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含银异种脱细胞真皮基质的实验研究 

余於荣 闵定宏 刘上基 王敏 郭光华 李 国辉 

【摘要】 目的 了解含银异种脱细胞真皮基质 (xeno—ADM)的多项生物学性状，观察其移植效 

果。 方法 制备单纯 xeno-ADM，再用 2 g／L硝酸银浸泡，制成含银 xeno—ADM。检测两种 xeno-ADM 

对笔者单位烧伤患者创面常见菌的抑菌效果 ，并进行组织学观察；测量含银 xeno—ADM 的 Ag 含量。 

在 27只家兔背部制作全层皮肤缺损创面，分为A、B、c组 ，每组9只。A组移植自体刃厚皮，B组移植 

单纯 xeno-ADM+自体刃厚皮，c组移植含银 xeno-ADM+自体刃厚皮。术后 2、4、6周取移植部位皮 

肤标本作形态学观察，并计算创面收缩率；术后 2周计算移植皮片(未)成活率，并检测各组家兔淋 

巴细胞增殖活性。 结果 (1)含银 xeno—ADM对创面常见菌的抑菌效果明显优于单纯 xeno-ADM 

(P<0．05)。两种 xeno．ADM中的表皮已完全除去，胶原纤维粗细均匀、排列规则、无明显变性，真皮 

中无细胞及细胞碎片。含银 xeno—ADM的Ag 含量为(2．7 4-0．7)mg／g。(2)术后 6周，A组家兔移植 

皮片呈暗红色，挛缩明显 ，易破溃，胶原纤维排列紊乱；B、C组移植皮片颜色接近周围正常皮肤，光滑 

无瘢痕 ，质 地 良好 ，胶原纤维排列有序 ，表皮-真皮连 接结构 和基底 细胞桥粒 、半桥 粒结构 以及基 底膜 

重建明显。术后 2、4、6周，A组家兔创面收缩率均明显高于 B、c组(P <0．05)；B、C两组创面收缩 

率相似(P >0．05)。术后 2周。c组皮片完全成活率为 91．7％，显著高于 A组 (77．8％)及 B组 

(80．6％)；3组家兔淋巴细胞增殖活性相似(P>0．05)。 结论 含银 xeno—ADM脱除了基质中有 

免疫原性 的细胞成分 ，保 留了组织 的基本结构 和完 整的胶原纤 维支架 ，且 具有较好 的局部抗 菌效果 ， 

不失为一种 良好的真皮替代物。 

【关键词】 硝酸银 ； 移植物排斥； 抑菌作用； 创面愈合； 异种脱细胞真皮基质 

Experimental study on xenogenie aeellular dermal matrix incorporated with silver YU Yu-rong．MIN Ding— 

hong，LtU Shang-ji，WANG Min，GUO Guang-bua，LI Guo-hui．Department ofBurns，The First Affiliated 

Hospital ofNanchang University ，Nanchang 330006 ，P．R． China 

【Abstract】 Objective To investigate the biological characteristics of xenogenic acellular dermal ma- 

trix(Xeno-ADM)incorporated with silver，and to observe its effect in grafting． Methods Xeno—ADM was 

prepared with 0．25％ trypsin and 0．5％ tfitonX-100 ．and then it was immersed in 2 g／L silver nitrate solu— 

tion to prepare xeno—ADM incorporated with silver． The bacterial inhibitory effect of two kinds of xeno—ADM 

on burn wound was determined，and the histological characteristic of the wounds was observed with optical 

microscope，transmission melectron microscope and scanning electron microscope． The Ag content in the 

xeno—ADM incorporated with silver was measured with atomic absorption spectrometer．Twenty—seven rabbits 

with full—thickness skin defects on the back were randomly divided into three groups，i．e．split—thickness skin 

autograft only(group A，n=9)，xeno—ADM with overlying split—thickness skin autograft(group B，n=9)，xe— 

no—ADM incorporated with silver with overlying split—thickness skin autograft(group C，n=9)．The skin 

specimens from grafted area in each group were harvested at 2，4 and 6 post—operation weeks(POW)and ex- 

amined under light microscope and transmission electron microscope．The condition of the gr ，the contrac— 

tion degree of the grafts and the histogical changes in grafting area were observed at 2，4，6 POW ．The surviv— 

al rate of the grafts was calculated and the proliferative activity of the lymphocyte in each group was deter- 

mined at 2 POW ． Results 1． Compared with xeno—ADM ，the anti—bacterial effect of xeno—ADM incorpo— 

rated with silver was much better(P <0．05)．No epidermis was seen in both types of xenografts，and the 

collagen fibers were even in size and arranged regularly，with no obvious degeneration，and the dermis was 

also devoid of cells and cellular components．The Ag content in xeno—ADM incorporated with silver meas- 

ured(2．7±0．7)mg／g．2．The grafts in B and C groups presented similar color to that of normal skin at 6 

POW ，and it was smooth，with fine texture and no scarring．The collagen fibers was arranged regularly，and 

conjunction between epiderm is and dermis，the structure of basal cell desmosome and semi—desmosome were 

well reconstructed．The grafts in A group was in dark red color．with obvious contraction．and easily broken． 

The contraction rate in A group at 2，4 and 6 POW were obviously higher than those in B and C groups(P < 

0．05)，while no obvious difference was observed between B and C groups．(P >0．05)．The overall surviv— 

al rate of the grafts in C group at 2 POW was 91．7％ ，which was evidently higher than that in A(77．8％) 
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and B(80．6％ )groups．The lymphocyte proliferative activity exhibited no differece among A，B and C 

groups(P >0．05)． Conclusion The xeno—ADM incorporated with silver has good anti—bacterial effect． 

In addition，it preserves the basic tissue structure and integral collagen fiber scaffold，without cells to induce 

rejection，SO that it can be used as an ideal dermal substitute． 

【Key words】 Silver nitrate； Graft rejection； Bacteriostasis； Wound healing； Xenogenic acellu一 
】ar derma】matrix 

异种脱 细胞真皮基质 (xenogenic acellular der- 

mal matrix，xeno—ADM)经临床使用效果较好，但也存 

在不足，主要是脱细胞真皮基质 (ADM)本身无抗感 

染能力，移植时对创 面的清 洁程度要求较 高，而烧 

(创)伤创面感染的机会较大 ，故移植成功率大受影 

响。为解决上述问题，笔者制备含银 xeno．ADM并 

进行动物移植实验 ，从微生物学 、组织学 、免疫学 等 

方面评价移植效果，以期获得一种抗原性低且有较 

强抑菌作用的真皮替代物。 

材料与方法 

一

、含银 xeno-ADM的制备 

1．预处理 ：新鲜猪皮若干张 ，25 cm ×20 cm，剃 

毛，去脂 ，肥皂水洗净。用辊轴式取皮刀制成厚度 

0．4 mm、面积 2 cm ×2 cm 的皮片。1 g／L氯 己定 

(洗必泰)溶液浸泡 30 min消毒，磷酸盐缓冲液 

(PBS)充分冲洗 3遍 。 

2．制备：(1)单纯 xeno．ADM：将预处理过的猪 

皮置于体积分数 0．2％戊二醛中浸泡交联 10 min。 

PBS冲洗 3遍 ，40 g／L NaHCO 处理 5 min后 ，置于 

0．5 mmol／L乙二胺 四乙酸(EDTA，北京华美生物工 

程公司)+2．5 g／L胰蛋白酶(美国Sigma公司)中， 

37 cI=下持续振荡 24～36 h。刮除表皮 ，用 PBS冲洗 

3遍，置体积分数0．5％Triton X-100(北京华美生物 

工程公司)中室温浸泡 24 h，持续振荡 。PBS冲洗 3 

遍后，储存于无菌 PBS中，4 cI=密封保存备用。(2) 

含银 xeno．ADM：将 上 述 部 分脱 细胞 皮 片浸 泡 于 

37 cI=、2 g／L硝酸银中 48 h，制成含银 xeno．ADM。 

二 、微生物学检测 

选用笔者单位烧伤患者创面常见的金黄色葡萄 

球菌 、大肠杆菌 、阴沟肠杆菌 、肺炎克雷伯菌和铜绿 

假单胞菌。将以上纯菌移入 肉汤或等渗盐水中 ，配 

制成 1．5×10。／L的菌液并均匀涂于琼脂平皿上 (直 

径 90 mm)。使用空心冲 ，将含银 xeno-ADM 和单纯 

xeno-ADM压制成直径 6 mm的圆形皮片，置于已涂 

菌的培养皿中(每个培养皿分 2个小区，分别放置 

两种皮片各 1块)，35 oC培养 24 h。观察皮片周围 

的抑菌圈 ，准确测量其直径 。每种细菌重复实验 20 

次。 

三、形态学观察 

1．大体观察：观察两种 xeno．ADM的色泽、表面 

光滑度、质地 、可塑性等物理性状。 

2．光学显微镜观察 ：取 4 mm×4 mm大小的两 

种xeno-ADM标本，用体积分数 10％甲醛固定，系列 

脱水 ，石蜡包埋 ，切片 ，HE染 色。于光学显微镜下 

观察皮片的脱细胞程度和胶原纤维排列情况。 

3．扫描 电镜观察 ：取 4 mm×4 mm大小的两种 

xeno—ADM标本，用体积分数 2％戊二醛固定，梯度 

乙醇脱水，临界点干燥 ，喷金。在 S-750型扫描电镜 

(日本 日立公 司)下观察真皮孔径 、纤维 网络支架 、 

粗细纤维走 向。 

四、含银量的测定 

随机取单纯 xeno-ADM 和含银 xeno．ADM各 6 

片，用 Z一8000型原子吸收光谱仪(日本日立公司)测 

量其 Ag 的含量 。 

五 、移植实验 

1．实验分组：健康成年新西兰大 白兔(南昌大 

学医学院动物房)27只，体重 2．0～2．5 kg，雌雄不 

拘 ，适应性单笼饲养 1周 。术 前 1 d其背部用 100 

g／L硫化钠脱毛。次 日用氯胺酮(40～50 mg／kg)腹 

腔内注射麻醉家兔 ，沿脊柱两侧各设计 2个2 cm×2 

cm的创面。用辊轴式取皮刀沿设计线取刃厚皮 (厚 

约 0．20～0．25 mm)待用 ，然后切除皮肤至深筋膜 

层 ，造成全层皮肤缺损 。将处理后 的家兔随机分为 

自体刃厚皮组(A组)、单纯 xeno．ADM+自体刃厚 

皮组(B组)和含银 xeno-ADM+自体刃厚皮组 (c 

组 )，每组 9只，分别 移植上述皮 片。术后用凡士林 

纱布及无菌敷料覆 盖创面 ，打包 固定 ，单 笼饲养 ，2 

周后换药。 

2．形态学观察：(1)大体观察移植创面的颜色、 

质地 、弹性 、抗摩擦性 、有无 毛发生长 等。(2)光学 

显微镜观察：移植术后 2、4、6周，分别在移植区中央 

取全层皮肤标本 ，用体积分数 10％ 甲醛 固定 ，切片 ， 

HE染色及 van Gieson(VG)染 色，光学显微镜下观 

察。(3)透射电镜 ：移植术后 6周 ，在移植区中央取 

全层皮肤标本，用体积分数 2％戊二醛固定，切片， 

于 H-600型透射电镜 (日本 日立公司)下观察。 

3．创面收缩率：术后 2、4、6周测量各组家兔创 
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面面秘 创而 收缩翠 =( 蚺创 l由 f一删 时创 

口_1 积 ) 原 始创 丌仃帆 x I(1(】％ 

4 皮 片(求 )成活宰 ：移 植木 2 酋伏打 丌包 

扎． 此时创 昱 红色 稚 ．视为移植皮片成flT1 

表皮和 皮成活面积 >移埴皮片 l积的 ％视为 

垒郡成衙；40％ ～95％为部分成活；<40％暂为求成 

活 应片 (求)成活率 =(未 )成活应 片数 一度 总 

数 x100％ 

5 淋岜细胞 增值淅 的榆测 ：移植术 再 2周 ．每 

蛆 各处死 3兀家 免 常 规分 辫脾 淋 巴细 胞．以 2 x 

10”／ml的 含量 控 种 十 禽 5 g／I伴 JJ甚球 蛋 广『A 

f ConA．荚 Sigma公 i】)的 RPMt[640完±培 养液 

(美 Sigma公 司)巾．每 只兔帅 细胞 接 种 24十孔 

(96扎板 )，十 37 1 体积 分数 5％CO、采 什下 培养 

48 h 录』_l=I喊 唑蓝 (M I r．L海 普飞 i：物拄 术有 限公 

- )比色法 ，}{]Mnhiskan Ascent Vl 24型酶 标仪f 

兰雷 勃公 司 ) 波 长 570 nn 下 检测 淋巴卦̈ 胞 的增 

肮活性 ．用吸光度 (A )值表小 

六 统 计学址理 

除应 茈活毕 采用 Rid h静析外 ．苴泉数据均 用 

± 表 示，进 行 ，榆骑或 方差讣析 

结 果 

一  微生物学榆洲 

含银 ⋯ -卜ADM 刈所涂 菌种产 生的 抑 圈 均叫 

显尢于单 纯 ⋯ ．̂1)M 的抑 菡 (P <0 05) 见丧 

二 ．形态学观察 

1大体舰 察 ：制 莆好 的 I 纯 ⋯-ADM 外观 呈 

乳 白色．表面半 光滑 ．# 内 有舒 市均 匀的 天然 毛 

孔 ．质地 震1 弹性好 易断 裂 

2 )t学 做镜 舰 察： 纯 川  ADM IlI的 在慢 

已经 完全际 击，真应I，七细胞 及细胞碎 片荇 ，但偶 

细胞 际后的空泡，未见任何皮呋附件桐l血管 

腔 1泉纤 维榭缃均 §』排州 规则 结柑 完帮 ．尤岍显 的 

蛮1 现 象 见同 I 龠诳 X(~IIO—ADM所见 情 棚同 

3 扫描 电 镜观察 一 纯 X~IIO—ADM 的表 1芷 无 

表 皮存 在 ．色细 血管 技山戊 细 胞完 牟 做破坏 淌 

化 形成 了大11、小等 『l勺卒泡结构 ．末 见菇他细胞 辟片 

或戏迹 真皮乳 头屡 疏松结 缔组织 向 表应窝 起 ．形 

目 1 lu ̂ I M十^ m城 

IIl 40 

戚嵴状乳 头即真皮 的乳头突起 、排 刮较悭齐 ，曩应璀 

底面凹 ． 舰律悱 l⋯凸d、平 ． 面 柏波纹状断续 的 

底膜覆 盖．其 有散 t̂分 布 商释 10～40 1的 

扎隙 ， 能是 皮 面 的 毛囊 丌II 术 塾底膜 盖 

(图 2a) 真皮 阿可见腔博纤 维束状结 掏 连续小 晰 

在组织 滑小 力 f 渡波状行 芷 交织成 网．州细 

纤维排列较 规0IIj．各 纤维 紧晰 砸叠 肜 成丁政密胶 

原纤维 l罔 2t>) 含银 x⋯  D̂M 所见情况 相同 

目 2 纯 "Iltl 1̂1MI'~lJ{I 。-* 十1 x 4 n 

“ I I I f 

一

含银母 的测定 

单纯 xl_n【l ADM中 来榆出  ̂ ．古银 ⋯  ADM 

的 ￡̂ 含量 为(2 7±0 7)lug／ 

移植宴骗 

1大体观察：移植求后2周廿趺揭视创面．见 

A、B C 3纽 家兔移 植皮 ”大 部丹成 浦，皮 片边 缘与 

创缘皮肤融 台、皮下 感 、七恤忡 ，尢 血 硅渗出 ， 

圯其足 ( 组 虚 片争 成 活 各 穆 值皮 片轰 而均 

毛拉生长 ．映 色漩红 ．较 光卅 ．薄嫩柔 软 It．C纽 

创面愈台后外观较 组̂甲坦．触之较有 性 术后 

6周，B、C组的移植皮 颜色接垣恻『司正常皮肤，光 

滑无糍痕 ，皮 片轻 度收缩 ．柔轵 ．弹性 好(罔3)； A 

组 移植皮 片酬包暗 红 ．有HJJ显的 挛缩 ，质地 较 弹 

表 1 种 ⋯ ADM J苗 同在 竹H二鞍 《lt L rll } 

_L蚩 fr f j № L％  ̈
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性差 ．翳艘 溃 

目 3 f： {r 、 o Î Ⅵ4自悱 Ⅱ # 

b # m Ⅲ 

2细织学 观察 (1)此学 显撒镜 观察 ：移 植术后 

2周，各移械 止 片表皮结 构 清晰 ．是应．真 连 接 

1 州 ，有 少啭幢纤维 圳胞 、炎 咆浸润 ，毛细血 

管浸润 ^真 层 ：(组成 片 应中 炎性细 胞少 于其 

他棚组 『日∞多 f止常 点 畦，真皮 腔 原纤维 排 列牲 

齐 Vf；染 色 真虚乳 头 较却ll『l1幼 稚的脏 味纤 

维 j №屈 为 较靴 尢 成熟 胶 纤 绯 ．排列 规 则 

术后 4周与 6闻1l=̈比 止i 显 0组 学变 化．B虹【有 

较寥 鼬的细 _地幢 t细血管 程 凡真 止层． 胞 炎 

性细胞 厦淋 巴邹l胞 斯 { c组 皮 i 炎 {：细胞 数昔 

较前无 尘化：*红【在 镜 J、均 未 皮儿K附属 器 

长 (2)垃 射电镜 观摩 ：A 肌 成纤维 细胞较 多 见． 

瞪朦纤维致 甯 ．排 州豪 乩 置满 涡 或站 节状 分 ) 

B I 组 移植 采应一蠢 虚宝界 址 uf 蜿蜒 曲折性 续 

分布的 墙蠊膜 结构 ．脞娅纤维 排列效衔有 棘细胞 

b】桥瓿7清晰 ， 底膜 和半析 粒均清晰 町 胶 氍纤 维 

问可 见成纤维 细胞 ．j彳丁E ⋯札管 长八 

3 刨面收缩 率 移 柑 水辑 2 4．6 ．A纽家 免的 

创 面收缩率均 。̂高 丁 l{_(纽 (P(0 05) n ( 两 

封i家免创 收缩串 比 较．差 异丸统 计学 盥 义(t > 

(J 05) 表 2 
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表明，异种皮经过适 当浓度 的 EDTA+胰 蛋 白酶和 

Triton x-100联合处理后，达到了脱细胞的目的，未 

见任何残 留物及细胞碎片。 

异种皮移植排斥性强，一般在术后 1周被受体 

排斥脱落 ，免疫组织化学观察证实 ，猪真皮中的浸润 

细胞 以 CD3 ／CD4 T 淋 巴 细 胞 为 主 ，同 时 有 

CD19 的 B淋巴细胞浸润 。异种真皮 内的血 管 

内皮细胞可能对受体淋巴细胞有黏附作用，能促进 

后者黏附和增殖 。许多研究证 明，淋 巴细胞的增殖 

与排斥免疫炎性反应相关 ，与移植物 的预后联系密 

切  ̈。移植术后 1周是异种移植 的排斥 高峰，此 时 

可检测出淋巴细胞活性大幅度增强。 

本研究 中，移植术后 2周首次打开包扎 ，见 A、 

B、C组家兔移植皮片大部分成活良好，颜色淡红，与 

周围正常皮肤缝合处干燥、无渗出；此外，3组家兔 

淋巴细胞增殖活性的检测结果 比较 ，差异无统计学 

意义 (P >0．05)。以上提示异种皮经脱细胞处理 

后 ，除去了表皮和真皮 中易被 宿主识别的外来细胞 

成分 ，从而去除了抗原性 ，移植在受体创面后免疫排 

斥反应减弱 。3组部分成活的移植皮片周边肤色 

变黑，创缘愈合不良，考虑主要是由于包扎固定欠稳 

妥或家兔 自行摩擦 ，造成包扎脱落或皮片下血肿、移 

位 、感染或干性坏死。 

二、含银 xeno．ADM的抑菌效果 

烧伤创面往往较易感染，经过脱细胞处理的异 

种真皮虽然无菌，但其对创面清洁度要求甚高，如处 

理不当，易导致移植失败。为此，笔者将 xeno．ADM 

用2 g／L的硝酸银溶液浸泡处理，使其在局部产生 

抗菌作 用 ，以提高 移 植成 活率。Ag 在 0．03— 

1．00 mg／L浓度范围内具 有 良好 的杀 菌作用 ，含银 

xeno-ADM的 Ag 含量已超过此值 ，实验证明它有较 

强的抗菌作用。Ag 是机体内的微量组织成分，过 

量时会产生银斑 ，但 对人体无害 ’ 。本研究结果 

显示 ，含银 xeno-ADM 中(2．7±0．7)mg／g的 Ag 含 

量不会影响创面愈合，它能对创面起到清洁作用且 

无不 良反应。其作 用机制可能是 ：Ag 作用于病原 

微生物细胞内代谢酶，与代谢酶中的巯基结合，使酶 

失活 ，导致微生物死亡 ；Ag 作用 于细菌细胞壁 

中暴露的肽聚糖 ，形成可逆性复合物 ，使其不能将氧 

转运进细胞 ，从而 阻止病菌的活动 ，导致病菌死亡； 

Ag 和病菌中的DNA结合，与DNA碱基结合的Ag 

彼此形成交叉连接，转换了嘌呤和嘧啶中相邻氮之 

间的氢键 ，导致细 菌 DNA结 构变化 ，抑制 DNA复 

制 ，使细菌失活 ；Ag 还可能通过干扰 电子转 运、使 

细胞 内蛋白质凝固等而发挥抗菌作用  ̈⋯。 

三 、含银 xeno．ADM的移植效果 

通常 xeno-ADM移植失败主要与 以下几个 因素 

有关：(1)感染。不论何种原因导致的感染，均会引 

起全部或部分皮片坏死或支架浮动。(2)真皮支架 

移动后保护欠妥，导致支架干枯。(3)创基产生血 

肿。本实验 中 xeno-ADM经过 硝酸银浸泡处理后 ， 

具有局部的抗菌作用 ，大大降低 了创 面感染 的发生 

率，使皮片成活率显著提高，从一定程度上改善了单 

纯 xeno—ADM移植因感染导致 的成活率偏低问题。 

含银 xeno-ADM在彻底脱 除了基质中有免疫原 

性 的细胞成分的同时 ，保 留了组织 的基本结构和完 

整的胶原纤维支架 ，从而成为极低抗原性的真皮 支 

架 ，又因其含有 Ag 而具有较强的局部抗菌作用 ，不 

失为一种良好的真皮替代物。 
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