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　　［摘要］　目的　探索静电纺丝技术制作的聚乳酸乙醇酸聚合物（ＰＬＧＡ）膜与大鼠嗅鞘细胞（ｏｌｆａｃｔｏｒｙｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇｃｅｌｌｓ，

ＯＥＣｓ）的生物相容性。方法　体外培养纯化成年大鼠ＯＥＣｓ，将细胞接种于静电纺丝ＰＬＧＡ膜上，使用相差显微镜观察静电

纺丝ＰＬＧＡ膜上ＯＥＣｓ的细胞形态与分布；用ＣＦＤＡＳＥ荧光染色检测接种后１～５ｄ内静电纺丝ＰＬＧＡ膜上ＯＥＣｓ的增殖情

况；以多聚赖氨酸（ＰＬＬ）包被细胞做对照。将静电纺丝ＰＬＧＡ膜植入大鼠体内观察其与大鼠的组织相容性。结果　体外培

养纯化所得的ＯＥＣｓ的细胞纯度大于９０％。相差显微镜下示ＯＥＣｓ在静电纺丝ＰＬＧＡ膜孔隙中的纳米纤维上黏附良好，细胞

状态佳，且特异性地沿纳米纤维方向生长。接种后１～５ｄ内ＯＥＣｓ在静电纺丝ＰＬＧＡ膜上均正常增殖，细胞数目与对照组相

比差异无统计学意义。静电纺丝ＰＬＧＡ膜局部移植后大鼠无死亡，ＰＬＧＡ膜与周围组织融合并部分降解。结论　静电纺丝

ＰＬＧＡ膜具有良好的生物相容性，ＯＥＣｓ在其膜上的黏附和增殖状况良好，是有潜力的神经修复组织工程化神经移植物。
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　　静电纺丝（电纺）技术是目前支架结构的新兴技

术，应用该技术制造的纳米纤维支架具有较大的比

表面积和较高的孔隙率，不但有利于生长因子、酶等

生物大分子的吸附，还有利于细胞的附着和铺展，以

及细胞和微环境之间的物质交换［１２］。聚乳酸乙醇

酸聚合物［ｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ），ＰＬＧＡ］

具有良好的生物相容性和可降解性［３］，是制造细胞

支架的理想材料。嗅鞘细胞（ｏｌｆａｃｔｏｒｙｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇ

ｃｅｌｌｓ，ＯＥＣｓ）是来源于嗅上皮基底膜的神经胶质细

胞，其分布区域位于嗅神经和嗅球，可分泌多种神经

·２８９·
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营养因子和神经细胞黏附因子，具有帮助损伤神经

元存活、促进轴突再生和髓鞘化的作用，在神经再生

中扮演着重要角色［４５］。将ＯＥＣｓ种植于应用电纺

技术制作的ＰＬＧＡ材料中可能会加强其体内移植

对神经损伤的修复能力。但目前电纺ＰＬＧＡ膜与

ＯＥＣｓ的生物相容性仍然未知，本研究拟将ＯＥＣｓ

接种于电纺ＰＬＧＡ膜上，观察两者的生物相容性。

１　材料和方法

１．１　实验动物与试剂　雄性成年ＳＤ大鼠，体质量

１２０ｇ的２只和２００ｇ的１０只，由长海医院实验中

心动物房提供［许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２０１５００１７］；

３Ｄ打印复合静电纺丝ＰＬＧＡ膜由上海大学快速制

造工程中心提供；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清

（ＦＢＳ）和双抗购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ｐ７５ＮＧＦＲ

抗体购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；４，６联脒２苯基吲哚

（ＤＡＰＩ）染料、多聚赖氨酸（ＰＬＬ）购自谷歌生物科技

有限公司；ＣＦＤＡＳＥ细胞增殖与示踪检测试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司；碱性成纤维细胞

生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、

腺苷酸环化酶激活剂（ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）与戊巴比妥钠购自

美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　原代ＯＥＣｓ的培养及纯化　取１２０ｇ雄性ＳＤ

大鼠，５％ＣＯ２ 窒息，７５％乙醇消毒，断头后置于

１００ｍｍ培养皿中，无菌条件下分离双侧嗅球，置于

ＤＨａｎｋ’ｓ解剖液中。镜下剥去嗅球表面血管膜，钳

取嗅球表面呈束状排列的薄层透明组织，放入另一盛

有少量解剖液的培养皿中。用眼科弯剪将嗅球碎成

１ｍｍ３的组织块，加入等量０．１２５％胰酶，于５％ＣＯ２、

３７℃培养箱中消化３０ｍｉｎ。于超净台中加入含１５％

ＦＢＳ的培养液中止消化。２００×犵离心５ｍｉｎ，弃上清

后加入培养液，吹打混匀成单细胞悬液后静置５ｍｉｎ。

吸取上清至不涂胶的Ｔ２５培养瓶中，加双抗５０μＬ，置

于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养３６ｈ后将细胞悬液转

移至另一培养瓶中，再培养３６ｈ后将细胞接种于

ＰＬＬ涂板的６孔板中。加入ｂＦＧＦ至终浓度为

１０ｎｇ／ｍＬ，加入ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ至终浓度为２μｍｏｌ／Ｌ。２４ｈ

后更换含１５％ＦＢＳ的培养液，之后每２ｄ换液一次。

培养至第１０天时取部分ＯＥＣｓ，用ｐ７５ＮＧＦＲ特异

性抗体作免疫荧光染色鉴定纯度。

１．３　电纺ＰＬＧＡ膜上ＯＥＣｓ的细胞形态与分布　使

用前将电纺ＰＬＧＡ膜紫外消毒１ｈ，之后加入含１５％

ＦＢＳ的培养液２ｍＬ与双抗５０μＬ，置于３７℃、５％ＣＯ２

培养箱中培养２４ｈ后吸去培养液，以１．５×１０５／ｍＬ

的细胞密度将纯化ＯＥＣｓ悬液接种于电纺ＰＬＧＡ膜

上，加入１．５ｍＬ１５％ＦＢＳ培养液，２４ｈ后补满培养液

至２ｍＬ。之后每２ｄ换液一次。共培养至５ｄ后使

用ｐ７５ＮＧＦＲ特异性抗体作免疫荧光染色，观察电纺

ＰＬＧＡ膜上ＯＥＣｓ的细胞形态与分布。

１．４　ＣＦＤＡＳＥ荧光染色检测电纺ＰＬＧＡ膜上

ＯＥＣｓ的增殖情况　用１ｍＬＣＦＤＡＳＥ细胞标记液

悬浮１×１０６个细胞，置于１５ｍＬ离心管内，再加入

１ｍＬＣＦＤＡＳＥ存储液（２Ｘ），轻轻混匀。３７℃孵育

１０ｍｉｎ后立即在１５ｍＬ离心管内加入１０ｍＬ含

１５％ＦＢＳ的培养液，室温颠倒数下混匀。２００×犵

离心５ｍｉｎ，弃上清液，再加入５ｍＬ含１５％ＦＢＳ的

细胞培养液，３７℃孵育５ｍｉｎ，２００×犵离心５ｍｉｎ后

弃上清。加入含１５％ＦＢＳ的培养液吹打混匀，接种

于电纺ＰＬＧＡ膜（ＰＬＧＡ组）与ＰＬＬ包被（对照组）

的６孔板中，并于培养１、２、３、４、５ｄ时分别行荧光

下细胞计数，每次取１０个１０×２０视野计数。

１．５　电纺ＰＬＧＡ膜与大鼠的生物相容性检测　将

２００ｇ大鼠分为２组，假手术组与膜植入组，每组５

只。膜植入组大鼠以３％戊巴比妥钠０．３ｍＬ／１００ｇ

（体质量）腹腔注射麻醉，手术显露前列腺部位，将电

纺ＰＬＧＡ膜裁剪为合适大小，３０线缝合于前列腺上，

逐层缝合。假手术组大鼠显露前列腺部位后直接关

腹。术后每周观察大鼠的生存状态，１个月后解剖大

鼠查看电纺ＰＬＧＡ膜在大鼠体内的局部情况。

１．６　统计学处理　使用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行

分析，计量数据以珔狓±狊表示。两组每日ＯＥＣｓ增殖

差异比较采用狋检验，总体比较采用重复测量单因

素方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＯＥＣｓ的纯度鉴定　大鼠ＯＥＣｓ体外培养１０ｄ

后呈现双极和多突起形态。取ＯＥＣｓ用ｐ７５ＮＧＦＲ特

异性抗体作免疫荧光染色（红）和ＤＡＰＩ复染（蓝），结

果发现９０％以上细胞免疫反应呈阳性（图１）。结合

形态分析可推断ＯＥＣｓ的细胞纯度大于９０％。

图１　体外培养犗犈犆狊的纯度鉴定

犉犻犵１　犘狌狉犻狋狔犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犗犈犆狊犻狀狏犻狋狉狅

Ａ：ｐ７５ＮＧＦＲ（＋）；Ｂ：ＤＡＰＩ．ＯＥＣｓ：Ｏｌｆａｃｔｏｒｙｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇｃｅｌｌｓ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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２．２　电纺ＰＬＧＡ膜上ＯＥＣｓ的细胞形态学观察　相

差显微镜（ＤＭＩＬ，Ｌｅｉｃａ）下观察消化完毕后接种于电

纺ＰＬＧＡ膜上的ＯＥＣｓ，可见ＯＥＣｓ散落在纳米纤维

包绕的孔隙中，分布均匀，细胞状态良好（图２Ａ）。接

种２４ｈ后，细胞黏附于电纺ＰＬＧＡ膜孔隙中的纳米

纤维上，沿纤维排列，立体排布，细胞伸出短小突起沿

纳米纤维分布，并向外围生长；且细胞形态清楚，立体

感强，透亮度好（图２Ｂ）。接种后第５天行ｐ７５ＮＧＦＲ

染色和ＤＡＰＩ复染可见大量细胞附着于电纺ＰＬＧＡ

膜的细胞生长支架上，且电纺ＰＬＧＡ膜支撑支架上的

单层结构中可见少量ＯＥＣｓ状态良好，呈线状排列，

并依附于纳米纤维分布（图２Ｃ、２Ｄ）。

图２　电纺犘犔犌犃膜上犗犈犆狊的细胞形态学观察

犉犻犵２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犗犈犆狊狅狀狋犺犲犘犔犌犃犿犲犿犫狉犪狀犲

Ａ：Ｓｅｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２４ｈ；Ｃ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ５ｄａｙｓ，ＤＡＰＩ（＋）；Ｄ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ５ｄａｙｓ，ｐ７５ＮＧＦＲ（＋）．ＰＬＧＡ：Ｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅｃｏ

ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ＯＥＣｓ：Ｏｌｆａｃｔｏｒｙｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　电纺ＰＬＧＡ 膜上 ＯＥＣｓ的增殖情况　将

ＣＦＤＡＳＥ染色的ＯＥＣｓ种植于电纺ＰＬＧＡ膜上并

动态观察ＯＥＣｓ的生长情况，结果发现，接种后１～５ｄ

内ＰＬＧＡ组电纺ＰＬＧＡ膜上ＯＥＣｓ的细胞数目与

对照组相比差异均无统计学意义（犘＞０．０５，表１）。

单因素方差分析结果显示５ｄ内两组总体比较差异

仍无统计学意义（犘＝０．７９１）。

２．４　电纺ＰＬＧＡ膜与大鼠的生物相容性　未植入

体内的电纺ＰＬＧＡ膜如图３Ａ所示。在整个观察期

间假手术组与膜植入组均无手术鼠死亡；同时大鼠

腹腔切口无红肿溃烂，所有大鼠无明显不适。术后

４周时解剖可见电纺ＰＬＧＡ膜覆盖于前列腺上，表

层被透明筋膜覆盖，膜结构部分降解（图３Ｂ）。

表１　电纺犘犔犌犃膜上犗犈犆狊的细胞数目与对照组贴壁细胞数目比较

犜犪犫１　犆犲犾犾犮狅狌狀狋狊狅犳犗犈犆狊狅狀狋犺犲犿犲犿犫狉犪狀犲狅犳犘犔犌犃犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊

狀＝１０，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １５．８±５．８ ２０．４±７．２ ２３．３±９．７ ３６．１±８．９ ３９．８±９．６

ＰＬＧＡ １５．４±５．１ ２３．５±８．３ ２８．７±１０．３ ３１．９±７．２ ３９．２±１６．８

狋 ０．１６３ －０．８９４ －１．２０９ １．１５８ ０．０９８

犘 ０．８７２ ０．３８３ ０．２４２ ０．２６２ ０．９２３

　　ＰＬＧＡ：Ｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ＯＥＣｓ：Ｏｌｆａｃｔｏｒｙｅｎｓｈｅａｔｈｉｎｇｃｅｌｌｓ

图３　电纺犘犔犌犃膜在大鼠体内的降解情况

犉犻犵３　犜犺犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狅犳犘犔犌犃犿犲犿犫狉犪狀犲犻狀狏犻狏狅

Ａ：ＰＬＧＡｍｅｍｂｒａｎｅ；Ｂ：ＰＬＧＡｍｅｍｂｒａｎｅｏｎｔｈｅｐｒｏｓｔａｔｅ．ＰＬＧＡ：

Ｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）．Ｂａｒ＝１ｃｍ

３　讨　论

神经损伤修复是困扰临床医务工作者的一大难

题，而组织工程学的发展为这一难题的解决提供了良

好的应用前景。理想的组织工程化神经移植物有两

个关键因素，即拥有活力的种子细胞和可与组织良好

相容的支架材料。本实验选取的种子细胞ＯＥＣｓ是

嗅神经系统特有的神经胶质细胞，能帮助损伤神经元

存活、促进轴突再生和髓鞘化，在神经损伤修复中具

有重要作用。此外，ＯＥＣｓ的来源并不仅限于嗅球，还

可以从自体嗅黏膜中取材，具有取材方便、损伤轻微

的优点，因此ＯＥＣｓ在神经损伤修复领域被广泛应用

·４８９·
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并取得了良好效果［６］。马玉海等［７］应用硅胶管负载

ＯＥＣｓ成功修复鼠坐骨神经切断损伤，但其载体材料

的不可吸收性及长期存留可能导致的异物反应和神

经挤压限制了其实际应用。本实验选用电纺ＰＬＧＡ

膜作为支架材料，组织相容性较好，局部移植后大鼠

无死亡，伤口也均未发生炎症反应；开腹后可见

ＰＬＧＡ膜与周围组织融合，对局部组织起到保护与防

止粘连的作用，并发生了一定的降解，体现了电纺

ＰＬＧＡ膜良好的神经损伤修复潜力。

目前研究大多采用导管作为细胞支架来进行周

围神经缺损修复［８］。而在因牵拉、挤压而造成的神经

损伤方面，膜结构的细胞支架可覆盖在受损神经段

上，相比导管结构更加符合神经损伤修复要求。崔颖

等［９］和矫树生等［１０］的研究验证了冻融工艺制作的

ＰＬＧＡ膜与ＯＥＣｓ的相容性，Ｐｉａｏ等
［３］成功应用脂肪

干细胞与脑源性神经因子复合ＰＬＧＡ膜治疗海绵体

钳夹损伤。但传统冻融工艺制造的ＰＬＧＡ膜支架孔

径较大，细胞容易出现孔内团聚现象，不利于细胞的

生长。此外，冻融制造的支架附着力较差，且细胞在

冻融膜上仍为二维生长，而体内的组织为三维生长，

无法达到立体化的修复要求。相较于传统的冻融工

艺，电纺技术制作的纳米纤维支架直径较小，故而具

有较大的比表面积；同时其孔径由纳米纤维包绕而形

成，大小可调，能根据细胞尺寸进行针对性的匹配，最

终形成类似于天然细胞外基质构成的立体网状结构；

这样的结构可以为细胞黏附提供大量附着点，并且可

设定纳米纤维贯穿其中，诱导神经细胞沿纳米纤维方

向定向生长［１，１１］。本实验通过镜下观察电纺ＰＬＧＡ

膜上的细胞形态，直观了解细胞的黏附、增殖、分布和

定向生长情况，进而分析ＯＥＣｓ与电纺ＰＬＧＡ膜的生

物相容性。ｐ７５ＮＧＦＲ可特异性的标识神经细胞，通

过免疫荧光染色鉴定后观察发现ＯＥＣｓ在电纺ＰＬＧＡ

膜上的黏附良好，细胞状态佳；且ＯＥＣｓ可特异性的

沿纳米纤维方向生长，为神经修复建立了良好的导向

性。此外，因为良好的神经修复移植物需要一定力学

强度来保证膜结构的完整，所以该电纺ＰＬＧＡ膜设计

成了四角支撑结构，支撑结构通光性较差，故本实验

通过ＣＦＤＡＳＥ荧光染色光镜计数来分析电纺ＰＬＧＡ

膜上细胞的增殖情况。电纺ＰＬＧＡ膜具有良好的立

体孔隙结构，其细胞黏附与增殖能力和对照组相比差

异无统计学意义，说明电纺ＰＬＧＡ膜能为ＯＥＣｓ提供

良好的生长环境。

综上所述，采用电纺技术制作的纳米纤维结构

ＰＬＧＡ膜具有高孔隙率及孔径可调的三维网状结

构，能为ＯＥＣｓ的黏附提供优异的附着点，并可诱导

ＯＥＣｓ定向生长；且该电纺ＰＬＧＡ膜具有良好的生

物相容性、可控的降解性和可吸收性，ＯＥＣｓ在其膜

上的黏附和增殖状况良好。此外，该电纺ＰＬＧＡ膜

参入了碳纳米管材料作为支撑结构，可达到接近软

骨的力学强度，在移植过程中不易损坏，能为损伤神

经提供良好的保护作用。ＯＥＣｓ电纺ＰＬＧＡ膜复合

物有望成为神经损伤修复的理想神经移植物。
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