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新生小牛皮肤的形态学和生物力学特点及脱细胞方法探索!
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要!目的
"

通过新生小牛与成人皮肤组织在形态学和生物力学性能方面的对比研究!寻找临床应用牛真皮基质的可能证

据!并初步探索对牛真皮组织进行脱细胞处理的方法%方法
"

收集新生小牛和成人背部全层皮肤标本!采用大体观察$

SZ

染色$

X6''?5

三色染色$天狼猩红染色$

[?J?9;

醛复红染色$扫描电镜和透射电镜的方法!显微照相后进行形态学观察和图像分析软件

的测量&采用力学生物材料试验机检测皮肤的力学性能%采用胰蛋白酶与去污剂的不同浓度和时间组合方式对牛真皮组织进行

脱细胞处理!初步观察其脱细胞效果%结果
"

新生小牛与人的皮肤比较!真皮和表皮的厚度均明显变薄!两者的比值显著减小&真

皮内
#

型和
!

型胶原纤维分别较人真皮增多和减少!但真皮胶原纤维束的间隙率'"

1#@(!U#@*#
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(和

胶原纤维束粗细'"
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J
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(差异却没有统计学意义%扫描电镜观察可见新生牛真皮胶

纤维束与人真皮胶原纤维束均较纤细!排列疏松!且有一定的孔隙分布&透射电镜显示新生牛真皮胶原原纤维横纹周期长度较人

真皮短!但两者的胶原原纤维直径显著差异%生物力学检测示新生牛皮肤最大应力'"

!#@"*U"@A#

#

XP6

(和杨氏模量'"

*!@#!U

#@!,

#

XP6

(均要明显高于人皮肤的最大应力'"

#!@(+U#@+"

#

XP6

!

!]"@""#

(和杨氏模量'"

1*@+,U2@2"

#

XP6

!
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(!而

最大应变却明显低于人真皮'"

"@2#U"@""!

#

JJ\
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"@(2U"@"!*

#

JJ

!
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(%脱细胞方法探索显示随着胰酶浓度的增加$

处理时间的延长!新生牛真皮基质内细胞核成分越来越少!但对真皮胶原结构的破坏也越来越大%结论
"

新生牛皮肤虽然在表皮

与真皮厚度$真皮胶原类型比例以及生物力学上与人皮肤有明显差异!但真皮的胶原纤维束三维结构两者之间存在较大相似性%

适当浓度和时间的胰蛋白酶组合可制备出空间结构和脱细胞效果较为理想的新生牛脱细胞真皮基质!为修复人体软组织缺损提

供有应用前景的生物材料%

关键词!皮肤&组织学&生物力学&脱细胞真皮基质
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天然的细胞外基质!

8%M9678::4:69J6M9;%

$

Z0X

"已经广泛

应用于修复组织缺损和器官再造中*

#

+

#皮肤是人体最大的器

官$如何及时有效地封闭皮肤创面成为大面积深度皮肤创烧伤

救治的关键#

I6;5H9;

$

GM

*

!

+首先报道了异体脱细胞真皮基质

!

678::4:69>89J6:J6M9;%

$

CDX

"和网状自体刃厚皮片复合移植

用于修复深度烧伤$减轻了仅用自体刃厚皮片移植后引起的瘢

痕形成和创面收缩#异体
CDX

虽然与人天然真皮在结构和

功能上最接近$但因其在价格&供体&产业化等方面的问题限制

了它的临床应用$因而异种
CDX

引起了人们的关注#

CDX

的性能在很大程度上取决于
CDX

种属的来源&处理方法&三

维形态结构及终末消毒方法等*

,

+

#其中猪皮肤与人皮肤结构

相似性的研究最为人们所关注*

1B2

+

#但是有研究发现猪真皮与

人真皮在主要成分比例&结构形态上存在着差异*

+

+

$而猪

CDX

在修复人皮肤上存在着营养渗透差&血管化速度慢&移

植皮片成活率低等缺点*

(BA

+

#因此$本研究通过对新生小牛和

人真皮结构&主要构成成分及其比例&生物力学性能的对比研

究$寻找临床应用牛真皮基质的可能证据$并初步探索对牛真

皮组织进行脱细胞处理的方法$旨在为脱细胞真皮动物来源的

选择提供实验依据#

!

"

材料与方法

!@!

"

皮肤来源及处理
"

雄性新生奶牛
,

只!荷斯坦$出生
#!

"

1*G

$体质量
1!

"

2"`

$

"$由重庆天友乳业奶牛基地提供#处

死后$立即从其背部正中切取皮肤样本$电镜标本的制备采用

切割法去除表皮$真皮立即使用
!@2R

戊二醛固定,所获得的

新生牛皮肤备皮后切取全层皮肤$

1R

多聚甲醛溶液固定$系列

乙醇脱水$二甲苯透明$浸蜡$石蜡包埋$组织切片$切片厚度
2

(

J

#人全层皮肤样本为
,

例成年男性自愿捐献者!年龄
!1

"

,2

岁"背部正常皮肤#标本制备方法同上#

!@"

"

大体观察及生物力学标本的制备
"

将全厚皮肤样本去除

表皮及皮下组织后$肉眼观察和触摸比较真皮的质地&柔韧性#

将全厚皮制备成
*"JJd2JJ

的生物力学检测试件$使用型

号为
#"##

材料试验机!

=5'M9?5

公司$美国"$预调试后进行单

轴拉伸实验$拉伸速率为
#"JJ

)

J;5

$微机记录应力
B

应变$并

计算其最大应变$最大应力$弹性模量#

!@#

"

SZ

染色
"

石蜡切片脱蜡至水后常规
SZ

染色$显微镜

!

38;76

$

DX+"""O

$德国"下观察皮肤全层结构$并测量表皮及

真皮厚度&胶原纤维束粗细&真皮胶原纤维束的间隙率#!

#

"

厚度的测量%表皮厚度和真皮厚度的测量方法参照文献*

#"

+,

!

!

"真皮胶原纤维束粗细的测量%按照文献*

##

+的方法$选择

!""

倍照片中单独的胶原纤维束$利用
=J6

$

8P9?P:4'+@"

!

=PP+@"

"图像处理软件直接测量,!

,

"间隙率的测量*

+

+

%选取

切片中全部为真皮结构的
!""

倍视野图片$利用
=PP+@"

图像

处理软件通过测量图片中白色空隙部分面积占整张图片面积

的比例来反映真皮胶原纤维束之间的间隙率#以上每个样本

测量
2

个视野$并取平均值作为测量结果#

!@$

"

X6''?5

三色染色
"

石蜡切片用
X6''?5

三色染色试剂

盒!福州迈新"进行染色$切片在显微镜!

38;76

$

DX+"""O

$德

国"下观察真皮内胶原纤维的分布情况#

!@%

"

天狼猩红染色
"

石蜡切片常规脱蜡至水后$用天狼星红

!

D;987M<8>*"

"!

.;

$

J6BC:>9;7G

公司$美国"苦味酸饱和溶液染

色
#G

$自来水冲洗后$脱水$中性树胶封片后偏振光显微镜下

观察真皮内
#

&

!

型胶原的分布情况$并采用文献*

+

+中方法测

量
#

&

!

型胶原面积!像素数
P;%8:'

"分别所占胶原总面积!

#

型胶原面积
T

!

型胶原面积"的百分数及比值#

!@&

"

[?J?9;

染色
"

石蜡切片常规脱蜡至水后$

"@#!2R

酸性

高锰酸钾溶液染色
,

"

2J;5

$蒸馏水速洗,

2R

草酸水溶液漂

白$蒸馏水冲洗,

("R

乙醇浸洗
,J;5

$醛品红染液染色
#"

"

,"

J;5

$入
A2R

乙醇溶液分色#显微镜下观察真皮内弹性纤维的

分布#

!@F

"

扫描电镜及透射电镜观察
"

皮肤样本经过
!@2R

戊二醛

固定$梯度乙醇&叔丁醇脱水$临界点干燥喷金后$用扫描电镜

!

S;M67G;.B,1""

$日本"观察真皮组织表面结构#固定脱水后

的样本经树脂包埋$切取超薄切片$用透射电镜!

PG;:;

L

'N87B

56;B#"

$荷兰"&!

S;M67G;B(2""

$日本"观察胶原纤维$并用
=PP

软件测量真皮内胶原纤维的直径及横纹周期长度#

!@G

"

真皮脱细胞方法的探索
"

无菌条件下$用鼓式取皮鼓!

+1

型$国营上海手术器械七厂"制取
"@,JJ

厚的新生牛真皮$

切取成
!7Jd27J

大小的皮片$持续震荡条件下先浸入蒸馏

水内
,"J;5

$再用含
"@"!R

的
ZDNCB-6

!

的胰酶消化$胰酶浓

度分别为
"@#!2R

&

"@"+!2R

&

"@",#!2R

$消化时间分别为
!

&

,

&

1G

$

PO.

清洗
,

次$每次
#"J;5

$然后浸入
"@2R

的
N9;M?5

eB#""

溶液内洗涤
!1G

$再用
PO.

清洗
,

次$每次
#"J;5

#每

个时相点留取标本$

1R

多聚甲醛溶液固定后进行
SZ

染色$光

镜下观察#

!@H

"

统计学处理
"

计量资料以
1U4

表示$采用
.P..#,@"

软

件$运用独立样本
5

检验$

38Q858f'M8'M

检验方差齐性!

H

值"$

方差不齐采用
5f

检验$以
!

#

"@"2

为差异有统计学意义#

"

"

结
""

果

"@!

"

大体观察及生物力学性能
"

人真皮质地柔软$易拉伸$新

生牛真皮质地与人真皮质地类似$但不易拉伸#新生牛皮肤最

大应力*!

!#@"*U"@A#

"

XP6

+和杨氏模量*!

*!@#!U#@!,

"

XP6

+均要高于人皮肤的最大应力*!

#!@(+U#@+"

"

XP6

$
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"@""#

+和杨氏模量*!

1*@+,U2@2"

"

XP6

$

!]"@""#

+$最大应变

却明显降低*!
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+#见图
#

#

图
#

""

新生牛与人的皮肤生物力学参数比较

"@"

"

组织学观察

"@"@!

"

SZ

染色结果
"

低倍镜下观察$新生小牛与人皮肤的

表皮均有钉突样结构$新生牛皮肤内可见大量毛囊#高倍镜下

人真皮胶原纤维束排列疏松$间隙较大$新生牛真皮胶原纤维

束与人真皮类似#新生牛皮肤与人皮肤比较$表皮厚度

*!

!"@12U#@("

"

(

J\

!

#",@(UA@!2

"
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J

+&真皮厚度*!

#@(!U
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JJ\

!

1@#"U"@!,

"

JJ

+及真皮厚度)表皮厚度

*!

*(@*+U#"@+1

"

\

!

,A@*"U,@*2

"+差异均有统计学意义

!

!]"@""

$

!]"@""

$

!]"@""

"#而皮肤真皮胶原纤维束间隙

率*!

1#@(!U#@*#

"

\

!

1"@++U#@1"

"+和胶原纤维束粗细

*!
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"

(

J

+差异均无统计学意义

!

!]"@1+(
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图
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三色染色结果
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三色染色下胶原纤维
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呈蓝色$显示新生牛真皮与人真皮胶原纤维束均呈条索状$纤

维较纤细$排列松散#见封
!

图
,

#

"@"@#

"

天狼猩红染色结果
"

天狼猩红染色的组织切片在普通

光镜下真皮均呈现鲜红色#偏振光显微镜下
#

型胶原纤维呈

现出强双折光性$显示为红色或黄色的纤维,

!

型胶原纤维呈

现弱双折光性$显示为绿色细纤维#人真皮
#

型胶原纤维周围

散在分布着呈绿色的胶原纤维$新生牛真皮周围的
!

型胶原纤

维明显较人真皮
#

型胶原纤维周围
!

型胶原纤维多#新生牛

真皮内
#

型胶原纤维和人真皮内
#

型胶原纤维比例分别为

"@*+U"@"2+

和
"@*"U"@"#1

!

!]"@"",

"$新生牛真皮内
!

型

胶原纤维和人真皮内
!

型胶原纤维比例分别为
"@#1U"@""2+

和
"@!"U"@"#1

!

!]"@"",

"#新生牛真皮内
#

型胶原纤维与

!

型胶原纤维的比值和人真皮内
#

型胶原纤维与
!

型胶原纤

维的比值分别为
1@#!U"@,*

和
+@#+U"@!A

!

!]"@""!

"#见封

!

图
1

#

"@"@$

"
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醛品红染色结果
"

皮肤组织经过
[?J?9;

醛品

红染色后$弹性纤维呈现龙胆紫色$背景无色$细胞核不着色#

人真皮经过染色后$真皮内有分布有较粗&较长的弹性纤维$弹

性纤维走行与胶原纤维一致,新生牛真皮内的弹性纤维较人真

皮内少$且呈散在分布$弹性纤维纤细#见封
!

图
2

#

"@#

"

扫描电镜和透射电镜结果
"

通过扫描电镜观察$人的真

皮胶原纤维束纤细$排列松散$散在分布较多大小不一的且相

互联通的孔隙$新生牛真皮胶原纤维束比人真皮胶原纤维束更

加纤细$排列疏松$有一定的孔隙分布#透射电镜显示人真皮

胶原原纤维横纹周期长度较新生牛真皮短*!

1*@""U#@,+
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\

!

2,@(2U#@A"

"
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$
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+$人真皮胶原原纤维直径与新

生牛真皮差异无统计学意义*!

A#@(#U,@AA
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!
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+#见封
!

图
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"

不同处理方法的脱细胞效果
"

大体观察脱细胞真皮呈瓷

白色$质地柔软$有一定的柔韧性和伸展性$弯曲不断裂#光镜

下观察脱细胞真皮
SZ

染色$细胞核被染成蓝色$细胞外基质

成分被染成红色#在胰酶浓度一定时$随着胰酶消化时间的延

长$细胞核成分越来越少,当胰酶处理时间一定时$随着胰酶浓

度的增加$细胞核成分越来越少#随着胰酶浓度的增加$处理

时间的延长$对胶原结构的破坏越来越大$具体表现为脱细胞

真皮的厚度变薄$胶原排列松散#

#

"

讨
""

论

脱细胞真皮基质的研究经历了漫长的过程$

#A*2

年
S87̀

等*

#!

+报道了应用异体真皮作为自体表皮的移植载体$将二者

复合移植于动物模型和烧伤患者切痂创面$取得了较好的创面

修复和移植瘢痕增生的效果#

CDX

修复组织缺损和进行软

组织充填的有效性已经被动物实验和初期临床应用试验证

明*

#,B#2

+

$是一种较为理想的真皮替代物#

CDX

根据来源分为

异体
CDX

和异种
CDX

两种$异体
CDX

由于受到伦理学和

来源等问题限制$使得异种
CDX

受到了重视$众多物种来源

的
CDX

中$寻找一种与人皮肤相近的异种真皮基质!

>89J6:

J6M9;%

$

DX

"$为制备与人皮肤相近的
CDX

提供组织结构形

态学和生物力学的证据#

在本研究中$人皮肤的表皮和真皮厚度均要大于新生牛皮

肤的表皮和真皮的厚度#然而$光镜下测量结果来看$胶原纤

维束的粗细差异无统计学意义#人皮肤与新生牛皮肤胶原纤

维束排列松散$纤维束之间的间隙相近$通过计算二者的间隙

率$差异无统计学意义#扫描电镜结果显示$人皮肤与新生牛

皮肤二者的纤维束排列相似$纤维束之间有较多的孔隙结构$

并且纤维束之间的孔隙大小不一#透射电镜结果显示二者虽

在胶原原纤维直径上有差异$但在胶原原纤维粗细上差异无统

计学意义#以上结果可以看出$虽然人皮肤和新生牛皮肤在表

皮和真皮厚度及二者比例上有差异$但是二者在纤维束粗细和

真皮结构孔隙率方面有很多的相似之处$新生牛皮肤真皮结构

接近人真皮结构$这就为下一步制备
CDX

提供了组织形态学

的依据#

胶原纤维是真皮的重要组成成分#真皮内的胶原纤维主

要是
#

型胶原纤维和
!

型胶原纤维$

#

型胶原纤维主要位于真

皮深层且纤维粗大$

!

型胶原纤维主要位于真皮浅层且纤维细

小*

#+

+

#弹性纤维的主要成分是弹性蛋白$弹性蛋白对牵拉作

用有较大的耐受力$在维持真皮三维结构及抗变形能力上有重

要作用*

#(

+

#

[?J?9;

染色结果显示新生牛真皮内弹性纤维明

显少于人真皮内弹性纤维含量#新生牛真皮内的
#

型胶原纤

维与
!

型胶原纤维的比例高$且弹性纤维含量少$这些真皮内

成分上的含量差异会导致真皮生物力学性能上的差异#因此

新生牛真皮反应机械强度的最大应力要高于人真皮$反应真皮

弹性性能的最大应变要低于人真皮$反应材料刚性大小的杨氏

模量要高于人真皮#

脱细胞真皮支架的制备过程都是尽可能地去除具有抗原

性的细胞!表皮细胞&毛囊&皮脂腺&汗腺及真皮中血管内皮细

胞&成纤维细胞等"$保留完整的胶原纤维成分和组织基本结

构#目前脱细胞真皮支架的制备方法大部分都包括物理法&化

学法和生物学方法等$每种方法各有自身的应用范围和应用局

限$因此若获得较为理想的脱细胞真皮支架必须联合多种脱细

胞方法$并且采用震荡&灌流&压力阶差等辅助措施*

#*

+

#脱细

胞探索结果显示随着胰酶浓度的增加&处理时间的延长$新生

牛真皮基质内细胞核成分越来越少$但对真皮胶原结构的破坏

也越来越大#现有研究已经证明脱细胞真皮支架移植覆盖创

面后可以有效地抑制瘢痕组织形成$减少创面收缩$这种功能

主要取决于其真皮模板作用*

#A

+

#不但为成纤维细胞等的生长

提供了支架$也减少了全层皮肤缺损治疗后的创面收缩#脱细

胞真皮支架植入机体后$可在局部形成一层物理屏障$防止创

伤局部的组织粘连和病理性增生$使不同组织独立完成其愈合

过程*

!"

+

#

新生牛真皮与人真皮相比较$在真皮胶原纤维束三维结构

上存在较大相似性$主要表现为真皮胶原间隙率与胶原纤维束

粗细程度较为一致$在真皮组成成分和生物力学性能上虽有差

异$但与本实验室前期猪真皮组织形态学相比较仍存在明显的

优势*

+

+

$为临床应用牛脱细胞真皮基质提供了重要的实验

依据#
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其独特的优势$特别是与传统治疗方法相结合是一个重要方

向#需要提出的是$评价肿瘤免疫治疗的疗效评估不宜简单的

套用传统的
ISW

标准或
<Z0=.N

标准$有学者提出了
;9<0

!

;JJ458B98:6M8>98'

L

?5'879;M89;6

"标准#因此$如何克服目前

我国肿瘤免疫治疗尚存在的基础研究与临床试验脱节现象$让

肿瘤细胞生物治疗与放化疗更有效地结合$以及准确评估肿瘤

细胞生物治疗的疗效等问题$均有待深入研究#随着生物医学

和分子生物学的进一步发展$生物治疗在肿瘤的治疗过程中的

地位将越来越明显$特别是在攻克某些对放化疗不敏感的肿瘤

方面$无论是在理论上或是临床应用上都有可能取得新的

突破#
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