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羧甲基壳聚糖促进小鼠皮肤毛囊再生修复的组织形态学研究 *
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摘要 目的：观察羧甲基壳聚糖(CMC)促进小鼠皮肤毛囊再生修复的组织形态学结构变化，并与新生小鼠皮肤毛囊的组织形态学

结构对比。方法：通过切除皮肤组织建立小鼠背部皮肤组织全层缺损模型，随机分为 4组：CMC组、清得佳组、生理盐水组与空白

对照组，除空白对照组外其余 3组每天分别连续给药，第 21天处死；为评估造模后小鼠皮肤毛囊组织的再生修复程度，另取新生

小鼠 36只，每日处死 3只；应用 Image J技术观察并测量各组小鼠皮肤组织创面修复率；HE染色后光镜下观察新生小鼠皮肤组

织厚度、毛囊及“腺泡样”结构数量；对比分析各组小鼠模型第 21天和新生小鼠皮肤毛囊的组织形态学结构。结果：第 3天和 17

天各组小鼠模型皮肤创面再生修复率：CMC组为 33.07± 9.52%和 96.75± 2.11%，清得佳组为 24.18± 6.14%和 92.22± 0.62%，生

理盐水组为 21.06± 11.59%和 87.38± 2.79%，空白对照组为 8.66± 2.27%和 85.15± 1.34%；采用线性模型重复度量方差分析法，对

CMC组与清得佳组、生理盐水组和空白对照组小鼠皮肤创面第 17天再生修复率比较存在显著性差异（F=11.970，17.666，8.828，

P＜0.05）。新生小鼠皮肤厚度、毛囊及“腺泡样”结构数量随小鼠日龄增长而增加（r=0.983，0.922，P＜0.05）。与新生小鼠皮肤毛囊

的组织形态学结构相比，第 21天 CMC组、清得佳组、生理盐水组及空白对照组小鼠模型皮肤组织再生修复程度分别相当于新生

小鼠皮肤毛囊发育后期、中期、初期及瘢痕组织。结论：CMC具有促进皮肤毛囊组织形态学结构再生修复的重要作用。
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Study of the Effect of Carboxymethyl Chitosan in Promoting the
Regeneration of Mice Skin Hair Follicle with the Tissue Morphology*

To observe the effect of the carboxymethyl chitosan (CMC) in promoting the regenerative repair of mice

skin hair follicle and compare with the tissue morphology of newborn mice skin. First to establish the mice model of full-thick-

ness skin defects. Then the mice models were divided into 4 groups: CMC group, Qing dejia group, NaCl group, and the blank Control

group. There were 10 mice in each group. Except the mice in blank Control group, medicines were given to the mice in the other three

groups accordingly until 21 day. Thirty-six newborn mice were also included into the study. The repair rate of the mice model with skin

hair follicle and the development of the newborn mice skin were measured with the Image J technique. The development of the skin hair

follicle was observed with HE staining technique. The regeneration repaired morphological structures of the mice models executed in the

21 day in the four groups were compared with the skin tissue morphology of newborn mice. The regenerative repair rates of the

skin defect at 3 and 17 day were 33.07± 9.52% and 96.75± 2.11% in CMC group, 24.18± 6.14% and 92.22± 0.62% in Qingdejia group,

21.06± 11.59% and 87.38± 2.79% in NaCl group, and 8.66± 2.27% and 85.15± 1.34% in blank Control group respectively. Compar-

ing the rates in CMC group with those in the other three groups respectively, significant differences were found（F=11.970, 17.666, 8.828,

P＜0.05）. The development of skin thickness and the hair follicle number increase with the growth day age of newborn mice（r=0.983,

0.922, P＜0.05）. Compared with the skin tissue morphology of newborn mice, the structure of the regeneration repaired skin at 21 day in

CMC group, Qingdejia group, NaCL group and blank Control group equalized the late-stage of development, the mid-stage of develop-

ment, the early-stage of development and the stage of scar respectively. CMC may play an important role in promoting skin

regenerative repair.
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前言

皮肤组织全层缺损后的再生修复不仅是创面的完全覆盖，

而且还包含皮肤附属器及其生理功能[1]。然而，在皮肤附属器

中，唯有毛囊可循环再生修复，而皮脂腺、汗腺、色素和神经等

均不能再生修复[2]。因此，在皮肤组织再生修复中，毛囊的组织

形态学结构成为目前唯一可作为皮肤组织再生修复后质量评

估的重要指标[3]。羧甲基壳聚糖(Carboxymethyl chitosan，CMC)

具有良好的水溶性和生物活性，可显著促进成纤维细胞增殖，

有利于皮肤组织的再生修复，从而抑制疤痕增生，改善新生皮

肤组织表观，增强再生修复后皮肤组织的抗张力度，提高皮肤

组织形态学结构的再生修复质量[4]。本研究通过揭示新生小鼠

皮肤毛囊发育的组织形态学演变过程，并据此分期作为小鼠皮

肤组织再生修复的参照物和评价指标，旨在探讨 CMC促进小

鼠皮肤毛囊再生修复过程，评估小鼠皮肤毛囊再生修复的组织

形态学结构，为进一步研究小鼠皮肤毛囊再生修复的组织形态

学调控机制，提供重要的理论基础和实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选择 6~8W性成熟 SPF级 KM小鼠 76只，重约 25~30 g/

只。将 5%水合氯醛 0.1 mL/kg分布注入 40只小鼠腹腔内，麻

醉成功后，固定小鼠脱去背部皮毛，圆形标记，消毒皮肤，切剪

圆形皮肤组织全层，深达筋膜，避免损伤肌层，制造直径约 2.0

cm的圆形皮肤组织全层缺损模型。将小鼠分为每笼 5只进行

适应性喂养 2~3 d，食用固体饲料，室温保持在 20~25℃，相对

湿度为 45%~52%。将 36只 KM雌雄小鼠按 2:1比例合笼，并

给予标准动物饲料喂养。雌雄小鼠交配后，翌日雌性小鼠见阴

道有白色栓即判定为妊娠第 1 d，并立即将雌鼠分笼单独饲养

19~21 d至分娩。从小鼠出生当天开始采集标本至第 12 d，每天

处死 3只，分别编号。本实验严格遵循实验动物福利伦理原则。

1.2 实验方法

将 40只 KM小鼠随机分为 4组：CMC组（造模 + CMC，

n=10），将 CMC粉剂（中国海洋大学）加 0.9%氯化钠溶液配置

成 10%CMC凝胶；清得佳组（造模 +清得佳，n=10），清得佳凝

胶（英国施乐辉药业公司）；生理盐水组（造模 +生理盐水，

n=10），0.9%氯化钠溶液（青岛华仁药业股份有限公司）；空白

对照组（造模，n=10）。按 0.1 mL/cm2给药，皮肤组织缺损处均匀

涂抹创面，早晚各 1次，连续 21 d。分别于术后第 1~17天观察

创面愈合状态并拍照记录。第 21天将 40只小鼠全部予以处死

取材，编号标记。将 36只已被处死的新生小鼠切取其背部皮肤

组织及 40只小鼠再生修复后的皮肤组织标本用 10%福尔马林

固定，石蜡包埋，切片厚 4 滋m，HE染色，光学显微镜下放大
100~200倍观察。

1.3 观察与测量

观察新生小鼠第 1~12天皮肤颜色、皱褶、透明度、毛发生

长等变化；观察小鼠和新生小鼠皮肤毛囊的组织形态结构，并

摄像记录；随机选择 3个不同视野观察统计毛囊及“腺泡样”结

构数量；对比分析小鼠模型第 21天和新生小鼠皮肤毛囊的组

织形态学结构。采用 Image J技术测量 36只新生小鼠皮肤发育

厚度，取其平均值，单位：滋m；根据均值计算 3只新生小鼠皮肤

厚度均值及标准差，连续测量 12天。应用 Image J技术测量 40

只小鼠皮肤造模后第 1、3、5、7、9、11、13、15、17天伤口面积，计

算创面修复率 =100×（0天缺损面积 -n天缺损面积）/0天缺损

面积[5]。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 18.0统计学软件进行统计学分析。计量资料用

均数土标准差，以 x± s表示，计数资料采用率表示，各组小鼠

创面修复率比较采用线性模型重复度量方差分析，新生小鼠日

龄与皮肤厚度及毛囊发育的相关性，采用 Pearson法直线回归

分析，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 新生小鼠皮肤组织发育厚度的演变过程

新生小鼠出生天数与皮肤组织发育厚度的关系见表 1。小

鼠出生后当天皮肤组织最薄仅为 405.37± 26.6 滋m，颜色呈肉
红色，有细纹皱褶，松弛，菲薄，透明度较高；第 2天皮肤组织透

明度明显下降，皮肤组织增厚，皱褶变浅；第 3天皮肤组织颜色

变浅，松弛度下降，透明度继续下降；第 4天皮肤组织颜色、松

弛度及透明度均无明显变化；第 5~7天皮肤组织厚度生长速度

明显加快，皮肤组织颜色变浅，皱褶数量减少、凹陷变浅趋于平

坦；第 7天皮肤组织厚度达峰值 2369.57± 34.06 滋m（图 1）；第

8~9天皮肤组织再次变薄，呈粉红色；第 10~12天皮肤组织厚

度增厚，并趋向稳定，表面见白色毛发生长（图 2-5）。由图 6表

明：皮肤组织发育厚度随新生小鼠日龄增长而逐渐增厚，其演

变过程为相互依存的正相关性，所有散点均呈直线性上升趋势

（r=0.922，P＜0.001）。

2.2 新生小鼠皮肤毛囊发育的组织形态学及其分期

新生小鼠皮肤毛囊发育的组织形态学演变过程：由基板毛

球（hair bulb，HB）形成到毛干(hair shaft，HS)长出，并在表皮层

形成完整肉眼可见的毛发。本研究根据新生小鼠皮肤毛囊发育

的组织形态学特点，并参考 Ralf Paus分期标准[6]，将其分为 4

期（图 7）。皮肤毛囊发育初期（1~4天）：第 1天，皮下表皮角质

细胞表皮的基底和位于基底层上方的细胞层可观察到少许形

态结构不完整，边界清晰的“核样”聚集结构，即基板毛球；第 2

天，真皮成纤维细胞数量增多，并接近表皮厚度，密集上皮细胞

与间叶细胞交互，基板角质细胞从表皮基底膜下移，形成毛乳

头(dermal papilla，DP)，并观察到少许“腺泡样”结构；第 3天，毛

胚芽发育成更加突出和扩大，上皮细胞增殖，在真皮基底层表

皮角质细胞形成膨大的毛球，并出现真皮根鞘，真皮深层及皮

下组织为脂肪组织及胶原纤维和弹性纤维交织排列；第 4天，

形成更多膨大的毛球，毛乳头呈球形，真皮根鞘覆盖整个真皮
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层。皮肤毛囊发育中期（5~7天）：第 5天，毛囊生长速度加快，

毛球增大的近端部分突出，内根鞘(inner root sheath，IRS)在毛

乳头周围形成毛发矩阵；第 6天，毛球增多，真皮内根鞘伸入表

皮层形成毛根，真皮根鞘分化形成外根鞘 (outer root sheath，

ORS)，可见黑色素颗粒形成，椭圆形毛乳头松散一致性，形成

完全封闭的毛发矩阵，“腺泡样”结构明显增多，可见个别毛干；

第 7天，毛乳头继续变薄、变细、变长，内根鞘延伸到深层。皮肤

毛囊发育后期（8~9天）：第 8~9天，毛乳头几乎完全被毛母质

所包围，毛管、毛干逐渐形成，毛干顶端通过毛管长出内根鞘，

内根鞘进入毛发深层，形成更多毛根。皮肤毛囊发育成熟期

（10~12天）：毛干生长最长，深达皮下组织真皮层，毛干通过毛

管向上生长并穿过表皮层形成肉眼可见的完整毛发。表明第

10天，新生小鼠皮肤毛囊发育进入成熟期，并趋向稳定。

Born of Days No.1 Skin Thickness (滋m) No.2SkinThickness (滋m) No.3 Skin Thickness (滋m) Average Skin Thickness (滋m)

1 389.90 383.40 442.80 405.37± 26.60

2 945.30 947.80 888.20 927.11± 27.25

3 843.60 797.30 782.47 807.79± 26.04

4 777.75 813.66 624.40 738.60± 82.07

5 1502.63 1394.10 1430.95 1442.56± 45.06

6 1741.20 1635.89 1695.10 1690.73± 43.10

7 2403.59 2323.02 2382.10 2369.57± 34.06

8 1685.27 1695.50 1849.34 1743.37± 75.05

9 2003.45 1996.78 1960.98 1987.07± 18.65

10 2186.55 2059.40 2097.64 2114.53± 53.26

11 2291.33 2423.10 2377.15 2363.86± 54.61

12 2436.70 2373.84 2387.45 2399.33± 27.00

表 1 新生小鼠出生天数与皮肤组织发育厚度的关系(x± s)

Table 1 Relations between newborn mice born days thickness of skin tissue development(x± s)

图 1 新生小鼠第 1 d和第 7 d皮肤组织发育的厚度变化（HE× 100）

Fig.1 The thickness change in the skin tissue development of newborn mice on 1 d and 7 d (HE× 100)

图 2 CMC组创面修复状态：第 1天→第 7天→第 14天

Fig.2 Wound repair in CMC group 1 d→7 d→14 d
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2.3 新生小鼠皮肤发育的毛囊数量变化

新生小鼠皮肤毛囊由杆状毛根及其末端膨大毛球组成。本

研究将具有杆状毛根结构的附属器计数为毛囊，而其余尚不能

确定为毛囊结构统称“腺泡样”结构，如球状、空泡、囊泡状结构

等。“腺泡样”结构为皮肤组织发育过程中皮肤附属器，如毛囊、

皮脂腺、汗腺等。新生小鼠第 1~12天，毛囊及“腺泡样”结构数

量均逐日增加（表 2），由图 8表明：皮肤毛囊及“腺泡样”结构

数量随新生小鼠日龄增长而增多，与皮肤组织厚度基本一致，

是一种相互依存的正相关，所有散点均呈直线性上升趋势（r=0.

983，P＜0.001）。第 1天，仅观察到少许边界清晰“腺泡样”聚集

结构，即基板毛球，毛根尚未发育；第 2天，开始出现毛囊，毛囊

发育早期与中期比较，毛囊及“腺泡样”结构数量均迅速增多。

图 3 清得佳组创面修复状态：第 1天→第 7天→第 14天

Fig.3 Wound repair in QDJ group: 1 d→7 d→14 d

图 4 生理盐水组创面修复状态：第 1天→第 7天→第 14天

Fig.4 Wound repair in NaCl group: 1 d→7 d→14 d

图 5 空白对照组创面修复状态：第 1天→第 7天→第 14天

Fig.5 Wound repair in blank control group: 1 d→7 d→14 d

图 6 新生小鼠日龄与皮肤组织发育厚度的散点图

Fig.6 Scatter plot of newborn mouse day age and the thickness of skin

tissue development
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Annotation: The data for every 3 mice skin biopsy under random three mirror view of hair follicle mean (HE× 100).

表明毛囊发育中期以后（第 8天后），毛囊数量趋于相对稳定状

态，增幅不明显；但“腺泡样”结构数量在第 8天后有明显增长。

在新生小鼠皮肤毛囊发育过程中，发现“非同步”现象，即在显

微镜同一视野中，均有毛囊及“腺泡样”结构聚集区出现（图

9），表明在同一部位相邻皮肤发育进程也存在差异。

图 7 新生小鼠皮肤毛囊发育的组织形态学分期（A.毛囊发育初期，B.毛囊发育中期，C.毛囊发育后期，D.毛囊发育成熟期，HE× 200）

Fig.7 Hair follicle development stage of newborn mouse skin tissue morphology ( a. the earlier stage of hair follicles development, b.the middle stage of

hair follicles development c. the later stage of hair follicles development, d. hair follicle maturation, HE× 200)

表 2 新生小鼠出生天数与皮肤毛囊发育数量的关系

Table 2 Relations in the number between newborn mouse born days and skin hair follicle growth

Born of Days Hair Follicle Number (a) "“acnius-like”" (a)
Hair Follicles and the Total Number

of "“acnius-like”" (a)

1 0 7 7

2 5 13 18

3 6 15 21

4 8 19 27

5 17 12 29

6 17 16 33

7 17 22 39

8 14 28 42

9 24 16 40

10 27 23 50

11 23 27 50

12 29 30 59

图 8 新生小鼠出生天数与毛囊发育数量的散点图

Fig.8 Scatter plot in the number between newborn mouse born days and

hair follicle growth

2.4 各组小鼠皮肤组织造模创面再生修复率的对比

各组小鼠造模后不同天数的皮肤创面再生修复率的对比

见表 3。每日给造模后各组小鼠拍照，应用 Image J测量小鼠皮

肤创面面积，并计算创面再生修复率。给药第 1~2天，皮肤创面

缩小不明显；第 3天，皮肤创面再生修复速度明显加快，以

CMC组最显著，再生修复率高达 33.07± 9.52%；其次为清得佳

组 24.18± 6.14%和生理盐水组 21.06± 11.59%，空白对照组最

差，仅为 8.66± 2.27%。第 17天，皮肤创面再生修复率达峰值，

CMC组高达 96.75± 2.11%，清得佳组 92.22± 0.62%，生理盐水

组 87.38± 2.79%和空白对照组 85.15± 1.34%（图 10）。采用线

性模型重复度量方差分析法，对 CMC组与清得佳组、生理盐

水组和空白对照组的小鼠皮肤创面再生修复率比较存在显著

性差异（F=11.970，17.666，8.828，P=0.006，0.003，0.000）。

2.5 各组小鼠皮肤再生修复的组织形态学结构

在各组小鼠皮肤再生修复过程中，CMC组可见皮肤组织

缺损处被新生的肉芽组织所填充，新生肉芽组织中见大量胶原

纤维细胞，排列整齐有序，新生毛细血管明显增多，相互交织呈

网状，新生皮肤组织为菲薄的上皮组织，肉芽组织呈红色，不断
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图 10 各组小鼠皮肤造模不同天数再生修复率比较

Fig.10 Compare with groups of mice made die cut back skin repair rate of

different number of days

Annotation: CMC: Carboxymethyl chitosan; QDJ: Qing Dejia

图 9 新生小鼠出生后第 5天毛囊及“腺泡样”结构出现“非同步”现象（HE× 50）

Fig.9 Asynchronous "phenomenon of Hair follicles and " acinus-like "structure (born 5 d, HE× 50)

向正常结缔组织转化，并见大量毛囊及“腺泡样”结构，部分毛

囊可见完整毛干。而清得佳组新生皮肤肉芽组织中胶原纤维明

显增多，排列欠有序，稍显紊乱，毛细血管增多，相互交织呈网

状，可见较多毛囊及“腺泡样”结构，但毛干不完整，中心处有少

许瘢痕组织形成。生理盐水组和空白对照组，新生皮肤肉芽组

织中胶原纤维不多，排列无序、杂乱，毛细血管稀少，多为纤维

组织增生及瘢痕组织形成，仅见少许“腺泡样”结构。空白对照

组则仅见极少“腺泡样”结构，多为瘢痕组织。第 17天各组小鼠

皮肤再生修复的组织形态学结构见图 11。本研究结果表明：

CMC促进小鼠皮肤再生修复过程从皮肤创缘开始，向中心爬

行延伸并完全覆盖形成表皮层，新生毛细血管减少，大量胶原

纤维组织增殖沉积，最外缘出现新生皮肤毛囊等附属结构，但

真皮层仍有炎性细胞浸润，再生修复期为 20天。表明 CMC在

促进小鼠皮肤再生修复过程中发挥重要作用。

表 3 各组小鼠皮肤造模后不同天数创面再生修复率(x± s，%）

Table 3 Groups of mice made die cut back skin repair rate of different number of days(x± s，%)

Time（days） CMC Group QDJ Group NaCL Group Blank Control Group

1 - - - -

3 33.07± 9.52 24.18± 6.14 21.06± 11.59 8.66± 2.27

5 47.04± 4.71 54.18± 10.84 49.36± 10.24 18.15± 9.78

7 69.94± 10.78 83.76± 1.85 76.70± 7.45 59.26± 7.15

9 83.35± 7.37 87.32± 3.09 84.33± 2.18 79.99± 2.10

11 92.23± 3.52 91.08± 0.92 85.78± 4.12 83.15± 5.08

13 93.30± 2.58 91.36± 0.91 85.82± 4.93 83.74± 4.78

15 93.39± 3.36 91.64± 1.89 86.42± 4.46 84.54± 2.44

17 96.75± 2.11 92.22± 0.62 87.38± 2.79 85.15± 1.34

2.6 小鼠与新生小鼠皮肤毛囊的组织形态学对比

在小鼠皮肤再生修复过程中，皮肤组织内出现毛囊及“腺

泡样”结构，是皮肤组织再生修复高质量的重要标志[7]。随机视

野显微镜下 100倍观察小鼠皮肤再生修复后毛囊（含“腺泡样”

结构）数量变化见表 4。CMC组毛囊数平均 34.3个，超过新生

小鼠第 6天毛囊总数 33个；结构相当于新生小鼠毛囊发育后

期。清得佳组毛囊数平均 28.1个，相当于新生小鼠第 4天毛囊

总数 28个；在结构上不够成熟，相当于新生小鼠皮肤毛囊发育

中期。而生理盐水组毛囊数平均 8个，相当于新生小鼠皮肤毛

囊发育初期；空白对照组毛囊数平均 1.3个，基本为瘢痕组织

（图 12）。由此可见，CMC对小鼠皮肤组织再生修复具有重要

的促进作用（图 13）。

3 讨论

3.1 新生小鼠皮肤毛囊发育的演变规律

新生小鼠皮肤发育厚度与表皮和真皮组织结构密度相关。
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Annotation: number of skin hair follicle(a); CMC: Carboxymethyl chitosan; QDJ: Qing Dejia.

Annotation: CMC: Carboxymethyl chitosan; QDJ: Qing Dejia;NS: NaCL;

Bc: Blank control

图 12 各组小鼠皮肤再生修复后的毛囊数量变化

Fig.12 Groups of mice skin repair reshape the number of follicles

图 11 第 17天各组小鼠皮肤再生修复的毛囊组织形态学结构(a.CMC组，b.清得佳组，c生理盐水组，d.空白对照组，HE× 100）

Fig.11 Morphological structure of remodeling mouse skin and hair follicles on 17 d (a.CMC group, b.QDJ group, c. NaCl group, d. Blank control group

HE× 100)

表 4 小鼠第 21天皮肤毛囊再生修复的数量变化（个）

Table 4 Changes in the number of skin hair follicle regeneration repaired in mice 21 days (a)

Mice numbering CMC Group QDJ Group NaCl Group Blank Control Group

1 45 23 10 2

2 35 40 8 0

3 45 41 5 3

4 20 25 12 1

5 25 53 6 0

6 47 20 9 0

7 48 15 11 2

8 13 8 4 0

9 30 25 6 2

10 35 31 9 3

Mean 34.3 28.1 8 1.3

表皮由角质层、透明层、颗粒层、棘层和基底层等复层上皮组

成。真皮位于表皮下，由致密的结缔组织构成，分为乳头层和网

状层，乳头层与表皮相连形成的圆锥状隆起为真皮毛乳头。毛

囊发育进程依赖表皮上皮细胞与真皮间叶细胞共同组成毛乳

头细胞相互作用结果。小鼠皮肤毛囊发育在起源于胚胎期外胚

层，而真皮基底层则起源于中胚层，表皮与真皮之间复杂交互，

促进毛球真皮层的内层上皮组织和外层结缔组织所包裹的一

团间充质细胞构成毛乳头[8-10]。毛乳头是毛囊发育最重要的组

成部分，毛乳头细胞与上皮细胞通过Wnt、TGF-茁、Notch等多
重信号传导通路的精准调控，而促进毛囊发育和自我更新的周

期性生长[11]。由于皮肤毛囊发育过程极为复杂，除小鼠本身因

素外，还受取材、造模、染色等研究方法因素的影响，从而导致

研究结果存在较大差异[12]。因此，小鼠皮肤毛囊发育的自我更

新和周期性生长机制，迄今尚不十分清楚，也是影响该研究发

展的瓶颈[13]。Ralf Paus等[6]在对小鼠皮肤毛囊发育的组织形态

学研究中，认为毛囊发育周期性变化的传播波可能起源于小鼠

背部皮肤，为研究小鼠皮肤取材部位提供依据。本研究通过分

析新生小鼠第 1~12天皮肤毛囊发育的组织形态学演变规律，

发现皮肤发育厚度与毛囊数量和结构均随新生小鼠日龄增长

而增加完善，此外，我们还首次观察到“腺泡样”结构逐渐发育

成毛囊或其他结构。其演变规律是一种相互依存的正相关，且

存在同步性和非同步性。因此，掌握新生小鼠皮肤毛囊发育的

组织形态学的演变过程和规律，为进一步研究小鼠皮肤组织修

复重塑的分子调控机制和信号传导通路奠定基础。

3.2 新生小鼠皮肤毛囊发育的组织形态学分期意义

修复后的皮肤组织内不含有毛囊结构均被视为皮肤创面

覆盖的假性愈合，而非真正意义上的皮肤组织形态学和功能恢
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图 13 CMC组(a)\清得佳组(b)和生理盐水组(c)第 21d毛囊结构（HE× 100）

Fig.13 Hair follicles in CMC(a) and QDJ(b) and NaCL(c) groups on 21 d (HE× 100)

复[14]。毛囊附着处内根鞘对刺激真皮毛乳头和真皮鞘细胞诱导

毛囊上皮细胞分化，真皮鞘细胞是毛乳头细胞的前体细胞，具有

“免疫豁免”特性，毛乳头细胞是维持毛囊再生的功能细胞[15]。

本研究新生小鼠第 4天毛囊发育完全，真皮根鞘覆盖整个真皮

层，第 5~7天皮肤毛囊发育速度明显加快，第 7天皮肤厚度和

毛囊数量达峰值。与Weinberg等[16]小鼠出生后第 4天毛囊发

育完全的研究结果一致。与张俊霞等[17]研究小鼠出生后第 7天

皮肤毛囊发育进入快速生长期，毛囊数量显著增多，与王博等
[18]研究新生小鼠第 7天皮肤毛囊发育达最峰的结果基本一致。

Ralf Paus等[6]对 C57 BL/6 J小鼠毛囊发育描述的非常详细，并

将其过程分为 9期，认为新生小鼠毛囊发育时空定位直接关系

到毛发生长周期。Ralf Paus分期对研究 C57 BL/6 J小鼠毛囊发

育的组织形态学非常有价值，但分期复杂，且不太适宜 KM小

鼠皮肤毛囊发育的组织形态学分期。本研究参考Ralf Paus分期

标准，并结合 KM小鼠皮肤毛囊发育过程的不同时段所形成的

结构特点，分为 4期：早期（1~4天）与 Ralf Paus第 0~3期基本

一致。中期（5~7天）是真皮毛乳头的发育矩阵源和循环传播

地，相当于 Ralf Paus第 4~6期。后期（8~9天）与 Ralf Paus第 7

期相对应。成熟期（10~12天）毛干通过毛管向上生长并穿过表

皮层形成肉眼可见完整浓密的毛发，标志着毛囊发育进入成熟

期，即 Ralf Paus第 8期。本研究尝试将 KM小鼠皮肤分为毛囊

发育早期、中期、后期和成熟期，虽然本分期不够成熟和完善，

但却囊括了皮肤毛囊发育的全过程，且方法简单，容易识别，便

于记忆、较为实用，可作为评价 KM小鼠皮肤再生修复的组织

形态学结构重要指标。

3.3 羧甲基壳聚糖促进小鼠皮肤再生修复的组织形态学结构

皮肤创面再生修复是一个极为复杂的连续动态的病理生

理过程。涉及到出血、凝血、渗出、吸收、炎症反应、细胞迁移增

殖分化，毛细血管再生、再上皮化，细胞外基质合成、沉积和组

织重塑等一系列繁杂而协调的生理生化过程[19]。CMC系纯天

然、无毒、无刺激、无致敏、无免疫原，生物相容性好、可生物降

解等生物活性；CMC带有正电荷，可与带有负电荷细胞表面的

神经氨基酸残基受体相互作用，可促进血小板发生凝集，导致

血液凝固，因而具有很强凝血功效；可促进纤维蛋白形成，通过

急性炎性反应，吸引大量多核细胞和巨噬细胞清除组织碎片和

血凝块；可促进皮肤成纤维细胞及表皮角质形成细胞增殖和再

生、纤维细胞迁移和肉芽组织形成，从而促进受损组织再生修

复与结构重塑；可抑制 I型胶原纤维分泌，可有效抑制瘢痕形

成，具有促进正常皮肤成纤维细胞生长和抑制瘢痕纤维形成的

双重生物活性；具有广谱抗菌作用和抗感染功效，可有效防治

细菌侵入创面而引起感染，有利于皮肤再生修复[20-23]。本研究结

果：CMC组第 21天小鼠皮肤再生修复的组织内毛囊数量与第

6天新生小鼠相同，结构相当于新生小鼠毛囊发育后期。表明

CMC促进小鼠皮肤毛囊再生修复与新生小鼠皮肤毛囊高度契

合，对重塑小鼠皮肤毛囊的组织形态学结构具有重要促进作用。

3.4 羧甲基壳聚糖促进小鼠皮肤再生修复的应用价值

CMC促进成纤维细胞增殖是修复皮肤的关键细胞，但其

机制至今仍未完全明了。Gho等[24]研究表明 CMC可在伤口处

形成聚电复合物，与血清中肝素或血小板源生长因子结合，保

护其免受酶降解，从而间接刺激成纤维细胞增殖。此外，还可刺

激巨噬细胞吞噬伤口处的外源物，同时释放成纤维细胞生长因

子(fibroblast growth factor，FGF)、表皮细胞生长因子(epidermal

cell growth factor，ECGF)、转化生长因子 (transforming growth

factor -茁1，TGF-茁)、血小板源生长因子(platelet-derived growth

factor，PDGF) 和胰岛素样生长因子 (insulin-like growth factor，

IGF)等一系列生化因子，调节细胞间基质的生成，促进毛细血

管形成，成纤维细胞增殖分化和细胞基质沉积；生长因子可诱

导细胞的脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid，DNA）合成和细

胞分裂[25,26]。残存自体活性细胞通过生物学信号通路导入再生

轨道，在生长因子等生物活性物质调节下，刺激同类细胞或同

一胚层发育成纤维细胞、脂肪细胞和黑色素细胞等修复细胞增

殖、迁移与分化状态，如：IGF与胰岛素样生长因子结合蛋白

(insulin-like growth factor binding proteins，IGFBP) 刺激趋化修

复细胞分裂增殖，再上皮化和肉芽组织形成；IGFBP作为 ECM

金属锌离子蛋白酶(matrix metallo proteinases，MMP)底物激活

后参与胶原基质降解，促进组织形态学修复，瘢痕组织形成；血

管内皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)

促进血管内皮细胞增殖、迁移和血管化；肿瘤坏死因子(tumor

necrosis factor，TNF)和白介素 -6(interleukin-6，IL-6)可刺激成纤

维细胞增殖及胶原合成，TNF还能刺激血管再生，从而完成皮

肤再生修复过程[27]。由于 CMC具有独特三维结构，为细胞迁移

和增殖，新生毛细血管形成，细胞间基质降解重组提供了适宜

的空间和微环境，有利于促炎症因子分泌[28]。本研究第 1~2天

各组小鼠皮肤造模处于再生修复早期，诱导大量炎症细胞渗
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出。第 3天在巨噬细胞刺激引导下，成纤维细胞迅速进入创面，

并通过合成结构蛋白和分泌细胞因子加速受伤组织修复。第

5~6天创面大量肉芽组织形成，肌纤维母细胞增生活跃，牵拉

伤口沿其边缘及其基底部向中心延伸、爬行和迁移，创缘皮肤

组织逐渐再生。第 17天造模创面再生修复率均达峰值，成纤维

细胞迁移和增殖，新生毛细血管形成，细胞间基质降解重组，从

而促进创面再生修复，其中角质形成细胞的增殖和迁移在新生

皮肤再上皮化过程扮演着至关重要角色[29]。CMC组第 3天创

面再生修复速度明显加快，再生修复率高达 33.07± 9.52%；其

次为清得佳 24.18± 6.14%和生理盐水 21.06± 11.59%空白对照

最差仅为 8.66± 2.27%；第 17天创面再生修复率达峰值，CMC

高达 96.75± 2.11%，清得佳 92.22± 0.62%，生理盐水 87.38±

2.79%和空白对照 85.15± 1.34%（P＜0.05）。表明 10%CMC具

有粘稠性较大，可紧密地粘附在伤口处，且滞留较长时间，对角

质形成细胞具有良好的细胞相容性，有利于创面再生修复。第

21天 CMC促进胶原纤维组织增殖，新生毛细血管网增多，创

面完全覆盖，与 Tanimura等[30]报道结果一致。因此，CMC促进

小鼠皮肤再生修复的组织形态学结构具有较高的应用价值。

综上所述，新生小鼠皮肤发育厚度与毛囊数量和形态结构

是一种随新生小鼠日龄增长而增加完善的相互依存过程，具有

同步性和非同步性的演变规律。新生小鼠皮肤毛囊发育的组织

形态学分期，可作为评估 CMC促进小鼠皮肤组织再生修复的

重要指标。CMC对小鼠皮肤再生修复的组织形态学结构相当

于新生小鼠皮肤毛囊发育后期，具有高质量促进小鼠皮肤组织

再生修复的重要作用。
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