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(57)摘要

本发明公开了一种吸附GGTAl基因敲除猪胶

原的可吸收创面修复材料，以GGTAl基因敲除猪

肌腱为原料提取胶原；将胶原溶于乙酸溶液得胶

原溶胀液，胶原溶胀液经真空脱泡后进行冷冻处

理，在冷冻干燥机冻干获得胶原多孔海绵支架；

将可吸收材料制成多孔海绵支架、膜或凝胶后覆

盖在胶原多孔海绵支架上制成可吸收创面修复

材料；或将胶原溶于乙酸溶液得胶原溶胀液，再

将可吸收材料制成膜置于胶原溶胀液底部，经真

空脱泡后进行冷冻处理，在冷冻干燥机冻干制成

可吸收创面修复材料。本发明采用GGTAl基因敲

除猪肌腱制备创面修复支架，能显著减少创面修

复后瘢痕的形成，胶原表面覆盖可吸收材料，有

利于胶原支架的吸附，防止胶原遇水后融化流

失。
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1.一种吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料，其特征在于该可吸收创面

修复材料以GGTAl基因敲除猪肌腱为原料，采用胰酶消化与酸抽提相结合的方法提取胶原；

将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，胶原溶胀液经真空脱泡后进行冷冻处理，最后

在冷冻干燥机冻干获得胶原多孔海绵支架；将可吸收材料制成的多孔海绵支架、膜或凝胶

覆盖在胶原多孔海绵支架上制成可吸收创面修复材料；

或将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，再将可吸收材料制成的膜置于胶原溶胀液底

部，经真空脱泡后进行冷冻处理，最后在冷冻干燥机冻干制成可吸收创面修复材料。

2.根据权利要求1所述的可吸收创面修复材料，其特征在于所述的可吸收创面修复材

料采用戊二醛进行交联处理，获得三维支架。

3.根据权利要求2所述的可吸收创面修复材料，其特征在于所述的交联处理为：将所述

的可吸收创面修复材料浸泡0.2～0.3%w/v的戊二醛水溶液中，4～8℃交联10～12小时，取

出，用超纯水漂洗以去除残留的戊二醛，最后经过冷冻干燥，即获得交联后的三维支架。

4.根据权利要求1、2或3所述的可吸收创面修复材料，其特征在于所述的胶原由以下方

法制备而成：

（1）、取新鲜GGTAl  基因敲除猪肌腱，预处理后，于冷冻状态下，用手术刀将肌腱削为薄

片，然后捣碎；肌腱粉碎物用醋酸洗必泰消毒，然后用生理盐水洗涤；

（2）、消毒后的肌腱浸泡于浓度为0.25%的胰酶/PBS消化液中在37℃下消化20～26小

时；

（3）、消化结束后，加入肌腱质量0.3～0.5%的双氧水浸泡10～15分钟，然后用超纯水反

复清洗；

（4）、按照步骤（1）中肌腱粉碎物：2～4%w/v乙酸溶液质量体积比1g：16～20mL，先往经

过消化处理的肌腱中加入少量乙酸溶液搅拌混匀，再加入余量乙酸溶液，于4～8℃溶胀60

～72小时；

（5）、过滤除去未溶胀的肌腱颗粒，溶胀物离心，以分离除去不溶物；上清液用5%NaCl溶

液盐析，获得沉淀物；

（6）、沉淀物按照步骤（4）进行溶胀后，重复步骤（5）的操作；

（7）、在4～8℃下，步骤（6）获得的沉淀物于超纯水中用截留分子量为3000的透析袋透

析，每隔12小时换一次水，换水4～6次；经过透析纯化后的胶原冷冻干燥，于‑20℃下保存。

5.根据权利要求4所述的可吸收创面修复材料，其特征在于所述的GGTAl  基因敲除猪

肌腱预处理为：去除肌肉、脂肪，去除筋膜，用超纯水反复清洗后，装于PE样品袋中‑30℃保

存。

6.根据权利要求1、2或3所述的可吸收创面修复材料，其特征在于所述的可吸收材料为

丝蛋白、聚乳酸、壳聚糖及其衍生物、透明质酸或藻酸盐。

7.权利要求1所述的吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料的制备方法，其

特征在于包括以下步骤：

（1）、以GGTAl基因敲除猪肌腱为原料，采用胰酶消化与酸抽提相结合的方法提取胶原；

（2）、将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，胶原溶胀液经真空脱泡后进行冷冻处理，

最后在冷冻干燥机冻干获得胶原多孔海绵支架，将可吸收材料制成的多孔海绵支架、膜或

凝胶覆盖在胶原多孔海绵支架上制成可吸收创面修复材料；
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或将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，再将可吸收材料制成的膜置于胶原溶胀液底

部，经真空脱泡后进行冷冻处理，最后在冷冻干燥机冻干制成可吸收创面修复材料。

8.根据权利要求7所述的可吸收创面修复材料的制备方法，其特征在于所述的可吸收

创面修复材料采用戊二醛进行交联处理，获得三维支架。

9.根据权利要求7所述的可吸收创面修复材料的制备方法，其特征在于所述的胶原的

制备方法具体步骤如下：

（1）、取新鲜GGTAl  基因敲除猪肌腱，预处理后，于冷冻状态下，用手术刀将肌腱削为薄

片，然后捣碎；肌腱粉碎物用醋酸洗必泰消毒，然后用生理盐水洗涤；

（2）、消毒后的肌腱浸泡于浓度为0.25%的胰酶/PBS消化液中在37℃下消化20～26小

时；

（3）、消化结束后，加入肌腱质量0.3～0.5%的双氧水浸泡10～15分钟，然后用超纯水反

复清洗；

（4）、按照步骤（1）中肌腱粉碎物：2～4%w/v乙酸溶液质量体积比1g：16～20mL，先往经

过消化处理的肌腱中加入少量乙酸溶液搅拌混匀，再加入余量乙酸溶液，于4～8℃溶胀60

～72小时；

（5）、过滤除去未溶胀的肌腱颗粒，溶胀物离心，以分离除去不溶物；上清液用5%NaCl溶

液盐析，获得沉淀物；

（6）、沉淀物按照步骤（4）进行溶胀后，重复步骤（5）的操作；

（7）、在4～8℃下，步骤（6）获得的沉淀物于超纯水中用截留分子量为3000的透析袋透

析，每隔12小时换一次水，换水4～6次；经过透析纯化后的胶原冷冻干燥，于‑20℃下保存。

10.根据权利要求7所述的可吸收创面修复材料的制备方法，其特征在于所述的可吸收

材料为丝蛋白、聚乳酸、壳聚糖及其衍生物、透明质酸或藻酸盐。
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吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料及其制备

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料及其制备方

法。

背景技术

[0002] VSD技术是将传统的负压引流方法与封闭负压引流填充敷料相结合的产物，它通

过在创面形成负压，产生机械和生物学效应，促进创面愈合。因此必须使用专用的创面填充

敷料，敷料是能够起到暂时保护伤口、防止感染和促进愈合的医用材料。

[0003] 人工敷料一般可分为三大类：传统敷料、合成敷料和生物敷料。传统敷料是临床上

使用的主要敷料：其缺点在于：无法保持创面湿润，创面愈合延迟；敷料纤维易脱落，造成异

物反应；肉芽组织易长如敷料网眼中致粘连结痂，换药时导致新生组织损伤；敷料更换时易

导致外源性感染；换药工作量大。合成敷料常用聚乙烯醇、聚氨酯、丙烯酰胺和羧甲基纤维

等材料制成，其不足之处主要为易碎、机械性能差、水蒸汽透过率低而大量保持液体，易导

致膜下积液加重感染。生物敷料是一种接近于理想要求的敷料，主要分为天然生物敷料、人

工生物敷料和组织工程覆盖物，天然生物敷料包括自体皮、同种异体皮和异种皮。生物敷料

除了具有一定的强度、刚度、韧性和生物学相容性外，还必须具有一定的降解性，以便被生

物体吸收和排泄。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料及

其制备方法，采用GGTAl基因敲除猪肌腱制备创面修复支架，显著减少创面修复后瘢痕的形

成，在胶原表面覆盖可吸收材料，有利于胶原支架的吸附，防止胶原遇水后融化流失，避免

揭除敷料时将胶原支架撕脱，避免与周围组织粘连，可吸收材料可存留体中。

[0005] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：

[0006] 一种吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料，它以GGTAl基因敲除猪肌

腱为原料，采用胰酶消化与酸抽提相结合的方法提取胶原；将胶原溶于乙酸溶液获得胶原

溶胀液，胶原溶胀液经真空脱泡后进行冷冻处理，最后在冷冻干燥机冻干获得胶原多孔海

绵支架，将可吸收材料制成的多孔海绵支架、膜或凝胶覆盖在胶原多孔海绵支架上制成可

吸收创面修复材料；或将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，再将可吸收材料制成的膜置

于胶原溶胀液底部，经真空脱泡后进行冷冻处理，最后在冷冻干燥机冻干制成可吸收创面

修复材料。

[0007] 作为本发明吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料进一步的优选方

案，所述的可吸收创面修复材料采用戊二醛进行交联处理，获得三维支架，以提高稳定性。

交联处理的操作步骤为：将所述的可吸收创面修复材料浸泡在0.2～0.3％(w/v)，优选为

0.25％的戊二醛水溶液中，4～8℃交联10～12小时，取出，用超纯水漂洗以去除残留的戊二
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醛，最后经过冷冻干燥，即获得交联后的三维支架。

[0008] 优选的，交联处理的操作步骤为：将所述的可吸收创面修复材料浸泡在0.25％的

戊二醛水溶液中，4℃交联12小时，取出，用超纯水漂洗以去除残留的戊二醛，最后经过冷冻

干燥，即获得交联后的三维支架。

[0009] 本发明胶原多孔海绵支架表面覆盖可吸收材料后，为了保持胶原蛋白生物活性，

亦可不进行戊二醛交联。

[0010] 所述的胶原由以下方法制备而成：

[0011] (1)、取新鲜GGTAl基因敲除猪肌腱，预处理后，于冷冻状态下，用手术刀将肌腱削

为薄片，然后捣碎；肌腱粉碎物用醋酸洗必泰消毒，然后用生理盐水洗涤；

[0012] (2)、消毒后的肌腱浸泡于浓度为0.25％的胰酶/PBS消化液中在37℃下消化20～

26小时；

[0013] (3)、消化结束后，加入肌腱质量0.3～0.5％的双氧水浸泡10～15分钟，然后用超

纯水反复清洗；所述的双氧水的质量分数为3％；

[0014] (4)、按照步骤(1)中肌腱粉碎物：2～4％(w/v)乙酸溶液质量体积比1：16～20(单

位g：mL)，先往经过消化处理的肌腱中加入少量乙酸溶液搅拌混匀，再加入余量乙酸溶液，

于4～8℃溶胀60～72小时；

[0015] (5)、过滤除去未溶胀的肌腱颗粒，溶胀物离心，以分离除去不溶物；上清液用5％

NaCl溶液盐析，获得沉淀物；

[0016] (6)、沉淀物按照步骤(4)进行溶胀后，重复步骤(5)的操作；

[0017] (7)、在4～8℃下，步骤(6)获得的沉淀物于超纯水中用截留分子量为3000的透析

袋透析，每隔12小时换一次水，换水4～6次；经过透析纯化后的胶原冷冻干燥，最后于‑20℃

下保存。

[0018] 步骤(1)中，所述的GGTAl基因敲除猪肌腱预处理包括：去除肌肉、脂肪，去除筋膜，

用超纯水反复清洗后，装于PE样品袋中‑30℃保存。

[0019] 步骤(4)中，所述的乙酸溶液的浓度优选为3％，溶胀温度优选为4℃，溶胀时间优

选为72小时。

[0020] 步骤(7)中，透析温度优选为4℃；每隔12小时换一次水，透析72h；所述的冷冻干燥

温度‑10～‑50℃，压力1.3～13Pa。

[0021] 所述的可吸收材料为丝蛋白、聚乳酸、壳聚糖及其衍生物如羧甲基壳聚糖、透明质

酸、藻酸盐。具体的，丝蛋白、聚乳酸、藻酸盐可以制成多孔海绵支架；丝蛋白、聚乳酸可以制

成膜；壳聚糖、透明质酸可以制成凝胶。可吸收材料制成的多孔海绵支架、膜或凝胶为丝蛋

白多孔海绵支架、丝蛋白膜、聚乳酸多孔海绵支架、聚乳酸膜、藻酸盐多孔海绵支架、壳聚

糖‑藻酸盐多孔海绵支架、壳聚糖或其衍生物多孔海绵支架、壳聚糖或其盐生物凝胶、透明

质酸凝胶。可吸收材料可以按照本领域公知方法制成多孔海绵支架、膜或凝胶，也可以直接

购买得到。

[0022] 具体的：丝蛋白制成多孔海绵支架的方法为：将丝蛋白粉溶于2～4％(w/v)、优选

为3％的乙酸溶液中，搅拌均匀形成浓度为0.5％(w/v)的溶胀液；经过真空脱泡处理后，于‑

20℃下冷冻1小时，最后于冷冻干燥机中冻干24小时，即获得蛋白多孔海绵支架。优选的，按

照可吸收材料：甘油质量比8～12：1加入甘油塑化。
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[0023] 丝蛋白制成膜的方法为：可丝蛋白粉和甘油按照质量比8～12：1搅拌均匀形成糊

状，晾干呈膜状。

[0024] 壳聚糖或其衍生物制成凝胶的方法为：壳聚糖或其衍生物溶于PBS制成浓度为4％

(m/v)溶液，氧化羧甲基纤维素溶于PBS制成浓度为4％(m/v)溶液；将两种溶液按体积比2～

1：1制成凝胶。

[0025] 本发明所述的吸附GGTAl基因敲除猪胶原的可吸收创面修复材料的制备方法，包

括以下步骤：

[0026] (1)、以GGTAl基因敲除猪肌腱为原料，采用胰酶消化与酸抽提相结合的方法提取

胶原；

[0027] (2)将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，胶原溶胀液经真空脱泡后进行冷冻处

理，最后在冷冻干燥机冻干获得胶原多孔海绵支架，将可吸收材料制成的多孔海绵支架、膜

或凝胶覆盖在胶原多孔海绵支架上制成可吸收创面修复材料；

[0028] 或将胶原溶于乙酸溶液获得胶原溶胀液，再将可吸收材料制成的膜置于胶原溶胀

液底部，经真空脱泡后进行冷冻处理，最后在冷冻干燥机冻干制成可吸收创面修复材料。

[0029] 作为本发明进一步优选的技术方案，所述的可吸收创面修复材料采用戊二醛进行

交联处理，获得三维支架。

[0030] 本发明中用于溶胀的乙酸溶液，也可以用盐酸代替。

[0031] 本发明的有益效果：

[0032] 本发明采用GGTAl基因敲除猪肌腱制备创面修复支架，能显著减少创面修复后瘢

痕的形成，胶原表面覆盖可吸收材料，有利于胶原支架的吸附，防止胶原遇水后融化流失，

避免揭除敷料时将胶原支架撕脱，避免与周围组织粘连，可吸收材料可存留体中。

[0033] 可吸收材料包括：丝蛋白，聚乳酸，壳聚糖，透明质酸，藻酸盐，材料可制成多孔结

构，与封闭式负压引流配合使用，制成膜或凝胶，防组织粘连，保持伤口湿润促进生长。

具体实施方式

[0034] 下面通过具体实施方式对本发明的技术方案做进一步说明。

[0035] 实施例1  肌腱胶原的提取

[0036] 采用胰酶消化与酸抽提相结合的方法提取胶原，具体过程如下：

[0037] (1)、购买新鲜GGTAl基因敲除猪肌腱，去除肌肉、脂肪，并尽可能去除筋膜，用超纯

水反复清洗后，装于PE样品袋中‑30℃保存；于冷冻状态下，用手术刀将肌腱削为薄片，然后

于组织捣碎机中捣碎；称取60克左右肌腱粉碎物，用0.05％(w/v)的醋酸洗必泰浸泡5min消

毒，然后用生理盐水(0.9％NaCl水溶液)洗涤多次，尽可能洗去残留的醋酸洗必泰，纱布过

滤；

[0038] (2)、37℃下，将消毒后的肌腱浸泡于浓度为0.25％的胰酶/PBS(pH  7.4)消化液中

消化24小时；

[0039] (3)、消化结束后，加入肌腱质量0.5％的双氧水(质量分数3％)浸泡10～15分钟，

去除残留的胰酶，然后用超纯水反复清洗，洗去H2O2；

[0040] (4)、取1000毫升3％(w/v)的乙酸溶液(测得pH  2.78)，往消化后的肌腱中加入少

量乙酸溶液，用组织捣碎机搅拌为粘稠状混合物，再加入余量乙酸溶液，于4℃溶胀72小时；
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[0041] (5)、用布氏漏斗将未溶胀的肌腱颗粒分离，溶胀物于离心机中2000r离心15min，

以分离不溶物；上清液用5％NaCl溶液盐析，析出含有胶原蛋白的沉淀物；

[0042] (6)、沉淀物再按照步骤(4)经3％的乙酸溶胀，重复步骤(5)的操作；

[0043] (7)、得到的沉淀物于超纯水中用透析袋(截留分子量为3000)4℃透析72h，每12h

换水；透析纯化后的肌腱胶原冷冻干燥，于‑20℃下保存。

[0044] 实施例2  胶原多孔海绵支架的制备

[0045] 将实施例1制得的肌腱胶原溶于3％(w/v)的乙酸溶液(pH  2.78)中，搅拌均匀形成

浓度为0.5％(w/v)的胶原溶胀液；经过真空脱泡处理后，于‑20℃下冷冻1小时，最后于冷冻

干燥机中冻干24小时，即获得胶原多孔海绵支架。

[0046] 改变冷冻温度、冷冻时间、溶液浓度和溶液pH值等参数，可获得不同微观结构的胶

原多孔海绵支架。

[0047] 实施例3

[0048] 丝蛋白多孔海绵支架的制备

[0049] 将丝蛋白粉溶于3％(w/v)的乙酸溶液(pH  2.78)中，可按照丝蛋白粉：甘油质量比

10：1加入甘油塑化，搅拌均匀形成浓度为0.5％(w/v)的丝蛋白溶胀液；经过真空脱泡处理

后，于‑20℃下冷冻1小时，最后于冷冻干燥机中冻干24小时，即获得丝蛋白多孔海绵支架。

[0050] 改变冷冻温度、冷冻时间、溶液浓度和溶液pH值等参数，可获得不同微观结构的丝

蛋白多孔海绵支架。

[0051] 丝蛋白‑胶原多孔海绵支架制备

[0052] 将实施例2制成面状的胶原多孔海绵支架和丝蛋白海绵支架面‑面贴合，进一步用

戊二醛交联海绵支架，提高稳定性。步骤：将海绵支架浸泡于0.25％(w/v)的戊二醛水溶液

中4℃交联12小时，随后用超纯水充分漂洗6次，每次10分钟，以去除残留的戊二醛，最后经

过冷冻干燥，即获得交联后的三维支架。

[0053] 实施例4

[0054] 丝蛋白膜‑胶原多孔海绵支架制备

[0055] 丝蛋白粉和甘油按照质量比10：1搅拌均匀形成糊状，晾干呈膜状。将实施例2制成

面状的胶原多孔海绵支架和丝蛋白膜面‑面贴合，进一步用戊二醛交联海绵支架，可提高稳

定性。步骤：将海绵支架浸泡于0.25％(w/v)的戊二醛水溶液中4℃交联12小时，随后用超纯

水充分漂洗6次，每次10分钟，以去除残留的戊二醛，最后经过冷冻干燥，即获得交联后的三

维支架。

[0056] 实施例5

[0057] 聚乳酸膜‑胶原多孔海绵支架制备

[0058] 将肌腱胶原溶于3％(w/v)的乙酸溶液(pH  2.78)中，搅拌均匀形成浓度为0.5％

(w/v)的胶原溶胀液；将聚乳酸膜置入溶胀液底部。经过真空脱泡处理后，于‑20℃下冷冻1

小时，最后于冷冻干燥机中冻干24小时，即获得聚乳酸膜‑胶原多孔海绵支架。

[0059] 进一步用戊二醛交联聚乳酸膜‑胶原多孔海绵支架，可提高稳定性。步骤：将聚乳

酸膜‑胶原多孔海绵支架浸泡于0.25％(w/v)的戊二醛水溶液中4℃交联12小时，随后用超

纯水充分漂洗6次，每次10分钟，以去除残留的戊二醛，最后经过冷冻干燥，即获得交联后的

三维支架。
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[0060] 实施例6

[0061] 壳聚糖凝胶‑胶原多孔海绵支架制备

[0062] OCMC(氧化羧甲基纤维素)：4％(m/v)，PBS溶解；CMCS(羧甲基壳聚糖)：4％(m/v)，

PBS溶解。将两种溶液按体积比1：1制成凝胶，将实施例2制成面状的胶原多孔海绵支架和凝

胶面‑面贴合。

[0063] 进一步用戊二醛交联海绵支架，可提高稳定性。步骤：将海绵支架浸泡于0.25％

(w/v)的戊二醛水溶液中4℃交联12小时，随后用超纯水充分漂洗6次，每次10分钟，以去除

残留的戊二醛，最后经过冷冻干燥，即获得交联后的三维支架。

[0064] 实施例7

[0065] OCMC(氧化羧甲基纤维素)：4％(m/v)，PBS溶解；CMCS(羧甲基壳聚糖)：4％(m/v)，

PBS溶解。将两种溶液按体积比1：2制成凝胶，将实施例2制成面状的胶原多孔海绵支架和凝

胶面‑面贴合。

[0066] 进一步用戊二醛交联海绵支架，可提高稳定性。步骤：将海绵支架浸泡于0.25％

(w/v)的戊二醛水溶液中4℃交联12小时，随后用超纯水充分漂洗6次，每次10分钟，以去除

残留的戊二醛，最后经过冷冻干燥，即获得交联后的三维支架。
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