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摘要 目的：探讨改良皮片 4℃低温保存方法在创面二次植皮治疗中的应用效果。方法：① 动物实验：健康成年豚鼠 3只，处死后，

取背部皮肤做成 32个 1 cm× 1 cm小皮样，随机分为新鲜皮组、庆大盐水保存组、RPMI保存组，改良 RPMI保存组进行 4℃保存；

1周后测定皮肤活力；② 临床实验：观察自 2018年 10月至 2018年 12月，二期植皮患者 33例，应用改良 RPMI 4℃低温保存皮肤

二期回植的患者 16例，与重新取皮植皮患者 17例比较其皮片成活率。结果：动物实验证实：改良 RPMI保存组 4℃保存组在皮肤

储存 1周时皮肤平均活力较庆大盐水保存组、RPMI保存组高（P<0.05）；临床实验证实：改良 RPMI保存组与重新植皮的皮片平

均成活率没有显著性差别（P>0.05）。结论：改良 4℃断层皮片低温保存方法可短期内保存皮肤较高的活力，是皮片再利用的一种

有效方法。
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A Study on the Application of Improved Skin Cryopreservation Technique
at 4℃ for the Wounds Needing Secondary Skin-grafting*

To study the application value of modified 4℃ skin cryopreservation technique for the wound needing sec-

ond skin grafting. ① Animal experiment: 3 healthy adult guinea pigs were sacrificed. 32 1 cm× 1 cm pieces of skin taken from

the back were randomly divided into 4 groups: the fresh skin group, Gentamicin-brine group, RPMI group, improved RPMI group. After

1 week, the viability of skins were measured. ② Clinical experiment: 16 cases of patients needking secondary skin-grafting from October

2018 to December 2018 were selected, 16 cases were griven improved RPMI 4℃ cryopreservation and the other 17 cases were given

needing skin-grafting. The skin-grafting survival rates were evaluated. Animal experiment: the average viability of skins in im-

proved RPMI 4℃ cryopreservation group were higher than the Gentamicin-brine group and RPMI group after 1 week (P<0.05). Clinical
experiment: there was no significant difference in the skin-grafting survival rate between the improved RPMI cryopreservation group and

the new skin-grafting group (P>0.05). Improved RPMI 4℃ cryopreservation technique is an effective method to reuse the

skins by keeping the high viability for a short time.
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前言

皮片移植是烧创伤等创面修复的常用手段[1]，但往往由于

创基条件不佳、患者全身营养差、包扎固定不牢等原因造成一

次植皮后皮片无法完全成活，临床上往往会手术时多取一点皮

片，并保存下来，二期剩余创面进行补充植皮[2]；还有一些皮肤

完全撕脱的患者[3,4]，创面条件差或病情不稳定，无法一期将皮

片回植，必须待创基良好且病情稳定后才可实施撕脱皮肤回

植[5]，这就要求需将撕脱皮肤修成皮片后保存下来，二期再回

植。这就要求保持皮片较高的活力，才能保证二期植皮的成活。

如何储存皮片并保持其良好的活力是临床中的常见难题，临床

上往往将皮片用庆大盐水纱布包裹，普通冰箱 4℃保存[6]，但杨

宗城等[7]认为 4℃冷藏的皮肤仅能保存 3天的活力，超过 3天

就无法保证皮片的成活。我科将胎牛血清和庆大霉素加入
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RPMI-1640营养液中，发现对皮肤具有更好的保存效果，能够

满足临床需要，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 动物与材料

成年豚鼠，雄性，270 g± 10 g，3只。购于中国人民解放军

空军军医大学实验动物中心。RPMI-1640 (R8758-500 mL，

Sagma，with L-glutamine and sodium bicarbonate, liquid, ster-

ile-filtered，suitable for cell culture)，MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thi-

azolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, Sigma，M2128-100

mg)，胎牛血清（特级，四季青 13011-8611），硫酸庆大霉素注射

液（2 mL，8万单位，河南鼎昌）。本实验实施前已通过中国人民

解放军空军军医大学第二附属医院伦理委员会批准（批准编号

TDLL201704-20）。

1.2 方法

1.2.1 皮样制作和分组 根据杨宗城方法[7]将豚鼠用过量戊巴

比妥钠腹腔注射处死后，取背部全层皮肤，剃毛，用 0.1%苯扎

溴铵浸泡 15分钟消毒，无菌条件下去除皮肤下筋膜组织，平均

切割分成 32个 1 cm× 1 cm小皮样，随机分为新鲜皮组、庆大

盐水保存组、RPMI保存组，改良 RPMI保存组。新鲜皮组进行

新鲜皮肤活力测定，作为对照。另外两组按照朱兆明[8]方法，皮

片与液体按照 2 cm2/mL进行储存，将皮片放于无菌瓶内，皮片

与液面距离为 0.5 cm，每 3天更换储存液，4℃冰箱保存。1周

后检测皮肤活力。

1.2.2 改良 RPMI 4℃皮肤储存液配置 按照 RPMI-1640、

10%胎牛血清、庆大霉素 1600 U/mL配置。

1.2.3 皮肤活力计算 按照谢卫国[9]方法，首先测定吸光度 OD

新鲜和 OD空白，从新鲜皮组随机选取 4块测定新鲜皮吸光度

值 OD，再将另 4块皮在沸水中煮熟 30 min，再同法测定 OD作

为 OD空白。新鲜皮肤活力 =OD新鲜 -OD空白，以此作为皮

肤活力测定的基准，样本皮肤活力百分比 =（样本 OD-煮熟皮

肤 OD）/新鲜皮活力× 100%。为减少皮样大小误差，所有 OD

值测量完均需除以样本重量。

1.3 临床实验

1.3.1 一般资料 随机选取改良 RPMI保存组二期回植皮患

者与重新取皮植皮患者，年龄 18-40岁，平均 30岁。

1.3.2 纳入标准、分组 纳入标准：二期补充植皮患者，皮片厚

度 0.3 mm，创面新鲜，没有合并骨、肌腱、神经、血管外露。

分组：本实验共纳入 33例病例，根据一期保留皮片与否分

为改良 RPMI保存组 16例和重新取皮组 17例。

1.4 方法

1.4.1 改良 RPMI 4℃皮肤储存液配置 按照 RPMI-1640、

10%胎牛血清、庆大霉素 1600 U/mＬ配置。

1.4.2 皮片储存方法 按照朱兆明 [8,10]方法，皮片与储存液 2

cm2/mL比例，将皮片放于无菌瓶内，皮片与液面距离为 0.5

cm，每 3天需更换储存液。

1.4.3 创面处理及取皮植皮 创面按时换药，待创基适宜植皮

时，再进行皮肤回植或移植。所取皮片均为 0.3 mm。皮片打包

或加压包扎、局部制动。

1.5 观察指标

两组皮片回植后，皮片成活效果[11]：优：皮片色泽转红，无

表皮脱落；良：皮片色泽转红，部分表皮脱落；中：表皮完全脱

落；差：表皮发黑不转红。

1.6 统计学处理

采用 SPSS 20软件分析数据，计量资料和计数资料的比较

分别采用单因素方差分析和卡方检验，以 P<0.05为差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 1各组动物皮肤 4℃冷藏 1周后活力比较

庆大盐水保存组、RPMI保存组，改良 RPMI保存组皮肤冷

藏一周后活力分别为 28.77%± 15.62%、69.42%± 9.12%、93.3%

± 8.24%，改良 RPMI保存组 > RPMI保存组 >庆大盐水保存

组，组间比较差异均具有统计学意义（P<0.05）。

Note: RPMI+ (Improved RPMI Cryopreservation Group), RPMI (RPMI-1640 Cryopreservation Group), NS ( Normal Saline Cryopreservation Group),

F=64.66, P<0.01, RPMI+ vs RPM, RPMI+ vs NS, RPMI vs NS, P<0.05.

表 1 各组皮肤 4℃冷藏 1周后活力比较

Table 1 Comparison of skins vitality between different groups after 1 week of cold storage at 4℃

Groups Mean SD
Bonferroni's Multiple

Comparison Test
t P

RPMI+ 93.30% 8.24% RPMI+ vs RPMI 4.162 < 0.05

RPMI 69.42% 9.12% RPMI+ vs NS 11.25 < 0.05

NS 28.77% 15.62% RPMI vs NS 7.084 < 0.05

2.2 改良 RPMI组与重新取皮组皮片成活率比较

改良 RPMI组 16例，重新取皮组 17例。皮肤成活率比较：

改良 RPMI组优 12例（75%）、良 3例（19%）、中 1例（6%），重

新取皮组优 14例（82%）、良 2例（12%）、中 1例（6%），两组皮

肤成活率比较差异无统计学意义（P>0.05）。
2.3 典型病例

患者赵某某，男，54岁，车祸致左手背皮肤完全撕脱，急诊

给予清创，由于创基差，一期将撕脱皮肤修成皮片后，放入改良

RPMI冷藏液中保存，1周后进行回植，尺侧剩余创面重新取中

厚皮修复，术后 8天，冷藏皮肤完全成活，除颜色与新取皮有差

别外，无坏死发生。

3 讨论

3.1 4℃皮肤低温保存延期回植技术，可以解决一期剩余皮肤

无法再利用的临床难题
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图 1 皮肤储存典型病例

Fig.1 A typical case of skin cryopreservation

Note: ① the avulsion skin; ② The cryopreservation skin was replanted after 1 week; ③ The cryopreservation skin was alive 8 days after surgery.

皮片移植是临床上创面修复的常用手段，而由于创面条件

或患者全身情况差等不利于皮片成活，临床中经常需要将剩余

皮肤进行保存，二期再回植。如何储存皮片并保持其良好的活

力是临床中的常见难题[12]，临床中往往将皮片用庆大盐水纱布

包裹，普通冰箱 4℃保存，杨宗城[7]认为 4℃冷藏的皮肤仅能保

存活力 3天，3天后活力将迅速降低，回植后将造成皮片坏死。

但在临床工作中，二期植皮一般需 5-7天，而盐水纱布储存法

只能保存 3天，无法满足临床需求。而如果将剩余皮片丢弃，二

期从正常部位取皮，不仅浪费了患者的皮肤资源，又造成二次

损伤。常规治疗方法已无法满足此类临床治疗的需要。针对以

上问题，我们利用改良 RPMI法 4℃低温皮肤储存的方法，可以

有效保存皮肤活力，减少患者皮肤的浪费，减轻再次取皮带来

的二次创伤。

3.2 4℃不同储皮液的选取与改进为延长皮肤冻存时间提供保障

4℃皮肤储存方法目前研究发现的有三类。一类是生理盐

水储存法，朱兆明等[10]用 8万 u/500 mL庆大霉素生理盐水纱

布包裹，放入无菌袋内密封保存。储存 3天后，皮片内琥珀酸脱

氢酶和氧耗量已下降到储存前的 60%-70%，储存 1周后，活力

只有 33%-48%左右，回植后将会坏死，所以应用盐水纱布 4℃

储存的方法，最好在 3天内回植。另一类是营养液储存法[8]。应

用作细胞培养的液体进行皮肤储存，如 DMEM、MEM、RP-

MI-1640等[13]，目前研究显示 RPMI-1640营养液效果最佳，储

存 6天，皮片琥珀酸脱氢酶活力可维持在 48.4%左右。第三类

是原解放军总医院第一附属医院的 B保养液法[10]，在 Kreb林

格磷酸缓冲液中加入甘露醇、谷胱甘肽、小红参醌等营养和抗

氧化的药物，可提高皮片活力。据报道，其 4℃皮片储存 6天的

活力为 85.4%，高于 RPMI-1640营养液储存组。但目前由于目

前市场尚没有小红参醌的成品药物，且 Kreb林格磷酸缓冲液

等药物配置比较繁琐，容易沉淀等情况给临床应用带来不便。

液氮可长期对皮片进行储存[14]，但由于皮片需经历冻存和复温

-两次损伤，最终皮片活力保持在 60-70%，不利于皮片短期保

存，并且需要对皮片进行较为复杂的包装等操作，不利于临床

推广。

3.3 改良 RPMI-1640可提高低温保存皮肤的活力

RPMI-1640 ( Roswell Park Memorial Institute) 培养基是

1966 年由 Moore 及其同事开发 [15]。在无血清条件下，RP-

MI-1640也表现出可支持多种细胞系的生长，广泛用于细胞融

合和杂交细胞的生长[16,17]。Basaran O等[18]认为由于其富含细胞

生存所需的各种氨基酸和电解质，利于上皮细胞生长。我们在

RPMI-1640 培养基中加入 10%胎牛血清和庆大霉素 1600

U/ml，其中胎牛血清取自剖宫产的胎牛，是牛血清中品质中最

好的，含有众多促进细胞生长的生长因子，并且所含抗体、补体

等对细胞有害的成分最少[19-23]。王美霞等研究发现胎牛血清和

海藻糖对人乳腺细胞 HBL-100具有低温保护作用[24]。庆大霉素

是临床常用的广谱抗生素，通过干扰细菌蛋白质合成而发挥抗

菌作用。大量研究[25-31]表明庆大霉素良好的抗菌性能，可缩短感

染创面的愈合时间。我科配置的改良 RPMI 4℃皮肤冷藏液，7

天可保持皮片 93%左右的活力，高于液氮法，并且在普通冰箱

中就可保存，可以满足临床需要。

3.4 改良 RPMI-1640皮肤低温储存的弊端和注意事项

应用改良 RPMI-1640进行 4℃皮肤储存，需要按时更换液

体，一旦发现储皮液颜色减淡，需要及时更换，以免储皮液内细

胞代谢产物增多，营养成分减少，影响皮肤活力。尽管改良

RPMI 4℃皮肤存储液可以短期内保持皮肤活力，但如果超过一

周，皮片活力会明显下降，影响植皮效果。如估计回植时间过长

时，仍需进行深低温皮肤储存，才能保持其活力。
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