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两种不同海洋生物材料对大鼠急性创面修复效果的研究 
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摘要: 为研究来源于海洋的鱼类胶原蛋白和海藻酸盐对创面的修复效果, 建立大鼠皮肤急性创面模型, 

对两种材料的功效进行探索。研究采用临床常用创面敷料使用方法, 将两种材料植入创面处, 采用细

胞生物学、病理学等方法进行观察评价。结果显示, 鱼胶原蛋白和海藻酸盐均具有良好的生物相容性

和诱导创面修复能力, 但在诱导血管长入、材料降解融合以及整体创面修复状态等方面, 鱼类胶原蛋

白要优于海藻酸盐。结果证明, 两种不同的海洋生物材料均可以创造良好的伤口愈合环境, 有效促进

创面的修复。 
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皮肤作为人体抵御外界侵袭的第一道屏障 , 具

有重要的机体保护作用, 由创伤、烧伤、割伤等各种

物理或化学因素造成的皮肤组织缺损在临床上也颇

为常见[1]。皮肤创面修复过程分为凝血期、炎症期、

肉芽组织形成期及组织重构期四个时期, 是一个多

种因子参与、多种机制调控的复杂过程, 任何环节出

现问题, 都会导致创面不愈合、创面感染、血管神经

受损以及自身免疫功能受损等[2]。因此, 对于大面积

皮肤缺损 , 尤其是人体难以自愈的缺损 , 一般需要

借助自体皮肤、皮肤修复材料等进行辅助修复。 

在创面修复过程中, 作为细胞外基质最基本、最

主要结构性大分子-胶原蛋白的合成、代谢、分解等起

到重要的作用, 尤其是作为皮肤结构中的重要类型、

与皮肤张力密切相关的Ⅰ型胶原在此当中的作用尤

为重要[3]。前期研究发现, 使用从鲑鱼中提取的Ⅰ型

胶原蛋白制成的敷料, 在烧烫伤造成的大鼠皮肤损伤

治疗过程中, 表现出良好的促进修复效果; 有研究表

明鱼皮脱细胞基质具有优异的急性创面修复效果, 具

有良好的临床应用前景[4]。已在临床应用的海藻酸盐

是一种聚阴离子的天然亲水性多糖, 主要由 D-甘露

糖醛酸(M)和 L-古洛糖醛酸(G)聚合而成, 含有游离

羧基, 性质活泼, 与一价以上金属离子结合后转化为

海藻酸盐, 高 M-嵌段量的海藻酸盐可以诱导更高水

平的细胞因子产生, 促进伤口愈合[5]。虽然两种来源

的海洋生物材料在创面湿润环境创造、促进创面修复

等方面均表现出优异的性能, 但由于原材料来源、生

产检验标准、功效验证标准等因素的缺乏, 使得原材

料生产环境可控、生产工艺可控、质量和功效可控的

海藻酸盐已在临床广泛使用, 而尚不具备上述条件的

鱼类胶原蛋白尚未获得医疗器械上市许可。本研究构

建了大鼠背部皮肤急性创伤模型, 对使用鲑鱼鱼皮提

取的Ⅰ型胶原蛋白海绵和海藻酸盐敷料修复效果进

行了对比性评价, 参照对比海藻酸盐敷料的功效和性

能, 为鱼类Ⅰ型胶原蛋白海绵作为生物医用材料修复

创面提供理论依据, 为其功效评价标准提供一定的依

据, 为后期临床应用提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

鲑鱼胶原蛋白海绵(由实验室使用大西洋鲑鱼鱼

皮, 经过除杂、脱色、脱脂、脱蛋白、酸溶、酶解、

透析等步骤获得浓缩液后 , 放入模具 , 低温冷冻干

燥制备而成)。海藻酸钠敷料购自正规医疗器械生产
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厂家(由褐藻中提取的海藻酸盐经过湿法纺丝、无纺

布加工、切割包装、灭菌等工艺加工后制成的无菌

医用敷料)。SD 大鼠(Sprague Dawley, 远交群大鼠, 

购自济南朋悦实验动物繁育有限公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  材料与细胞共培养 

使用含有 10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素的

DMEM 培养基 (dulbecco’s modified eagle medium, 

Dulbecco 的改良 eagle 培养基)将 L929 细胞在 37 ℃

含 5%CO2 的培养箱中, 培养至对数生长期。 

活/死染色: 将两种材料分别放入 48 孔板, 在相应

孔中植入 L929 细胞, 细胞植入密度 5×104个细胞/cm2。

培养至第 3 d, 将正常细胞培养基换成含 1.5 μL 碘化

丙啶和 1 μL 钙黄绿素-AM(Calcein-AM / PI Double 

Staining Kit, 日本)的 PBS 溶液, 孵育 30 min。将样品

用 PBS 轻轻洗涤后, 在荧光显微镜下观察。 

细胞黏附: 将胶原蛋白海绵、海藻酸盐敷料分别

放入 48 孔板中, 以 5×104 个细胞/cm2 的密度植入对

数生长期的 L929 细胞, 培养至第 3 d, 取出海绵和敷

料样品, 用 PBS 溶液轻轻洗涤 3 次后, 用 2.5%的戊

二醛溶液固定 3 h, 低温冷冻干燥后, 喷金, 扫描电

镜观察细胞黏附、爬行生长情况。 

1.2.2  大鼠皮肤缺损模型制备及处理 

将 SD 大鼠随机分为 A、B、C、D 四组, 每组 9

只, 背部脱毛处理后, 使用直径 1.5 cm 的环钻在裸

露位置取全层皮肤, 制作大鼠皮肤缺损模型。A 组在

缺损处填充鱼胶原蛋白海绵; B 组填充海藻酸钠伤口

敷料, C 组每两天使用消毒液消毒一次, 常规医用纱

布覆盖伤口。D 组作为正常组对照, 不做任何处理。

所有大鼠术后在正常条件下饲喂, 正常饮水。 

1.2.3  表征观察 

术后, 观察记录大鼠创面位置炎性反应、创面生

长、创面周围红肿等情况; 同时, 观察各组植入材料

的状态。记录每组大鼠创面完全愈合个体出现时间、

所有个体完全痊愈时间等, 各组之间进行比较分析。 

1.2.4  组织学观察 

建模后, 第 3、7、14 d 每组大鼠处死 3 只大鼠, 测

量创面区大小后, 沿创面缺损区边缘外 0.5 cm, 内部至

肌肉层剪取整个创面缺损区组织。常规石蜡固定、切片

后, 进行 HE 染色、Masson 染色, HE 染色观察创面愈合

过程中, 缺损部位细胞种类、细胞形态以及组织结构、

血管、神经等变化情况; Masson 染色观察大鼠皮肤缺损

区胶原蛋白、新生胶原蛋白、植入材料变化情况等。 

2  结果和讨论 

2.1  细胞生长、黏附状态 

通过材料与细胞的共培养, 观察细胞在材料表

面和内部的状态 ,  可以判断材料是否有细胞毒性 , 

是否有诱导细胞进入、爬行的能力。活/死细胞染色

结果显示(图 1), 胶原蛋白海绵凭借其优异的生物相

容性、高孔隙率、高比表面积, 提供了丰富的细胞结

合位点, 促使细胞沿孔隙和支架结构生长到材料内

部 , 并在内部增殖; 海藻酸盐纤维也可以起到细胞

爬行支架功能, 同样有大量的细胞进入材料内部生

长、增殖。扫描电镜结果进一步确认了细胞在胶原

蛋白海绵内部的爬行、生长情况, 在支架内部可见大 

 

图 1  细胞与材料共培养观察结果(活/死染色、扫描电镜) 

Fig. 1  Observation results of cell and material co-culture (live/dead staining, scanning electron microscopy) 

注: Ⅰ: 鱼胶原蛋白海绵; Ⅱ: 海藻酸盐敷料 
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量的细胞黏附在材料表面(图 1), 部分细胞伸出伪足

进行爬行 , 部分细胞在材料表面进行分裂 ; 海藻酸

盐敷料内部同样有细胞在爬行、增殖, 但数量略少于

鱼胶原蛋白海绵。由此说明, 细胞可沿胶原蛋白海绵

孔隙爬行、分裂, 生长繁殖, 证实材料具有良好的生

物相容性、空间结构和细胞结合位点, 无细胞毒性, 

适合细胞在其表面和内部黏附、爬行、生长。同样, 海

藻酸盐也具有良好的诱导细胞黏附、爬行能力。 

2.2  模型制备及伤口愈合情况 
由环钻处理后, 皮肤缺损区直径达 1.5 cm, 未伤

及肌肉。鱼胶原蛋白海绵与海藻酸盐敷料均可在短时

间内吸收创面处的组织液和血液, 形成类似血痂的结

构, 有效保护创面。第 3 d, 鱼胶原蛋白组个体缺损处

的材料与血痂结构融合在一起, 发生不同程度的吸收, 

创面明显缩小; 海藻酸盐敷料也与血痂融为一体, 创

面也明显缩小; 两种材料组大鼠个体创面缩小程度差

异不大, 但剩余面积明显小于自愈组个体。第 7 d, 两

组皮肤创面面积进一步缩小, 材料覆盖位置均高于周

围皮肤组织, 可判断有大量肉芽组织生长, 但鱼胶原

蛋白组剩余缺损区面积明显小于海藻酸盐组。第 10 d, 

鱼胶原蛋白组有部分个体的痂脱落, 伤口完全愈合; 

第 12 d, 海藻酸盐组有部分个体伤口完全痊愈; 第 14 

d, 两种材料组的所有个体的伤口全部愈合, 对照组

尚未出现痊愈的个体(图 2)。可以初步判断, 鱼胶原蛋

白海绵与海藻酸盐均具有优异的创面修复能力, 具有

良好的促进皮肤愈合能力。 

 

图 2  不同时间点创面修复状态图 

Fig. 2  State of wound repair at different time points 

注: Ⅰ: 鱼胶原蛋白海绵; Ⅱ: 海藻酸盐敷料; Ⅲ: 自愈组 

 

2.3  组织病理学检查 
HE(图 3)和 Masson(图 4)染色结果显示, 第 3 d, 

两个材料组个体创面位置均可见少量炎症细胞, 部分

区域出现血管、胶原纤维、成纤维细胞等, 肉芽组织

和成纤维细胞数量明显多于对照组, 但两组之间差异

不明显, 鱼胶原蛋白组新生胶原排列规则有序, 在连

续性和数量方面明显优于海藻酸盐组; 对照组创面

内部有大量的炎症细胞, 也可见少量血管组织出现, 

胶原纤维和成纤维细胞数量明显低于两组材料组。

第 7 d, 鱼胶原蛋白组创面处出现大量的胶原纤维组成

的肉芽组织, 纤维纤细致密, 排列有序, 内部有大量

的血管, 成纤维细胞数量和密度明显增加, 有大量的

新生胶原沉积, 表面上皮组织已可以完全覆盖创面。

海藻酸盐组大鼠创面处也形成大量的肉芽组织, 表面

被上皮组织覆盖, 内部可见大量血管和成纤维细胞, 

但肉芽组织致密程度和新生胶原数量明显低于鱼胶

原蛋白组。两种材料组创面修复状态明显好于对照

组。第 14 d, 鱼胶原蛋白组和海藻酸盐组大鼠创面处

均形成完整的上皮组织和轻度的疤痕组织, 鱼胶原蛋

白组的疤痕组织胶原纤维密度和直径略小于海藻酸

盐组, 上皮组织与疤痕组织的贴合紧密度要强于海藻

酸盐组。对照组大部分个体尚未完全愈合。 
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图 3  Hematoxylin-Eosin 染色结果 

Fig. 3  Results of Hematoxylin-Eosin staining 

注: Ⅰ: 鱼胶原蛋白海绵; Ⅱ: 海藻酸盐敷料; Ⅲ: 自愈组 

 

图 4  Masson’s trichrome 染色结果 

Fig. 4  Results of Masson’s trichrome staining 

注: Ⅰ: 鱼胶原蛋白海绵; Ⅱ: 海藻酸盐敷料; Ⅲ: 自愈组 
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上述实验结果表明 , 两种海洋来源的生物医用

材料-鱼胶原蛋白海绵和海藻酸盐均适合作为细胞支

架, 具有良好的诱导细胞黏附和爬行能力。鱼胶原蛋

白在诱导肉芽组织生长、胶原再生等方面, 优于海藻

酸盐。在创面修复效果方面, 两者差异不明显, 都具

有良好的创面修复能力, 都可以作为有效促进创面

的愈合。 

参照 HE 染色量化指标(表 1, 分数越高, 伤口愈

合越好), 对上述各组染色结果进行评分, 结果如表

2 所示, 鱼胶原蛋白组 3 个时间点评分均高于海藻酸

盐敷料组, 说明鱼胶原蛋白组伤口愈合效果优于海

藻酸盐组, 两组均明显优于对照组。 

 
表 1  Hematoxylin–eosin 染色评分标准表 

类目 0 1-3 4-6 7-9 

炎症细胞 丰富 中等 很少 很少 

成纤维细胞 无 少量 中等 丰富 

再上皮化 无 部分 薄 完全 

胶原蛋白沉积 无 少量 中等 丰富 

血运重建 无 缺乏 中等 丰富 

 
表 2  三组 Hematoxylin–eosin 染色评分结果统计表( x ± 

standard deviation) 

组别 3 d 7 d 14 d 

鱼胶原蛋白组 24±2* 33±3* 45±2* 

海藻酸盐组 18±3* 25±1* 41±1* 

空白对照组 13±1 20±1 34±2 

*: 与对照组相比, 有显著性差异(P<0.05) 

 

3  讨论 

皮肤创面修复是一个涉及多种细胞、多种因子、

多种路径的复杂调控过程, 涉及凝血、炎性反应、细

胞迁徙、分化、增殖、瘢痕组织增生、血管长入、

表皮生长、神经长入等过程[6]。1962 年, Winter 在研

究中首次证实湿润、具有通透性的敷料所形成的湿

润环境, 有助于表皮细胞的生长、迁徙和爬行, 有效

促进伤口的愈合, 并提出了“湿润伤口愈合理论”, 

随之 , 多项研究证明了该理论的正确性 , 为促进创

面愈合敷料的研究指明了方向[7-9]。海藻酸盐纤维具

有良好的吸湿性能和成凝胶性能 [10], 植入伤口位置

后 , 可快速有效吸收可迅速渗出液和血液 , 形成低

黏度凝胶, 覆盖在伤口上, 保持伤口湿润, 为细胞迁

移、爬行和血管再生, 提供一个合适的环境, 加快伤

口愈合 [11-12]。来源于鱼类的胶原蛋白与陆地哺乳动

物胶原蛋白氨基酸结构类似, 具有细胞黏附的代表

序列 , 便于细胞在其空间结构上黏附 , 有利于引导

组织再生 [13-14]; 同时 , 肽链上有大量的二氨基二羧

基的存在, 使得鱼类胶原蛋白具有极强的亲水性和

止血性能, 是理想的创面修复敷料原料[15-16]。 

研究中使用的海藻酸盐敷料为已获批在临床应

用的医疗器械产品, 被广泛用于急性创面、溃疡面、

慢性创面等方面 [17-19], 实际应用效果显著 ; 但目前

尚无鱼类胶原蛋白制成的医疗器械在国内使用, 为

此 , 选用同样来源于海洋的海藻酸盐进行对比 , 观

察来源于海洋的不同生物医用材料的具体功效。结

果显示, 鱼类胶原蛋白与海藻酸盐敷料都具有良好

的生物相容性, 无任何细胞毒性, 可诱导细胞黏附、

爬行和生长 , 充分证实其植入创面之后 , 可有效诱

导成纤维细胞、表皮细胞等创面修复细胞的长入和

发挥作用。但两者在修复过程中, 又有所差异, 鱼胶

原蛋白因为本身属于细胞外基质, 有大量与人体相

同的成分, 如氨基酸等, 在创面愈合过程中, 鱼胶原

蛋白可以有效的与新生组织融合在一起, 而海藻酸

盐则无此功效; 另外, 鱼胶原蛋白在诱导血管长入、

相关细胞长入方面以及胶原蛋白沉积量, 胶原纤维

再生、致密性和粗细度等方面与海藻酸盐具有一定

的差异, 鱼胶原蛋白表现相对优异; 同时, 从愈合后

伤口处表征和组织切片观察可以发现, 鱼胶原蛋白

组的疤痕组织要小于海藻酸盐组, 疤痕组织胶原纤

维直径、致密性等方面也要高于海藻酸盐组。由此, 

可以确认, 来源于鱼类的胶原蛋白具有相同甚至优

于海藻酸盐敷料的创面修复能力, 具有作为创面修

复敷料的潜力。 

研究初步针对鱼类胶原蛋白与海藻酸盐的生物

安全性、细胞诱导爬行生长能力、创面修复效果等

方面进行了探索, 后期将会进一步探索两种材料在

创面修复过程中的具体机理差异。 

4  结论 

经过上述研究表明 , 鱼胶原蛋白和海藻酸盐都

具有良好的生物相容性, 均可以在创面位置塑造良

好的伤口愈合环境, 在诱导创面修复方面均表现优

异; 但鱼胶原蛋白在诱导血管长入、材料在体内与自

体组织融合、体内降解、整体修复状态等方面, 略优

于海藻酸盐。 
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Abstract: To investigate the wound healing effects of marine fish collagen and alginate, we established rat skin 

acute wound models and evaluated the efficacy of these two materials. We employed commonly used clinical 

wound dressing methods by implanting both materials into the wounds and observed and evaluated the outcomes 

using cell biology and pathology techniques. The results indicated that both fish collagen and alginate exhibited 

excellent biocompatibility and the ability to stimulate wound repair. However, fish collagen outperformed alginate 

in terms of promoting blood vessel ingrowth, material degradation and fusion, and overall wound healing. These 

findings demonstrate that both marine biomaterials create a conducive environment for wound healing and effec-

tively facilitate the wound repair process. 
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