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胶原!磺化羧甲基壳聚糖"硅橡胶皮肤再生材料的制备
及其对小型猪烫伤创面全层皮肤缺损的修复研究!

黄爱宾’ 郭 瑞’ 徐少骏! 马 列’!! 高长有’!!

（’教育部高分子合成与功能构造重点实验室 浙江大学高分子科学与工程学系 杭州 ,’""!(）

（!杭州师范大学临床医学院 杭州 ,’"",&）

摘 要 制备了一种胶原$磺化羧甲基壳聚糖@硅橡胶皮肤再生材料，并以小型猪为模型，考察了其对烫伤全
层皮肤缺损的修复性能 8首先合成了磺化羧甲基壳聚糖，并对其结构进行了表征 8制备了胶原$磺化羧甲基壳
聚糖多孔支架，采用扫描电子显微镜（A.B）研究了磺化羧甲基壳聚糖含量对支架微结构的影响 8随着磺化羧
甲基壳聚糖含量的增大，胶原$磺化羧甲基壳聚糖支架从纤维结构向片状结构转化，且支架的孔径相对变大 8
采用体外成纤维细胞培养实验证明胶原$磺化羧甲基壳聚糖支架无明显细胞毒性 8进一步将胶原$磺化羧甲基
壳聚糖支架与硅橡胶膜复合，构建具有双层结构的皮肤再生材料 8以小型猪为模型，评价了其对深度烫伤创面
的修复性能 8大体观察和组织学分析结果显示，胶原$磺化羧甲基壳聚糖@硅橡胶皮肤再生材料具有更快的血
管化性能，且经该材料处理的创面能有效支持薄自体皮片的移植成活，实现深度烫伤创面的全层修复 8
关键词 磺化羧甲基壳聚糖，胶原，皮肤再生材料，烫伤，血管化

大面积暴露于外部环境的皮肤组织，易由于

烧伤、机械创伤以及慢性溃疡而形成缺损或功能

丧失 8我国每年有近 -"" 万的各类皮肤缺损患者
需要治疗［’，!］8其中，深度烫（烧）伤创面的治疗一
直是临床亟待解决的难题之一 8迄今为止，自体皮
移植仍然是临床治疗全层皮肤缺损最有效的方

法 8然而，对于大面积烫（烧）伤患者，往往存在供
皮部位不足等问题，极大地限制了自体皮移植的

应用范围［,］8近年来，随着组织工程技术和再生医
学的发展，开发出具有原位诱导再生性能的皮肤

再生材料已经成为可能［-］8本文通过对皮肤双层
结构的模拟，设计了一种具有模拟表皮层和真皮

层双层结构的皮肤再生材料 8其中胶原$壳聚糖多
孔支架层模拟真皮结构，以诱导创面细胞长入，硅

橡胶膜模拟表皮层，达到隔离外界环境、避免细菌

侵入和防止水分蒸发等作用［)］8
大量研究表明，皮肤再生材料血管化速度慢

是导致其移植成功率低的主要原因 8因此，加快血
管化速度，缩短创面缺血时间，提高移植成功率是

皮肤再生材料设计的关键 8目前，加快血管化的方
法包括，复合促血管生物活性因子或功能 CDE，
血管内皮细胞预种植以及支架材料预血管化

等［&］8研究表明，带磺酸基团的分子与肝素类似，
具有与碱性成纤维细胞生长因子（FGF）、血管内
皮细胞生长因子（H.GF）等生物活性因子特异性
结合的能力 8因此，本文在胶原$壳聚糖@硅橡胶双
层皮肤再生材料研究的基础上，通过对羧甲基壳

聚糖的磺酸化改性，赋予皮肤再生材料原位捕获

生物活性因子的特性，提高其生物活性，以实现皮

肤再生材料的快速血管化，获得一种具有良好烫

（烧）伤创面愈合性能的新型皮肤再生材料 8

# 实验部分

# $# 原料与试剂
牛腱胶原采用酶消化与酸抽提的方法从牛腱

中提取［(］8 !$羧甲基壳聚糖（"! I "8 # J ’") K ’ 8 )
J ’")，#"L取代度）购于青岛海普公司，硅橡胶膜
（医用级，’)""/厚度）购于上海信诚公司，有机
硅黏合剂（医用级）购于广州标美化工有限公司 8
戊巴比妥钠为 A1=/0$E29M1:?（美国）公司产品，速
眠新#购于解放军军事兽医研究所 8巴马小型猪
购于上海农科院实验动物中心（许可证号 ANOP
（沪）!""-$"""-）8戊二醛（!)L水溶液）和浓硫酸
购于国药集团上海化学试剂有限公司 8

第 !期
!""%年 !月

高 分 子 学 报
E*QE RSTNB.UV*E AVDV*E

D>8!
F3W8，

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
!""%

’’’



! "# 磺化羧甲基壳聚糖的合成及表征
称取 !"羧甲基壳聚糖 # $ 加入含有 %& ’(

)*+ ,-.!/ 的 -#& ’(圆底三口瓶中，冰水浴中搅
拌 %& ’01，机械搅拌速度 *&& 23’014将黏稠液倒入
5&& ’(三蒸水中，再用 #&& ’(无水乙醇沉淀；沉淀

物经砂芯漏斗过滤后放入透析袋，透析冻干即得磺

酸化羧甲基壳聚糖（反应式见图 5）4 合成的磺化羧
甲基壳聚糖的结构分别采用 6782’98:8;<291公司的
=>?@.型傅立叶红外光谱仪（A6BC）和 D2EF82公司
GHI&&核磁共振谱仪（=JC）进行表征 4

A0$4 5 .K1<78L0L M1N 5,"=JC LO8;<2E’ 9P LE:P91M<8N ;M2Q9RK’8<7K: ;70<9LM1

! "$ 胶原%磺化羧甲基壳聚糖支架的制备
将牛腱胶原和磺酸化羧甲基壳聚糖分别溶于

%& $3(（O, S -4 T*）的乙酸溶液中，搅拌均匀形成
浓度为 # $3(的胶原溶胀液和磺酸化羧甲基壳聚
糖溶液 4将二者按体积比 ) U5，* U-，T U%，I U /和 # U #
比例混合，经真空脱泡处理后以每孔 - ’(注入 I
孔培养板中，于 V -&W下冷冻 - 7后，冻干 -/ 74进
一步采用 & 4 -#+戊二醛 /W下对胶原"磺酸化羧
甲基壳聚糖支架交联处理 -/ 7，反复漂洗，再冷冻
"冻干，即获得磺化羧甲基壳聚糖比例不同的胶原
"磺化羧甲基壳聚糖多孔支架 4支架的微结构采用
扫描电子显微镜（.>J，XM’Q20N$8 L<8289L;M1）进行
表征 4
! "& 体外细胞毒性评价实验
胶原"磺化羧甲基壳聚糖支架的细胞毒性采

用支架浸提液体外细胞培养实验进行表征 4实验
所用成纤维细胞来源于包皮组织，基本的过程为，

将包皮组织的真皮部分剪成 & 4 # ’’%大小的组织

块，加入 5& ’( 5 ’$3’(的!型胶原酶溶液，并放
入 %T 4#W，#+ X!- 培养箱中消化 # 7，消化液离
心"洗涤两遍后，配制浓度为 *& 万3’( 的细胞悬
液，并种植于 ) ;’ 培养皿中，置于 %T 4 #W，#+
X!- 的培养箱中培养，期间每 %天换液 4

胶原"壳聚糖支架和胶原"磺化羧甲基壳聚糖
支架经 T#+乙醇浸泡 - Y % 7后，用磷酸盐缓冲溶
液（ZD.）反复漂洗以去除残留的乙醇 4将消毒好
的支架浸于完全培养液（[J>J \ 5&+小牛血清
\ 5&&单位3’(青霉素3链霉素），并置于 %TW，#+
X!- 的培养箱中 -/ 7，即获得支架浸提液 4以上述
浸提液为培养液，将 5&&"( 浓度为 % ] 5&# ;8::L3
’(的人成纤维细胞种植于 )I孔培养板中，分别
于培养 5天、% 天、# 天和 T 天后测定细胞的 J66
（%"（/，#"二甲基噻唑"-）"-，#"二苯基四氮唑溴盐）
活性，以纯的完全培养液为对照 4
! "’ 胶原%磺化羧甲基壳聚糖(硅橡胶皮肤再生
材料对烫伤创面的修复实验

5 4# 4 5 皮肤再生材料的制备 将生物相容性

良好的有机硅胶黏剂（广州标美医用有机硅公司）

以 5& ’$3;’- 的量均匀涂覆在厚度为 5&& Y 5#&"’
的医用级硅橡胶薄膜表面，再将其与直径为 %
;’，厚度为 - ’’的胶原"磺化羧甲基壳聚糖（* U-）
多孔支架复合，制备具有双层结构的胶原"磺化羧
甲基壳聚糖3硅橡胶皮肤再生材料 4动物移植实验
前，采用 T#+乙醇浸泡和梯度无菌 ZD.置换的方
法对皮肤再生材料进行消毒 4
5 4# 4 - 烫伤创面修复实验 以巴马小型猪为
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动物模型，将直径 ! " # $%的圆柱形铜块在 &’’(
水浴箱中加热至 ))(，然后持续放置于猪背部两
侧 *’ +，造成猪皮肤!度烫伤［,］"烫伤 -, .后，创
面切痂至有出血的正常组织（脂肪或肌肉）"把消
毒好的双层皮肤再生材料平整放入切痂创面，依

次覆盖 ’ " !#/ 01234 纱布和聚维酮碘纱布，并用

医用纱布包扎固定 "皮肤再生材料移植 !周后，打
开包扎敷料，揭下硅橡胶膜，取出移植样本，采用

56染色技术进行组织学表征 "皮肤再生材料的血
管化能力采用 7689和 :;4- 免疫组化染色实验
进行评价 "其基本过程为，将组织块用 -/中性低
聚甲醛缓冲液 -(下固定 -, .，石蜡包埋切片，分
别依照 7689和 :;4-免疫组化检测试剂盒的步
骤进行检测 "染色标本在显微镜下观察，阳性信号
为棕黄色 "每个样本随机统计 # 个 &’’ 倍视野的
阳性信号，进行统计分析 "
为了考察皮肤再生材料的全层皮肤重建能

力，切取猪薄自体皮片，植入经皮肤再生材料处理

!周后的烫伤创面，经常规加压固定，4周后观察
移植成活情况，并进行组织学分析 "

! 结果与讨论

! "# 磺化羧甲基壳聚糖的结构分析
磺化羧甲基壳聚糖的结构采用&5<2=>进行

了表征（图 &）"结合文献［)］，由低场至高场依次为
#?4（—25@34—，—25）；-?,*（&5，—:5）；-?4!
（*5，—3:5!:335，:5!）；4?,*（A5，—:5）；4?,4
（-5，—:5）；4?*,（45，—:5）；4?*-（#5，—:5）；
4?’*（!5，—:5）；!?’) 和 &?’4（原来壳聚糖中少
部分未脱乙酰化部分—:3:54，:54）" &5<2=>中

!B #?4处的峰证明了磺化改性的成功 "
图 !比较了壳聚糖，羧甲基壳聚糖和磺化羧

甲基壳聚糖的红外谱图 "由图可见，&A## $%C &和

&#)A $%C &处为壳聚糖典型的酰胺谱带，&’*, $%C &

和 &’4’ $%C & 为壳聚糖中 :—3 的伸缩振动
（图 !D）&A&’ $%C &和 &-&# $%C &的峰分别对应羧甲

基壳聚糖分子中 :33—的反对称伸缩振动和对
称伸缩振动（图 !E）"图 !（$）为磺化羧甲基壳聚糖
的红外谱图，其中 &*-’ $%C &和 &A4A $%C &为 !!:
3伸缩振动峰，&&&! $%C &（ !!@ 3）和 A&* $%C &（@—
3）为—@345 的伸缩振动峰，证明羧甲基壳聚糖
磺化改性成功［&’］"
本文未采用 @34<;=9等传统磺化方法，而是

9F1" ! 9GH> +IJ$KLD MN $.FKM+DO（D），$DLEMPQ%JK.QR<$.FKM+DO
（E）DOS +TRNMODKJS $DLEMPQ%JK.QR<$.FKM+DO（$）

采用浓硫酸低温处理的方法 "该方法的可行主要
是由于羧甲基改性破坏了壳聚糖的半结晶性和较

强的氢键相互作用，从而比纯壳聚糖更易进行反

应 "此外，由于没有采用 ;=9等有机溶剂，该方法
更有利于产物的分离纯化 "
! "! 磺化羧甲基壳聚糖的含量对支架微结构的
影响

支架的微结构是影响皮肤再生材料再生修复

性能的关键因素之一 "图 4描述了添加不同比例
磺化羧甲基壳聚糖对支架微结构的影响 "结果显
示，不论添加多少比例的磺化羧甲基壳聚糖，采用

冷冻<冻干法制备的支架都具有一定的多孔结构 "
值得注意的是，随着磺化羧甲基壳聚糖添加比例

的增加，支架的结构和孔径也逐步变化 "当磺化羧
甲基壳聚糖的比例为 &’/时，支架主要由一些纤
维状结构组成，支架的孔径也相对较小（图 4D）"
随着磺化羧甲基壳聚糖比例的提高，孔的数量相

对减少，孔径尺寸相应增加，而且支架逐步由纤维

状结构向片状结构转换（图 4E U 4J）"可能的原因
是磺化羧甲基壳聚糖比牛腱胶原具有更好的水溶

性，而且不具有胶原蛋白的纤维结构，具有较强的

成膜性能 "因此，随着磺化羧甲基壳聚糖比例的增
加，支架主要以片状结构形成的大孔结构为主 "
>FO1等比较了 4种不同孔径支架的体内血管化行
为，发现具有较大孔径的支架血管化充分，更利于

创面的再生修复［&&］"
! "$ 胶原%磺化羧甲基壳聚糖支架的细胞毒性
图 -描述了成纤维细胞在完全培养液、胶原<

壳聚糖支架和胶原<磺化羧甲基壳聚糖支架的浸
提液中的 =GG活性随培养时间的变化关系 "通过
比较成纤维细胞在 4种培养液中的增殖活性，评

4&&!期
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价胶原F磺化羧甲基壳聚糖支架的细胞毒性 $由图
D可知，成纤维细胞在 %种培养液中的 (GG活性
均随培养时间的延长而增加，且成纤维细胞在不

同培养液中的 (GG活性无显著性差异 $在假设支
架中单个细胞具有相同细胞活性的前提下，胶原F
磺化羧甲基壳聚糖支架中的细胞活性与细胞的数

量具有正线性相关性 $基于以上的假设，由图 D可
知支架中的成纤维细胞随培养时间的延长而不断

扩增，表现出良好的增殖能力，证明胶原F磺化羧
甲基壳聚糖支架具有良好的细胞相容性，无明显

细胞毒性［?A］$

!"#$ D G:+ /94-H"*7"0"49 -. ."76-70*,4, *, * .31/4"-1 -. /30436+ 4")+

I+00, <+6+ /30436+5 "1 4:+ /-00*#+1F,30.-1*4+5 /*67-89)+4:90

/:"4-,*1 ;-6-3, ,/*..-05,；J*03+, *6+ )+*1 K &L（! M %）$

(*6"*;;*1 等研究了成纤维细胞在胶原F磺化
壳聚糖复合支架中的黏附行为，证明复合支架能

支持成纤维细胞的黏附与生长，无明显的细胞毒

性［?%］$ I:+1等报道了一种以羧甲基壳聚糖与胶原
为材料的创面敷料，该创面敷料能有效促进伤口

的愈合［?D］$
! "# 胶原$磺化羧甲基壳聚糖%硅橡胶膜皮肤再
生材料的烫伤创面修复性能

开展皮肤再生材料创面修复评价实验，必须

有效控制创面修复实验中的细菌侵入和水份过量

蒸发等问题 $因此，通过对皮肤双层结构的仿生模
拟，构建了一种具有真皮F表皮双层结构的胶原F
磺化羧甲基壳聚糖2硅橡胶双层皮肤再生材料 $前
期的研究证明，胶原F壳聚糖2硅橡胶皮肤再生材
料可有效地修复一般创伤创面［?E］$然而该材料在
烫伤创面却难以实现血管化，创面修复性能非常

弱 $可能的原因是，创伤创面的微血管网络破坏程
度较轻，未深及真皮深层血管，且创面清洁；而对

于严重的烫伤创面，尽管经过切痂处理，但由于其

深层血管网络遭到严重破坏，且其创面经历渐进

性坏死过程，愈合机理与创伤创面也不尽相

同［?C］$为了拓展胶原F壳聚糖2硅橡胶皮肤再生材
料的创面适用范围，提高该材料在烫伤、烧伤创面

的血管化速度，通过将壳聚糖替换为磺化羧甲基

壳聚糖，引入磺酸基团，模拟肝素分子结构，使其

具有捕获并保护成纤维细胞生长因子（!N!）、血
管内皮细胞生长因子（J’N!）等生物活性因子的
能力，刺激内皮细胞的增殖和迁移，从而提高皮肤

再生材料的血管化能力［?B，?@］$
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图 !比较了胶原"壳聚糖#硅橡胶与胶原"磺化
羧甲基壳聚糖#硅橡胶两种皮肤再生材料的烫伤
创面修复性能 $大体观察的结果显示，胶原"壳聚
糖#硅橡胶皮肤再生材料在移植 %周后，创面仍以
尚未血管化的白色支架为主，只能在支架边缘观

察到颜色变化（图 !&）$对于胶原"磺化羧甲基壳聚
糖#硅橡胶皮肤再生材料，创面大部分区域已变红

润，但仍然能够观察到支架的存在（图 !’）$组织
学分析结果显示，植入 % 周后在胶原"壳聚糖#硅
橡胶皮肤再生材料处理的创面未发现新生血管

（图 !(）$经胶原"磺化羧甲基壳聚糖#硅橡胶膜材
料处理的创面组织切片中可观察到许多新生血

管，证明该皮肤再生材料在创面已实现了较充分

的血管化，具有较强的血管化能力（图 !(）$

)*+$ ! ,&(-./(.0*( &001&-&2(1（&，’）&23 4*/5.6.+*(&6 17&8*2&5*.2（(，3）.9 541 /(&63 &951- *806&25&5*.2 .9 (.66&+12"(4*5./&2#/*6*(.21 818’-&21

31-8&6 1:;*<&6125（&，(）&23 (.66&+12"/;69.2&513 (&-’.7=8154=6 (4*5./&2#/*6*(.21 818’-&21 31-8&6 1:;*<&6125（’，3）9.- % >11?/

@AB)是一种心源性碱性多肽，可特异性刺
激血管内皮细胞的增殖，与创面愈合有密切的关

系 $图 C比较了胶原"壳聚糖#硅橡胶和胶原"磺化
羧甲基壳聚糖#硅橡胶双层皮肤再生材料植入 %
周后的 @AB)表达行为 $胶原"壳聚糖#硅橡胶组的
@AB)阳性信号数为（D $ D E F $ G）#视野（图 C&），而
胶原"磺化羧甲基壳聚糖#硅橡胶组的 @AB)阳性
信号数为（FHIG E FIC）#视野（图 C’），具有显著的
差异（! J H$H!）$ KLDG是一种相对分子质量为 FF
M FHG 的糖基化跨膜蛋白，KLDG 内皮细胞抗原在
毛细血管、小血管内皮细胞呈稳定强阳性，是目前

公认敏感性高、特异性强的血管内皮细胞标记物，

KLDG的表达能够反映新生血管的生成程度 $从
KLDG免疫组化结果可见，胶原"壳聚糖#硅橡胶组
的 KLDG阳性信号数为（N $ N E F $ O）#视野（图 N&），
而胶原"磺化羧甲基壳聚糖#硅橡胶组的 KLDG 阳
性信号数远高于胶原"壳聚糖#硅橡胶组，达到
（%H $G E % $N）#视野（图 N’）$ @AB)与 KLDG免疫组
化染色结果都证明胶原"磺化羧甲基壳聚糖#硅橡
胶皮肤再生材料具有更强的血管化能力 $

在真皮修复研究的基础上，通过薄自体皮片

移植实验，比较经不同材料修复创面的全层皮肤

再生性能 $对于胶原"壳聚糖#硅橡胶皮肤再生材
料，由于其难以在烫伤创面实现血管化，无法为移

植的薄自体皮片提供养分，进而导致薄自体皮片

移植失败 $图 P 分别为薄自体皮在胶原"磺化羧甲
基壳聚糖#硅橡胶处理的创面上移植 % 周后的大
体形貌和组织切片图 $由图可见，薄自体皮片移植
后创面平整，无明显收缩，组织学照片中可观察到

明显乳突状结构，证明薄自体皮片移植成功，并且

与再生真皮间形成了紧密的连接（图 P&，P’）$

! 结论
合成了磺化羧甲基壳聚糖，核磁共振谱和傅

立叶红外光谱证明了磺酸基团的引入 $随着磺化
羧甲基壳聚糖含量增大，胶原"磺化羧甲基壳聚糖
多孔支架从纤维结构向片状结构转化，且支架的

孔径相对变大 $胶原"磺化羧甲基壳聚糖多孔支架
可有效促进成纤维细胞的增殖，具有良好的细胞

相容性 $小型猪烫伤创面修复实验证明，胶原"磺
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化羧甲基壳聚糖:硅橡胶皮肤再生材料可有效诱
导创面真皮层的再生，具有良好的血管化能力 $经
该材料诱导再生的真皮组织能有效支持薄自体皮

片的移植成活，实现深度烫伤创面的全层修复 $上

述结果证明，胶原9磺化羧甲基壳聚糖:硅橡胶是
一种具有良好血管化能力和创面再生性能的皮肤

再生材料，具有广阔的应用前景 $
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