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聚乳酸-羟基乙酸共聚物/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工硬脊膜在兔脊髓损伤 
模型中的应用*☆ 
白万山，王新伟，袁  文，王占超，梁  磊，王会学 

Effects of poly(lactic-co-glycolic acid)/type-Ⅰcollagen/chitosan composite membrane in rabbit 
models of spinal cord injury    

Bai Wan-shan, Wang Xin-wei, Yuan Wen, Wang Zhan-chao, Liang Lei, Wang Hui-xue 

Abstract 
BACKGROUND: Autologous tissue, allograft tissue, and dural substitute materials originated from animals are all difficult to 
reduce the morbidity and mortality of spinal cord injury. 
OBJECTIVE: To study the effects of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)/type-Ⅰcollagen/chitosan composite membrane in rabbit 
models with spinal cord injury.  
METHODS: Seventy rabbits were randomly divided randomly into sham-operation group (n=10, simple laminectomy without 
spinal cord injury), model group (n=20, spinal cord injury without treatment), chitosan group (n=20, spinal cord injury treated with 
artificial dura mater of chitosan), and composite group (n=20, spinal cord injury treated with PLGA/type-Ⅰcollagen/chitosan 
composite membrane).  
RESULTS AND CONCLUSION: Twenty-four hours after spinal cord injury, the motor behavior scores was higher in the chitosan 
group and composite group than model group (P < 0.01), and the scores in the composite group were also higher than those in 
the chitosan group (P < 0.05). The latency of somatosensory evoked potential was longer in the model, chitosan, and composite 
groups than the sham-operation group after spinal cord injury. The latencies were increased at 6 hours after spinal cord injury 
and reached the peak at 24 hours, and then began to decrease. Two days after spinal cord injury, the differences in the latencies 
were insignificant among the model, chitosan and composite groups. The apoptotic rate of the sham-operation group was lower 
than that of other groups (P < 0.05). At 6 and 24 hours after spinal cord injury, the apoptotic rates of the chitosan and composite 
groups were lower than that of the model group (P < 0.05). Early surgical intervention with PLGA/type-Ⅰcollagen/chitosan 
composite membrane can acquire best neurological functional recovery in rabbit models of spinal cord injury. 
 
Bai WS, Wang XW, Yuan W, Wang ZC, Liang L, Wang HX. Effects of poly(lactic-co-glycolic acid)/type- cⅠ ollagen/chitosan 
composite membrane in rabbit models of spinal cord injury. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(3): 471-474.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：自体组织、异体组织、动物来源的硬脊膜替代材料都难达到降低脊髓损伤后致残率与致死率的修复结果。 
目的：观察聚乳酸-羟基乙酸共聚物/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工硬脊膜修复大白兔脊髓损伤的疗效。 
方法：70 新西兰大白兔随机分为 4 组：假手术组(n=10)：单纯切除椎板，不损伤脊髓；模型组(n=20)：脊髓损伤硬脊膜缺

损后未进行修复；壳聚糖组(n=20)：脊髓损伤硬脊膜缺损处植入壳聚糖人工硬脊膜；复合膜组(n=20)：脊髓损伤硬脊膜缺损

处植入聚乳酸-羟基乙酸共聚物/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工复合膜。 
结果与结论：脊髓损伤 24 h 后，壳聚糖组和复合膜组运动功能评分均明显高于模型组(P < 0.01)，复合膜组运动功能评分

高于壳聚糖组(P < 0.05)。脊髓损伤之后潜伏期均有明显延长，模型组、壳聚糖组、复合膜组潜伏期明显高于假手术组，在

6 h 各组潜伏期有明显增加，在 24 h 左右到达高峰，而后开始逐渐下降，脊髓损伤 2 d 后模型组、壳聚糖组、复合膜组潜

伏期差异无显著性意义。各组细胞凋亡率均大于假手术组(P < 0.05)，损伤后 6，24 h 壳聚糖组和复合膜组细胞凋亡率均明

显低于模型组(P < 0.05)。结果提示在大白兔脊髓损伤模型中应用聚乳酸-羟基乙酸共聚物/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工硬脊膜有利

于脊髓损伤恢复。 
关键词：聚乳酸-聚乙醇酸共聚物；壳聚糖；Ⅰ型胶原；人工硬脊膜；脊髓损伤 
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0  引言 
 

脊髓是许多神经功能的中介通路，脊髓损伤

是一种致残率高、后果严重的疾病，直接或间接

暴力作用于脊柱和脊髓皆可造成脊髓损伤[1]。由

于自体组织、异体组织、动物来源的硬脊膜替代

材料都难以达到理想的替代修复，因此研制出质

地满意、无毒、生物相容性佳、可降解的人工硬

脊膜是目前需要急待解决的[2]。本实验观察聚乳

酸-羟基乙酸共聚物(PLGA)/Ⅰ型胶原/壳聚糖人

工脊柱复合膜修复大白兔脊髓损伤的效果。 
 
1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。
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时间及地点：实验于2009-01/2010-12在解放军第

二军医大学动物实验室完成。 
材料： 

实验动物：新西兰大白兔70只，雌雄不限，体质量

2.5~3.0 kg，由解放军第二军医大学实验动物科学部提供。 
主要材料： 

 
 
 
 

 
方法： 

壳聚糖人工硬脊膜的构建：将壳聚糖、醋酸纤维素溶

液、表面活性剂十二烷基硫酸钠混合，醋酸纤维素浓度

为12%~18%、壳聚糖浓度4%，将此溶液均匀分散于N-

甲基吡咯烷酮，使醋酸纤维素溶解，以水为凝固剂纺成

中空纤维膜。 
PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工复合膜的构建：Ⅰ型胶原蛋

白液混合20 g/L的壳聚糖溶液，两者的体积比分别为9∶
1，将混合液倒入底层铺有多孔PLGA膜的模具中，静置

24~48 h，脱模后再静置，真空干燥24 h后用双蒸水浸

泡48 h，脱去其中的NaCl后沥干水，空气、真空干燥各

48 h，直至恒重，制作成复合膜。 
大白兔脊髓损伤模型的建立：以3%戊巴比妥钠     

30 mg/kg静脉全麻后，俯卧位固定于手术台上，备皮、

消毒，以T8棘突为中心作纵形切口，长度约2 cm，向两

侧推开骶棘肌，咬除T7~T8棘突、椎板，暴露脊髓8 mm× 
6 mm，安装自制Allen打击架，打击导管对准打击中心，

并使之垂直紧贴硬脊膜，打击头径2 mm，高度4 cm。

用20 g重物(打击势能约为80 g•cm)打击致伤脊髓后关

闭切口。术后肌注青霉素20×104 U/d，2次/d，共3 d，
定时挤压下腹排尿(3次/d)至自主排尿。 

动物分组：70只新西兰大白兔随机分为4组：假手术

组(n=10)：单纯切除椎板，不损伤脊髓；模型组(n=20)：
脊髓损伤硬脊膜缺损后未进行修复；壳聚糖组(n=20)：
脊髓损伤硬脊膜缺损处植入壳聚糖人工硬脊膜；

PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚糖组(n=20)：脊髓损伤硬脊膜缺损

处植入PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工复合膜。 
运动功能评分：分别于术前1 h，术后麻醉清醒后6 h，

损伤后24 h，48 h，7 d，14 d各时间点将动物放于开阔

空间内观察双后肢运动功能，采用改良Tarlov评分法进

行评价：0分：完全瘫痪，针刺下肢无反应；1分：完全

瘫痪，针刺下肢有反应，但肢体不能活动；2分：肢体

可活动，但不能站立或站立不稳；3分：可站立，但无

法行走；4分：可行走数步，但不能稳定；5分：能缓慢

行走，但不灵活；6分：正常行走。 
皮质体感诱发电位检测：对动物在伤前1 h，伤后6 h、

24 h，48 h，7 d，14 d进行诱发电位检测。刺激电极置

于腓肠肌皮肤处，记录电极置于冠状缝后2 mm，矢状

缝右侧3 mm皮下，参考电极置于鼻根部，刺激强度2~ 
12 mA，以后肢明显抖动为准，方波0.3 ms，频率2 Hz，
截频为20 Hz~2 kHz，叠加500次。 

标本采集和组织学观察：损伤后6 h，24 h，48 h，7 d，
14 d各时间点，假手术组随机抽取1只，其他3组随机抽

取3只动物，静脉注射麻醉后按原手术切口切开，取出

距损伤中心区(对照组取假手术区)上下宽约0.5 cm、长

约1.5 cm的脊髓组织，以40 g/L多聚甲醛固定，梯度乙

醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋，4 μm连续切片，苏木

精-伊红染色，光镜观察，细胞核内出现棕黑色或黑色

颗粒为阳性细胞。选取5个以上有代表性的高倍视野

(×400)计数。 
 
 
主要观察指标：改良Tarlov评分，皮质体感诱发电

位波形峰潜伏期，细胞凋亡率。 
统计学分析：采用SPSS11.5软件进行统计分析，各

指标以x
_

±s表示，两两间比较使用t 检验或t' 检验，多组

比较采用多重比较方差分析或秩和检验(Kruskal-Walls 
H检验)，以P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  参加实验数量70只，均进入

结果分析，中途无脱落。 
2.2  各组改良Tarlov评分  见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

脊髓损伤后，模型组、壳聚糖组和PLGA/Ⅰ型胶原/
壳聚糖组评分均明显小于假手术组(P < 0.01)，且各组

数据经秩和检验差异无显著性意义，当日出现四肢弛缓

性瘫痪。损伤24 h后，壳聚糖组和PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚

糖组评分均明显高于模型组(P < 0.01)，PLGA/Ⅰ型胶原/

主要材料 来源 

PLGA 
Ⅰ型胶原 
壳聚糖  

济南岱罡生物科技有限公司 
美国 Sigma 公司  
上海其胜生物制剂医疗器械公司

细胞凋亡率=凋亡细胞数/细胞总数×100% 

表 1  各组动物改良 Tarlov 评分比较 
Table 1  Comparison of Tarlov scores in each group      (x

_

±s)

aP < 0.01, vs. sham-operation group; bP < 0.01, vs. model group;  
cP < 0.05, vs. chitosan group; PLGA: poly(lactic-co-glycolic acid) 

Group n 1 h before 
operation 

6 h after 
injury 

24 h after 
injury 

Sham-operation  10 6.0 5.1±0.2 5.6±0.1 
Model 20 6.0 2.2±0.2a 1.6±0.2 
Chitosan 20 6.0 2.3±0.2a 2.9±0.2b

PLGA/type Ⅰ collagen/chitosan 20 6.0 2.2±0.2a 3.5±0.2bc

     

Group n 48 h after 
injury 

7 d after 
injury 

14 d after 
injury 

Sham-operation  10 5.9±0.1 6.0 6.0 
Model 20 1.8±0.2 2.4±0.1 2.5±0.1 
Chitosan 20 3.5±0.2b 4.2±0.1b 4.4±0.1b

PLGA/type Ⅰ collagen/chitosan 20 4.2±0.1b 4.8±0.1b 5.1±0.1b
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壳聚糖组评分高于壳聚糖组(P < 0.05)。 
2.3  皮质体感诱发电位波形峰潜伏期  见表2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

各组潜伏期在损伤之后均有明显延长(P < 0.05)，
在损伤后6 h各组潜伏期有明显增加，在损伤后24 h达高

峰，48 h开始下降，术前和损伤后模型组、壳聚糖组和

PLGA/Ⅰ型胶原 /壳聚糖组之间差异均无显著性意义  
(P > 0.05)。 
2.4  组织学观察结果  各组细胞凋亡率见表3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

模型组、壳聚糖组和PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚糖组损伤

后24 h，切片上脊髓灰质前角出现较多的阳性细胞，分

布不均匀，以灰质细胞为主，在损伤中心可见到较少阳

性细胞，大量的阳性细胞主要分布在损伤区的边缘，累

及灰质和白质。脊髓结构严重破坏，损伤组织坏死，阳

性细胞增多，分布扩大。损伤后48 h阳性细胞数均达

高水平；伤后7 d，囊腔开始形成，但边缘不清楚。囊

腔内无阳性细胞，边缘胶质细胞稍有肥大；伤后14 d，
阳性细胞逐渐减少。 

 
3  讨论 

 
脊髓损伤的相关研究主要集中于急性脊髓损伤后

脊髓内继发性病理损伤。研究表明可能与微循环障碍、

炎症机制、细胞凋亡机制有关。继发性脊髓损伤正是神

经生化机制和血管机制相互关联、不断恶化的过程[3-9]。

故其治疗主要针对急性脊髓损伤后出血、水肿、微循环

障碍、局部组织自由基生化改变等一系列继发性损伤。

组织工程技术的发展为硬脊膜的修复与重建提供了一

种新的途径，其中一个关键点就是支架材料的制备，

PLGA是目前人工硬脊膜支架组织工程研究的热点。其

具有以下4个优点：便于成纤维细胞的黏附及爬行，在

体内有较长的降解时间；可在坚实的硬膜替代组织形成

以前不被降解，避免了迟发性脑脊液漏；生物相容性佳，

没有发现明显的炎性反应；具有细胞识别信号，可诱导

细胞的黏附与生长[10-13]。 
本实验认为各组潜伏期在损伤之后均有明显延长，

各脊髓损伤组明显高于假手术组，在6 h各组潜伏期有

明显增加，在24 h左右到达高峰，而后开始逐渐下降， 
2 d后各脊髓损伤组之间差异无显著性意义。故诱发电

位波形峰潜伏期与脊髓损伤程度及如何修复无明确相

关性，发现脊髓的电生理功能和运动功能远期恢复效果

并没有得到改善。但可作为诊断脊髓是否损伤的检查指

标，从而指导进一步的治疗。 
Mirza等[14-15]研究则提倡早期手术干预，认为手术不

仅可以促进神经系统功能的恢复，而且还可以减少相应

的并发症。有学者认为壳聚糖材料还具有促进上皮细胞

生长、抑制成纤维细胞生长、防粘连及抗菌等功能[16-18]。

通过PLGA表面复合不同比例的胶原和壳聚糖成分，从

而改善膜的生物相容性，促进成纤维细胞在膜上的贴

附、爬行及增殖能力。 
本实验观察到脊髓损伤后，损伤组改良Tarlov评分

出现显著降低，细胞凋亡明显增加，且差异有显著性意

义，经人工膜修复后，显著恢复其功能，认为人工复合

膜有利于阻止进一步继发性损伤，从而可保证脊髓功能

的完整性，降低外伤对脊髓损坏程度，利于细胞生长。

其中PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工复合膜改善效果优于

壳聚糖人工硬脊膜，且差异有显著性意义。进一步证实

PLGA有利于改善壳聚糖膜的生物相容性，并促进细胞

生长、抑制成纤维细胞生长等作用。 
由此可见，在大白兔脊髓损伤模型中，使用

PLGA/Ⅰ型胶原/壳聚糖人工复合膜行早期手术干预治

疗有利于脊髓神经细胞恢复。进一步明确其如何在脊髓

表 2  各组动物皮质体感诱发电位波形峰潜伏期 
Table 2  Body feeling cortex evoked potential waveform peak 

latency period of each group               (x
_

±s, ms)

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. sham-operation group; PLGA: poly(lactic-co- 
glycolic acid) 

Group n 1 h before 
operation 

6 h after 
injury 

24 h after 
injury 

Sham-operation  10 25.1 34.3±0.9 37.3±1.2 
Model 20 25.3 55.9±3.9a 129.7±15.5b

Chitosan 20 25.0 51.1±2.1a 113.0±13.3b

PLGA/type Ⅰ  
Collagen/chitosan  

20 25.1 51.9±2.2a 112.7±12.7b

     

Group n 48 h after 
injury 

7 d after 
injury 

14 d after 
injury 

Sham-operation  10 34.1±0.8 29.1±0.6 28.2±0.6
Model 20 98.7±12.5b 73.7±9.1b 70.2±8.7b

Chitosan 20 97.2±11.2b 70.0±7.9b 67.8±7.7b

PLGA/type Ⅰ  
Collagen/chitosan  

20 93.3±10.3b 67.9±9.6b 66.2±8.7b

 

表 3  各组细胞凋亡率 
Table 3  Cell apoptosis rate in each group       (x

_

±s, n=5, %)

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. sham-operation group; cP < 0.05, vs. model 
group; PLGA: poly(lactic-co-glycolic acid) 

Group 

Cell apoptosis 

1 h before 
operation 

6 h after 
injury 

24 h after 
injury 

Sham-operation  2.9±0.2 4.1±0.4 3.9±0.3 
Model 3.1±0.2 15.9±4.2b 23.8±3.8b

Chitosan 2.9±0.2 10.5±5.0ac 16.9±3.2bc

PLGA/type Ⅰ collagen/chitosan 2.9±0.2 8.7±4.9ac 14.3±4.1bc

    

Group 

Cell apoptosis 

48 h after 
injury 

7 d after 
injury 

14 d after 
injury 

Sham-operation  2.8±0.1 2.8±0.2 3.1±0.2 
Model 33.9±4.9b 15.1±2.2b 4.8±1.2 
Chitosan 30.2±4.8b 12.4±2.0a 4.9±0.9 
PLGA/type Ⅰ collagen/chitosan 29.6±5.0b 11.9±2.7a 4.4±1.0 
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Mesh 词表词汇实用例句：金合金 - Gold alloys 

损伤中的作用及其机制，具有深远的理论意义和临床应

用前景[19-20]。 
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XRD analysis of gold alloy samples shows that compared to the gold 

alloys without RE addition, alloys with La addition have two new 

intermetallic compound phase: Cu_5La and Au_(51)La_(14), alloys with 

Ce addition have a new RE Oxysulfide phase: Ce2O2S.  

对金合金试样的 XRD 分析结果显示：与未添加稀土元素的金合金相比，

添加了镧的金合金中增加了 Cu_5La 和 Au_(51)La_(14)两个新的金属化

合物相，而添加了铈的金合金中增加了高熔点稀土氧硫化物 Ce_2O_2S

相。 
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