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组织工程再生组织或器官是近年来的一个研究

热点#而组织工程的一个核心问题是组织工程支架

的模拟)

#
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(目前有很多技术可实现组织工程支架的

制备#其中静电纺丝技术是简单'易于控制且经济的

方法)
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(在组织工程支架制备的过程中要考虑到材

料本身的降解及生物相容性问题#最为理想的材料

应具备生物相容性好'降解速度与组织再生速度相

吻合'降解产物对机体无不良影响等特点(近年来
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%两种物质引

人关注#两者都可降解#按适当比例组合可克服机械

力学性能的不足#但
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的酸性降解产物可使周

围
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值降低#导致局部炎症反应及潜在的组织恶

化)
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#体外研究已证实可通过复合
5Q

来提高周围环境的
J

Y

值)

&

*

(本研究探讨
5Q

对聚

左旋乳酸
F

共
F

.

F

己内酯
D

$

NN'FON
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C

个1皮袋2(

C

个支架包括
!

个
5Q

"

D

$

NN'FON

%和
!

个
D

$

NN'FON

%随机植入每

只大鼠不同部位#然后将皮肤用
#F"

无创缝线闭合#

术后
B*

拆除缝合线(

C$

只大鼠共植入
#E"

个

支架(

#=&

!

标本回收与处理
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病理和免疫组化染色
!

将不同时间点收集的

标本用
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低火到中火再到沸点维持
#",-2

#然后自然冷却并用

Da5
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$

J

YB=C

%冲洗
%

次(再

放入
$̀

牛血清白蛋白$

#d$""

#

5-

S

,)

%预孵育过夜#

Da5

$

"=#,/3

"

N

%冲洗&加入大鼠抗小鼠
O?&E

$

#d!""

#

'K?5+1/7+(

公司%孵育#

Ce

过夜#

Da5

冲洗&

室温 下 用 二 抗 山 羊
F

抗 鼠
A

S

[

$

#d# ?'L@

#

?+2,)1W

%孵育
$",-2

#

Da5

冲洗#用二氨基联苯胺

$

?'L@

%染色(染色后切片复染
%,-2

#蒸馏水冲洗#

脱水并用中性树胶盖片(

UX'D

染色时#切片用

!=$̀

戊二醛
Ce

固定
B,-2

#蒸馏水冲洗(配制含

"=#,/3

"

N

醋酸盐缓冲液
#E,N

'六偶氮副品红
#,N

'

萘酚
'5FaA

磷酸酯
!",

S

'

>F

二甲基甲酰胺
#,N

'酒

石酸钾钠
"=!E!

S

的混合溶液#调
J

Y

值为
$="

(切片

在上述溶液
%Be

孵育
$",-2

(双蒸水清洗
#

次#用苏

木精复染细胞核#甘油明胶封片#显微镜下观察(

#=E

!

炎症因子基因表达的检测
!

参照文献)

B

*#利

用
UXAb/3X+)

S

+27

$

j-)

S

+2

#

>+7P+13)2*;

%

X>'

从

含有支架的组织提取
X>'

(对照组取自植入部位

较远的皮下组织#进行定量
DOX

测定(评估
.E@#

$

'

>FD@

$

'

>5D@

!

及
.E@#"

基因表达情况#并以看家基

因
$

@&+"0,

作参照)

E

*

#

XUFDOX

引物由
D1-,+1D1+,-F

+1$=$

软件设计#各引物序列见表
#

(每个标本的相

对表达量用
!

f

$$

O7计算(

O7

值定义为每个反应管内

的荧光信号达设定的阈值时所经历的循环数(每个

标本重复测量
%

次进行分析(

表
A

!

不同基因
P>#

引物序列

E-7A

!

P>#

5

("2)(/)

Z

+)0:)/318"11)()0.

*

)0)/

>),+ $_F%_ %_F$_

>5D@

!

'OUOOO'[''''[O''[O'' O['[O'[[''U['[''['[[

.E@#

$

OU[U['OUO[U[[['U['U[ [[['UUUU[UO[UU[OUU[U

>FD@

$

'U'O[OOU['[U[[OU[UOU U[[['OU['UOOO'UU['UU

.E@#" ''U''OU[O'OOO'OUUOOO O''OOO''[U''OOOUU'''[UO

$

@&+"0, UUO''O'OOOO'[OO'U[U U[U[[U'O['OO'['[[O'U'O

#=I

!

统计学处理
!

采用
5D55!#="

$

Aa6 O/1

J

#

95'

%统计软件进行方差分析#数据采用
%

4h(

形式

表示(检验水准$

%

%为
"="$

(

&

!

结
!

果

!=#

!

支架特征及表面形貌变化
!

如图
#

所示#两种

支架降解前的形貌均显示为均匀一致的纤维$图

#'

'

#?

%#

D

$

NN'FON

%支架直径为$

CC%h%!

%

2,

#

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架直径为$

%E&h$C

%

2,

(植入皮

下
#

个月及
%

个月后#两种支架轻微肿胀#并有大量

纤维组织长入$图
#a

'

#O

'

#R

'

#Q

%(

!=!

!

支架植入后标本大体观察
!

标本植入后隔天

碘伏消毒#伤口表面无溃烂'红肿(分别于植入后
#

周'

#

个月'

%

个月及
&

个月时取出标本进行组织反

应评估(由图
!

可见#两种支架都能大体保持其结

构#无明显感染迹象(

!=%

!

支架植入皮下标本病理观察
!

两种支架皮下

植入
#

个月'

%

个月和
&

个月后的
YFR

染色结果显

示#在支架界面可看到大量的多核细胞$图
%

%(植

入
%

个月后#

D

$

NN'FON

%支架明显肿胀$图
%a

%#而

5Q

"

D

$

NN'FON

%只轻微肿胀$图
%R

%(植入
&

个月

后#

D

$

NN'FON

%支架已支离破碎$图
%O

%#而

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架大体保持其结构$图
%Q

%(

!=C

!

支架植入后宿主组织反应
!

两种支架在植入

#

个月$图
C'

'

C?

%及
%

个月$图
Ca

'

CR

%后#在同一

时间点
D

$

NN'FON

%支架的
O?&E

阳性表达多于

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架(图
CO

'

CQ

显示
UX'D

阳性

表达情况#可以看出在支架植入
%

个月后#

D

$

NN'F

ON

%支架有较多的阳性表达(

+

!"$

+
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己内酯电纺丝支架体内降解及生物相容性的作用

图
A

!

支架植入前后平面或断面扫描电镜图

C"

*

A

!

H:-00"0

*

),):.(302":(3/:3

54

%

HB!

&

/+(1-:)-08:(3//$/):."30-,"2-

*

)/31/:-113,8/7)13()-08-1.)("2

5

,-0.-."30

'FO

!

D

$

NN'FON

%&

?FQ

!

5Q

"

D

$

NN'FON

%&

'

#

?

!

Y/1-b/27)3;+(7-/2;/4;()44/3*;K+4/1+-,

J

3)27)7-/2

&

a

#

R

!

O1/;;;+(7-/2/4

;()44/3*;#,/27P)47+1-,

J

3)27)7-/2

&

O

#

Q

!

O1/;;;+(7-/2/4;()44/3*;%,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2=D

$

NN'FON

%!

D/3

8

$

NF3)(7-(F

(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%&

5Q

"

D

$

NN'FON

%!

5-3W4-K1/-2

"

J

/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%

=5()3+K)1;

!

#"="

#

,

图
&

!

两种支架植入大鼠皮下各时间点标本大体观察

C"

*

&

!

S(3//1"08"0

*

/31.@3.

45

)/31/:-113,8/-1.)(/+7:+.-0)3+/"2

5

,-0.-."30-.6-("3+/."2)

5

3"0./

'F?

!

D

$

NN'FON

%&

RFY

!

5Q

"

D

$

NN'FON

%&

'

#

R

!

#FV++W)47+1-,

J

3)27)7-/2

&

a

#

Q

!

#,/27P)47+1-,

J

3)27)7-/2

&

O

#

[

!

%,/27P;

)47+1-,

J

3)27)7-/2

&

?

#

Y

!

&,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2=D

$

NN'FON

%!

D/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%&

5Q

"

D

$

NN'FON

%!

5-3W

4-K1/-2

"

J

/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%

!=$

!

炎症因子基因表达
!

两种不同纳米纤维支架

植入大鼠皮下#于植入后
#

周'

#

个月'

!

个月'

%

个

月及
&

个月连带周围部分软组织取出#测定炎症基

因
.E@#

$

'

.E@#

$

'

>5D@

!

和
.E@#"

的相对表达(由

图
$

可以看出#纳米纤维支架
5Q

"

D

$

NN'FON

%有较

少的炎症基因表达(在两种支架植入
#

周时#

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架组
>5D@

!

及
.E@#"

相对表达较少

$

-

$

"="$

%&在植入
#

个月时#

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架

组
>5D@

!

'

.E@#

$

及
.E@#"

相 对 表 达 较 少

$

-

$

"="$

%&在植入
!

个月时#

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架

组
>5D@

!

'

.E@#"

相对表达较少$

-

$

"="$

%&在植入

%

个月时#

5Q

"

D

$

NN'FON

%支架组
>FD@

$

相对表达

较少$

-

$

"="$

%&在植入
&

个月时#

5Q

"

D

$

NN'FON

%

支架组
.E@#

$

及
>FD@

$

相对表达较少$

-

$

"="$

%(

+

%"$

+
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年
$

月#第
%&

卷

图
I

!

两种支架不同植入时间的降解观察%

L$B

染色&

C"

*

I

!

G)

*

(-8-."3031.@3U"08/31/:-113,8/-1.)(/+7:+.-0)3+/"2

5

,-0.-."30-.6-("3+/."2)

5

3"0./

%

L$B/.-"0"0

*

&

'FO

!

D

$

NN'FON

%&

?FQ

!

5Q

"

D

$

NN'FON

%&

'

#

?

!

#,/27P)47+1-,

J

3)27)7-/2

&

a

#

R

!

%,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2

&

O

#

Q

!

&

,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2=D

$

NN'FON

%!

D/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%&

5Q

"

D

$

NN'FON

%!

5-3W4-K1/-2

"

J

/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F

()

J

1/3)(7/2+

%

=UP+1+,2)27;()44/3*-;-2*-()7+*);

1

1

2

图
%

!

两种支架植入大鼠皮下后不同时间的免疫组化结果

C"

*

%

!

D22+039"/.3:9)2":-,1"08"0

*

/31.@3U"08/31/:-113,8/-1.)(/+7:+.-0)3+/"2

5

,-0.-."30"0(-./-.6-("3+/."2)

5

3"0./

'FO

!

D

$

NN'FON

%&

?FQ

!

5Q

"

D

$

NN'FON

%&

'

#

a

#

?)2*RV+1+;7)-2+*K

8

O?&E

#

)2*O)2*QV+1+;7)-2+*K

8

UX'D=')2*

?V+1+#,/27P)47+1-,

J

3)27)7-/24/1K/7P7

8J

+;/4;()44/3*;

#

a

#

O

#

R)2*Q)1+%,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2=a3)(W)11/V;

-2*-()7+O?&E

J

/;-7-:+(+33;)2*VP-7+)11/V-2*-()7+;UX'D

J

/;-7-:+(+33;=D

$

NN'FON

%!

D/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%&

5Q

"

D

$

NN'FON

%!

5-3W4-K1/-2

"

J

/3

8

$

NF3)(7-(F(/F

.

F()

J

1/3)(7/2+

%

=UP+1+,2)27;()44/3*-;-2*-()7+*);

1

1

2

I

!

讨
!

论

理想的生物材料应具有生物相容性及可降解

性#同时能为细胞或组织的生长提供一定的力学

支持#利于组织修复)

B

*

(目前可供选择的高分子

材料可分为人工合成及天然材料#人工合成的高

分子材料如聚乳酸等力学性能较好#但缺乏可供

细胞识别的位点#且降解产物呈现酸性#不利于

组织修复(而天然材料如
5Q

一般具有较多的可

供细胞识别的位点#但其力学性能较差#两种材

料都不适合单独应用(为制备理想的组织工程

支架#一般采用人工合成及天然材料组合制备组

+

C"$

+
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F

己内酯电纺丝支架体内降解及生物相容性的作用

织工程支架(本研究结果显示#支架植入
%

个月

时#

D

$

NN'FON

%支架已分解#植入
&

个月时已支

离破碎#而
5Q

"

D

$

NN'FON

%支架仍保持其大体结

构(

D

$

NN'FON

%为人工合成经典的组织工程支

架材料来源#其降解产物呈酸性)

&

*

#这可能是
D

$

NN'FON

%组织工程支架降解较快的原因(

图
M

!

各时间点含有两种支架标本的炎症因子基因的相对表达

C"

*

M

!

D01,-22-."301-:.3(

*

)0))Q

5

()//"30"0.@3U"08/31/:-113,8/-.6-("3+/."2)

5

3"0./

A243),,)7-/2

S

+2++̂

J

1+;;-/2/4.E@#

$

#

>FD@

$

#

>5D@

!

#

)2*.E@#"V+1+,+);01+*#V++W)47+1-,

J

3)27)7-/2

$

'

%#

#,/27P

)47+1-,

J

3)27)7-/2

$

a

%#

!,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2

$

O

%#

%,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2

$

?

%#

)2*&,/27P;)47+1-,

J

3)27)7-/2

$

R

%

=?)7))1++̂

J

1+;;+*);!

f

$$

O7

=<)30+;V+1+2/1,)3-b+*7/

"

F)(7-2=

#

-

$

"="$=,g#"

#

%

4h(

!!

组织工程支架的降解及生物相容性在支架对组

织修复过程中起着至关重要的作用(一方面组织工

程支架在完成其组织或器官修复功能后逐渐降解&

另一方面组织工程支架应当具有生物相容性#即生

物材料植入体内后行使预期的医学治疗作用#而不

诱发局部或全身毒副作用#只在特定的情况下产生

适当有益的细胞或组织反应)

I

*

(当组织工程支架植

入体内后#首先巨噬细胞识别支架表面蛋白并特异

性地黏附其上#协调细胞与生物材料支架的相互作

用形成无菌炎症反应(若这种反应持续存在#巨噬

细胞与生物材料会融合在一起形成异物巨细胞)

#"

*

#

也就是说巨噬细胞及异物巨细胞对生物材料组织工

程支架生物相容性起着决定作用(巨噬细胞在分子

水平通过一些细胞因子协调与植入组织工程支架的

相互作用(

U>QF

%

为促炎"抗伤口愈合的细胞因

子#

U[QF

"

则是抗炎"促伤口愈合的细胞因子#

ANF#

"

能激活炎症细胞$淋巴细胞和单核细胞%并促

进伤口愈合#

ANF#"

通过下调炎症细胞的活力并抑制

细胞因子产生从而起到抗炎"抗伤口愈合的作用#这

些蛋白分子都与伤口愈合及炎症反应有关)

##

*

(

本研究结果显示#在支架植入
#

个月及
%

个月

时#

D

$

NN'FON

%支架相比
5Q

"

D

$

NN'FON

%支架有较

多的
O?&E

阳性表达#证明有较多的巨噬细胞(在

巨噬细胞黏附于支架材料及相互作用中#炎症因子

起重要作用#可以看到
5Q

"

D

$

NN'FON

%支架在各时

间仅有较少的炎症基因表达#也就是说
5Q

"

D

$

NN'F

ON

%有较好的生物相容性(我们认为这可能与
5Q

及其降解产物有关!一方面
5Q

本身具有较好的生物

相容性&另一方面随着
5Q

"

D

$

NN'FON

%支架的降

解#

5Q

的降解产物多肽及氨基酸分布于支架的表面

及内部#与
D

$

NN'FON

%的降解产物相遇#对
J

Y

值

下降起中和作用)

&

*

#从而减缓支架的降解(

5Q

由家蚕蚕蛹取得#为高分子聚合物#由重复

的亲水及疏水肽段组成(疏水域重复的
[3

8

F'3)F

[3

8

F'3)F[3

8

F5+1

组成)

#!

*有利于分子间及分子内部

形成
"

折叠结构)

#%

*

(

"

折叠结构影响着
5Q

的溶解

性'机械强度和热稳定性(在本研究中#

5Q

"

D

$

NN'FON

%纳米纤维支架用乙醇蒸汽处理
!CP

以形

成
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折叠结构#这种结构的转换可能是
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%降解缓慢的原因之一(另外#由于
5Q

具有出色

的机械力学'较高的氧气及水蒸汽通透性'生物相容

性及生物可降解性#其已成为引起人们注意的生物
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材料)

#CF#&
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(目前#基于
5Q

的支架材料作为成纤维

细胞'软骨细胞以及间充质干细胞等的细胞基质材

料已被证实具有优越的性能)

#BF#E

*

(

综上所述#本研究结果证实#将
5Q

加入
D

$

NN'FON

%支架中#植入皮下后可延缓支架降解并

改善支架的生物相容性(该结果可为组织工程支架

材料设计提供参考(
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