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异体脱细胞真皮基质作为组织工程皮肤真皮支架的可行性*★ 
刘  坡1，祁少海2，舒  斌2，谢举临2，徐盈斌2，刘旭盛2 

Feasibility of acellular dermal matrix as a dermal substitute in tissue engineering    

Liu Po1, Qi Shao-hai2, Shu Bin2, Xie Ju-lin2, Xu Ying-bin2, Liu Xu-sheng2 

Abstract 
BACKGROUND: Tissue engineered skin has been used to repair defect skin. Acellular dermal matrix (ADM) had no 
immunogenicity, which cannot lead to rejection following transplantation, thus, this is an ideal dermal substitute for tissue 
engineered skin.  
OBJECTIVE: To explore the biocompatibility of ADM.  
METHODS: The histocompatibility, hydrophilicity and mechanical performance of ADM were detected by cytotoxicity test in vitro 
and vivo, equilibrium water content, swelling degree and biomechanical analysis.  
RESULTS AND CONCLUSION: No cell component was observed in the ADM. The ventage of ADM was 100-180 µm in diameter. 
In the experimental group, equilibrium water content was (69.6±3.97)%, swelling degree was 2.3±0.42 and the breakage force was 
(3.082±0.046) N. There was no significant difference between experimental and control groups (P > 0.05). It was indicated that in 
cytotoxicity test, no inhibition effect on dermal papilla cells in vitro and no severe immunological rejection in vivo was found. The 
selected ADM could be an optimal biological material as a substitute of dermal with good histocompatibility, low immunogenicity 
and moderate mechanical performance. 
 
Liu P, Qi SH, Shu B, Xie JL, Xu YB, Liu XS. Feasibility of acellular dermal matrix as a dermal substitute in tissue engineering. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(21): 3864-3868.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：组织工程皮肤是目前研究皮肤损伤修复重建的重要手段之一，异体脱细胞真皮基质不存在免疫原性，在异体移植时不

会发生排斥反应，是比较理想的真皮替代物。 
目的：观察异体脱细胞真皮基质的组织相容性。 
方法：以正常人体真皮组织作为对照，通过体外、体内细胞毒性实验检测异体脱细胞真皮基质的组织相容性，以膨胀度、饱

和含水量及生物力学分析检测异体脱细胞真皮基质的亲水性及机械性能。  
结果与结论：真皮基质中未见任何细胞成分，其网孔直径介于 100~180 μm 之间。脱细胞真皮基质组饱和含水量为

(69.6±3.97)%，膨胀度 2.30±0.42，最大断裂力为(3.082±0.046) N，与对照组相比，差异无显著性意义(P > 0.05)。体内外

细胞毒性检测，未见明显细胞生长抑制及免疫排斥反应。提示异体脱细胞真皮基质机械性能接近正常皮肤，组织相容性好，

免疫排斥反应小，是构建组织工程皮肤理想的真皮材料。 
 
关键词：脱细胞真皮基质；真皮组织；皮肤替代物；生物相容性；生物材料 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.21.015 
缩略语：EWC：equilibrium water content，饱和含水量 
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0  引言 
 

研究表明真皮替代物在创面愈合过程中具

有重要作用，能够在创面底部提供真皮支架，

提高培养表皮膜片的成活率，减小创面收缩和

瘢痕形成[1-3]。脱细胞真皮基质具有与皮肤真皮

近似的内在结构，作为真皮替代物在国内外实

验、临床中均得到应用[4-5]。实验重点对异体脱

细胞真皮基质作为组织工程皮肤真皮支架的可

行性及生物相容性做了研究，以期为组织工程

皮肤构建提供较为理想的真皮支架。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞生物学观察和动物体内实验。 

时间及地点：实验于2005-10/2006-06在
中山大学附属第一医院外科实验室完成。 

材料：脱细胞真皮基质为北京桀亚莱福生

物技术有限责任公司生产。皮肤标本取自中山

大学附属第一医院外科门诊包皮环切术切下之

包皮(患者及家属对实验知情同意)。 
实验动物：6周龄雄性SD大鼠购自中山大学

实验动物中心(粤监证字2004A089)，体质量

(210±8)g，适应性饲养1周。 
主要试剂：                      
 
 
 
 
 
 

试剂 来源 

0.25%胰酶、1%中性蛋白酶、

DMEM/F12 培养基 
胎牛血清 
4 mmol/L 谷氨酰胺、100 U/mL 
青霉素、100 mg/L 链霉素 

GIBCO 公司，美国 
 
杭州四季青公司，中国

美国 Sigma 
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主要仪器： 

 

 
 

 

 

实验方法： 

正常人包皮真皮组织制备：无菌状态下将包皮

标本以PBS反复冲洗，去除血渍，以含庆大霉

素0.1%的PBS浸泡30 min，无菌纱布折叠6层
置于直径10 cm培养皿中，以1%中性蛋白酶浸

透无菌纱布，将包皮标本剪成直径0.6 cm的圆

形，真皮面朝下平铺于纱布上，4 ℃冰箱过夜。

第2天取出皮肤标本，眼科镊轻轻撕去表皮层，

真皮层以PBS反复冲洗，去除残留消化酶。 
成纤维细胞培养：将分离出的包皮标本真皮层

剪成1 mm×1 mm×1 mm大小，真皮侧向下贴附

在培养瓶底部，4 h后加入成纤维细胞培养基(在
DMEM/F1体积比=3 1∶ 的基础培养液中添加如

下成分：体积分数为15%胎牛血清、4 mmol/L
谷氨酰胺、100 U/mL青霉素和100 mg/L链霉

素)，37 ℃、体积分数为5%CO2、饱和湿度条

件下培养。细胞爬满培养瓶底部后传代，取第3，
4代细胞用于实验。 

脱细胞真皮基质的组织结构检测： 

苏木精-伊红染色：取0.3 cm×0.5 cm大小

真皮基质标本，以40 g/L多聚甲醛固定24 h后，

经系列脱水、透明、石蜡包埋、切片等步骤制

成5 μm厚的石蜡切片，行苏木精-伊红染色，

光镜下观察真皮基质的结构、孔隙及有无细胞

成分。 
透射电子显微镜检测：将真皮基质切割成

0.1 cm×0.1 cm×0.5 cm大小，在中山大学医学

院电镜室经40 g/L多聚甲醛、1%锇酸固定，系

列脱水，Epon-812包埋聚合，用LKB切片机制

成60 nm的超薄切片，经铀铅双重染色，在

HITACH-800透射电子显微镜下进一步观察真

皮基质的结构、孔隙及有无细胞成分。 
膨胀度和饱和含水量 (equilibrium water 

content，EWC)测定：反映真皮基质的亲水性

和交联密度。剪取0.2 cm×0.2 cm大小真皮基质

10块，浸泡在PBS中，放置在37 ℃恒温箱中24 h，
逐个取出，以干燥滤纸吸净标本表面残留PBS，
电子天平称质量(mi，湿质量)后放置在60 ℃烤箱

中，烘烤24 h后取出、称质量(ms，干质量)，
以正常人包皮真皮组织作为对照。将称取的数

据代入以下公式计算。 

 
 
 
细胞黏附实验：无菌状态下剪取直径为   

0.6 cm的真皮基质12个，铺于24孔板底，以直

径为0.6 cm的正常人真皮组织12个作为对照

组。以PBS冲洗3次，成纤维细胞培养液浸泡  
24 h，弃去旧培养液，将成纤维细胞消化成单

个，调节浓度为2×107 L-1，每孔加入0.5 mL细
胞悬液，培养箱中静置培养1 h，以PBS轻轻冲

洗，收集孔板中液体，以0.25%的胰酶37 ℃消

化5 min，含血清培养基终止消化，收集细胞血

液，1 500 r/min离心5 min，弃去上清液，重选

细胞，计数。按以下公式计算细胞黏附率：  
 
 

最大断裂力检测：脱细胞真皮基质切取   
0.5 cm×1.5 cm大小皮条，送中山大学组织工程

系检测中心，进行生物力学检测，试件以相同

速度20 mm/min加载卸载3次，可以看到滞后线

逐渐减小以致消失。实验采用的传感器为10 N
或100 N，变形由万能材料试验机自动测定，

计算最大断裂力，取正常成人包皮皮肤作为对

照。实验温度为20 ℃，实验湿度为50%。 
体外细胞毒性检测：将脱细胞真皮基质剪成

细小颗粒状，均匀分布在24孔板孔底，以PBS
浸泡30 min，弃除PBS，成纤维细胞培养基浸

泡24 h，取出陈旧培养基。将成纤维细胞消化

成单个，调节细胞浓度为2×107 L-1，每孔加入

0.5 mL细胞悬液，培养箱中培养3 d，观察细胞

生长情况，并拍照。 
体内细胞毒性检测：24只SD大鼠随机抽签法

分为2组，每组12只。实验前背部剃毛，常规

消毒，按3 mL/kg剂量腹腔内注射10%水合氯醛

麻醉动物。实验组每侧脊背皮下各移植1块    
2 cm×2 cm的脱细胞真皮组织，3-0丝线缝合伤

口，用无菌纱布包扎，定期换药。并设置阴性

对照组以排除手术操作技术和术后感染、移动

等人为因素的可能性。分别于术后3，7，14，
21，28 d以脱颈法处死大鼠，各组任选2只大

鼠皮下埋藏组织取活检。 
标本常规固定，经系列脱水、透明、石蜡 

包埋、切片等步骤制成5 μm厚的石蜡切片，行

苏木精-伊红染色，光镜下观察人工真皮移植大

鼠皮下后的免疫反应。 
主要观察指标：①脱细胞真皮基质体外、体

内细胞毒性反应。②脱细胞真皮基质的理化性能。

仪器 来源 

微机控制电子万能材料试验机 
透射电子显微镜(HITACH-800)  

深圳凯强利有限公司 
日本 HITACH 

EWC=[(mi-ms)/mi]×100% 
膨胀度=(mi-ms)/ms 

细胞黏附率=(细胞总数-未贴壁细胞)/细胞总数×100% 
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统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.0软件完成

统计处理，实验数据以x
_

±s表示，行配对t 检验，P < 0.05
为差异有显著性意义。 

   
2  结果 
 
2.1  真皮基质的理化性能测试结果  大体观察见脱细

胞异体真皮呈乳白色或微黄色、柔软，表皮面可见较多

毛囊开口，韧性好、拉伸强度大，可塑形、便于手术操

作。正常皮肤和人工真皮替代物饱和含水量、膨胀及最

大断裂力测定结果相比，差异均无显著性意义(P > 
0.05)，见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  组织学结构观察  苏木精-伊红染色真皮基质中

未见任何细胞成分或细胞碎片，无皮肤附件和血管，胶

原纤维结构完整，排列整齐。透射电镜下可见真皮基质

表面有连续的基底膜成分，基质中未见任何细胞成分，

结构疏松，胶原蛋白呈纤维柱状，无规则交错连接成三

维空间结构的网，并形成许多相互连通的网孔。其网孔

直径介于100~180 μm之间，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.3  细胞黏附率检测结果  实验组成纤维细胞的黏附

率与对照组相比，差异无显著性意义(P > 0.05)，见表2。 
2.4  体外细胞毒性检测结果  成纤维细胞与脱细胞真

皮基质及正常人真皮组织共培养，可见细胞均能在   
30 min内贴壁、展开，过夜后，细胞多极向排列，呈梭

形，生长良好，两组细胞生长状态无明显差异。 

 
 
 
 
 
 
 

 
2.5  体外细胞毒性检测结果  成纤维细胞与脱细胞真

皮基质及正常人真皮组织共培养，可见细胞均能在   
30 min内贴壁、展开，过夜后，细胞多极向排列，呈梭

形，生长良好，两组细胞生长状态无明显差异。 
2.6  体内细胞毒性检测结果  组织学观察，移植后3 d
真皮基质边缘炎症细胞浸润，少量炎症细胞侵入基质内

部；7 d见真皮组织边界清楚，其外围有水肿，周围炎

症反应减轻，组织边缘和网孔内有少量大单核细胞、成

纤维细胞和血管内皮细胞长入；14 d后，真皮组织周围

水肿消退，单核细胞、成纤维细胞和毛细血管(内皮细胞)
明显增多，且见许多毛细血管形成，有少量散在的炎性

细胞；21 d真皮基质周围炎症反应消失，内部炎症细胞

明显减少；至28 d真皮组织开始变薄变软，内有大量成

纤维细胞，胶原纤维排列疏松，局部表皮层下可见有束

状的胶原纤维，已未见炎性细胞。说明脱细胞真皮在大

鼠体内的免疫排斥反应轻微，组织相容性好，见图2~6。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

表 1  脱细胞真皮基质和人正常真皮组织的饱和含水量及膨胀
度测量结果 

Table 1  Comparison of equilibrium water content and swelling 
degree between acellular dermal matrix (ADM) and 
normal skin                            (x

_

±s, n=10)

Group Wet mass 
(g) 

Dry mass 
(g) 

Equilibrium 
water 

content 
(%) 

Swelling 
degree 

Maximum 
breakage 
force (N) 

ADM 0.003±0.001 0.001±0.000 69.60±3.97 2.30±0.42 3.176±0.024
Normal 
skin 

0.009±0.005 0.002±0.001 72.70±3.61 2.50±0.05 3.082±0.046

Figure 1  No cell component was observed in the acellular 
dermal matrix, and collagen fibers appeared with 
braid-like arrangement (Hemoxylin-eosin staining, 
×200) 

图 1  脱细胞真皮基质中未见任何细胞成分，胶原纤维呈编
织状排列(苏木精-伊红染色，×200) 

Figure 3  The number of inflammatory cells was decreased at 
the matrix edge 1 wk after acellular dermal matrix 
transplantation, and some blood vessels grew into 
the matrix edge (Hemoxylin-eosin staining, ×200) 

图 3  脱细胞真皮基质移植 1 周，基质边缘炎性细胞减少，
有血管长入基质边缘(苏木精-伊红染色，×200) 

表 2  脱细胞真皮基质、人正常真皮组织的细胞黏附率检测 
结果 

Table 2  Cell adhesion rate of acellular dermal matrix (ADM) 
and normal skin                        (x

_

±s, n=12)

Group Non-adherent cells Cell adhesion rate (%)

ADM 1 902.0±321.7 80.90±3.21 
Normal skin 1 747.0±256.4 82.50±2.56 

Figure 2  There were many inflammatory cells at the matrix 
edge 3 d after acellular dermal matrix 
transplantation, and few inflammatory cells grew into
the matrix (Hemoxylin-eosin staining, ×200) 

图 2  脱细胞真皮基质移植 3 d，基质边缘见较多炎性细胞，
少量炎性细胞侵入基质(苏木精-伊红染色，×200) 
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3  讨论 
 
脱细胞真皮基质是指异体或异种皮经一系列处理

后，脱去细胞成分，保留原有胶原纤维成分及基本组织

结构的一种永久性真皮替代物[2]。与人工真皮相比，其

保留了原有的正常胶原三维结构及基底膜，易于血管

化；与自体真皮相比，其供区广泛；与异体真皮相比，

其去除了表皮层和真皮层的细胞成分，抗原性低[6]。实

验采用商品化的异体脱细胞真皮基质，通过体内、体外

实验对其细胞毒性进行观察，以论证其作为组织工程皮

肤真皮支架的可行性。 
理想的真皮支架必须具备良好的组织相容性，才能

保证移植后被机体接受，经过塑形、改建而成为机体皮

肤的组成成分。实验结果显示，脱细胞真皮基质中无任

何活性细胞成分，最大限度降低了引起排斥反应的抗原

成分。在与人成纤维细胞共培养过程中，细胞贴壁、伸

展及形态均无明显改变，且生长良好，说明该真皮基质

在体外无明显细胞毒性。移植于SD大鼠皮下后炎症反

应轻微，未发生超急性排斥反应。移植2周后组织学观

察显示炎症反应存在，但是随移植时间的延长，炎性反

应逐渐消失，胶原排列整齐，机体成纤维细胞长入真皮

支架孔隙中，重塑真皮基质。说明本实验所选用真皮基

质在体内表现良好的生物相容性，易于被机体接受。另

外，此种真皮替代物具有完整的基底膜，能够为种子细

胞生长提供黏附支架，利于种子细胞增殖、分化、与真

皮替代物牢固结合。 
适合临床及科研应用的真皮支架还应具备一定的

理化性能，如强度、柔软度、弹性、透气、透湿性能、

与正常真皮组织近似的三维空间结构及适宜的孔径，才

能保证真皮和创面贴附良好，为细胞生长提供理想的纤

维支架，从而促进自体皮生长，确保移植成功[7-8]。饱和

含水量、膨胀度是反映组织含水量的2个指标，主要影

响因素为材料的亲水性和交联程度，实验结果表明，脱

细胞真皮基质的这2个指标接近正常人体真皮组织的含

水量，说明两者在微观结构，如胶原纤维交联程度上接

近[9]。脱细胞真皮基质孔径的大小对改善渗透性、细胞

侵入生长、新生血管形成具有重要作用。孔径较大时，

成纤维细胞合成胶原、血管长入填充孔隙时间长，纤维

排列紊乱，可形成网状或点状瘢痕，且根据物理学原理，

孔隙越大，毛细血管作用越小，移植早期渗透性能无明

显提高。孔径较小，明显小于正常真皮内固有孔隙时，

组织细胞不能侵入，在移植物周边形成纤维性包裹，难

以血管化。经实验证实，人工真皮Integra和Dermagraft
的胶原膜孔径大小在50~150 μm，孔隙率为95%以上时

比较适合于渗液渗透、组织长入及血管化[10]。厚度为

0.18~0.19 mm的Dermagraft孔隙为120 μm×250 μm或

280 μm×400 μm大小的网格适于血管化。本实验选取的

脱细胞真皮基质经透射电镜检测证实孔隙大小为

100~180 μm，符合人工真皮的血管化要求。生物力学

分析结果证实了真皮基质一定程度上保留了皮肤的机

械强度，其绝对值也接近正常皮肤，有足够的弹性和强

度，便于移植时操作缝合。 
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(Hemoxylin-eosin staining, ×200) 
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中文含义 英文修前 英文修后 

剥夺光觉和形觉 Degradations of light sense and form Light deprivation 

视觉形成关键期 around the end of the critical period around the end of a critical developmental period 

提供线索 This research will give a clue to the rehabilitation of 

adult amblyopia. 

This research may provide some insight into the 

rehabilitation of adult amblyopia. 

神经元遍布 CSPG CSPG wrapped around the neurons. CSPG expression was predominantly localized 

around the neurons. 

临床 BFD 症状接近弱视 BFD clinical symptoms are close to amblyopia. BFD can closely mimic the symptoms of amblyopia. 

双眼眼睑保持密闭说明  

建立成功 BFD 模型 

The binocular eyelids suturing keeps close indicated 

the success achievement of the BFD model. 

The binocular suturing of the eyelids was therefore 

an appropriate BFD model. 

磁共振高场强的应用促进

了磁共振研究 

as the application of high-field MR imaging, new 

sequence and special coil development, high-field MR 

study has become one of hot spots 

Recent advances in high-field MR imaging has 

brought forth new MR studies 

表现 Found Presented with 

主副标题合并在一起 ClC-3 chloride channel in the glutamate-induced retinal 

ganglion cells RGC-5 apoptosis: A new target for 

neuroprotection? 

ClC-3 氯离子通道在谷氨酸诱导视网膜神经节细胞

RGC-5 凋亡中的作用：视神经保护的新靶点？ 

Neuroprotective effects of ClC-3 chloride channel in 

glutamate-induced retinal ganglion cell RGC-5 

apoptosis  

ClC-3 氯离子通道在谷氨酸诱导视网膜神经节细胞

RGC-5 凋亡中的视神经保护作用？ 

Smads7 含量有不同程度

的升高 

Smads7 contents were increased to different degrees Smads7 increased to varying degrees 

谷氨酸的过度表达是导致

RGCs 凋亡的重要原因 

Over-expression of glutamate is a crucial reason 

leading to RGC apoptosis. 

Over-expression of glutamate plays a large role in 

RGC apoptosis. 
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真皮的血管化要求，生物力学分析结果证实了真皮基质一定
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