
中华烧伤杂志 2011年 l2月第 27卷第6期 Chin J Burns，December 2011，Vo1．27，No．6 

激光微孔猪脱细胞真皮基质的制备及生物相容性评价 

林才 罗旭 王平 万丽 徐建军 曾逃方 毛葱 辛国华 

近年来，国内外研究者寻求用异体(种)真皮或其他生物 

材料研发可植入式真皮替代物，其 中取 自猪皮的 ADM因其 

完整的胶原三维结构且来源广泛尤受重视 ，但因不能早期充 

分血管化，影响临床效果及推广 。提高植入性材料本身 

的快速血管化能力 ，是 目前组织工程材料急需解决的关键技 

术难题之一。本研究中，笔者采用独特激光模板悬空打孔技 

术(国家发明专利 申请号 ：2010101273690)研制激光微孔猪 

ADM(LPADM)材料，研究其生物相容性和血管化能力。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂、仪器及动物来源 

亲和素一生物素一复合物(ABC)试剂盒 以及 IL一10、IL．6、 

TGF—p 、血管内皮生长因子(VEGF)quantikine ELISA检测试 

剂盒(美国 R&D公司)，层粘连蛋白(LN)ELISA检测试剂盒 

(德国 antibodies-online GmbH公 司)，DMEM 培养基 (美 国 

Gibco公司)，FBS(奥地利 PAA公司)。MK3型酶标仪[赛默 

飞世尔(上海)仪器有限公司]，电动取皮刀(美国 Zimmer公 

司)，紫外激光器(美国相干公司)，H一600型透射电镜(日本 

日立公 司 )，FEI Quantan200型扫描 电镜 (荷 兰 FEI公司 )，倒 

置相差显微镜及照相系统(日本 Olympus公司)。 

体质量25 kg左右健康雄性小白猪 1只，购 自温州医学 

院实验动物中心。体质量 250 g左右雄性无特殊病原体级 

SD大 鼠 44只 ，购 自上海斯莱 克实验动物有限责任公司 。 

1．2 LPADM及无孑L猪 ADM的制备及检测指标 

将小白猪处死，肥皂水洗刷、去毛后剥取全层皮肤 ，去脂 

后用体积分数 0．1％苯扎溴铵浸泡 15 min，生理盐水冲洗干 

净 ，电动取皮刀取 0．2 mm厚刃厚皮，去除表皮及基底膜层， 

在真皮组织上再切取约 0．3 mm厚断层真皮片，分成 2部分 

进行如下处理。(1)一部分猪真皮采用独特激光模板悬空打 

孔技术处理。将真皮片悬空固定在激光加工设备平台上 ，保 

持皮片上下表面平整且湿润，调节设备参数为出射功率密度 

最小 10 000 W／mm ，孔间隙 1 mm，孔径 0．1～0．8 mm(优选 

135 m)，经由相应大小孔径和孔间隙激光模板 引导，在 

1．0 em×1．0 cm区域形成 100个微光区，快速击穿样品获得 
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激光微孔猪真皮基质。参照文献[4]方法脱除微孑L化猪真皮 

细胞并交联 ，获得 LPADM， co照射灭菌后制成 5．0 cm× 

5．0 cm大小，4℃冰箱保存。(2)另一部分猪真皮不打孔，同 

上脱细胞及交联制成同样规格无孔猪 ADM，4℃冰箱保存。 

对所制备的 LPADM进行大体、组织学及扫描电镜观察。 

1．3 体外实验 

取 LPADM与无孔猪 ADM样本 ，制成2．0 em×2．0 cm× 

0．3 mm大小，分别置于 6孔培养皿中，用含体积分数 10％ 

FBS的 DMEM培养液(Fb培养液)培养。取 1只 SD大鼠，常 

规分离培养皮肤 Fb，取 1．8 mL第 3代 Fh(1×10 个／mL)接 

种于 2种 ADM表 面 ，分 别为 LPADM 组 与无 孔猪 ADM 组 。 

另设仅用 Fh培养液培养的 Fh为对照组。 

4O倍倒置相差显微镜下观察各组 Fb生长情况。接种后 

第 1、3、5天，采用双抗体夹心 ABC—ELISA法测定各组 Fb细 

胞活性因子 IL一10、IL一6、TGF—p】、LN、VEGF在 492 nm波长处 

的吸光度值，每组每时相点 6个样本，具体操作按相应试剂 

盒说明书进行 。 

1．4 动 物实验 

1．4．1 皮下埋植 及检测指标 取 18只大 鼠，去 毛 24 h后 

用 30 g／L戊巴比妥钠腹腔注射(50 mg／kg)麻醉，对称“u”形 

切开脊柱两侧背部全层皮肤至深筋膜 ，造成 2．0 em×2．0 cm 

大小创面，将 LPADM与无孔猪 ADM剪裁成与创面同样大 

小 ，分别移植于大鼠左右两侧筋膜层上，打包固定，单笼饲养。 

于术后 1、3、10 d观察 大 鼠的皮 肤有无 过 敏 、感染 征象 

等，同时切取深筋膜下含有 LPADM与无孔猪 ADM的组织标 

本 行组织学检查 。 

1．4．2 LPADM复合 自体中厚皮片移植及观测指标 取 

25只大鼠，采用步骤 1．4．1中手术方式，在大 鼠背部造成 

1个 2．0 em×2．0 em大 小 的“口”形创 面 ，深筋 膜表 面 放置 

LPADM，将创区全厚皮片修薄成中厚皮片同步移植于其上， 

缝合、打包固定，单笼饲养。 

分别于移植术后 7、14、3O、60、120 d，按照随机数字表法 

取 5只大鼠，观察其体质量变化、死亡情况以及皮肤有无过 

敏、感染征象等，同时切取 LPADM标本行组织学检查。移植 

皮片成活标准为早期皮片色泽红润、平坦，与受皮区基底贴 

附紧密 。 

1．5 统计学处理 

数据以x±s表示，采用 SPSS 11．5统计软件对数据进行 

方差分析 。 

2 结果 

2．1 LPADM的大体、组织学及扫描电镜观察 

LPADM呈瓷白色，有光泽，柔软而富有弹性，未见明显 
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