
论著 　　　 文章编号:1000-5404(2004)01-0068-03

复合壳多糖人工皮肤的初步实验研究

李　静 ,伍津津 ,鲁元刚 ,朱堂友 ,李文维 ,贺　萍 ,杨宏珍　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所皮肤科 , 重庆市创

伤愈合与组织工程研究所 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨复合壳多糖人工皮肤移植家兔后表皮层角蛋白的表达以了解移植后皮肤表皮的分化情况。 方

法　分别将复合壳多糖人工皮肤移植前 、移植后 1 个月 、移植后 2个月 、正常人皮肤 、正常兔皮肤石蜡块切片 , 用抗广谱角
蛋白多抗 、抗角蛋白 K5和 K10 单抗进行免疫组化染色 ,观察表皮层角蛋白的表达和表皮分化情况。结果　复合壳多糖人

工皮肤移植后 1个月及 2 个月表皮层均有较强的角蛋白表达 , 与正常皮肤相似;基底层以上细胞有角蛋白 K10表达 ,且越
接近表皮表面表达越强 ,与正常人皮肤相似 ,基底层细胞有角蛋白 K5表达 ,但明显弱于正常人皮肤。结论　复合壳多糖

人工皮肤移植家兔后表皮层均有角蛋白表达 , 有增生性细胞和分化细胞 ,表皮分化良好 、层次清楚 ,与正常皮肤相近。
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Epidermal differentiation of composite chitosan artificial skin grafted onto experimental

rabbits
LI Jing , WU Jin-jin , LU Yuan-gang , ZHU Tang-you , LI Wen-wei , HE Ping , YANG Hong-zhen (Department of Dermatology ,
Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the expression of epidermal keratin and the epidermal differentiation after

graft of composite chitosan artificial skin onto experimental rabbits.Methods　Immunohistochemical staining of the
paraffin-embedded sections from composite chitosan artificial skin before grafting , one month , and two months after
grafting , and from normal human skin and normal rabbit skin was performed using anti-broad spectrum polyclonal an-
tibody to keratin , basal cells and suprabasal cells with monoclonal antibodies to cytokeratin K5 and cytokeratin K10 ,
respectively.The epidermal keratin expression and the epidermal differentiation were observed.Results　The ker-
atinocytes in the composite chitosan artificial skin expressed keratin one month and two months after grafting , similar
to the normal epidermal keratinocytes.The suprabasal cells expressed cytokeratin K10 one month and two months af-
ter grafting.The closer to the surface of epidermis , the stronger the expression was , similar to the normal human epi-
dermis.The basal cells expressed cytokeratin K5 one month and two months after grafting , but the expression was ob-
viously weaker than that of the normal human skin.Conclusion　Keratin expression , proliferative cells , differentiat-
ed cells , and good differentiation of epidermis with clear layers are found in the epidermis after grafting of composite
chitosan artificial skin onto rabbits.The epidermal reconstruction of composite chitosan artificial skin after grafting on-
to rabbits is satisfactory.The composite chitosan artificial skin is similar to the normal human skin.
　　Key words:artificial skin;chitosan;animal transplantation;epidermal differentiation

　　利用组织工程的原理和方法在体外构建组织工程
化皮肤已用于治疗大面积烧伤和慢性溃疡等皮肤缺损

性疾病[ 1] ,在治疗后表真皮的再构建还有待于进一步

的研究 。我们采用组织工程的方法 ,在鼠尾胶原中加

入糖胺聚糖 、壳多糖等天然细胞外基质及培养的人成
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纤维细胞 ,形成复合壳多糖真皮替代物 ,随后将人角质
形成细胞接种于表面 ,进行器官型培养 ,获得了复合壳

多糖人工皮肤。本研究采用免疫组织化学技术观察复
合壳多糖人工皮肤移植实验家兔后表皮层角蛋白的表

达和表皮分化情况 ,探讨复合壳多糖人工皮肤移植家
兔后表皮的再构建情况 ,为临床应用提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　兔抗人广谱角蛋白多克隆抗体工作液 、鼠抗人角蛋白 K5

单克隆抗体浓缩液 、鼠抗人角蛋白 K10 单克隆抗体浓缩液 、兔

S-P试剂盒(SP-9001)工作液 、鼠 S-P 试剂盒(SP-9002)工作液和

DAB 显色液。均为北京中山生物技术有限公司产品。
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1.2　方法
　　复合壳多糖人工皮肤移植前 、移植后 1 个月及 2 个月 、正

常人皮肤(正常成人包皮切除术取得)和正常兔皮肤分为实验

组 、阳性与阴性对照组 , 石蜡包埋组织块切片 , 行 HE 染色及免

疫组化染色(辣根酶标记链霉卵白素生物素法)。

2　结果

　　复合壳多糖人工皮肤移植后 1个月组织切片 HE染色可见

表皮层次清楚 ,分为基底层 、棘层及角质层。真皮内细胞分布

均匀 ,可见较多新生血管 , 并有网眼状结构形成(图 1)。

Layers in the epidermis clear , with neogenetic blood vessels and

reticular structure in the dermis

图 1　复合壳多糖人工皮肤移植后 1个月时　(HE×100)

Fig 1　Composite chitosan artificial skin one month after

grafting　(HE×100)

　　复合壳多糖人工皮肤移植前 、移植后 1 个月及 2 个月表皮

层广谱角蛋白抗体免疫组化染色阳性 , 与正常皮肤相似。移植

前表皮细胞间结合较松 , 移植后表皮细胞间结合紧密 , 表皮层

分为角质层 、棘层及基底层(图 2)。

Positive epidermal cells stained brown

图 2　复合壳多糖人工皮肤移植后 1个月广谱角蛋白抗体免疫组

化染色　(S-P×200)

Fig 2　Composite chitosan artificial skin one month after grafting by

immunohistochemical staining with broad-spectum polyclonal

antibody to keratin　(S-P×200)

　　复合壳多糖人工皮肤移植前表皮细胞角蛋白 K10 抗体和

角蛋白K5 抗体免疫组化染色均为阳性 , 后者的染色较浅;移植

后1 月及 2 月基底层以上细胞角蛋白 K10 抗体免疫组化染色

阳性 ,且越接近表皮表面染色越深 , 与正常人皮肤相似 , 基底层

细胞角蛋白 K10 抗体免疫组化染色阴性。 而基底层细胞角蛋

白K5 抗体免疫组化染色弱阳性 , 明显弱于正常人皮肤 ,基底层

以上细胞角蛋白 K5 抗体免疫组化染色阴性(图 3 , 4)。

　　阴性对照组中抗体免疫组化染色均为阴性。

Positive suprabasal cells of epidermis stained brown.Cells closer to the sur-

face of epidermis stained more deeply

图 3　复合壳多糖人工皮肤移植后 1个月角蛋白 K10抗体免疫组

化染色　(S-P×200)

Fig 3　Composite chitosan artificial skin one month after grafting by

immunohistochemical staining with monoclonal antibody to cy-

tokeratin K10　(S-P×200)

Basal cells of epidermis stained brown

图 4　复合壳多糖人工皮肤移植后 1个月角蛋白 K5抗体免疫组化

染色　(S-P×200)

Fig 4　Composite chitosan artificial skin one month after grafting by

immunohistochemical staining of monoclonal antibody to cytok-

eratin K5　(S-P×200)

3　讨论

　　角蛋白是表皮角质形成细胞 、毛囊上皮细胞 、毛

发 、甲板及粘膜上皮细胞的主要结构蛋白 。角蛋白的
表达特异性地局限于上皮组织 ,具有组织特异性。缺
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乏角蛋白的上皮细胞会丧失一些基本的功能 ,如生长

和分化受阻 ,随着角质形成细胞逐渐向上分化 ,角蛋白

的分子量逐渐增大 ,因此角蛋白的表达是角质形成细

胞具有生长分化功能的标志[ 2] 。本研究显示移植前复

合壳多糖人工皮肤 、移植后 1 个月和 2个月表皮替代

物中广谱角蛋白抗体免疫组化染色均阳性 ,说明移植

前至移植后 2个月的时间内 ,复合壳多糖人工皮肤表

皮替代物中均有角蛋白表达 ,体外培养的角质形成细

胞基本具备正常角质形成细胞生长分化的功能。

　　表皮是一种不断自我更新的组织。基底细胞是增

殖干细胞 ,它不断分裂产生新的细胞 ,后者向表皮表面

移动而开始分化过程 ,处于不同分化阶段的角质形成

细胞表达不同的角蛋白亚型。因此角蛋白亚型是鉴别

上皮细胞来源和分化阶段的重要标记。就表皮主要角

蛋白而言 ,在具有增生能力的表皮基底细胞层 ,表达的

角蛋白是增生特异性角蛋白K5与 K14 ,随着细胞移行

到棘层 、角质层 ,出现了分化特异性角蛋白K1/K10蛋

白对的表达 。因此 ,K5/K14是角质形成细胞增生的标

记[ 3] ,而 K1/K10是角质形成细胞分化 、角化和成熟的

标记
[ 4]
。

　　表皮的分化受细胞和细胞外基质的影响 。影响表

皮分化的细胞主要是成纤维细胞 ,成纤维细胞不仅合

成细胞外基质 ,还可促进表皮的生长与分化
[ 5]
。成纤

维细胞可分泌转化生长因子-β(TGF-β)、表皮生长因子

(EGF)等多种生长因子
[ 5]
作用于角质形成细胞 ,促进

其生长 、分化。对组织工程皮肤的研究已证明皮肤替

代物中的成纤维细胞可促进表皮的生长和分化 ,真皮

基质中缺乏成纤维细胞则表皮层的分化较差
[ 6]
。表真

皮间存在着复杂的相互作用 ,真皮基质影响表皮的生

长 、分化 ,如糖胺聚糖是细胞外基质成分 ,它可促进角

质形成细胞和成纤维细胞粘附于基质 ,并可促进两种

细胞的增生;真皮基质中的纤维连接蛋白也可促进角

质形成细胞的生长。不仅细胞外基质的成分影响表皮

分化 ,而且基质的空间构建也影响表皮的分化 ,角质形

成细胞只有粘附于真皮基质骨架之上才能生长和分

化 ,因此胶原 、弹性纤维等是支持表皮生长 、分化必不

可少的基质骨架成分 。而类似正常真皮的多孔的三维

细胞外基质骨架可促进表皮的生长和分化。因此人工

皮肤中表皮的分化主要受成纤维细胞和细胞外基质成

分的影响 。

　　本研究采用的复合壳多糖人工皮肤含有胶原 、糖

胺聚糖 、壳多糖等真皮基质及人角质形成细胞和成纤

维细胞 ,移植前的表皮为多层上皮细胞 ,角质形成细胞

有角蛋白K10表达 ,且有较弱的均匀角蛋白 K5表达 ,

角蛋白的表达无分层现象 ,这可能与缺乏体内环境对

表皮分化的诱导及营养供应不理想有关 。移植后 1个

月及 2个月基底层细胞均有较弱的K5表达 ,基底层以

上细胞无K5表达。说明移植后 2个月内复合壳多糖

人工皮肤表皮层中有增生性细胞存在 ,相当于正常人

皮肤的基底细胞 。但 K5的表达明显弱于正常人皮肤 ,

可能体外培养条件下某些营养缺乏 ,角质形成细胞的某

些功能受抑制 ,增殖能力降低 ,因而K5的表达较弱。移

植后1个月及 2个月 ,复合壳多糖人工皮肤的基底层以

上细胞均表达K10 ,且越靠近表皮表面的细胞表达K10

越强 ,角质层表达强度最强 ,基底层细胞无 K10 表达 。

说明表皮细胞分化良好 ,在向表皮表面移动的过程中逐

渐实现了终末分化 ,与正常人皮肤相似 。

　　复合壳多糖人工皮肤移植 1月后的组织学观察 ,

可见人工皮肤生长良好 ,表皮层次结构清楚 ,分为基底

层 、棘层及角质层。真皮内细胞分布均匀 ,可见较多新

生血管 ,并有网眼状结构形成。移植物中成纤维细胞

生长旺盛 ,无明显炎性细胞浸润 ,提示复合壳多糖人工

皮肤对实验家兔具有良好的组织相容性[ 7] 。在覆盖创

面的同时 ,移植物中的成纤维细胞可继续活跃生长 ,且

随着新生血管的长入 ,长期覆盖创面成为可能 。以往

研究还表明
[ 7]
,复合壳多糖人工皮肤在物理特性 、抗感

染能力等方面有一定的优越性 。复合壳多糖人工皮肤

具有良好的物理特性 ,即有一定的弹性与韧性 ,可随意

剪切及缝合 ,是目前惟一一种具有抗感染能力的组织

工程皮肤 ,与其中的壳多糖成分有关;能够抵抗胶原酶

的消化 ,延长移植后的降解时间;可降低胶原凝胶的收

缩 ,使人工皮肤的产量显著提高。
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