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摘要 : 以双层胶原2壳聚糖海绵为支架构建组织工程真皮替代物并研究其在大鼠创伤愈合中的作用 .将双层胶原2壳聚
糖海绵支架埋植于 SD大鼠皮下以考察其组织相容性 ;将 SD大鼠皮肤中分离的成纤维细胞种植在支架上体外构建人工

真皮替代物 ,并将该替代物移植到 SD大鼠皮肤缺损处以修复创面.皮下埋植实验显示支架植入早期有炎症反应 ,但一

周后炎症反应逐渐减轻 ,而且有成纤维细胞和毛细血管的侵入.皮肤移植实验结果显示 :术后第 7天和第 14天实验组创

面表皮再生和肉芽组织增生比对照组更快更明显 ;第 14天和第 21天实验组创面面积明显小于对照组 ( p < 0. 05) .因此

以双层胶原2壳聚糖海绵为支架构建的组织工程真皮替代物具有良好的生物相容性 ,并能促进皮肤创面的愈合 ,可以作

为人工真皮替代物用于皮肤缺损的修复.
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　　由烧伤、慢性溃疡、创伤等导致的皮肤缺损是临床

常见病症之一 ,尽早封闭创面是治疗皮肤缺损的关键.

既往临床一般采用自体皮片移植修复创面 ,但由于自

体皮源的严重缺乏 ,导致创面得不到及时、有效的修

复.近年来皮肤组织工程技术的发展与应用为改善创

面修复质量和解决皮源问题开辟了崭新的途径[1 ] .其

中真皮结构在皮肤重建过程中具有重要作用 ,它能促

进表皮细胞的迁移、黏附、增殖和分化[ 2 ] .因此研制理

想的真皮替代物是皮肤组织工程的关键.目前国外研

究者已开发出多种真皮替代物 ,并已初步应用于深度

烧伤创面的修复和疤痕整形等领域 ,取得了一定临床

效果 ,但制品的价格非常昂贵 ,因此 ,研制和开发适合

我国国情和经济实用的高质量真皮替代物具有重要意

义.胶原和壳聚糖均对创面愈合具有促进作用 ,其良好

的组织相容性已得到实验及临床证实[3 ] .目前 ,国内外

对胶原2壳聚糖海绵支架的研究很多 ,但都是单层支

架 ,未见双层支架的研究.本研究以双层胶原2壳聚糖
海绵为支架构建组织工程真皮替代物 ,并将该真皮替

代物移植到 SD大鼠皮肤缺损创面上取得了满意的修

复效果.

1　材料和方法

1. 1　材　料
胶原为本实验室提取的经酶消化去除末端肽的不

全胶原[4 ] .壳聚糖购自国家海洋局第三研究所开发部 ,

脱乙酰度 90. 6 % ,分子量 2×105～3×105 .新生 SD大

鼠由厦门大学抗癌研究中心提供 ,使用许可证号 :

SYXK(闽) 2004 - 0004.实验动物为清洁级健康成年

近交系 SD大鼠 40只 ,体质量 200～250 g ,雌雄各半 ,

购于上海斯莱克实验动物有限责任公司 ,生产许可证

号 :SCXK(沪) 2003 - 0003.

1. 2　方　法
1. 2. 1　双层胶原2壳聚糖海绵支架的制备
具体制备方法见文献[ 5 ] .

1. 2. 2　双层胶原2壳聚糖海绵支架的皮下埋植实验
选用 20 只 SD 大鼠 ,20 g/ L 戊巴比妥钠 40 mg/

kg腹腔注射麻醉成功后 ,在背部纵形切开皮肤、皮下

组织至深筋膜层 ,植入消毒的 2 cm ×2 cm 大小的胶

原2壳聚糖海绵支架 ,1 号丝线缝合皮肤 ,无菌敷料包

扎.术后观察大鼠背部伤口 ,并于术后第 3、7、14、21、

28天各处死 4只大鼠 ,取出支架及部分周围组织进行

组织学检查.

1. 2. 3　SD大鼠皮肤成纤维细胞的分离、培养

将新生 SD大鼠断颈处死后 ,放入 75 %酒精浸泡



5 min ,无菌 PBS清洗后用眼科剪切取大鼠背部皮肤 ,

去除皮下组织 ,把皮肤剪成 1 mm×1 mm ×1 mm小

块 ;将组织块移入 15 mL 离心管内 ,PBS清洗组织块 2

次 ,加入 0. 25 %胰蛋白酶 2 mL ,放入 37℃恒温箱内消

化 30 min 吸取上清液 ,用 200 目钢筛过滤除去组织

块 ,收集滤液.剩余组织块再加入新的胰酶消化 ,如此

重复 2～3次直至组织完全消化 ,收集的滤液以 1 000

r/ min离心 5 min ,弃去上清液以除去胰酶 ,用 DM EM

培养基重悬细胞团 ,计数 ,调整细胞密度为 106 / mL ,

将细胞接种于培养瓶中 ,用含 10 %胎牛血清的

DM EM培养基培养 ,置于 37℃、5 %CO2 培养箱 ,2～4

h后细胞贴壁换液一次 ,以后每两天换液一次[6 ] .

1. 2. 4　人工真皮替代物的体外构建

将消毒的胶原2壳聚糖海绵支架内层即粗糙面向
上放入直径 90 mm 培养皿中 ,用含 10 %胎牛血清的

DM EM培养基浸泡 24 h ,然后吸尽培养基 ,取指数生

长期的第 3 代 SD大鼠皮肤成纤维细胞以 2. 0 ×105 /

cm2 的密度接种在支架上 ,置入 37℃、5 %CO2 培养箱

孵育 ,等 1～2 h细胞沉淀后再补足培养基继续孵育 ,

隔天换液 ,将培养了 1 周的人工真皮替代物用 4 %福

尔马林固定、脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋 ,切成 4μm

厚的石蜡切片 ,进行 H E染色.

　图 1　胶原2壳聚糖海绵支架在皮下埋植后不同时间的组织学观察 ( H E×100)

a.埋植后第 3天 ; b.埋植后第 21天

Fig. 1　Histological observation of the collagen2chitosan sponge scaffold at different time ( H E×100)

1. 2. 5　人工真皮替代物的移植实验

动物模型的建立及人工真皮替代物的移植 :选取

SD大鼠 20只 ,经 20 g/ L 戊巴比妥钠 40 mg/ kg腹腔

注射麻醉后固定于手术台上 ,备皮 ,常规消毒铺巾后在

脊柱两侧对称部位分别切除一块 100 mm2 正方形的

全厚皮肤 ,两者相隔 10 mm ,建立全层皮肤缺损动物

模型.创面止血后 ,把人工真皮替代物有细胞的一面向

下贴附于左侧创面 (实验组) ,并将其修剪至与创面一

样大小 ;右侧创面直接覆盖无菌油纱 (对照组) ,两侧创

口外再依次覆盖无菌油纱、无菌干纱布 ,以胶布固定 ,

最后用弹性绷带加压包扎 ,术后单笼饲养.

检测指标 : (1)创面大体观察 :于术后第 3、7、14、

21、28天观察创面愈合情况 ; (2)组织学观察 :于上述

各时间点取材 ,常规固定、脱水、包埋、切片后行 H E染

色 ; (3)创面面积 :于上述各时间点采用透明胶片描记

加称重法测定创面面积[7 ] .

统计学处理 :创面面积的测定结果以 �x ±s表示 ,

采用 SPSS10. 0统计软件 ,用 t 检验比较组间差异 , p

< 0. 05为差异具有统计学意义.

2　实验结果

2. 1　双层胶原2壳聚糖海绵支架的皮下埋植实
验

2. 1. 1　大体观察

动物术后均未发生感染 ,切口无红肿、无分泌物.

术后第 3天胶原2壳聚糖海绵支架完整 ,易剥离 ;第 7～

14天支架外周有纤维包囊包裹 ,不易剥离 ;第 21天支

架外周的纤维包囊变薄 ,有粉红色物质填充于支架之

间 ,可见毛细血管网 ;第 28天支架变薄变软 ,在体内可

辨认 ,无明显降解.

2. 1. 2　组织学观察

术后第 3天胶原2壳聚糖海绵支架被中性粒细胞、
淋巴细胞等炎性细胞浸润 ,支架网孔内有少量成纤维

细胞长入 (图 1a) ;第 7～14天支架中成纤维细胞逐渐

增多 ,炎性细胞减少 ;第 21～28 天仍能见支架大致形

态 ,以成纤维细胞浸润为主 ,合成的胶原沉积填充网

孔 ,见大量毛细血管 ,无炎性细胞 (图 1b) .

2. 2　人工真皮替代物的构建
人工真皮替代物的组织学观察结果见图 2.细胞

核呈蓝色 ,支架的胶原纤维呈粉红色.

2. 3　人工真皮替代物的移植实验
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　图 2　培养 1周的人工真皮替代物 H E染色 (×100)

Fig. 2 　Histological observation of the artificial dermal

substitute ( H E×100)

2. 3. 1　创面大体观察

术后实验动物创面均未感染 ,动物摄食饮水正常.

术后第 3天 ,实验组人工真皮替代物与创面粘附较好 ,

创周可见轻微红肿 ,无膜下积液 ;对照组揭开油纱后可

　图 3　术后不同时间组织学观察 ( H E×100)

a.实验组术后第 7天 ;b.对照组术后第 7天 ;c.实验组术后第 14天 ;d.对照组术后第 14天

Fig. 3　Histological observation of each group at different time ( H E×100)

见创周红肿.第 7天人工真皮替代物完全粘附于创面

上 ,透过皮片观察创面有所缩小 ,创周红肿基本消退 ;

对照组创面见鲜红湿润的颗粒状组织增生 ,创周轻微

红肿.第 14天实验组人工真皮替代物粘附于创面 ,伤

口愈合较好 ;对照组创面颗粒状组织进一步增多.第

21天实验组创面基本愈合 ;对照组创面仍有部分未愈

合.第 28天两组创面均完全愈合 ,无疤痕形成 ,愈合处

未见毛发生长.

2. 3. 2　组织形态学观察

术后第 3天 ,实验组人工真皮替代物与创面贴附 ,

创面未见表皮覆盖 ,缺损达皮下组织 ,可见组织充血水

肿 ,中性粒细胞、淋巴细胞等炎性细胞弥散性浸润 ;对

照组创面组织充血水肿更明显.第 7 天实验组人工真

皮替代物与创面贴附 ,创缘交界处见新生表皮向创面

延伸覆盖 ,缺损处新生肉芽组织形成 ,以成纤维细胞增

生为主 ,见新生血管 ,伴有弥散的炎性细胞 (图 3a) ;对

照组创面表皮再生 ,新生肉芽组织中见明显带状充血

水肿 ,成纤维细胞增生 ,伴大量炎性细胞浸润 (图 3b) .

第 14天人工真皮替代物结构完整 ,新生表皮进一步向

创面中心长入 ,肉芽组织中成纤维细胞和新生血管进

一步增多 ,有少量炎性细胞 (图 3c) ;对照组创面表皮

再生较慢 ,肉芽组织增生 ,炎性细胞减少 (图 3d) .第 21

天实验组新生表皮完全覆盖创面 ,真皮层胶原纤维排

列规则 ,未见炎性细胞 ;对照组新生表皮未完全覆盖创

面 ,成纤维细胞数量减少 ,未见炎性细胞.第 28天两组

的组织结构接近正常皮肤.

2. 3. 3　创面面积
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表 1　不同时间各组创面面积变化 (mm2 , �x ±s)

Tab. 1　Area changes of each group at different time (mm2 , �x ±s)

分 组
术后时间/ d

3 7 14 21 28

实验组 46. 57±7. 09 28. 99±4. 95 17. 95±2. 86 3 0. 51±0. 44 3 0. 00±0. 00

对照组 53. 14±5. 97 53. 19±6. 81 40. 23±7. 07 33. 26±5. 92 0. 49±0. 42

　　　　与对照组比较 ,实验组创面面积明显缩小 ; 3 p < 0. 05.

　　创面面积见表 1 ,术后各时间点实验组创面面积

均小于对照组 ,术后第 14天和第 21天 ,实验组创面面

积明显小于对照组 ( p < 0. 05) ,差异具有统计学意义.

3　讨　论

在皮肤创伤愈合过程中真皮成分起重要的作用 ,

真皮组织不仅提供牢固的机械保护 ,改善创面愈合的

外观和质地 ,而且对上皮细胞生长分化以及胶原纤维

再生起着相当重要的作用.真皮结构促进成纤维细胞

合成分布合理的新生胶原组织 ,防止瘢痕的过度增

生[8 ] .所以 ,要获得良好的创面愈合质量 ,真皮的构建

就显得非常重要.

胶原是哺乳动物体内含量最丰富的蛋白质 ,真皮

组织中约 70 %的成分是胶原 ,它具有良好的生物相容

性和细胞亲和性 ,有利于细胞的附着与生长 ,可促进创

伤愈合.壳聚糖是与硫酸软骨素具有类似结构的多糖

类物质 ,具有可降解、无免疫原性、能促进创面愈合[9 ]、

其本身及降解产物具有抗菌活性[10 ]等优良性能.而且

胶原和壳聚糖的成本低廉、来源广泛 ,是制备组织工程

皮肤的理想材料.因此本实验以胶原和壳聚糖为原料 ,

模拟天然皮肤的真、表皮结构 ,制备出双层胶原2壳聚
糖海绵 ,构建了组织工程皮肤双层支架 ,支架外层可有

效防止外界细菌的入侵 ,内层可提供细胞增殖的空间 ,

促进细胞增殖.

双层胶原2壳聚糖海绵支架的皮下埋植实验结果
表明 ,胶原2壳聚糖海绵支架具有良好的组织相容性.

皮下埋植 4周人工真皮替代物仍未降解 ,考虑支架经

低浓度戊二醛溶液交联后 ,壳聚糖的游离氨基和胶原

的羟基之间形成了稳定的碳氮共价键 ,提高了支架的

强度 ,降低了支架对体内胶原酶的敏感性 ,从而延缓了

人工真皮替代物在体内的降解速度 ,这样就为引导非

炎性结缔组织的填充和促进创面愈合赢得了时

间[11 - 12 ] .

将 SD大鼠成纤维细胞种植在双层胶原2壳聚糖
海绵支架上 ,体外构建的组织工程真皮替代物 ,其特点

是结构和成分接近真皮 ,支架是生物可降解材料 ,可以

自然降解吸收 ,其中支架外层还起到了类似表皮的保

护作用.将其移植于大鼠皮肤缺损创面 ,术后第 3、7、

14天 ,对照组组织充血水肿、炎性渗出和炎性细胞浸

润比实验组更明显 ,提示该人工真皮替代物在创伤后

的前 2周可能具有减轻创口炎症反应的作用.创面面

积测定和组织学观察显示该人工真皮能够促进创面的

愈合 ,并起到了诱导上皮再生、加速生理性真皮形成的

作用.然而 ,由于该人工真皮替代物含有异体的细胞和

蛋白质 ,当应用于临床时可能会引起宿主的免疫排斥

反应 ,针对这种情况 ,除了全身和局部应用抗生素和免

疫调节剂外 ,还可以在人工真皮替代物表面建立药物

缓释系统 ,赋予其一定的免疫调节和抗菌消炎等治疗

功能.相信在不久的将来该组织工程真皮替代物可望

用于皮肤缺损的修复治疗.
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Construction of Tissue Engineered Dermal Substitutes and
Its Effect on Wounds Repairing

L I Jing ,SUN Li2ping 3 , YE She2fang ,ZHAN G Jian2feng ,

L I Hui ,WAN G Xiu2yan , GUAN Man , ZHAN G Qi2qing 3

(Research Center of Biomedical Engineering ,Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : A tissue engineered dermal substitute is developed to provide skin wounds healing of rat s. The skin graft replacement

has been designed as a dermal substitute comprising dermal fibroblast cells isolated f rom rat skin. The dermal substitute is const ruc2
ted by a bilayer collagen2chitosan sponge scaffold ,into which rat fibroblast s are seeded. It s tissue compatibility was studied by trans2
plantation test on full2thickness wounds of SD rat s. Subcutaneous implantation test shows early inflammatory response ,which allevia2
ted gradually after one week. The fibroblast s and capillary vessels grow into the porous sponge scaffold. Histological observations in2
dicate that epidermis regeneration and acestoma hyperplasia of the experimental group are more obvious than that of the control group

on the 7th day and 14th day after t ransplantation. The healing rate of the experimental group is significantly higher than that of the

control group ( p < 0. 05) on the 14th day and 21st day. These experiment s provide evidence that the tissue engineered dermal substi2
tute has good biocompatibility and promotes wounds healing. It could be a potential artificial dermal substitute to repair the skin de2
fect .

Key words : collagen2chitosan ;dermal substitute ;biocompatibility
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