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文题释义： 

脱细胞真皮基质：是去除了真皮中具有抗原性的细胞成分，而保留了原有胶原纤维结构的真皮支架。脱细胞

真皮基质的免疫活性较低，不会诱发宿主组织的排斥反应，能够为组织细胞提供一个良好的支架结构。 

戊二醛：是一种简单高效且应用广泛的交联剂，具有活性高、反应快等优点，但其本身具有较大的细胞毒性。 

甘氨酸：是人体内一种重要的非必需氨基酸，对人体无毒副作用，甘氨酸的氨基能与戊二醛的醛基反应生成

席夫碱，是有效的戊二醛中和剂。 

 

摘要 

背景：脱细胞真皮基质存在降解速率较快且不可调控、力学性能不佳等天然材料固有的缺点，对其进行戊二醛

交联改性是常用到的改善措施，然而戊二醛本身具有较大的细胞毒性，会影响脱细胞真皮基质的生物相容性。 

目的：利用甘氨酸中和封闭戊二醛分子中未参与反应的醛基，改善脱细胞真皮基质材料的生物相容性。 

方法：对脱细胞猪真皮基质依次进行戊二醛改性、甘氨酸中和处理，作为实验组，以单纯戊二醛改性的脱细

胞真皮基质为对照，利用 DNA 试剂盒检测实验组样品的 DNA 残留量。将未交联脱细胞猪真皮基质与实验组、

对照组样品浸泡于胶原酶溶液中，观察材料降解情况。分别以细胞培养基、高密度聚乙烯材料浸提液、实验

组样品浸提液与对照组样品浸提液培养小鼠成纤维细胞，培养 24 h 后，采用 MTT 法检测细胞增殖率。将小

鼠成骨细胞分别接种到实验组与对照组样品膜表面，培养 7 d 后，共聚焦显微镜下观察细胞状态。将实验组

与对照组样品膜片分别植入新西兰兔(深圳市医疗器械检测中心提供)皮下，2 周后取试样及其周围组织，进行

苏木精-伊红染色观察。动物实验经深圳市医疗器械检测中心伦理委员会审批。 

结果与结论：①实验组样品 DNA 残留量为(3.12±0.7) µg/g；②酶解 8 h，实验组与对照组样品的失重率无显

著差异，为 18%-21%，未进行戊二醛交联脱细胞猪真皮基质的失重率为 100%；③实验组与对照组样品浸提

液中小鼠成纤维细胞的增殖率分别为 98.1%，90.3%，细胞毒性均为 1 级；④实验组膜片表面的小鼠成骨细

胞繁殖旺盛，分布较为均匀，细胞骨架铺展较为充分；对照组膜片表面的成骨细胞数量较少且细胞团聚在一

起，细胞骨架未充分铺展开；⑤植入皮下 2 周后，两组膜片的胶原纤维结构均基本完整且清晰可见，实验组

植入部位周围组织炎症反应轻微，对照组炎症反应较为严重；⑥结果表明，甘氨酸封端可在保证降解性能的

前提下，提高戊二醛交联改性脱细胞真皮基质材料的生物相容性。 

关键词： 
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Abstract 

BACKGROUND: Acellular dermal matrix has the disadvantages of natural materials such as rapid and 

unregulated degradation and poor mechanical properties. It is a commonly used improvement measure for 

glutaraldehyde cross-linking modification. However, glutaraldehyde itself has a high cytotoxicity, which affects the 

biocompatibility of acellular dermal matrix. 

OBJECTIVE: To improve the biocompatibility of the glutaraldehyde cross-linked acellular dermal matrix by using 

glycine to neutralize remaining aldehyde groups. 

脱细胞猪
真皮基质 

戊二醛改性、甘
氨酸中和处理 

改性化学交联脱
细胞真皮基质 

检测项目： 
(1)体外酶降解测试； 
(2)外源性 DNA 残留水平； 
(3)体外细胞毒性实验； 
(4)材料表面细胞黏附情况； 
(5)动物皮下植入实验。 

结论： 
甘氨酸封端可在保证降解性能的前提下，提高戊二醛交
联改性脱细胞真皮基质材料的生物相容性。 

改性脱细胞真皮基质材料的生物相容性 
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METHODS: As an experimental group, the acellular porcine dermal matrix was cross-linked by glutaraldehyde and then neutralized by glycine. 

The control group was that acellular dermal matrix which was cross-linked by glutaraldehyde but not neutralized by glycine. The residual 

exogenous DNA of materials of the experimental group was detected by DNA kit. The uncrosslinked acellular porcine dermal matrix and the 

samples of the experimental group and control group were immersed in collagenase solution to observe degradation performance. Mouse 

fibroblasts were cultured in culture medium, high-density polyethylene extracts, sample extracts of the experimental group and control group, 

respectively. After 24 hours of culture, cell proliferation rate was determined by MTT assay. Mouse osteoblasts were seeded onto the 

membrane surface of the experimental group and the control group and cultured for 7 days. The cell status was observed under confocal 

microscope. The membrane materials of the experimental group and the control group were respectively implanted beneath the skin of New 

Zealand rabbits, and the samples with surrounding tissues were removed at 2 weeks later for hematoxylin-eosin staining observation. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The amount of DNA residues in samples of the experimental group was (3.12±0.7) µg/g. (2) After 

enzymolysis for 8 hours, there was no significant difference in the weight loss rate of samples between the experimental group and the control 

group (18%-21%), while the weight loss rate of samples without glutaraldehyde cross-linking was 100%. (3) After culture for 24 hours, the 

proliferation rates of fibroblasts cultured in the leaching liquor of samples in the experimental and the control groups were 98.1% and 91.3%, 

respectively. The results showed the level of cytotoxicity was both grade 1. (4) Osteoblasts spread evenly and multiplied vigorously on the 

membrane surface in the experimental group, while curled up and were few in number in the control group. (5) After membranes implanted 

beneath the skin of the rabbit for 2 weeks, tissues around the implant site of the experimental group showed a slight inflammatory response, while 

those in the control group showed severe inflammatory response. (6) These results suggest that glycine neutralizing remaining aldehyde groups 

could improve the biocompatibility of glutaraldehyde cross-linked acellular dermal matrix material on the premise of guaranteeing the degradation 

performance. 

Key words: guided bone tissue regeneration; barrier membrane; acellular dermal matrix; cross-linking; glutaraldehyde; glycine; neutralizing; 

degradation performance; biocompatibility 

 

0  引言  Introduction 

Buser等[1]在1993年提出了引导骨组织再生的概念，引

导骨组织再生技术的关键是将膜材料放置于骨缺损区与软

组织之间形成物理屏障，阻止上皮组织长入骨缺损区，为

骨组织再生创造相对封闭的空间[2]。引导骨组织再生屏障

膜大致分为2种，一种是以聚四氟乙烯膜为代表的不可吸收

屏障膜[3]；另一种是以胶原膜、聚乳酸膜为代表的可吸收

屏障膜。不可吸收屏障膜具有暴露率高、并发症多等缺   

点[4-5]，且在骨愈合后需要行二次手术取出[6]；而可吸收屏

障膜会在骨愈合过程中逐渐被人体吸收，无需另行手术取

出，不仅降低了伤口感染率，还明显减轻了患者痛苦，在

临床上备受青睐[7-9]。 

脱细胞基质膜是可吸收引导骨组织再生屏障膜材料中

研究的热点之一，其制备的特点是通过物理、化学、生物

等方法去除真皮组织中具有免疫原性的细胞成分，最终只

保留胶原蛋白等细胞外基质成分及其原有的三维结构[10]。

胶原蛋白是细胞外基质中的主要成分，具有多种生物学优

势，比如良好的组织整合能力、弱免疫原性、促进细胞生

长、促进伤口愈合、利于成骨细胞黏附等[11-14]。用于制备

研究脱细胞基质膜的原材料有多种，包括猪真皮、牛真皮、

人尸体皮等，其中猪真皮组织来源广泛，不会涉及伦理问

题，也可避免牛源性原材料所存在的疯牛病病毒传播等风

险，还能提高农副产业的附加值，具有较高的研究价值及

商业价值。达静姝等[15]以HUVEC脐带内皮细胞为模型探讨

猪/牛脱细胞真皮基质的新生血管化作用，发现脱细胞真皮

基质与商售引导组织再生产品Bio-Gide膜具有相当或更好

的成血管作用。张丽娜[16]将脱细胞真皮基质应用于口腔牙

种植引导骨再生取得了良好的修复效果。 

目前脱细胞基质膜虽已在口腔领域得到成功应用[17-19]，

但其本身仍存在天然材料固有的缺点，例如降解速率较快且

不可调控、力学性能较差等[20-23]。物理交联、化学交联及生

物交联是常用来改善这些缺点的技术手段，在化学交联方法

中常用的交联剂戊二醛，具有简单高效、应用广泛的特    

点[24-25]，但其本身具有较大的细胞毒性，在被用于脱细胞基

质改性时，材料的生物相容性往往会因戊二醛分子中残留的

醛基而变差[26]。此次研究选用猪真皮组织作为原材料，通过

一系列处理工艺制备出脱细胞基质膜，在膜片经过戊二醛交

联改性之后，再用甘氨酸中和未反应的醛基，以提升材料生

物相容性，降低材料植入早期宿主机体炎症反应。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  观察性实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年3至10月在深圳兰度生

物材料有限公司研发中心实验室(广东省医用高分子植入

材料工程技术研究中心)、深圳市医疗器械检测中心完成。 

1.3  材料  新鲜猪皮组织购于普通市场；高密度聚乙烯、

小鼠成纤维细胞株L-929、小鼠成骨细胞MC3T3(深圳市医

疗器械检测中心提供)；戊二醛(分析纯)、甘氨酸(Aladdin

公司 )；E.Z.N.A.TM Mag-Bind Tissue DNA Kit试剂盒

(Omega Bio-Tec公司)；胶原酶、MTT溶液(Sigma公司)；

MEM培养基、胎牛血清、浸提介质(Gibco公司)；酶标仪

(Bio-Rad公司)；二氧化碳培养箱(Thermo公司)。 

实验动物：6月龄健康雌性新西兰大白兔3只，体质量

2.0-2.5 kg，由深圳市医疗器械检测中心提供。 

1.4  实验方法 

1.4.1  改性交联脱细胞真皮基质材料的制备 

预处理过程：将猪皮清洗干净，再去除猪皮组织的表皮

角质层与皮下脂肪组织，取真皮层，切割成合适大小，备用。 

脱细胞过程：将已切割好的真皮组织先用胰酶和

7%NaCl溶液交替处理3次，再用1%NaOH溶液浸泡12 h，

然后用PBS多次浸泡清洗。 

交联与中和过程：将脱细胞真皮基质浸泡在0.05%戊二
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醛溶液中一定时间后取出，用纯水清洗3次，再用0.1%甘氨

酸溶液中和未交联的醛基，中和完后纯水清洗，最后将皮片

平铺于聚四氟乙烯平板上冷冻干燥，辐照灭菌，备用。 

1.4.2  去细胞化的有效性评估  为验证脱细胞过程的有

效性，对材料进行苏木精-伊红染色及DNA定量分析。 

显微镜观察染色切片：使用梯度乙醇对基质膜进行脱

水，石蜡包埋，切片，苏木精-伊红染色观察。 

残留DNA定量检测：利用 E.Z.N.A.TM Mag-Bind 

Tissue DNA Kit试剂盒检测。准确称取待测样品10 mg，剪

成碎片，放入1.5 mL DNase-free无菌离心管内，加20 μL

蛋白酶K缓冲液和10 μL蛋白酶K(20 g/L)，加180 μL DEPC

水，56 ℃水浴中消化3 h，具体操作过程按照试剂盒内说

明书进行。向96孔黑色酶标板每孔加入125 μL上述样品液

和125 μL PicoGreen荧光染料反应液，每份样品设3个复

孔，加完后振荡混匀在室温下避光反应5 min，用酶标仪测

定DNA荧光强度，测试条件：以480 nm为激发波长，    

520 nm为发射波长，530 nm为截止波长。用DNA标准样

稀释成相应浓度做标准曲线，同时用DNA标准样模拟样品

DNA提取过程作回收曲线。 

1.4.3  体外降解实验  取未交联脱细胞真皮基质、单纯戊

二醛交联脱细胞真皮基质与改性交联脱细胞真皮基质，将

样品裁剪成2.5 cm×2.5 cm大小，精确称量(m0)后放置于 

50 mL离心管中，加入15 mL浓度为80 U/mL的胶原酶溶

液，使样品完全浸没，然后将离心管放置在37 ℃30 r/min

的摇床中，到预设时间点(4，8，12，24 h)后取出样品，

去离子水清洗3遍后，冷冻干燥，称质量(mt)，计算样品失

重率=(m0-mt)/m0×100%。 

1.4.4 体外细胞毒性测   依据国家标准GB/T 16886.5- 

2017规定的方法进行样品的体外细胞毒性检测。 

样品浸提液制备：无菌操作下取已经过辐照灭菌的改

性交联脱细胞真皮基质，裁成2.5 cm×2.5 cm大小，每片均

匀剪成三四小片，按照3 cm
2
/mL的比例加入含血清培养基

浸提介质，用15 mL离心管置于37 ℃摇床100 r/min振荡浸

提24 h。 

样品浸提液培养小鼠成纤维细胞：取已培养至对数生

长期的小鼠成纤维细胞株L-929，用胰蛋白酶消化混匀后取

20 µL，立即用细胞计数仪计数，并根据实际测量的细胞密

度加入适量细胞培养液，稀释成实验所细胞浓度约为1× 

10
8
 L

-1的悬液，将细胞悬液接种至96孔板中，每孔100 µL，

于37 ℃二氧化碳培养箱中培养24 h后，分4组培养，每组

6个复孔：弃去原培养液，实验组每孔加入100 µL改性交联

脱细胞真皮基质浸提液，对照组加入100 µL单纯戊二醛交

联脱细胞真皮基质浸提液，阴性对照组每孔加入100 µL高

密度聚乙烯浸提液，空白对照组加入100 µL含血清培养基

浸提介质，于37 ℃二氧化碳培养箱继续培养24 h。高密度

聚乙烯按0.2 g/mL的比例，与基质膜样品相同的方法浸提，

并用0.22 μm滤膜过滤除菌。 

MTT法检测细胞毒性：将上述96孔板中的浸提液吸掉，

每孔加入新鲜配置的MTT溶液50 µL，继续培养2 h；小心去

除孔内液体，加入100 µL异丙醇后37 ℃震荡培养10 min，

使用荧光酶标仪570 nm和650 nm波长测定吸光度。细胞相

对增殖率=实验组吸光度÷空白对照组吸光度×100%，细胞

增殖率与细胞毒性级别之间的对应关系见表1。实验重复3

次。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5  膜表面细胞黏附实验 

膜表面接种MC3T3小鼠成骨细胞：取单纯戊二醛交联

脱细胞真皮基质膜与改性交联脱细胞真皮基质膜，裁剪成

直径为1 cm的圆形，置于24孔板中，每孔缓慢滴加500 µL

小鼠成骨细胞MC3T3悬浮液于膜表面，使每个膜样品上接

种1×10
4个细胞，在37 ℃二氧化碳培养箱中培养。 

取样染色观察：细胞在材料表面培养7 d后取样，先用

37 ℃温水浴的PBS轻柔地清洗2次，每次5 min，再固定于

甲醛溶液中20 min，4 ℃保存；待样品固定好，用PBS洗

去固定液2次，每次10 min；0.1%Triton处理10 min，

1%BSA封闭30 min，5 mg/L罗丹明-鬼笔环肽室温染色

30-60 min，PBS清洗2次，每次10 min；DAPI染10 min，

PBS清洗2次，每次10 min，吸去多余液体，加荧光封固液，

共聚焦显微镜下观察。实验重复2次，每次每组设3个平行。 

1.4.6  皮下植入实验  取3只健康的新西兰大白兔，麻醉

后对其皮肤进行常规消毒，沿兔脊柱正中线两侧距脊柱约 

2 cm处进行皮下植入，植入量为1片/位点，每侧3个位点，

实验组植入改性交联脱细胞真皮基质膜，对照组植入单纯

戊二醛交联脱细胞真皮基质膜，实验组与对照组各占一侧。

植入后缝合各层组织，关闭皮肤，将实验兔饲养在不锈钢

笼舍，室温控制在19-23 ℃。植入2周后处死实验兔，沿

脊柱作纵向切口，打开皮肤充分暴露样品植入部位，取试

样及其周围组织，置于体积分数10%甲醛中固定24 h后，

使用梯度乙醇对切好的组织块进行脱水，石蜡包埋，切片，

苏木精-伊红染色观察。动物实验经深圳市医疗器械检测中

心伦理委员会审批。 

1.5  主要观察指标  改性交联脱细胞真皮基质的外源性

DNA残留水平、体外降解速率、细胞毒性、细胞黏附及动

物体内组织相容性。 

1.6  统计学分析  所得数据以x
_

±s表示，计量资料采用t 

检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

细胞相对增殖率 细胞毒性级别 细胞增殖能力 

≥100% 0 级 优 

≥80% 1 级 优 

≥50% 2 级 良好 

≥25% 3 级 一般 

≥1% 4 级 差 

 

表 1  细胞毒性级别评价标准 

Table 1  Evaluation criteria for cytotoxicity grades 
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2  结果  Results  

2.1  去细胞化的有效性  动物源医用生物材料中的细胞

物质，会引起宿主机体的炎症反应及刺激性免疫反应，因

此需要保证材料在制备时细胞被有效脱除[27]。将脱细胞处

理前后的膜片分别进行苏木精-伊红染色，观察细胞残留状

况，见图1：未经脱细胞处理的猪真皮基质内可看到数量较

多且完整的细胞核，而经过脱细胞处理的猪真皮基质内未

见细胞物质残留。 

利用荧光染色法定量检测脱细胞真皮基质中的DNA残

留量为(3.12±0.7) µg/g，与商售脱细胞产品Bio-Gide中的

DNA残留量(6.26±1.2) µg/g相比差异有显著性意义(P < 

0.05)，见图2，满足文献中建议的阈值< 50 µg/g 
[28]。上述

检测结果表明脱细胞猪真皮基质中的细胞物质已基本上被

完全脱除，可确保材料的低免疫原性。 

2.2  体外降解速率实验结果  各膜片样品的体外酶降解

速率，见图3：酶解4 h时，未交联脱细胞真皮基质(曲线a)

膜片的失重率达86%，单纯戊二醛交联脱细胞真皮基质(曲

线b)与改性交联脱细胞真皮基质膜片(曲线c)的失重率只有

14%-17%；酶解8 h时，未交联膜片已完全降解，失重率

达100%，而两交联膜片仍保持完整的形状，失重率为

18%-21%。在各时间点，交联脱细胞真皮基质与两交联脱

细胞真皮基质的失重率比较差异有显著性意义 (P均< 

0.01)，两交联脱细胞真皮基质的失重率比较差异无显著性

意义(P > 0.05)。可见经戊二醛交联改性后脱细胞基质膜的

抗降解能力明显提升，同时利用甘氨酸中和封闭裸露醛基

不会对戊二醛交联带来的降解优势造成影响。 

2.3  体外细胞毒性实验结果  小鼠成纤维细胞L929在各材

料浸提液中培养24 h后的生长状态，见图4，3组细胞的生长

状态相近无明显差异，细胞均贴壁生长，伸展良好，大多数

呈梭型，细胞之间排列紧密，显示出良好的生长状态。 

阴性对照组、实验组、对照组的细胞增殖率分别为

105.1%，97.4%，89.3%，见表2，甘氨酸中和前后膜片的

浸提液均没有明显细胞毒性，对细胞增殖能力均没有显著

影响，但对比之下，利用甘氨酸封端膜片的浸提液中细胞

增殖率更高，表现出更优的细胞相容性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  细胞黏附实验结果  将小鼠成骨细胞MC3T3接种到

膜片表面，培养7 d后细胞在不同膜片表面的生长情况见图

5：交联改性脱细胞真皮基质膜片表面的成骨细胞繁殖旺盛

且细胞分布较为均匀，细胞骨架铺展得较为充分；单纯戊二

醛交联改性脱细胞真皮基质膜片表面的成骨细胞数量较少

且细胞团聚在一起，细胞骨架没有充分铺展开，另外还可观

察到少量残留的死亡细胞细胞核。实验结果表明戊二醛交联

改性的脱细胞真皮基质膜，经甘氨酸中和减少裸露醛基后，

有利于成骨细胞的黏附增殖，膜片的细胞相容性明显提升。 

2.5  皮下植入实验结果  将膜片植入兔皮下2周后取出样

品及周围组织，苏木精-伊红染色观察组织炎症情况，见图6：

图6A代表的是实验组膜片及植入位点周围组织，图6B代表

的是对照组膜片及植入位点周围组织，两组膜片移植物的胶

原纤维结构均基本完整且清晰可见，纤维之间有少量毛细血

管生长，且移植物周围有成纤维细胞增生，两组切片的不同

之处在于：对照组膜片可见大量中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、

淋巴细胞、单核细胞等炎性细胞弥漫散布，炎症反应较为严

重；实验组膜片仅受到少量炎性细胞浸润，表现出轻微的炎

症反应，实验结果表明用甘氨酸封闭戊二醛裸露的多余醛

基，能够有效降低基质膜皮下植入的早期炎症反应，提升基

质膜在体内的生物相容性。 

 

3  讨论  Discussion 

戊二醛是一种常用的胶原蛋白交联剂，具有活性高、反

应快等优点，对脱细胞真皮基质进行戊二醛交联改性是改善

其降解速率与力学性能的有效手段。Harriger等[29]利用戊二

醛交联胶原基质后，材料的降解吸收时间明显延长，但进一

步的研究发现，戊二醛的引入会导致材料的生物相容性变

差。Rothamel等[30]利用体外细胞黏附实验对比戊二醛交联

改性前后胶原基质的细胞相容性，发现在经戊二醛交联的胶

原基质表面几乎观察不到成骨细胞，而在未经戊二醛交联的

胶原基质表面成骨细胞数量较多且生长状态良好。由于戊二

醛的细胞毒性主要来源于分子中的醛基，Cheung等[31]提出

利用甘氨酸中和戊二醛醛基，能有效降低戊二醛分子的细胞

毒性。甘氨酸是人体一种重要的非必需氨基酸，同时也是构

成人体蛋白质的小分子物质，无毒副作用，生物相容良好，

在降低醛基毒性的同时不会引入新的毒性。此次研究利用戊

二醛对脱细胞真皮基质交联改性后，再利用甘氨酸中和封闭

戊二醛分子中未参与反应的醛基，细胞黏附实验与皮下植入

实验结果表明材料的生物相容性得到显著提升，具体表现为

膜片表面细胞增殖数量明显增多且细胞形态良好，同时皮下

植入周围组织的炎症反应明显降低。 

戊二醛分子中的醛基是一种具有较高活性的亲电基团，

又归类为活性羰基，能与细胞蛋白质、脂质和核酸发生反应，

导致细胞损伤，而带醛基的材料可通过改变蛋白质结构和功

能、增加氧化应激和羰基应激而导致机体炎症甚至疾病[32]。

在使用戊二醛对脱细胞真皮基质进行交联改性的过程中，部 

分戊二醛分子中只有一个醛基参与了反应，而另一个未参与 

表 2  不同材料浸提液的细胞毒性                        

Table 2  Cytotoxicity grading of different material leaching solutions 

表注：实验组采用改性交联脱细胞真皮基质浸提液；对照组采用单纯戊二醛交

联的脱细胞真皮基质浸提液，阴性对照组采用高密度聚乙烯浸提液。与对照组

比较，
a
P < 0.05。 

 

组别 细胞增殖率平均值(%) 细胞增殖率平

均值(x
_

±s，%) 

毒性 

等级 

 第 1 次

实验 

第 2 次

实验 

第 3 次

实验 

  

阴性对照组 105.1 97.0 109.0 103.7±6.1 0 级 

实验组 97.4 97.3 99.6 98.1±1.3
a
 1 级 

对照组 89.3 95.1 86.5 90.3±4.4 1 级 
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反应的醛基便会裸露在材料表面，当细胞在材料表面发生黏 

附行为时，这些裸露的醛基会对细胞发出毒性信号，影响

细胞的骨架形态以新陈代谢，导致细胞骨架蜷缩甚至细胞

凋亡；相反，当材料表面裸露的醛基被甘氨酸中和封闭之

后，醛基的毒性信号消失，细胞能够在材料表面正常黏附、

铺展、增殖。将带有醛基的材料植入动物皮下之后，周围

组织因感应到醛基的毒性刺激而产生防御机制，释放出大

量粒细胞、淋巴细胞、单核细胞等炎性细胞，试图通过吞

噬作用和酶消化除去植入材料，当醛基被生物相容性良好

的甘氨酸消耗掉之后炎因子减少，机体释放出的炎性细胞

也随之减少，炎症反应降低。不同于细胞黏附和皮下植入

实验，体外细胞毒性实验由于是采用材料浸提液对细胞进

图注：曲线 a 为未交联脱细胞基质的降解速率曲线，曲线 b 为单纯戊

二醛交联脱细胞基质的降解速率曲线，曲线 c 为戊二醛交联且甘氨酸

封端的脱细胞基质的降解速率曲线。在各时间点，交联脱细胞真皮基

质与两交联脱细胞真皮基质的失重率比较差异有显著性意义(P 均< 

0.01)，两交联脱细胞真皮基质的失重率比较差异无显著性意义(P > 

0.05)。 

图 3  不同改性脱细胞真皮基质膜片在胶原酶溶液中的降解速率 

Figure 3  Degradation curves of different samples in collagenase 

solution 

 

图注：图中 A 为未进行脱细胞处理的猪真皮基质膜，可见数量较多

且完整的细胞核；B 为脱细胞处理后的猪真皮基质膜，未见细胞物

质残留。 

图 1  细胞脱除前后真皮基质的苏木精-伊红染色切片(标尺为    

100 μm) 

Figure 1  Hematoxylin-eosin staining section of the dermal matrix 

before and after cell removal (scale bar=100 μm) 

 

图 2  脱细胞真皮基质和 Bio-Gide 膜中的 DNA 残留量 

Figure 2  Residual DNA content within the acellular dermal matrix 

and Bio-Gide membrane 

图注：图中 A 为高密度聚乙烯浸提液中的细胞生长状态；B 为改性交

联脱细胞真皮基质浸提液中的细胞生长状态；C 为单纯戊二醛交联脱

细胞真皮基质浸提液中的细胞生长状态。3 组细胞伸展良好，显示出

良好的生长状态。 

图 4  成纤维细胞在不同材料浸提液中培养 24 h 后的生长状态(标尺

为 50 μm) 

Figure 4  Growth states of fibroblasts cultured in different material 

leaching solutions for 24 hours (scale bar=50 μm) 

图注：图中 A 为改性交联脱细胞真皮基质膜表面，成骨细胞繁殖旺盛

且细胞分布较为均匀，细胞骨架铺展得较为充分；B 为单纯戊二醛交

联脱细胞真皮基质膜表面，成骨细胞数量较少且细胞团聚在一起，细

胞骨架没有充分铺展开，可见少量残留的死亡细胞细胞核。红色为罗

丹明-鬼笔环肽，蓝色为 DAPI 染色。 

图 5  小鼠成骨细胞 MC3T3 接种于不同基质膜表面培养 7 d 后的共

聚焦图(标尺为 100 μm) 

Figure 5  Confocal micro-graphs of MC3T3 mouse osteoblasts 

cultured onto the surfaces of different matrix membranes for 7 days 

(scale bar=100 μm) 

图注：图中 A 为改性交联脱细胞真皮基质膜皮下植入周围组织炎症情

况，胶原纤维结构均基本完整且清晰可见，纤维之间有少量毛细血管

生长，可见轻微炎症反应；B 为单纯戊二醛交联脱细胞真皮基质膜皮

下植入周围组织炎症情况，胶原纤维结构均基本完整且清晰可见，纤

维之间有少量毛细血管生长，可见严重的炎症反应。 

图 6  不同基质膜样品皮下植入 2 周后的苏木精-伊红染色组织切片 

Figure 6  Hematoxylin-eosin stained tissue sections after 

subcutaneous implantation of different matrix membrane samples 

for 2 weeks 
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行培养，材料与细胞之间没有直接接触，细胞感应到的毒

性刺激明显减弱，因而已用和未用甘氨酸中和的戊二醛交

联改性膜片浸提液中细胞增殖率没有较大差异。 

另外，在利用甘氨酸中和材料表面的醛基时，甘氨酸

分子中只有一个氨基能与戊二醛分子中的醛基发生键合反

应，不会形成交联，对膜片内部存在的交联结构无影响，

因此利用甘氨酸中和封闭裸露醛基，既能体现戊二醛交联

改性的抗降解优势又能保证材料具有良好的生物相容性。 
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