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烧伤痂皮组织活细胞提取回植联合人工真皮支架
覆盖治疗深Ⅱ度烧伤创面的实验研究*
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  [摘要] 目的 探讨烧伤痂皮组织活细胞提取回植联合人工真皮支架覆盖治疗深Ⅱ度烧伤创面的可行

性。方法 将4头7~8月龄雌性巴马小型猪麻醉成功后于脊柱两侧各建立3个边长50
 

mm正方形皮肤深Ⅱ
度烧伤创面模型(每个创面分为4个边长25

 

mm正方形部分),共24个创面。同侧创面分为真皮组和联合组,
提取痂皮中的活细胞回植于联合组创面后再覆盖人工真皮支架,真皮组创面单纯覆盖人工真皮支架。分别于

实验第7、14、21、28天麻醉后依次同时环钻切取各创面对应中央部分直径5
 

mm组织。行HE染色观察创面表

皮覆盖率,Masson染色观察组织胶原含量,采用免疫组化比较Ki-67和CD31计数以了解创面细胞增殖速度,
并观察创面毛细血管新生情况。结果 实验第7天两组创面均未见表皮覆盖,第14、21、28天联合组创面覆盖

率高于真皮组,且联合组创面覆盖率随实验时间延长而增加(P<0.05)。实验第7天联合组创面组织胶原含量

高于真皮组(P<0.05)。实验第7~28天联合组创面组织Ki-67表达水平均高于真皮组(P<0.05)。实验第

7~28天两组CD31表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 烧伤痂皮组织活细胞提取回植联合

人工真皮支架覆盖可部分修复深Ⅱ度烧伤创面。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

extracting
 

and
 

transplanting
 

the
 

live
 

cells
 

from
 

burn
 

scab
 

tissue
 

combined
 

with
 

artificial
 

dermal
 

scaffold
 

coverage
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

deep
 

Ⅱ-degree
 

burn
 

wounds.Methods Four
 

female
 

Bama
 

miniature
 

pigs
 

aged
 

7
 

to
 

8
 

months
 

were
 

successfully
 

anesthetized
 

and
 

3
 

square
 

skin
 

deep
 

Ⅱ-degree
 

burn
 

wound
 

models
 

with
 

a
 

side
 

length
 

of
 

50
 

mm
 

were
 

established
 

on
 

each
 

side
 

of
 

the
 

spine
 

(each
 

wound
 

is
 

divided
 

into
 

four
 

parts
 

of
 

a
 

square
 

with
 

a
 

side
 

length
 

of
 

25
 

mm).A
 

total
 

of
 

24
 

wounds
 

were
 

established.The
 

ipsilateral
 

wounds
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

dermis
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group.After
 

the
 

live
 

cells
 

from
 

the
 

scabs
 

were
 

extracted
 

and
 

replanted
 

on
 

the
 

wound
 

surface
 

of
 

the
 

combined
 

group,an
 

artificial
 

dermal
 

scaffold
 

was
 

covered.The
 

wound
 

surface
 

of
 

the
 

dermis
 

group
 

was
 

simply
 

covered
 

with
 

an
 

artificial
 

dermal
 

scaffold.On
 

7,14,21,28
 

d
 

of
 

the
 

experiment,5
 

mm
 

diameter
 

tissues
 

corresponding
 

to
 

the
 

central
 

part
 

of
 

each
 

wound
 

surface
 

after
 

anesthesia
 

were
 

successively
 

and
 

simultaneously
 

cut
 

by
 

circular
 

drilling.The
 

HE
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

the
 

coverage
 

rate
 

of
 

wound
 

epidermis,the
 

Masson
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

tissue
 

collagen
 

content,Ki-67
 

antigen
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

proliferation
 

rate
 

of
 

wound
 

cells,and
 

CD31
 

count
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

neovascularization
 

of
 

wound
 

capillaries.Results On
 

7
 

d
 

of
 

the
 

experiment,no
 

wound
 

epidermis
 

coverage
 

was
 

observed
 

in
 

both
 

groups.The
 

wound
 

coverage
 

rate
 

on
 

14,

21,28
 

d
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

dermis
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),moreover,the
 

wound
 

coverage
 

rate
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

increased
 

with
 

the
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experimental
 

time
 

was
 

extended
 

(P<0.05).The
 

collagen
 

content
 

on
 

7
 

d
 

of
 

experiment
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

dermis
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

Ki-67
 

expression
 

level
 

of
 

the
 

wound
 

tissue
 

on
 

7-28
 

d
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

dermis
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

CD31
 

expression
 

level
 

during
 

7-28
 

d
 

of
 

experiment
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).
Conclusion The

 

extraction
 

and
 

transplantation
 

of
 

live
 

cells
 

from
 

deep
 

burn
 

scab
 

tissue
 

combined
 

with
 

artifi-
cial

 

dermal
 

scaffolds
 

coverage
 

could
 

partially
 

repair
 

burn
 

deep
 

Ⅱ-degree
 

wound.
[Key

 

words] deep
 

burns;burn
 

scab
 

tissue;extraction
 

of
 

live
 

cells;replanting;artificial
 

dermis
 

scafold

  大面积深度烧伤后常面临自身皮源严重不足的

问题,导致创面修复困难[1],成为临床治疗的主要难

点之一。目前,微粒皮移植[2]和 Meek微型皮片移

植[3]等方法可在一定程度上利用有限的自体皮修复

较大范围的深度烧伤创面。然而,对于自体皮源极度

匮乏的特大面积烧伤患者,此类治疗策略仍显不

足[4]。值得注意的是,烧伤切削痂手术所去除的组织

中实际上含有大量活细胞,包括部分上皮细胞[5],但
这些细胞在手术过程中常被废弃。若能有效提取这

些细胞并回植至切痂创面,再配合理想的覆盖物(如
人工真皮支架)为其提供良好的生存微环境[6],将有

助于细胞的分化与增殖,最终实现创面的有效覆

盖[7]。因此,本研究旨在探讨烧伤痂皮组织活细胞提

取回植联合人工真皮支架覆盖治疗深度烧伤创面的

可行性,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

7~8月龄雌性巴马小型猪4头,体重20~25
 

kg/头,购自及时马(上海)实验动物设备有限公司,室
温23~28

 

℃适应性饲养2周。本实验通过澎立检测

技术(上海)有限公司实验动物伦理委员会批准(审批

号:PLJC24-0004-1),遵循国家有关实验动物管理和

使用的相关规定。

1.1.2 试剂与仪器

PBS、anti-ki67、anti-cd31、平滑肌肌动蛋白多克

隆抗体购自杭州艾廷生物科技有限公司,Dispase分

散酶Ⅱ型、Collagenase胶原酶Ⅰ型、Trypsin1:250胰

蛋白酶购自翌圣生物科技(上海)股份有限公司;一次

性表皮细胞分离器购自河南振德医疗用品股份有限

公司;人工真皮支架(国械注进20163142717,生产批

号210119,规格型号PN-R82060)购自郡是医疗器材

(深圳)有限公司。

1.2 方法

1.2.1 猪深Ⅱ度烧伤创面造模

实验前8
 

h禁食、2
 

h禁饮并行脱毛、备皮,异氟

烷气管插管吸入麻醉,将猪俯卧位固定于动物实验操

作台,以脊柱为分界线,每侧各设计3个边长50
 

mm
正方形创面(每个创面分为4个边长25

 

mm 正方

形),各创面间隔80
 

mm。同侧创面分为单纯人工真

皮支架覆盖创面组(真皮组)和活细胞提取回植联合

人工真皮支架覆盖创面组(联合组),4头猪共24个创

面。恒温烫伤仪加热至92
 

℃,与背部皮肤垂直接触

10
 

s,压力为1
 

kg[8],制作深Ⅱ度烧伤创面模型,病理

学切片证实皮肤深Ⅱ度烧伤模型建立成功,见图1。

  A:猪俯卧位固定于动物实验操作台,以脊柱为分界线,每侧各设计3个边长50
 

mm正方形创面;B:1号创面完成深Ⅱ度烧伤创面造模,局部痂

皮形成;C:HE染色检查示表皮层损伤及脱落,真皮层胶原化,部分附属器坏死及缺失,少量炎症细胞浸润,符合深Ⅱ度烧伤创面(40×)。

图1  猪背部创面设计及深Ⅱ度烧伤创面造模

1.2.2 创面处理

0.5%聚维酮碘消毒背部3遍,铺无菌单。手术

刀深筋膜上切取猪背部深度创面痂皮,切取组织剪除

皮下脂肪组织,手术刀刮除创面坏死痂皮,PBS清洗3
遍,将组织修剪为1

 

mm×1
 

mm大小后放入含有100
 

U青霉素、100
 

U链霉素的PBS中,先后加入0.25%
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胰蛋白酶、DispaseⅡ分解酶Ⅱ、0.1%
 

CollagenaseⅠ
胶原酶,使用一次性表皮细胞分离器提取痂皮中的活

细胞回植于联合组创面,再覆盖人工真皮支架,真皮

组创面直接覆盖人工真皮支架。局部覆盖凡士林纱

布、无菌纱布包扎固定。术后每3天更换外层敷料,
观察创面情况,见图2。

  A:猪麻醉后行背部深Ⅱ度创面切痂,图为切痂后背部创面;B:联合组创面痂皮活细胞提取移植后覆盖人工真皮支架,真皮组直接覆盖人工真

皮支架,每个创面各分为4个小创面,便于后期标本提取;C:猪背部创面覆盖人工真皮支架后局部外敷凡士林纱布打包加压包扎,防止人工真皮

移位。

图2  猪背部烧伤创面切痂、人工真皮支架覆盖及包扎

1.2.3 组织标本的收集及处理

分别于实验第7、14、21、28天麻醉后依次同时环

钻切取各创面对应中央部分5
 

mm 组织[9],浸泡于

100
 

mL/L中性甲醛溶液中用于病理切片的制备。

1.2.4 HE染色

创面组织乙醇和二甲苯中脱水后石蜡包埋,切为

4
 

μm切片行常规 HE染色,显微镜观察横断面表皮

覆盖率。表皮修复评分标准:未见覆盖率为0分,覆
盖率≤20%为1分,覆盖率>20%~50%为2分,覆
盖率>50%~70%为3分,覆盖率>70%为4分。

1.2.5 Masson染色

将切片铁苏木素染色液染5~10
 

min,流水冲洗3
次;使用酸性乙醇分化液及 Masson蓝化液分化和反

蓝,并用流水冲洗数秒;丽春红品红染色液染色5~10
 

min,流水冲洗;乙酸工作液洗片;依次用磷钼酸溶液、
弱酸工作液、苯胺蓝染色液染色,无水乙醇脱水3次,
二甲苯透明3次,镜下观察胶原纤维形成情况及胶原

含量的变化。胶原含量评分标准:无为0分,>0~
20%为1分,>20%~50%为2分,>50%~70%为3
分,>70%为4分。

1.2.6 免疫组化

将烘干后的组织切片依次放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ溶液

中浸泡各10
 

min进行脱蜡;脱蜡后的组织切片依次

放入无水乙醇、95%乙醇、80%乙醇、70%乙醇中浸泡

各5
 

min,流水冲洗5
 

min;将组织置于EDTA
 

pH
 

9.0
缓冲液中煮沸15

 

min,自然冷却至室温;PBS冲洗3
次;3%过氧化氢37

 

℃孵育10
 

min;蒸馏水冲洗3次,

PBS冲洗3次;加入相应的一抗,4
 

℃过夜;PBS冲洗

3次;室温下孵育30
 

min;PBS冲洗3次,蒸馏水洗;

DAB显色5
 

min,自来水冲洗10
 

min;苏木素复染2
 

min,盐酸乙醇分化;自来水冲洗10
 

min;无水乙醇脱

水、二甲苯透明,中性树胶封片,待树胶完全凝固后,
显微镜下观察。增殖细胞核抗原Ki-67免疫组化评估

细胞增殖情况:在40倍镜下每张切片选择5个视野,
对表达阳性信号的细胞计数取平均值。采用CD31免

疫组化观察新生血管情况:颜色为淡黄、棕黄或黄褐

色的单个内皮细胞及其簇,都作为1个血管进行统

计。先在低倍镜下(40×)寻找富含微血管的区域,再
利用200倍光镜观察创面,选择5个视野统计微血管

数量,以微血管密度表示,微血管密度(个/mm2)=
200倍视野血管数/0.739[10]。

1.3 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行数据分析,计量资料以

M(Q1,Q3)表示,比较采用 Wilcoxon秩和检验;重复

测量分析采用 Friedman检验,事后两两比较采用

Bonferroni法 校 正,以 P<0.05为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结  果

2.1 两组创面组织表皮修复评分比较

实验第7天两组创面均未见表皮覆盖,第14、21、

28天联合组创面修复评分高于真皮组,差异有统计学

意义(P<0.05),且联合组创面修复评分随实验时间

延长而增加(P<0.05),见表1和图3、4。
表1  两组创面组织表皮修复评分比较[M(Q1,Q3),分]

组别 n 第7天 第14天 第21天 第28天 H P

真皮组 12 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,1) 12.000 0.007

联合组 12 0(0,0) 1(1,1)a 2(1,2)a 2(2,2)ab 32.632<0.001

Z <0.001 4.707 4.529 4.255

P >0.999 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与同组第7天比较;b:P<0.05,与同组第14天比较。
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  A:支架黏附良好,未见血管化;B:支架黏附良好,部分血管化,揭除人工真皮支架覆盖创面见肉芽组织生长;C:支架黏附良好,人工真皮支架

血管化,揭除人工真皮支架覆盖创面见肉芽组织生长;D:支架血管化,揭除人工真皮支架覆盖创面见肉芽组织生长;E:支架黏附良好,未见明显血

管化;F:支架黏附良好,部分血管化,揭除人工真皮支架覆盖创面见肉芽组织生长;G:支架黏附良好,部分血管化,见上皮生长,揭除人工真皮支架

覆盖创面见肉芽组织生长;H:支架黏附及血管化良好,大部分创面见上皮细胞生长,揭除人工真皮支架覆盖创面见肉芽组织生长。

图3  猪背部实验创面大体观

  A~E:未见上皮覆盖;F:少量上皮覆盖;G:创面部分上皮覆盖;H:创面大部分上皮覆盖。

图4  创面组织活检(HE染色,40×)

2.2 两组创面组织胶原含量比较

实验第7天联合组创面组织胶原含量高于真皮

组,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
表2  两组创面组织胶原含量比较[M(Q1,Q3),mg]

组别 n 第7天 第14天 第21天 第28天

真皮组 12 0(0,1) 1(1,2) 2(2,2) 3(2,3)

联合组 12 1(1,2) 2(1,2) 3(2,3) 3(2,3)

Z 3.135 1.621 1.696 0.811

P 0.002 0.105 0.090 0.418

2.3 两组创面组织Ki-67表达水平比较

实验第7~28天联合组创面组织Ki-67表达水平

均高于真皮组,差异有统计学意义(P<0.05),见表

3、图5。

2.4 两组CD31表达水平比较

实验第7~28天两组CD31表达水平比较,差异

无统计学意义(P>0.05),见表4、图6。
表3  两组创面组织Ki-67表达水平比较

   [M(Q1,Q3),个/低倍镜]

组别 n 第7天 第14天 第21天 第28天

真皮组 12 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,51)

联合组 12 37(33,45) 75(70,78) 78(76,82) 76(70,84)

Z 4.446 4.447 4.454 4.060

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表4  两组CD31表达水平比较[M(Q1,Q3),个/mm2]

组别 n 第7天 第14天 第21天 第28天

真皮组 12 99(96,105) 56(50,62) 36(32,44) 22(20,26)

联合组 12 98(96,107) 56(52,60) 35(32,43) 23(19,26)

Z 0.058 0.175 0.406 0.058

P 0.954 0.861 0.685 0.953
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  A~C:未见细胞增殖表现(200×);D:少量细胞增殖(200×);E:少量细胞增殖(400×);F:细胞增殖活跃(400×);G、H:细胞增殖进一步活跃

(200×)。

图5  创面组织活检(Ki-67免疫组化染色)

  A:少量毛细血管生长(100×);B:部分毛细血管生长(100×);C、D:毛细血管生长活跃(100×);E:少量毛细血管生长(100×);F:部分毛细血

管生长(100×);G:毛细血管生长活跃(200×);H:毛细血管生长进一步活跃(100×)。

图6  创面组织活检(CD31免疫组化染色)

3 讨  论

在自体供皮区匮乏的情况下修复深度烧伤创面,
是大面积深度烧伤救治过程中亟待解决的关键难题,
因此寻找可替代的自体再生皮源成为重要研究方向。

LIU等[11-12]采用重组人胶原水凝胶作为微粒皮移植

物覆盖物以促进全层皮肤缺损重建,还利用人工真皮

支架作为覆盖材料发挥类似作用。然而,上述方法仍

依赖从健康皮肤区域获取微粒皮。表皮干细胞作为

皮肤及其附属器再生修复的关键功能细胞[13],具备体

外扩增能力强、多向分化潜能等优势,能够促进汗腺、
皮脂 腺 等 皮 肤 附 属 器 再 生,并 参 与 表 皮 重 建 过

程[14-15]。AMINI-NIK等[16]尝试从烧伤创面提取干

细胞,经体外诱导分化为上皮层、血管化真皮层和皮

下层结构用于创面修复,但该策略存在培养周期长、
移植后存活率低、真皮结构不完整导致机械性能差等

问题。
随着生物材料与制造技术的进步,多种人工真皮

支架已应用于临床[17]。这些支架具有良好的组织相

容性[18]和无免疫原性[19],其疏松的三维多孔结构有

利于血管长入和组织再生[20],并能促进血管生成,为
细胞迁移、增殖及局部组织重建提供适宜的微环境,
最终逐步被宿主组织替代[21],实现缺损组织的生理性

结构与功能重建。此外,真皮支架可快速封闭创面,
降低感染风险,并改善修复后皮肤的机械性能如柔韧

性与黏弹性,目前已广泛应用于临床[22-24]。
基于烧伤切痂手术对组织去除缺乏选择性,手术

废弃组织中仍含有大量具有活力的皮肤细胞,本研究

尝试从废弃烧伤痂皮中提取活细胞,回植至深Ⅱ度烧

伤切痂创面,并覆盖人工真皮支架。实验结果显示,
与真皮组比较,联合组随时间延长创面表皮修复评分

明显增加,提示回植的上皮细胞在支架提供的适宜微

环境中增殖活跃,并沿孔隙向上迁移覆盖创面。此

外,第28天真皮组部分创面出现表皮覆盖,可能来源

于创缘正常上皮细胞的迁移。Ki-67作为核增殖标志
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物可准确反映细胞增殖活性[25-26]。本研究中,第7~
28天联合组创面组织中Ki-67表达水平均高于真皮

组(P<0.05),表明回植细胞在支架保护下保持较高

增殖能力,进一步证实活细胞移植联合支架覆盖对创

面修复具有积极促进作用。

CD31广泛表达于血管内皮细胞,其免疫组化检

测常用于评估血管生成[27-28]。人工真皮支架的成功

修复关键在于早期血管化。本实验显示,第7~28天

两组CD31表达水平比较差异无统计学意义(P>
0.05),说明活细胞回植未干扰支架的血管化过程,保
障了治疗方案的可行性。皮肤胶原主要由成纤维细

胞合成与分泌。实验第7天联合组胶原含量高于真

皮组(P<0.05),可能与回植细胞中含成纤维细胞并

主动分泌胶原有关[29-30];但随着时间延长,两组胶原

含量趋于一致,具体机制有待进一步探讨。
综上所述,采用烧伤痂皮来源的活细胞回植联合

人工真皮支架覆盖治疗深Ⅱ度烧伤创面,可促进部分

创面上皮化,为特大面积烧伤患者皮源短缺问题提供

一种缓解途径。本研究尚存在一定局限性:实验期内

未见创面完全愈合,可能与回植细胞数量有限及观察

时间较短有关,今后可探索增加自体表皮细胞数量或

延长观察时间以优化效果。由于实验条件限制,未使

用流式细胞术对提取细胞进行分型与计数,亦未探讨

不同细胞比例移植的影响,后续需深入研究。此外,
实验周期较短,未能评估远期瘢痕增生情况,这些均

为未来研究需完善的方向。
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