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皮肤全层缺损真皮修复不同阶段对表皮再生的影响★

宋 宁，富 玲，辛畅泰，马世伟，石岫昆

Effects of different dermis repairing stages on epidermis regeneration in full thickness wound

Song Ning, Fu Ling, Xin Chang-tai, Ma Shi-wei, Shi Xiu-kun

Abstract
BACKGROUND: Presently, studies concerning tissue engineering mainly focus on epidermal stem cells and dermal scaffolds,
few report the effects of generation speed and different repairing periods of dermis on neogenesis and reconstruction of
epidermis.
OBJECTIVE: To investigate the potential influence of dermis during repairing process on the repair and reconstruction of
epithelial tissues and to reveal the possible optimum stage for repair of epithelial tissues.
METHODS: Ten New Zealand rabbits were made into animal models with 3 wounds on each dorsum at 0, 7 and 14 days and
were divided into 0, 7 and 14 days groups. Amnion carrier compound-membrane loaded with auto-epithelial cells was embedded
into rabbits at 21, 14 and 7 days after model preparation. Samples were harvested 7 days after operation to observe the wound
healing by using macroscopic and histological assessment (hematoxylin-eosin staining, Mallory PTAH staining), and type Ⅰ

collagen immunohistochemistry observation.
RESULTS AND CONCLUSION: The wound in the 0 day group was closely contacted with surrounding tissues without gaps.
However, there was concavity in the 7 days group, and the concavity was great and thick in the 14 days group, with a clear
boundary to surrounding tissues. It demonstrated that the repairing effect was superior in the 0 day group to other 2 groups (P <
0.05). Compared with other groups, the positive type Ⅰ collagen stratum reticulare dermidis and papillary layer, composed of
fibroblast, blood vessel, and collagen fiber, were obviously in the 0 day group (P < 0.05), with high healing rate (P < 0.05). The
differences of promoting action on epithelial tissue regeneration exist in different repairing stages of dermis, late stage of
hyperplasia and beginning of reconstruction are the optimal periods for accelerating epidermis regeneration.

Song N, Fu L, Xin CT, Ma SW, Shi XK. Effects of different dermis repairing stages on epidermis regeneration in full thickness
wound.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(41): 7631-7634.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：当前组织工程研究多着重表皮干细胞和真皮支架材料的研究，而少有真皮新生速度和真皮修复不同时期组织结构对

表皮新生和重建影响的报道。

目的：观察真皮修复过程中对表皮修复和重建的影响以及是否有促进表皮修复速度的 佳阶段。

方法：新西兰大耳白兔 10只分别于第 0，7，14天在背部制成 3个直径约为 3 cm的创面，随机分为 0，7，14 d组，每组

计 10个创面，3组创面分别于皮肤全层损伤修复后 21，14，7 d植入自体表皮细胞羊膜载体复合膜。7 d后取材，采用大

体观察、常规组织学观察(苏木精-伊红染色，Mallory PTAH染色)、Ⅰ型胶原免疫组织化学观察等化学染色动态观察创面愈

合情况。

结果与结论：0 d组创面与周边正常有毛皮肤齐平，与周边组织连接明显较 7 d组及 14 d组紧密，7 d组尚有凹面，而 14 d
组创面凹陷明显较 7 d组大而深，与周边组织分界明显，这表明 0 d组皮肤缺损的修复效果明显优于其他 2组(P < 0.05)。
0 d组Ⅰ型胶原阳性的成纤维细胞、血管及胶原纤维等组成的真皮网状层和乳头层较其他 2组明显(P < 0.05)，创面愈合率

高(P < 0.05)。真皮修复的不同时期，对表皮再生的促进作用存在不同，全层皮肤缺损处于真皮修复的增生晚期与重建初期

是促进表皮新生的 佳阶段。
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0 引言

皮肤损伤特别是大面积皮肤缺损的修复一

直是临床急待解决的难题 [1-4]，尤其减轻创面

收缩和瘢痕增生至今仍然没有行之有效的解

决方法。

目前临床上常采用皮肤移植来修复大面

积的皮肤缺损，但是无论自体皮或异体皮移植

均受到供体来源的限制，且移植异体皮或人工

合成皮肤替代物，更存在免疫排斥反应的问

题[5-7]。

构建复合皮时，选择合适的种子细胞及其

负载材料尤为重要[8-10]。羊膜以其来源广泛，取

材方便，生物相容性好，抗原性低等优点被誉

为“神奇之膜”[11]。本次实验用含有碱性成纤

维细胞生长因子和维生素C的羊膜载体复合膜，

在真皮缺损修复不同时间植入条件一致的表皮

细胞，探索真皮对表皮新生和重建作用的 佳

修复期。
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1 材料和方法

设计：对比观察，动物实验。

时间及地点：实验于2009-06/2010-06在沈阳医学

院奉天医院动物实验室完成。

材料：

实验动物：3月龄新西兰大耳白兔10只，雌雄不限，

体质量1 500~2 500 g ，由中国医科大学实验动物中心

提供。

试剂及仪器：

方法：

表皮细胞的制备：氯氨酮(100 mg/kg)腹腔注射麻醉

后，无菌条件下取新西兰大耳白兔背部皮肤，面积为

1.0 cm×1.5 cm，修剪皮下组织，用含青链霉素的磷酸

盐缓冲液洗涤3次，0.5%分散酶4 ℃消化过夜，将表皮

与真皮分离。将分离的表皮用磷酸盐缓冲液洗涤3次，

将表皮剪成1 mm3大小，置入15 mL的离心管中，0.2%
的胰蛋白酶消化30 min，用含体积分数10%胎牛血清的

K-SFM培养基终止消化，1 000 r/min离心3 min，弃去

上清液。加入含1 mL的体积分数10%胎牛血清的K-SFM
培养基，备用[12]。

羊膜载体复合膜的制备：取新鲜牛羊膜，磷酸盐缓冲

液洗两三次，去除上皮细胞组织，超声波振荡30 min，
水浴振荡器消化过夜，用0.25%胰蛋白酶在超声波振荡

器中作用40 min，恒温水浴振荡消化3 h，磷酸盐缓冲

液洗涤3次，把羊膜放在涂有油纱的干燥盘中，冷冻干

燥后消毒备用。在羊膜上涂含有碱性成纤维生长因子和

维生素C的明胶和壳聚糖复合凝胶，待向皮肤缺损移植

时，将自体表皮细胞在条件一致下，植入明胶面上，即

为羊膜载体复合膜。

用1%壳聚糖和1%明胶制成明胶壳聚糖缓释降解

复合凝胶液，配制时分别加入10 mL 碱性成纤维生长因

子和10 mL 维生素C。取30 mL凝胶液平铺于大小为

4.52 cm2近似圆形的羊膜上，于自制的模具中塑形，冷

冻干燥后备用。

分组：新西兰大耳白兔10只分别于第0，7，14天在

背部制成3个创面(直径约为3 cm，深 0.2 cm)，分别记

为0 d，7 d，14 d组。3组创面分别于皮肤全层损伤修复

后21，14，7 d植入自体表皮细胞羊膜载体复合膜。

大体观察：术后动物单笼饲养，观察其活动、进食情

况、创面变化、创面愈合和创面与周边皮肤的关系等情

况[13-14]。

创面面积测量：用无伸缩性的透明薄膜覆盖于所有创

面上，描下创面轮廓。计算机扫描将该图像扫描入计算

机。通过MIG 2000软件计算出创面面积。

创面组织制备：创口植入自体表皮细胞羊膜载体复合

膜7 d后，氯胺酮麻醉，俯卧位固定于手术台上，将脊

柱及两侧部剃毛备皮，消毒，于术区切取圆形创面，直

径约为3 cm，深度达深筋膜[15]。表面放置同一条件的加

压物，以避免皮肤创面长期裸露和皮肤收缩而影响实验

效果。二次植入自体表皮细胞羊膜载体复合膜后，亦在

植入物表面放置同一加压物。

苏木精-伊红染色：将30个创面所取组织放置于10%
中性甲醛溶液固定，连续切片10片，进行苏木精-伊红

染色[16]。观察创面新生组织的结构，新生真皮和新生表

皮的相互关系。400倍光镜下每张切片取3处不同位置测

定真皮和表皮组织厚度，计算均值。

免疫组织化学染色：采用S-ABC法检测Ⅰ型胶原[17]。

每张切片取浅层、中层及深层的真皮组织，各3处，在

400倍光镜下计数Ⅰ型胶原阳性细胞数，计算均值。

主要观察指标：观察移植后实验兔的创面愈合情况

以及创口中I型胶原的表达。

设计、实施、评估者：设计、实施、评估均由全体

作者完成。

统计学分析：数据以
_

x±s形式表示，P < 0.05为差异

具有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 实验兔10只均进入 终统计

分析，无脱落。

2.2 大体观察 载体复合物植入兔皮肤缺损处后，刀

口愈合良好，创面与覆盖物结成紧密不同的硬痂，创面

凹陷程度不同，与其周边正常有毛皮肤连接紧密程度不

同，分界程度各异：0 d组覆盖物几乎全部脱离，创面

已与周边正常有毛皮肤长平，与周边组织连接紧密。7d
组尚有凹面。14 d组覆盖物脱离创面少，创面凹面明显，

且与周边组织分界明显。

2.3 组织学观察 在各组切片均可见新生真皮组织不

同程度变厚，其中胶原纤维增多，粗细不等，成纤维细

胞增多。特别是功能活跃的核呈椭圆形、常染色质着色

淡、核仁清楚和Ⅰ型胶原免疫组化染色染成阳性的细胞

增多尤为明显，且血管丰富多少不一。新生真皮表面均

有多少薄厚不等的表皮细胞存在，见图1，2。
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2.4 图像分析仪测定 见图3~6。
皮肤损伤后，随时间的延长，新生真皮组织内Ⅰ型

胶原阳性成纤维细胞数量明显增多，厚度增加。损伤

21 d后移植羊膜复合膜创口，新生的真皮组织已显示出

真皮网状层和乳头状层的结构，表皮细胞不但具有基底

层、棘细胞层、颗粒细胞层、角质层等，且与正常有毛

皮肤结构(除毛囊、皮脂腺等)无明显不同。

3 讨论

皮肤缺损真皮组织的修复是表皮新生和重建的基

础，能加速真皮修复，随之就会加快表皮再生和重建。

一般认为真皮与表皮两者间存在相互影响机制。真皮修

复的炎症期和增生初期，其组织结构处于肉芽组织和一

Figure 3 Thickness of dermis in each group (n=10)
图 3 各组真皮厚度(n=10)
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Figure 1 Newly born tissues at wound surface in each group
(Hematoxylin-eosin staining, ×400)

图 1 各组创面新生组织(苏木精-伊红染色，×400)

a: 0 d group

c: 14 d group

b: 7 d group

Figure 2 Collagen fibers in newly born dermis in each group
(Mallory PTAH staining, ×400)

图 2 各组新生真皮的胶原纤维(Mallory PTAH染色，×400)

a: 0 d group

c: 14 d group

b: 7 d group

Figure 4 Thickness of epidermis in each group (n=10)
图 4 各组表皮厚度(n=10)
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Figure 5 Healing rate of wound in each group (n=10)
图 5 各组创面愈合率(n=10)
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Figure 6 Number of fibroblast with positive type Ⅰ collagen
(n=10)

图 6 各组Ⅰ型胶原阳性成纤维细胞的数量(n=10)
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般结缔组织形成阶段，不具备真皮的结构功能，惟有在

增生晚期和重建初期，逐渐形成似真皮的网状层和少许

的乳头层的结构，应该认为此真皮修复时期的组织结

构，方会对表皮重建和再生起到 佳作用。因此，实验

利用羊膜载体复合膜孔隙大，降解慢，渗透性强[18]，证

明损伤后新生真皮随时间延长明显增厚，新生真皮不但

全被新生表皮覆盖，而且已构建成颇似正常表皮的五层

细胞—基底细胞层、棘细胞层、颗粒细胞层、透明层和

角化层。表皮细胞与下方由疏松结缔组织和丰富血管组

成的真皮乳头层紧密连接，且表皮细胞层的基底部在乳

头之间显出表皮细胞脚，表皮基底层出现大小不等的表

皮细胞突起伸向真皮乳头层，表皮细胞与真皮组织结合

紧密，形成完整的基底膜，未见有脱离现象。说明在真

皮修复的过程中有可能存在促进表皮再生和重建的

佳时期，即真皮修复的增生晚期和重建初期为真皮组织

结构对表皮再生和重建的 佳作用期。

损伤7 d后的羊膜复合膜移植，使新生真皮组织几

乎均处于结缔组织增生初期结构，其表面覆盖表皮细胞

多为单层或双层，大部分尚没有表皮细胞出现。而损伤

14 d后的羊膜复合膜移植，使新生真皮组织表面虽可见

有表皮细胞覆盖，但较薄且细胞层次较少，多为两三层

即基底层和棘细胞层，罕有颗粒层细胞。在新生真皮与

表皮细胞相连接部位，多为平坦，少见大小不等的弯曲

现象，还可看到真表皮脱离的现象。在由此可知真皮组

织在修复中，并非全层都起同样作用，而是应该存在真

皮对表皮再生和重建 佳影响的修复时期，即可能是真

皮修复的增生晚期和重建初期为真皮组织结构对表皮

再生和重建作用的 佳时期。如果能进一步探讨这一问

题，对皮肤组织工程治疗将有重要意义。
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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。

课题的创新点：实验所采用的载体复合物，为羊膜载体

复合明胶和壳聚糖的复合膜，在以往研究中未见报道，为皮

肤全层缺损的组织工程修复提供理论依据，具有一定创新性。

课题评估的“金标准” ：苏木精-伊红染色、Masson
染色、Van Giesonr染色观察胶原形态，免疫组织化学方法

观察观察胶原数量，为目前检测常规方法。

设计或课题的偏倚与不足：应进一步探究真皮组织在修

复不同时期，对表皮再生和重建的影响因素。

提供临床借鉴的价值：真皮新生速度和真皮修复不同时

期的组织结构对表皮新生和重建的研究，对于临床皮肤移植

具有一定的指导意义。
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