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摘要

糖尿病足溃疡是糖尿病患者的严重并发症之一，其治疗难度大、复发率高且

常导致感染、坏疽、截肢等严重后果。针对这一问题，本研究构建了一种新型人

工仿生皮肤用于糖尿病足溃疡修复。该仿生皮肤由两层结构组成：底层为用可降

解高分子材料聚乳酸制备的定向纳米纤维，纤维中包载促进伤口修复的药物维替

泊芬；顶层为天然高分子材料壳聚糖形成的凝胶。将载药仿生皮肤贴附于糖尿足

溃疡创口后，底层定向纤维与创口接触，通过释放维替泊芬和引导成纤维细胞定

向排布的双重作用促进糖尿病足溃疡伤口快速愈合；顶层壳聚糖凝胶具有广谱抗

菌性能，能有效抑制多种细菌和真菌生长，降低糖尿病足溃疡创口的感染风险。

本研究有望为糖尿病足溃疡治疗提供一种新方法，所制备的人工仿生皮肤有望成

为糖尿病足溃疡治疗的一种新敷料，可为糖尿病足溃疡患者的康复带来希望。
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一、研究背景

在一次偶然机会，我亲眼目睹了医院中糖尿病足溃疡患者痛苦的换药过程，

那个溃疡创面使我不敢直视，令我记忆深刻。另外，听医生说这种足溃疡很难愈

合，目前医院里还没有有效的治疗方法，当时我心里就暗暗下定决心将来从事这

方面的学习和研究。

国际糖尿病联盟数据显示，目前全球糖尿病患者有 4.25亿人，其中我国糖

尿病患者高达 1.14亿，且糖尿病患者数量仍在迅速增加，在中国，这部分人群

每年将花费 6000亿治疗费用 [1]。糖尿病通常伴有周围神经病变、周围血管疾

病，导致相应的肢体缺血，最终导致糖尿病足溃疡。糖尿病足溃疡是糖尿病严重

的并发症。据估计，15%的糖尿病患者将发生糖尿病足溃疡。它可导致感染、坏

疽、截肢，如果治疗不及时甚至导致死亡发生。患者 5年的死亡风险是未发生足

溃疡的糖尿病患者的 2.5倍，截肢后 5年的病死率超过 70% [2]。糖尿病足溃疡

难愈合的主要原因是神经损伤和血管病变原因。一方面，高血糖导致的神经损伤

后长期周围神经病变，造成患者远端肢体疼痛或感觉消退，使糖尿病患者不易觉

察皮肤破损，从而使细菌等微生物易侵入破损的皮肤，发生溃疡难以愈合 [3, 4]。

另一方面，周围动脉硬化或狭窄可导致血管功能受损和血流变缓，使机体不能获

取满足代谢所需的氧气及营养物质，引起肢端缺血、缺氧，使得氧自由基水平升

高，严重影响伤口局部炎性细胞比例及功能，导致伤口愈合延缓。此外，糖尿病

足溃疡久不愈合的原因还有血糖没有控制好 [5, 6]。

糖尿病足溃疡已经成为全球关注的公共卫生健康问题，它的治疗方式主要有

血糖控制、清创术、血管重建、局部减压、敷料应用、高压氧治疗、电刺激治疗

等 [7]。但是，这些治疗方法的效果有限，难于完全治愈。此外，糖尿病足溃疡

复发率高，3年后复发率可高达 50%以上，严重影响患者生活质量。因此，本项

目拟构建一种新型的人工仿生皮肤，用于糖尿病足溃疡的修复。该人工仿生皮肤

由装载药物的生物医用高分子纳米纤维构成。如图 1a所示，该载药仿生皮肤由

两层结构组成：底层为通过静电纺丝技术制备的聚乳酸高分子定向纳米纤维，纤

维中包载促伤口修复药物维替泊芬；顶层为天然高分子壳聚糖凝胶，通过具有良

好生物相容性的β-甘油磷酸钠交联。如图 1b所示，将该载药仿生皮肤贴附于小

鼠的糖尿病足溃疡后，底部纤维层与糖尿病足溃疡创口接触，顶层壳聚糖凝胶层
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暴露于空气。底层纤维可吸收伤口渗液并释放维替泊芬用于减轻糖尿病足溃疡伤

口处的炎症反应，并与纤维的定向结构协同诱导成纤维细胞和表皮细胞的迁移、

增殖，促进糖尿病足溃疡的愈合；顶层的壳聚糖凝胶具有广谱抗菌性能，对造成

糖尿病足溃疡感染的多种细菌、真菌（如金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和芽生

菌等）均有较好的抑制效果。因此，该载药仿生皮肤通过促进基质细胞向糖尿病

足溃疡伤口处增殖、迁移以及降低伤口处感染风险的双重作用，加速糖尿病足溃

疡的修复。

图 1 载药人工仿生皮肤对糖尿病足溃疡修复的研究示意图。a）载药仿生皮肤中聚乳酸定向

纳米纤维层的制备和壳聚糖凝胶层的制备；b）载药仿生皮肤的抗炎、防感染和促进糖尿病

足溃疡创口修复作用。

二、研究思路

研究点一：糖尿病患者因自身代谢稳态变化导致基质细胞迁移受限，足溃疡伤口

愈合缓慢
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拟解决办法：一方面利用高分子纳米纤维产生定向排列结构，诱导成纤维细胞和

表皮细胞向足溃疡伤口部位迁移，加快细胞覆盖进程；另一方面利用纤维释放抗

炎药物维替泊芬，减轻足溃疡伤口部位的炎症反应，以此提升伤口处成纤维细胞

和表皮细胞的增殖活性，促进足溃疡修复。

研究点二：细菌、真菌等微生物易侵入破损的皮肤，使足溃疡难以愈合

拟解决办法：将载药仿生皮肤完全覆盖足溃疡创口，使顶层壳聚糖凝胶暴露在外，

利用壳聚糖自身的广谱抗菌特性抵抗外界细菌、真菌等微生物在足溃疡皮肤处定

殖，降低足溃疡创口感染风险。

图 2 载药人工仿生皮肤对糖尿病足溃疡修复的研究思路图

三、创新点

1. 治疗方法创新：用仿生人工皮肤进行治疗可起到双重作用：一方面促进溃疡

愈合；另一方面可抵抗外界细菌、真菌等微生物在足溃疡皮肤处定殖，降低足溃
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疡感染风险。

2.辅料结构的创新：该辅料选用可降解高分子材料，可完全生物降解；静电纺丝

技术制备的高分子纳米纤维具有类似自然皮肤多孔和定向结构，有利于引导细胞

生长，促进溃疡愈合。

四、材料与方法

4.1 实验材料：本研究所用聚乳酸由西南交通大学材料先进技术教育部重点实验

室合成，壳聚糖购买于阿拉丁试剂网（C105802，黏度 200~400兆帕斯卡·秒），

二氯甲烷、二甲亚砜和本研究中所用到的其余试剂均购自成都科隆化学试剂有限

公司，链脲佐菌素购于 Sigma-Aldrich试剂有限公司。实验所用胰蛋白酶-EDTA

溶液、DMEM高糖细胞培养基和 FBS胎牛血清均购于美国 Gibco生物科技有限

公司。临床中常用的糖尿病足溃疡敷料 Sorbalgon®由成都市第三人民医院捐赠。

4.2 细胞系、细菌株和动物：本研究中所用人脐静脉内皮细胞和小鼠胚胎成纤维

细胞购于中国细胞资源库（上海细胞中心），大肠杆菌菌株购于中国微生物菌种

保藏中心，实验用 6~8周龄雌性 Blab/c小鼠购于成都达硕实验动物有限公司。

4.3 定向结构高分子静电纺丝纤维制备：利用静电纺丝技术制备聚乳酸纳米纤维，

并在制备纤维所用电纺液中加入维替泊芬（4 微摩尔），同时利用高速无刷电机

滚筒在 1500转/分钟的转速下接收纤维，即可得到高定向度的载药聚乳酸纳米纤

维。静电纺丝中所用聚乳酸分子量为 18000道尔顿，溶解于二氯甲烷和二甲亚砜

体积比为 5：1的混合溶剂中。静电纺丝过程中保持静电电压为 15千伏，接收距

离为 30厘米，溶液推进速度为 1.5毫升/小时，连续接收 5小时后可以得到厚度

大约为 0.5毫米的纤维膜。

图 3 静电纺丝载药聚乳酸定向纤维的制备过程
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4.4 壳聚糖凝胶层制备：配制低季铵盐取代度的壳聚糖水溶液（取代度＜15%，

壳聚糖质量比浓度为 5%），向配制好的壳聚糖溶液中加入β-甘油磷酸钠缓慢交联

壳聚糖（图 4）。随后将制备好的定向载药聚乳酸纳米纤维置于模具中，在其上

缓慢浇注壳聚糖-甘油磷酸钠的混合溶液，形成载药仿生皮肤的顶部凝胶层（图 5）。

图 4 壳聚糖溶液配制与β-甘油磷酸钠加入过程

图 5 载药仿生皮肤的制备过程

4.5 载药仿生皮肤的形貌观察：通过扫描电子显微镜、荧光显微镜和视频接触角

测量仪等设备表征制备得到的载药仿生皮肤的结构与性能，并与临床中常用的糖

尿病足溃疡敷料 Sorbalgon®相关对比，观察其结构与性能上的差异（图 6）。在

荧光显微镜的观察中，纤维被提前进行了香豆素-6染色，随后利用激光共聚焦专

用盖玻片覆盖。选择显微镜的 GFP绿色荧光通道后，显微镜发射出的蓝色激光

即可激发出香豆素-6染料的绿色荧光，以此对纤维进行镜下观察。
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图 6 利用荧光显微镜对载药仿生皮肤进行观察

4.6 载药仿生皮肤的细胞毒性与促进基质细胞迁移、增殖效果考察：通过细胞培

养与染色技术考察仿生皮肤是否存在细胞毒性，将成纤维细胞接种于定向聚乳酸

纳米纤维表面（图 7），观察成纤维细胞能否被纤维定向结构影响产生细胞骨架

重排，判断定向聚乳酸纳米纤维是否存在促进体内基质细胞迁移的潜在可能。

本研究中所用小鼠胚胎成纤维细胞和人脐静脉内皮细胞均以高糖 DMEM培

养基培养，所用培养基中需添加 10%的胎牛血清为细胞的生长、增殖提供必须的

营养成分。细胞培养箱的温度为37℃，气体氛围为5%二氧化碳，相对湿度为85%，

确保细胞在适宜的环境中生长。

在细胞毒性测试前，需将细胞与 CCK-8试剂与培养基按照 1：100的体积比

混合，以此稀释 CCK-8试剂的母液。随后将混合后的 CCK-8试剂均匀加入细胞

培养孔板中，并将培养孔板放回细胞培养箱中继续培养 4小时，期间每隔 1小时

观察一次试剂的颜色变化。CCK-8试剂会在活细胞中还原产生橙黄色的产物，

通过酶标仪检测孵育后细胞的培养基上清液在 450纳米波长处的吸光度，并与空

白组进行相除，可以计算得到测试样品的细胞存活率。同时，也可以通过钙黄绿

素和碘化吡啶对与纤维共孵育后的细胞进行染色，于荧光显微镜下观察可判断细

胞的存活状态。

此外，利用磷酸缓冲液稀释戊二醛的浓度至 4%，用其浸没细胞表面 30分钟

可固定样本中细胞的蛋白质、脂质和其他生物分子的结构。利用 1000倍稀释的

二脒基苯基吲哚（细胞核染料，蓝色）和 500倍稀释的罗丹明标记的鬼笔环肽（细

胞骨架，红色）对被固定细胞的细胞核和肌动蛋白染色，在荧光显微镜下能精确

观察到细胞的形态结构。
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图 7 载药仿生皮肤的细胞毒性与促进基质细胞迁移、增殖实验过程

4.7 载药仿生皮肤的抗菌效果考察：将载药仿生皮肤与易造成糖尿病足溃疡伤口

感染的常见细菌（金黄色葡萄球菌、大肠杆菌）接触培养一段时间后，采用常规

菌落计数法来测定细菌在材料上的生长情况（图 8）。通过与对照组进行比较，

可以评估材料的抗菌效果。较少的菌落数量表示较好的抗菌能力。

细菌培养采用浓度为 1.5%的琼脂糖培养基 25毫升，将与仿生皮肤共孵育的

细菌均匀滴加、涂覆在有琼脂糖培养基的培养皿表层。将接种细菌的培养皿置于

细菌培养箱中孵育 24小时后，观察细菌的生长情况并进行菌落计数。

图 8 细菌培养基配制及抗菌实验操作

此外，还可通过 SYTO9（染液浓度为 1%，1毫升）和碘化吡啶（染液浓度

为 1‰，500微升）荧光染料标记与测试材料共孵育后的细菌，通过荧光显微镜

观察染色 30分钟后细菌的存活情况，较少的存活细菌数量表示较好的抗菌性能。

4.8 使用化学物质来诱导小鼠发展糖尿病：可以注射低剂量的链脲佐菌素或高脂

高糖饮食来诱导胰岛素缺乏或胰岛素抵抗，模拟糖尿病的特征。

a. 链脲佐菌素诱导模型：通过腹腔注射链脲佐菌素来诱导胰岛素产生减少或消

失，模拟Ⅰ型糖尿病。注射时必须控制剂量（＜15 毫克/千克），以避免对小鼠造

成严重的毒性效应（图 9）。
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b. 高脂高糖饮食模型：将小鼠喂养高脂高糖饮食，以诱导肥胖和胰岛素抵抗，

模拟Ⅱ型糖尿病。高脂高糖饲料由基础鼠粮加蔗糖、油脂和蛋黄按 0.6（基础鼠

粮）：0.2（蔗糖）：0.1（油脂）：0.1（蛋黄）的比例配制而成，保证每只小鼠的

饲料摄入量大于 150克/千克。这种模型的构建需要长时间的高脂高糖饮食喂养，

因此需要耐心和控制饮食的准确性。

图 9 糖尿病小鼠模型建立及血糖测定

4.9 糖尿病小鼠溃疡模型建立：首先使用异氟醚对小鼠进行麻醉，确保小鼠无痛

感。在手术区域进行消毒，常用消毒剂包括酒精和碘酒。然后，对小鼠背部进行

脱毛，并使用手术剪刀和打孔器建立直径为 8毫米的标准创口模型模拟糖尿病人

足溃疡创伤（图 10）。最后，将制备好的载药仿生皮肤贴敷于伤口处并用 3M膜

覆盖，固定载药仿生皮肤。同时设置空白组、载药聚乳酸纤维组和商用 Sorbalgon®

敷料组，对比考察制备的载药仿生皮肤对糖尿病小鼠皮肤创伤的修复效果。

图 10 小鼠糖尿病足溃疡创伤模型建立

4.10 糖尿病足溃疡创口修复效果评价：通过肉眼观察伤口的愈合情况。注意观

察伤口的红肿程度、创面收缩、表面覆盖物形成以及新生皮肤的形态和颜色变化

等指标。对伤口愈合的各个阶段进行定期观察，并记录相关的变化（图 11）。

在治疗的第 7-10 天，取出伤口周围的皮肤组织，进行组织学检查。通过石
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蜡切片和染色技术（以苏木精-伊红染色和Masson染色为主），观察组织切片下

的新生血管形成、炎症细胞浸润、结缔组织形成和表皮层的完整性等指标，评估

不同治疗方式的伤口愈合程度。

采集伤口周围的皮肤组织或血清样本，进行生物化学指标的检测。包括炎症

标志物（如白细胞计数、C-反应蛋白等）、胶原合成指标（如羟脯氨酸、羟脯氨

酸/脯氨酸比值等）和血管生成指标（如血管内皮生长因子等）。这些指标可以反

映伤口愈合的炎症程度、胶原沉积和血管新生等过程。

在伤口愈合后，对小鼠进行相关功能评估。例如，使用行为测试（如运动功

能测试、触觉测试等）来评估伤口修复对小鼠的运动和感觉功能的影响。

图 11 载药仿生皮肤的贴附与溃疡伤口观察

五、结果与讨论

5.1 定向聚乳酸纤维和载药仿生皮肤的制备与宏观形貌观察

定向载药聚乳酸纤维由静电纺丝技术制备，利用二氯甲烷和二甲亚砜的混合

溶剂（5：1）可以完全溶解聚乳酸颗粒和维替泊芬。在电纺溶液浓度为 10%（质

量体积比），静电电压为 15千伏，接收距离为 30厘米，无刷电机滚筒转速为 1500

转/分钟的条件下，可以连续稳定地得到载药的定向聚乳酸纤维。

连续收集 5小时后即得到一张包含维替泊芬的聚乳酸纤维膜。在肉眼观察下，

可以发现得到的载药定向纤维膜呈现乳白色，与制备用聚乳酸颗粒颜色接近，维

替泊芬药物的加入并没有改变纤维的颜色（图 13a）。仔细观察还可以发现纤维

膜中的纤维大致朝同一方向有序排列。

我们设计的载药仿生皮肤具有双层结构，底层为定向排列的聚乳酸载药纤维，
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顶层为壳聚糖凝胶。为了制备顶部的壳聚糖凝胶层，我们预先配制了浓度为 5%

（质量体积比，溶剂为水）的壳聚糖溶液，完全溶解后的壳聚糖溶液澄清透明并

略显淡黄色。向其中加入 0.5%的β-甘油磷酸钠并迅速搅拌后，将混合溶液缓缓

浇注于已装入正方形模具内的载药聚乳酸定向纤维膜上，使其均匀覆盖在纤维膜

表面。β-甘油磷酸钠中的磷酸根离子可以与壳聚糖中的氨基和羟基发生离子键和

氢键作用，从而形成化学交联。这种交联作用将壳聚糖链条紧密地连接在一起，

增加了壳聚糖材料的物理稳定性和力学强度。等待约 20分钟后，即可观察到壳

聚糖溶液由原先的可流动状态转变为不可流动的凝胶态，仿生皮肤的底部纤维层

和顶部凝胶层间也出现了肉眼可分辨的界限（图 13b）。

图 13 a) 载药定向聚乳酸纤维膜、b) 载药仿生皮肤和 c) Sorbalgon®敷料的照片

为了在后续实验中进一步比较我们制备的仿生载药皮肤和医院中常用的糖

尿病足溃疡患者的伤口敷料在糖尿病足溃疡创口愈合效果上的差异，我们也获取

了医院中常用的 Sorbalgon®敷料，对其进行观察。仅观察其外观发现，Sorbalgon®

敷料的颜色为淡黄色，敷料主体由直径较粗的无规则排布纤维组成（图 13c）。

5.2 仿生皮肤中纤维层与凝胶层的结构表征

为了确定我们所制备的聚乳酸载药纤维是否为定向结构，在纤维制备过程中
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我们向纤维中添加了绿色荧光染料——香豆素 6，并在纤维膜形成过程中利用玻

片少量收集纤维，然后用荧光显微镜观察。观察结果显示，在没有滚筒收集的情

况下，所得到的纤维比较发散没有固定方向。但在滚筒高速收集的情况下，所获

得的纤维几乎都朝着同一侧排列，有明显的方向性（图 14）。

图 14 接收方式不同纤维的荧光显微镜图像，绿色荧光由香豆素 6激发

为了进一步验证利用滚筒高速收集得到的纤维膜中是否也存在纤维的定向

排列，我们利用场发射扫描电子显微镜观察了收集得到的载药纤维膜。结果发现，

在 1000×的放大倍数下观察，纤维膜中的纤维大多也朝同一方向排列，具有定向

性。在 5000×的放大倍数下继续观察所制备的聚乳酸载药纤维，我们发现纤维的

形态连续无断裂，表面光滑，尺寸较为均一（图 15）。

图 15 利用高速滚筒收集的载药聚乳酸纤维膜的扫描电子显微镜照片

随后，我们根据所得到纤维膜的扫描电子显微镜照片统计了载药聚乳酸纤维

的直径。结果显示，聚乳酸纤维的直径分布在 150~1600纳米的范围内，集中于

600~1000纳米范围，纤维的平均直径为 846纳米（图 16）。
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图 16 载药纤维膜中聚乳酸纤维的平均直径与直径分布的统计结果

使用极坐标图对纤维定向分布进行统计可以直观地显示纤维的定向程度。在

极坐标图中，角度表示纤维的方向，坐标半径表示该方向上的纤维数量或密度。

图 17显示，无规纤维的极坐标图中，纤维的方向分布是随机的，没有明显的方

向性。无规纤维的极坐标图中没有明显的峰值或集中区域，纤维数量和密度在不

同角度上分布比较均匀。定向纤维的极坐标图中，纤维的方向分布呈现明显的定

向性。图中~5°角处出现了明显的峰值，表明有大量纤维沿着此方向排列。

同样的，我们也利用场发射扫描电子显微镜观察了载药仿生皮肤凝胶层中壳

聚糖凝胶的显微结构。图 17结果显示，经过冷冻干燥后的壳聚糖凝胶在扫描电

子显微镜下呈现出表面多孔结构。然而，在肉眼或光学显微镜的观察中我们并不

能看到凝胶的孔隙结构，这是由于在进行扫描电子显微镜观察前壳聚糖凝胶预先

经过冷冻干燥处理，使得原本充盈于凝胶中的水升华消失，只留下许多空隙，形

成多孔结构。

图 17 仿生皮肤顶部壳聚糖凝胶层的扫描电子显微镜照片
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这些微小的孔洞分布在整个表面上，对孔洞的大小进行统计分析后我们发现，

孔洞的直径分布在 1800~5500纳米范围内，集中于 3000~4500纳米的范围，孔洞

的平均直径为 3538纳米（图 18）。

图 18 壳聚糖凝胶孔洞的平均直径与直径分布的统计结果

与此同时，我们还在场发射扫描电子显微镜下观察了医院中治疗糖尿病患者

足溃疡常用的 Sorbalgon®敷料。从扫描电子显微镜所拍摄的图像（图 19）我们

可以发现，Sorbalgon®敷料也由纤维状结构组成。但与我们所制备的载药聚乳酸

纤维不同的是，Sorbalgon®敷料的纤维尺寸均一性较差，直径普遍偏大，纤维呈

现无序分散，没有确定排列方向，并且部分纤维上存在不规则的环状褶皱。

图 19 Sorbalgon®敷料的扫描电子显微镜图像

统计 Sorbalgon®敷料的直径和直径分布后（图 20），我们发现 Sorbalgon®

敷料的中纤维的直径在 100~3000纳米的范围内均有分布，且没有明显的集中区

域，纤维的数量在不同直径中分散比较均匀。根据加权平均计算得到 Sorbalgon®

敷料中纤维的平均直径为 2019纳米，大约是载药聚乳酸静电纺丝纤维的 2.4倍。
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图 20 Sorbalgon®敷料中纤维平均直径与直径分布的统计结果

5.3 定向纤维、仿生皮肤和 Sorbalgon®敷料的亲疏水性能测试

材料的亲疏水性能是指材料表面与水接触时的亲水或疏水程度，亲水性是指

材料表面对水有亲和力，使水能够在其表面上展开；疏水性是指材料表面对水有

排斥力，使水形成水滴并不易附着在表面上。亲水性材料表面对生物组织有较好

的相容性，有助于细胞的黏附和生长，这在医疗器械和组织再生等领域中具有重

要意义[9, 10]。

利用视频接触角测量仪，我们分别考察了定向纤维膜、Sorbalgon®敷料和仿

生皮肤的水接触角，以分析比较 Sorbalgon®敷料和仿生皮肤在材料自身性质上

的差异。水接触角是指水与材料表面之间相互作用的角度，它是衡量材料亲疏水

性的重要指标。一般标准认为：1.水在材料表面上完全展开，与材料表面形成一

层连续的薄膜，那么水接触角等于 0°，称为完全润湿；2. 水在材料表面上形成

一个完全圆滴，并不与材料表面有任何接触，那么水接触角等于 180°，称为完

全疏水；3.接触角在 0°~90°之间，表示水在材料表面上有一定程度的润湿，此时

材料为亲水性；4. 接触角在 90°~180°之间，表示水在材料表面上有一定程度的

不润湿，此时材料为疏水性。

水接触角的测量结果如图 21所示，定向聚乳酸纤维在测试中可以明显的观

察到水滴在纤维表面驻留，而水滴与仿生皮肤的凝胶层接触后便迅速铺展在凝胶

表面。Sorbalgon®敷料具有很强的吸水性，水滴在与 Sorbalgon®敷料接触的一瞬

间就会被吸收，在此情况下，视频接触角测量仪并不能测试得出准确的水接触角。

因此，我们将 Sorbalgon®敷料的水接触角记为 0°。
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图 21 定向纤维、仿生皮肤和 Sorbalgon®敷料的水接触角图像

为保证测量的准确性，我们对每种样品都进行了三次不同区域的测量，并统

计了不同材料的水接触角值。如图 22所示，载药聚乳酸定向纤维的水接触角最

大为 107.3°，最小为 90.4°，平均水接触角值为 97.9°，属于疏水性材料。仿生皮

肤顶部壳聚糖凝胶层的水接触角平均值为 6.2°，属于亲水性材料。

图 22 定向纤维、仿生皮肤和 Sorbalgon®敷料的水接触角统计结果

5.4仿生皮肤的细胞毒性评价

材料的细胞毒性是指某种材料对生物细胞产生有害影响的能力。当材料与生

物细胞接触时，材料可能会对细胞的生存、生长、代谢和功能产生不利影响，导

致细胞损伤或死亡。因此，细胞毒性是评估材料生物相容性和安全性的重要指标。

本研究中，我们利用人脐静脉内皮细胞进行仿生皮肤的细胞毒性测试。选用

此细胞是因为内皮细胞在糖尿病足溃疡伤口修复的过程中扮演着关键的角色：一

方面，在伤口修复的早期阶段，内皮细胞通过增殖和迁移组织成新的血管结构，

为修复区域提供氧气和营养物质，有助于伤口愈合[11]；另一方面，内皮细胞在

伤口修复过程中还可以合成和释放包括胶原蛋白和纤维蛋白等的细胞外基质，这
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些物质在创伤修复和组织再生中起着重要作用[12]。

在实验过程中，我们将内皮细胞以 1×105个/孔的细胞密度接种于 48孔板内，

待细胞完全贴壁后向孔板内加入已预先经过紫外消毒灭菌的仿生皮肤。在仿生皮

肤与内皮细胞共孵育 1天和 3天后，取样进行染色观察，并进行细胞活力测试，

以判断我们制备的仿生皮肤是否存在细胞毒性。对内皮细胞的荧光显微镜观察结

果显示（图 23），相比于细胞自由生长组，单独的聚乳酸定向纤维膜和仿生皮肤

的加入对细胞生长没有明显的抑制作用。三组中细胞数量均大致相当，细胞形态

也都表现铺展状态，说明细胞处于良好的生理状态，能够正常黏附和生长。

图 23 内皮细胞与聚乳酸定向纤维和仿生皮肤共培养 1天和 3天的荧光显微镜图像

利用 CCK-8试剂，我们测定了与聚乳酸定向纤维和仿生皮肤共培养 1天和

3天的内皮细胞的细胞存活率。如图 24所示，共培养 1天后，聚乳酸定向纤维

组和仿生皮肤组的内皮细胞存活率分别为 98.4%和 96.9%。共培养 3天后，聚乳

酸定向纤维组和仿生皮肤组的内皮细胞存活率分别为 94.4%和 89.9%。此结果说

明与聚乳酸定向纤维和仿生皮肤共培养后内皮细胞具有良好的生存和增殖活力，

聚乳酸定向纤维和仿生皮肤并无明显的细胞毒性。

图 24 内皮细胞与聚乳酸定向纤维和仿生皮肤共培养 1天和 3天的细胞存活率
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5.5仿生皮肤中定向聚乳酸纤维层对成纤维细胞生长和迁移方向的引导作用

在生物医学和生物工程领域，定向纤维常用于组织再生、细胞培养和局部治

疗等方面，其能对细胞行为产生较大影响。细胞在定向纤维表面上可能会显示出

明显的方向性迁移，纤维的定向程度可以影响细胞的迁移方向和速度。当细胞与

定向纤维平行排列时，它们可能会沿着纤维的方向迁移，这被称为定向性迁移。

此外，定向纤维表面的物理特性也可能对细胞黏附和迁移产生影响，这种影响反

映在细胞与纤维之间的相互作用，通过细胞-细胞连接、细胞-基质连接等方式影

响细胞的迁移与增殖[13]。

为考察仿生皮肤底部的载药聚乳酸定向纤维能否影响成纤维细胞的迁移方

向，我们将小鼠胚胎成纤维细胞（3T3细胞）以 1×105/孔的密度接种于所制备的

定向纤维膜上，待细胞完全贴附后再使其于纤维膜上生长 24小时，随后利用 10%

的戊二醛固定细胞形貌并进行二脒基苯基吲哚（DAPI）和罗丹明标记的鬼笔环

肽染色。对染色后的细胞形态进行荧光显微镜观察可以发现（图 25），3T3细胞

在无规纤维膜上的生长呈现无序状态，伸展成长梭形的细胞和未伸展的圆形细胞

比例各半。而接种于定向纤维的 3T3细胞的排布具有明显的方向性，其大都沿

纤维的定向方向生长，且绝大多数细胞都呈现长梭形的细胞形态。这一方面可能

是由于成纤维细胞自身的定向生长特性，因为在许多组织中细胞外基质具有明显

的定向结构，特别是胶原蛋白纤维。这些纤维提供了一种指导成纤维细胞生长方

向的框架，成纤维细胞会沿着这些纤维的方向生长以适应组织结构和提供支持。

另一方面可能是因为成纤维细胞自身能够感受和适应胞外基质的变化，在定向纤

维膜上生长时可以通过细胞自身调节或与其他细胞相互作用来协调生长的方向

性。

图 25 成纤维细胞在无规纤维膜和定向纤维膜上生长的荧光显微镜图像
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此外，我们还利用扫描电子显微镜进一步观察了成纤维细胞在聚乳酸定向纤

维膜上的生长状况。扫描电子显微镜结果也同样表明 3T3 细胞在无规纤维膜上

的生长没有明显的方向性，而在定向纤维膜上其生长方向与纤维的定向方向相同

（图 26），这再一次验证了聚乳酸定向纤维膜对成纤维细胞生长和迁移方向的引

导作用。

图 26 成纤维细胞在无规纤维膜和定向纤维膜上生长的扫描电子显微镜图像

以上实验结果表明，仿生皮肤中的定向聚乳酸纤维层对成纤维细胞生长和迁

移方向具有引导作用，其原因可能是定向聚乳酸纤维层具有明显的纤维定向结构，

类似于天然的细胞外基质[14]。这种纤维定向结构为成纤维细胞提供了一个导向

框架，使它们可以沿着纤维方向生长。同时，聚乳酸是一种生物可降解材料，对

大多数细胞具有良好的生物相容性。这意味着成纤维细胞可以在其表面生长，而

不会因内毒素积累等原因死亡。由此我们认为，利用聚乳酸定向纤维作为载药仿

生皮肤的底层是一个合适的选择。

5.6仿生皮肤的抗菌效果考察

本研究所设计的载药仿生皮肤中壳聚糖凝胶层具有一定的抗菌能力。在中性

或弱酸性条件下，壳聚糖的抗菌能力主要来自于其分子结构中的大量氨基和羟基，

这些官能团使得壳聚糖带有正电荷。细菌表面通常带有负电荷，壳聚糖与细菌表

面相互作用能引起细菌细胞膜破坏或细菌细胞膜的渗透性增加，从而导致细菌死

亡[15]。对于糖尿病足溃疡患者来说，仿生皮肤中壳聚糖凝胶的抗菌作用可以减

少伤口内的细菌负荷，改善伤口环境，有利于细胞增殖和组织修复，从而促进伤

口的愈合。此外，仿生皮肤中壳聚糖凝胶层的引入也可以帮助控制感染引起的炎

症反应，减轻糖尿病足溃疡患者的症状和不适。

在对仿生皮肤的抗菌效果的测试中，我们选取大肠杆菌这一伤口常见细菌作
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为模型菌，进行平板涂覆抗菌实验，并对与材料相孵育后平板中的菌落生长状况

进行了观察。结果显示（图 27），聚乳酸定向纤维组和 Sorbalgon®敷料组对细菌

生长的抑制效果并不显著，涂覆平板后大肠杆菌的菌落数量依然很多。与之形成

鲜明对比的是，仿生皮肤组中菌落数量稀少，抑菌效果显著。这可能是仿生皮肤

中的壳聚糖凝胶层发挥了抑制大肠杆菌生长和破坏大肠杆菌细细胞壁的作用。

图 27 聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和仿生皮肤抑制大肠杆菌的平板涂覆照片

为了确定仿生皮肤对大肠杆菌的抑制作用是阻止大肠杆菌分裂还是直接导

致细菌死亡，我们对与聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和仿生皮肤共孵育 1天

后的大肠杆菌进行了活/死荧光染色，并观察与各组材料共孵育后大肠杆菌的存

活状态。利用绿色荧光核酸染料 SYTO9和碘化吡啶（PI）染色可以同时评估大

肠杆菌的细菌活力和大肠杆菌的死亡情况，以此直观反映仿生皮肤的抑菌效果。

染色后在荧光显微镜下观察细菌我们可以发现，对照组、聚乳酸定向纤维组和

Sorbalgon®敷料组中的大肠杆菌基本存活（绿色），仅有少量死细菌能被观察到

（红色）。但在仿生皮肤组中，我们观察到了大量的死亡大肠杆菌，仅剩余少量

大肠杆菌存活（图 28）。这个结果说明相比于临床治疗糖尿病足溃疡患者的

Sorbalgon®敷料，我们制备的仿生皮肤能够通过杀死细菌的方式抑制细菌生长。
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图 28 SYTO9/PI对大肠杆菌染色的荧光显微镜图像

为了进一步验证仿生皮肤对细菌的抑制效果是否是由其中的壳聚糖凝胶层

带来的，我们利用扫描电子显微镜观察了与仿生皮肤顶部凝胶层接触培养后的大

肠杆菌。如图 29所示，在和正常培养的大肠杆菌比较后，我们很容易观察到与

仿生皮肤顶部凝胶层接触培养的大肠杆菌细菌表面出现了大量褶皱和凹陷，这表

明大肠杆菌的细菌细胞壁已经遭到破坏。此现象与壳聚糖的抗菌原理吻合[15]，

据此可以初步判断仿生皮肤的抗菌效果来源于顶部的壳聚糖凝胶层。

图 29 正常大肠杆菌和与仿生皮肤中壳聚糖凝胶接触培养大肠杆菌的扫描电子显微镜

图像

以上实验结果表明，我们所制备的仿生皮肤具有抑制细菌生长的能力，其抑

菌能力来自于仿生皮肤顶部的壳聚糖凝胶层。与临床治疗糖尿病足溃疡的

Sorbalgon®敷料相比，仿生皮肤的使用能在很大程度上降低糖尿病足溃疡创口的

感染风险，从而促进糖尿病足溃疡创口愈合。

5.7糖尿病小鼠模型及溃疡创口的建立

糖尿病患者足溃疡难以愈合是由于高血糖导致了多种生理改变，包括免疫功

能下降、血液供应不足、神经病变等。为了更贴近糖尿病患者的真实足溃疡伤口

情况，我们通过高脂高糖饮食和链脲佐菌素注射两种方式诱发小鼠糖尿病，并建

立标准伤口模型，以此模拟糖尿病足溃疡伤口。

在对小鼠血糖的持续监测中我们发现（图 30），正常小鼠的血糖值介于

6.0~8.3毫摩尔/升的范围内，采样时间和小鼠饮食会导致血糖值发生变化，但血
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糖值始终没有超过 8.3毫摩尔/升。采取高脂高糖饮食的小鼠在两周内血糖水平从

初始的 6.8毫摩尔/升（第 1天）上升至 13.8毫摩尔/升（第 14天），已经满足糖

尿病标准。但是，我们发现如果将小鼠饮食恢复正常的糖、脂水平或空腹 12小

时后测量，其血糖值也会下降达到正常水平，这与糖尿病患者的真实情况不符。

推测可能是两周的高脂高糖饮食诱导不足以完全使小鼠产生胰岛素抵抗，若要完

全模拟人类肥胖和胰岛素抵抗的发生可能还需增加高脂高糖饮食的饲养时间。

图 30 对正常小鼠、高脂高糖饲养小鼠和链脲佐菌素注射小鼠的 14天血糖监测

在此情况下，我们选择对小鼠进行腹腔注射链脲佐菌素，期望通过破坏小鼠

胰岛的β细胞，使胰岛素分泌减少，从而引起糖尿病[16]。结果发现，在注射第 3

天时，小鼠的空腹血糖即飙升至 12.3毫摩尔/升，达到高血糖标准；注射 7天到

14天内，小鼠的空腹血糖值均超过 20毫摩尔/升，符合糖尿病患病标准（图 31）。
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至此，我们可以确定糖尿病小鼠模型已成功建立。

图 31 正常小鼠、高脂高糖饲养小鼠和链脲佐菌素注射小鼠的 14天血糖变化

随后，我们在糖尿病小鼠背部建立了标准伤口模型来模拟糖尿病患者的足溃

疡创口。建立模型前先将糖尿病小鼠置于气体麻醉机中使其吸入异氟烷麻醉，然

后剔除小鼠背部毛发以便后续手术操作和伤口观察。利用打孔器和手术剪刀在糖

尿病小鼠背部建立直径为 8毫米深度为 1毫米的圆形伤口，并分别在不同糖尿病

小鼠伤口处贴附载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤（图 32），

观察 10天内小鼠的伤口愈合情况，评估载药仿生皮肤是否能够促进糖尿病足溃

疡愈合。

图 32 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤贴附于糖尿病小鼠背部创

口的照片

5.8载药仿生皮肤促进糖尿病小鼠创口愈合

在糖尿病小鼠创口处贴附了载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿
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生皮肤后，我们连续 10天观察并记录了小鼠创口的愈合情况。从拍摄的实物照

片和所绘制的伤口变化轨迹图中（图 33）发现，在初始创口尺寸一致的情况下，

载药仿生皮肤组小鼠的创口愈合速度最快，第 8天时伤口的结痂脱落，第 10天

时伤口全部闭合，几乎已恢复到正常状态。载药聚乳酸定向纤维和 Sorbalgon®

敷料组对于糖尿病小鼠创口愈合的促进效果类似，第 10天时，伤口依然处于结

痂状态。对照组小鼠伤口愈合速度缓慢，第 10天时伤口处依然存在红肿和渗液

现象，说明伤口处依然存在炎症。

图 33 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤贴附后糖尿病小鼠伤口 10

天内变化的照片和伤口轨迹变化图

为了进一步比较不同伤口敷料对糖尿病小鼠伤口愈合促进作用的差异，在第

10天时，我们收集了 4组不同治疗方式小鼠的伤口部位组织分别进行了苏木精-

依红染色、Masson染色和 CD31染色观察。

苏木精-依红染色是一种常用的组织学染色方法，通过染色可以清晰地观察

组织的整体结构、细胞形态和组织器官的组织学特征，是组织学研究中常用的基
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础染色方法。经过固定组织、去水、包埋、切片、苏木精染色、伊红染色、脱色

和封片等步骤后，我们获得了小鼠创口组织的苏木精-依红染色切片。如图 34所

示，载药仿生皮肤组小鼠的创口已完全被表皮组织覆盖，其细胞形态结构完整，

没有大量免疫细胞聚集，可以判断经载药仿生皮肤治疗的小鼠创口已基本痊愈。

相比较而言，对照组、载药聚乳酸定向纤维和 Sorbalgon®敷料组的苏木精-依红

染色切片中可以观察到皮肤组织的缺失，说明载药聚乳酸定向纤维和 Sorbalgon®

敷料对创口愈合的促进作用有限。

图 34 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤治疗 10天后小鼠的苏木

精-依红染色切片

根据苏木精-依红染色切片，我们统计了不同治疗组中创口的内皮覆盖程度，

来说明创口的恢复情况。如图 35所示，载药仿生皮肤治疗组的内皮覆盖程度最

高，其平均值达到了 92.1%。然而，对照组、载药聚乳酸定向纤维组和 Sorbalgon®

敷料组的内皮覆盖程度分别为 74.5%，87.2%和 85.0%。这一结果表明我们所制

备的载药仿生皮肤确有促进糖尿病小鼠创口愈合的作用。

图 35 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤治疗 10天后糖尿病小鼠
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创口的内皮覆盖程度统计

胶原是组织的主要结构蛋白，可以为细胞提供支持和稳定的结构。在伤口愈

合过程中，胶原沉积形成了临时的结缔组织，用于填补伤口并提供必要的结构支

撑，有助于恢复受损组织的完整性[17]。同时，胶原沉积会产生胶原纤维的收缩

和重排，这有助于伤口的收缩，加快愈合过程。

为了考察不同治疗组中胶原的沉积情况，我们对 4组治疗小鼠的Masson染

色切片进行了观察。如图 36 所示，载药仿生皮肤组小鼠的Masson 染色切片中

可以明显观察到大量的甲苯胺蓝着色，说明其创口处有大量成纤维细胞和胶原沉

积，创口恢复情况良好。甚至在创口处还能观察到毛囊结构，表明其创口已几乎

痊愈。而对照组、载药聚乳酸定向纤维组和 Sorbalgon®敷料组的Masson染色切

片中可以观察到较多红色区域，在取样厚度相同的情况下，说明这些样片组织中

肌纤维占多数，表皮层并没有被完全重建。

图 36 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤治疗 10天后小鼠的Masson染

色切片

血管重建对于伤口修复至关重要，通过促进新血管的生成和维持充足的血液

供应，血管重建为伤口恢复提供了必要的生理条件 [18]。CD31是内皮细胞特异

性的标记物，也称为血管内皮细胞抗原 1，它在内皮细胞表面广泛表达，是血管

内皮细胞的标志性分子。因此，CD31染色方法可以帮助确定组织中的血管结构，

并评估血管密度。对各治疗组的 CD31染色切片观察可以发现，载药仿生皮肤组

小鼠中能明显观察到被着色（棕色）的内皮细胞组成的环形管状结构，说明糖尿

病小鼠创口处已初步形成了新生血管（图 37）。

图 37 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤治疗 10天后小鼠的 CD31
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染色切片

对各组切片中 CD31 阳性率统计的结果显示（图 38），载药仿生皮肤组的

CD31阳性率约为 6%，在各组中最高。值得注意的是，载药聚乳酸定向纤维治

疗的小鼠中 CD31也有高阳性表达（约为 5.3%）。考虑到定向结构纤维对细胞生

长方向的调控作用和血管中内皮细胞与平滑肌细胞排布的方向性，我们认为定向

结构的载药聚乳酸纤维也在一定程度上具备促进血管再生的能力，这同样有助于

加速糖尿病足溃疡创口的愈合。

图 38 载药聚乳酸定向纤维、Sorbalgon®敷料和载药仿生皮肤治疗 10天后糖尿病小鼠

创口的 CD31阳性率统计结果

六、结论

本研究从材料制备、细胞实验和动物模型三个方面，探讨了载药仿生皮肤对

于糖尿病足溃疡创口的愈合促进效果，基于实验结果和与临床治疗糖尿病患者足

溃疡常用的 Sorbalgon®敷料的比较中得出如下结论：

（1）我们制备的载药仿生皮肤能够通过底层载药聚乳酸定向纤维促进基质

细胞向糖尿病足溃疡伤口处增殖、迁移，并且载药仿生皮肤顶层的壳聚糖凝胶具

有广谱抗菌作用，可以降低伤口处感染风险。

（2）在促进基质细胞迁移、增殖和抗足溃疡部位细菌感染的双重作用下，

载药仿生皮肤能够加速糖尿病患者足溃疡创口愈合，且其效果优于临床中常用的

Sorbalgon®敷料。

（3）该载药仿生皮肤在糖尿病足溃疡创口修复治疗方面有广阔的应用前景。
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九、实验伦理声明

本人郑重声明在进行小鼠实验时遵守以下伦理准则，以确保动物福利和道德

标准的尊重：

实验目的与科学价值：本实验旨在构建新型人工仿生皮肤用于糖尿病足溃疡修复。

实验具有明确的科学目标，并在可能的情况下优先考虑使用替代方法，最大限度

地减少动物使用数量。

动物福利：实验用小鼠均在合适的动物设施中饲养，提供充足的食物和水，以及

适宜的环境条件，确保它们的健康和舒适。

最小化痛苦：我们采取了合理的措施来减轻小鼠的痛苦和不适。在实验过程中，

严格遵循适当的麻醉、镇痛和麻醉复苏方案，并尽可能缩短实验过程。

伦理审查：本实验已经通过西南交通大学伦理委员会的伦理审查并获得许可。

数据共享：本研究的相关数据和研究结果可以分享给其他研究人员及研究机构。

道德责任：实验过程中我们充分尊重动物的权益和利益，保持高度的道德责任感。

本人在进行动物实验前接受了相关的操作培训和伦理培训。


