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摘  要 

目的：探讨负载重组人表皮生长因子的人工真皮在大鼠创面修复中对创面组织细胞凋亡的影响。方法：采

用浸渍法制备负载Rh-EGF的人工真皮。随机将12只SPF级雄性SD大鼠分为两组，每组6只，适应性喂养1周
后，于SD大鼠背部建立创面模型。联合组施加浸渍Rh-EGF的人工真皮，人工真皮组则应用生理盐水浸渍的

人工真皮。通过TUNEL/DAPI双荧光染色法对大鼠创面组织进行细胞凋亡评估，分别对凋亡细胞数量和总

细胞数量进行定量分析，最终计算得出细胞凋亡率。结果：与人工真皮组相比，试验组的细胞凋亡率显著

减少(P < 0.01)。结论：负载重组人表皮生长因子的人工真皮可减轻SD大鼠创面修复过程中的细胞凋亡。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of artificial dermis loaded with recombinant human epidermal 
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growth factor on apoptosis of traumatic tissue cells in rat wound repair. Methods: Artificial dermis 
loaded with Rh-EGF was prepared by impregnation method. Twelve SPF-grade male SD rats were 
randomly divided into two groups of 6 rats each, and the trauma model was established on the back 
of SD rats after 1 week of adaptive feeding. Artificial dermis impregnated with Rh-EGF was applied 
to the experimental group, while saline-impregnated artificial dermis was applied to the control 
group. Apoptosis was assessed by TUNEL/DAPI dual fluorescence staining of rat traumatic tissues, 
and the number of apoptotic cells and the total number of cells were quantified, respectively, and 
the apoptosis rate was finally calculated. Results: Compared with the control group, the apoptosis 
rate of the test group was significantly reduced (P < 0.01). Conclusion: Artificial dermis loaded with 
recombinant human epidermal growth factor can reduce apoptosis during wound repair in SD rats. 
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1. 引言 

皮肤创面修复是一个复杂的生物学进程，涵盖炎症反应期、细胞增殖期及组织重塑期三个动态阶段

[1]。细胞凋亡作为一种程序性死亡方式，通过清除受损细胞和调控修复细胞数量，在保护组织的正常代

谢与更新以及维持组织稳态中发挥关键作用[2]。慢性创面或呈现异常修复状态的创伤，常常伴随着细胞

凋亡过程的失调现象，导致参与修复的细胞大量丢失[3]。随着修复细胞数量的减少，创面愈合所需的各

种生理活动无法正常开展，进而使得创面愈合进程显著延迟，不仅延长了患者的痛苦周期，还增加了感

染等并发症的发生风险[4]。传统敷料其主要功能在于为创面提供一个相对隔离的物理屏障，避免外界细

菌、灰尘等污染物的侵入，在一定程度上保护了创面[5]。但遗憾的是，它们仅仅停留在物理防护层面，

缺乏对细胞生物学行为的有效干预能力，难以对细胞凋亡过程进行调控，无法阻止慢性创面或异常修复

状态下细胞凋亡的失调[6]。近年来，组织工程中的人工真皮因其三维支架结构和功能化修饰潜力，成为

创伤修复领域的研究热点[7]。 
重组人表皮生长因子(recombinant human epidermal growth factor, Rh-EGF)已被证实可以促进表皮细胞

迁移与增殖，然而该因子对细胞凋亡的调控机制尚未形成学术共识[8]。研究表明，EGF 家族可能通过

PI3K/Akt 通路抑制凋亡相关蛋白(如 Caspase-3)的表达，但这一效应在人工真皮复合体系中的协同作用尚

未阐明[9]。本研究通过构建负载 Rh-EGF 的人工真皮，结合大鼠背部全层皮肤缺损模型，利用

TUNEL/DAPI 双染色法定量分析创面细胞凋亡率，旨在揭示 Rh-EGF 功能化人工真皮对创面组织凋亡的

影响，为优化创伤修复材料提供理论依据。 

2. 实验仪器与材料 

2.1. 实验动物 

实验选取 72 只 6~7 周龄、体重 188~220 g 的雄性 SD 大鼠作为研究对象，实验动物采购自斯贝福(北
京)生物技术有限公司[生产许可证号：SCXK(京) 2024-0001]，并饲养于石河子大学实验动物中心 SPF 级

屏障环境[使用许可证号：SYXK(新) 2023-0003]。所有实验操作严格遵循《实验动物护理和使用指南》(第
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8 版)规范，且经石河子大学第一附属医院医学伦理委员会审查批准(伦理批号：A2023-153-01)。 

2.2. 实验药品与医用材料 

重组人表皮生长因子外用溶液(I)购自深圳华生元公司，双层人工真皮修复材料购自深圳兰度生物材

料有限公司。 

2.3. 主要试剂及仪器 

一步法 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒(G1504)、抗荧光淬灭封片液(G1401)、蛋白酶 K (G1205)、DAPI
染色试剂(G1012)、PBS 磷酸盐缓冲液(pH 7.2~7.4)、破膜液(G1204)均购于赛维尔公司。 

3. 实验方法 

3.1. 浸渍法制备负载 Rh-EGF 的人工真皮 

将人工真皮裁剪为直径为 2 cm 的人工真皮皮片后置入盛有 Rh-EGF 溶液的玻璃培养皿中，37℃下浸

泡 30 min，使 Rh-EGF 充分浸入人工真皮中备用。另裁剪一部分直径为 2 cm 的人工真皮皮片 37℃下浸

泡于生理盐水中 30 min 备用。 

3.2. 动物分组与造模 

将 SD 大鼠分为 2 组：人工真皮组与联合组。使用全层皮肤活检器及眼科剪在 SD 大鼠背部肩胛骨下

方 2 cm 处制造一个直径为 2 cm 的创面，深达深筋膜。人工真皮组的 SD 大鼠造模后使用 3-0 缝线将浸泡

过生理盐水的人工真皮完全覆盖缝合于大鼠背部创面，联合组使用 3-0 缝线将浸泡过 Rh-EGF 溶液的人

工真皮覆盖大鼠背部创面并进行缝合，两组 SD 大鼠施加人工真皮后均使用纱布及弹力绷带包扎，每隔

3~4 天常规清洁换药。 

3.3. 取材与包埋 

在 3，7，14 三个时间点打开 SD 大鼠创面包扎，使用手术眼科剪沿创面边缘裁剪出创面组织，立即

浸泡于 4%多聚甲醛中，常温固定 24 h~48 h 后常规脱水浸入蜡液中包埋。包埋好的蜡块修剪后留存。 

3.4. SD 大鼠创面组织细胞凋亡检测 

将蜡块固定于切片机进行切片后，将切片转移至恒温干燥箱中干燥 30 分钟，随后依次使用二甲苯和

梯度酒精进行脱蜡处理。脱蜡完成的切片经蒸馏水水化后，将 100 μL 蛋白酶 K 原液与 1 mL PBS 溶液混

合，配制成 1 mL 蛋白酶 K 工作液。切片经轻振去除残留液体后，使用免疫组化笔沿组织外围构筑疏水

屏障，滴加蛋白酶 K 工作液完全覆盖组织样本，置于 37℃恒温培养箱温育 20 分钟。后续步骤中将载玻

片浸入 pH 7.4 的 PBS 缓冲液，于水平摇床完成 3 次 × 5 min 的梯度漂洗。 
取 1 μL Triton X-100 原液与 1 mL PBS 溶液混合，配制 0.1% Triton 破膜液。切片经甩干处理后滴加

破膜工作液覆盖组织，室温孵育 20 分钟后重复上述 PBS 漂洗流程。平衡缓冲液(Equilibration Buffer)覆盖

组织室温处理 10 分钟后，根据样本量取 TUNEL 试剂盒中的 TdT 酶、dUTP 和缓冲液，按 1:5:50 的体积

比混合制备反应液。将混合液覆盖组织后置于湿润培养盒中，37℃恒温孵育 1 小时。 
经 PBS 完成 3 × 5 min 梯度漂洗后，滴加 DAPI 染色液于避光条件下室温温育 10 分钟。经 PBS 终末

漂洗及离心脱水处理后，采用抗淬灭封片剂完成封片。荧光显微镜参数设定：DAPI 激发波长 330~380 nm 
(紫外光)，发射波长 420 nm (蓝色荧光)；488 荧光素激发波长 465~495 nm (发射波长 515~555 nm，绿色

荧光)。 
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3.5. 统计学方法 

所有统计分析均使用 SPSS 20.0 软件完成。符合正态分布的计量资料以均值 ± 标准差表示，偏态分

布数据采用中位数进行描述。两组正态分布数据的比较采用独立样本 t 检验，多组间差异分析则应用单

因素 ANOVA。对于非正态分布或方差不齐的数据，则采用非参数秩和检验。统计显著性设定为 P < 0.05。
数据可视化通过 GraphPad Prism 9.5 实现。 

4. 结果 

凋亡细胞在荧光显微镜下呈现出鲜明的绿色，如图 1 所示，人工真皮组显微图像显示 TUNEL 阳性

信号密度显著高于联合组，具体表现为人工真皮组观测视野内密集分布的绿色荧光标记，而联合组仅可

见稀疏的阳性信号，图 1 中的染色图片直观体现了两组间细胞凋亡水平的差异性。我们借助统计学分析

方法，计算得出人工真皮组 SD 大鼠创面组织细胞的凋亡率为 19.76‰ ± 9.57‰，联合组 SD 大鼠创面组

织细胞的凋亡率 34.30‰ ± 12.08‰。如图 2 所示，进一步的数据分析结果中可以确切得出，联合组的细

胞凋亡率相较于人工真皮组有显著减少的趋势(P < 0.01)。我们以直观的图表形式，清晰地呈现出两组细

胞凋亡率的对比，有力地证实了这一结论。 
 

 
注：**P < 0.01。 

Figure 1. TUNEL/DAPI staining of traumatic tissues of SD rats in each group under 400× fluorescence microscope 
图 1. 400 倍镜荧光显微镜下各组 SD 大鼠创面组织 TUNEL/DAPI 染色情况 

5. 讨论 

在本次研究中，我们构建了大鼠全层皮肤缺损模型，采用手术方式在大鼠背部创建大小一致、深度

精准的全层皮肤缺损创口，以模拟现实中严重皮肤创伤情境。并且我们通过浸渍法，以物理吸附的方式

在 37℃恒温条件下将人工真皮与 Rh-EGF 结合。通过在创面上应用负载 Rh-EGF 的人工真皮，同时设置

人工真皮组对比，探讨该联合方案对创面修复过程中细胞凋亡的影响。结果表明，负载 Rh-EGF 的人工

真皮可显著降低大鼠创面修复过程中的细胞凋亡率。这一发现与既往研究提示的 EGF 家族抗凋亡特性一

致，但其作用机制可能因人工真皮体系的介入而更具复杂性。 
人工真皮为双层结构，上层由高分子材料制成，能阻菌、透气、防水，防止外界细菌侵入，维同时持

皮肤呼吸与水分平衡；下层以胶原蛋白等生物活性材料构建三维多孔构造，利于血管长入输送营养， 
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Figure 2. Comparison of apoptosis rate of traumatized tissue cells in SD rats in each group 
图 2. 各组 SD 大鼠创面组织细胞凋亡率比较 

 
方便真皮细胞附着增殖，可引导血管和真皮细胞快速长入，为细胞迁移(如成纤维细胞、内皮细胞)提供支

撑，引导组织有序再生[10]。胶原支架的三维结构可以通过整合素激活 FAK 介导的信号通路改善细胞黏

附，减少凋亡的发生[11]。此外，胶原降解产生的羟脯氨酸可能激活 Nrf2 通路，减轻创面局部的氧化应

激水平，进一步阻断活性氧(ROS)诱导的 DNA 损伤与凋亡信号激活[12]。 
表皮生长因子在细胞稳态调控中具有关键生物学功能，其对细胞凋亡有抑制效应[9]。该因子通过特

异性识别细胞膜表面受体，触发精准的胞内信号级联反应[13]。其分子机制表现为双重调控模式：正向调

控 Bcl-2 蛋白家族等抗凋亡因子的表达，构建内源性保护机制[14]；同时抑制促凋亡因子活化，有效阻断

线粒体细胞色素 C 的释放[15]。这种多靶点干预策略在维持细胞功能完整性方面发挥重要作用。 
与直接局部应用 Rh-EGF 相比，人工真皮负载策略显示出独特优势。单纯生长因子易被创面蛋白酶

降解导致活性丧失[16]，人工真皮中的胶原支架不仅为 Rh-EGF 的缓释提供载体，其三维结构还能增强细

胞黏附，进一步抑制细胞凋亡[17]。这种材料与生长因子的协同效应，可能通过改善创面局部缺氧及氧化

应激状态，减少自由基诱导的 DNA 损伤，从而降低 TUNEL 阳性细胞比例。 
当前支架体系仍存在降解动力学与药物释放匹配性的优化需求：材料降解速率过快易引发 Rh-EGF

突释现象，而降解过缓则导致生物利用度受限。该技术瓶颈提示需整合材料改良技术以达成控释精准化。 
在临床应用转化方面，本研究存在以下值得注意的局限性：首先，TUNEL 法虽能敏感检测 DNA 断

裂，但无法区分凋亡与坏死细胞，需结合 Annexin V/PI 双染或 Western blotting 法检测凋亡执行蛋白以提

高特异性；其次，机制研究局限于表型观察，未来可通过通路抑制剂、或受体拮抗剂等进行功能验证。

最后，凋亡抑制的“双刃剑”效应仍需审慎评估：短期适度抑制可保留角质形成细胞与成纤维细胞等修

复关键细胞，加速再上皮化与基质重塑[18]；但长期过度抑制可能导致成纤维细胞异常增殖及胶原沉积紊

乱，增加瘢痕形成风险[19]。本研究限于仅采用造模后第 14 天的组织进行凋亡检测，未能评估远期组织
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凋亡情况，未来需结合更长时间的修复周期。我们课题组将在未来进一步验证以上相关问题。 
本研究初步证实 Rh-EGF 人工真皮具备凋亡调控作用，为浸渍了 Rh-EGF 的人工真皮的应用提供理

论依据。我们的研究基于人工真皮与生长因子的协同效应实现对创面组织细胞凋亡的调控。在难愈性创

面治疗场景中，早期凋亡干预可能有效阻断继发性组织损伤进程，但该作用仍需通过多中心临床试验进

行转化验证。 
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