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透明质酸修饰壳聚糖复合支架在大鼠脑皮质损伤修复中的作用*★ 

宋学明，吴春波，陈志强 

Role of hyaluronic acid-modified chitosan composite scaffolds on wound healing of rats with 

cerebral cortex injury 

Song Xue-ming, Wu Chun-bo, Chen Zhi-qiang 

Abstract 

 

BACKGROUND: In order to verify whether the hyaluronic acid-modified chitosan can serve as nerve scaffolds, the research 

group conducted in vivo test based on previous in vitro study. 

OBJECTIVE: To compare the biocompatibility and superiority of scar inhibition of hyaluronic acid-modified and poly-l-lysine 

modified chitosan scaffold, as well as pure chitosan scaffold in brain tissue. 

METHODS: Three kinds of scaffolds were implanted in the damage zone of rat cerebral cortex. At 3, 7, 14, 28, 56 days 

postoperation, brain tissues were harvested to undergo hematoxylin-eosin staining and immunohistochemistry. The inflammation, 

scar tissue formation and the growth of never cells in the implanted site were observed. 

RESULTS AND CONCLUSION: Each kind of scaffolds has a good biocompatibility with brain tissues. Hyaluronic acid modified 

chitosan scaffold showed lighter inflammation and less GFAP-positive cells around the scaffolds compared with other scaffolds. 

The differences were statistically significant (P < 0.01). Results showed that chitosan scaffolds of each group have a good 

biocompatibility. The hyaluronic acid modified chitosan scaffold is superior to others to inhibit scar formation and helps to the 

growth of nerve cells, and shows its superiority in tissue engineering. 
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摘要 

 

背景：为了验证透明质酸修饰后的壳聚糖材料能否作为神经支架材料，课题组在前期体外实验结果的延续下，进行体内试

验观察。 

目的：比较经透明质酸、多聚赖氨酸修饰的壳聚糖支架及单纯壳聚糖支架在脑组织中的生物相容性及抑制瘢痕作用的优越性。 

方法：将 3 种支架植入 Wistar 大鼠脑皮质损伤区，术后 3，7，14，28，56 d 分别取脑组织行苏木精-伊红染色、免疫组化

观察，观察移植部位炎症反应及瘢痕组织形成、神经细胞生长情况。 

结果与结论：各组支架与脑组织相容性良好，用透明质酸修饰的壳聚糖复合支架组与其他壳聚糖支架组相比，支架周围炎

症反应轻、支架周围 GFAP 阳性细胞数少，差异均具有显著性意义(P < 0.01)。结果提示各组壳聚糖支架均具有良好的生物

相容性，用透明质酸修饰的壳聚糖复合支架较其他壳聚糖支架抑制瘢痕作用明显，有利于神经细胞的生长，在组织工程应

用中更具有优越性。 

关键词：透明质酸；壳聚糖；复合支架；组织相容性；神经支架材料 
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0  引言 

 

Christine报道在脑的形态发育过程中，细胞

外基质作为底物对组织的有序构筑有接触引导

的支架作用
[1]
，脑损伤后细胞外基质破坏，胶质

瘢痕形成，从而阻碍了脑组织结构的重建。课题

组前期工作已证实壳聚糖复合支架在体外细胞

培养基中神经细胞黏附性和生物相容性良好。本

实验主要观察壳聚糖复合支架及单纯壳聚糖支

架在大鼠脑组织中的生物相容性以及中枢神经

组织损伤后抑制胶质瘢痕作用，支架植入后炎性

细胞的表达，GFAP标记的胶质细胞以及NSE标

记神经元细胞的生长情况，为神经组织工程寻找

适合的支架材料提供依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：动物观察实验。 

时间及地点：实验于2006-02/2007-03在

哈尔滨医科大学完成。 

材料：  

实验动物：80只健康Wistar大鼠，12月龄，

体质量(275±25) g，雌雄不拘，由哈尔滨医科

大学第一临床医学院动物实验中心提供(许可

证号SCXK(黑)2006-009)。实验过程中对动物
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的处置参照国家科学技术部2006年发布的《关于善待实

验动物的指导性意见》
[2]
。 

主要仪器和试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：将80只大鼠随机分为4组，单纯损伤组，

单纯壳聚糖支架组，多聚赖氨酸修饰的壳聚糖支架组，透

明质酸修饰的壳聚糖支架组，每组20只。大鼠用10%水

合氯醛经腹腔麻醉(300 mg/kg)，后固定、开颅。在冠状

缝后3 mm及矢状缝右侧旁3 mm处，开4 mm×4 mm大小

的骨窗切开硬脑膜。在皮质上制作一个2.5 mm×2.5 mm 

×3.0 mm左右的损伤后，止血后植入已消毒等体积的支

架，单纯损伤组在损伤区注入生理盐水，常规缝皮。 

各组大鼠分别于3，7，14，28，56 d心脏灌注、剥

取大脑，40 g/L多聚甲醛固定。石蜡包埋、切片，行苏

木精-伊红染色和免疫组织化学染色。胶质纤维酸性蛋

白质(glial fibrillary acidic protein，GFAP)标记反应性胶

质细胞：神经元特异性烯醇酶(neuron specific enolase，

NSE)标记神经元。在显微镜下观察各组不同时间段支

架周围的炎症细胞浸润、支架周围及支架内部GFAP、

NSE表达阳性细胞的分布情况，并在放大400倍的情况

下，镜下取四角和中心为计数位置，累计细胞数/5为镜

下细胞数纳入统计结果，重复观察不同切片16次。 

主要观察指标：炎症细胞浸润、支架周围及支架内

部GFAP及NSE表达阳性细胞的分布情况。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一作者，实施

评估为第一、二作者，所有人都受过专业培训。 

统计学分析：结果以x
_

±s表示，采用SAS 9.1.3统计

软件进行广义线性模型(GLM)析因设计的方差分析，采

用lsmeans语句进行两两比较，检验水准为0.05。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选择的80只大鼠均进入

结果分析，实验期间饮食活动正常，切口愈合良好，无

神经功能缺陷。 

2.2  支架-脑组织宏观与微观观察结果  3个实验组在

术后28 d灌注取材时发现大脑皮质移植部位开始有部

分长合，移植物和脑皮质组织之间无明显的间隙和炎症

反应。单纯损伤组在损伤区见明显的空洞；3个实验组

的脑组织苏木精-伊红染色后可观察到有如下共性规

律：术后第3天支架周围呈急性局限性炎症反应，以中

性粒细胞为主，并有少量淋巴细胞，在支架内部也可见

中性粒细胞等炎性细胞，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

术后7 d时可见炎性淋巴细胞增多。术后14 d支架周

围急性炎症反应已减退，大量中性粒细胞坏死，剩下不

完整的中性粒细胞及其死亡碎片、核残屑等，此时淋巴

细胞增多，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

术后第4周时见少量的巨细胞或纤维细胞，其他炎

性细胞少见。各组支架周围炎性细胞数与单纯损伤组比

较，差异有显著性意义(P ≤ 0.01)，见表1~3。 

主要仪器和试剂 来源 

石蜡切片机 LEICA 

生物组织摊烤片机 湖北省孝感市亚光医用电子技术研究所 

生物显微镜 日本 OLYMPUS 

壳聚糖支架 自主制备 

兔抗鼠 NSE、 

兔抗鼠 GFAP  

武汉博士德生物工程有限公司 

羊抗兔二抗 北京中山试剂有限公司 

 

Figure 1  The expression of inflammatory cells microscopi-
cally at 3 d (Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 1  第3天镜下炎性细胞的表达情况(苏木精-伊红染色，
×400) 

Figure 2  The expression of inflammatory cells microscopi-
cally at 14 d (Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 2  第14天镜下炎性细胞的表达情况(苏木精-伊红染色，
×400) 

c: Poly-l-lysine modified 

 chitosan scaffold group 

a: Pure injury group            b: Pure chitosan scaffold group 

d: Hyaluronic acid modified 

chitosan scaffold group 

c: Poly-l-lysine modified 

 chitosan scaffold group 

d: Hyaluronic acid modified 

chitosan scaffold group 

a: Pure injury group         b: Pure chitosan scaffold group 



 

 

 5357 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

从3组支架周围炎性细胞数可见，各个时间段单纯

壳聚糖支架组、多聚赖氨酸修饰的壳聚糖支架组、透明

质酸修饰的壳聚糖支架组支架周围炎性细胞数依次减

少，差异均具有显著性意义(P ≤ 0.01)。 

2.3  GFAP标记胶质细胞表达情况  鼠脑切片免疫组

织化学染色观察，支架植入后第1周时各组在支架周围

见有较多的GFAP阳性细胞，标记细胞呈棕黄色，胞体

较大，有突起，呈反应性胶质细胞形态，见图3~6。术

后2周GFAP阳性细胞数逐渐减少。各实验组支架周围

GFAP阳性细胞数在各个时间段均较单纯损伤组少，透

明质酸修饰的壳聚糖复合支架组较单纯壳聚糖支架组

和多聚赖氨酸修饰的壳聚糖复合支架组少，差异有显著

性意义(P ≤0.01)，见表4。多聚赖氨酸和透明质酸修饰

的壳聚糖复合支架组大鼠从术后第4周始支架内部可见

GFAP阳性表达细胞，单纯壳聚糖支架组大鼠从术后第4

周始支架内部近边缘处见少数GFAP阳性表达细胞。单

纯损伤组在各个时间段损伤脑组织周围GFAP阳性细胞

数较其他组多，而且比较集中。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  GFAP immunohistochemical staining of pure injury 
group (×400) 

图 3  单纯损伤组 GFAP 免疫组化染色(×400) 

Figure 4  GFAP immunohistochemical staining of pure chi-
tosan scaffold group (×400) 

图 4  单纯壳聚糖支架 GFAP 免疫组化染色(×400) 

a: One week postoperation        b: Eight weeks postoperation 

表 1  不同时期各组支架周围中性粒细胞计数 
Table 1  Count of neutrophilic granulocytes around scaffolds 

at different times (x
_

±s, n=16, cells/×400 visual field) 

Group  3 d 7 d 14 d 28 d 

Pure injury  36.2±4.3 49.1±2.6 30.4±1.1 8.6±0.8 

Pure chitosan scaffold 60.5±3.5 71.8±0.5 65.1±2.6 28.6±0.8 

Poly-l-lysine modified 

 chitosan scaffold 

61.5±1.2 70.9±2.4 57.1±0.8 21.8±2.1 

Hyaluronic acid 

 modified chitosan 

 scaffold 

50.9±2.9
a
 59.1±2.6

a
 40.6±0.8

a
 15.6±0.1

a
 

 a
P < 0.01, vs. other three groups 

表 2  不同时期各组支架周围淋巴细胞计数 
Table 2  Count of lymphocytes around scaffolds at different 

time           (x
_

±s, n=16, cells/×400 visual field) 

Group  3 d 7 d 14 d 28 d 

Pure injury   6.3±0.8 15.5±2.1 18.4±2.9  5.3±1.4 

Pure chitosan scaffold 20.3±2.1 25.3±1.6 35.8±2.1 20.4±1.6 

Poly-l-lysine modified 

 chitosan scaffold 

15.7±0.8 20.2±3.5 30.3±3.5 13.7±2.5 

Hyaluronic acid 

 modified chitosan 

 scaffold 

11.6±2.1
a
 15.2±1.6

a
 25.9±2.1

ab
  9.6±1.6

a
 

 a
P < 0.01, vs. other three groups 

表 3  不同时期各组支架周围纤维细胞计数 
Table 3  Count of fibrocytes around scaffolds at different time 

        (x
_

±s, n=16, cells/×400 visual field) 

Group  3 d 7 d 14 d 28 d 

Pure injury  36.2±4.3 49.1±2.6 30.4±1.1 8.6±0.8 

Pure chitosan scaffold 60.5±3.5 71.8±0.5 65.1±2.6 28.6±0.8 

Poly-l-lysine modified 

 chitosan scaffold 

61.5±1.2 70.9±2.4 57.1±0.8 21.8±2.1 

Hyaluronic acid 

 modified chitosan 

 scaffold 

50.9±2.9
a
 59.1±2.6

a
 40.6±0.8

a
 15.6±0.1

a
 

 a
P < 0.01, vs. other three groups 

a: One week postoperation        b: Eight weeks postoperation 

Figure 5  GFAP immunohistochemical staining of chitosan 
scaffolds modified by poly-l-lysine (×400) 

图 5  多聚赖氨酸修饰的壳聚糖复合支架 GFAP 免疫组化染
色(×400) 

Figure 6  GFAP immunohistochemical staining of chitosan 
scaffolds modified by hyaluronic acid (×400) 

图 6  透明质酸修饰的壳聚糖复合支架 GFAP 免疫组化染色
(×400) 

a: One week postoperation        b: Eight weeks postoperation 

a: One week postoperation        b: Eight weeks postoperation 

www.CRTER.org 
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2.4  NSE标记神经元情况  单纯壳聚糖支架组和多聚

赖氨酸修饰的壳聚糖复合支架组在各个时间段支架内

部均未见NSE阳性细胞，透明质酸修饰的壳聚糖复合支

架组第8周时在支架内部近边缘处见数个NSE阳性细

胞。见图7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

可被人体降解吸收的组织工程支架材料称为细胞

外基质材料，其功能是为细胞提供生存空间，使细胞获

足够的营养物质，进行气体交换，并使细胞按预制形态

的三维支架生长
[3-6]

。壳聚糖为甲壳素的脱乙酰化产物，

组织免疫原性好，具有亲水性和可降解性，是组织工程

中应用较多的生物支架材料
[7-11]

。但单纯壳聚糖大分子

细胞亲和性差，限制了进一步应用
[12-13]

。通过对壳聚糖

进行改性
[14-16]

，可改进壳聚糖支架的细胞亲和性。如李

云晖等
[17]

用透明质酸对壳聚糖改性后培养表皮细胞，结

果提高了细胞的亲和性。龚海鹏等
[18]

用多聚赖氨酸对壳

聚糖进行改性后培养神经细胞，表明壳聚糖复合材料的

神经亲和性比单纯壳聚糖好，同样也说明单纯壳聚糖支

架的细胞黏附差
[19]

。本实验通过将3组壳聚糖支架植入

大鼠脑皮质内观察组织相容性和抑制胶质瘢痕的差异

性表达。 

本实验结果显示，在脑组织内支架由植入初期的完

整固态逐步降解成局部不完整的碎片，表明壳聚糖复合

材料是一种在体内安全降解的高分子多聚物
[20-21]

。不同

壳聚糖支架植入脑皮质损伤区后支架周围炎症细胞浸

润数均多于空白对照组，各实验组的炎症反应较单纯损

伤组明显，但是炎症反应随时间逐渐减退，是短暂的、

局限性反应。3组支架材料进行比较，结果显示用透明

质酸修饰的壳聚糖支架比其他两组壳聚糖支架炎症反

应轻。以上研究结果提示，3组支架材料均具有良好的

生物相容性，用透明质酸修饰的壳聚糖支架较其他两组

壳聚糖支架具炎性细胞反应更轻，炎性细胞数更少，与

其他组同期相比有统计学差异，显示出有更好的生物相

容性。这与文献报道透明质酸具有抗炎性相一致
[22-25]

。 

脑组织损伤后形成胶质瘢痕，它不但构成神经细胞

轴突向损伤部位生长的障碍，又成为外伤后癫痫发生的

基础
[26-28]

。使用有利于神经组织存活或再生的材料及时

填补伤后的缺损或空洞，可为星形胶质细胞的继续迁移

提供附着物或新的路径，起到消除胶质细胞聚集。侯少

平等
[29]

实验研究发现，将PHPMA水凝胶植入大鼠脑皮

质缺损区可抑制胶质瘢痕的形成。本实验中壳聚糖修饰

所使用的透明质酸带有大量的负电荷，对胶质细胞具有

排斥作用
[30-31]

，可形成化学屏障。实验结果也说明用透

明质酸修饰的壳聚糖支架周围GFAP表达少，且分布较

均匀。并且实验中仅在透明质酸修饰的壳聚糖复合支架

组第8周时于支架内部近边缘处见数个NSE阳性细胞，

其余实验组支架内部均未观察到NSE阳性细胞，细胞数

量不多考虑可能与观察时间短有关。 

本实验结果表明透明质酸修饰的壳聚糖复合支架

较单纯壳聚糖及多聚赖氨酸修饰的壳聚糖复合支架具

有更好的组织相容性和抑制胶质瘢痕形成的作用，更有

利于神经轴突的生长。 
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