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体外构建皮肤基底膜的组织学特征 

鲁元刚 伍津津 张教扬 杨桂红 杨涛 

【摘要】 目的 观察制备的组织工程皮肤基底膜的组织学特征。 方法 取门诊正常儿童包 

皮环切术之包皮 ，采用胰蛋白酶胶原酶顺序消化得到角质形成细胞(Kc)和成纤维细胞(Fb)悬液。 

制备复方壳多糖组织工程皮肤，浸没培养 3 d后，继续行气液界面培养。将培养 7、l0、15 d的复方壳 

多糖组织工程皮肤用中性甲醛溶液固定后石蜡包埋、切片，行 HE及高碘酸．雪夫(PAS)染色，并用免 

疫组织化学染色法观察基底膜的重要成分：Ⅳ型胶原、Ⅶ型胶原及层黏连蛋 白(LN)的存在情况。 

结果 HE染色可见培养的组织工程皮肤表皮结构分化良好，大致可分为基底层、棘层和角质层，各 

层均有数量不等的扁平梭形细胞。PAS染色显示真皮表皮间有一均匀红染的条带。免疫组织化学染 

色结果显示 ，Ⅳ型胶原、Ⅶ型胶原及 LN呈阳性表达。 结论 复方壳多糖组织工程皮肤基底膜构建 

良好 。 
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【Abstract】 0bjective To observe the histological characteristics of constructed basement membrane 
in tissue—engineered skin． Methods Forskins from circumcision in normal children were obtained with in— 

formed consent of the parents，and then the epidermal keratinocytes(KC)and derm al fibroblasts(Fb)were 

isolated with trypsin and collagenase D digestion in sequence．Tissue engineered skin with composite chi— 

tosan was maintained in a submerged state for 3 days，and then at the air—liquid interface．The tissue—engi— 

neered skins were fixed in neutral formalin and then embedded in paraffin after culture for 7，10 and 15 days， 

respectively for immun0hist0l0gical examination of the basement membrane component，including the eondi— 

tion of collagen type IV(COL—IV)，collagen typeⅦ(COL·Ⅶ )，and laminin(LN)． Results HE staining 

showed that the keratinocytes form ed a fine stratified squamous epithelium with the presence of basal，spi— 

nous，granular and corneous cell layers，and there was various amount of cells in flat and fusiform shape in 

each layer．It was found that a regular red staining strip situated at the dermal epidermal junction，Positive 

staining of collagen IV，collagenⅦ as well as LN was observed by immun0hist0l0gical examination． Con- 

elusion The results suggest that the composite chitosan tissue engineered skin has a good prospect for elini— 

cal use because it presents a perfect reconstru ction of basement membrane， 
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人工皮肤一直是组 织工程中研究最早 、进展最 

快的领域 ，也是 目前通过美 国食品和药物管理局严 

格验证 ，正式批准用于临床的组织工程器官之一 。 

但是表、真皮易于分离是 目前许多双层组织工程皮 

肤的重要缺陷，其原因是二者之 间没有构建完整 的 

基底膜 。在以往 的研究 中，构 建体外组织工程皮肤 

最多能形成断续的基底膜 ，且此种 基底膜 发育不成 

熟 ' ，不能提供足够的结合力。笔者前期研究中制 

备的组织工程皮肤，在促进家兔皮肤溃疡愈合的早 
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期实验 中取得了满意效果⋯ 。为此笔者在基底膜的 

构建上进行 了深入研究 ，以期在组织 学特征方 面取 

得新的进展 。 

1 对象与方法 

1．1 主要试剂及来源 

角质形成细胞 (KC)培养基 DMEM(美 国 Gibco 

公司)，N．2．羟基哌嗪乙磺酸 (HEPES，美 国 Sigma公 

司)，小牛血清(兰州民海生物工程有限公司)，表皮 

生长因子(EGF，美 国 Sigma公 司)，壳多糖 、硫 酸软 

骨素、透明质酸、弹性蛋白、层黏连蛋白(LN)、Ⅳ型 

胶原单克隆抗体(美国 Sigma公司)，Ⅶ型胶原单克 

隆抗体(美国Santa Cruz公司)，LN单克隆抗体(福 

州迈新生物技术有限公司)。 
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1．2 方法 

1．2．1 KC和成纤维细胞 (Fb)的制备 按文献 

[5]方法提取鼠尾胶原。取笔者单位门诊正常儿童 

包皮环切术之包皮(家属均知情同意)，采用胰蛋白 

酶胶原酶顺序消化得到 KC和 Fb悬液。 

1．2．2 复方壳多糖组织工程皮肤制备 在冰浴 

条件下按比例混匀醋酸鼠尾胶原、壳多糖、硫酸软骨 

素、透明质酸、弹性蛋白及 DMEM培养基，调节 pH 

值为7．2～7．4，加入 Fb，混匀后加入 12孔培养板 

中。待形成凝胶后，加入 KC悬液，最后再加入 KC 

培养液 20 ml，置 37℃、体积分数5％CO 孵箱内培 

养，每天换液 1次。在浸没培养 3 d后，将培养物置 

于不锈钢筛网上进行气一液界面三维培养。培养7 d 

后 ，加入 LN 5 g／ml。 

1．2．3 检测指标 将培养 7、10、15 d的复方壳 

多糖组织工程皮肤用 中性 甲醛溶液固定 24 h以上 ， 

常规脱水、浸蜡、石蜡包埋，切片后行 HE及高碘酸一 

雪夫(PAS)染色，并进行免疫组织化学检查：Ⅳ型胶 

原单克隆抗体 (工作液 )、Ⅶ型胶原单克隆抗体 

(1：200)、LN单克隆抗体(工作液)，二氨基联苯胺 

显色 。 

2 结果 

2．1 HE及 PAS染色 

HE染色可见培养的组 织工程皮肤表皮结构分 

化良好，大致分为基底层、棘层和角质层，各层均有 

数量不等的扁平梭形细胞。随着培养时间的延长， 

组织工程皮肤的成熟程度及表皮厚度增加，结构更 

加致密，并有表皮突起伸向真皮，基底层 KC排列规 

则(图 1)。PAS染色见真皮部分 Fb呈梭形平行排 

列，分布有序。培养7 d后的组织工程皮肤表、真皮 

交界处均可见一条带状结构 ，PAS染色阳性(图 2)。 

2．2 免疫组织化学染色 

Ⅳ型胶原检查见真 、表皮连接处 可见 Ⅳ型胶原 

：缇 
《 

。 

单克隆抗体的免疫组织化学阳性染色，阳性部位与 

基底膜结构的位置一致 (图 3)。VII型胶原检查 见表 

皮下方为免疫组织化学染色 阳性结果(图4)。培养 

15 d的组织工程皮 肤真、表皮连接处 LN的免疫组 

织化学染色呈阳性 (图5)。 

圈1 培养 15 d的组织工程皮肤表皮增厚且结构分化 

良好 HE x200 

圈2 培养7 d的组织工程皮肤表、真皮间有一连续的 

紫红色带状结构 高碘酸一雪夫 x200 

3 讨论 

皮肤基底膜是位于表皮与真皮之间的一条厚约 

0．5～1．0 m的重要结构，最主要功能是紧密连接 

表皮与真皮，为表皮和真皮提供有力的结合；另一个 

显著作用是确定表皮细胞的极性，提供表皮移行的 

圈3 培养7 d的组织工程皮肤在表、真皮问有Ⅳ型胶原阳性染色条带 二氨基联苯胺(DAB)x200 围4 培养7 d的组织工程皮肤在 

表、真皮间呈现Ⅶ型胶原阳性染色 DAB X200 图5 培养 15 d的组织工程皮肤在表、真皮间出现层黏连蛋白阳性染色 DAB X200 
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屏障。在正常环境中，基底膜可抑制表皮细胞与真 

皮的直接接触。此外，还具有渗透和屏障等作用，在 

保持皮肤的完整性中极其重要。皮肤基底膜带主要 

由Ⅳ型 、Ⅶ型和 XⅦ型胶原 ，LN(LN一5、6、10)、巢蛋 

白、整合素、血小板溶素家族 (网格蛋 白，大疱性类天 

疱疮抗原 1)和基底膜蛋白多糖等多种成分组成。 

其中Ⅳ型胶原形成的一级网络和 LN．5形成的二级 

网络之间通过巢蛋白、网格蛋白等分子的桥联作 

用 ，共同维持基底膜结构的完整性，更加紧密地连 

接表、真皮成分 ，为发挥多种生物学功能奠定坚实的 

组织学基础 ’̈ 。 

虽然组织工程皮肤的研究 已经取得了许多突破 

性进展，从最初单纯的表皮片到真皮结构的皮肤替 

代物，再到具有表、真皮双层结构的组织工程皮肤， 

已经越来越接近人体的皮肤结构 。但迄今为止所 

有的组织工程皮肤仍不同程度地存在一些缺陷，如 

皮肤附属器的缺乏、l临床操作不便等，尤其是表、真 

皮耐摩擦性差，表皮易与下方的真皮部分分离，更是 

不可忽视的问题 ⋯̈。 

我们研究制备的复方壳多糖组织工程皮肤 HE 

染色呈明显的表、真皮双层结构 ，是体外构建基 

底膜结构的理想平台。改变体外培养的环境因素， 

就有可能促进表、真皮间产生连续的基底膜结构，从 

而达到提高组织工程皮肤生物学性能的目的，更真 

实地模拟皮肤在体情况，为皮肤的功能学研究提供 

更优 良的技术平台。 

本研究在器官型培养系统 中加入外源性 LN，结 

果显示，获得的组织工程皮肤表皮生长良好，有明显 

的表皮突起伸向真皮内，PAS染色在真 、表皮间呈现 

一 条连续的紫红色条带，说明组织工程皮肤能在体 

外完整地构建基底膜结构。外源性 的 LN作 为细胞 

外基质，有可能参与了表、真皮细胞间相互作用过程 

中的信号传递，促进基底膜结构的构建。通过免疫 

组织化学染色，我们还观察到在真、表皮连接处确实 

存在Ⅳ型胶原、Ⅶ型胶原及 LN等大分子物质，说明 

加入外源性 LN，可促使更多的大分子复合体在表、 

真皮之 间形成 ，从而构建更有效的连接网络 。而免 

疫组织化学染色阳性 区域呈局 限性分布 ，一定程度 

上也反映了组织工程皮肤基底膜构建过程中分子间 

作用的选择性。即使加入外源性 LN，也只能与表、 

真皮间的Ⅳ型和Ⅶ型胶原特异性结合 ，而不会 与位 

于真皮 区的 I型胶原结合。这与文献⋯ 报道 的结 

果一致 ，也说明我们构建的基底 膜结 构在位 置分布 

上具有明显的特异性。本实验结果提示 ，复方壳 多 

糖组织工程皮肤在培养 7 d后加入外源性 LN，可明 

显促进表皮基底膜的体 外构建 ，对于进一步提高组 

织工程皮肤的质量具有重要意义，也为体外研究基 

底膜的生物学功能奠定 了基础。 
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