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壳聚糖／藻酸盐纳米膜在促进小鼠全层损伤皮肤创面愈合中的作用
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　　［摘要］　目的　评价复合生物材料壳聚糖／藻酸盐纳米膜作为组织工程的细胞支架材料，通过促
进小鼠骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）在其表面的粘附、迁移、增殖及分化，从而加速
皮肤创面修复的效果。方法　实验动物为 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，８周龄，于各小鼠背部制备皮肤缺损创面模
型。实验先分２组，实验组小鼠背部创面以壳聚糖／藻酸盐纳米膜覆盖，对照组不予该纳米膜覆盖创面，
直接粘贴手术贴巾，并分别围绕创缘皮下注射等量绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）标记的
骨髓间充质干细胞（ＧＦＰＭＳＣｓ），在术后进行小动物活体成像观察绿色荧光蛋白信号强度，用流式细胞
仪检测阳性ＧＦＰＭＳＣｓ比例，并取创面新生组织行冰冻切片观察ＧＦＰＭＳＣｓ生长情况；再分别设置空白
对照组、纳米膜组、ＭＳＣｓ注射组和纳米膜＋ＭＳＣｓ注射组，观察术后各组小鼠创面愈合情况。结果　实
验组小鼠术后第７天的创面ＧＦＰ信号强度［（２５．９７±６．９８）×１０４］明显高于对照组［（６．００±２．８４）×
１０４，Ｐ＜０．０５］；流式细胞仪检测创面ＧＦＰＭＳＣｓ水平，术后第５天实验组阳性率［（６６．７８±７．００）％］明
显高于对照组［（３３．５８±３．６２）％，Ｐ＜０．０１］，第７天实验组阳性率［（５３．０３±３．１５）％］明显高于对照
组［（３４．２０±７．９８）％，Ｐ＜０．０１］；术后第 １４天小鼠新生组织中 ＧＦＰＭＳＣｓ密度实验组［（１０１．００±
１５５１）个／视野］明显高于对照组［（２５．２５±５．０７）个／视野，Ｐ＜０．０５］；创面愈合观察发现纳米膜 ＋
ＭＳＣｓ注射组创面愈合速度快于其他３组（Ｐ＜０．０５）。结论　壳聚糖／藻酸盐纳米膜用于皮肤创面，可
促进ＭＳＣｓ在体内粘附、生长、分化、迁移，进而促进皮肤组织修复，加速创面愈合，是一种良好的细胞支
架材料。
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　　皮肤是人体最大的器官，起着对细菌等有害物质
无可替代的天然屏障作用。对于烧伤、创伤以及慢性

溃疡等原因导致的皮肤组织损伤，目前最常见的治疗

方式是通过自体皮肤移植来达到组织修复的目的。然

而对于大面积烧伤的患者，自体皮源不足仍然是存在

的巨大难题。同种异体皮和异种皮移植虽然为皮肤创

面的修复提供了可能性，但由此引发的免疫排斥反应

无法避免［１－４］。因此，皮肤组织工程越来越成为研究

重点。细胞亲和力好的生物多聚物材料可作为细胞支

架为干细胞在创面的粘附、迁移、生长和分化提供良好

的微环境，因而在组织工程方面有着广泛的运用。壳

聚糖和藻酸盐均被视为细胞支架材料并广泛运用在组

织工程领域［５－６］。本研究以壳聚糖／藻酸盐复合纳米
膜为细胞支架材料，通过接种小鼠骨髓间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），探究其在体内对
ＭＳＣｓ粘附、迁移、增殖等的影响，及其运用于全层损伤
皮肤中对组织修复和创面愈合的作用和影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　实验动物（ＢＡＬＢ／ｃ小鼠）由第三军医大学实验动
物中心提供，壳聚糖（８５％脱乙酰度）和明胶购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，藻酸盐（低黏度）购自美国 ＡｌｆａＡｅｓａｒ公
司，７氨基放线菌素Ｄ（７ＡＡＤ）购自美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｉｅｓ公司，ＤＡＰＩ染色剂购自中国 ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ公司。
１．２　实验仪器
　　透射电子显微镜（ＬＶＥＭ５，ＱｕａｎｔｕｍＤｅｓｉｇｎ公
司），小动物活体成像仪（ＭａｅｓｔｒｏＥＸ，凯隆国际实业有
限公司），倒置荧光显微镜（ｍｏｄｅｌＩＸ７０，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司），流式细胞仪（Ａｔｔｕｎｅ ＮｘＴ，美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ公司）。
１．３　壳聚糖／藻酸盐超薄游离纳米膜的制备
　　壳聚糖／藻酸盐超薄纳米膜由加拿大曼尼托巴大
学（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＭａｎｉｔｏｂａ）工程学院机械与纺织系实
验室研制。实验步骤根据 Ｃａｒｉｄａｄｅ等［７］的实验方案

改进，分别配制５ｍｇ／ｍＬ的壳聚糖和藻酸盐水溶液，
并分别以０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸调节壳聚糖溶液 ｐＨ至５．０，
用０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调节藻酸盐溶液 ｐＨ至
７０待用。另配制０．２ｇ／ｍＬ的明胶溶液，在３７℃水
浴中溶解后转入４℃冰箱冷却凝固。在室温环境下
（约２０℃），以凝固的明胶作为基底，在其表面分别交
替浸泡壳聚糖溶液和藻酸盐溶液。每浸泡一次为

１层，总共１５层。组装完毕，将壳聚糖／藻酸盐明胶复
合物转入３７℃去离子水中，随着明胶基底熔化，可得
到游离的壳聚糖／藻酸盐纳米膜。
１．４　透射电镜观察纳米膜层层自组装结构
　　层层自组装完毕后，纳米膜明胶复合物首先在含
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３％戊二醛的 ０．１ｍｏｌ／Ｌ索伦森缓冲液（Ｓｏｒｅｎｓｅｎ’ｓ
Ｂｕｆｆｅｒ）中浸泡２４ｈ，第２天将样品从溶液中移出，ＰＢＳ
清洗两次后，用含１％四氧化锇（ＯｓＯ４）的０．１ｍｏｌ／Ｌ
索伦森磷酸盐缓冲液（Ｓｏｒｅｎｓｅｎ’ｓＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒ）再
次浸泡２ｈ。此后，该样品按照以下步骤逐一脱水处
理：３０％酒精浸泡１０ｍｉｎ，５０％酒精浸泡１０ｍｉｎ，７０％
酒精浸泡１０ｍｉｎ，９０％ 酒精浸泡２０ｍｉｎ，１００％酒精浸
泡３０ｍｉｎ。脱水完毕，将样品移入环氧丙烯（ＰＯ）中浸
泡１０ｍｉｎ。移除 ＰＯ，将样品再置入环氧树脂／ＰＯ
（５０％／５０％）混合液中，在室温条件下旋转摇晃３ｈ。操
作完毕后，再加入１００％环氧树脂浸泡２４ｈ。第３天，将
该样品置入烤箱中，调节温度至６０℃，维持２４ｈ。样
品制作完毕，可存放于室温环境中待用。最后，用透射

电镜观察纳米膜横截面层层自组装纳米结构。

１．５　实验动物及分组
　　８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４８只，全部以相同方式制作
小鼠背部皮肤全层烧伤创面。通过简单随机抽样（抽

签法）选取其中８只，分为２组（每组４只），实验组小
鼠背部创面以壳聚糖／藻酸盐超薄纳米膜覆盖，对照组
不予该纳米膜覆盖创面。２组小鼠分别围绕创缘注射
等量的ＧＦＰＭＳＣｓ，在术后行小动物活体成像观察实
验。另以抽签法选取８只小鼠，以同样的分组和实验
方式，在术后第５天和第７天用流式细胞仪进行阳性
ＧＦＰＭＳＣｓ比例定量分析，并在术后第１４天取创面新
生组织冰冻切片观察 ＧＦＰＭＳＣｓ存活情况。余３２只
小鼠仍以抽签法随机分为４组（每组８只），分别设为
空白对照组、纳米膜组、ＭＳＣｓ注射组和纳米膜 ＋ＭＳＣｓ
注射组并依次做相应处理，在术后不同时间点观察创

面愈合情况。

１．６　小鼠背部全层皮肤损伤模型制备
　　实验动物予１％戊巴比妥钠腹腔注射（１００ｍｇ／ｋｇ，
０．０１ｍＬ／ｇ）麻醉。背部术区备皮后，于俯卧位固定，
术区常规碘伏消毒，酒精脱碘。于小鼠背部用打孔器

制备直径０．５ｃｍ全层皮肤缺损创面。
１．７　ＧＦＰＭＳＣｓ在创面接种培养
　　收集从转基因小鼠分离培养 ３代的 ＧＦＰＭＳＣｓ，
ＰＢＳ重悬后，制备５０μＬ含细胞数约为５×１０６的细胞
悬液，在距创缘０．３ｃｍ的４个注射点（沿创缘３６０°每
９０°选取 １个注射点）分别注射培养好的 ＧＦＰＭＳＣｓ
（即１只老鼠注射细胞 ５×１０６个，注射的液体量为
５０μＬ，每个点１２．５μＬ）。实验组将纳米纤维膜置于
小鼠背部创面，展平，用手术粘巾粘贴固定创面上的纳

米膜；对照组直接粘贴手术粘巾，并予同样方式注射

ＧＦＰＭＳＣｓ。

１．８　小动物活体成像观察ＧＦＰＭＳＣｓ荧光信号强度
　　２组动物在术后７ｄ打开创面，去除纳米膜后，在
小动物活体成像仪下观察创面绿色荧光信号强度，即

ＧＦＰＭＳＣｓ在创面的存活情况。
１．９　流式细胞仪检测
　　２组动物在术后５、７ｄ打开创面，去除纳米膜后，
取创面组织在干燥的培养皿中剪碎，加适量０．５％胰
酶后将混悬液移至离心管，３７℃消化 １０ｍｉｎ，再用
２倍体积培养基终止消化，吹打，混匀。然后用２００目
滤网过滤至另一培养皿中即得到创面细胞悬液。４℃
１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加５００μＬＰＢＳ重悬，
然后转入流式管中。为排除组织中杂质和死细胞，按

１∶５００加入７ＡＡＤ染料，室温避光孵育１０ｍｉｎ。最后
用流式细胞仪对该混合细胞液进行检测。

１．１０　冰冻切片组织学检查
　　术后１４ｄ麻醉２组动物后取创面部位新生组织，
制作８μｍ厚冰冻切片，按照以下步骤依次处理：①室
温晾干１０ｍｉｎ，４℃丙酮固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗５ｍｉｎ×
３次；②１％ＢＳＡ室温封闭１ｈ，倾去，勿洗；③滴加一抗
（兔抗鼠ＧＦＰ多克隆抗体：１∶２００），湿盒内４℃过夜；
④第２天３７℃复温２０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗 ５ｍｉｎ×３次；
⑤滴加ＦＩＴＣ偶联羊抗兔二抗（１∶１００），３７℃孵育１ｈ，
ＰＢＳ浸洗５ｍｉｎ×３次；⑥ＤＡＰＩ复染１０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗
５ｍｉｎ×３次；⑦抗荧光淬灭封片剂封片；⑧倒置荧光显
微镜下观察（×２００）。
１．１１　创面愈合观察
　　空白对照组小鼠创面不予任何处理，纳米膜组小
鼠创面仅予纳米膜覆盖而不注射 ＭＳＣｓ，ＭＳＣｓ注射组
小鼠创面仅进行注射 ＭＳＣｓ操作而不予纳米膜覆盖，
纳米膜＋ＭＳＣｓ注射组小鼠创面用纳米膜覆盖，并注射
ＭＳＣｓ。在术后第１、３、５、７、９天分别观察各组小鼠创
面愈合情况，根据公式计算残余创面所占原创面的百

分比。

　　残余创面百分比＝残余创面面积
原始创面面积

×１００％

１．１２　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，创面愈合实验采用单
因素方差分析，均数比较采用ｔ检验，计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　透射电镜观察壳聚糖／藻酸盐纳米膜结构
　　壳聚糖／藻酸盐纳米膜经干燥、固定处理后，在透
射电镜下可清晰看见其层层自组装结构，表明壳聚糖
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和藻酸盐经层层自组装法组装成功。每两层之间的距

离约２００ｎｍ，纳米膜厚度与层数成正比关系（图１）。

!"#$

$%%&

!"" #$

图１　透射电镜观察壳聚糖／藻酸盐纳米膜层层自组装结构

２．２　小动物活体成像检测及 ＧＦＰＭＳＣｓ荧光信号定
量分析

　　背部创面予以壳聚糖／藻酸盐超薄纳米膜覆盖组
（实验组）与未予纳米膜覆盖组（对照组）比较，在小动

物活体成像仪上可见实验组小鼠创面绿色荧光面积更

大，创面中心信号强度更强。荧光定量检测，术后７ｄ
实验组 ＧＦＰ信号强度［（２５．９７±６．９８×）１０４］明显高
于对照组［（６．００±２．８４）×１０４，Ｐ＜０．０５，图２］。

!
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图２　小动物活体成像仪观察术后第７天各组小鼠创面

ＧＦＰ荧光信号强度

２．３　流式细胞仪检测创面组织ＧＦＰＭＳＣｓ百分比
　　流式细胞仪检测结果：术后５ｄ，实验组平均阳性
ＧＦＰＭＳＣｓ百分比（６６．７８±７．００）％明显高于对照组
［（３３．５８±３．６２）％，Ｐ＜０．０１］；术后７ｄ，实验组平均
阳性ＧＦＰＭＳＣｓ百分比（５３．０３±３．１５）％明显高于对
照组［（３４．２０±７．９８）％，Ｐ＜０．０１］。同组两个时相点
之间的差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。
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ＢＬ１Ｈ：非ＧＦＰ标记细胞；ＢＬ１Ｈ＋：ＧＦＰＭＳＣｓ
图３　流式细胞仪检测各组小鼠术后５ｄ和７ｄ创面组织中

ＧＦＰＭＳＣｓ

２．４　冰冻切片组织学检查
　　术后１４ｄ取小鼠背部创面新生成组织制作冰冻
切片，镜下观察显示实验组新生组织中 ＧＦＰＭＳＣｓ数
量及密度均明显高于对照组，随机选取镜下同样大小

视野（８００μｍ×６００μｍ）进行绿色荧光细胞计数，实验
组为（１０１．００±１５．５１）个／视野，对照组为（２５．２５±
５０７）个／视野，实验组荧光细胞数量明显大于对照组
（Ｐ＜０．０５，图４）。
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绿色：ＧＦＰＭＳＣｓ；蓝色：ＤＡＰＩ染色非 ＧＦＰ细胞　Ａ：对照
组；Ｂ：实验组
图４　术后第１４天倒置荧光显微镜观察２组小鼠新生

组织ＧＦＰＭＳＣｓ生长情况　（×２００）

２．５　各组小鼠在不同时间点创面愈合情况观察及残
余创面比率统计

　　各组小鼠创面大小均随时间逐渐减小（图５）。纳
米膜 ＋ＭＳＣｓ注射组创面随着时间延长（术后第 ７、９
天）在同一时间点创面愈合率优于空白对照组、纳米

膜组和ＭＳＣｓ注射组（Ｐ＜０．０５）；空白对照组愈合情况
最差。术后第９天纳米膜 ＋ＭＳＣｓ注射组小鼠创面已
接近完全愈合，残余创面比率小于空白对照组（Ｐ＜
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００１）、纳米膜组（Ｐ＜０．０５）和纳米膜 ＋ＭＳＣｓ注射组
（Ｐ＜０．０５，图６）；纳米膜组与 ＭＳＣｓ注射组之间差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图５　各组小鼠术后不同时间点创面愈合情况大体观察

!"#$%

&'(%

!"#$)*%

&'(%!"#$)*%

&'(

()*

()+

(),

()-

(

+
,

-
.

/
0

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!& . / 0 1

123!234

4

4

ａ：Ｐ＜０．０５，与纳米膜组和ＭＳＣｓ注射组比较
图６　各组小鼠术后不同时间点残余创面比率

３　讨论

　　“组织工程”技术概念的提出已有２０余年。它通
过将种子细胞（干细胞）与具有良好生物相容性、可降

解性和可吸收的生物材料（支架）按一定的比例混合

形成细胞材料复合物，再将此复合物植入病变组织而
达到组织修复重建［８］。“组织工程”的兴起和不断发

展，为皮肤的修复提供了新的可能。作为组织工程中

一个必不可少的重要环节，良好的生物支架材料需要

满足以下条件：①良好的生物相容性，机体异物排斥反
应比较轻微；②无组织细胞毒性；③具有仿生三维结
构，利于细胞粘附、生长及分化；④可降解吸收［９－１１］。

壳聚糖和藻酸盐材料已经广泛单独或与其他材料联合

应用于组织工程研究，皆源于其满足生物支架材料的

基本条件。壳聚糖是一种来源于海洋蟹类生物的天然

多糖，生物相容性好、可降解、无毒性［１２－１３］，而且有文

献记载其对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和大肠杆菌等

具有一定的抗菌效果［１４－１５］。藻酸盐除了良好生物相

容性、可降解性及无毒性之外，还对细胞的粘附、迁移

有促进作用［１６］。利用层层自组装法［１７］（一种运用生

物材料制作超薄膜的方法），可制备壳聚糖／藻酸盐超
薄纳米膜作为细胞支架。透射电镜可清晰观察到该纳

米膜由生物材料层层叠加而成。因此其不但具有独特

三维立体机构，而且成功综合了两种材料各自的优点。

　　目前，对于壳聚糖／藻酸盐纳米膜的研究仅证明了
其在体外可促进细胞在其表面粘附生长［１８］，尚少见研

究证明该材料在体内对干细胞的行为调节及对组织修

复的影响。本实验首次将壳聚糖／藻酸盐纳米膜运用
到皮肤创面，通过种植 ＧＦＰ标记的 ＭＳＣｓ形成典型的
组织工程细胞材料混合物，探讨其对干细胞活动的调
节及对创面愈合的促进作用。在皮肤组织工程研究

中，ＭＳＣｓ由于其良好的同源性及强大的分化能力和促
血管再生能力被广泛采用，以代替表皮干细胞（ｅｐｉｄｅｒ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）对皮肤损伤修复的职能［１９－２１］。

通过小动物活体成像仪观察术后１周小鼠创面进行定
性分析，实验组（用膜）小鼠创面中心ＧＦＰ荧光信号较
对照组（不用膜）更强，展现了壳聚糖／藻酸盐纳米膜
良好的生物相容性，它既加强了 ＭＳＣｓ在创面的粘附，
更促进了ＭＳＣｓ从创周向创面中心迁移，这无疑对加
速创面的愈合有着重要影响，因为深度损伤的皮肤由

于创面 ＥＳＣｓ的丢失，只能依靠创周残存的干细胞向
创面中心迁移来达到修复的目的。流式细胞术实验

中，我们特意用７ＡＡＤ染料对创面组织中死细胞及其
他杂质进行排除，来提高对 ＧＦＰＭＳＣｓ定量分析的准
确性。结果显示，术后５ｄ和７ｄ实验组小鼠创面检测
到的ＧＦＰＭＳＣｓ百分比都明显较对照组高，充分说明
在壳聚糖／藻酸盐纳米膜存在的情况下，ＭＳＣｓ的生长
效率明显提高。而通过对术后创面愈合情况的观察，

运用纳米膜＋ＭＳＣｓ注射与单一使用纳米膜、单一注射
ＭＳＣｓ或空白对照相比，其创面愈合速度明显加快，说
明纳米膜对ＭＳＣｓ的增殖有促进作用，ＭＳＣｓ也能成功
分化为表皮细胞来完成对创伤组织的修复。同时，实

验结果也证明作为组织工程中的两个重要环节，细胞

支架材料和干细胞缺一不可。冰冻切片染色观察创面

愈合后新生组织表明，表达 ＧＦＰ基因的 ＭＳＣｓ已成功
植入创基并参与了创面的修复重建，同样地，在纳米膜

存在的情况下，可观察到新生组织中数量更多、密度更

高的表达ＧＦＰ基因的细胞，也证明在愈合过程中纳米
膜对ＭＳＣｓ的增殖分化有明显促进作用。
　　全层皮肤损伤之所以难以修复，除 ＥＳＣｓ对表皮

３１１２
第３７卷第２１期
２０１５年１１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．１５　２０１５



的修复功能丧失外，细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）的缺失和结构破坏也使残存的干细胞难以在创
面粘附生长。具有生物活性的三维支架材料通常能起

到ＥＣＭ的作用，为目的细胞的粘附、迁移、增殖、分化
等提供良好微环境［２２］。本研究表明，复合生物材料壳

聚糖／藻酸盐纳米膜是一种超薄的三维纳米膜，生物相
容性好，当其运用于小鼠全层皮肤缺损创面，可促进种

子细胞即小鼠ＭＳＣｓ在体内粘附、迁移、增殖、分化，进
而促进皮肤组织修复和创面愈合。同时证明该纳米膜

是一种理想的细胞支架材料，其展示出的所有优势无

疑预示着它在皮肤组织工程中的良好前景。
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