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缓释生长因子羧甲基壳聚糖支架抑菌功能的研究
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  [摘要] 目的 制备缓释生长因子的羧甲基壳聚糖支架(PRP/CMCS)并检测其抑菌功能。方法 利用冻

干技术构建一种富含多种生长因子的PRP/CMCS,观察支架的结构,ELISA法检测生长因子负载率和缓释效

果,并通过抑菌圈试验和糖尿病合并细菌小鼠创面模型验证其抑菌功能。结果 PRP/CMCS的孔径在20~
125

 

μm的范围内,孔隙率大于80%。血管内皮生长因子(VEGF)及血小板衍生生长因子(PDGF)第1天的负

载率分别为35.7%和4.7%,体外缓释7
 

d累计释放量分别占总负载率的48.7%和14.6%。抑菌圈试验证明

PRP/CMCS对大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌具有明显抑制作用;动物实验也证实了其抑菌效果及具有促进难

愈创面愈合的功能。结论 PRP/CMCS具有稳定的抑菌功能,可作为一种高效可靠的抗感染促愈合材料。
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  [Abstract] Objective To

 

get
 

a
 

carboxymethyl
 

chitosan
 

scaffold
 

(PRP/CMCS)
 

for
 

slow-release
 

growth
 

factors
 

and
 

test
 

its
 

antibacterial
 

function.Methods A
 

carboxymethyl
 

chitosan
 

scaffold
  

rich
 

in
 

various
 

growth
 

factors
 

was
 

constructed
 

by
 

freeze-drying
 

technology.
 

The
 

structure
 

of
 

the
 

scaffold
 

was
 

detected,the
 

loading
 

rate
 

of
 

growth
 

factors
 

and
 

slow-release
 

effect
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Inflammation
 

tests
 

of
 

diabetic
 

rats
 

combined
 

with
 

bacterial
 

wound
 

and
 

antibacterial
 

circle
 

test
 

were
 

detected
 

for
 

antibacterial
 

function.
 

Results 
The

 

pore
 

diameter
 

of
 

the
 

PRP/CMCS
 

were
 

in
 

the
 

range
 

of
 

20-125
 

μm,and
 

the
 

porosity
 

was
 

more
 

than
 

80%.
 

The
 

loading
 

rates
 

of
 

VEGF
 

and
 

PDGF
 

growth
 

factors
 

on
 

the
 

first
 

day
 

were
 

35.7%
 

and
 

4.7%,respectively,
and

 

the
 

cumulative
 

release
 

amount
 

of
 

7
 

d
 

sustained-release
 

in
 

vitro
 

accounted
 

for
 

48.7%
 

and
 

14.6%
 

of
 

the
 

to-
tal

 

loading
 

rate,respectively.
 

The
 

antibacterial
 

circle
 

test
 

proved
 

that
 

the
 

scaffold
 

had
 

obvious
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

Escherichia
 

coli
 

and
 

Staphylococcus
 

aureus.Animal
 

experiments
 

also
 

confirmed
 

its
 

antibacterial
 

effect
 

of
 

promoting
 

healing
 

wounds.Conclusion The
 

scaffold
 

has
 

stable
 

bacteriostatic
 

function
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

efficient
 

and
 

reliable
 

anti-infection
 

and
 

pro-healing
 

material.
[Key

 

words] Growth
 

factor;carboxymethyl
 

chitosan;scaffold
 

;sustained
 

release;antibacterial

  难愈性创面是由各种因素引起的不能在生理愈

合时间范围内按生物学规律完全愈合的创面。难愈

性创面易合并微生物感染使创面愈合更加困难。市

面上有多种新型的可溶性材料,但其单一的治疗效果

具有局限性[1]。因此研制出一种具有抑菌及促进创面

愈合的可溶性材料,能在医药领域发挥重要的应用价
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值。为了解决上述问题,本实验采用真空冷冻干燥技

术,制备出富含多种生长因子的羧甲基壳聚糖支架

(PRP/CMCS),现对该支架的抑菌功能进行初步研究。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

羧甲基壳聚糖(脱乙酰度80%,大连美仑生物技

术有限公司),京尼平(纯度大于98%,上海阿拉丁公

司),前列腺素E1(美国Sigma公司),血管内皮生长

因子(VEGF)酶联免疫试剂盒(广州Raybio公司),血
小板衍生生长因子(PDGF)酶联免疫试剂盒(广州

Raybio公司),大肠埃希菌(暨南大学生物医学工程学

院实验室)、金黄色葡萄球菌(暨南大学生物医学工程

学院实验室)、琼脂(Solarbio
 

A8350,中国北京)、小鼠

成纤维3T3细胞(贝奥基因生物有限公司),细胞增殖

试剂盒(CCK-8,日本同仁公司),白细胞介素(IL)-6
抗体(ab9324,英 国 Abcam 公 司),转 化 生 长 因 子

(TGF)-β3抗体(ab15537,英国Abcam公司),中性树

胶(中国上海模型厂)。
1.1.2 仪器

24孔板(美国ThermoFisher公司),48孔板(美
国ThermoFisher公司),50

 

mL离心管(美国Corning
公司),Heraeus

 

Cryofuge
 

600i
 

S/N大容量冷冻离心

机(美国Thermo
 

Fisher公司),全自动血液细胞分析

仪(BC-3000,深圳迈瑞),全自动血液成分分离机(T-
ACEⅡ +,日 本 TERUMO),低 速 大 容 量 离 心 机

(TDL-5-A,上海安亭),血小板专用保存袋(山东威

高),FREEZONE
 

6冻干机(美国
 

Labconco公司),电
子扫描电镜(LEO1530

 

VP,荷兰Philips公司),SHZB
水浴两用振荡箱(上海悦丰公司),AIRTECH生物安

全柜(苏州安泰空调净化设备有限公司),纯水机(天
创净水),W-J3

 

CO2 培养箱(上海跃进医疗器械有限

公司),细胞培养瓶、板、皿(美国BD公司),牛鲍计数

板(上海精进公司),移液枪(德国Eppendorf公司),
空白平板(美国

 

ThermFish
 

Scientific公司),全波长

酶标仪(Multiskan
 

Sky,美国
 

ThermoFisher
 

Scientif-
ic公司),显微镜(BX51,日本Olympus公司),组织脱

水、包埋、切片机(德国Leica公司),56
 

℃病理样品烘

箱(北京福意联),玻片(广州晶欣公司)。
1.1.3 血小板来源

来自中国人民解放军南部战区总医院血液中心

的健康无偿献血者,献血前3
 

d未服用阿司匹林及其

类似药物,血液样品均按我国血液检测标准检测

合格。
1.1.4 实验动物

BKS.Cg-Dock7m
 

+/+Leprdb/Nju品系二型糖

尿病小鼠30只,雌雄各半,6~7周龄。实验动物许可

证号 SYXK(粤)2014-0100,合 格 证 号3200210000
 

2159,设施合格证号00174962。实验动物购自南京大

学动物中心,在南部战区总医院实验动物中心进行饲

养及实验,实验符合动物伦理学要求。
1.2 方法

1.2.1 PRP/CMCS的制备

富血小板血浆3
 

000
 

r/min离心20
 

min后分离

出上清液和血小板层,将上清液保存备用。下层血小

板根据离心前计数及体积与目的计数得到加入适当

的上清液体积。根据课题组前期实验结果,将1%~
5%不同水平的羧甲基壳聚糖(CMCS)冻干后负载富

血小板血浆(PRP)得出支架外观成形性最佳水平为

4%。将4%羧甲基壳聚糖与3%、5%、7%、10%不同

浓度京尼平交联制备成不同浓度PRP/CMCS后测试

其支架脆性(拉伸应力中的弹性模量表征),得出最佳

支架配比。根据本 课 题 组 前 期 实 验 结 果,PRP在

(1
 

000~1
 

200)×109/L范围内对细胞生长有促进作

用,本实验将PRP计数调整为1
 

200×109/L后将

PRP溶液与上述最佳直接配比得到的支架进行冻干

得到PRP/CMCS支架。
1.2.2 宏观和微观结构观察

采用电子扫描电镜对支架进行扫描,得到其电镜

图片。
1.2.3 体外生长因子释放量

将直径约10
 

mm的支架置于20
 

mL无菌生理盐

水中,3
 

000
 

r/min离心20
 

min,取上清液即得到浸提

液。按照Raybio试剂公司的VEGF和PDGF试剂盒

说明书进行操作,检测上述所得浸提液中的生长因子

水平。
1.2.4 体外生长因子释放实验

采用VEGF及PDGF酶联免疫试剂盒,将PRP/
CMCS放入冻干前等体积生理盐水中进行浸泡,浸泡

24
 

h后3
 

000
 

r/min离心15
 

min留取浸提液按照试

剂盒使用说明书进行实验。根据结果计算体外首日

释放量及7
 

d累计释放量占总负载量的百分比。
1.2.5 体外抗菌实验

琼脂煮沸溶解后浇板,普通平板中加入约5
 

mL
琼脂液先浇注成下层,置室温成型。将剩余液体琼脂

与大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌菌液按照5
 

mL∶20
 

μL的比例分别进行混匀后形成两种带菌琼脂液,加
入5

 

mL浇注于上述已成形的平板中制备上层带菌琼

脂层。置于室温冷却成形后制成含菌平板。再将

PRP/CMCS贴于带菌平板上,置于37
 

℃环境中进行

培养。24
 

h后取出观察,是否出现抑菌圈并测量抑菌

圈直径的大小。
1.2.6 细胞毒性实验

将上述支架置于Dulbecco's
 

modification
 

of
 

Ea-
gle's

 

medium
 

Dulbecco
 

(DMEM)培养基中,并按比

例加入0.02
 

g/mL溶菌酶加速支架成分的分解以便

更好地释放出负载物。浸泡24
 

h后,3
 

000
 

r/min离

心10
 

min取上清液得到支架浸提液。3T3细胞复苏

后传代培养,用 CCK-8检测PRP/CMCS浸提液对

3T3细胞增殖的影响。
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1.2.7 糖尿病合并细菌小鼠创面模型的建立

1.2.7.1 糖尿病小鼠创面缺损模型制备

测定血糖当日对成模糖尿病鼠进行难愈性创面

造模。所有手术器械均灭菌后使用。在SPF级动物

实验室进行操作,操作台上铺消毒巾,实验人员佩戴

手套、帽子、口罩,将糖尿病小鼠臀背部表面皮肤剃毛

后乙醇消毒备皮,用皮肤活检取材器为模具在备皮区

域用力按下直径约2
 

cm的圆形区域。后用眼科剪按

照皮肤活检器按下的圆形区域进行裁剪,去除表面皮

肤全层。即在糖尿病鼠臀背部形成一直径约2
 

cm的

圆形全层皮肤缺损创面。
1.2.7.2 动物抗菌实验

根据实验需要分为两组:空白对照组及 PRP/
CMCS组。为了消除实验动物个体本身带来的差异,
本实验每只大鼠皮肤背部造模形成3个大小相同的

孔后分为空白对照组(不做任何处理)和PRP/CMCS
组,分别对3个创面进行不同处理。期间不予换药,
分别在治疗后第7、14、21天观察创面大小并观察创

面有无细菌感染后脓液形成或其他由细菌感染导致

的情况;并每组随机选取3个创面进行免疫组织化学

染色进一步分析伤口愈合中感染情况。
1.3 免疫组织化学实验

(1)石蜡切片置于67
 

℃烘箱中,烘片2
 

h,脱蜡至

水,用pH
 

7.4的PBS冲洗3次,每次3
 

min。(2)取
一定量pH

 

6.0柠檬酸盐缓冲液,加入微波盒中,微波

加热至沸腾,将脱蜡水化后的组织切片置于耐高温塑

料切片架上,放入已沸腾的缓冲液中,中档微波处理

10
 

min,取出微波盒流水自然泠却,从缓冲液中取出

玻片,先用蒸馏水冲洗2次,之后用PBS冲洗。(3)每
张切片加1滴3%H2O2,室温下孵育10

 

min,以阻断

内源性过氧化物酶的活性。PBS冲洗3次,每次3
 

min。(4)除去PBS液,每张切片加1滴相应的第一抗

体(相应稀释倍数),室温下孵育2
 

h。(5)PBS冲洗3
次,每次5

 

min。除去PBS液,每张切片加1滴聚合物

增强剂,室温下孵育20
 

min。PBS冲洗3次,每次3
 

min。(6)除去PBS液,每张切片加1滴酶标抗鼠/兔

聚合物,室温下孵育30
 

min。PBS冲洗3次,每次5
 

min。(7)除去PBS液,每张切片加1滴新鲜配制的二

氨基联苯胺液(DAB),显微镜下观察8
 

min。(8)苏木

素复染,0.1%HCl分化,自来水冲洗,蓝化,切片经梯

度酒精脱水干燥,二甲苯透明,中性树胶封固,晾干后

观察。
1.4 统计学处理

数据处理用SPSS20.0软件分析整理,计量资料

以x±s表示,采用 One
 

Way-ANOVA统计分析,方
差齐时用LSD方法或方差不齐时用 Welch校正及

Dunnett
 

T3方法,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 支架不同配比脆性比较

根据前期实验结果可知,用4%
 

CMCS经不同浓

度(1%、3%、5%、7%、10%)京尼平交联。根据弹性

模量结果(图1)可知,4%
 

CMCS经5%京尼平交联后

得到的支架具有最高弹性模量值,且与其他组差异有

统计学意义(P<0.01)。

  a:P<0.05。

图1  不同水平京尼平配比支架的弹性模量

2.2 PRP/CMCS的结构特征

用扫描电子显微镜扫描后的PRP/CMCS形态,
支架的孔径在20~125

 

μm的范围内,孔隙率在80%
以上(图2)。

图2  4%CMCS+5%京尼平支架扫描电镜图(×200)

图3  生长因子水平测定

2.3 VEGF和PDGF的生长因子负载量及体外生长

因子释放试验

检测支架浸提液中VEGF和PDGF水平。由图

3可知,支架浸提液中生长因子水平明显可见,显示

PRP/CMCS支架上已负载上生长因子。其中,PDGF
的水平较VEGF高。将支架浸提液离心后进行生长

因子水 平 检 测,根 据 结 果 可 知,负 载 PRP 后 的 即

PRP/CMCS支架中有生长因子的存在,其中 VEGF
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第1天释放水平为(83.20±7.75)pg/mL,PDGF第1
天释放水平为(780.54±69.93)pg/mL。VEGF体外

缓释7
 

d累计释放量占总负载率的48.7%,PDGF体

外缓释7
 

d累计释放量占总负载率的14.6%。
2.4 体外抑菌实验结果

利用带菌平板进行支架的抑菌性能检测,图中蓝

色支架为PRP/CMCS,周围为抑菌圈大小,抑菌圈直

径在7
 

mm左右。中间白色为滤纸空白对照(图4)。

图4  抑菌圈实验

2.5 细胞毒性实验结果

浸提液培养的细胞与正常培养基培养的细胞状

态相似(图5)。
2.6 动物实验结果

从创面愈合的效果可知,PRP/CMCS组治疗的

创面愈合速度较空白对照组快,与空白对照组相比差

异有统计学意义(P<0.05)。相对于空白对照组,
PRP/CMCS组在愈合过程中出现的脓液较少,局部

愈合创面的红肿情况较空白对照组轻。用Image
 

J计

算愈合率之后可知,PRP/CMCS组的愈合趋势优于

空白对照组,且差异有统计学意义(图6、7)。

图5  细胞培养图(×200)

图6  创面愈合图

  a:P<0.05。
图7  CCK-8检测结果

  从IL-6的免疫组织化学结果得知,IL-6的阳性
表达在创面愈合早期较少,在愈合后期表达较前期明
显增加。其中,在愈合早期及晚期,空白对照组IL-6
的阳性表达率相对于PRP/CMCS组较高。从总体趋
势上看,PRP/CMCS组的炎性反应趋势在创面愈合
的过程较空白对照组处于较低水平(图8)。
  由TGF-β3的免疫组织化学结果得知,在创面愈
合过程中,炎性反应中的促炎因子与抑炎因子相辅相
成,相互作用于整个创面愈合中的炎症过程。TGF-β3
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图8  IL-6免疫组织化学结果(×200)

图9  TGF-β3免疫组织化学结果(×200)

在创面愈合过程炎性反应中阳性表达明显较IL-6多。
在创面愈合全过程均有明显表达,空白对照组及

PRP/CMCS组的TGF-β3阳性表达在愈合早中期并

无明显差异;在愈合后期,PRP/CMCS组的 TGF-β3
阳性表达即组织中棕黄色着色明显较空白对照组深。
在创面愈合全过程,抑制炎症的细胞因子强烈表达,
在早期及中期的表达量无明显区别,在愈合晚期,
PRP/CMCS组的表达较明显,这与上述促进炎症的

细胞因子IL-6的表达呈现相反的趋势(图9)。
3 讨  论

  随着人们生活水平的提高,各种慢性疾病的患病

率也逐年增加,导致与之相关的糖尿病足、下肢静脉

性溃疡等慢性创面也呈现出了高发病率。糖尿病是

一组以高血糖为特征的代谢性疾病,其导致的高血糖

和代谢异常,会对眼、肾的血管和神经等组织造成慢

性损害和功能障碍。除此之外,高糖环境还会引起皮

肤微环境变化,导致下肢远端神经异常和不同程度的

周围血管病变相关的足部感染、溃疡和(或)深层组织

的破坏。进一步形成糖尿病足和下肢皮肤溃疡等慢

性难愈性创面[2]。难愈创面愈合过程中的诊疗要点

除了彻底清创之外,及时闭合创面也可防止创面进一

步发生坏死。因此,在完成清创工作后,用敷料覆盖

使创面闭合对伤口有重要作用[3]。多数慢性难愈性

创面易合并细菌感染,多种细菌在形成细菌生物膜后

会增强抵抗人体免疫清除的能力,使创面长时间停留

在慢性炎症阶段。创面处细菌的繁殖也会增加其毒

性因子的分泌,阻滞整个愈合过程[4-6]。
CMCS是一种在壳聚糖分组链上引入羧甲基而

成的衍生物,有良好的水溶性和生物相容性,与细胞

间相互作用可促进细胞生长、组织再生 及 伤 口 愈

合[7]。其良好抗菌活性适用于创面愈合,且该物质能

够根据预期孔径及生物降解速率进行相应的制备调

整。CMCS因能够结合生长因子和葡萄糖胺聚糖等

阴离子分子、保水性能强、无毒,可降解等特性,可用

于药物控释治疗、创伤愈合、组织工程等领域[8]。本

实验制备的PRP/CMCS的孔径均在20~125
 

μm,适
宜细胞的生长黏附[9]。

研究表明,慢性创面中的生长因子水平低于急性

创面,主要是因为慢性创面中局部生长因子的代谢加

快,且慢性创面中的纤维蛋白渗出包裹血管壁阻止生

长因子向创面的聚集[10]。富血小板血浆是一种全血

经离心后得到的血小板浓缩物,含丰富的凝血因子、
纤维蛋白原、白细胞和生长因子,有较强的止血、抑菌

和促进创面愈合功能[11]。VEGF是一种血管内皮细
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胞特异性的肝素结合生长因子,具有促进血管新生和

增强血管通透性的作用;而PDGF是一种重要的促有

丝分裂因子,具有增加创面成纤维细胞和炎症细胞的

浸润,增加伤口组织胶原合成和促进肉芽组织生长的

作用[12]。因为VEGF、PDGF对促进创面愈合起着重

要的作用,因此本实验在制备PRP/CMCS支架后,选
择对支架浸提液中的 VEGF和PDGF水平进行检

测。ELISA实验结果表明支架中的VEGF、PDGF释

放水平分别为(83.20±7.75)pg/mL和(780.54±
69.93)pg/mL。考虑支架用于慢性难愈性创面时可

通过释放生长因子促进创面愈合。
有研究中提及CMCS对大肠埃希菌的抑菌作用

明显,且壳聚糖寡聚体的抗菌活性似乎主要是由

DNA转录的抑制引起的[13]。慢性难愈性创面的感染

中最常见的菌种是革兰阴性杆菌和革兰阳性球菌,其
中,革兰阴性杆菌以大肠埃希菌为代表,而革兰阳性

球菌以金黄色葡萄球菌为代表[14-15]。本实验利用上

述两种菌制成了混合菌平板用于支架的体外抑菌实

验,由实验结果中出现的抑菌圈可知相对于空白对照

滤纸,PRP/CMCS对于大肠埃希菌及金黄色葡萄球

菌制成的混合菌平板中细菌的生长具有明显抑制作

用。后续动物实验结果表明,PRP/CMCS组的愈合

明显较空白对照组糖尿病小鼠快,且经病理组织切片

免疫组织化学结果可知,PRP/CMCS组的糖尿病鼠

炎性反应明显低于空白对照组,表明该支架在治疗慢

性难愈性创面的过程中具有负向调节炎性反应的

作用。
本实验结果证明,PRP/CMCS有良好的抑菌效

果,对于糖尿病合并细菌的创面愈合具有明显的促进

作用。较单纯PRP应用具有方便携带、活性蛋白在

伤口释放均匀且释放时间延长、抑菌性增强等优点。
PRP/CMCS可广泛地应用于外科、内分泌科等科室

的临床治疗工作中,具有较高的临床应用价值,拥有

广阔的应用前景。
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