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摘要 ：
目 的 制备活性真皮胶原微粒 ，研究其对皮肤创面愈合的影响 。 方法 采用化学销蚀和反复冻融法制

备脱细胞真皮 （
ａｃｅｌｌｕｌａｒｄｅｒｍａｌｍａｔｒｉｘ

，

ＡＤＭ
） ， 并研磨成真皮胶原微粒 ， 在体外与脂肪干细胞 （

ａｄｉ
ｐ
ｏｓｅ

－ ｄｅｒｉｖｅｄ

ｓｔｅｍｃｅ ｌｌ
，
ＡＤＳＣ

）共培养 ，检测真皮胶原微粒与 ＡＤＳＣ 的相容性 ，构建裸鼠皮肤创面 ， 比较真皮胶原微粒 － ＡＤＳＣ 复

合体组 、
ＡＤＳＣ 组 、真皮胶原微粒组 、空 白组的创面愈合率 。 结果 真皮胶原微粒 － ＡＤＳＣ 复合体组的创面愈合率

明显高于其他 ３ 组
，差异有统计学意义 （

Ｐ ＜ ０ ． ０ １
） 。 结论 活性真皮胶原微粒可携带 ，

ＡＤＳＣ 并促进 ＡＤＳＣ 增殖 、

迁移 ，有效促进创面的愈合 。
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皮肤缺损是整形外科治疗过程 中 的常见问题 。

该类创面的修复常面临皮源匮乏的窘境 ， 而构建组

织工程皮肤作为真皮替代物在一定程度上可以缓解

这一难题 。 研究表 明 ， 异体脱细胞真皮 （
ａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｄｅｒｍａｌｍａｔｒｉｘ
，ＡＤＭ ） 是一种较理想的真皮替代物 ，

可以用于大面积皮肤创面的治疗 。 此外 ， 研究发现

脂肪干细胞 （
ａｄｉ

ｐ
ｏｓｅ

－

ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌ ｌ
，
ＡＤＳＣ

） 对于

创面愈合也具有积极 的影响
［

１
］

。 本研究 旨在前期

实验的基础上 ，制备一种活性真皮胶原微粒 ，兼具脱

细胞真皮及脂肪干细胞的生物效应 ，
以期获得更髙

疗效的组织工程材料 。

１ 材料与方法

１ ． １ 材料和试剂 皮肤 、脂肪组织来 自徐州 医科大

学附属 医院整形外科手术患者 ， 年龄 ２３￣ ４５ 岁 ， 无

传染性疾病 、无皮肤病变等 ，并经我院伦理委员会批

准及患者知情同意 。 试剂 ：磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ
（北京

中杉金桥 ） ； 胰酶消化液 、青 － 链霉素 、苏木精 － 伊

红染色试剂盒 （ 上海碧云天 ） ；氣化钠 、氢氧化钠 （上

海 国药集 团 ） ；

ＤＭＥＭ／Ｆ
－

１ ２ 培养基 （ 美国 Ｈ
ｙ
Ｃ ｌｏｎｅ

公司 ） ；
Ｉ 型胶原酶 （ 美 国 Ｓｉ

ｇ
ｍａ 公司 ） ； 胎牛血清

（
ＦＢＳ

） （ 澳 大利 亚 Ｇｉｂｃｏ 公 司 ） ； 嗓呤霉素 （
Ｖ ＩＣ －

基金项 目 ： 江苏省卫计委科研课题 （
Ｚ２０ １ ６０７

）
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，
３９

（
３

）

ＭＥＤ
） ；

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ／ｃ 裸 鼠 （ 北京维通利华 ） 。

１ ． ２方法

１ ． ２ ． １ 人真皮胶原微粒的制备 ①真皮修剪成 中

厚皮片 ，

ＰＢＳ 洗净 ；

１ｍｏ ｌ／ＬＮａＣ ｌ 溶液浸泡 ２４ｈ 去除

表皮 ；移入 １ ％ Ｎ ａＯＨ 溶液 ，超声清洗仪 、摇床间断振

荡洗涤 ，

４ｈ 换液 １ 次 ，共 ５ 次 ；

ＰＢＳ
（ 含 １ ％ 青 － 链霉

素 ）振荡浸洗至 ｐ
Ｈ 约为 ７ ． ２

；
－

８ （＾： ／３７尤 反复冻融

３ 次以上 ， 每次间 隔 ４ｈ
； 冷冻真皮放入 －

６０Ｔ 冷冻

干燥机处理 ４８ｈ
， 冻 干保存备用 。 ②ＡＤＭ 以 灭 菌

ＰＢＳ
（ 含 １ ％ 青 － 链霉素 ） 反复清洗 ， 浸泡 ２４ｈ 后放

人烧杯 ， 加人 １ 〇〇ｍ ｌ 无菌 ＰＢＳ
， 以手持式搅拌机低

速研磨 ５
￣

 １ ０ｍ ｉ ｎ
， 

１ ００ 目 筛网过滤 ， 滤液以 ３０００ｒ／

ｍ ｉ ｎ 离心 １ ０ｍ ｉｎ
，
沉淀即为真皮胶原微粒 ^

１ ． ２ ． ２ 人脂肪干细胞的分离 、培养及标记 ①参考

Ｚｕｋ 等
［
＞ ３

］

及课题组前期实验方法 以胶原酶消化法

分离 、培养 ＡＤＳＣ
。 ②含 ＧＦＰ 慢病毒转染 ：

ＡＤＳＣ 于

１ ００ｍｍ 培养皿 中培养至约 ８０％ 融合 ， 胰酶消化收

集细胞 ，

１４００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ５ｍ ｉ ｎ
， 保 留 沉淀 ； 加入 ３

ｍｌ 完全培养基重悬 ； 取 ６ 孔板 ， 每孔预置完全培养

基约 ２ｍ ｌ
， 移入细胞悬液约 １ ００

＾１
， 于 ３ ７

°

Ｃ
、
５％ Ｃ０

２

条件下培养 。 ③细胞约 ５０％ 融合时进行病毒转染 ：

取 １ ． ５ｍ ｌＥＰ 管 ，
逐次加入 ＧＦＰ 慢病毒 １ 〇 ４ 、

０沖 －

ＭＥＭ４９０ｊ

ｊＪ 、
ＤＭＥＭ／ Ｆ－１ ２＋１ ０％ＦＢＳ＋ １ ％双抗

５００
 ｜

ｘｌ
、聚凝胺 （ ｐｏ

ｌ
ｙｂｒｅｎｅ ）１

 ｜

ｘｌ
（ 终浓度

５ｍｇ
／Ｌ

） ，

混匀备用 。 ④移除 ６ 孔板中培养液 ，

ＰＢＳ 清洗 ２ 次 ，

加入病毒溶液 １ｍ ｌ
， 培养 ２４ｈ

； 第 ２ 天加人 １ｍｌ 完

全培养基 ；第 ３ 天去上清液 ， 加人 ２ｍｌ 完全培养基 ；

第 ４ 天 加 人含 嘌 呤霉 素 的 完 全培 养 基 （ 终 浓 度

２ｍｇ
／Ｌ

） ；第 ５ 天倒置相差显微镜镜下 观察细胞部

分死亡 ，更换含嘌呤霉素 （ 终浓度 ２ｍ
ｇ
／ Ｌ

） 的完全培

养基继续培养 。 ⑤显微镜下观察 ＧＦＰ 标记成功 ， 移

人 １ ００ｍｍ 培养皿 ， 以 ＤＭＥＭ／Ｆ

１

丨 ２ 培养液 （ 含 １ ０％

ＦＢＳ＋１ ％ 双抗 ）
＋ 嗓呤霉素 （ 终浓度 ２ｍ

ｇ
／Ｌ

） 培养 ，

适时传代 。

１ ． ２ ． ３ 复合组织体外培养 ①称取等量 ＡＤＭ 和真

皮胶原微粒 ；取约 ８０％ 融合 Ｐ４ 代 ＡＤＳＣ
 （ 已 ＧＦＰ 标

记 ） ， 收集细胞后 ５００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ５ｍ ｉ ｎ
， 重悬后细胞

计数 ， 约 ６ｘ１ ０
６

个 。 ②将细胞等分 ， 部分接种 于

ＡＤＭ 表面 ， 部分与真皮胶原微粒吹打混匀后悬浮培

养 。 ③培养 ３ｄ 后 ， 吸取 １ ０
ｐ ｉ 复合体涂片 ， 荧光显

微镜下观察细胞存活情况 。

１ ． ２ ． ４ 苏木精 － 伊红染色 分别将 ＡＤＭ
、真皮胶

原微粒及两种复合体 以 ４％ 多聚 甲 醛 固定 ， 石蜡包

埋切片 ， 苏木精 － 伊红染色 ， 树脂封片 ， 于显微镜下

观察拍照 。

１ ． ２ ． ５ 真皮胶原微粒 － ＡＤＳＣ 复合体扫描 电镜检

查 ２％ 多聚 甲醛 ＋ ３％ 戊二醛 固定 ；

０ ． １ ％ ＰＢ 清洗

３ 次
， 每次 １ ０

￣

 １ ５ｍ ｉｎ
；
１ ％￣ ２％ 四 氧化锇溶液浸没

染色 １ｈ
；
０ ．１ ％ ＰＢ 清洗 ３ 次 ， 每次 ５

￣

１ ０ｍ ｉｎ
；梯度

乙醇脱水 ；醋酸异戊酯浸洗 ２ 次 ， 每次 １ ５ｍ ｉ ｎ
； 临界

点干燥仪干燥后粘 台 ；真空喷镀仪镀膜 ，扫描电镜观

察拍照 。

１ － ２ ． ６ 动物实验 选取 ４
￣

６ 周雌性裸 鼠共 １ ２ 只 ，

随机分为真皮胶原微粒 ＿

ＡＤＳＣ 复合体组 、
ＡＤＳＣ 组 、

真皮胶原微粒组 、空 白组 ， 每组 ３ 只 。 设计裸 鼠背部

皮肤创面 ，直径约 １ｃｍ
，

４％ 水合氯醛以０ ． ４
ｇ

／ ｋ
ｇ 腹腔

注射麻醉 ， 于裸 鼠背部切除皮肤全层 ，创面外敷实验

材料 ，观察 １ 周后创面愈合情况并拍照 ， 计算创面愈

合率 。 创面愈合率 ＝
（ 原始创面面积 － 未愈合创面面

积 ）
／原始创面 ｘ １ ００％

。

１ ． ３ 统计学处理 使用 ＳＰＳＳ １ ６ ． ０ 软件处理数据 ，采

用独立样本 《 检验 〇Ｐ＜ ０ ． ０５ 为差异有统计学意义 。

２ 结 果

２ ． １脱细 胞 真 皮 大体观察ＡＤＭ 呈乳 白 色 （ 图

ｌ ａ
） ，质地柔软 ， 弹性佳 ； 冻干后呈皮革状 （ 图 〗 ｂ

） ，质

地较坚韧 ；真皮胶原微粒呈乳 白色 （ 图 ｌ ｃ
） ， 膏冻状 ；

冻干后呈乳 白色碎纸肩状 （ 图 Ｉ ｄ
） ，结构疏松 。

ＡＤＭ
；
ｂ ．ＡＤＭ

（ 冻干 ） ；

ｃ ． 真皮胶原微粒 ；

ｄ ． 真皮胶原微粒 （ 冻干 ）

图 １ＡＤＭ 及真皮胶原微粒冻干前后大体外观
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２ ． ２ 复合组织 荧 光显 影 复合组织结构疏松 （ 图

２ ａ
） ， 荧光下组织间可见绿色显影 （ 图 ２ ｂ

） ， 证实真皮

胶原微粒间有细胞黏附 。

２ ． ３ 苏木精 － 伊红染 色观察ＡＤＭ 胶原结构 （ 图

３ ａ
） 排列规律呈海绵状 ， 空隙间 无细胞结构残 留 ， 表

皮面结构连续 、致密 ， 基底面胶原结构疏松 、连续性

部分中断 ； 真皮胶原微粒间不连续 （ 图 ３ ｂ
） ， 结构疏

松 ，无细胞结构残 留 ， 胶原形态各异 、大小不一 ，介于

２００ ￣ ４００
 （

ｕｒ＾ ＡＤＭ
－

ＡＤＳＣ复合体 （ 图３ ｃ
） 中细胞

仅出现在基底面且数量较少 ， 未穿透至胶原空隙 ；真

皮胶原微粒 － ＡＤＳＣ 复合体 （ 图 ３ ｄ
） 微粒沉积 、挤压

后胶原间缝隙减小 、体积压缩 ，其间有大量 ＡＤＳＣ 。

ａ ． 微粒 － 细胞复合体涂片 ；
ｂ ． 荧光下细胞显影

图 ２ 复合培养后涂片荧光显影 （
ｘ ２０

）

ａ ． ＡＤＭ
；
ｈ ． 真皮胶原微粒 ；

ｃ ． ＡＤＭ
－

ＡＤＳＣ 复合体 ；

ｄ ． 微粒 － Ａ ＤＳＣ 复合体

图 ３ 苏木精 － 伊红染色 比较 ＡＤＭ 及真皮胶原微粒性状及细胞相容性 （
ｂａ ｒ 

＝ ２００
ｐ ｒｎ

）

２ ． ４ 真皮股原微粒 － ＡＤＳＣ 复合体 电 镜扫描观察皮胶原微粒表面积大于 ＡＤＳＣ
， 其表面可供细胞粘

真皮胶原微粒间可见 ＡＤＳＣ 存活 （ 图 ４ ａ
、
４ ｂ

） ；真附生长 （ 图 ４ ｃ
） 。

ａ
、
ｃ ．Ｘ ３ ５ ００

； 

ｂ ．ｘ ８ ０００

图 ４ 真皮胶原微粒 － Ａ ＤＳＣ 复合体电子显 微镜扫描观察 （ 箭头指示为 ＡＤＳＣ ）

２ ． ５ 术后 ７ 天创 面愈合情 况 术后 ７（ １ 检测 创 面３ ． ２％ ， 空 白组为 １ ９ ．０％± １ ．８％
 ， 复合体组创面愈

愈合率 ， 复 合体组 为 ６９ ．７％± ２ ．２％
，
ＡＤＳＣ 组 为合率明显高 于其他 ３ 组 ， 差异有统计学意义 （

Ｐ＜

４９ ． ７％±１ ．８％
， 真 皮 胶 原 微 粒 组 为 ３ ２ ．８％±０ ． ０ １

） 。 见图 ５
。
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ａ ． 复合体组 ；

ｂ ． ＡＤＳＣ 组
；

ｃ ． 真皮胶原微粒组 ；
ｄ ． 空 白组

图 ５ 裸 鼠术后 １ 周创面观察

３ 讨 论

皮肤创面的治疗是整形外科临床工作中 的难点

之一 。 在皮肤移植过程 中 ， 创面皮肤缺损 的面积大

小 、皮源是否充足决定 了治疗的成败 。 选用异体皮

肤移植可在一定程度上缓解皮源不足的 困境 ， 但是

后期抗排斥反应治疗造成患者生理 、心理及经济方

面的 巨大负担 。 而采用免疫原性低的组织工程皮肤

治疗 ， 可 以有效根除这种不足 。 既往文献报道及本

课题组前期实验
［

４ ＿

８
］

表明 ， 人异体脱细胞真皮 ＡＤＭ

具有免疫原性低 、异体移植排斥反应极少 、生物亲和

性高 、 可降解等优点 ， 是较理想 的工程皮肤支架材

料 。 但是 ，

ＡＤＭ 胶原结构致密连续 、孔隙间非贯通 ，

造成胶原孔隙利用率低 、细胞渗透性差 ，
不利于细胞

突破基底层进人空隙间浸润生长
［
９

］

， 造成移植物血

管化程度低 、创面愈合率低 ，继而出现移植物下方积

液 、感染等问题 ，严重影响创面 的愈合 ，

一定程度上

限制 了治疗效率 。 本课题组通过一系 列实验 ， 尝试

提高 ＡＤＭ 孔隙率 ， 例如应用老年人皮肤制备 ＡＤＭ
，

质地疏松 、 孔径大 、孔隙率更高
［

１ °
］

； 提高碱溶液温

度 ， 明显提高 ＡＤＭ 孔 隙率
⑴

其他学者通过不

同方法亦取得理想的效果
［

１ ３
］

。

２００ １ 年 Ｚｕ ｋ 等 发现 了ＡＤＳＣ
， 为生物工程

研究及生物治疗的临床应用指 出 了新方向 。 研究表

明 ，

ＡＤＳＣ 是一种具有多分化潜能的细胞 ，
对缺血组

织的血管化治疗有显著的促进作用
［

１ ４ ￣

１ ６
］

；
也可 以通

过诱导向表皮分化
［

１ ７
］

而促进创面愈合 。
ＡＤＳＣ 为难

治性创面的治疗提供了一种新的选择 。 采用局部注

射干细胞的方法 ， 易 造成细胞
“

岛
”

样沉积 ， 创面细

胞分布不均 ， 细胞大量流失 ， 细胞 因缺血 、缺氧难 以

长期存活等问题 ，影响干细胞在创面修复 中 的作用 。

本研究 旨在制备一种组织工程皮肤 ， 为干细胞提供

黏附 、生长 、增殖的位点 ，保护干细胞的活性 、充分发

挥干细胞生理效应 ， 构建为兼具 ＡＤＭ 及 ＡＤＳＣ 优点

的生物材料 。

本实验首先通过化学销蚀和反复冻融法 ， 脱去

真皮中 的细胞成分 ， 降低 ＡＤＭ 的免疫原性 。 再采

用机械研磨 、过滤 ， 获得直径 ２００￣４００
ｐｍ 真皮胶

原微粒 。 该微粒在原有 ＡＤＭ 特性的基础上又产生

了一些新的特征 。 实验发现 ， 真皮胶原微粒间相互

独立 （ 图 ３ ｂ
） ， 具有更好的可塑性 ， 可根据创面制作

成任意规格 ， 如 固体 、膏冻状 、悬液等 （ 图 ｌ ｃ
、
ｌ ｄ

） ，覆

盖创面 、填充缺损时不再受 到 Ａ ＤＭ 面积不足及可

塑性差的 困扰 ，提高 了稀缺材料的使用效率 ，
且微粒

化的胶原更容易被宿主降解 。 真皮胶原微粒打破了

ＡＤＭ 孔隙间非贯通 的束缚 ， 结构更加疏松 ， 真皮胶

原微粒直径略大于 ＡＤＳＣ
（ 图 ４ ｃ

） ，
理论上每个胶原

均可承载 １ 个及 以上 的干细胞 （ 图 ４ ａ
、
４ ｂ

） ， 可供干

细胞黏附的总表面积增大 。 混合培养后携带的干细

胞数 （ 图 ３ ｄ
） 明显多于 ＡＤＭ

（ 图 ３ ｃ
） 。 构建裸 鼠皮肤

创面 ， 外敷实验材料 １ 周后观察发现 ， 复合体组创面

愈合速度较其他组差异有统计学意义 ， 提示这种活

性真皮胶原微粒可以促进皮肤创面的愈合 。 该制备

过程简单易用 ，对于临床应用有一定的指导意义 。

国 内外文献表 明 ，

ＡＤＳＣ 可 以通过释放各种细

胞因子促进 内皮细胞生长或诱导 自 身 向表皮分化 ，

刺激血管新生等方式促进皮肤创面的愈合 。 本实验

发现
， 移植了活性真皮胶原微粒的皮肤创面愈合率

显著提高 ， 可能是因为微粒间的细胞存活率 、增殖率

更高 ， 作用时间更长 ； 也可能是微粒激活了某种信号

通道从而释放某种细胞因子的作用 。 本实验尚未就

这些指标进行检测 ， 有待后期进一步研究 以提供数

据支持 。
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