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壳多糖-胶原凝胶构建组织工程口腔黏膜固有层*★ 
丁  越1，武志强2，张力平2 

Chitosan and collagen gel constructed tissue-engineered oral mucous propria 

Ding Yue1, Wu Zhi-qiang2, Zhang Li-ping2 

Abstract 
BACKGROUND: Studies have explored the feasibility of tissue engineered artificial human skin using chitosan-collagen as 
scaffold material. 
OBJECTIVE: To investigate the feasibility of in vitro construction of artificial lamina propria using artificial scaffold of 
chitosan-collagen and oral mucous fibroblasts (OMF).  
METHODS: The OMF was extracted from adult rat buccal division, gingival or pars palatalis and cultured in 2XDMEM solution, 
serum of embryo cattle, collagen solution and chitosan, or 2XDMEM solution, serum of embryo cattle and collagen solution were 
mixed together into gel solution pro rata. OMFs were added into above gel solution to form oral mucous of artificial lamina propria. 
OMFs were observed; chitosan-collagen gel substrate and collagen gel substrate were also investigated.  
RESULTS AND CONCLUSION: After 1 day of collagen-OMF complex (FPCL) and chitosa-collagen-OMF complex (FPCCL) 
culture, OMF adhered to artificial scaffold and grew in rendered olive-like and unordered. OMFs proliferated with time, and the gel 
became pale and thin, constrict at second and third days respectively. OMFs may grow and secrete substrate in 
three-dimensional space formed by chitosan-collagen gel, which forms compact connective tissue similar to oral mucous propria. 
Chitosan-collagen gel is a suitable material for constructing oral mucous propria by tissue engineering. 
 
Ding Y, Wu ZQ, Zhang LP.Chitosan and collagen gel constructed tissue-engineered oral mucous propria. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(25):4623-4626.         [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：有研究探讨了以胶原/壳聚糖聚合物为支架材料构建组织工程人工皮肤的可行性。 
目的：拟探讨以壳多糖-胶原凝胶支架材料与口腔黏膜成纤维细胞在体外构建人工固有层的可行性。 
方法：口腔黏膜成纤维细胞取自成年鼠颊部、牙龈或腭部。以 2×DMEM 培养液、胎牛血清、胶原溶液、壳多糖等或 2×DMEM
培养液、胎牛血清、胶原溶液等按一定比例配置成凝胶溶液，将大鼠口腔黏膜成纤维细胞与上述凝胶溶液迅速混合制成口

腔黏膜人工固有层，动态观察细胞生长状况和凝胶收缩情况。 
结果与结论：胶原-口腔黏膜成纤维细胞复合物、壳多糖-胶原-口腔黏膜成纤维细胞复合物体外培养 1 d，口腔黏膜成纤维

细胞在支架材料中生长良好，细胞呈长梭形，排列无一定方向。随时间推移，口腔黏膜成纤维细胞逐渐增多，凝胶颜色变

浅，厚度变薄，分别于 2，3 d 后发生收缩。结果证实，口腔黏膜成纤维细胞可在壳多糖-胶原凝胶形成的三维空间结构生

长并分泌基质，形成类似黏膜固有层的致密结缔组织。壳多糖-胶原凝胶是构建组织工程化口腔黏膜固有层的合适材料。 
关键词：口腔黏膜成纤维细胞；胶原；凝胶；壳多糖；组织工程 
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0  引言 
 

颌面部恶性肿瘤手术、创伤及溃疡等引起

的皮肤黏膜缺损，缺损后自体往往很难恢复原

有的形态和功能，需要足够的皮肤黏膜进行修

复，但当缺失面积较大时，通过植皮来修复缺

损创面就变得更加困难。以往临床上多采用自

体皮片和皮瓣移植，自体移植虽无排斥反应，

但由于自体皮源有限，多不能达到完美的修复

效果。 
组织工程学是应用工程科学和生命科学的

原理，开发用于恢复、维持和提高受损组织和

器官功能的生物替代物的一门科学[1]。随着组

织工程技术的发展，人们更注重研究和开发组

织工程替代物来修复皮肤黏膜的缺损[2-3]。应用

生命科学和工程学的原理与技术将种子细胞与

适当的支架材料相结合构建出组织工程化皮

肤，用于修复、维护和改善损伤皮肤组织功能

和形态[4]。人工皮肤对创面的保护及对上皮组织

修复具有显著的促进作用[5]。 
应用自体细胞在体外构建组织工程化皮肤，

用于皮肤损伤的诊断、治疗、修复乃至替换，已

起到重要的作用[6-8]。包括异种皮肤以及一些经脱

细胞处理的天然细胞外基质(如小肠黏膜下层)也
被用于活性皮肤替代物的研究[9-11]。 

实验采用组织工程的方法，选择Wistar大
鼠口腔黏膜成纤维细胞(oral mucous fibroblast, 
OMF)作为种子细胞,分别以胶原凝胶、壳多糖-

胶原凝胶为生物支架，研究并比较OMF在其中
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的生长代谢，探讨应用胶原凝胶、壳多糖-胶原凝胶体

外构建口腔黏膜固有层组织的可行性，为体外构建组织

工程口腔黏膜及临床应用提供实验依据。 
 

1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察。 
时间及地点：实验于2005-03在中国医科大学盛京

医院小儿先天畸形实验室完成。 
材料：21~25周龄健康Wistar大鼠，雌雄不限，由

中国医科大学实验动物部提供。实验过程中对动物处置

符合2006年科学技术部发布的《关于善待实验动物的指

导性意见》[12]。 
材料及试剂： 

 

 

 
 
 
 
 
 
成纤维细胞培养基：DMEM 10 g，NaHCO3 3.7 g，

胎牛血清  100 mL，青霉素10×10-5 U，链霉素10×   
10-5 U，两性霉素B 250 μg，超纯水加至1 000 mL。 

实验方法： 
OMF的分离、培养和传代：10 mm×10 mm新鲜鼠全

层黏膜标本取自成年鼠颊部、牙龈或腭部。去除上皮层，

保留固有层，加 DMEM 制成细胞悬液，按1.0×106/瓶
接种培养，取4~9代细胞用于实验。 

制备胶原凝胶网架：参照Wu等[3]的方法制备胶原凝胶

网架取4~9代OMF，按细胞数1.5×104/孔加入凝胶溶液

中，继续培养，制备成胶原凝胶口腔黏膜固有层

(fibroblast-populated collagen lattice, FPCL)。 
制备壳多糖-胶原凝胶网架：参照Ataia[4]的方法制备壳

多糖-胶原凝胶网架，取4~9代口腔黏膜成纤维细胞，按

细胞数1.5×104/孔加入凝胶溶液中，继续培养，制备成

壳多糖-胶原凝胶口腔黏膜固有层(fibroblast-populated 
chitosan collagen lattice, FPCCL)。 

培养与观察：每日观察FPCL和FPCCL外观，透明度，

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。21 d后用甲醛液固定，常规脱水、

包埋、切片，苏木精-伊红染色。 
主要观察指标：①FPCL和FPCCL的大体观察。②

FPCL和FPCCL在倒置显微镜下观察。③FPCL和

FPCCL组织学观察。 
设计、实施、评估者：设计、实施、评估均为第一

作者，接受过细胞培养的训练。 
   

2  结果 

 
2.1  FPCL 和 FPCCL 的大体观察  刚制备的人工固有

层呈粉红色半透明状。2 d 后 FPCL 观察到有明显收缩，

FPCCL 的收缩发生在第 3 天或更晚些，两种人工固有

层各方向的收缩基本一致，随着凝胶的收缩，人工固有

层逐渐与培养板底壁分离，漂浮于培养液中，颜色变浅，

厚度变薄，透光性下降。最大收缩发生在第 3~12 天，

凝胶直径收缩到 50%左右，15 d 后凝胶直径无明显变

化，见图 1。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
充分收缩后的凝胶弹性好、韧性好，可用持针器持

起并牵拉而不破碎，见图2。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  FPCL和FPCCL在倒置显微镜下观察   刚接种

的细胞呈圆形均匀分布在凝胶中，24 h后，细胞呈菱

形或三角形，以后凝胶中的OMF逐渐增多，细胞狭长

或窄短，一般有两三个分支，排列无一定方向。在胶

原凝胶和壳多糖-胶原凝胶中细胞的生长未观察到明

显差异，见图3，4。 

Figure 1  Comparison between two kinds of artificial lamina 
propria 

图 1  两种人工固有层的收缩比较 

Figure 2  FPCCL could been carried with integrity by the 
needle after 15 d of culture 

图 2  壳多糖-胶原凝胶口腔黏膜固有层培养 15 d 可用持
针器持起并牵拉而不破碎 

材料及试剂                    来源 

 
壳多糖(脱乙酰度大于95%)      吉林省德鑫生物技术公司生产 
溶组织梭状芽孢杆菌Ⅰ型胶原酶  Boehringer Mannheim，UK 
非必需氨基酸                  Hyclone,USA 
两性霉素B                     Sigma,USA 
鼠尾Ⅰ型胶原                  COSTAR, USA 
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2.3  FPCL和FPCCL组织学观察   
FPCL基质的苏木精-伊红染色：结构均匀，凝胶中可

以见到细长的胶原纤维，胶原纤维稀疏，呈平行排列，

见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FPCCL基质苏木精-伊红的染色：网架染色呈蜂窝状结

构，胶原纤维排列无方向性，见图6。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
胶原蛋白、天然多糖类高分子等作为组织工程化皮

肤支架材料在国内也已成为研究的热点[14-15]，天然多糖

类高分子是一种常见的支架材料，此类天然高分子材料

包括纤维素、甲壳质、壳多糖、糖胺聚糖(如硫酸软骨素、

HA、肝素)及海藻酸盐等[16-17]。已有研究表明，聚苯乙

酸和聚乳酸-羟基乙酸具有纳米结构的三维支架是一种

良好的真皮替代物[18-20]。壳多糖作为一种交联剂，无免

疫原性，可自然降解，但不被胶原酶降解，具有广谱的

抑制细菌、真菌生长和止血、止痛作用；其凝胶开始收

缩时间与收缩幅度显著低于胶原凝胶；有良好的生物降

解性、组织相容性和可促进透明质酸的合成[21-22]。壳聚

糖及其衍生物由于其多孔凝胶结构，在体内与大分子物

质的良好相容性等优势越来越成为一种很有发展前景

的组织工程替代品[13]。通常将其通过不同的交联剂与胶

原或其他物质聚合成混合物，应用于生物医学领域[23-24]。

有研究探讨了以胶原/壳聚糖聚合物为支架材料构建组

织工程人工皮肤的可行性[25-27]。 
国外的组织工程人工皮肤均将壳多糖作为交联剂

使用，制备的人工皮肤属于胶原海绵类，费用昂贵且不

能大量制备[28]。本实验采用组织工程的方法,选择Wistar
大鼠 OMF作为种子细胞,分别以胶原凝胶、壳多糖-胶

原凝胶为生物支架，形成FPCL和FPCCL，研究并比较

OMF在其中的生长代谢，探讨应用胶原凝胶、壳多糖-

胶原凝胶体外构建口腔黏膜固有层组织的可行性。结果

显示：FPCL实验组基质网架结构均匀，凝胶中可以见

到细长的胶原纤维，胶原纤维稀疏，呈平行排列。而

FPCCL实验组网架呈网格状，胶原纤维相交错，排列较

规则。以往研究表明，网格状结构有利于营养输送，可

保证移植后组织成活与重建，并且形成的皮肤更耐摩

擦，不易形成水泡。本实验结果提示：FPCCL网架基质

与FPCL网架基质相比，更适于作为组织工程的支架。

Figure 3  Oral mucous fibroblasts rendered olive-like and 
unordered after 7 d in the gel solution   (×400)

图 3  胶原凝胶中培养 7 d，大鼠口腔黏膜成纤维细胞呈
长梭形，排列无方向性 (×400) 

Figure 4  Oral mucous fibroblasts rendered olive-like and 
unordered after 7 d in the chitosa-collagen-oral 
mucous fibroblasts complex (×400) 

图 4  壳多糖-胶原凝胶中培养 7 d，大鼠口腔黏膜成纤维
细胞呈长梭形 (×400) 

Figure 5  FPCL matrix strained by hematoxylin-eosin 
 (×100) 

图 5  胶原凝胶口腔黏膜固有层基质的苏木精-伊红染色
(×100) 

Figure 6  FPCCL matrix strained by hematoxylin-eosin 
(×100) 

图 6  壳多糖-胶原凝胶口腔黏膜固有层基质的苏木精-伊
红染色 (×100) 
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壳多糖-胶原凝胶适宜于OMF生长。加入壳多糖不影响

胶原凝胶的基本特性。同时，壳多糖的化学特性增强了

FPCCL的力学耐受性，使其能耐受一般的手术操作。 
综上所述，作者认为壳多糖-胶原凝胶是较好的口

腔黏膜组织工程支架材料。相信随着组织工程技术的发

展，人工口腔黏膜将得到进一步完善，从而为口腔黏膜

缺损后的修复重建治疗提供新的材料。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：辽宁省科技厅科研基金( 00225001- 5)资助。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的意义：文章探讨了壳多糖-胶原凝胶为生物支架，

构建口腔黏膜固有层的可行性，为临床上体外构建组织工程口

腔黏膜提供实验依据。 

课题评估的“金标准” ：实验结果指标评价均为形态学

观察。尚未有公认的“金标准”。 

设计或课题的偏倚与不足：实验如果能观察不同壳多糖

浓度对胶原凝胶强度、降解率及生物亲和性等的影响，内容会

更充实、更有意义。 

提供临床借鉴的价值：壳多糖-胶原凝胶可做为构建口腔

黏膜固有层组织，为体外构建组织工程口腔黏膜提供了实验依

据。 


