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［摘 要］ 目的：探讨生物 3D打印丹酚酸B（salvianolic acid B，SAB）⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架对糖尿病大鼠创面的治疗作

用。方法：按照SAB占海藻酸钠与明胶总重的百分比制成含0%、0.5%、1.0%、1.5%SAB的生物墨水，采用生物3D打印技术制

备不同规格的皮肤支架。扫描电镜观察微观结构，高效液相色谱测定SAB体外累积释放浓度。皮肤支架用于治疗2型糖尿病

大鼠创面，分为空白对照组、凡士林纱布组以及皮肤支架组（0%SAB、0.5%SAB、1.0%SAB、1.5%SAB组）。于第7、14天观察创

面愈合、渗出情况，同时取创面组织进行HE、Masson、活性氧（reactive oxygen species，ROS）染色，并检测超氧化物歧化酶（super⁃
oxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH⁃PX）、过氧化氢酶（catalase，CAT）及丙二醛（malondial⁃
dehyde，MDA）水平。结果：扫描电镜下，4组皮肤支架均呈网孔状立体结构，孔隙分布均匀。SAB累积释放量随时间延长逐渐

增加。各组创面均愈合良好，1.0%SAB组创面修复优于其他各组。第 7天时，1.0%SAB组ROS水平均低于其他各组（P <
0.05）；第14天时，1.0% SAB组ROS水平低于除1.5% SAB组外的其他各组（P < 0.01），1.0% SAB组和1.5% SAB组ROS表达水

平差异无统计学意义（P=0.136）。第7天时，1.0%SAB组SOD、GSH⁃PX及CAT水平均高于其他各组（P < 0.05），MDA水平低于

空白对照组、凡士林纱布组及0%SAB组（P < 0.05）；第14天时，1.0%SAB组SOD、GSH⁃PX及CAT水平高于空白对照组、凡士林

纱布组和0% SAB组（P < 0.05），MDA水平低于空白对照组、凡士林纱布组（P < 0.05）。HE染色显示，各组创面皮肤均修复较

好，1.0%SAB组新生组织较多。Masson染色显示，第7、14天时，0.5%、1.0%、1.5%SAB组创面胶原蛋白沉积多于其他各组（P <
0.05）。结论：1.0%SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架在第7、14天时不仅可以抑制ROS的产生，并上调各种抗氧化酶的表达，抑制

创面组织内氧化应激反应，还可以促进胶原沉积，最终促进糖尿病大鼠的创面愈合。

［关键词］ 3D打印；皮肤支架；丹酚酸B；糖尿病；创面

［中图分类号］ R589.1 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2024）03⁃297⁃09
doi：10.7655/NYDXBNSN230930
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［Abstract］ Objective：To investigate the therapeutic effect of 3D bioprinted salvianolic acid B（SAB）⁃sodium alginate⁃gelatin skin
scaffold on diabetic rat wounds. Methods：The 0%，0.5%，1.0% and 1.5% of bioinks were prepared according to the percentage of SAB
in the total weight of sodium alginate and gelatin. Skin scaffolds with different types were produced by biological 3D printing
technology. The microstructure was observed by scanning electron microscopy，and the concentration of SAB in vitro was determined by
high⁃performance liquid chromatography. Skin scaffolds were used to treat wounds in type 2 diabetic rats that were divided into the
control group，the vaseline gauze group，and the skin scaffold groups（0%SAB，0.5%SAB，1.0%SAB，1.5%SAB groups）. The healing
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糖尿病溃疡创面是临床上常见的慢性病，其创

面修复已经成为临床棘手的难题［1- 2］。丹酚酸 B
（salvianolic acid B，SAB）的化学式为C36H30O16，主要

是从丹参的根及枝干中提取的活性物质，具有抗氧

化、抗炎、抗细胞凋亡等功能［3］。研究证实SAB在糖

尿病肾病、糖尿病视网膜病变的防治中发挥着重要

作用［4-5］。近年来，生物 3D打印技术逐渐用于制备

人工皮肤［6-8］。目前，尚无使用SAB作为生物墨水制

备人工皮肤支架的报道。

本研究首次使用SAB作为生物墨水，与海藻酸

钠、明胶混合制备人工皮肤支架，并通过动物实验，

探讨SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架对糖尿病大鼠创

面的治疗作用，以期为糖尿病溃疡创面的修复提供

一种可供选择的人工皮肤支架。

1 材料和方法

1.1 材料

SAB、明胶（100G强度）、海藻酸钠（上海麦克林

公司），SD大鼠（苏州敬微宇生物科技公司），链脲佐

菌素（MedChemExpress公司，美国），高糖高脂大鼠

饲料（南京协同生物公司），4%中性缓冲福尔马林固

定液（广州维格斯生物公司），苏木素染液、中性树

胶、4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚染色试剂、组织自发荧光

淬灭剂、抗荧光淬灭封片剂、HE 染液套装、Masson 染

液套装、环保型脱蜡液、通用型组织固定液、双硫键

还原检测法蛋白定量检测试剂盒、丙二醛（malondi⁃
aldehyde，MDA）测试盒（武汉赛维尔公司），二甲苯

（上海国药集团化学试剂有限公司），活性氧（reac⁃
tive oxygen species，ROS）染液（上海西格玛奥德里奇

贸易有限公司），谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione
peroxidase，GSH⁃PX）测试盒、过氧化氢酶（catalase，
CAT）测试盒、超氧化物歧化酶（superoxide dis⁃
mutase，SOD）测试盒（南京建成有限公司）。

3D 生物打印机（RegenHU公司，瑞士），透皮扩

散仪（上海邦亿公司），血糖仪（ContourTS公司，德

国），光学显微镜（Olympus公司，日本），自动组织脱

水机、PBM⁃B 型包埋机和包埋冷台（常州普瑞斯星

医疗器械公司），徕卡轮转切片机（Leica公司，德

国），病理组织漂烘仪（常州中威电子仪器公司），组

织摊片机（金华科迪仪器设备有限公司），动物实验

手术器械盒（上海医疗仪器有限公司），酶标检测仪

（BioTeK公司，英国），台式高速冷冻离心机（北京大

龙公司），高速组织研磨仪、涡旋混合器（武汉赛维

尔公司）。

动物实验经南京医科大学附属苏州第二人民

医院动物伦理委员会审批通过（［2022］KY120⁃01）。
1.2 方法

1.2.1 皮肤支架的制备

将一定量的 SAB溶于 10 mL去离子水，并加入

装有 0.4 g 海藻酸钠粉末及 1.0 g明胶颗粒的烧杯

and exudation of the wounds were observed on day 7 and 14. Meanwhile，the wound tissues wete taken for HE and Masson staining，as
well as for reactive oxygen species（ROS）detection，and the levels of superoxide dismutase（SOD），glutathione peroxidase（GSH⁃PX），

catalase（CAT）and malondialdehyde（MDA）were detected. Results：Skin scaffolds in the four groups showed a mesh ⁃ like 3D
structure with uniform pore distribution. The cumulative release of SAB increased gradually over time. General observations showed
that wounds healed well in each group and healed better in 1.0% SAB group than in other groups. On day 7，ROS Levels were lower in
the 1.0%SAB group than in other groups（P < 0.05）. On day 14，ROS levels were lower in the 1.0% SAB group than in all groups
except the 1.5% SAB group（P < 0.01），and there was no significant difference in ROS levels between the 1.0% SAB group and the
1.5% SAB group（P=0.136）. On day 7，the levels of SOD，GSH⁃PX and CAT were higher in the 1.0%SAB group than in other groups
（P < 0.05），MDA level was lower in the 1.0% SAB group than in the control group，vaseline gauze group and 0%SAB group（P <
0.05）. On day 14，the levels of SOD，GSH⁃PX and CAT were higher in the 1.0%SAB group than in the control group，vasolin gauze
group and the 0% SAB group（P < 0.05），MDA level was lower in the 1.0% SAB group than in the control group and vaseline gauze
group（P < 0.05）. HE staining showed that the wounds were well repaired in each group and more new tissues were formed in the 1.0%
SAB group than in other groups. Masson staining showed that on day 7 and 14，collagen deposition in the 0.5%，1.0%，1.5% SAB
groups was more than that in other groups（P < 0.05）. Conclusion：The 1.0% SAB⁃sodium alginate⁃gelatin skin scaffold on the day 7
and 14 may not only inhibits the generation of ROS and upregulates the expression of various antioxidant enzymes，thereby inhibiting
oxidative stress response in wound tissues，but also promotes collagen deposition，ultimately enhancing wound healing in diabetic rat.
［Key words］ 3D bioprinting；skin scaffold；salvianolic acid B；diabetes；wound
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中，置于 40 ℃水浴中搅拌 30 min；按 SAB占海藻酸

钠与明胶总重的百分比制成 0%、0.5%、1.0%、1.5%
的生物墨水。

使用RegenHU 3D打印机，将以上制备的生物

墨水加入热熔挤压式针筒中，加热至40 ℃并保持恒

温，气压0.25 MPa，针尖距离接收板1 mm，打印速度

5 mm/s，针头 25 G，按照 1.2 cm×1.2 cm打印 4层，间

距0.8 mm，最终制备出SAB含量为0%、0.5%、1.0%、

1.5%的SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架。扫描电镜观

察支架形貌 。

1.2.2 皮肤支架的药物释放

将含有不同含量 SAB的皮肤支架浸泡在 37 ℃
5 mL 的磷酸盐缓冲液（PBS）中，100 r/min 间断振

荡。在多个时间点（0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、10.0、12.0、
24.0、48.0、72.0 h）收集混合溶液，采用高效液相色谱

法对 SAB进行定量分析。根据上海麦克林公司的

SAB标准参考品（99.0%）计算SAB的累积释放量。

1.2.3 糖尿病大鼠模型的构建

SPF级雄性 SD大鼠，8周龄，体重约 150 g。高

糖高脂饲料诱导喂养4周，一次性腹腔注射1%链脲

佐菌素 30 mg/kg（0.1 mol/L柠檬酸缓冲液配制，pH
4.5）。用药72 h后，自大鼠尾缘静脉微量采血检测随

机血糖，若血糖值>16.7 mmol /L，则视为 2型糖尿病

大鼠造模成功。

1.2.4 动物分组及干预

36只2型糖尿病大鼠随机分为6组（每组6只）：

空白对照组、凡士林纱布组以及皮肤支架组（0%SAB、
0.5%SAB、1.0%SAB、1.5%SAB组）。大鼠采用 1%戊

巴比妥钠麻醉，备皮，使用无菌手术刀在大鼠背部

皮肤上切出边长为 0.8 cm的正方形，深度达肌层。

空白对照组创面不采取任何处理，仅用无菌纱布包

扎，凡士林纱布组采用凡士林纱布覆盖创面，其余各

组以含不同比例SAB的皮肤支架覆盖创面。于第7、
14天观察创面愈合、渗出等情况，并拍照记录，判断创

面恢复情况。

1.2.5 组织学检查及氧化应激水平检测

第 7、14天时，分别随机处死 3只大鼠，获取组

织标本，包括创面及创面周围组织。采用ROS荧光

染色，抗氧化酶 SOD、GSH⁃PX、CAT及氧化应激产

物 MDA检测评估创面氧化应激水平；HE染色观察

创面修复情况及肉芽组织的生长情况；Masson染色

观察创面胶原蛋白沉积情况。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行数据分析及

作图。符合正态分布的数据采用均数±标准差（x ± s）

表示。两样本均数比较采用独立样本 t检验，多组样

本均数比较采用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），
各组之间的两两比较采用 SNK 法，P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 皮肤支架的形貌

肉眼观：4个不同含量 SAB组的皮肤支架均呈

网格状，孔径均匀（图1A）；扫描电镜：4个不同含量

SAB组皮肤支架均为多孔网状立体结构，孔隙均匀

（图1B）。
2.2 皮肤支架的体外药物释放

各组 SAB累积释放量均随释放时间延长逐渐

增加，其中 1.5%SAB组皮肤支架在各个时间点的

SAB释放量均高于其他3组（图2）。

1.5%
SAB

1.0%
SAB

0.5%
SAB

0% SAB
A B 1.5% SAB1.0% SAB0.5% SAB0% SAB

×30
0

×50

A：Macroscopic morphology of SAB⁃sodium alginate⁃gelatin skin scaffolds with different specifications. B：Microscopic morphology of SAB⁃sodium
alginate⁃gelatin skin scaffolds with different specifications under scanning electron micrograph.

图1 不同规格的SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架的宏观形貌及微观形貌

Figure 1 Macroscopic and microscopic morphology of SAB⁃sodium alginate⁃gelatin skin scaffolds with different specifica⁃
tions
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2.3 创面修复

创面修复趋势及创面面积定量分析（图 3）可

见，第7天时，各组创面均无明显渗出，0.5%SAB组、

1.0%SAB组、1.5%SAB组可见创面结痂，0.5%SAB

组、1.0%SAB组的创面面积小于其他组（P < 0.05）；第
14天时，各组创面面积均缩小，0.5%SAB组、1.0%
SAB 组的创面面积小于其他组（P < 0.05），其中

1.0%SAB组的创面愈合最好。

2.4 创面组织ROS表达水平

在第 7、14天时，各组创面组织均有ROS表达

（图 4）；对各组ROS的表达水平进行定量分析（图

5）。第7天时，1.0%SAB组ROS表达水平显著低于其

他组（P < 0.001）；第14天时，1.0%SAB组ROS表达水

平显著低于空白对照组、凡士林纱布组、0%SAB组及

0.5% SAB组（P < 0.01），1.0%SAB组和 1.5%SAB组

ROS表达水平差异无统计学意义（P=0.136）。
2.5 创面组织 SOD、GSH⁃PX、CAT及MDA的表达

水平

第 7、14天时，各组创面组织均有 SOD、GSH⁃
PX、CAT及MDA的表达（图6）。第7天时，1.0%SAB
组 SOD、GSH⁃PX 及 CAT 表达水平均高于其他组

图2 不同规格SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架的SAB体外释

放曲线

Figure 2 In vitro release curves of SAB⁃sodium alginate⁃
gelatin skin scaffolds with different specifications
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A：Gross observation of wound healing in diabetic rats. B：Quantitative analysis of wound area，compared with the control group，*P < 0.05，***P <
0.001（n=3）.

图3 在第7、14天时各组创面修复大体观及创面面积定量分析

Figure 3 General view of wound repair and quantitative analysis of wound area in each group on day 7 and 14
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图5 各组大鼠创面组织ROS表达水平的定量分析

Figure 5 Quantitative analysis of ROS levels in rat wound
tissue of each group

（P < 0.05，图6A、C、E），MDA水平低于空白对照组、

凡士林纱布组及 0%SAB 组（图 6G）；第 14 天时，

1.0%SAB组 SOD、GSH⁃PX及CAT表达水平均高于

空白对照组、凡士林纱布组及 0%SAB组（P < 0.05，
图 6B、D、F），MDA表达水平低于空白对照组、凡士

林纱布组（P < 0.05，图6H）。
2.6 创面修复的组织学形态

HE染色结果显示，第 7天时，各组创面组织修

复尚可，未见明显组织坏死，创缘可见大量炎症细

胞浸润；第14天时，各组创面进一步修复，创缘可见

结痂并出现新生肉芽组织，其中1.0%SAB组新生肉

芽组织较多，各组创缘及新生肉芽组织内见大量炎

症细胞浸润（图7）。
Masson染色结果显示，第7天时，各组创面均有

胶原纤维沉积，但排列松散稀疏，0.5%SAB组、1.0%
SAB组、1.5%SAB组胶原纤维沉积多于其他组（P <
0.05，图 8）；第 14天时，各组胶原沉积充分，排列整

齐致密，胶原纤维束变粗，部分相互交织形成网状

结构，0.5% SAB组、1.0% SAB组、1.5% SAB组胶原

纤维沉积高于其他组（P < 0.05，图8）。
3 讨 论

近年来，糖尿病溃疡创面的治疗已经成为临床

面临的巨大挑战，创面敷料是创面管理的重要组成

部分［9-15］。随着生物3D打印技术的快速发展，可以

通过该技术获得个性化的人工皮肤支架，不但可以

提供利于细胞黏附及组织再生的微环境，而且支架

的三维结构有利于细胞获得足够的氧气和营养物

质，生物3D打印皮肤支架作为糖尿病溃疡创面的暂

Red fluorescence represents ROS，and blue fluorescence represents nuclei（×200）.
图4 各组创面组织在第7、14天时ROS的表达水平

Figure 4 The levels of ROS in the wound tissue of each group on day 7 and 14
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A，B：SOD level in wound tissues of each group on day 7（A）and 14（B）. C，D：GSH⁃PX level in wound tissues of each group on day 7（C）and 14
（D）. E，F：CAT level in wound tissues of each group on day 7（E）and 14（F）. G，H：MDA level in wound tissues of each group on day 7（G）and 14（H），
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001.（n=3）.

图6 第7、14天时各组大鼠创面组织SOD、GSH⁃PX、CAT及MDA的表达水平

Figure 6 The expression levels of SOD，GSH⁃PX，CAT and MDA in rat wound tissues of each group on day 7 and 14

时性敷料具有明显优势。生物墨水的制备是生物

3D打印皮肤支架的关键，以海藻酸钠⁃明胶为生物

墨水的人工皮肤支架具有体内外生物相容性［16］。

SAB 是丹参的水溶性成分之一，具有抗氧化、抗

炎、神经保护、抗纤维化等作用［17-18］。本研究在海

藻酸钠⁃明胶基础上成功制备了不同 SAB含量的

SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架，并在动物实验中探讨

了其治疗糖尿病创面的疗效。

高血糖状态导致ROS在创面组织集聚，并且抑

制抗氧化酶［19］，氧化还原稳态失衡导致创面愈合变

Black arrows point to the wound，white arrows point to inflammatory infiltration，and yellow arrows point to newly formed tissues.
图7 第7、14天时各组创面组织的HE染色

Figure 7 HE staining of the wound tissues in each group on day 7 and 14
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缓。SAB可以提供氢原子以发挥强大的抗氧化作用，

并且具有一定的自由基清除能力［20］。此外，SAB可以

上调各种抗氧化酶如SOD、GSH⁃PX的表达［20］。本研

究发现 1.0%SAB组皮肤支架具有较强的抗氧化能

力，7 d及14 d的ROS及MDA水平低于其他组，并且

SOD、GSH⁃PX、CAT水平显著高于其他组。这说明

1.0%SAB支架能抑制氧化应激引起的 ROS 增多，可

以显著改善糖尿病创面的氧化应激反应。此外本

研究还发现 1.5%SAB 支架抗氧化能力低于 1.0%
SAB，这可能是因为 SAB的药理学作用与其浓度有

关，因此筛选出最佳浓度来发挥SAB促进创面愈合

的作用至关重要［21-22］。

胶原蛋白沉积在促进糖尿病溃疡创面的修复

过程中发挥着重要作用。胶原蛋白可以维持新生

肉芽组织的弹性及强度，为创面修复创造一个良好

的环境，因此，胶原蛋白沉积直接影响糖尿病足溃

疡创面修复的进程［21］。一项分析 SAB浓度对细胞

胶原蛋白合成影响的研究发现，SAB在所有测试浓

度下都能刺激胶原蛋白的合成，提示SAB具有较强

的促进胶原蛋白合成的能力［22］。也有研究证明SAB
能抑制肝脏或心肌的病理性纤维化，从而抑制Ⅲ型胶

原的合成，这表明SAB在生理和病理生理过程中对胶

原蛋白的合成具有不同的作用［22］。本研究发现第7、
14天时，0.5%、1.0%、1.5%SAB组的皮肤支架促进胶

原蛋白沉积的效果优于其他各组，提示SAB⁃海藻酸

钠⁃明胶皮肤支架能促进胶原沉积，加速创面愈合。

本研究发现1.0%SAB组支架促进创面愈合的效

果最佳，可能与SAB存在一定毒性有关。有研究表明

SAB促进创面愈合最有效的浓度为 25 μg/mL，而
75 μg/mL SAB抑制创面愈合［21］。其原因为75 μg/mL
SAB抑制了促细胞迁移的蛋白酶、细胞因子的分泌，

影响细胞增殖，从而阻碍了创面中新生组织的生

长，创面愈合能力也因此下降［22］。本研究显示，

1.0%SAB组支架促进创面愈合的能力和抗氧化作

用优于高剂量的1.5%SAB组支架。一方面，可能由

于1.5% SAB抑制细胞迁移及增殖而愈合效果较差；

另一方面，抗氧化剂的作用并不是随着剂量的增加

而增加，例如低剂量的维生素具有抗氧化作用，而

A：Masson staining of the wound tissues in each group（red arrow points to the wound edge，yellow arrow points to the newly formed tissue，and
yellow # represents the broken muscle fiber of the wound tissues）. B：Quantitative analysis of collagen fibers in the wound tissues of each group on day 7
and 14. Compared with the control group，*P < 0.05；compared with the vaseline gauze group，#P < 0.05；compared with the 0% SAB group，△P < 0.05（n=3）.

图8 第7、14天时各组创面胶原纤维沉积情况

Figure 8 The deposition of collagen fibers on the wound tissues of each group on day 7 and 14
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高剂量的维生素 C则会产生氧化作用，损害细胞
［23］。相关研究也表明，SAB在低剂量时可通过抑制

ROS产生发挥抗氧化作用，在高剂量时可通过促进

ROS产生促进氧化损伤［24-26］。因此1.0%SAB组支架

抗氧化性能最佳，ROS水平最低，进一步促进了创

面的愈合。

本研究尚有以下不足之处：① 仅进行了体内验

证，未进行体外实验研究，下一步将进行细胞实验，

从细胞层面证明其作用；② 仍需进一步研究各实验

组皮肤支架的体外时间⁃降解曲线；③ 本研究并未

对相关机制进行探讨，后续将对相关信号通路开展

研究。

综上，本研究采用生物3D打印技术成功制备了

SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架，并初步验证了含有

1.0%SAB的SAB⁃海藻酸钠⁃明胶皮肤支架促进创面

修复的作用较为理想，其在第7、14天时不但可以抑

制ROS的产生，上调各种抗氧化酶的表达，抑制创

面组织内氧化应激反应，还可以促进胶原沉积，最

终促进糖尿病大鼠创面的修复，有望成为一种理想

的糖尿病溃疡创面修复的生物皮肤支架。
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