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不同方法制备猪脱细胞真皮基质及创面移植的实验研究 

马忠锋 柴家科 杨红明 刘强 许明火 尹会男 

【摘要】 目的 比较两种方法制备的猪脱细胞真皮基质分别与自体刃厚皮复合移植修复大鼠全层皮肤 

缺损的效果。方法 使用DispaseⅡ／TritonX一100(中性蛋白酶／曲拉通)和高渗盐水／十二烷基硫酸钠(SDS) 

两种方法去除猪表皮及真皮中的细胞成分，分别得到猪脱细胞真皮基质 I和 1I。63只SD大鼠背部全层皮肤 

缺损分别使用猪脱细胞真皮基质 I+自体刃厚皮及猪脱细胞真皮基质 1I+自体刃厚皮覆盖，术后观察移植 

物成活率和植皮区收缩率，同时取移植物进行组织学观察，并与单纯自体刃厚皮移植相比较。结果 两种方 

法制备的猪脱细胞真皮基质分别与自体刃厚皮复合移植的移植物成活率和植皮区收缩率差异无显著性，组 

织学观察显示复合皮上皮化良好，胶原纤维排列有序，基底膜结构完整。两复合皮组术后第6周移植物成活率 

与自体刃厚皮组比较差异均无显著性，术后第4周开始两复合皮组移植物收缩率明显降低。结论 两种方法 

制备的异种脱细咆真皮基质与自体皮复合移植都能很好地修复全层皮肤缺损，改善创面愈合质量。 

【关键词】 猪脱细胞真皮基质； 自体刃厚皮； 皮肤移植； 复合移植 

Acellular porcine dermal matrix produced with different methods and an experimental study on its 

transplantatj0n to skin wounds MA Zhong一／ ng，CHAI Jia—ke，YANG Hong—ruing，L 己，Qiang，XU 

Ming—huo，YIN Hui—nan．Department of Burns and Plastic Surgery，Burns Institute，304 th Clinical 

Department of General Hospital of P LA，Beijing 1 0003 7，China 

[Abstract] Objective To observed the effect of healing quality of composite skin grafting consisting of 

acellular porcine dermal matrix combined with autologous split—thickness skin graft． Methods Porcine 

skin was treated with dispaseⅡ／triton X一100 or hyperosmotic saline／sodium —dodecy1一sulfate(SDS) 

respectively。and acellular porcine dermal matrix I(APDM I)and APDM Ⅱ were obtained．Sixty—three 

Sprague——Dawley rats with full— thickness skin defects on the back were separately covered with 

APDM I+split—thickness autologous skin．or APDM Ⅱ+split—thickness autologous skin．The quality of 

wound healing was observed，the rates of surviva1 and contraction of the grafts were calculated，the tissue 

samples were harvested for histological examination，and compared with that of autologous split—thickness 

skin graft． Results The wound healing quality of composite skin I。and Ⅱwas good． There was no 

significant difference in the rate of surviva1 and contraction of the grafts between the two composite skin 

grafting groups．It was indicated by histological examination intact basal membrane．There was no significant 

difference in the survival rate between composite skin grafting groups and autologous split—thickness skin at 

the 6 th week after operation，but the contraction rates of the grafts in the composite skin groups were 

1ower．Conclusion Ful1一thickness skin defect can be healed by covering with acellular porcine derma1 

matrix produced by two methods combined with split—thickness autolograft，and it can help improve the 

quality of wound healing． 

[Key words] acellular porcine dermal matrix； autologous split—thickness skin； skin transplanta— 

tion； composite skin transp1antation 

x,t~q面覆盖物的研究表明，如果缺乏真皮成分 

的支持和调控，来自创面基底的成纤维细胞将合成 

不成熟的基质，最终成为瘢痕而取代缺失的真皮，造 

成创面愈后质量较差0 。为此我们采用DispaseⅡ／ 

Triton X—100(中性蛋白酶／曲拉通)和高渗盐水／ 

十二烷基硫酸钠(SDS)两种方法制备猪脱细胞真皮 

基质，并以此为支架与自体刃厚皮复合移植到大鼠 
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临床高新技术重大项 目(2002—35) 
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作者简介：马忠锋(1973一)，男(汉族)，河北省秦皇岛市人，医学 

博士，医师，主要研究方向为创面修复材料的研制与应用。 

背部全层皮肤缺损处进行修复，比较两种移植方法 

新生皮肤的情况、创面愈合质量及组织学变化，旨在 

为创面修复提供一种既可早期覆盖又可改善后期愈 

合质量的真皮替代物制作方法。 

1 材料与方法 

1．1 材料：DispaseⅡ、TritonX—100、SDS、氯化钠、 

皮肤拉 网机(美国 Zimmer)，兔抗 层粘连蛋 白 

(1aminin)抗体(美国Sigma公司)，水浴恒温震荡 

器、鼓式取皮刀(上海医疗器械厂)，真空冷冻干燥机 

(德国 Christ公司)，超声波清洗机(瑞典Branson)。 

1．2 猪脱细胞真皮基质的制备：取体重 50 kg左右 

无皮肤疾病的健康白色家猪，活杀后剃毛洗净皮肤， 
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剥下大张全厚皮，鼓式取皮刀反削为0．3～0．4 mm 

厚的断层皮片，洗必泰溶液浸泡消毒 30 rain。一部 

分皮片用质量分数为0．5 的DispaseⅡ37℃下消 

化 30 rain，再用体积分数为0．5％的TritonX一100 

浸泡并持续震荡24 h，以进一步去除真皮细胞成分 

(脱细胞真皮基质 I)；另一部分皮片用 1 mmol／L 

氯化钠溶液37。C作用36 h，去除表皮后再加质量分 

数为 0．5 的 SDS，室温下震荡 2 h(脱细胞真皮基 

质 Ⅱ)。两种方法制备的猪脱细胞真皮基质皮肤均用 

超声波清洗机震荡洗涤，按 1：3拉网，磷酸盐缓冲 

液(PBS)振荡充分漂洗，真空冷冻干燥机中冷冻干 

燥，袋装后用。。Co照射消毒，4℃保存备用。 

1．3 动物模型及分组：取健康SD大鼠63只，雌雄 

不限，体重为205 250 g。用质量分数为3 的戊巴 

比妥钠 50 mg／kg腹腔麻醉，背部去毛，切除背部约 

4 cm×3 cm全层皮肤至深筋膜。大鼠随机分为3组 

(，z一21)：复合皮 I组为猪脱细胞真皮基质 I+自体 

刃厚皮移植；复合皮Ⅱ组为猪脱细胞真皮基质Ⅱ+ 

自体刃厚皮移植；对照组为单纯自体刃厚皮移植。创 

面移植后用凡士林纱布及无菌敷料覆盖，打包固定。 

术后单笼饲养，2周后换药。 

1．4 创面愈合情况观察 

1．4．1 大体观察：术后动态观察各组大鼠的创面愈 

合情况，计算术后 2、4和 6周大鼠移植物成活率和 

植皮区收缩率。移植物成活率一移植物成活面积／移 

植总面积×100 ，植皮区收缩率一(移植面积一检 

测时面积)／移植面积×100 。 

1．4．2 组织学观察：各组于术后 2、4和 6周各处死 

7只大鼠，取活检组织，常规制成石蜡切片，分别行 

苏木素一伊红(HE)染色和兔抗人层粘连蛋白抗体免 

疫组化染色，光镜下观察组织学变化。 

1．5 统计学处理：结果以均数±标准差( ±s)表 

示，应用STATA 7．0软件进行 t检验和单因素方 

差分析。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 猪脱细胞真皮基质的物理特性及组织学特点： 
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两种方法制备的猪脱细胞真皮在形态学上无明显差 

别，均呈瓷白色，表皮面有光泽，柔软有弹性，易于塑 

形，便于手术操作；HE染色证实无表皮，真皮内无 

任何细胞成分、皮肤附件及血管，可见去除细胞后留 

下的许多空隙，胶原纤维排列规则(彩色插页图1， 

图 2)。免疫组化染色证实有完整的基底膜结构。 

2．2 创面大体观察：除复合皮 I组有1只大鼠因自 

己啃噬创面而影响创面成活外，其余各创面移植物 

均成活良好。术后 2周对照组创面移植的刃厚皮大 

部分成活，创缘有少许散在创面；术后4周创面基本 

愈合，可见植皮区收缩；术后 6周皮片有脱屑，无毛 

发生长，创面柔韧性较差，植皮区收缩明显。术后 

2周，两复合皮组创面复合皮移植后外观无差别，除 

创面边缘部分有少许裸露外，大部分移植复合皮柔 

软红润，创面收缩不明显，深层脱细胞真皮已与肌肉 

组织建立血运且连接紧密，呈红白相间；术后4周两 

复合皮组猪脱细胞真皮基质与深层组织结合紧密， 

植皮区收缩不明显，愈合不佳处可见肉芽组织；术后 

6周两复合皮组创面均基本愈合，皮片有脱屑，无毛 

发生长，柔韧性较好，创面较平整。3组移植物成活 

率和植皮区收缩率见表1。各时间点复合皮 I、Ⅱ组 

的移植物成活率和植皮区收缩率差异无显著性。与 

单纯 自体刃厚皮对照组比较，两复合皮组至术后 

6周时移植物成活率差异已无显著性，而术后 4周 

时植皮区收缩率均明显减少。 

2．3 组织学观察：术后 2周复合皮组织学可见炎性 

细胞浸润、成纤维细胞生长及毛细血管结构出现；术 

后 4周复合皮表皮层分化良好，真皮内可见少许炎 

性细胞浸润，可见毛细血管垂直于创面生长；术后 

6周表皮、真皮结构基本正常，真皮层内可见到胶原 

纤维排列规整，毛细血管结构丰富，未见皮肤附件 

(彩色插页图3，图4)。免疫组化染色显示两组层粘 

连蛋白均在基底膜区及真皮血管束周围呈阳性反 

应，基底膜区染色较深，连续性好(彩色插页图 5， 

图6)。术后 6周对照组表皮层分层接近正常，但真 

皮内胶原纤维排列较紊乱，成纤维细胞多，免疫组化 

表 1 3组移植物成活率和植皮区收缩率的比较( ±s) 

Table 1 Wound healing rate and wound contraction rate in the three groups(x~s) 

注：与对照组比较： P<O．05 
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染色显示层粘连蛋白在基底膜区及真皮血管束周围 

也呈阳性反应。 

3 讨 论 

患者自体皮源不足和愈后瘢痕挛缩一直是困扰 

烧伤整形医生的难题。将患者自体的刃厚皮片与各 

种真皮替代物构成的复合皮移植于创面，愈合后创 

面比较平整，皮肤弹性好，这一技术已在国内外得到 

应用 。Wainwright“ 首先报道了异体脱细胞真皮 

(alloderm)的临床应用，但存在价格昂贵、异体皮来 

源有限等缺点。猪与人的皮肤有较高的组织结构和 

免疫学相似性，且来源广泛、价格低廉，因此，猪脱细 

胞真皮基质的研制受到了关注∞ 。 

脱细胞真皮基质的制作目前主要有 3类方法。 

第一类是酶消化法，在 4℃或37℃条件下，利用外 

源性蛋白酶作用去除表皮结构，再辅以其他方法，如 

组织液浸泡和去污剂处理等，以达到真皮无细胞 

化““ 。这种方法是国内外报道应用最多的一种。第 

二类是高渗盐一去污剂处理法，利用高渗盐溶液使锚 

着细丝与表皮基底细胞的半桥粒分离，完整去除表 

皮，再用去污剂处理到真皮无细胞化 。第三类是平 

衡盐溶液法，将无菌皮片置于37℃ PBS中，使皮肤 

内源性蛋白酶激活，从而分离表皮和真皮，再用反复 

冻溶、7射线照射等方法，去除全部真皮内的存活细 

胞 。但这种方法处理时间过长，大约 2周左右，操 

作时容易污染，整个过程比较复杂。 

本实验中以DispaseⅡ／TritonX一100和高渗 

盐水／SDS两种不同方法制备猪脱细胞真皮基质， 

大体观察及组织学观察都显示二者非常接近，虽然 

用高渗盐水／SDS法制作脱细胞真皮基质的基础研 

究和临床应用国内外报道较少，但其方法简单、易操 

作、价格低廉，其制作方法值得推广。以上述两种方 

法制备的猪脱细胞真皮基质为支架与自体刃厚皮构 

成复合皮，一步法用于大鼠全层缺损创面修复，结果 

表明，猪脱细胞真皮基质免疫原性极低，均未引发明 

显的急性排斥反应，两组复合皮移植物成活率和植 

皮区收缩率差异无显著性。与单纯自体刃厚皮移植 

相比，至术后第 6周时移植物成活率差异无显著性。 

复合皮移植同时提供了近似于正常结构的真皮 

支架，尤其是基底膜结构，有利于成纤维细胞对脱细 

胞真皮基质的改建。组织学观察显示，两复合皮组术 

后 2周开始猪脱细胞真皮基质就可引导形成丰富的 

毛细血管结构，复合皮表皮层形成且分化良好；至术 

后 6周，有完整的皮肤结构，真皮层内可见胶原纤维 

排列规整，表皮与真皮连接区的乳头结构明显。有人 

对异种脱细胞真皮基质和自体皮复合移植基底膜重 

建进行观察，发现基底膜中层粘连蛋白表达高于单 

纯自体皮移植 ，说明异种脱细胞真皮基质可能有 

利于基底膜重建。 

评价创面移植效果的指标除术后自体皮的成活 

率外，还应包括愈合后皮肤的外观、功能及结构重建 

程度等，后者主要涉及瘢痕形成、植皮区收缩率及基 

底膜复合物的重建。本研究中，两复合皮组术后第 

4周的植皮区收缩率明显低于单纯自体刃厚皮，单 

纯自体刃厚皮植皮区收缩率高，瘢痕形成明显。表明 

复合移植改善了后期创面修复质量。 

本研究结果表明，应用猪脱细胞真皮基质和自 

体刃厚皮构成的复合皮移植修复深度创面效果良 

好，值得推广。对脱细胞真皮基质不同的制备方法还 

需要进一步改善和提高，其免疫原性对创面局部及 

人体全身的影响以及在体内转归的远期观察也需要 

进一步深入研究。 
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