
应用组织工程方法构建瘢痕疙瘩模型  

    瘢痕疙瘩是临床上常见的病理性瘢痕。其治疗一直是困扰整形外科的难题，但由于缺乏理想的动物模

型，这方面的临床和实验室研究一直受到很大限制。建立有效的瘢痕动物模型成为整形外科领域面临的重要课

题。随着组织工程学的迅速发展，从细胞水平构建相应的组织和器官已有不少成功的报道。我们应用组织工程

方法，以新型高孔隙率海绵状聚乳酸-乙醇酸共聚物[(copolymer of polylactic acid (PLA) and 

polyglycolic acid(PGA), PLGA]支架为成纤维细胞培养载体，建立稳定的瘢痕成纤维细胞三维培养复合

体，然后植入实验动物皮下，构建了人瘢痕疙瘩动物模型，报告如下。 

    

1  材料与方法 

    1.1  可吸收性支架材料 

    研究采用的可吸收支架材料为PLGA材料由暨南大学化学系提供，其主要技术参数为：PLA与PGA共聚物，

两者单体的摩尔比为50/50，完全降解时间1/2~1 Y，泡沫孔隙率为85%以上，孔径200~300 μm。 

    1.2  裸鼠及瘢痕组织的来源 

    动物实验用 BALB/ C纯合雌性裸鼠 20只，鼠龄 6~8周，由第一军医大学实验动物中心提供。动物存放

在预先消毒的微隔离器里，再置于隔离室的层流通风窗内。裸鼠 1鼠 1笼放置，用消毒的专用饲料和水喂

养。 

    患者男，21岁。13年前自行灼烧前胸部小斑点后导致瘢痕增生，且进行性增大。尚未作任何治疗，术后

病理检查证实为瘢痕疙瘩。 

    1.3  瘢痕成纤维细胞的原代及传代培养[1][2] 

    1.3.1  原代培养  手术切取的瘢痕组织约2~3 mm3，去除皮下脂肪后，在无菌超净台上，用含双抗PBS

漂洗标本2~3次，用眼科弯剪迅速将组织剪成0.5~1 mm3大小组织块。弯头吸管吸取组织块FBS混合液，均匀覆

盖于25 ml培养瓶接种面，翻转培养瓶使组织贴壁面朝上。加入3~5 ml含20% FBS DMEM培养液于培养瓶底

部，保持培养瓶湿润。置37 ℃、5%CO2 湿化，培养箱内12~24 h，待组织块贴壁后，小心翻转培养瓶，使组

织块浸没于培养液中，1 周内切勿翻动，以免影响组织块贴壁生长。约1周后半量更换培养液，以后每3 d换

液1次。 

    1.3.2  传代培养  当原代细胞生长至基本融合时，即可传代。于超净台上弃去培养液，用5 ml PBS漂

洗1次。滴加0.25%胰蛋白酶1~2 ml，均匀湿润细胞生长面。室温消化2~3 min，倒置显微镜下观察细胞分

离、收缩变圆即可终止消化。加入新鲜的10%FBS DMEM培养液8~10 ml，用弯头吸管反复有序轻轻吹打贴壁成

纤维细胞(fibroblasts, FB) ，使其成均匀的细胞悬液，稍静止沉淀组织块。根据细胞密度按1∶2或1∶3传

代。视FB生长速度大约每10~14 d传代一次，每4~5 d换液1次。第6~8代的FB用于后继实验。 

    1.4  瘢痕成纤维细胞的三维培养[3] 

    将PLGA切成5 mm×5 mm×0.5 mm正方形小块放入培养皿中，分别75%酒精浸泡消毒 2 h，双抗浸泡过
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夜，无菌PBS浸洗3遍；然后置入90 mm无菌培养皿中干燥 , 用时再紫外线照射 30 min。 实验分2组，每组

20个标本。 

    实验组：将20个标本置于24孔培养板中，滴加适量含20% FBS DMEM于37 ℃、5% CO2培养箱内预湿过

夜，以增加其亲水性。取1ml经胰酶消化的2×105/ml单细胞悬液置于PLGA海绵支架上，再加入2 ml 10% FBS 

DMEM培养液使其均匀分布。 

    对照组：将未接种细胞的单纯支架材料滴加适量含20% FBS DMEM于37 ℃、CO2培养箱内预湿过夜, 再加

入2 ml 10% FBS DMEM培养液。两组静置培养72 h后转移至旋转式细胞培养系统(rotatory cell culture 

system, RCCS)容器内进行培养。复合体以及对照组的支架材料在体外分别培养 7 d。每天倒置显微镜下观

察细胞生长情况，第1、7天取标本照相(光镜，电镜观察) 

    1.5  动物实验方法 

    20只裸鼠按实验分组，在裸鼠背部左右两侧用 75%酒精消毒，于两肩胛骨处各作一 0.5 cm切口 ,潜行

分离形成皮下腔隙；将体外培养的两组的支架材料共 40个样本，于每只鼠背部皮下植入2个复合体(左侧为实

验组、右侧为对照组)，切口用 5/ 0丝线缝合。伤口涂酒精后裸露，术后不用任何抗生素。裸鼠转入各自笼

内饲养后，每天观察，在预定时间内切开背部皮肤，切取植入物，迅速置于 10%甲醛或2.5%戊二醛中固定 ,

以待进一步处理后作光镜或电镜检查。 

    1.6  组织学处理及观察方法 

    实验前，将瘢痕疙瘩组织取 3块留作对照，其中 2块行 HE染色和 Masson三色染色光镜下观察，另 1块

处理后作电镜观察。植入术后 4、8、16、24 w ，分批处死20只实验裸鼠(每批 4只)，取出其背部的 2块植

入物，每块切成 3部分，分别作 HE染色、 Masson三色染色 和电镜观察。作光学和电镜观察的标本均按常规

处理。观察以下指标(采用免疫组化染色、I型胶原测定)并同原瘢痕对照：1胶原纤维形状及密度；2细胞成

分、密度和特点；3血管形成情况；4有无变性坏死、炎性细胞浸润等现象。 

    

2  结果 

    2.1  维培养FB(成纤维细胞)的生长特性观察 

    2.1.1  细胞体外培养观察  细胞悬液接种PLGA支架 48 h，倒置显微镜下可见细胞以单个或群落状吸附

于支架纤维上。培养 1周，PLGA纤维之间有呈蜘蛛网状的基质产生(图1A、B)。 

    图1  接种PLGA支架后的细胞悬液 
    Fig.1  Fibroblasts inoculated with the scaffold (Original magnification: ×20) 

    A:Cultivated in vitro for 48 h; B: Cultivated in vitro for one week

    2.1.2  扫描电镜观察  PLGA材料均为珊瑚状多孔结构，气孔多为连通气孔。气孔分布为大孔-微孔结

构，其中大孔孔径为200~300 μm，相互连通；在大孔孔壁上分布着孔径5 μm以下的微孔(图2)。与细胞共孵

育1周后，可见FB呈椭圆球形或不规则形，紧密粘附于PLGA支架表面，细胞与材料及细胞间有丝状纤维形成

(图3)。 

    2.2  移植物的生长特性观察 



    术后裸鼠全部成活，完成实验观察。 

    2.2.1大体观察  种植后伤口及种植区未见感染和种植物排出。第 4周时，裸鼠两肩胛区可触及各有一皮

下结节，推动该处皮肤，结节可同时活动，植入物同表面皮肤结合紧密，与底部肌肉组织结合疏松。切开皮

肤，见植入物形状改变，左侧由原来的正方块变圆变光滑，呈“鹅卵石”样，有包膜覆盖，包膜上有丰富小血

管网，主要来自裸鼠皮肤。移植物的大小同植入前无明显差别。右侧移植物同植入前无明显差别,有包膜覆

盖，包膜上无小血管网)。第 8周时，左侧移植物体积较植入前大，右侧移植物体积较植入前小,切开皮肤，

左侧继续变扁变光滑，有包膜覆盖，来自裸鼠皮肤的血管进入包膜 ,然后广泛发出分枝，质地变软。右侧开

始萎缩，表面有包膜覆盖，包膜上无小血管网，质地变软。第 16周时，左侧体积继续增大，右侧体积明显缩

小，切开皮肤，左侧继续变扁变光滑，有包膜覆盖，来自裸鼠皮肤的血管分支增多，质地由软变韧。右侧继续

萎缩卷曲，包膜上无小血管网，质地继续变软，易碎。第24周时，左侧体积继续增大,切开皮肤，左侧继续变

扁变光滑，有包膜覆盖，表面布满细小血管网，质地韧。右侧移植物体积继续变小，卷曲变形，包膜上无小血

管网。 

    图2  PLGA支架电镜扫描 
    Fig.2  PLGA under scanning electron microscopy (Original magnification: ×1 000) 

    图3  PLGA支架与细胞共孵育1w的电镜扫描 
    Fig.3 Fibroblasts incubated with the scaffold for one week under scanning electron 

microscopy(Original magnification: ×1 500) 

    2.2.2  组织学观察 

    实验组：(1)Masson三色染色：第 4周 (图4A)，可见成纤维细胞陷窝之间胶原被染成蓝色，色泽较浅，

第 8、16、24(图4B)周较 4周时明显深染，范围扩大；(2)HE染色：第 4周(图5A)，可见被染成蓝色成纤维

细胞，呈梭形，周围有条状的胶原纤维，还可见被染成深红色的PLGA碎片，第 8、16、24周(图5B)较 4周时

成纤维细胞明显增多，胶原纤维增多，增粗呈板状或旋涡状排列，局部胶原逐步融合，呈玻璃样变；(3)免疫

组化染色(检测人瘢痕疙瘩成纤维细胞分泌的Ⅰ型胶原)：可见从第4周(图6A)到第24周(图6B)，成纤维细胞分

泌Ⅰ型胶原的量是逐步增加的。 



    图4  实验组Masson三色染色 
    Fig.4  Masson staining of the test group after 4(A), 16(B) weeks (Original 

magnification: ×20) 

    图5  实验组HE染色 
    Fig.5  Hematoxylin and eosin staining of the test group after 4(A), 16(B) weeks

(Original magnification: ×40) 

    图 6  实验组免疫组化染色 
    Fig.6   Immunohistochemical staining of the test group after 4(A) , 16(B) weeks

(Original magnification: ×40) 

    对照组：HE染色，第4周，可见阶梯样排列的PLGA纤维，未见成纤维细胞(图7A)； 第16周，均为PLGA纤

维，其间有一些结缔组织长入，未见成纤维细胞(图7B)。 

    图7  对照组HE染色 
    Fig.7  Hematoxylin and eosin staining of the control group after 4(A), 16(B) weeks

(Original magnification: ×40) 

    2.2.3  电镜观察  实验组：第4周，扫描电镜可见成纤维细胞在PLGA纤维上贴附生长，部分细胞为长梭



形，表面有微绒毛，伸展良好，另一部分细胞为球形，未伸展开，另外可见部分小的球形细胞，可能为裸鼠的

淋巴细胞(图8)。透射电镜下见降解的PLGA纤维和贴附于其上的成纤维细胞，周围可见肥大细胞 ，周围有大

量胶原形成(图9)。第24周，扫描电镜可见 细胞在PLGA纤维上贴附生长，伸展良好，细胞为长梭形，跨纤维

贴附，表面有微绒毛，有细丝样基质分泌(图10)。透射电镜下见贴附于PLGA纤维上的细胞为成纤维细胞，成

纤维细胞内含丰富的粗面内质网，肥大细胞胞质中颗粒明显 ，周围有大量胶原形成(图11)。 

    对照组第8周(图12A)，透射电镜下见材料孔洞变大，不光滑，连续性不明显，有崩解现象。第24周(图

12B)，透射电镜下见材料孔洞变大，密度降低，有明显崩解现象。 

    图8  实验组第 4周扫描电镜观察 
    Fig.8 Scanning electron microscopic observation of the test group after 4 weeks

(Original magnification:×1500) 

    图9  实验组第 4周透射电镜观察 
    Fig.9  Transmission electron microscopic observation of the test group after 4 weeks

(Original magnification:×8 000) 

    图10  实验组第 24周扫描电镜观察 
    Fig.10 Scanning electron microscopic observation of the test group after 24 weeks

(Original magnification: ×1 500) 

    图11  实验组第 24周透射电镜观察 
    Fig.11  Transmission electron microscopic observation of the test group after 24 weeks

(Original magnification: ×20 000) 



    图12  对照组第 4(A)、16周(B)透射电镜观察 
    Fig.12  Transmission electron microscopic observation of the control group after 4(A), 

16(B) weeks (Original magnification:×20 000) 

    

3  讨论 

    病理性瘢痕是以胶原等大量结缔组织的基质过度沉积为特征的皮肤纤维化疾病。瘢痕疙瘩是一种常见的

病理性瘢痕，仅见于人类，其原因不明。由于缺乏理想的动物模型，这方面的临床和实验室研究一直受到很大

限制。复制有效的瘢痕动物模型成为整形外科领域面临的重要课题。 自20世纪50年代起，国内外学者为了对

瘢痕疙瘩的发病机制和防治进行研究，开始尝试建立不同类型的动物模型，主要是以下两种：(1)将人的瘢痕

疙瘩移植于动物(裸鼠)；(2) 在动物身上构建类似瘢痕疙瘩的瘢痕增生。虽然上述动物模型有一定的可取之

处，但仍不够理想，存在以下方面的问题：(1)构建过程缺乏完整性和普遍性，无法对瘢痕的发病机制和预防

进行深入研究；(2)混杂因素多，所得结果可信度不高；(3)模型持续时间不够长，不适于作进一步的治疗学

研究；(4)模型的成功率较低。 

    组织工程学的迅速发展，为解决上述问题提出一条新的思路。组织工程目前已在软骨、骨、皮肤、肝脏

等领域取得可喜的进展，某些组织已进入临床应用[4][5][6][7]。生物可降解材料是组织工程研究中主要采

用的材料，有PLA、PGA和它们的共聚物 PLGA、聚丁酸等，这些可吸收的细胞外基质(ECM)已获得美国FDA的

批准，可应用于人体。目前，利用组织工程技术构建相应的动物模型已有不少成功的报道。我们采用新型高孔

隙海绵状PLGA作为三维培养支架，成功建立了瘢痕疙瘩三维培养模型，这一方法尚罕见报道。 

    瘢痕疙瘩成纤维细胞三维培养体系中的ECM材料的选择是模型成功建立的关键环节，也是限制瘢痕基础研

究进一步发展的主要因素之一[8][9]。理想的三维培养ECM材料的要求有以下几个方面：第一 ，良好的组织

相容性。Mikos等[10]通过乙醇和水两步法有效地对支架进行预湿，增强了亲水性，促进了细胞在支架表面均

匀分布。 Bujia等[11]用多聚赖氨酸来包被PLA聚合物，明显增加支架对细胞的吸附力。刘彦春等[12]选择

卵磷脂和多聚赖氨酸共同包埋PGA加PLA，也显著提高了支架的亲水性和细胞吸附力。我们使用乙醇和20%FBS 

DMEM两步预湿法，结果发现FB种植4 h即黏附于支架上，2 d已在支架上生长良好，PLGA的亲水性和细胞吸附

力显著增强。第二 ，可控生物降解性。PLGA的酯键可水解，而且通过控制聚合物的分子量及其组成，降解速

度可在几周到几年的范围内调控，其降解产物乳酸、乙醇酸等无毒副反应。因此聚α-羟基酸类聚酯PLGA是首

选的人工合成高分子ECM替代材料。我们在实验中还发现PLGA在细胞培养过程中逐渐降解，由FB分泌的胶原纤

维取而代之，继而形成FB-ECM统一体，完全模拟了FB的在体生长环境。第三 ，基质材料具有三维立体多孔结

构，可加工成高孔隙率海绵状结构。本实验用的PLGA孔隙率达85%以上，孔径200~300 μm，与人体真皮层结

构非常相似。这种泡沫内各孔呈内连续性的结构具有极高的面积体积比，可提供宽大的表面积和适宜的空间，

有利于细胞黏附生长，ECM沉积，营养和氧气进入，代谢产物排出，从而保证细胞获得足够养料和及时排放废

物[13]。 

    在研究中，我们采用了RCCS系统，该技术通过模拟微重力环境，能使培养物始终处于悬浮状态而又避免

了较大的剪切力和气泡的产生，使气体、营养成分和代谢废物均匀扩散。它在软骨细胞、成骨细胞、平滑肌细

胞等多种细胞的三维培养中获得了良好的结果[14][15][16]。与静止培养体系相比，RCCS有促进成纤维细胞



在聚乙醇酸纤维上吸附、均匀分布增殖以及功能表达的作用。在该实验中也发现，经RCCS培养后，支架材料

上的细胞数量明显增加，分布更均匀，功能增强[17]。 

    本组在长达 24周的移植过程中，未观察到裸鼠排斥征象及感染或炎症过程，亦无变性坏死现象，在电镜

下可观察到植入物内同时存在纤维细胞和成纤维细胞，且成纤维细胞内可见丰富的粗面内质网，说明植入物内

的成纤维细胞仍保持合成和分泌胶原蛋白的能力。 

    另外，我们注意到，实验组，第4、8、16、24周样品的组织学变化不太明显，其原因可能有以下几个方

面：1支架材料提供的空间有限，而细胞生长迅速，达到饱和状态后，其数量便不会随时间而相应地增加；2

细胞间的相互抑制，细胞自身的调亡使细胞数量以及其分泌胶原的量随时间的变化不明显；3支架材料自身的

毒性影响，PLGA随着时间的增加而逐渐降解，在降解过程中的产物对细胞的生长会有一定的影响；4实验的误

差，染色技术等原因。 

    我们应用组织工程方法成功构建了瘢痕疙瘩动物模型，为进一步开展FB细胞的功能研究及有效药物的筛

选，提供了一个广阔的空间。另外，由于本实验中使用PLGA高分子材料作为支架建立了FB三维培养体系，将

瘢痕来源的FB在体外与ECM构成一个整体，在模拟瘢痕组织在体环境中研究FB的各种生物学特性，结果稳定、

重复性好，为进一步探讨瘢痕形成的机制奠定了一个较好的实验模型。 
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