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丝素蛋白材料复合骨髓间充质干细胞修复皮肤创面☆◆ 
苗宗宁1,2，李  芳2，张学光2，吕国忠1 

 
 

文章亮点：证实丝素蛋白材料与骨髓间充质干细胞联合移植可修复大鼠全层皮肤缺损。 

关键词：丝素蛋白；骨髓间充质干细胞；皮肤缺损；组织工程 
 
摘要 

背景：丝素蛋白材料具有良好的生物相容性。 

目的：观察丝素蛋白材料复合骨髓间充质干细胞修复大鼠全层皮肤缺损的可行性。 

方法：应用 5-溴脱氧尿核苷标记 SD 大鼠骨髓间充质干细胞，并复合丝素蛋白材料培养。建立 SD 大鼠全层皮肤缺

损模型，随机分组：实验组移植同种异体骨髓间充质干细胞与丝素蛋白材料复合物，细胞组移植骨髓间充质干细胞，

对照组移植丝素蛋白材料，空白组不作处理。 

结果与结论：①大体观察：空白组术后 8 周仍可见坏死组织，且瘢痕挛缩明显；细胞组与空白组愈合情况相近。对

照组术后 8 周未愈合，有少量瘢痕形成，与周围皮肤融为一体。实验组术后 4 周创面无明显瘢痕形成，术后 8 周愈

合良好。②组织学观察：实验组术后 4 周免疫荧光染色显示带有 5-溴脱氧尿核苷标记的骨髓间充质干细胞定位在重

建的表皮和真皮组织中，术后 8 周创面愈合良好；细胞组免疫荧光染色显示少量带有 5-溴脱氧尿核苷标记的骨髓间

充质干细胞存在。表明丝素蛋白材料与骨髓间充质干细胞联合移植可修复大鼠全层皮肤缺损。 
 
 
Repairing full-thickness cutaneous defects with silk fibrin combined with bone marrow 
mesenchymal stem cells 
 

Miao Zong-ning1, 2, Li Fang2, Zhang Xue-guang2, Lü Guo-zhong1 

 
Abstract 

BACKGROUND: The silk fibroin material has good biocompatibility. 

OBJECTIVE: To observe the feasibility of silk fibroin material and bone marrow mesenchymal stem cells for repairing 
the rat full-thickness cutaneous defects.  

METHODS: The bone marrow mesenchymal stem cells of Sprague-Dawley rats were labeled with 
5-bromodeoxyuridine and cultured with silk fibroin material. The Sprague-Dawley rat full-thickness cutaneous defect 
models were prepared and divided into four groups: the experimental group was transplanted with the complex of 
allogeneic bone marrow mesenchymal stem cells and silk fibroin material; the cell group was transplanted with bone 
marrow mesenchymal stem cells; the control group was transplanted with silk fibroin material; and the blank group 
without any treatment.  

RESULTS AND CONCLUSION: ①General observation: the necrotic tissue was observed in the blank group at 8 
weeks after operation and the scar contracture was obvious; the wound healing in the cell group was similar with that in 
the blank group. The wound in the control group was not healed and a little amount of scar was observed and integrated 
with the surrounding skin. There was no obvious scar in the experimental group at 4 weeks after operation and the 
wound was healed well at 8 weeks after operation. ②Histological observation: the immunofluorescence staining in the 
experimental group at 4 weeks after operation showed that the 5-bromodeoxyuridine labeled bone marrow 
mesenchymal stem cells were located in reconstructed epidermis and dermal tissues, and wound surface was 
recovered well at 8 weeks after operation; the immunofluorescence staining in the cell group showed a little amount of 
5-bromodeoxyuridine labeled bone marrow mesenchymal stem cells. It indicates that co-transplantation of silk fibroin 
material and bone marrow mesenchymal stem cells can repair rat full-thickness cutaneous defects. 
 
Miao ZN, Li F, Zhang XG, Lü GZ. Repairing full-thickness cutaneous defects with silk fibrin combined with bone marrow 
mesenchymal stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(51): 9616-9623.     
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0  引言 

 
随着组织工程学研究的不断拓展，利用组

织工程原理构建人工皮肤替代物，用于皮肤移

植可有效解决严重创伤、大面积烧伤和慢性皮

肤溃疡等皮肤缺损皮源不足的难题[1]。组织工

程的支架材料不仅影响种子细胞的生物学特

性和培养效率，而且决定移植后能否很好地与

受体结合起来，发挥修复缺损作用。 

近年来在组织工程支架材料的研究中，丝

素蛋白引起高度重视。丝素蛋白作为生物材料

有以下优点：①较其他天然纤维机械特性好，

能与许多高性能的纤维媲美。②可加工成膜支

架或其他形式。③表面易化学共价修饰黏附位

点和细胞因子。④可通过遗传工程改造丝蛋白

成分来调节相对分子质量的大小、可结晶性和

可溶性。⑤可部分生物降解，降解产物不仅对

组织无毒副作用，还对周围组织有营养与修复

作用[2]。 

在前期研究发现间充质干细胞在体外具有

分化为血管内皮细胞的能力及丝素蛋白材料具

有良好生物相容性的基础上[3]，将骨髓间充质干

细胞与丝素蛋白材料复合培养后移植修复皮肤

缺损创面，为皮肤组织工程研究和临床治疗皮

肤缺损寻求新的思路与方法。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学动物实验。 

时间及地点：于2010年9月至2011年12月

在无锡第三人民医院烧伤研究所完成。 

材料： 

实验动物：①二三月龄SD大鼠，雌雄不拘，

体质量200-250 g，由江苏省血吸虫病防治研究

所提供，许可证号SCXK(苏)2007-0021。用于

骨髓间充质干细胞的培养。②健康纯种SD大鼠

24只，雌雄不拘，体质量250-300 g，由江苏

省血吸虫病防治研究所提供，许可证号

SCXK(苏)_2007-0021。用于制作全层皮肤缺

损模型。实验过程中对动物处置符合2009年相

关动物伦理学标准的《Ethical issues in animal 

experimentation》条例。 

试剂与材料： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

大鼠骨髓间充质干细胞的分离培养：大鼠骨

髓间充质干细胞的分离培养参照Spagnoli等[4]

的方法，具体步骤是：SD大鼠颈椎脱臼法处

死，无菌条件下分离并剪下股骨、胫骨，置于

已消毒并盛有含双抗(100 U/L的青霉素、链霉素)

的PBS平皿中，除去残留的肌肉，用剪刀分别剪

开两端骨垢，暴露骨髓腔，用体积分数为10%胎

牛血清的DMEM液20 mL冲出骨髓，细胞悬液

吹打混匀，加入到预置10 mL Percoll分离液

(密度1.073 g/mL)的离心管中，2 000 r/min离

心30 min，收集云雾状白膜层的单个核细胞，

调整细胞浓度，以1×104/cm2的密度接种细胞

于培养瓶中，置于37 ℃、饱和湿度、体积分

数为5%的CO2培养箱中，3 d全量换液1次，

显微镜下观察细胞的生长情况。 

流式细胞仪检测鼠骨髓间充质干细胞表面抗

原表达：取培养的第2代骨髓间充质干细胞，

经0.25 %胰蛋白酶消化后，用含体积分数1 %

小牛血清白蛋白的 PBS调整细胞浓度至

5×109 L-1。取50 μL细胞悬液，分别加入下列

羊抗鼠单克隆抗体： CD34-FITC、CD45-PE、

CD29-PE、CD44-PE、CD105-PE、CD106-PE，

置4 ℃孵30 min，PBS洗2次，进行流式细胞

仪分析。 

5-溴脱氧尿核苷标记鼠骨髓间充质干细胞：

取培养的第3代骨髓间充质干细胞，调整细胞

浓度为1×108 L-1接种于培养瓶。培养基包括 

试剂及材料 来源 

丝素蛋白材料 
 
DMEM-LG Penicillin- 

Streptomycin、胰蛋白酶 
胎牛血清 FBS 
羊抗鼠-FITC 
Percoll 
 
5-溴脱氧尿核苷、抗 5-溴脱氧

尿核苷单克隆抗体、sABC 
试剂盒 

羊抗鼠单克隆抗体 CD44 
CD29、CD106、CD105 
CD34 
CD45 

江苏省干细胞研究重点 
实验室 

GIBCO 公司 
 
Hyclone 公司 
Sigma 公司 
Amersham pharmacia 

biotech 公司 
武汉博士德公司 
 
 
Exalpha Biological Inc 
BD 
Caltag Laboratories 
Biolegend 
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DMEM、体积分数10% FBS和100 U/mL Penicillin- 

Streptomycin。待细胞长到铺满80%瓶底时加入5-溴

脱氧尿核苷，终浓度为10 mg/L，37 ℃、体积分数5% 

CO2、饱和湿度条件下培养 48 h。 

5-溴脱氧尿核苷标记鼠骨髓间充质干细胞免疫荧光染

色：去除标记细胞的培养液，经40 g/L多聚甲醛室温环

境固定30 min，0.3%TritonX-100处理20 min，然后用

体积分数10%羊血清封闭20 min，加5-溴脱氧尿核苷

单克隆抗体(1∶200稀释)，37 ℃孵育2 h，最后滴加

FITC标记的羊抗鼠荧光抗体(1∶500稀释)，37 ℃水

浴箱中孵育30 min，PBS 洗涤后置荧光显微镜下观

察。 

5-溴脱氧尿核苷标记的鼠骨髓间充质干细胞与丝素蛋白材

料复合培养：收集5-溴脱氧尿核苷标记的骨髓间充质干细

胞，调整浓度为 5×1011 L-1 ，先加 100 μL 培养基

(DMEM+1%Penicillin-Streptomycin+体积分数20%FBS) 

于6孔板的孔底，放入材料，向材料表面加100 μL细胞

悬液，常规培养2 h，取出后翻转，向另一面加100 μL

细 胞 悬 液 ， 培 养 2 h ， 加 入 培 养 基 (DMEM+1% 

Penicillin-Streptomycin+体积分数20%FBS)没过材料，

常规培养。 

局部全层皮肤缺损动物模型的制作及实验分组干预：采

用清洁级架式笼养SD大鼠，每笼1只，喂饲标准饲料，

饮自来水，动物实验室温度18-24 ℃，湿度控制于

55%-85%范围内。 

将所有SD大鼠戊巴比妥麻醉(30 mg/kg)后，背部

去毛，在其背部切除直径为3 cm圆形全层皮肤，于创

面内缘皮下埋入直径为3 cm钢丝圈固定皮缘以防止

伤口回缩。造模后随机分成实验组、细胞组、对照组

及空白组，每组6只。实验组将5-溴脱氧尿核苷标记

的鼠骨髓间充质干细胞与丝素蛋白材料复合物植入

对应创面上，细胞组通过尾静脉注射20 μL浓度为

5×1011 L-1的骨髓间充质干细胞悬液，对照组植入丝素

蛋白材料，空白组不做任何处理，外敷优妥敷料后打

包加压包扎。术后4，8周各组随机处死3只动物，取

材对创面愈合情况加以动态观测和分析，比较4组皮

肤缺损修复情况。 

主要观察指标：①大体观察：移植物的存活情况，

创面部位炎性浸润情况。②病理学检查皮肤生成情况；

术后4周取实验组、细胞组(对照组以及空白组均无修复

功能，无法取材)皮肤标本行冰冻切片， 切片厚度5 μm，

抗5-溴脱氧尿核苷免疫荧光染色示踪骨髓间充质干细

胞在体内的定位情况。 

 

2  结果 

 

2.1  骨髓间充质干细胞的培养结果  骨髓分离的细胞

接种24 h后便有少量细胞贴壁，胞体透亮，折光性强，

细胞核成卵圆形，与周围一些血细胞相互混杂；接种

24 h后开始出现少部分细胞开始伸展开贴壁生长，贴壁

细胞呈梭形、三角形和多角形，经1周后逐渐形成扁平

单层细胞，呈漩涡状生长或成簇生长随着细胞密度的增

加，胞体变得细长，形态类似成纤维细胞；2周时细胞

生长可达90%融合，细胞为大梭形，排列紧密并有一定

的方向性，呈成纤维细胞样分布，悬浮细胞在换液时被

去除，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  骨髓间充质干细胞的表面抗原测定结果  流式细

胞仪检测显示，骨髓间充质干细胞表达CD 29 、CD 44 

Figure 1  Primary culture of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells (×100) 

图 1  大鼠骨髓间充质干细胞的培养结果(×100) 

a: Primary culture for 2 d 

b: Primary culture for 7 d 

c: Primary culture for 2 wk 
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和CD 105，不表达CD 34、CD45和CD 106，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  5-溴脱氧尿核苷标记骨髓间充质干细胞的结果   

加入5-溴脱氧尿核苷后，可见部分细胞漂浮死亡，细胞

生长速度变慢。免疫荧光染色结果显示大量阳性细胞，

提示标记的大部分细胞是存活的，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各组皮肤创面修复结果比较 
大体观察：动物均存活至实验完成。各组动物苏醒后

即可自由活动，很快恢复正常饮食，无寒战、发热等症

状。实验组背部创面干燥，无分泌物，对照组创面少量

分泌物。术后4周空白组创面约40%皮肤发黑、结痂、

坏死；8周仍可见坏死组织，且瘢痕挛缩明显。细胞组

创面愈合情况与空白组相似。术后8周对照组未愈合，

创面较平整，有少量瘢痕形成，与周围皮肤融为一体。

实验组术后4周创面皮肤成活，外观平整有弹性，无明

显瘢痕形成；8周创面愈合良好。 

组织学观察：术后4周，实验组苏木精-伊红染色可见

表皮突明显，真皮层可见较多成纤维细胞；术后8周，

表皮层细胞增多，角质层增厚，真皮层成纤维细胞增多，

胶原纤维减少，移植物与自体皮肤结合良好，结构完整，

层次清晰，基底细胞呈柱状，单层排列，结合紧密，表皮

钉突较少，真皮层胶原纤维量多，横向排列有序，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

术后4周，实验组免疫荧光染色显示带有5-溴脱氧

尿核苷标记的骨髓间充质干细胞定位在重建的表皮和

真皮组织中，表皮主要定位于其基底膜附近，真皮层亦

可见5-溴脱氧尿核苷标记的骨髓间充质干细胞，见图

5a。术后4周细胞组缺损部位免疫荧光染色显示少量带

有5-溴脱氧尿核苷标记的骨髓间充质干细胞存在，见图

a: 4 wk after operation   

Figure 4  Hematoxylin-eosin staining of skin defects in the 
experimental group (×40) 

图 4  实验组皮肤缺损部位苏木精-伊红染色结果 (×40) 

Figure 3  5-bromodeoxyuridine labeled bone marrow 
mesenchymal stem cells observed by 
immunofluorescence staining (×100) 

图 3  免疫荧光染色观察 5-溴脱氧尿核苷标记的骨髓间充质
干细胞 (×100) 

b: 8 wk after operation 

Figure 2  Flow cytometry detection of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells 

图 2  流式细胞仪鉴定大鼠骨髓间充质干细胞 
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3  讨论 

 

传统上认为骨髓间充质干细胞的主要功能是参与

构成造血干细胞生存和分化的微环境，近年来研究表

明，骨髓间充质干细胞具有多向分化潜能，在体内外一

定培养条件下可定向分化为多种不同类型细胞，作为组

织工程的种子细胞得到广泛的关注，具有广阔的应用前

景
[5-6]。其经培养扩增后，与不同的生物材料结合可形成

组织工程化材料，用来修复骨、软骨、肌健等组织缺   

损[7]。由于骨髓间充质干细胞相对的取材来源容易和易

培养扩增，以及不存在免疫原性和其固有的对造血组织

的支持作用，可以克服胚胎干细胞的弊端，又具有独特

的优势，成为胚胎干细胞以外的重要多能干细胞研究领

域[8-13]。基因表达系列分析(MicroSAGE)显示骨髓间充质

干细胞的单细胞克隆表达多重的细胞谱系，包括特征性的

上皮与内皮如Epican、Keratins8 和Keratins10[14]，这 

些数据表明骨髓间充质干细胞在体外的分化潜能不再

限定于中胚层而是可以转分化为其他胚层的细胞，为骨

髓间充质干细胞的多向分化潜能奠定了理论基础。多数

学者也一致认为，骨髓间充质干细胞分化为何种细胞也

与其所处的微环境密切相关，这是骨髓间充质干细胞向

其他组织细胞分化的主要原因之一。因此，处于受损皮

肤的微环境下，骨髓间充质干细胞可能具有向皮肤组织

细胞转化的潜能。 

严重创伤、大面积烧伤、整形术后的创面覆盖是一

个十分重要的问题，除利用患者自身皮肤组织外，人们

已采用过同种皮、异种皮、人造皮、以及其他生物膜等

材料来覆盖创面，但由于这些材料的排异性使其应用受

到一定限制[15]。近些年研究表明，骨髓间充质干细胞在

皮肤微环境下可分化表皮细胞、真皮细胞、血管内皮细

胞、及皮肤附属器细胞等，为组织工程化皮肤提供了新

的种子细胞来源[16-17]。部分组织工程皮肤产品已取得美

国食品与药物管理局的许可而应用于临床，尽管取得了

一定疗效，但距离具有与正常皮肤类似的结构及屏障功

能的组织工程皮肤尚有不少差距[18]。大量研究发现，骨

髓间充质干细胞具有多向分化潜能，在体内可以分化为

表皮细胞和血管内皮细胞，并且迁徙到皮肤损伤处加速

创面愈合，其促进创伤愈合的过程同时体现了自身的细

胞分化过程[19]。在不同创伤组织中，外源输注或内源性

的骨髓间充质干细胞的生物学特性和分子生物学特性

不断发生改变，最终形成具有组织特异的细胞表型[20]。 

丝素蛋白，是从蚕丝中提取的天然高分子纤维蛋白，含

量占蚕丝的70%-80%，含有18种氨基酸，其中甘氨酸

(gly)、丙氨酸(ala)和丝氨酸(ser)，约占总组成的80%以

上。丝素本身具有良好的机械性能和理化性质，如良好

的柔韧性和抗拉伸强度、透气透湿性、缓释性等，而且

经过不同处理可以得到不同的形态，如纤维、溶液、粉、

膜以及凝胶等。苗宗宁等[3]探讨了丝素蛋白材料与胎盘

间充质干细胞的生物相容性。实验运用丝素蛋白溶液包

被的培养瓶培养胎盘间充质干细胞，流式细胞术分析其

表型并对其定向分化潜能进行探讨；胎盘间充质干细胞

置于丝素蛋白膜材料培养后通过扫描电镜观察细胞形

态变化。结果显示，用丝素蛋白溶液包被的培养瓶培养

的胎盘间充质干细胞，其生长特性、表面标志、多向分

化潜能无明显变化；胎盘间充质干细胞在丝素蛋白膜材

料上生长良好，培养8 d时材料上细胞伸展增殖，分泌

大量颗粒状、网状基质物质，材料间隙被基质填满。结

果表明丝素蛋白材料不影响胎盘间充质干细胞的生长

特性、表面标志和多向分化潜能，具有良好的生物相容

性。有研究为深入研究丝素蛋白在修复大鼠皮肤缺损过

a: BMSCs in the experimental group are located in reconstructed 
epidermis and dermal tissues (×40) 

Figure 5  Expression of the 5-bromodeoxyuridine labeled 
bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) in 
the skin defect site of the experimental group and 
the cell group (Immunofluorescence staining)   

图 5  实验组与细胞组术后 4 周皮肤缺损部位带有 5-溴脱
氧尿核苷标记骨髓间充质干细胞的表达(免疫荧光染
色) 

b: A little amount of BrDU labeled BMSCs could be seen in the cell group
(×200) 
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程中的作用机制，用免疫组织化学方法分别检测CD90、

转化生长因子β1、α-SMA、Ⅰ、Ⅲ型胶原在天蚕丝素材

料、家蚕丝素材料和海绵材料修复大鼠皮肤缺损过程中

的表达水平，探讨材料对主要修复细胞的影响，分析成

纤维细胞CD90表达及其增殖、合成、收缩等功能的相

关性。得出实验结论：天蚕丝素和家蚕丝素作为真皮支

架材料没有明显差别，移植后局部炎性反应均较轻，具

有良好的组织相容性，都可用作真皮缺损的修复材料；

组织芯片具有效率高、质控好的优点，适合多因素比较

研究，可用于修复大鼠真皮缺损的相关实验研究；丝素

蛋白支架材料作为真皮模板早期能诱导创面周围和基

底的成纤维细胞长入，后期可使CD90阳性成纤维细胞

降低，可能减少成纤维细胞向肌成纤维细胞分化，减轻

瘢痕挛缩；实验结果提示在丝素蛋白支架材料修复大鼠

真皮缺损中成纤维细胞CD90表达和转化生长因子β1、

α-SMA表达具有相关性，三者之间可能存在一定的协同

关系。另有研究探讨了人脐带间充质干细胞的体外分

离、纯化及培养条件，并对其生物学特性进行研究；观

察了人脐带间充质干细胞冻存复苏后向脂肪细胞定向

分化的能力；观察了蚕丝素多孔支架对人脐带间充质干

细胞吸附作用及支架对人脐带间充质干细胞形态、功能

及活性的影响，探讨蚕丝素多孔支架与人脐带间充质干

细胞构建组织工程脂肪的可行性。得出实验结论：人脐

带间充质干细胞能在体外培养、扩增，并且具有和骨髓

间充质干细胞相似的生物学特性；将人脐带间充质干细

胞冻存复苏后培养至第12代，仍具有向脂肪细胞分化的

潜能，可作为脂肪组织工程的种子细胞来源；蚕丝素多

孔支架对人脐带间充质干细胞具有良好的吸附作用，并

能维持其正常形态、功能及活性，蚕丝素多孔支架是人

脐带间充质干细胞三维立体培养时良好的天然支架，该

支架是一种理想的生物可降解支架，人脐带间充质干细

胞接种于蚕丝素多孔支架可构建出组织工程脂肪。谢军

军等
[21]探讨了不同结构丝素蛋白支架材料对小鼠胚胎

成纤维细胞NIH-3T3生长繁殖性能的影响。实验将

NIH-3T3接种在丝素蛋白纳米纤维膜和浇铸膜上进行

体外培养，并设空白对照组。通过MTT法、苏木精-伊

红染色、扫描电镜来分析不同结构丝素蛋白膜的生物相

容性。结果显示，增殖培养4 d时实验组细胞A值与对照

组相比差异有显著性意义(P < 0.05)；增殖培养7 d时实

验组细胞A值相比与空白组差异无显著性意义 (P > 

0.05)。而对照组细胞A值与空白组相比差异有显著性意

义(P < 0.05)。苏木精-伊红染色、扫描电镜显示NIH-3T3

细胞在纳米纤维膜上比在浇铸膜上有更好的生长和连

接状态。表明与丝素蛋白浇铸膜相比，NIH-3T3细胞在

纳米纤维膜上表现出更好的增殖能力，无明显细胞毒性

表现；丝素蛋白纳米纤维膜具有良好的生物相容性，是

皮肤组织工程的良好载体。 

作为组织工程支架材料，丝素蛋白还必须具有良好

的生物相容性。陆艳等[22]初步观察了多孔丝素材料的体

内组织相容性。实验将多孔丝素支架埋藏于SD大鼠背

部皮下，术后2，4，6，8周分别取材，对伤口局部及材

料情况大体观察，然后材料切片苏木精-伊红染色行组

织学观察。结果显示，动物伤口愈合良好，多孔丝素表

面形成极薄的纤维包裹，周围组织反应轻微；组织切片

观察见炎细胞浸润，以巨噬细胞为主，支架材料边缘孔

隙内有成纤维细胞和毛细血管长入；术后8周时材料边

缘部分可见支架结构崩解现象，而材料内部变化不大。

结果表明组织细胞可以沿多孔丝素支架表面贴附生长，

提示支架材料具有较好的组织相容性。马亮等[23]应用天

然高分子材料丝纤维制备三维丝素蛋白支架材料，并探

索其方法的可行性。实验方法：①用全物理相过程制备

三维疏松多孔的丝素蛋白支架材料，将鼠骨髓间充质干

细胞与上述载体材料体外复合培养。②观察指标：应用

倒置显微镜、扫描电镜观察细胞与材料复合生长情况；

复合培养1周后流式细胞仪检测细胞周期了解材料有无

致畸性；在培养第2，4，6，8天用MTT法测定细胞增殖

情况；诱导培养条件下在第2，4，6，8天测定碱性磷酸

酶活性，了解材料对骨髓间充质干细胞分化的影响。结

果显示：①倒置相差显微镜和扫描电镜观察显示材料为

疏松多孔结构，孔隙大小较均一，骨髓间充质干细胞能

在材料上良好地黏附、增殖和生长。②复合培养条件后

流式细胞仪检测显示细胞周期未受材料的影响，未检测

到有异倍体细胞。③MTT法检测显示细胞增殖未受材料

的影响，诱导培养条件下检测碱性磷酸酶活性显示其未

受到材料的影响。结果表明用全物理相过程可初步制备

具有良好的生物相容性和较好孔隙率的三维疏松多孔

天然支架材料，其有望作为组织工程理想支架材料。赵

广建等[24]文章综述了丝素蛋白的生物相容性及应用的

研究进展，寻找最佳人工皮肤以应用临床。文章应用计

算机检索CNKI和PubMed数据库中1992年2月至2011

年3月关于丝素蛋白生物相容性，在组织工程皮肤、生

物材料领域应用的文章，在标题和摘要中以“丝素蛋白；

生物相容性；组织工程；生物材料；应用”或“Silk fibroin；

Biocompatibility ； Tissue Engineering ； Biological 

materials；Application”为检索词进行检索，选择文章

内容与丝素蛋白的生物相容性及应用相关，同一领域文
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献则选择近期发表或发表在权威杂志文章。初检得到

215篇文献，根据纳入标准选择22篇文章进行综述。结

果显示，对丝素蛋白特性及研究应用的了解，有利于皮

肤损伤后的修复和重建，以皮肤细胞本身作为皮肤替代

物修复缺损，以达到恢复组织器官的形态和功能，有良

好的机械性能和理化性质及有良好的生物相容性，对表

皮细胞生长具有一定的促进作用，但将其应用于临床治

疗方面仍需要很长的时间，尚有一些问题需要进一步研

究、解决。宁丽等[25]对医用丝素蛋白皮肤再生膜进行一

系列生物学试验和生物相容性研究，实验将医用丝素蛋

白皮肤再生膜材料按国际标准化组织标准要求制备浸

提液，进行急性全身毒性试验、皮肤原发刺激试验、细

胞毒性试验，以及Ⅰ型胶原、纤维连接蛋白mRNA基因

表达等试验，综合分析评价其生物相容性。结果显示，

医用丝素蛋白皮肤再生膜的急性全身毒性试验、皮肤原

发刺激试验、细胞毒性试验，以及Ⅰ型胶原、纤维连接

蛋白mRNA基因表达等试验都显示阴性结果，结果表明

从整体、细胞和分子生物学水平研究提示医用丝素蛋白

皮肤再生膜具有良好的生物相容性。 

本实验结果表明，实验组创面愈合速度和效果均

优于细胞组、对照组和空白组，术后4周皮肤即已成活，

创面平整，无明显瘢痕形成；组织学观察可见形成了

具有表皮和真皮的皮肤样结构，基底膜完整，同时可

见大量移植的细胞存活。术后8周，组织工程皮肤创面

愈合明显，皮肤平整光滑，重建的皮肤组织中表皮层

细胞增多，一方面是由于创面边缘的表皮细胞具有高

度迁移性，具有在最短时间内修复表皮创面的作用；

另一方面骨髓间充质干细胞 在创面微环境作用下，具

有向病变部位迁移并分化成机体所需相应细胞的能

力。理论上通过鼠尾静脉注射骨髓间充质干细胞悬液

应该达到同样的愈合效果，但由于细胞在体内循环后

到达缺损部位的只有少量细胞，所以愈合效果几乎和

空白组一样，这与国外学者的研究结果一致 [4]。而直

接在创面注射细胞，由于缺乏营养供应，细胞存活较

少，效果差[20]。对照组由于未复合细胞，只是起到覆

盖作用，所有创面愈合情况不是很好。综上所述，利

用异体骨髓间充质干细胞与丝素蛋白膜材料复合后进

行体表移植，可以形成具有表皮和真皮样结构的皮肤

替代物进行创面缺损修复。丝素蛋白可以作为组织工

程皮肤研究中新型且更具实用价值的支架材料，同时

也为异体骨髓间充质干细胞 作为种子细胞进行组织

工程全层皮肤构建的临床前应用研究提供相关实验依

据。 
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