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摘要 目的：制备一种可生物降解有效安全的硫酸软骨素酶ABC（ChABC）和环磷酸腺苷（cAMP）缓释组织

工程支架，使药物缓慢稳定释放，降低局部应用时对神经的刺激，促进中枢神经系统损伤后神经的修复和轴

突的再生。方法：应用电纺丝技术制作的含ChABC及 cAMP的聚碳酸亚丙酯及壳聚糖缓释组织工程支架，

分析支架直径、载药量、包封率等参数，然后以磷酸盐缓冲液为体外释药介质观察组织工程支架的药物释放速

度、药物的失活率及支架的降解速度。结果：ChABC和cAMP缓释组织工程支架在聚碳酸亚内酯质量浓度为

8%、电压为10~15 kV、距离为15~20 cm时可以纺出纤维直径约3 μm的平滑支架，单纯聚碳酸盐内酯纤维光

滑，直径均一，壳聚糖微球光滑，聚碳酸亚内酯与壳聚糖混合后电纺丝形成的支架呈串珠样结构，其能缓慢持

续释放有活性ChABC和cAMP，12 d后支架降解失重率约7%。结论：应用电纺丝方法成功制备含ChABC及

cAMP的聚碳酸盐内酯及壳聚糖组织工程支架，其药物稳定释放，局部应用无神经刺激，可生物降解。
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Abstract Objective: To prepare an effective and biodegradable tissue engineering scaffold with controlled

release for Chondroitinase ABC (ChABC) and cyclic adenosine monophosphate(cAMP) which can release drug

slowly and steadily with low nerve stimulation and promote central nerve system recovery and regeneration.

Methods: ChABC-and cAMP-loaded polypropylene carbonate (PPC) and chitosan (CS) scaffold for tissue

engineering was prepared by electrospinning. Analysis was performed on scaffold diameter, drug load, and

encapsulation efficiency. Drug release rate and drug inactivation ratewas observed with phosphate buffer solution

medium, and scaffold degradation rate was assessed. Results：ChABC and cAMP slow-release tissue

engineering scaffolds in PPC possessed a mass concentration of 8% and voltage of 10~15 kV. At a length of 15~

20 cm, it could be spun to a diameter of approximately 3 μm. The pure PPC fiber was smooth and displayed a

uniform diameter. The chitosan microsphere was smooth. The scaffold spun with a PPC and chitosan blend

showed a beaded structure and could slowly release active ChABC and cAMP; 12 days after construction, the

scaffold showed a mass degradation rate of approximately 7%. Conclusions：Electrospinning method has been

successfully applied to prepare PPC and CS tissue engineering scaffolds containing ChABC and cAMP; its

advantages include stable drug release, local application without nerve stimulation, and biodegradability.
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中枢神经系统损伤是一种严重危害人

类生命健康的疾病，其发生率约为20~40/10

万[1]，中枢神经系统损伤后的轴突再生和神

经细胞的修复一直是神经科学领域的难题，

其主要原因是中枢神经系统损伤后损伤部

位抑制因素的存在及过多的表达和神经营

养 因 素 的 缺 乏 。 硫 酸 软 骨 素 酶 ABC

（Chondroitinase ABC，ChABC）是来源于多

种细菌的细胞内酶，该酶能特异性降解硫酸

软骨素蛋白聚糖中的糖胺聚糖链，将硫酸软

骨素蛋白聚糖分解成核心蛋白和碳水化合

物 短 链 [2]；环 磷 酸 腺 苷（cyclic adenosine

monophosphate，cAMP）能减轻脊髓损伤后

神经纤维变性坏死，联合应用 ChABC 和

cAMP治疗中枢神经系统损伤能减弱胶质瘢

痕的阻碍作用，提高细胞内 cAMP 的水平，

从而促进中枢神经系统损伤后的轴突和神

经细胞的再生修复[3-8]。
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ChABC 和 cAMP 在生物体内各种因素的综合作

用下，失活较快，难以在中枢神经损伤处持续释放[9]。

通过蛛网膜下腔置管持续或分次给药的方法存在着操

作复杂、创伤大、易感染等风险。含 ChABC 和 cAMP

的聚碳酸亚内酯及壳聚糖缓释组织工程系统在中枢神

经系统中显示出良好的生物相容性和可控的缓释性。

本研究以聚碳酸亚内酯及壳聚糖缓为缓释载体，用电

纺丝方法制作出含聚碳酸亚内酯及壳聚糖缓的生物工

程支架，目的是：实现缓慢平稳的释放药物；降低局部

应用时对神经的刺激；满足应用聚碳酸亚内酯及壳聚

糖缓治疗中枢神经损伤局部长期用药的要求。

1 材料与方法

1.1 材料

聚碳酸亚丙酯，购于内蒙古蒙西高新技术集团有限

公司；ChABC，购于美国Sigma公司；壳聚糖、乙腈、三聚

磷酸钠、聚乙烯吡咯烷酮购于北京化学试剂有限公司。

1.2 方法

1.2.1 制备含ChABC的微球 准确称量壳聚糖粉末，

放入30 mm×50 mm的称量瓶中，加入1%乙酸水溶液，

搅拌 6 h，使其完全溶解，壳聚糖在溶液中的质量百分

比为0.5%，得到A溶液；配制1%的聚乙烯吡咯烷酮水

溶液：准确称量聚乙烯吡咯烷酮粉末，将其加入水中，

并微热搅拌3 h，放入4 ℃冰箱，得到B溶液；将ChABC

加入B溶液，搅拌后得到C溶液；将C溶液与A溶液混

合后搅拌均匀，得到D溶液；配制 1%的多聚磷酸钠水

溶液, 得到E溶液；将D溶液缓慢滴加到E溶液中，滴

完后持续搅拌 3 h，得到乳状浑浊液，将此浑浊液离心

分离，离心力2 000 g，并用蒸馏水洗两次，得到的沉淀

冻干即含有ChABC微球。

1.2.2 制备含 ChABC 和 cAMP 的组织工程支架 将

得到的含ChABC微球定量加入二氯甲烷中，进行超声

分散 10 min，然后加入聚碳酸亚内酯原料和 cAMP粉

末，搅拌至固体全部溶解，得到乳白色溶液。然后进行

电纺丝加工操作，使用接地的平整锡箔纸作为接收装

置。所取纺丝距离为 15 cm，纺丝电压为 10 kV，收集

到载药纤维，得到电纺丝载药组织工程支架。

1.2.3 样品释放前扫描电镜观察 对纤维和微球样品

镀金膜，在 20 kV的条件下用扫描电镜（SEM）观察纤

维膜的表面及微球形态。利用得到的电镜照片分析微

球及纤维的直径分布数据。

1.2.4 样品载药量的测定和包封率的计算 将含

ChABC和 cAMP的组织工程支架取样品称重后，研磨

成粉，加入二氯甲烷搅拌 2 h，然后加入去离子水充分

震荡萃取二氯甲烷层。取上层含ChABC和 cAMP的

水溶液，并过滤二氯甲烷溶液中的不溶物，用含 1%

EDTA的水溶液浸泡不溶物3 h，使之完全消失，得到的

溶液与萃取后的上层含ChABC和 cAMP 的水溶液合

并，用于酶解分光光度计下浓度的检测。依据标准曲

线得出含量，并计算载药量和包封率。载药量=纤维膜

中药物的量/纺丝总质量×100%；包封率=纤维膜中药

物的量/实验加入药物的量×100%

1.2.5 药物释放曲线及降解曲线的检测 准确称量样

品，放入含磷酸缓冲盐溶液的离心管中并固定于水浴

恒温摇床中，条件 37 ℃，100 r/min。从放入样品开始

计时，经过 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、72 h、120 h、168 h、

240 h 和 336 h 后，利用吸光度数值检测残余样品中

ChABC 和 cAMP 量，从而计算累计释药百分比，得到

释放时间-累计释药百分比的药物释放曲线。

2 结果

2.1 ChABC微球的形态

在 20 kV的条件下扫描电镜观察，ChABC微球表

面光滑圆整，球体均匀，无粘连现象（图1）。

A B C D

注：A：单纯聚碳酸亚内酯电纺丝形成的纤维；B：含ChABC的壳聚糖微球；C：含ChABC的壳聚糖微球与聚碳酸亚内酯混合后

电纺丝形成的缓释组织工程支架；D：含ChABC的纤维组织放支架置于磷酸缓冲盐溶液中12 d后支架表面开始逐渐降解

图1 ChABC微球的形态
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2.2 含 ChABC 和环磷酸腺苷的聚碳酸亚内酯及壳聚

糖的缓释组织工程支架载药量和包封率的测定

ChABC 的载药量为 10 μg/样品，cAMP 的载药量

为50 μg/样品，ChABC和cAMP的包封率为62%。

2.3 含 ChABC 和 cAMP 的聚碳酸亚内酯及壳聚糖缓

释组织工程支架释放曲线及降解曲线

测定 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、72 h、120 h、168 h、

240 h和 336 h的ChABC、cAMP的释放量及支架的重

量（图2、3）。

3 讨论

中枢神经损伤后的轴突再生和神经细胞的修复一

直是神经科学领域的难题，从已有的实验性治疗中枢

神经损伤并取得疗效的文献中确认 ChABC 及 cAMP

治疗中枢神经损伤对损伤处的神经及血管无明显副作

用[10]，有望用于中枢神经损伤的临床治疗。但目前采

用最多的方法是通过蛛网膜下腔置管长期持续或间断

给药，此方法虽能保持中枢神经损伤处较高的酶活性，

但存在操作复杂、创伤大、易感染等风险。理想的给药

方式是能够提供有效浓度药物的持续释放，且组织相

容性好，局部刺激和神经毒性小。

关于ChABC局部缓释治疗中枢神经损伤的研究

也较多，但联合应用ChABC和 cAMP的局部缓释组织

工程支架的较少。本研究首先利用壳聚糖和 ChABC

制备成含硫酸软骨素酶的微球，然后利用电纺丝方法

制备含 ChABC 和 cAMP 的纤维膜。其特点如下：①

电纺丝方法是一种制备高分子纳米/微米纤维的有效

方法 [11]，制作的膜状材料具有很好的韧性，断裂伸长

率高，满足对缓释系统的力学性能的要求；②电纺丝

的制备过程条件温和，可比较精确地控制纤维膜的孔

隙率、微观结构和组成，在空间结构上具有仿生性特

点，很好地模拟了人体组织中细胞外基质 [12]；③利用

电纺丝技术形成的含硫酸软骨素酶的壳聚糖微球与

聚碳酸亚内酯组织工程支架可生物性降解；④支架内

含ChABC壳聚糖微球在聚碳酸亚内酯的纤维呈串珠

样，具有单纯微球的缓释功能和支架的三维空隙的双

重优点，有利于 ChABC 的缓释及神经轴突在支架内

的生长和延长。

目前中枢神经损伤相关研究采用的生物可降解材

料大多为人工合成材料如聚乳酸、聚乙醇酸及其共聚

物，具有易于加工成型、力学强度好、理化性能可以在

分子水平进行调控的优点，但亲水性较差，细胞的贴附

力较弱，其分解产物为酸性产物，可能会引起无菌性炎

症[13]。而另一大类天然聚合物材料如纤维蛋白、胶原、

藻酸盐，其生物相容性好，利于细胞粘附、增殖及分化，

但往往缺乏机械强度、可塑性差、降解时间不好控制。

含ChABC及 cAMP的聚碳酸盐内酯及壳聚糖组织工

程支架的优势的优势如下：①聚碳酸亚内酯是一种不

释放酸性物质的新型聚合物[14]，最终降解产物为二氧

化碳和水，大大地减少了材料对脑组织局部刺激的作

用，而且与神经组织有很好的组织相容性[15]；②壳聚糖

与神经细胞具有较好的生物相容性，可伴随神经再生

而逐渐降解，且降解的速率和神经再生的速度相匹配；

③药物经过壳聚糖负载后，不仅能达到缓释控释的目

的，还能改变药物的给药方式，以此减少给药次数，降

低药物的不良反应，提高药物的生物利用度[16,17]。但本

组织工程支架的缺陷有以下几点：本支架需要通过手

术才能置于受损神经区域；会增加术后感染及神经再

次受到创伤的风险。因此微创的无菌手术操作非常关

键。制作ChABC及 cAMP 缓释组织工程支架时应该

注意制备含ChABC的微球时溶液一定要搅拌均匀，使

用接地的锡箔纸一定要平整。

ChABC 和 cAMP 组织工程支架材料缓释的时间

及缓释药物浓度应符合中枢神经损伤后神经修复的时

间，若缓释时间过短则达不到治疗的目的，缓释时间过

长则造成药物的浪费。因此实验中选择2~3周作为预

图2 ChABC及cAMP缓释组织工程支架累计释放CMPA曲

线、ChABC酶曲线及ChABC活性酶曲线

图3 ChABC及cAMP缓释组织工程支架在PBS中的逐渐降解

失重曲线

（下转第334页）
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期的缓释和材料降解的时间。实验中改变壳聚糖微球

的直径和聚碳酸亚内酯纤维的直径以及它们的比例可

控制药物的缓释时间，下一步将ChABC和 cAMP组织

工程支架应用于大白鼠的动物实验中，具体验证药物

缓释的时间与大白鼠中枢神经损伤后修复的时间的最

佳对应关系，分析其对中枢神经损伤后治疗修复的优

势，为中枢神经损伤的修复开辟新的治疗途径。
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联合检测可用于评估TIA进展ACI具有重要的参考价

值，对降低缺血性脑卒中发生率具有重要意义。未来

研究应进一步扩大样本容量、并纳入规范化治疗方案，

以便更好评估TIA进展缺血性脑卒中的风险。
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