９），脱细
胞前ＥＧＦ含量为（１０．５２±２．７８）ｐｇ／ｇ，脱细胞后未能检测到
ＥＧＦ含量；脱细胞前后 ｂＦＧＦ含量分别为（７８８．６±３３３．８）、
（３６４．８±２９４．８）ｐｇ／ｇ（Ｐ＝０．４２４），ＫＧＦ含量分别为（０．０３３±

００００）、（０．０３３±０．０００）ｐｇ／ｇ（Ｐ＝０．４３３）。在脱细胞前后样
本中，均未检测到ＶＥＧＦ含量。

３　讨论

　　组织和器官脱细胞处理最为理想化的方法是去除
细胞成分的同时又能最大程度保留细胞外基质成分和

结构。一般来讲，脱细胞处理从裂解细胞膜开始，常用

方法有冻融、渗透压改变、超声或离子溶液等。细胞膜

裂解后使用去污剂、酶制剂等将细胞质和细胞核等成

分从 ＥＣＭ上洗脱、消化，最终将细胞碎片完全去除。
此过程可以采用震荡、超声等物理措施以增加去污剂、

酶制剂等的效率。制备理想的脱细胞真皮基质须联合

两种或者两种以上的脱细胞方法，这便涉及不同脱细

胞机制方法的最佳组合。本研究的目的在于观察渗透

压改变与超声震荡洗涤的组合方法对脱细胞真皮基质

组织学与生物活性成分的影响，为探索一种制备步骤

简单、对环境友好的脱细胞方法提供技术参数。

　　本研究采用渗透压改变结合超声震荡洗涤的方法
制备脱细胞真皮基质。首先通过渗透压改变处理新生

牛真皮组织，通过高渗盐水对细胞产生极强的渗透应

力，破坏蛋白与 ＤＮＡ之间的连接；低渗溶液处理通过
简单的渗透作用引起细胞的裂解，而对细胞外基质分

子结构产生较小的影响［６］，高渗、低渗处理交替进行

多个循环可使渗透压改变处理取得最好效果［２］。该

步骤虽能裂解细胞，也能部分去除细胞碎片，但无法有

效地去除细胞残余物质，所以接下来我们采用洗涤剂

配合超声震荡这一化学结合物理手段的方法去除细胞

残余物质。ＨＥ和ＤＡＰＩ染色结果显示，脱细胞真皮基
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质的细胞成分已被有效去除，光镜下未见明显 ＤＮＡ残
留。ＤＮＡ定量结果也提示处理前后 ＤＮＡ含量下降了
约９０．１％，证实大部分 ＤＮＡ已被去除。凝胶电泳也
观察到大部分ＤＮＡ已去除，但仍然存在较大片段的残
留，可能与ＤＮＡ的“黏性”，且有附着细胞外基质蛋白
的特性有关［３］。文献［７－８］报道同类脱细胞支架材
料 ＤＮＡ残留量百分比为０％ ～８．５％，与之相比较本
研究所制备的脱细胞真皮支架在脱细胞 ＤＮＡ效果上
还有一定的差距，提示本方法还需要进一步改进。并

且均采用了酸、碱、胰蛋白酶和核酸酶等方法进行处

理，有研究提示使用酸、碱对 ＧＡＧ、生长因子和胶原等
成分破坏性较大，胰蛋白酶对 ＥＣＭ结构有潜在破坏
性，并且可能会去除层粘连蛋白、纤连蛋白、弹性纤维

和ＧＡＧ等［２－３］。

　　关于高渗性盐水对 ＤＮＡ的损伤有学者曾有报
道［９］，但未对其具体机制做深入探讨。应用超声震荡

洗涤制备脱细胞真皮基质的方法国内张国安等［１０］有

过深入地研究。细胞在由超声引发的空化效应产生的

气泡破碎时所产生冲击力作用下被乳化、扩散，结合化

学洗涤剂的作用，从而达到去除细胞碎片、抗原成分的

目的。超声对 ＤＮＡ的损伤也有报道，有学者认为超
声致 ＤＮＡ的损伤机制是通过超声所产生的机械剪切
力实现的［１１］。有学者认为外源性 ＤＮＡ可导致机体的
天然免疫系统激活，并分泌多种细胞因子［１２］。但也有

学者报道微量的 ＤＮＡ残留（１ｎｇ／ｍｇ），可能不会引起
临床上严重的宿主反应［７］，并且引起免疫反应 ＤＮＡ
残留量的阈值仍然不清楚。

　　渗透压改变和超声震荡洗涤对重要的细胞外基质
成分的影响也是本研究的重要目的之一。层粘连蛋白

主要存在于皮肤基底膜，有文献报道异种脱细胞真皮

的基底膜和真皮乳头层免疫反应最强［１３］，所以本研究

在制备真皮时就选用了机械法制备网状层真皮来制备

脱细胞真皮基质。ｓＧＡＧ的含量保留了４１．９％，ｂＦＧＦ
下降了５３．７％，ＴＧＦβ１下降了５７．５％，ＫＧＦ含量无差
异。ＧＡＧｓ有维持水合、结合细胞外基质中的生长因
子和细胞因子的作用。所以这也就不难解释脱细胞之

后ＧＡＧｓ的下降，细胞膜相关的 ＧＡＧｓ溶解在脱细胞
步骤之中，而 ＧＡＧｓ的下降也不可避免地带来细胞外
基质中的生长因子含量的下降。脱细胞处理之后仍然

可以检测到多种生长因子，比如 ＴＧＦβ１、ｂＦＧＦ和
ＫＧＦ，通常认为这些生长因子被蛋白聚糖类所“捕
获”，使其在脱细胞过程中得以保存［５］。文献［１４］报
道冻融可降低皮肤中 ＶＥＧＦ的含量，所以在标本制备
过程中尽量减少反复冻融的次数可使实验结果更接近

天然状态下生长因子含量的水平。另外，皮肤离体后，

细胞膜、溶酶体膜破裂，致使大量生物活性酶被激活，

导致生长因子等生物活性物质降解，因此，在处理过程

中加入酶抑制剂、尽可能低温环境处理样本可能会减

少生物活性物质的降解。Ｒｅｉｎｇ等［１５］采用多种不同处

理方法对猪真皮进行处理后结果显示，仅经过去离子

水处理的样本 ｂＦＧＦ含量有显著下降，ＶＥＧＦ和 ＴＧＦ
β１的含量在经过处理后均未能检测到，ＧＡＧ的含量
在经过处理后也未能检测到。这与本研究结果的趋势

是一致的。
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