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PRP 结合组织工程皮肤修复裸鼠巨大创面的实验研究
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摘要 目的：探讨富血小板血浆(platelet-rich plasma, PRP)结合组织工程皮肤对裸鼠巨大创面修复的影响。方法：首先，利用密度梯

度离心法制备富含生长因子的浓缩血小板的血浆，并测其所含生长因子的量；其次，在裸鼠的背侧部分构建大面积皮肤创面，分

别用人工真皮，组织工程皮肤，碱性成纤维细胞生长因子组织工程皮肤，表皮生长因子组织工程皮肤和 PRP 结合组织工程皮肤修

复裸鼠巨大创面；最后，手术后不同时间间隔收集组织标本，采用 HE 染色，PAS 染色和免疫组化等方法评估创面愈合情况。结果：

PRP 结合组织工程皮肤组创面修复愈合情况最好。
关键词：富血小板血浆；生长因子；皮肤创伤
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of tissue engineered skin in combination with PRP and other preparations on the

repair of large skin wound on nude mice. Methods: Platelet-rich plasma (PRP) from venous blood wase prepared by density gradient

centrifugation. Large skin wounds were created surgically on the dorsal part of nude mice. The wounds were then treated with either

artificial skin, tissue engineered skin, tissue engineered skin combined with basic fibroblast growth factor, and tissue engineered skin

combined with epidermal growth factor or tissue engineered skin combined with PRP. Tissue specimens were collected at different time

intervals post surgery. HE, PAS stains and immunohistochemistry were performed to assess rate of wound healing. Results: Macroscopic

observations, HE/PAS staining and immunohistochemistry revealed that the tissue engineering skin in combination with the PRP group

showed the most satisfactory wound recovery out of the five groups.
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前言

皮肤是人体最大的器官，总重量约占体重的 5％～15％，

总面积为 1.5～2 平方米。皮肤覆盖全身，它保护体内各种组织

和器官免受物理性、机械性、化学性和病原微生物性的侵袭，同

时防止体内水分，电解质和其他物质的丢失，保持着人体内环

境的稳定上，在生理上起着重要的保护功能，同时皮肤也参与

人体的代谢过程[1]。由于烧伤、大面积溃疡、良恶性肿瘤等原因，

常导致大面积的皮肤缺损，创面难以自行愈合，如直接暴露在

外，会发生感染、水电解质流失，甚至危及生命。因此常需要进

行皮肤移植，以覆盖创面，保护内环境稳定，促进再生修复。而

皮肤移植所需的材料，也由自体皮、异体皮甚至异种皮，逐渐发

展到了利用组织工程方法制成的人工合成皮肤替代物，即组织

工程皮肤。
单纯以表皮替代物覆盖创面无法克服由于缺乏真皮层的

支持，愈合后的上皮组织弹性差，耐磨性差，易破溃和收缩等缺

点，自 20 世纪 80 年代开始兴起对真皮替代物的研究。对真皮

替代物的要求是具有良好的生物兼容性，能很好地粘附创面，

具有合适的被吸收速率，同时内部具有孔径供成纤维细胞及毛

细血管长入[2]。好的真皮替代物结合表皮替代物可使修复后的

上皮组织具有更好的弹性，更耐磨，并减少瘢痕的产生，使用生

物合成材料避免了传播疾病的风险，同时取材也更加容易，本

实验采用的人工真皮垫主要成分来源于牛腱的无末端胶原蛋

白（Atelocollagen）海绵体的长方体，具有与正常真皮支架相似

的三维结构，成纤维细胞和毛细血管可顺利长入，于植入后 2-3

周可被肉芽样组织取代。Lin 等采用鼠胚胎干细胞在体外分化

成表皮干细胞，接种于成纤维细胞 - 胶原 - 明胶海绵体复合物

中，并注射到小鼠皮下。3 周后，表皮干细胞仍然存活，并分化

成毛囊样结构和腺体结构，10 周内未发现明显的排异反应[3]。
生长因子能促进皮肤创面的修复。PRP 是利用密度梯度离
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心法所制备的浓缩血小板的血浆，其所含的血小板浓度至少为

全血的 4 倍以上[4]。当 PRP 中血小板被激活时，可以产生如，血

小 板 衍 生 生 长 因 子 AB (platelet-derived growth factor,

PDGF-AB)、转 化 生 长 因 子 β (transforming growth factor β,

TGF-β)、表皮细胞生长因子(epidermal growth factor, EGF)、类

胰岛素生长因子(insulin-like growth factor, IGF)、血管内皮细胞

生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF) 等多种生长

因子[5,6]，这些生长因子已经学者实验证实具有促进组织再生的

生物学效应，临床上已用于治疗慢性愈合创面、软组织缺损、骨
缺损、面部除皱、急性创伤等[7]，能有效的加速修复创面，增加临

床治疗的成功率，降低患者住院天数及换药的痛苦与经济负

担，还可降低骨髓炎的发生率、再次行 2 次修复手术机率，因此

在整形修复外科及骨科具有良好的发展前景。
PRP 中的生长因子浓度与 PRP 中的血小板浓度成正相

关，血小板自身表面可作为生物支架，为生长因子及趋化细胞

的聚集提供场所[8,9]。这些生长因子共同参与及促进创面修复。
PDGF 可刺激内皮细胞生长，增加创面中成纤维细胞及趋化中

性粒细胞和单核细胞，促进毛细血管生成、胶原合成增加、及肉

芽生长。TGF 在皮肤重建中起重要的作用，TGF-α 通过刺激上

皮细胞进而增加皮肤角化细胞的迁移和增殖，TGF-β 在创面愈

合过程中可促进胶原合成增加，并参与多种炎症反应和刺激细

胞外基质的合成，与 PDGF 一起作用加强伤口愈合[10]。EGF 对

表皮细胞、成纤维细胞等有趋化性和促分裂增殖的作用，透过

成纤维细胞的增殖，增加胶原的合成。VEGF 具有促进内皮细

胞增殖，诱导新生血管形成，增加微小血管的通透性，为细胞生

长和新生毛细血管网的建立提供营养。 IGF 包括 IGF-I 跟

IGF-II，IGF-I 是血管内皮细胞的趋向剂，可刺激血管内皮细胞

像创伤部位迁移，促进新生血管形成，并可与 PDGF 协同作用

增加表皮及内皮的再生[11]。
Carter 用 PRP 修复马小腿伤口的实验中，发现 PRP 治疗

组伤口修复明显优于对照组，并发现由于 PRP 中含大量白细

胞及单核细胞，抑制伤口炎症反应，导致伤口疤痕减少 [5]。
Crovetti 使用 PRP 治疗皮肤溃疡发现，伤口肉芽组织生长较

好，上皮组织再生加快[12]。相关研究结果表明，PRP 含有多种高

浓度的生长因子，在促进创面愈合中，不但有单因子的生物学

效应，还有各种生长因子间的协同作用，于创面早期起覆盖黏

附创面并避免生长因子的流失，从而为创面愈合提供有利条

件，加速了愈合的时间。Mars 应用 PRP 修复全层皮肤缺损结果

显示，术后 20 天的创面上皮形成率为 100%。
因此，我们在本实验首先置备 PRP，并测其所含生长因子

的量，探索构建裸鼠巨大创面，PRP 结合组织工程膜片修复创

面的可行性。

1 材料与方法

1.1 富血小板血浆的制备与检测

1.1.1 标本采集 取 24 位志愿者 （男女各 12 位，年龄 11-78

岁）无传染性、肿瘤性、血液系统疾病病史，并半年内未服用阿

司匹林等影响血小板功能的药物，先用含 ACD-A 抗凝剂负压

采血管采静脉血 20 ml，再用含 EDTA 抗凝剂负压采血管采静

脉血 10 ml。

1.1.2 制备方法 用含 ACD-A 抗凝剂负压采血管采静脉血

20ml，经第一次 2400 rpm 10 min 离心后，全血分为 3 层，上层

为血浆，中间为白色薄膜样沉积层，此为血小板沉积层，下层为

红细胞层。在超净台上用无菌吸管、移液器吸取上层血浆至交

界面下 2 mm 到另一离心管，摇匀，再以 3500 rpm 15 min 行第

二次离心后，分为 2 层，上层为贫血小板血浆层，下层为富血小

板血浆层，弃去上清液的 3/4，其余摇匀后即为富血小板血浆

（Platelet rich plasma，PRP）。
1.1.3 血小板计数检测 PRP 制备完成后, 取 0.5ml 于 30 分钟

内同 0.5 ml 全血静脉血，用全自动血细胞分析仪检测全血细胞

计数。PRP 中血小板计数需大于全血血小板计数的 4 倍以上。
1.1.4 生长因子浓度的检测 2000IU 凝血酶 +5%氯化钙 2 ml

混合制成激活剂。PRP 及全血与激活剂以 10 :1 混匀后，形成凝

胶状，静置 1 小时，以 3000 rpm 20 min 离心后，上清即为富生

长因子血浆，吸取上清入 EP 管，-80℃储存。ELISA 检测 PRP

及全血中的血小板衍生生长因子 -AB （platelet derived growth

factor，PDGF-AB）、转换生长因子 -β1（transforming growth fac-

tor β1，TGF-β1）、表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）

的浓度。
1.2 组织工程皮肤修复裸鼠创面

1.2.1 实验动物 5 周龄雌性裸鼠，体重（15±2）g 购自中国科

学院上海实验动物中心(合格证书：医动字 -1996-02-22-6 号)，

饲养于中科院上海生化所实验动物中心。动物自由进食进水。
动物房 7 :00-19 :00 光暗交替，55％相对湿度，温度 22℃。动物

适应环境 1 周后开始实验。
1.2.2 创面收缩限制模型制作 裸鼠秤重后以氯胺酮 120mg/kg

腹腔注射，麻醉满意后，消毒，于裸鼠背部制作约 1.5 cm×1.5

cm 全层皮肤创面，并于创缘缝合固定特制限制皮肤收缩装置。
1.2.3 复合细胞悬液的制备 整形外科术切除的成人头皮，头

皮以 0.01%新洁尔灭溶液及 PBS 交替冲洗 3 次，每次 5 min。保

护毛囊并去除皮下部分脂肪组织。使用眼科剪将头皮组织剪至

糊状，加入 30 倍体积复合酶溶液，置于磁力水浴搅拌器中，

37℃水浴，磁力转子 40 rpm 搅拌。每 30 min 过滤收集细胞，将

剩余未消化头皮组织再次剪碎，继续搅拌消化，直至所得细胞

数 <5×104 个 /ml，停止消化。经台盼蓝染液染色检测细胞存活

率。用消化液分散单层培养细胞，制成单个细胞悬液，。要求细

胞密度不低于 104 细胞 /ml，制备复合细胞悬液 1x106-1×
107/ml，其中含表皮细胞:成纤维细胞为 6 :1。
1.2.4 组织工程皮肤制备 取已灭菌 1 cm×1 cm 人工真皮，

PBS 冲洗 3 次，K-SFM 培养液浸泡 24h，平铺于培养皿内的气 -

液界面培养支架上。将原代复合细胞悬液以 1500 rpm 离心

5min，PBS 洗涤 1 次，再次以 1500 rpm 离心 5 min，以 1×
105/cm2 的密度接种于人工真皮，置于 37℃恒温培养箱中培养

9 天。每隔 3 天，换液一次。
1.2.5 创面修复 实验动物分成 5 组：人工真皮组（A 组）：1 cm

×1 cm 人工真皮充分浸泡生理盐水 10 分钟，四角缝合于裸鼠

背部限制收缩创面内，油纱覆盖，40 万单位青霉素盐水湿纱布

打包包扎，透明薄膜完整贴覆限制收缩创面装置，自粘绷带缠

绕固定；组织工程皮肤组（B 组）：取复合细胞接种的人工真皮

培养 7 天，组织工程皮肤种植细胞面向上，四角缝合于裸鼠背
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部限制收缩创面内，包扎固定；碱性成纤维细胞生长因子组织

工程皮肤组（C 组）：取复合细胞接种的人工真皮培养 7 天，组

织工程皮肤种植细胞面向上，四角缝合于裸鼠背部限制收缩创

面内，贝复剂 1 喷（约 420IU，0.1 ml）于创面约 238 IU/cm2，静置

5 分钟后，包扎固定；表皮生长因子组织工程皮肤组（D 组）：取

复合细胞接种的人工真皮培养 7 天，组织工程皮肤种植细胞面

向上，四角缝合于裸鼠背部限制收缩创面内，金因肽 1 喷（约

200IU，0.1 ml）于创面约 113 IU/cm2，静置 5 分钟后，包扎固定；

富生长因子组织工程皮肤组（E 组）：取复合细胞接种的人工真

皮培养 7 天，组织工程皮肤种植细胞面向上，四角缝合于裸鼠

背部限制收缩创面内，于创面加入术前当天制备的富血小板血

浆 0.3 ml 及激活剂（2000 IU 凝血酶 +5%氯化钙 2 ml）0.03 ml，

静置 5 分钟使其形成富血小板凝胶后，包扎固定。所有小鼠单

笼饲养，自由进食。
1.2.6 标本采集 取术后第 3 d、7 d、14 d、21 d 标本，常规 4%多

聚甲醛固定，脱水，石腊包埋后，待进行 HE 染色、PAS 染色和

pan-ck、vimentin、CK15、CD29 等免疫组化检测。
1.2.7 HE、PAS 染色和免疫组化检测 取材组织块，脱水，常规

石蜡包埋，4 μm 连续切片，经脱蜡，水化后，进行苏木素 - 伊红

染色（HE）、PAS 染色。将选取的切片置入 Leica Boud-Max 系统

（二抗 + 显色系统：Leica Boud Polymer Refine Detection），一抗

工作浓度：CK15 (1:100,anta Cruz, USA)，pan-ck (1:100, Dako,

Denmark)，vimentin (1:100, Dako, Denmark)，and CD29 (1:100,

Santa Cruz, USA)，同时每组设置阴性对照（PBS 代替一抗），选

用 IHC-P 程序自动控制进行免疫组化实验，全程 3.5 小时。

2 结果

2.1 血小板计数检测

24 组标本，全部行全自动血细胞分析仪检测全血细胞计

数，PRP 血小板计数为 375-1414×109/L， 平 均 数 为 931±
276.40×109/L，是静脉血血小板计数 206.79±50.83×109/L 的

4.5 倍，两者有统计学差异。PRP 中血小板计数需大于全血血小

板计数的 4 倍以上（图 1）。
2.2 生长因子浓度的检测

PRP 中 生 长 因 子 浓 度 分 别 为 PDGF-AB：161.68±67.05

pg/ml、TGF-β1：136.83±49.89 pg/ml、EGF：368.98±87.74 pg/ml；

全血中生长因子的浓度分别为 PDGF-AB：52.60±10.79 pg/ml、
TGF-β1：127.88±20.62 pg/ml、EGF：214.90±56.70 pg/ml （表

1）。PRP 中的生长因子浓度皆大于全血中的生长因子浓度。全

血及 PRP 的 PDGF-AB 和 EGF 浓度的 P 值皆小于 0.05，两组

间有统计学差异。全血及 PRP 的 TGF-β1 浓度的 P 值大于

0.05，两组间无统计学差异。考虑是由于不同的标本 TGF-β1 的

水平可能有较大差异，稀释度未能良好掌握所致。

2.3 创面大体观察

术后 7 d 常规打开加压包扎的自粘绷带及揭除透明薄膜，

观察打包纱布仍保持潮湿者创面愈合情况较干燥者良好，创面

干燥者真皮干燥、脱落；术后 14 d 限制收缩创面装置逐渐脱

落，术后 21 d 限制收缩创面装置皆已脱落，除创面中间局部尚

未完全愈合，周围愈合可（表 2）。

图 1 全血与 PRP 血小板计数（单位：109/L）

Fig. 1 The average amount of platelet counts in PRP was 4.5 times more

than the platelet counts of in venous blood

表 1 全血及 PRP 的 PDGF-AB、TGF-β1 和 EGF 浓度

（X±S，n=24，pg/ml）

Table 1 The concentration of PDGF-AB、TGF-β1 and EGF in Whole

blood and PRP

生长因子

（Growth factor）

全血

（Whole blood）

血小板富集血浆

（PRP）

PDGF-AB

TGF-β1

EGF

52.60±10.79

127.88±20.62

214.90±56.70

161.68±67.05

136.83±49.89

368.98±87.74

表 2 术后 14 天和 21 天各组创面尺寸与愈合率

Table 2 Sizes of wounds in the five groups measured at 14 and 21 days post surgery

术后 14d

14days post surger

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

1.77cm2

1.77cm2

1.77cm2

1.77cm2

1.77cm2

术后 21d 创面大小

21 days post surgery

1.2cm2

完全愈合

0.35cm2

0.12cm2

完全愈合

愈合率

Healing rate

32.20%

100%

80.26%

93.22%

100%

2.3.1 人工真皮组 （A 组） 术后 3d 人工真皮未能与创面稳定

贴附，真皮上未见细胞生长（图 2A）。术后 7d 人工真皮与创面

贴附较稳定，真皮上仍未见细胞生长（图 2B）。术后 14d 限制收

缩创面装置逐渐开始脱落，创面渗出较多、感染率较高 （图

2C）。术后 21d 创面愈合情况较差，愈合处新生表皮较薄 （图

2D）。
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图 2 (A to D)术后人工真皮组创面标本大体观察:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

Fig. 2 (A to D) Macroscopic view of skin wound specimens of artificial dermis after surgery:(A:3d B:7d C:14d

2.3.2 组织工程皮肤组 （B 组） 术后 3d 真皮上可见细胞生长，

组织工程皮肤与创面贴附较 A 组紧密（图 3A）。术后 7d 组织

工程皮肤细胞生长情况不如 C 组、D 组（图 3B）。术后 21d 创面

愈合可，新生表皮较 C 组、D 组及 E 组薄（图 3D）。
2.3.3 碱性成纤维细胞生长因子组织工程皮肤组 （C 组） 术后

3d 组织工程皮肤上可见细胞生长，较 D 组差，组织工程皮肤与

创面基本贴附 （图 4A）。术后 7d 组织工程皮肤上可见细胞生

长，仅次于 D 组，并与创面稳定贴附（图 4B）。术后 14d 观察创

面渗出较多，一例创面形成巨大肉芽肿（图 4C），术后 21d 除创

面中间局部尚未完全愈合，周围愈合可（图 4D）。
2.3.4 表皮生长因子组织工程皮肤组 （D 组） 术后 3d 组织工

程皮肤上可见细胞生长，并优于其它 4 组，组织工程皮肤与创

面基本贴附（图 5A）。术后 7 d 组织工程皮肤上细胞生长情况

优于其它 4 组（图 5B）。术后 21 d 限制收缩创面装置基本已脱

离，新生表皮较薄（图 5D）。
2.3.5 富生长因子组织工程皮肤组 （E 组） 术后 3 d 组织工程

皮肤上见少许富血小板凝胶（图 6A），细胞生长情况不如 C 组、
D 组，组织工程皮肤与创面基本紧密，感染例数最少。术后 7 d

组织工程皮肤上见少量细胞生长（图 6B）。术后 14 d 创面感染

例数最低，并较其它 4 组干燥（图 6C）。术后 21 d 创面愈合良好

（图 6D）。
2.4 组织学观察

HE 染色切片结果表明富生长因子组织工程皮肤组（E 组）

创面愈合效果最好，碱性成纤维细胞生长因子组织工程皮肤组

（C 组）和表皮生长因子组织工程皮肤组（D 组）较好，组织工程

皮肤组（B 组）次之，人工真皮组（A 组）最差（图 7）。

图 3 (A to D)术后组织工程皮肤组组创面标本大体观察:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

Fig. 3 (A to D) Macroscopic view of skin wound specimens of tissue engineering after surgery:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

图 4 (A to D)术后碱性成纤维细胞生长因子组织工程皮肤组组创面标本大体观察:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

Fig. 4 (A to D) Macroscopic view of skin wound specimens of basic fibroblast growth factor tissue engineering after surgery:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

图 5 (A toD)术后表皮生长因子组织工程皮肤组创面标本大体观察:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

Fig. 5 (A to D) Macroscopic view of skin wound specimens of Epidermal growth factor tissue-engineered after surgery:(A:3d B:7d C:14d D:21d)
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图 8 术后第 21 天各组创面标本 PAS 染色低倍镜下观察（10x10）:A 组:B 组:C 组:D 组:E 组

Fig.8 (A to E) Observation of PAS stained wound tissue sample taken at 21 days post-surgery under low magnification (10 x 10) :groupA: groupB:

groupC: groupD: groupE

术后 21 天采集标本进行 PAS 染色，低倍镜下观察发现，

各组呈不连续阳性，提示有基底膜形成（图 8）。免疫组织化学

分析 pan-ck, vimentin, CK15, CD29 蛋白分析结果也证实了伤

口愈合的程度是 E 组 > C 组，D 组 > B 组 > A 组（图 9-12）。

图 6 (A to D)术后富生长因子组织工程皮肤组创面标本大体观察:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

Fig. 6 (A toD) Macroscopic view of skin wound specimens of Rich growth factor tissue-engineered after surgery:(A:3d B:7d C:14d D:21d)

图 7 术后第 21 天各组创面标本 HE 染色低倍镜下观察（10x10）

Fig. 7 (A to E) Observation of HE stained wound tissue sample taken at 21 days post-surgery under low magnification (10 x 10)
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图 10 术后第 21 天各组创面标本 Vimentin 染色高倍镜下观察（10x20）:A 组:B 组:C 组:D 组:E 组

Fig.10 (A to E) Observation of wound tissue sample taken at 21 days post-surgery with immuohistochemical staining against Vimentin under high

magnification (10 x 20) :groupA: groupB: groupC: groupD: groupE

图 9 术后第 21 天各组创面标本 Pan-ck 染色高倍镜下观察（10x20）:A 组:B 组:C 组:D 组:E 组

Fig.9 (A to E) Observation of wound tissue sample taken at 21 days post-surgery with staining against Pan-ck under high magnification (10 x 20) :

groupA: groupB: groupC: groupD: groupE
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图 12 术后第 21 天各组创面标本 CD29 染色高倍镜下观察（10x20）:A 组:B 组:C 组:D 组:E 组

Fig.12 (A to E) Observation of wound tissue sample taken at 21 days post-surgery with immuohistochemical staining against CD29 under high

magnification (10 x 20) :groupA: groupB: groupC: groupD: groupE

图 11 术后第 21 天各组创面标本 CK15 染色高倍镜下观察（10x20）:A 组:B 组:C 组:D 组:E 组

Fig.11 (A to E) Observation of wound tissue sample taken at 21 days post-surgery with immuohistochemical staining against CK15 under high

magnification (10 x 20) :groupA: groupB: groupC: groupD: groupE

3 讨论

富血小板血浆 (platelet-rich plasma, PRP) 是自体全血经 2

次离心后，利用密度梯度离心法所制备而得的富含生长因子的

浓缩血小板的血浆，其所含的血小板浓度至少为全血的 4 倍以

上，PDGF-AB, TGF-β1 and EGF 含量大于全血。本实验通过分

离浓缩得到了 PRP，其血小板含量是静脉全血的 4.5 倍，满足

实验要求合理范围，并且两者有统计学差异。另外，PRP 中

PDGF-AB, TGF-β1 和 EGF 等生长因子都高于全血。然而，全血

及 PRP 的 TGF-β1 浓度无统计学差异。考虑是由于不同的标本

TGF-β1 的水平可能有较大差异，稀释度未能良好掌握所致。
表皮干细胞(epidermal stem cells , ESC) 在正常皮肤中的含

量极少,约占表皮细胞的 4 % ,作为皮肤组织特异性干细胞,不

仅维持着表皮日常的新陈代谢,且积极地参与皮肤损伤后的修

复。是整合素表达水平最高的一类细胞,主要通过表达整合素

实现对基底膜各种成分的黏附,皮肤基底层细胞通过其表面的

整合素与基底膜及细胞外基质黏附,在增殖分化过程中,基底层

细胞表面整合素表达逐渐下调直至消失,细胞也随之逐渐向皮

肤表面迁徙,最终角质化、脱落。干细胞对基底膜的脱黏附是诱

导干细胞脱落, 干细胞群落进入分化周期的重要调控机制之

一。由于表皮干细胞及暂时增殖细胞表面高表达 β1 整合素,而

有丝分裂后细胞及终末分化细胞不表达 β1 整合素, 因而可以

用 β1 整合素的抗体来鉴别表皮干细胞及暂时增殖细胞 ( tran-

sient amp lifying cells, TA cells)[1]。β1 整合素在毛囊隆突部和基

质处的角朊细胞强烈表达[2], β1 整合素阳性细胞与 K15 在毛囊

隆突部的分布相吻合, 但 β1 整合素并非干细胞特异性的标志,

β1 整合素阳性细胞包含干细胞和部分 TA 细胞[3]。β1 整合素是

ESC 首要的相对特异标识分子,与过度性扩充细胞的表达水平

比较, ESC 的表达水平要高出 2~3 倍,并且 β1 整合素的表达水

平和细胞的增殖能力呈正相关[4]。
ESC 的分化和增殖受内外因素影响，目前研究报道表明涉

及很多细胞因子，例如白细胞介素(interleukius, ILs)、干细胞生

长因子(stem cell growth factors ,SGF)、表皮细胞生长( EGF) 、
成纤维细胞生长因子(FGF)、肝细胞生长因子(HGF) 等。干细胞

和其周围的支持细胞之间的亲密接触，也可以作为一种控制干

细胞行为的关键信号来源，实验发现毛囊外根鞘细胞体外培养
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后移植到小腿溃疡创面，治疗效果良好，并且新生上皮从生物

学角度和形态学方面与周围皮肤无明显差异。因此，应用干细

胞的无限增殖和多向分化潜能对今后的表皮重建具有重大实

用价值[5]。国内有学者探讨了表皮干细胞直接分化为汗腺细胞

的可能性[6]，以及胎盘表皮干细胞在毛囊乳头层的诱导下形成

新的毛囊结构[7]，通过毛囊干细胞可以制备皮肤替代物,移植到

深度烧伤创面以期达到表皮的功能康复[8]。皮肤组织有着很强

的再生能力,表皮的不断更新依赖于基底层中的干细胞终身不

断自我持续分裂。终末分化细胞的死亡脱落与基底干细胞的分

裂维持一定的平衡,这是维持正常的组织结构和细胞内环境稳

定的基本条件[9]。
移植同源异体组织工程皮肤，术后 3 d、7 d、14 d、21 d 采集

创面活检标本，常规 4%多聚甲醛固定，脱水，石腊包埋后，进行

HE 染色、PAS 染色、pan-ck、vimentin、CK15、CD29 等免疫组化

检测。组织切片 HE 染色揭示在组织再生方面从最好到最差依

次是富生长因子组织工程皮肤组（E 组），碱性成纤维细胞生长

因子组织工程皮肤组（C 组）、表皮生长因子组织工程皮肤组（D

组）、组织工程皮肤组（B 组）和人工真皮组（A 组）。术后 21 天

采集标本进行 PAS 染色，低倍镜下观察发现，各组间呈不连续

阳性，提示有基底层结构的再生。随后，对 pan-ck, vimentin,

CK15, CD29 免疫组织化学分析，显示不同实验组与对照组间

的创面修复进展与 HE 染色结果一致。
本研究证实移植富含血小板衍生生长因子 AB(platelet-de-

rived growth factor, PDGF-AB)、转化生长因子 β(transforming

growth factor β, TGF-β)、表皮细胞生长因子(epidermal growth

factor, EGF)、类胰岛素生长 因 子 (insulin-like growth factor,

IGF)、血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor,

VEGF) 等多种生长因子的组织工程皮肤能加速创面愈合的速

度。与人工真皮、组织工程皮肤和单生长因子组织工程皮肤相

比，富含多种不同生长因子的组织工程皮肤对创面修复更有效

果。
成纤维生长因子（Fibroblast growth factors, FGFs）是生长因

子家族成员之一，主要参与血管生成，伤口愈合和胚胎发育，在

各种各样细胞和组织的增殖和分化过程中起到重要作用。成纤

维生长因子于 1973 年在垂体提取物中首次发现，初始为 " 酸

性成纤维细胞生长因子 "（acidic fibroblast growth factor，aFGF）

和碱性成纤维细胞生长因子 （basic fibroblast growth factor，

bFGF）两种形式，随后 FGF-5 等其它异构体也相继被发现。到

目前为止，成纤维生长因子家族共有 9 名成员。作为成纤维生

长因子家族成员之一，碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）是一

种有多种生物特性的多功能蛋白，在不同领域被广泛研究。
bFGF 对多种类型细胞株有多种生物学功能，例如参与中胚层

诱导，神经诱导和神经系统发育等。在成熟组织，它可以促进血

管生成，伤口愈合和组织修复。碱性成纤维细胞生长因子在机

体正常生长发育过程中起到关键的作用，对整形外科中遇到的

发育缺陷的发病机制和治疗研究有很大的意义[10]。
bFGF 调节与创面修复相关细胞的有丝分裂、分化和调节

蛋白的分泌。其重要职能之一，是直接诱导的内皮细胞迁移和

增殖。其他功能包括刺激巨噬细胞内源性 bFGF 表达、成纤维

细胞增殖，合成新的细胞外基质形成结缔组织，以及新血管的

生长。bFGF 在创面修复过程中起到多方面的调节作用。Fang

等人研究表明可提高皮肤移植成活率、减少组织坏死及坏死表

面积率，也能显著减轻移植皮肤收缩[11]。大量的动物实验证实

bFGF 在创面修复方面有突出的作用，为 bFGF 在临床上的应

用提供了重要的理论基础。
表皮生长因子(epidermal growth factor, egf)是 Cohen 1962

年首次在小鼠的颌下腺中发现的一种小分子蛋白。1975 年从

人尿中提取出人表皮生长因子 （hegf），由于其可抑制胃酸分

泌，又称抑胃素。由于其在临床实践的巨大生物学效应和广阔

前景，表皮生长因子和表皮生长因子受体（EGFR）的研究已成

为近年来在生物化学领域的研究热点[12]。egf 能促进细胞内糖，

蛋白质，DNA，和 RNA 的合成，加速细胞的有丝分裂，从而促

进上皮细胞的增殖，与免疫皮肤病，伤口组织的修复和牙周炎

等疾病的治疗紧密相关[13]。分离纯化的人 EGF 重组蛋白促进伤

口愈合及皮肤烧伤治疗的功能越来越受到人们的重视，已被广

泛用于浅Ⅱ度烧伤，深Ⅱ度烧伤，慢性伤口，皮肤移植等多种组

织创伤的研究，并已经在临床上得到广泛的应用。
血 小 板 衍 生 生 长 因 子 （Platelet-derived growth factor，

PDGF）主要由巨核细胞合成,储存在血小板的 α 颗粒中。其他

细胞经适当刺激后也能产生 PDGF，例如巨噬细胞，内皮细胞，

成纤维细胞，成肌细胞，神经胶质瘤细胞和胶质母细胞瘤等肿

瘤细胞株。PDGF 能诱导细胞做一些事情，如合成 DNA，激活酪

氨酸激酶，上调花生四烯酸，PGI2 和 PGE3 的释放，激活腺苷酸

环化酶，激活丝氨酸苏氨酸激酶，诱导基因的转录，并改变细胞

表面活性。Saygin 等[14]用 PDGF 作用细胞发现可以增加基因表

达，PDGF 不但可以促进细胞增殖，还增加胶原蛋白和非胶原

蛋白的合成[15]。
转化生长因子 β（Transforming growth factor beta，TGF-β）

是一类具有多种生物学活性的多肽生长因子。在不同类型的

细胞和组织中起到关键的细胞生物学活性，参与创面愈合、病
理性瘢痕形成和骨生成。机体组织损伤后，由血小板分泌释放

TGF-β，聚集在创面边缘，与细胞外基质的物理接触诱导其生

物学活性发挥。活化的 TGF-β 诱发单核细胞、中性粒细胞和成

纤维细胞发生趋化反应，向创面部位迁移并活化，发生免疫应

答反应。活化的细胞也可以释放 TGF-β，进一步招募其他免疫

细胞在损伤区域聚集。TGF-β 还可以启动上皮细胞的趋化作

用，促进上皮细胞分裂和增殖，增加角质细胞的流动性，刺激角

质细胞角质蛋白的表达。TGF-β 能刺激损伤部位成纤维细胞合

成很多种类的细胞外基质蛋白，主要有 I 型胶原、II 型胶原、纤
维连接蛋白（fibronectin，FN)、弹性蛋白、整合素和多聚糖蛋白，

同时，TGF-β 可以减少蛋白酶分泌，降低基质破裂，促进基质与

细胞的交联作用，增强创面部位的抗拉强度和局部纤维蛋白沉

积，加速创面愈合。实验已表明，外源性 TGF-β 有助于切除伤

口，裂伤，闭合性损伤和溃疡等伤口的治疗 [16,17]。有研究表明

EGF 通过与细胞表面 EGF 受体结合，启动某些基因的表达，最

终加快细胞的增殖[18]。同时依次刺激上皮细胞，增加细胞内基

质的合成，加速伤口愈合。在伤口愈合过程中，EGF 受体在损伤

部位是高表达的，另一方面，EGF 受体在细胞外液体通常是低

表达的。EGF 的局部高表达可加速上皮修复和肉芽组织的形

成，进而加速伤口愈合。
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胰岛素样生长因子（insulin-like growth factors ，IGFs) 是一

类与胰岛素呈高度同源的多肽生长因子，其结构与胰岛素原类

似，且具有胰岛素样活性，包括 2 个成员即 IGF-I and IGF-II。体

外实验表明 IGFs 是生长激素（growth hormone，GH）启动生长

活性和神经发育、稳态的介导者。IGF-I 主要生物学功能是调节

多种类型细胞新陈代谢和有丝分裂，促进动物生长发育；而

IGF-II 的功能研究主要是成人胸腺和妊娠期激素的促生长特

性。IGFs 的生物学功能不但要促进有丝分裂细胞分裂作用，还

可以诱导细胞分化和分化细胞的功能性表达。
VEGF 是 Ferrara 于 1989 年从牛垂体滤泡细胞培养液中分

离出的一类糖蛋白，能促进血管内皮细胞的分裂与增殖和新血

管的形成, 并能增加微血管的通透性，因此，也称为血管通透因

子（vascular permeability factor, VPF）[19]。VEGF 的过表达在肿瘤

生长、转移，促进伤口愈合，牛皮癣，迟发性超敏反应，增生性瘢

痕和瘢痕疙瘩发病过程中起重要作用[20]。最近研究热点集中于

阐明 VEGF 在增生性瘢痕和瘢痕疙瘩形成过程中表达情况，增

生性瘢痕和瘢痕疙瘩形成机制可能与角质化细胞的 VEGF 过

表达有关，VEGF 可通过旁分泌诱导内皮细胞促进皮肤血管的

形成 [21]，Janes 等人发现 VEGF 还可以通过不同的机制调节成

纤维细胞活性影响胶原蛋白的新陈代谢，这与 Detmar 等人的

研究发现是一致的[22]。众多研究证明, 组织缺氧可以诱导角质

化细胞表达 VEGF[23]。
创面愈合是一个受不同生长因子调节和相互作用的复杂

过程，外源性生长因子局部应用和抗体的抗原性中和的有效性

仍有待证实和解决。这一领域的研究还有很多不足，没到临床

应用阶段，但是，通过不同的生长因子是如何影响细胞生长，修

复和调节的研究，我们发现这种生长因子结合治疗皮肤伤口的

方法还是有十分广阔的前景。
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