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四种真皮替代物的制备和比较研究

Preparation and comparison of 4 kinds of dermal replacements

鲁元刚 ,伍津津 ,朱堂友 ,胡　浪 ,杨宏珍 ,贺　萍　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所皮肤科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　通过调整复合壳多糖真皮替代物的组分 ,比较不同配方获得的真皮替代物的组织学特性的异同。 方

法　在无菌条件下将浓缩的 DMEM 培养基 、小牛血清 、鼠尾胶原溶液 、糖胺聚糖和壳多糖按比例配制成凝胶溶液 , 然后将

成纤维细胞与上述凝胶溶液混合制成真皮替代物(替代物A)。以 A为标准 ,缺如成纤维细胞为替代物 B ,缺如壳多糖为替

代物 C , 缺如壳多糖和成纤维细胞为替代物 D。比较 A、B、C、D 四种替代物的生物学特性 , 并在培养半个月时作组织学检

查。结果　四种替代物以 C收缩率为最大 , A其次 , B 、D 两种替代物几乎无收缩 , 组织学上 A、C 未见明显差异 , B 可见均

匀的蜂窝状结构 , D结构无序。结论　A复合壳多糖真皮替代物配方是四种真皮替代物中生物学特性最为理想的一种 , 可

以在组织工程研究中发挥重要作用。

　　在皮肤替代物研究领域 ,人们常将低抗原性成纤

维细胞(FB)作为种子细胞应用于研究 ,通过种子细胞

的生长重建真皮
[ 1]
,获得生物相容性良好的皮肤替代

物。我们通过调整拟定的复合壳多糖人工皮肤的几个

重要组分 ,观察由此产生的影响 ,从而寻找一种较为理

想的真皮替代物配方 。现将结果报告如下。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　主要试剂　　DMEM 培养基(美国 GIBCO 公司);壳多

糖 、硫酸软骨素 C 、透明质酸(均为 Sigma 产品);HEPES(美国

KAI 生物医学科学公司);胶原酶 D(德国宝灵曼公司);胰蛋白

酶(中国科学院新疆化学研究所);小牛血清(第三军医大学分

子生物学教研室分装)。

1.1.2　主要仪器　　二氧化碳孵箱(SHELD LAB 公司);超净

工作台(苏净集团苏州安泰空气技术有限公司);倒置显微镜

(重庆光学仪器厂)。

1.1.3　种子细胞　　来源于正常儿童包皮环切术之切除包

皮 , 0.2%胶原酶消化后获 FB。

1.2　方法
1.2.1　制备四种皮肤替代物　　在冰浴下将浓缩的 DMEM 培

养基 、小牛血清 、胶原溶液 、糖胺聚糖和壳多糖按比例配制成凝

胶溶液 ,用 1 mol/L NaOH 调pH 至7.2～ 7.4;在上述溶液中加入

FB ,室温下在培养皿中形成凝胶后 , 加入 DMEM 培养基后在

37 ℃, 5%CO2/95%空气 , 90%以上湿度孵箱内培养。每天更换

培养基 ,浸没培养 15 d。得到真皮替代物 A。

　　按上述方法重复制备缺如 FB 为替代物 B , 缺如壳多糖为
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替代物 C , 缺如壳多糖和 FB 为替代物 D。

1.2.2　培养与观察　　每日观察替代物的外观 、透光度 、细胞

生长情况 ,测量培养物直径 , 根据所得数据的平均值 , 绘制收缩

曲线。半个月后用 Bouin' s液固定 , 常规包埋切片 ,HE 染色。

2　结果

2.1　大体观察
　　刚形成的基质凝胶呈淡红色半透明 , 漂浮状态。在倒置显

微镜下 , A、C 凝胶各层面均可见位置相对固定的圆形 FB。约 2

h 后 FB逐渐出现多个胞质突起 , 有的似星状 , A、C 两组凝胶间

细胞生长无差异。随着细胞数目的增多 , A、C 组替代物收缩变

致密 , 透光性逐渐下降 , FB 的排列也从刚开始的数目稀疏 、排

列不规则逐渐过渡到数量较多 、交错排列的状态 , 至第 10 天 ,

已无法观察凝胶中的细胞生长。经过 2 周的培养 , A、C 替代物

有一定的弹性和韧性 ,可用镊子随意搬动而不损坏。 B、D替代

物收缩不明显 ,在固定时仍呈红色半透明状 , 脆性较大 , 用镊子

搬动时易碎。

2.2　收缩曲线绘制
　　A、C 真皮替代物第 2 天开始明显收缩 , 各个方向的收缩基

本一致;最大收缩发生于第 3 ～ 11 天 , 真皮替代物的直径收缩

到 45%左右。 B、D替代物无明显收缩 ,见图 1。

图 1　四种真皮替代物收缩曲线图
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2.3　组织学检查
　　四种不同的真皮替代物 ,在组织学上 A 和 C替代物基本一

致 ,为蜂窝样结构背景下大致呈平行排列的梭形 FB , 见图 2。

而B 和 D替代物无梭形的 FB 生长 ,HE 染色基质支架呈淡红

色 , B基质相对规则 , 有序 , 呈均匀的蜂窝样结构 , 孔隙大小较

为一致 , D基质凝胶则较为杂乱 , 呈不均匀的孔隙结构 , 且孔隙

大小十分不一致。

图 2　培养 15 d所获得的真皮替代物 A　(HE×200)

3　讨论

　　自组织工程学创立以来 ,人们一直在寻求适宜的

可降解生物材料(细胞外支架 , ECM)和相应的种子细

胞 ,以及摸索最佳的培养条件 ,以期获得的组织工程化

器官能在植入机体后 ,聚合物材料逐渐降解吸收 ,细胞

存活 ,形成正常组织并行使相应的功能 ,从而达到优化

生命 、把握生命的目标。

　　胶原 ,由于其良好的亲水性 、低抗原性 、强抗张性

以及对细胞的粘附性 ,一直被认为是胚胎发育和组织

再生中重要的形态发生因素[ 2] ,因而在组织工程研究

中得到广泛应用 。研究人员还发现一定的交联剂可诱

导胶原分子间交联[ 3] ,进一步降低胶原的抗原性 ,同时

增强胶原海绵强度和对酶的耐受性 ,且交联后胶原的

微孔结构更有利于种子细胞的生长和受体组织的长

入
[ 4]
。本研究采用的交联剂是目前应用日趋广泛的壳

多糖 。

　　细胞胶原凝胶具有很强的收缩性[ 5] ,且收缩的快

慢和程度与胶原含量及 FB的数量及培养基中牛血清

的含量有关[ 6 , 7] 。在四种真皮替代物的比较研究中 ,

我们发现未加 FB 的真皮基质没有明显的收缩 ,而加

入FB时 ,不论有无壳多糖的交联 ,收缩都十分明显 ,说

明在真皮基质凝胶的收缩中 ,细胞的运动及收缩占有主

导地位
[ 8]
,通过压缩纤维束 ,排出凝胶中多余的水分 ,

并不断合成新的 ECM ,使人工真皮变得致密 。而交联

剂壳多糖的加入 ,使基质凝胶中的胶原排列更加有序 ,

相互间的作用更加稳定 ,不易被植入的种子细胞挤兑 ,

因而胶原中所含的液体也就不会很快离开基质凝胶 ,

从凝胶中挤出水的速度要缓慢一些 ,因此开始的收缩

速率较没加壳多糖的小 ,但最后均能获得直径大致相

同的真皮替代物 。这可从四种真皮基质凝胶的收缩曲

线得到结论。

　　研究中 ,我们还发现随着培养时间的延长 ,替代物

A和 C的韧性逐渐增强 ,说明真皮替代物的物理学性

状还决定于培养基质中种子细胞的量的多少及胶原纤

维重建后的空间结构。而 FB在胶原支架生长时分泌

多种真皮重建所需的基质蛋白和促进创面愈合的糖胺

聚糖[ 9] ,也说明了适宜的种子细胞对于组织工程产品

的重要性 ,并为组织工程化皮肤主动覆盖创面提供了

基础 。

　　本研究表明复合壳多糖真皮替代物A是一种有着良

好物理学特性的真皮替代物 ,且十分适宜FB的生长 ,对

其进行深入的研究 ,有利于组织工程化皮肤的改进。
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