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文题释义： 

脱细胞真皮基质：是由动物或人类皮肤制成的无细胞组织薄片。它去除了皮肤的全层表皮及真皮层中的全部

细胞成分，而保留了真皮的胶原成分和组织基本结构，同时也保留了基底膜成分。由于皮肤移植中的排斥反

应主要是由细胞免疫引起，在去除了具有较强原性的细胞成分后，以胶原蛋白为主要成分的脱细胞真皮基质

本身抗原性很低，几乎不引起宿主的排斥反应，可以在宿主体内长期存留并最终被降解和引导正常组织重建。 

角蛋白：属于细胞支架蛋白质类，它通过形成中间纤维网络维持上皮细胞和组织的完整性。角蛋白 19作为细

胞中间丝的重要组成能起到维持细胞形态的作用。细胞角蛋白 19是检测表皮干细胞的重要指标，在正常皮肤

的基底层细胞呈阳性表达，在皮肤鳞状细胞癌中的表达与细胞的分化程度有关，分化越低表达越强，分化越

高表达越弱，甚至不表达。 

 

摘要 

背景：构建组织工程皮肤的种子细胞和支架材料多种多样，探索更为合适的构建方法亦是国内外专家学者争

相研究的热点。 

目的：探讨组织工程皮肤促进大鼠皮肤缺损创面愈合的可行性。 

方法：选用 6-8 周龄 SD 大鼠，采用全骨髓贴壁培养法分离、培养、纯化骨髓间充质干细胞。利用人包皮为

材料，采用酶消化法制作脱细胞真皮。以骨髓间充质干细胞为种子细胞，脱细胞真皮为支架材料，构建组织

工程皮肤，将其覆盖于 SD 大鼠皮肤缺损创面，另设置单纯移植脱细胞真皮组和空白对照组。记录创面愈合

时间并计算创面闭合指数。移植 2 周后创面取材行苏木精-伊红染色，CK19 及 BrdU 免疫组织化学染色，以

评价创面的愈合情况。 

结果与结论：①3 组创面闭合指数：组织工程皮肤组>脱细胞真皮组>空白对照组，组间两两比较差异均有显

著性意义(P < 0.05)；②3组创面愈合时间：组织工程皮肤组<脱细胞真皮组<空白对照组，组间两两比较差异

均有显著性意义(P < 0.05)；③组织工程皮肤组有 BrdU阳性细胞表达，组织工程皮肤组 CK19表达显著高于

脱细胞真皮组、空白对照组；④结果表明，应用骨髓间充质干细胞与脱细胞真皮构建的组织工程皮肤对全层

皮肤缺损创面具有很好的促进愈合作用。 

关键词： 

脱细胞真皮；骨髓间充质干细胞；组织工程皮肤；创面愈合；生物材料 

主题词： 

骨髓；间质干细胞；皮肤移植；伤口愈合；组织工程 

 

Tissue-engineered skin for skin wound repair: construction by human acellular 

dermal matrix combined with bone marrow mesenchymal stem cells   

 
Chi Kai, Wu Lei, Chen Long-jin, Li Yong-lin (Department of Plastic Surgery, the First People’s Hospital of 

Zhengzhou, Zhengzhou 450000, Henan Province, China) 

 

组织工程皮肤促进大鼠皮肤缺损创面愈合 

种子细胞： 
全骨髓贴壁培养法
分离、培养、纯化骨
髓间充质干细胞。 

支架材料： 
酶消化法制作
人脱细胞真皮。 

覆盖于 SD
大鼠皮肤
缺损创面 

检测指标： 
(1)记录创面愈
合时间并计算创

面闭合指数； 

(2)创面取材行
苏木精-伊红染

色 ， CK19 及
BrdU 免疫组织
化学染色。 

结论： 
应用骨髓间
充质干细胞

与脱细胞真
皮构建的组
织工程皮肤

对全层皮肤
缺损创面具
有很好的促

进愈合作用。 

构建组织工程皮肤 
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Abstract 

BACKGROUND: A variety of seed cells and scaffolds can be used for constructing tissue-engineered skin. Exploring a proper construction 

method is a hot topic of research. 

OBJECTIVE: To explore the feasibility of tissue-engineered skin to promote healing of skin wounds in rats. 

METHODS: Sprague-Dawley rats of 6-8 weeks old were taken to isolate bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) using the whole 

bone marrow adherent method. Then, BMSCs were cultured and purified in vitro. Human foreskin samples were digested using enzyme 

digestion method to make human acellular dermal matrix (ADM). Tissue-engineered skin was thereafter constructed using BMSCs as seed 

cells and ADM as the scaffold, to cover the skin defect wound in the rats. Skin wound covered with ADM and nothing was used as ADM and 

blank control groups, respectively. Wound healing time was recorded and wound closure index was calculated. Evaluation of wound healing 

was conducted through hematoxylin-eosin, CK19 and BrdU immunohistochemical staining of wound samples at 2 weeks after transplantation. 

RESULTS AND CONCLUSION: The wound closure indexes in the three groups were ranked as follows: tissue-engineered skin group > ADM 

group > blank control group, and there were significant differences between groups (P < 0.05). The wound healing time was shortest in the 

tissue-engineered skin group, shorter in the ADM group and longest in the blank control group, and there were also significant differences 

between groups (P < 0.05). Cells positive for BrdU were detected in the tissue-engineered skin group, and the expression level of CK19 was 

significantly higher in the tissue-engineered skin group as compared with the other two groups. In conclusion, the tissue-engineered skin 

constructed by BMSCs and ADM achieves good outcomes in the repair of full-thickness skin wound. 

Subject headings: Bone Marrow; Mesenchymal Stem Cells; Skin Transplantation; Wound Healing; Tissue Engineering 

 

0  引言  Introduction 

皮肤由表皮、真皮、皮下组织构成，覆盖在整个人体

表面，是人体最大的器官，对人体起保护屏障作用。各种

原因导致的皮肤缺损是整形外科工作中较为常见的疾病，

尤其是烧烫伤、手术后和全身慢性疾病导致的缺损创面，

不仅给患者带来身体上的痛苦，也造成了极大的精神压力

和沉重的经济负担。目前治疗此类创面的主要方法有自体/

复合皮移植、同种异体/异种皮移植[1]，但都存在着供区不

足、免疫排斥及传播疾病等缺点[2]。因此，寻找更好的皮

肤代替物来治疗皮肤缺损显得尤为必要。 

实验在体外构建骨髓间充质干细胞复合脱细胞真皮的

组织工程皮肤，探讨其促进大鼠皮肤缺损创面愈合的可行

性，希望为其应用于临床提供一定的理论依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  材料   

1.1.1  实验标本  取自郑州市第一人民医院泌尿外科行

包皮环切术后废弃的人包皮，患者年龄5-25岁，无传染病

及家族遗传性疾病。 

1.1.2  实验动物  清洁级成年SD大鼠，6-8周龄，体质量

200-250 g，雌雄不限，购自延安大学医学院动物实验中

心。 

1.1.3  实验试剂和仪器  SD大鼠骨髓间充质干细胞完全

培养基(广州赛业生物科技有限公司)；胰蛋白酶、BrdU工

作液(美国Sigma公司)；十二烷基硫酸钠；Thermo培养箱；

超纯水系统；超净工作台；荧光倒置显微镜；酶联免疫检

测仪；电子分析天平。 

1.2  实验方法   

1.2.1  骨髓间充质干细胞的分离培养   用体积分数为

75%乙醇浸泡颈椎脱臼法处死的SD大鼠20 min，无菌PBS

反复冲洗至乙醇无残留，取双侧股骨、胫骨，剪除骨的两

端，暴露髓腔，用含抗凝剂肝素的无血清SD大鼠骨髓间质

干细胞基础培养基反复冲洗骨髓腔，制备成单细胞悬液，

离心，弃上清，加入SD大鼠骨髓间质干细胞完全培养基，

分种于2个培养瓶中，以后每2 d换液1次，按1∶2比例传代

培养，依次标记为第1，2，3代等[3]。 

1.2.2  分子标记物检测  取处于对数生长期的第3代骨髓

间充质干细胞，PBS离心洗涤3次，300目尼龙网过滤，调

整细胞浓度为1×10
8
 L

-1，加入500 μL适当稀释浓度的FITC

标记的鼠抗人CD34、CD44、CD73、CD105单克隆抗体，

室温避光孵育30 min，流式细胞仪检测[4]。 

1.2.3  脱细胞真皮的制备  收集泌尿外科行包皮环切术

患者包皮，术前均告知实验目的并征得患者同意，将包皮

洗净、去脂，剪成2 cm×2 cm大小，以1 mol/L NaCl水溶

液37 ℃持续振荡24 h，机械分离残留的表皮细胞层，将分

离干净的皮片放入盛有0.5% SDS的烧瓶中室温振荡2 h，

使真皮中细胞成分完全脱净，将脱细胞真皮在PBS中(含青

链霉素)振荡洗涤3-5遍至SDS无残留，取部分脱细胞真皮

标本做苏木精-伊红染色观察，证实细胞成分完全脱净。将

制备好的脱细胞真皮置PBS中(含青链霉素)，4 ℃保存备

用[5]。 

1.2.4  组织工程皮肤的构建及检测  将脱细胞真皮制成

直径为1.5 cm的圆形皮片，放入6孔板中，基质面向上，加

入完全培养基浸泡12 h，置37 ℃培养箱中孵育4 h备用。

取处于对数生长期的第3代骨髓间充质干细胞，加入浓度为

100 μmol/L的BrdU工作液，37 ℃孵育48 h，调整细胞浓

度，按2.5×10
5
/孔接种于6孔培养板中(接种前需吸弃原培养

基)，置37 ℃，体积分数为5%CO2，95%湿度的培养箱中

培养，每2 d换液1次，每天在倒置显微镜下观察记录细胞

成活及生长状况，连续培养12 d，制作切片，苏木精-伊红

染色后进一步观察细胞在脱细胞真皮支架中的生长、伸展

情况，培养至14 d，创面移植备用。 

1.2.5  模型制作及分组  30只SD大鼠，用10%水合氯醛

按3 mL/kg麻醉，待麻醉生效后，涂脱毛剂脱毛，将SD大

鼠固定在木板上，常规碘伏消毒后，在鼠背部制作3个直径

为1.5 cm大小的圆形创面，使基底部深达肌肉层，将背部

分成4个象限，将3个创面按象限分成3组，第一象限为不

含骨髓间质干细胞的脱细胞真皮组，第二象限为含有骨髓
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间质干细胞的组织工程皮肤组，第三象限为空白对照组。

按分组情况分别移植含有骨髓间质干细胞的组织工程皮肤

及不含骨髓间质干细胞的脱细胞真皮(图1A)，创缘预留打

包线，凡士林油纱覆盖，适当压力打包缝合(图1B)，空白

对照组不移植任何材料仅覆盖凡士林油纱，其他处理同上，

术毕，分笼饲养。 

1.3  主要观察指标  1周后拆除荷包缝线，每日观察记录

创面愈合情况，按照伤口完全上皮化的标准，记录每组伤

口完全愈合的时间，并在第7，10，14天时创面用透明薄

膜覆盖描记创面愈合范围，扫描后采用Image-Pro Plus图

像分析软件计算各时间点的创面面积和创面闭合指数

(WCI)，创面闭合指数=(1-未愈创面面积/原始创面面积)× 

100%。在第2周时取创面组织标本做苏木精-伊红染色及免

疫组织化学染色，光学显微镜下行组织学观察。 

1.4  统计学分析  实验数据采用SPSS 17.0统计软件进

行处理，完全随机设计采用方差分析，两两组间比较采用

最小显著法(LSD)，所有结果数值以x
_

±s表示，P < 0.05(双

侧)为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  骨髓间质干细胞的形态  采用全骨髓贴壁培养法，第

7天时，细胞爬满瓶底达90%，呈长梭形或多角形，1∶2

传代培养后，8 h左右即可完成贴壁，细胞增殖较快，三四

天可长满瓶底，多为长梭形，类似成纤维细胞，呈漩涡状、

放射状生长，具有明显的方向性，细胞形态较为均一，见

图2。 

2.2  骨髓间质干细胞表面抗原的表达  应用流式细胞仪

检测骨髓间质干细胞表面抗原CD34，CD44，CD73，

CD105的表达分别为0.18%，99.54%，90.21%，96.43%，

CD34阴性表达，CD44、CD73、CD105阳性表达。有文

献报道CD44、CD73及CD105是目前比较公认的骨髓间质

干细胞表型分子，实验结果与文献报道一致[6-9]。 

2.3  创面愈合观察结果   

2.3.1  大体观察结果  创面移植组织工程皮肤后，所有动

物全部存活，术后创面干燥，未出现红、肿等感染症状。

组织工程皮肤组、脱细胞真皮组创面愈合速度较快，但组

织工程皮肤组创面缩小更为明显，空白对照组创面愈合较

慢。 

术后第2周时，组织工程皮肤组创面完全愈合，创面可

见上皮化组织，创面闭合指数为(100±0)%；脱细胞真皮组

创面未能完全愈合，创面周围可见向创面中心爬行的上皮，

但仍未达到完全上皮化，创面闭合指数为(95.64±1.51)%；

空白对照组创面较前明显缩小，仍有一定的创面未愈合，

周围未见上皮化组织，创面闭合指数为(84.84±2.55)%，两

两组间比较，差异有显著性意义(P < 0.01)，见图3和表1。 

组织工程皮肤组创面完全愈合时间为(14.2±1.5) d，脱

细胞真皮组为(16.7±2.3) d，空白对照组为(20.7±3.5) d，

两两组间比较差异有显著性意义(P < 0.05)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2  苏木精-伊红染色观察结果  术后第2周时，组织工

程皮肤组、脱细胞真皮组创面中胶原纤维排列有序，成纤

维细胞、纤维细胞及毛细血管数量均多于空白对照组，组

织工程皮肤组创面可见有新生表皮覆盖，但不可见毛囊、

汗腺等皮肤附属器结构，脱细胞真皮组创面周围有新生表

皮组织存在，但创面中心无表皮层覆盖，空白对照组创面

表现为肉芽组织增生现象，细胞各层次不清，可见中性粒

细胞和成纤维细胞，但是上皮化速度较慢，无表皮层覆盖，

见图4。 

2.3.3  CK19免疫组织化学染色结果  CK19为表皮细胞

的特异性标志物，术后第2周，各组创面取材行CK19免疫

组织化学染色，可见组织工程皮肤组、脱细胞真皮组皮肤

表层CK19表达增多，但组织工程皮肤组表达更为致密，空

白对照组表达略少，密度较低，见图5。 

2.3.4  BrdU免疫组织化学染色结果  移植后第2周组织工

程皮肤组创面取材行BrdU免疫组化检测，可见创面组织标

本中有大量的BrdU阳性表达细胞存在，细胞呈梭形或圆

形，提示创面愈合部位存在骨髓间充质干细胞或由其分化

的细胞，见图6。 

 

3  讨论  Discussion 

各种原因引起的皮肤软组织缺损，是致残的主要原因，

不但严重影响人们的生活质量，也给家庭和社会带来了负

担。目前还没有行之有效的方法，使创面得到完全愈合。

随着组织工程学的发展，使体外构建有生命的工程化组织

用以组织修复和器官功能替代成为可能，目前已经有多种

组织工程化皮肤被批准应用于临床[10]，用于烧、烫伤及各

种原因引起的皮肤缺损，并取得了不错的临床效果，如

Dermagraft、Integra、Apligraf等。但是，这些组织工程皮

肤仍然有许多不足之处，与实现创面完全愈合的标准相差

甚远[11]。 

表 1  各组不同时间点创面闭合指数比较                (x
_

±s，%)                        

Table 1  Wound closure index at different time after repair     

组别 7 d 10 d 14 d 

组织工程皮肤组 71.27±4.87
ab

 94.67±2.65
ab

 100±0.00
ab

 

脱细胞真皮组 61.71±3.39
a
 84.64±2.44

a
 95.64±1.51

a
 

空白对照组 24.76±4.18 58.54±3.26 84.84±2.55 

 
表注：与空白对照组比较，a

P < 0.001；与脱细胞真皮组比较，b
P < 0.001。 

表 2  各组创面完全愈合时间比较                      (x
_

±s，d)                        

Table 2  Comparison of wound healing time among groups     

组别 n 完全愈合时间 

组织工程皮肤组 30 14.2±1.5
ab

 

脱细胞真皮组 30 16.7±2.3
a
 

空白对照组 30 20.7±3.5 

 
表注：与空白对照组比较，a

P < 0.01；与脱细胞真皮组比较，b
P < 0.01。 
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实验将骨髓间充质干细胞与脱细胞真皮共培养，发现 

骨髓间充质干细胞的生长状态良好，与脱细胞真皮具有一

定的亲和力，为实验的进一步进行奠定了基础。组织工程

皮肤创面移植后，组织工程皮肤组的愈合速度明显加快，

14 d左右即可达到愈合标准，同时间段的脱细胞真皮组、

空白对照组均未能实现愈合，说明组织工程皮肤明显促进

了创面的愈合。移植第2周时，创面取材行苏木精-伊红染

色及免疫组织化学染色来检测创面愈合结果。苏木精-伊红

染色显示：组织工程皮肤组创面完全由新生表皮覆盖，脱

细胞真皮组、空白对照组均未实现表皮的完全覆盖。免疫

组织化学染色显示：组织工程皮肤组创面CK19的表达远远

多于脱细胞真皮组、空白对照组，而CK19为表皮细胞的特

异性标志物，此结果证实了组织工程皮肤组创面愈合的确

具有领先优势。BrdU免疫组织化学染色显示：只有组织工

程皮肤组创面结果为阳性，提示创面愈合部位存在骨髓间

充质干细胞或由其分化的细胞。以上实验结果从多方面验

图 1  组织工程皮肤移植修复创面 

Figure 1  Skin wound repair by tissue-engineered skin 

图注：图中 A 为创面移植物术中；B 为术毕打包加压包扎创面。 

 

 A 

 

B 

 

图 2  大鼠骨髓间质干细胞的形态 

Figure 2  Morphology of rat bone marrow mesenchymal stem cells 

图注：图中 A为第 3代骨髓间质干细胞(50%瓶底)；B 为第 3代骨髓

间质干细胞(100%瓶底)。 

 

 A 

 

B 

 

 A 

 

B 

 

图 3  各组创面愈合情况 

Figure 3  Wound healing in each group 

图注：图中 A 为术后 7 d时创面愈合情况；B为术后 14 d时创面愈

合情况。由图可见，组织工程皮肤组、脱细胞真皮组创面愈合速度较

快，但组织工程皮肤组创面缩小更为明显，空白对照组创面愈合较慢。 

 

 A 

 

B 

 

C 

 

图注：图中 A 为组织工程皮肤组，创面可见有新生表皮覆盖，但不可见毛囊、汗腺等皮肤附属器结构；B 为脱细胞真皮组，创面周围有新生表

皮组织存在，但创面中心无表皮层覆盖；C为空白对照组，创面表现为肉芽组织增生现象，细胞各层次不清，可见中性粒细胞和成纤维细胞，

但是上皮化速度较慢，无表皮层覆盖。 

图 4  各组创面组织苏木精-伊

红染色 

Figure 4  Hematoxylin-eosin 

staining of skin wound tissues 

 

 A 

 

B 

 

C 

 图注：图中 A，B 为组织工程皮肤

组、脱细胞真皮组皮肤表层 CK19

表达，其中组织工程皮肤组表达更

为致密；C为空白对照组 CK19表

达略少，密度较低。 

 

 图 5  各组创面组织免疫组织化学染色 

Figure 5  Immunohistochemical staining of skin wound tissues in each group 

图注：创面组织标本中有

大量的 BrdU 阳性表达细

胞存在，细胞呈梭形或圆

形。 

图 6  组织工程皮肤组创面 BrdU 免疫组化染色 

Figure 6  BrdU immunohistochemical staining of skin wound  

tissues after repair with tissue-engineered skin grafts 
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证了组织工程皮肤的促愈合作用，可为今后的临床实践提

供一条新线索。 

综上所述，采用全骨髓贴壁培养法分离骨髓间充质干

细胞操作简单易行[12]，经多种方法对所培养细胞进行检测，

结果均较肯定[13-18]。以脱细胞真皮为支架材料，骨髓间充

质干细胞为种子细胞共培养构建组织工程皮肤的设想可

行，也具可操作性。将组织工程皮肤移植于全层皮肤缺损

创面治疗后，效果肯定，具有重要的临床指导意义。但是，

骨髓间充质干细胞参与创面愈合的详细机制还不清楚，将

是今后研究工作的重点内容。 
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