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机购 自陕西省太康科技有限公司 ，一80℃低温冰箱 

(LH-002一TY691 1型)购 自Et本三洋公 司 ，扫描 电镜 

(Jem 100CX—lI型)购 自日本电子株式会社。 

1．2 方法 

1．2．1 不 同预冻温度胶原膜 的制备 将 1 g牛 

I型胶原粉末在 100 mL 0．5 mol／L的醋酸溶液 中充 

分溶解 ，4℃下 2500×g离心 1 h，分别取 1 mL放人 

2个 3 cm×3 cm培养皿中，置于 一20℃及 一80℃低 

温冰箱过夜。将预冻后 的胶原迅速转 入 一70℃冷 

冻干燥 48 h成膜 ，备用。重 复上述操作 3次 ，样本 

统一用于以下实验。 

1．2．2 胶原膜 的交联 (1)戊二醛交联膜。将 

不同预冻温度制备的冻干胶原膜直接浸泡 于体积分 

数 0．25％ 的戊 二醛溶 液 中，于 4℃ 下交联 24 h。 

(2)双重交联膜。紫外线 的强度为 7．11 mW／cm ， 

能量为 12．8 J／cm 。将不同预冻温度冻干胶原膜先 

置 于锡纸 上放 人 紫外线 交 联 仪 (2400型，加拿 大 

Stratagene Cloning Systems公司)交联 30 min，翻转胶 

原膜重复交联 30 min，再浸泡于体积分数 0．25％戊 

二醛溶液中 4℃下交联 24 h。 

1．2．3 成纤维细胞的分离及培养 将经 dispase 

酶消化后揭去表皮的真皮组织剪碎 ，采用含体积分 

数 15％小牛血清的 DMEM培养液进行成纤维细胞原 

代培养，当细胞逐渐增多至培养瓶底面积 的 80％时传 

代 ，常规培养。本实验采用第 3～8代成纤维细胞。 

1．2．4 构建含细胞真皮支架 将 不同交联方法 

制备 的胶原膜浸泡 于含体积分数 10％小 牛血清 的 

DMEM培养液中，置人 37℃、体积分数 5％CO：培养 

箱孵育 2 h，使胶原膜达无水流动状态 。在其表面滴 

加成纤维细胞悬液，接种密度为 1×10 ／cm ，常规培 

养过夜。次 日缓 慢加入上述 培养液 20 mL继续培 

养 ，使其成为含细胞真皮支架。 

1．3 观察指标 

1．3．1 形态学观察 (1)比较所制 2种胶原膜外 

观 。(2)利用扫描 电镜观察不 同预冻温度及不 同方 

法交联后的胶原膜 ，用电脑 图像分析软件测量其 内 

部孔径，根据结果选取适宜温度下 预冻 的孔径较小 

的胶原膜进行后续实验。(3)已接种成纤维细胞的 

2种不同方法交联 的胶原 膜于培养后 第 7天取样 ， 

经常规切片，于光 学显微镜 下 (HE染色 )及扫描 电 

镜下观察细胞生长情况。 

1．3．2 细胞活力检测 将已接种成纤维细胞的 2 

种胶原膜于培养后第 2、5、8天取样 ，用噻唑蓝(MTr) 

法在酶标仪上(波长 570 nm)测量其吸光度值。 

1．4 统计学处理 

数据 以 x±s表示 ，用 SPSS 14．0软件进行统计 

学处理 ，采用配对 t检验。 

2 结果 

2．1 胶原膜外观 

冻干后的胶原膜表面呈天鹅绒状 ，有 比较规则 

的d,q~L隙，出气面 可见大小不 等、形 状不规 则的裂 

隙。戊二醛交联膜脆性较大 ，吸水后不易膨胀。双 

重交联膜吸水性强 ，柔韧性好 ，不易破碎 。 

2．2 扫描电镜观察结果 

2．2．1 不同温度预冻胶原膜 观察结果 经不同 

温度预冻过夜再冷冻干燥形 成的胶原膜 ，胶原纤维 

相互连 接 成 多 孔 网状 结 构 ，网孔 大 小 基 本 一 致。 

一 20℃预冻胶原膜的内部孔径为 107．2～205．1 m 

[(172±37) m]，见 图 1。 一80℃预冻胶原膜的孔 

径为 62．2～133．6 m [(99±24) m]，与前者 比 

较，差异有统计学意义(P <0．01)，见 图 2。后续实 

验统一采用 一80℃为预冻温度制备胶原膜。 

图 1 —20℃预冻胶原膜 扫描电镜 ×100 

图 2 —80℃预冻 胶原膜 扫描 电镜 ×100 

2．2．2 不同交联方法的观察结果 一80℃预冻 

胶原膜经 戊二 醛交联 后 ，内部孔径 明显缩 小介 于 

2．6～13．4 m[(7±4) m]，大小不一，与交联前比 
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较 ， 蓐 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) 。 她 图 3 。 经 紫 外

线 + 戊 _ 二醛 双 重 交 联 ， 胶 原 膜 原 有 孔 径 变 化 不 明 显 ，

介 丁 8 4 ． 3 — 15 6 ． 8 ¨m [ ( 12 1 ± 5 ) 恤m ] ， 比 较 均 匀 ， 与 交

联 前 比 较 ， 差 异 兀 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) 。 见 冈 4
。

图 3 胶 原 膜 经 戊 二 醛 交 联 后 7 L 径 明 硅 缩 小 且 ／fi 均 △J

扫 捕 【{三镜 × 3 5 0 0

图 4 胶 隙 膜 经 紫 外 线 + 戊 二 薛 双 重 交 联 ^ i 扎 径 均 纠

扫 捕 电 镜 × l 0 0

2 ． 2 ． 3 真 皮 支 架 的 形 态 学 观 察 ( 1 ) t I E 染 色 结

果 提 示 ， 成 纤 维 细 胞 住 不 同 交 联 力
‘

法 构 建 的 胶 原 膜

巾 分 布 及 数 最 明 显 不 同 。 在 戊 二 醛 交 联 膜 中 ， 细 胞

几 下一 只 附 着 住 膜 表 面 十 K ， 见 冈 5 ；而 在 双 重 交 联 膜

巾 细 胞 不 仅 数 量 明 显 增 多 ， 且 住 胶 原 膜 孔 中 大 量 增

殖 ， 呈 均 匀 分 布 ， 见 图 6 。 ( 2 ) 扫 捕 电 镜 品 示 ， 双 重 交

联 后 的 胶 原 膜 纤 维 以 及 孑L 隙 中 有 人 量 脯 平 状 成 纤 维

细 胞 ， 虬 冈 7
． 、

2 ． 2 ． 4 成 纤 维 细 胞 活 力 检 测 接 种 细 胞 后 第 2
、

5
、

8 灭 ， 戊 ■ 醛 交 联 膜 的 吸 光 度 值 分 圳 为 0 ． 3 1 6 ±

O ． 0 1 6 、 0 ． 6 6 9 4 - 0 ． 0 1 7 和 1 ． 5 3 4 - 1- 0 ． 0 1 3 ；双 重 交 联 膜

的 吸 光 度 值 分 别 为 0 ． 9 3 0 ± 0 ． 0 l l
、

1 ． 9 0 8 ± 0 ． 0 0 7 和

3 ． 7 7 8 ± 0 ． 0 1 0
， 显 著 高 丁 戊 二 醛 交 联 膜 ( ，】 < 0 ． 0 5 ) 。

3 讨 论

皮 肤 替 代 物 在 有 m 管 化 真 皮 存 在 的 前 提 下 ， 应

用 于 伞 层 皮 肤 缺 损 创 面 爿
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10 0
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解 决 这 一 n1J 题 的 方 法 之 一 就 是 体 外 构 建 有 利 十 成 纤

维 细 胞 增 殖 和 角 质 形 成 细 胞 贴 附 ，fi K 的 良 皮 支 柴
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价 格 昂 贵 。 国 内 许 多 实 验 室 L【土l卡H继 开 展 J
’

典 皮 支 架

及 人 T 皮 肤 替 代 物 的 研 究 _r 作
“ ’

、 l 型 胶 原 存 真

皮 基 质 巾 含 量 高 而 且 作 HJ 霭 要 ， 将 其 制 备 成 胶 原 膜

具 有 真 皮 支 架 的 替 代 作 』}』
’

我 仃J 比 较 了 不 同 预 泺

温 度 对 胶 原 膜 超 微 结 构 的 影 响 ， 结 果 其 内 部 孑L 径 存
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在 明显差异。有文献报 道 ，真皮 支架 孔径 为 56～ 

160 m最适合细胞 的植人与增殖 ，有利 于形成较均 

质的结缔组 织 。经 一80℃预冻再冷冻干燥 的胶 

原膜 ，其内部孔径正好介于此范围之 内，而且微孔大 

小基本一致，适于养料传输和细胞增殖 。 

天然胶原由于生物降解快 、机械性欠佳 ，不能满 

足创面使用需要。交联是通过化学链接或 电子电离 

的方式 ，在聚合物的不同分子链之间形成键 ，从而改 

变其特性 ，降低生物降解率并提高机械强度。 目前 

常用的交联方法分为化学交联法和物理交联法。戊 

二醛交联属于化学交联法 ，它可以增加 胶原支架 的 

机械性能并减少其生物 降解率 ；物理 方法以紫外 

线交联为主 ，虽然不影响细胞的贴附和增殖 ，但机械 

性能较差，植人创面后容易被机体降解  ̈。因此我 

们将紫外线和戊二醛交联法联合应用于胶原膜的处 

理 ，试图达到既增加其机械性能又不影响胶原膜 内 

部孔隙和细胞增殖的 目的。本实验结果提示 ，单纯 

戊二醛交联后的胶原膜 内部孔隙缩小且大小不均 ， 

为(7±4) m；紫外线与戊二醛双重交联后 的胶原膜 

其内部孔隙无明显改变，为(121±5) m，处于细胞 

贴壁增殖的最适孔径范围 内。先用紫外线交联 ，可 

以稳定胶原膜 的内部空间构象 ，再用戊二醛交联时 

则不会被压缩 ，既能保证胶原膜 内部孔径维持在最 

适范围内 ，又能增加其柔韧性 。但确切机制还有待 

进一步探讨。 

由成纤维细胞分泌产生的细胞外基质 ，可 以增 

加愈合创面的柔韧性和完整性 。因此 ，成纤维细胞 

能否在本实验构建的真皮支架中成活并大量增殖是 

进一步评估其生物相容性的关键⋯ 。结果提示 ，双 

重交联法制备的真皮支架 中反映成纤维细胞增殖的 

吸光度值显著高于戊二醛交联膜 ，可见细胞在支架 

内部大量增殖且分布均匀 ，显然与双重交联后胶原 

膜孔径的稳定均匀并适于细胞生长有直接关系。扫 

描电镜结果证实 ，成纤维细胞为适应其 中的空 间结 

构而变得扁平 ，不再是单层培养时的纺锤形 。 

根据上述结果我们认为 ，经过 一80℃预冻及紫 

外线 +戊二醛双重交联法制备的胶原膜，内部孔径 

适宜成纤维细胞生长增殖，可 以作为体外构建创面 

覆盖物的真皮支架 。 

参考文献 

[1] Horch RE，Kopp J，Kneser U，et a1．Tissue engineering of 

cultured skin substitutes．J Cell Mol Med，2005，9(3)：592- 

608． 

[2] O’Brien FJ，Harley BA，Yannas IV，et a1．The effect of pore size 

on cell adhesion in collagen-GAG scaffolds． Biomaterials，2005， 

26(4)：433-441． 

[3] MacNeil S．Progress and opportunities for tissue-engineered skin． 

Nature，2007，445(7130)：874-880． 

[4] Moiemen NS，Vlachou E，Staiano JJ，et a1．Reconstructive surgery 

with integra dermal regeneration template： histologic study， 

clinical evaluation， and current practice． Plast Reconstr Surg， 

2006，117，7 Suppl：160-174 

[5] Charles CA，Kato T，Tzakis AG，et a1．Use of a living dermal 

equivalent for a refractory abdominal defect after pediatric 

muhivisceral transplantation．Derm atol Surg，2004，30(9)： 

l236．1240． 

[6] 朱堂友，伍津津，胡浪，等．壳多糖．胶原-糖胺聚糖凝胶人工皮 

肤的初步研究．中国修复重建外科杂志，2003，17(2)：113． 

1l6． 

[7] 刘杰，王德文，崔雪梅，等．以牛胶原凝胶为支架构建人工真 

皮的研究．军事医学科学院院刊，2004，28(1)：37．39． 

[8] Wang H，Pieper J，P6ters F，et a1．Synthetic scaffold morphology 

controls human derm al connective tissue form ation． J Biomed 

Mater Res A，2005，74(4)：523-532． 

[9] Wu X，Black L，Santacana-Laffitte G，et a1．Preparation and 

assessment of glutaraldehyde-crosslinked collagen-chitosan 

hydrogels for adipose tissue engineering．J Biomed Mater Res A， 

2007，81(1)：59-65 

[1O] Caruso AB，Dunn MG．Changes in mechanical properties and 

cellularity during long-term  culture of collagen fiber ACL 

reconstruction scaffolds．J Biomed Mater Res A，2005，73(4)： 

388．397． 

[1 1] Kubo K，Kuroyanagi Y．Characterization of a cultured dermal 

substitute composed of a spongy matrix of hyaluronic acid and 

collagen combined with fibroblasts．J Artif Organs，2003，6(2)： 

l38．144． 

[12] Jiang H，Grinnell F．Cell-matrix entanglement and mechanical 

anchorage of fibroblasts in three-dimensional collagen matrices 

Mol Biol Cell，2005，16(11)：5070-5076． 

(收稿日期：2007．06-26) 

(本 文编辑 ：王旭 ) 

·  肖 息 · 

2006年本刊影响因子为 0．734 

据中国科学技术信息研究所最近发布的“2007年版中国科技期刊引证报告(核心版)”显示，2006年《中华烧伤杂志》影响 

因子 为 0．734。该机构有 关专 家分析 ：统计 当年 (2006年 )的影响因子反映的是此 前 2年发表 论文 的被 引用情况 ；在期 刊扩版 

初期 ，影响因子与期刊载文量呈反 向变化趋势 。本 刊 自2005年 第 l期起 由 64页扩 版至 80页 ，载文量 的大 幅增加 是 2006年 

影响因子较 2005年降低的直接原因。 
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