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摘 要 研究探索自组装短肽 R2I4R2在人皮肤成纤维细胞体外三维培养的应用效果与对创伤修复过程的作
用。通过圆二色谱仪分析不同时间、温度和离子条件对其二级结构的影响；刚果红染色宏观检测短肽自组
装情况；体外培养人皮肤成纤维细胞探索细胞在 R2I4R2形成的纳米纤维网络中的生长状态及凋亡情况；建立

SD 大鼠皮肤创伤模型，HE染色与免疫组织化学检测其对皮肤创伤修复的病理变化。结果表明，R2I4R2在不
同条件下均可形成较为稳定的二级结构；自组装 24h 后可形成均一稳定的膜片状装结构，为细胞三维培养
提供支架；人皮肤成纤维细胞可在 R2I4R2形成的纳米纤维网络三维环境中生长且状态良好；动物实验表明，
短肽 R2I4R2可减少炎症、促进新生血管生成、加速皮肤创伤修复过程。自组装短肽 R2I4R2作为新的纳米支架

材料，可用于细胞三维培养与皮肤创伤修复。

【关键词】自组装短肽；皮肤创伤修复；细胞三维培养
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Abstract

This study is proposed to understand the application of self-assembling peptide R2I4R2 3D cell

culture human skin fibroblast in vitro and the role of the wound healing process. Circular

dichroism was used to analysis its secondary structure influenced by different time，temperature

and ion environment; Congo red staining was used to obtain the macro change of R2I4R2 hydrogel;
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R2I4R2 was used to 3D cell culture material to get the growth state of human skin fibroblast

cell strain; AO / EB staining was used to study cell apoptosis in 3D culture environment;SD rat

skin wound healing model was founded to check pathological changes by HE staining and

immunohistochemical staining. These results indicated that R2I4R2 can form a stable secondary

structure in some conditions;24 hours after self-assembling, R2I4R2 can form a homogeneous and

stable membrane-like structure for 3D cell culture; Human skin fibroblasts had a hearty growing

situation in hydrogel; The data in animal experiments show that R2I4R2 can reduce inflammation,

promote neovascularization, accelerate the skin wound repair process. Our studies demonstrate

this short peptide can be used to a new material in 3D cell culture and skin trauma repairing

and beyond.

【key words】Self-assembling peptide;skin wounds repairing;3D cell culture

引言

皮肤作为人体免疫的第一道屏障，在机

体保护、维持人体内环境等方面具有重要作

用。同时，皮肤因面积较大、直接接触外界

等原因，也是极易受到创伤的器官之一
[1]
。

近年来，皮肤创伤伤员数量不断增加，同时

因截瘫、糖尿病、局部射线照射等造成的慢

性难愈性创面也日益增多[2]。皮肤创伤的异

常恢复不仅会影响人体美观，更会造成皮肤

及相关器官的结构与功能性障碍。

在创伤修复过程中各类因子与细胞外基

质（extracellular matrix ECM）在创伤修

复过程中协同发挥作用，完成炎症期—肉芽

组织形成期—组织塑形期的创伤修复过程。

其中包括炎症因子（IL-6,IL-1 等）
[3]
、细

胞因子（TGF-α、CD34 等）[4]、生长因子

（EGF,VEGF 等）
[5]
。ECM 为细胞外基质，可

连接和支撑细胞，同时，ECM 也可促进和调

节细胞的生物学行为。在创伤修复过程中，

ECM 可保护修复细胞，也可促进创面形成胶

原层，加速伤口收缩，修补破损组织[6]。

自组装短肽是一种仿 ECM 生物支架的纳

米生物医学材料，能模拟 ECM 的部分功能，

且具有良好的生物相容性。自组装短肽可降

解为氨基酸残基，无细胞毒性，可在体外模

拟细胞体内生长的三维环境，支持细胞的生

长与分化
[7]

。我们团队在过去研究的基础

上，发现了一类短肽在再生修复方面都有一

定作用效果。

本研究选用自组装的短肽 R2I4R2由 8 个氨基

酸构成，考察了它的自组装效果与影响因

素，通过体外细胞培养研究了人皮肤成纤维

细胞（HFF-1）在短肽 R2I4R2水凝胶中的培养

状况，体内实验研究了短肽 R2I4R2对 SD 大鼠

皮肤创伤的修复效果等。与其他生物材料相

比，该自组装短肽对细胞及组织没有毒害作

用。本研究表明，相比其他生物材料更有优

势，它在创伤修复等领域可能具有重要的应

用前景。

1 材料与方法

1.1 实验材料

本研究所使用的 R2I4R2短肽粉末由成都

赛恩贝生物技术有限公司赠送；PBS 磷酸缓

冲液粉剂、丫啶橙/溴化乙锭（AO/EB）溶液

柠檬酸抗原修复液购自北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司；4%多聚甲醛固定液、DAB

显色试剂盒购自上海碧云天生物技术公司；

胎牛血清购自美国 Sciencell 公司；青链霉

素混合液购自美国 Genview 公司；高糖 DMEM

培养基、胰蛋白酶购自美国 Hyclone 公司；

免疫组化染色试剂盒购自北京中杉新桥生

物技术有限公司；鼠抗 VEGF 抗体、鼠抗 CD34

抗体购自美国 Santa Cruz 公司。

1.2 实验方法

1.2.1 短肽二级结构测试 不同组装时间对

自组装短肽 R2I4R2二级结构的影响：用 PBS
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配置浓度为 0.1mM 的短肽，取 400 μL 于石

英比色皿中，在室温下分别于组装后 0 h，

4 h，6 h，8 h，22 h 进行 CD 检测(扫描波

长 190-260nm)。

不同温度对自组装短肽 R2I4R2二级结构

的影响：用 PBS 配置浓度为 0.1 mM 的短肽，

测量温度 20-95 ℃，温度步长 2 ℃，扫描

波长 190-260 nm。

不同离子对自组装短肽 R2I4R2二级结构

的影响：分别用 PBS，0.15 mM NaCl,15 mM

MgCl2，配置浓度为 0.1 mM 的短肽取 400 μ

L 于石英比色皿中，进行 CD 检测(扫描波长

190-260 nm)。

输出测量值，根据以下公式计算[θ]

值，后以波长为横坐标，[θ]为纵坐标作图。

[θ]=[m(deg)]/[10(peptide)ln]

注：m 为机器值；（peptide）为短肽相对

分子质量；l 为仪器光径（0.2 cm）；n 为

短肽氨基酸数。

1.2.2 刚果红染色观察 R2I4R2 自组装宏观

变化 自组装短肽 R2I4R2的刚果红染色：分别

用PBS与0.15 mM NaCl配置5 mg/ml的R2I4R2

短肽溶液，在室温下孵育 24 h。在自组装 0

h，4 h，24 h 时，取 10 μl 短肽水凝胶于

载玻片上，刚果红染色 30 s 后，在光镜下

观察短肽成胶情况。

1.2.3 HFF-1 细胞二维、三维培养体系构建

二维细胞培养

将 HFF-1 细胞接种至培养瓶中，加入含

15%胎牛血清，1%青链霉素混合液的高糖

DMEM 培养基，将细胞置于 37 ℃，5%CO2培

养箱中培养，至细胞覆盖率 90%左右时，胰

蛋白酶消化传代，用于后续实验。

三维细胞培养

待细胞贴壁生长覆盖率约 90%时进行三

维培养。于4 ℃冰箱中取出R2I4R2短肽粉末，

加入 1 ml 无酶水溶解为 10 mg/ml 的短肽水

溶液，4 ℃冰箱保存待用。胰蛋白酶消化细

胞，1000 r/min 离心 5 min，弃上清后加入

1 ml 培养基进行细胞计数。调整细胞浓度

为 1×10
5
个/ml。每孔取 50 μl 细胞悬液与

50 μl 短肽溶液混合均匀，混合后迅速加

入到 96 孔板中。将孔板置于 37 ℃，5%CO2

培养箱中培养 10 min，待其自组装形成三

维培养环境后，每孔轻轻加入 100 μl15%

胎牛血清，1%青链霉素混合液的高糖 DMEM

培养基，置于 37 ℃，5%CO2培养箱中培养。

1.2.4 HFF-1 细胞在三维环境中的丫啶橙/

溴化乙锭（AO/EB）染色 为检测人皮肤成纤

维细胞（HFF-1）在二维与三维环境中的生

长情况与细胞活性，本研究采用丫啶橙/溴

化乙锭（AO/EB）染色观察细胞形态学变化。

①称取丫啶橙与溴化乙锭各 1 mg，分

别溶于 10 ml PBS 中配成 0.1 mg/ml 的母液，

滤过，于 4 ℃冰箱中保存，需要时等体积

混合，现配现用。②分别在细胞三维培养 1

d，3 d，5 d，7 d，9 d 时进行染色。染色

前用 4%多聚甲醛固定 10 min，每孔加入

AO-EB 染料 10 μl，室温避光染色 10-15

min，PBS 清洗 2-3 次，每 5min 于荧光显微

镜下观察染色结果。

1.2.5 HFF-1 细胞在三维环境中的 cck-8

(cell counting kit-8)检测 为检测人皮肤

成纤维细胞（HFF-1）在二维与三维环境中

的生长情况，采用 cck-8 检测细胞增值情

况。

①分别在二维与三维环境下于 96孔板

中培养 HFF-1 细胞。②分别在细胞培养 1、

3、5 天进行检测。③向每孔中加入 10μl

cck-8 溶液。④避光于培养箱中孵育 4h。⑤

用酶标仪测定 450nm 处的吸光度值。

1.2.6 SD 大鼠皮肤创伤修复情况 取成年大

鼠雌雄各半，腹腔麻醉后，在其背上打 2 个

直径约 0.8 cm 的圆形创面，创面深度到皮

下筋膜层。分别给药生理盐水与 R2I4R2（5

mg/ml）。术后 1，3，5，7，15，21 天观察

其修复情况、测量伤口面积并取样。4%多聚

甲醛固定 48 h，石蜡包埋并连续切片。用

于 HE 染色与免疫组织化学染色研究。

1.2.7 HE 染色 ①脱蜡：二甲苯Ⅰ ，1 h；

二甲苯Ⅱ，10 min。②水化：100%酒精，3 min；

95%酒精，3 min；80%酒精，3 min；70%酒

精，3 min；自来水冲洗，3 min。③染色:

苏木精染液染色 5 min；自来水冲洗后镜检；

定染 30 s；伊红染液染色 10 min；70%酒精，

1 min；80%酒精，1 min；95%酒精，1 min；

100%酒精Ⅰ ，1 min；100%酒精Ⅱ，3 min。

④透明：二甲苯Ⅰ ，15 min；二甲苯Ⅱ，

15 min。⑤封片。⑥光学显微镜观察。
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1.2.8 免疫组织化学染色 ①脱蜡：二甲苯

Ⅰ ，1 h；二甲苯Ⅱ，10 min。②水化：100%

酒精，3 min；95%酒精，3 min；80%酒精，

3 min；70%酒精，3 min；自来水冲洗，3 min。

③0.1 M 柠檬酸盐溶液加热进行抗原修复。

④3%H2O2孵育 15 min 阻断内源性过氧化物

酶。⑤非特异性染色阻断剂 37 ℃孵育 30

min。⑥一抗 4 ℃孵育过夜。⑦复温：37 ℃，

30 min。⑧二抗 37 ℃孵育 30 min。⑨链霉

素-过氧化物酶 37 ℃孵育 30 min。⑩DAB

显色。⑪苏木素复染细胞核。⑫封片。⑬光

学显微镜观察。

2 结果

2.1 圆二色谱检测不同理化因素对 R2I4R2二

级结构的影响

2.1.1 自组装时间对 R2I4R2二级结构的影响

结果显示，随着自组装时间的增加，短

肽 R2I4R2的特征峰吸光度先减小后增加，表

示短肽 R2I4R2的二级结构随着自组装时间的

增加逐渐趋向稳定。

图 1 不同自组装时间对自组装短肽 R2I4R2二级结构的影

响.

Figure 1 Self-assembling time influence to the

secondary structure of R2I4R2 by PBS(peptide

concentration:0.1 mM) after 0 h, 4 h, 6 h,8 h, 22 h.

2.1.2 不同温度对 R2I4R2二级结构的影响

温度介于 25 到 60 ℃，该肽性质稳定；

随着温度的增加，短肽 R2I4R2的特征峰吸光

度逐渐增加，当温度增加至 95 ℃时，定性

分析二级结构的α结构成份有轻微向β结

构改变，表示温度过高会对短肽 R2I4R2的二

级结构的稳定性会有影响。

图 2 不同温度对自组装短肽 R2I4R2二级结构的影响.

Figure 2 Temperature influence to the secondary

structure of R2I4R2, Peptide concentration were 0.2 mM

dissolved in PBS.

2.1.3 不同离子对 R2I4R2二级结构的影响

金属离子对短肽的二级结构有一定的影

响。以 PBS 为对照，考察相同阴离子（Cl-）

中的阳离子 Na
+
和 Mg

2+
， 对短肽二级结构

影响。CD 光谱结果显示，自组装短肽 R2I4R2

在 15 mM Mg
2+
中，相同波长处光谱信号更强，

二级结构趋于更加稳定。

图 3 不同离子对自组装短肽 R2I4R2二级结构的影响

Figure 3 Various ions influence to the secondary

structure of R2I4R2 at 25 ℃ cultured in difference salt

solution:0.15 mM NaCl,15 mM MgCl2, PBS(pH=7.2), peptide

concentration 0.1 mM.

2.2 刚果红染色观察 R2I4R2自组装宏观变化

刚果红染色显示，自组装 0 h 时，短肽

结构较为松散，呈流沙状；4 h 时，出现较

为稀疏的膜片状结构；自组装 24 h 后，短

肽可形成均一、稳定的膜片状结构。初步推

测 R2I4R2在一定条件下，可作为细胞三维培

养的基质材料。
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图 4 自组装短肽 R2I4R2的刚果红染色图

Figure 4 Congo red images of self-assembling peptide

R2I4R2.

2.3 光学显微镜检测 HFF-1 细胞在二维、三

维环境中的生长状态

人皮肤成纤维细胞（HFF-1）在二维环境

中为贴壁状态，呈长梭形；在三维环境中，

细胞呈球形，边界清晰、状态良好且为多层

生长。培养 7 天后，二维环境组细胞出现接

触抑制，开始漂浮、死亡；而三维环境中细

胞仍然透亮。证明 HFF-1 细胞可以在自组装

短肽 R2I4R2形成的三维环境中生长且长势良

好。

图5 HFF-1细胞在 R2I4R2形成的三维环境中的培养情况.

Figure 5 HFF-1 culture in 3D microenvironment of

R2I4R2.

2.4 丫啶橙/溴化乙锭（AO/EB）染色检测

HFF-1 细胞活性

AO/EB 染色后，活细胞核染色质着绿色

且呈正常结构，早凋细胞核染色质着绿色呈

固缩状或圆珠状，死亡细胞核染色质着橘红

色并呈正常结构，晚凋细胞核染色质着橘红

色呈固缩状活圆珠状。由 AO/EB 染色结果可

以看出，HFF-1 细胞在自组装短肽 R2I4R2构

建的三维环境中，细胞呈绿色，长势良好，

7天后开始出现少量凋亡。

图 6 HFF-1 细胞在三维培养中的 AO/EB 染色图

Figure 6 Image of AO/EB staining of HFF-1 in 3D

microenvironment of R2I4R2.

2.5 HFF-1细胞在三维环境中的cck-8(cell

counting kit-8)检测

cck-8 细胞增值情况检测显示：HFF-1

细胞在让 R2I4R2 构建的三维环境中增值较

慢，但无细胞数量减少现象。说明 HFF-1 细

胞可在 R2I4R2构建的三维环境中生长。证明

短肽 R2I4R2对细胞的生长增值无毒害作用。

图 7 HFF-1 细胞在三维环境中的 cck-8 检测

Figure 7 Image of cck-8 of HFF-1 in 3D

microenvironment of R2I4R2.

2.6 SD 大鼠皮肤创伤模型修复情况

SD 大鼠皮肤创伤模型伤口面积变化情

况显示：1-21 天，实验组较对照组伤口面

积恢复更快；21 天时，实验组伤口面积仅

为原始创伤面积的 12%，对照组伤口面积为

原始创伤面积的 17.7%；实验组创伤面积恢

复速率约为对照组的 1.07 倍。

图 8 SD 大鼠皮肤创伤模型伤口面积恢复图

Figure 8 Image of Wound area recovery in SD rats

skin wound model

2.7 皮肤组织 HE 染色
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HE 染色结果显示：5 d 时，实验组炎症

细胞较对照组多，且呈聚集化，实验组有少

量毛细血管生成趋势；7 d 时，肉芽组织增

生，实验组较对照组肉芽组织更多更厚，毛

细血管生成量也较对照组更多；15 d 时，

实验组较对照组表皮层明显增厚，新生组织

开始向瘢痕组织转化。

图 9 短肽 R2I4R2对皮肤创伤快速修复的 HE 染色图

Figure 9 Image of HE staining of skin sound healing

in peptide R2I4R2

2.8 免疫组织化学染色

选择组织创伤修复中的重要蛋白血管

内皮生长因子VEGF与细胞因子CD34进行免

疫组织化学染色研究。结果显示：7 d 时，

实验组较对照组 CD34 表达量更高；15 d 时，

实验组与对照组 CD34 表达量都很少。7 d

时，实验组与对照组 VEGF 表达量都较高，

但实验组表达量更高，且分布集中在伤口前

端，对照组 VEGF 分布较为松散。15 d 时，

对照组几乎没有 VEGF 表达，而实验组仍有

较高表达。

图 10 短肽 R2I4R2对皮肤创伤快速修复的免疫组织化学染色

（100×）.

Figure 10 Image of Immunohistochemical staining of s

kin sound healing in peptide R2I4R2.

3 讨论

皮肤创伤是日常生活中常见但不可轻视

的疾病，严重创伤患者，其皮肤表面细胞微

环境被破坏，较难实现自我修复。目前，市

面上治疗创伤修复的敷料主要集中在止血、

活血化瘀等方面。其与人体内细胞外微环境

相距甚远，部分敷料还可能增加伤口清创难

度、引起炎症反应。而自组装短肽组建的纳

米纤维支架可较好的模拟细胞外基质，即人

体内细胞外环境。此外，自组装的降解产物

为氨基酸，有利于人体的吸收和排放，相比

传统敷料具有一定优势[8]。

本研究所选用的自组装短肽 R2I4R2 在

37℃时可自组装形成稳定的二级结构；在盐

离子中可自组装形成网状纳米纤维支架，且

在不同条件下都具有较为稳定的二级结构；

短肽水凝胶可较好地模拟细胞外基质

ECM[9]，同时也可作为体外细胞三维培养的

支架材料，能够为 HFF-1 细胞的生长与增值

提供更接近体内环境的细胞培养环境
[10]

；

HFF-1 细胞可在自组装短肽 R2I4R2形成的三

维体系中生长且细胞状态良好；实验表明

HFF-1 在短肽形成的水凝胶中可存活较长时

间；在创伤修复体内实验中表明，以自组装

短肽 R2I4R2作为敷料可减少炎症发生、促进

新生血管形成、上调生长因子与细胞因子含

量、加速修复过程。

本课题属于交叉学科的前沿领域，旨在

从短肽二级结构、体外细胞实验、体内动物

实验三方面探索自组装短肽 R2I4R2对创伤修

复过程的影响，本基础研究成果可为皮肤创

伤等再生修复的临床治疗提供新策略和新

思路，具有较强的理论价值和市场应用前

景。
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