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!摘要"

!

目的
!

探讨雪旺细胞与细菌纤维素体外共培养时的生物相容性#为细菌纤维素制备成组织工程化神经提供实

验依据'

方法 将背根神经节与细菌纤维素膜体外共培养#分别在培养的第
#

&

!

&

$

天通过扫描电镜和光镜观察雪旺细胞的

形态及增殖&迁移情况#免疫细胞化学染色检测
5F#""

蛋白表达情况(将坐骨神经来源的纯化雪旺细胞在细菌纤维素浸出液中

培养#分别在
!C

&

CE

&

B!L

采用倒置显微镜和免疫细胞化学染色观察雪旺细胞形态及
5F#""

蛋白的表达情况#并通过
6QQ

检

测细胞活力#流式细胞仪检测细胞周期来综合评价雪旺细胞与细菌纤维素的生物相容性'

结果 雪旺细胞能在细菌纤维素

膜表面正常生长&迁移(与普通培养基相比#细菌纤维素浸出液对雪旺细胞的生长&增殖及
5F#""

蛋白的表达无明显影响'

结

论 雪旺细胞能够在细菌纤维素膜表面及细菌纤维素浸出液中良好生长#体外与细菌纤维素具有较好的生物相容性'
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神经再生研究$

2+01)31+

O

+2+1)7-/21+;+)1(L

%是

目前神经科学的热点和难点#其中具有良好组织相

容性和低免疫原性人工神经的制备是神经再生领域

重要的研究方向)

#F%

*

'细菌纤维素$

I)(7+1-)3(+330F

3/;+

#

ZK

%是一种纳米材料#是由葡萄糖以
"

F#

#

C

糖苷

键连接而成的高分子化合物#与天然纤维素的结构非

+

C!%

+
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细菌纤维素与雪旺细胞体外生物相容性研究

常相似)

C

*

#具有作为优良生物材料的如下特性)

$

*

!高

化学纯度和高结晶度(较强的持水能力(生物适应性

高#可直接降解#在酸性微生物及纤维素酶催化等条

件下#最终降解成单糖等小分子物质#对环境无污染(

具有很强的亲水性&黏稠性和稳定性(生物合成过程

可调控(

ZK

的纤维直径
"<"#

#

"<#

$

,

#且抗拉强度

高'近年来#

ZK

已被广泛用于食品&造纸&纺织&建

材&声学器材以及生物医学等许多领域#成功应用于

烧烫伤&慢性溃疡患者皮肤移植#并作为骨支架和人

工血管材料初步应用于临床)

&F#"

*

'但目前将
ZK

用于

外周神经修复的报道较少'

雪旺细胞是周围神经的胶质细胞#在外周神经

损伤后#大量增殖并分泌多种神经生长因子#对外周

神经的再生起着至关重要的作用#能否将细菌纤维

素这种新型的生物材料制备成组织工程化神经应用

于外周神经修复#首先要考虑细菌纤维素对雪旺细

胞有无影响)

##F#!

*

'因此#本研究采用细菌纤维素膜

与背根神经节共培养来观察雪旺细胞在其表面的生

长情况#并观察坐骨神经来源的雪旺细胞在细菌纤

维素浸出液中的生长情况#综合评价细菌纤维素与

雪旺细胞的生物相容性#为细菌纤维素应用于外周

神经损伤后的修复提供实验依据'

(

!

材料和方法

#<#

!

主要试剂及实验动物
?6M6

培养基$

Y-I(/

公司%(胎牛血清$杭州四季青有限公司%(

CF
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酸$

5-

O
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公司%#

,/0;+)27-1)75F#"",/2/(3/2)3

)27-I/*

8

#

O
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O

Y(/2

R

0

O
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#青
F

链霉素均购自
5-

O

,)

公司(

"<"#,/3

"

\DZ5

$

H

V

B<!

%&

"<!,/3

"

\DZ5

$

H

VB<!

%&封闭液&

"<!,/3

"

\

二甲砷酸钠缓冲液&

Ĉ

戊二醛&

!̂

锇酸$

@5@

C

%&

#̂

锇酸溶液&荧光封片液均购自国药集团化学试剂有限

公司'实验动物选用新生
#*

的
5?

大鼠$

5DJ

级#南

通大学实验动物中心提供%'

#<!

!

主要仪器 细胞培养箱$

QMVMT KD?F

#B"MW

#

.)

H

)2

%(正置研究级显微镜$

?6T VK

\+-()

#

Y+1,)2

8

(配荧光及
\+-()?K%""J

数码相

机%(荧光倒置显微镜$

+

FB"@3

8

,

H

0;

#

.)

H

)2

%(扫描

电镜$

.M6FQ%"".M@\A2(<

#

.)

H

)2

%'
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!

细菌纤维素膜及其浸出液的制备 参照文献

)

C

*#按绿茶$干基%

j

糖
j

水
f"<$j#""j#"""

的

比例制成基础发酵培养基#将红茶菌菌种置于盛有

基础发酵培养基的消毒后浅盘中#在恒温$

%"_

%条

件下静态培养
B*

后#产生的细菌纤维素膜会浮于

液面#取出后用双蒸水反复冲洗以去除表面培养基

及杂质'再将细菌纤维素膜浸泡于
"<#,/3

"

\

>)@V

溶液#

#""_

煮沸
!",-2

#以去除其中的残留

培养基和菌体#细菌纤维素膜呈乳白色&半透明'将

制备好的细菌纤维素膜置于烧杯中#消毒备用'

参照文献)

#%

*#将消毒后细菌纤维素膜用

?6M6

完全培养基在$

%Bd"<$

%

_

下浸泡
B!L

$

&(,

!膜!

#,\

完全培养基%#制备好的浸出液在

!CL

内使用'

#<C

!

背根神经节与细菌纤维素膜共培养 取出生

#*

的
5?

大鼠#分离双侧背根神经节后置于
?6M6

培养基中#除去表面结缔组织(将细菌纤维素膜贴附

于圆形盖玻片上消毒$不必烘干%后置于培养基中湿

润浸泡
%",-2

(再将背根神经节放置于细菌纤维素

膜上#加入
?6M6

培养基$含
#"̂ JZ5

#每孔约

#"""

$

\

%#置于
%B_

&

$̂ K@

!

培养箱中孵育#隔天

半量更换培养液#在倒置显微镜下观察背根神经节

中细胞生长&迁移情况#培养第
#

天&第
!

天和第
$

天时行免疫细胞化学染色及扫描电镜观察'其中#

免疫细胞化学染色主要观察周围神经组织中雪旺细

胞特殊标记物
5F#""

蛋白的表达)

#C

*

'

#<$

!

雪旺细胞在细菌纤维素膜浸出液中的生长 取

新生
#*

的
5?

大鼠#取出双侧坐骨神经#尽量剥除神

经外膜#采用
"<#!$̂

胰蛋白酶消化的方法得到相对

纯化的雪旺细胞(以
#"

$接种于六孔板#

!CL

后可见

细胞贴壁#后每
!CL

将其中
#

孔的完全培养基置换成

细菌纤维素浸出液#可以得到总生长时间相同#但在

浸出液中生长时间分别为
!C

&

CE

&

B!L

的雪旺细胞#倒

置显微镜观察浸出液中雪旺细胞生长情况#并将每个

时间点细胞予以拍照#并行免疫细胞化学染色&

6QQ

细胞活力检测&流式细胞仪检测细胞周期)

#$

*

'

#<&

!

统计学处理 采用
5D55#G<"

统计软件#计量

数据以
#

5d(

表示#检验水准$

!

%为
"<"$

'

E

!

结
!

果

!<#

!

背根神经节在细菌纤维素膜上生长

!<#<#

!

光镜下观察 背根神经节在细菌纤维素膜上

培养
!CL

后#光镜下可见神经纤维从背根节上伸出#

+

$!%

+
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一端连接于背根节上#一端连接于细菌纤维素膜上(

!*

时少量细胞爬出背根神经节#此时大多细胞呈球

形#贴附于细菌纤维素膜上#有些为短梭形#突起较少

且短(

$*

时更多细胞从背根节爬出#此时细胞胞体呈

长梭形#其两个长长的突起一端与背根节相连#另一端

附着于细菌纤维素膜上#有些细胞成团贴附于膜上#有

的为单个细胞黏附于膜上(培养
$*

后更多细胞从背根

神经节中爬出#细胞成串珠样或放射状排列$图
#

%'

图
(

!

光镜下观察不同时间点背根节在细菌纤维素膜上生长

'

!

!CL

(

Z

!

!*

(

K

!

$*<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

#̀""

!<#<!

!

免疫细胞化学染色 背根神经节在细菌纤

维素膜上培养
!*

时#免疫细胞化学结果显示培养

的细胞为
5F#""

蛋白阳性表达的雪旺细胞#呈圆形

或梭形#突起较短(培养
$*

时细胞呈长梭形#突起

较长#细菌纤维素膜贴附良好$图
!

%'

图
E

!

免疫细胞化学染色观察细菌纤维素膜上细胞
)L(%%

蛋白表达

背根神经节在细菌纤维素膜上培养
!*

$

'

%&

$*

$

Z

%

<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

C̀""

!<#<%

!

扫描电镜下观察 背根神经节在细菌纤维素

膜上培养
!CL

后#在扫描电镜下观察可见神经纤维从

背根节上伸出(培养
!*

后#雪旺细胞呈圆形或短梭形

紧紧贴附在细菌纤维素膜上(培养
$*

后#可见细胞形

态规则#呈长梭形并肩或首尾相连&排列紧密#单层甚

至多层细胞紧密贴附于细菌纤维素膜上$图
%

%'

图
&

!

背根神经节在细菌纤维素膜上培养不同时间点扫描电镜观察

'

!培养
!CL

(

Z

!培养
!*

(

K

!培养
$*

!<!

!

雪旺细胞在细菌纤维素浸出液中培养

!<!<#

!

光镜下观察 分别将雪旺细胞在
#$̂ ?6M6

培养基及细菌纤维素浸出液中培养
!C

&

CE

&

B!L

#在整个

培养过程中#细菌纤维素浸出液中雪旺细胞的形态与

正常培养基中雪旺细胞的形态在光镜下无明显差别#

细胞均呈梭形#边缘清晰#透亮有光泽$图
C

%'

+

&!%

+
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图
M

!

雪旺细胞在普通培养基$

#

&及细菌纤维素浸出液$

Q

&

R

&中培养不同时间点光镜下观察

'

!普通培养基(

Z

!

!CL

(

K

!

CEL

(

?

!

B!L<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

#̀""

!<!<!

!

免疫细胞化学染色 免疫细胞化学染色显

示细菌纤维素浸出液中培养的细胞
5F#""

蛋白阳

性#随着培养时间的延长$

!C

#

B!L

%#细胞胞体逐渐

由圆形变成长梭形#突起也逐渐变长#可以证实为雪

旺细胞#其与正常培养基中生长的雪旺细胞没有明

显形态学差异$图
$

%'

图
O

!

普通培养基及细菌纤维素浸出液中雪旺细胞免疫细胞化学染色

'

!普通培养基(

Z

!细菌纤维素浸出液中培养
!CL

(

K

!细菌纤维素浸出液中培养
CEL

(

?

!细菌纤维素浸出液中培养
B!L<

@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

C̀""

+

B!%

+
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!<!<%

!

雪旺细胞活力的观察
6QQ

结果$图
&

%显

示!在细菌纤维素浸出液中生长
!C

&

CE

&

B!L

的雪旺

细胞活力与在普通培养基中生长的雪旺细胞差异无

统计学意义$

6

$

"<"$

#图
&

%'

图
P

!

普通培养基及细菌纤维素浸出液中雪旺细胞活力的对比

,f%

#

#

5d(

!<!<C

!

雪旺细胞增殖能力的观察 雪旺细胞在

#$̂ ?6M6

培养基及在细菌纤维素浸出液中分别

培养
!CL

&

CEL

和
B!L

#使用流式细胞仪进行细胞周

期分析#结果显示各组间各期细胞的比例差异无统

计学意义$表
#

%'

表
(

!

细菌纤维素浸出液及
(O\R>G>

中雪旺细胞

细胞周期的比较

^

细菌纤维素浸出液

!CL CEL B!L

#$̂ ?6M6

Y

#

期
$G<!G $&<E# $$<#C $%<##

Y

!

期
#$<$G ##<BB #%<#! #E<$#

5

期
!

!$<#! %#<C! %#<B% !E<%E

&

!

讨
!

论

细菌纤维素是一种新型的纳米生物材料#其表

面可以通过机械或化学修饰有利于细胞及一些具有

生物活性的分子黏附#并在降解过程中释放生物活

性物质'临床上已被用作烧伤皮肤的敷料&骨支架&

人工血管等#但其应用于外周神经损伤后的修复报

道较少'本研究采用细菌纤维素与雪旺细胞共培

养#初步探讨细菌纤维素与雪旺细胞的生物相容性#

为今后将细菌纤维素制备成组织工程化神经提供了

实验依据'

雪旺细胞是周围神经最主要的胶质细胞#参与

髓鞘形成#在外周神经出现损伤或病变后#雪旺细胞

大量增殖并形成
Zv2

O

2+1

带#桥连神经缺损区#引导

轴突生长(同时分泌多种促神经生长因子#进一步引

导和促进轴突再生#并且包裹轴突形成髓鞘'因此

在研究细菌纤维素能否作为生物材料来修复外周神

经损伤时#首先要考虑细菌纤维素对雪旺细胞生长

的影响'背根神经节是脊神经背侧一椭圆形膨大组

织#由雪旺细胞&感觉神经元及成纤维细胞组成#它

既含有髓神经纤维#又有无髓神经纤维存在#能很好

地模拟体内神经再生的环境#是研究周围神经再生

及中枢神经发育良好的模型)

#&

*

'

本研究通过扫描电镜&免疫细胞化学染色发现

雪旺细胞能在细菌纤维素膜表面良好生长(将纯化

的雪旺细胞在细菌纤维素浸出液中培养#通过形态

学观察&细胞活力检测&细胞周期检测及免疫细胞化

学染色发现细菌纤维素浸出液对细胞的正常生长&

增殖及蛋白的表达没有明显影响'这些结果都提示

细菌纤维素与雪旺细胞在体外具有良好的生物相容

性#为其将来作为人工神经应用于临床提供了实验

依据'当然#细菌纤维素能否作为修复周围神经缺

损的生物材料并应用于临床还需要更多的实验证

明#尤其是动物体内实验显得尤为重要#这方面我们

会在今后的实验中进一步研究和探讨'

M

!

利益冲突

所有作者声明本文不涉及任何利益冲突'

!参 考 文 献"

)

#

*

!

D)2]

#

gL)2

O

]

#

Y)/W

#

.-).

#

Y)/.

#

6)g<5(-+27-4F

-(

H

1/

O

1+;;1+

O

)1*-2

O

2+01)31+

O

+2+1)7-/2-27L+X+I/4

5(-+2(+

!

'#"F

8

+)1I-I3-/,+71-()2)3

8

;-;

)

.

*

<>+01)3T+F

O

+2T+;

#

!"#%

#

E

!

%CCGF%C$C<

)

!

*

!

@

O

)N)Q

#

Q)P+S)N)U

#

5L-,-S05

#

5L-,-S0Q<=)3

H

F

1/-()(-*

H

1/,/7+;2+01)31+

O

+2+1)7-/2/4/34)(7/1

8

+

H

-F

7L+3-0,-2)*037,-(+)47+1,+7L-,)S/3+F-2*0(+**),)

O

+

)

.

*

<',.TL-2/3'33+1

O8

#

!"#C

#

!E

!

+G$F+GG<

)

%

*

!

Z)PL;L-2+

R

)*Z

#

5)*+

O

L-S)*+L6<Z)(7+1-/

H

L)

O

+;)2*

*+:+3/

H

,+27/42)2/,)7+1-)3;4/12+01)31+

O

+2+1)7-/2

)

.

*

<>+01)3T+

O

+2T+;

#

!"#C

#

G

!

#G$$F#G$E<

)

C

*

!

?0

O

)2.6

#

Y/0

O

L.M

#

M-(LL/125.<Z)(7+1-)3(+330F

3/;+;()44/3*;)2*(+3303/;+2)2/NL-;P+1;4/17-;;0++2F

O

-2++1-2

O

)

.

*

<>)2/,+*-(-2+

$

\/2*

%#

!"#%

#

E

!

!EBF!GE<

)

$

*

!

]),)2)P)5

#

X)7)2)I+U

#

U-7),01)>

#

A

O

0(L-6

#

6-7;0L);L-5

#

>-;L-]

#

+7)3<QL+;710(701+)2*,+F

(L)2-()3

H

1/

H

+17-+;/4;L++7;

H

1+

H

)1+*41/,I)(7+1-)3

+

E!%

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
<

刘
!

伟#等
<

细菌纤维素与雪旺细胞体外生物相容性研究

(+3303/;+

)

.

*

<.6)7+15(-

#

#GEG

#

!C

!

%#C#F%#C$<

)

&

*

!

Z/*-2'

#

ZL)1)*N)

R

5

#

X05

#

Y)7+2L/3,D

#

'7)3)'

#

gL)2

O

]< Q-;;0+F+2

O

-2++1+* (/2*0-7 0;-2

O

01-2+F

*+1-:+*;7+,(+33;;++*+*I)(7+1-)3(+3303/;+

H

/3

8

,+1-2

01-2)1

8

1+(/2;710(7-/2)2**-:+1;-/2

)

.

*

<Z-/,)7+1-)3;

#

!"#"

#

%#

!

EEEGFEG"#<

)

B

*

!

Zi(P*)L3V

#

V+3+2-0;Y

#

Z/*-2'

#

>)22,)1P9

#

./F

L)2;;/2ZT

#

T-;I+1

O

Z

#

+7)3<6+(L)2-()3

H

1/

H

+17-+;

/4I)(7+1-)3(+3303/;+)2*-27+1)(7-/2;N-7L;,//7L,0;F

(3+(+33;

)

.

*

<Z-/,)7+1-)3;

#

!""&

#

!B

!

!#C#F!#CG<

)

E

*

!

5);P)5

#

5()1+3FK),-2)

O

)T6

#

Q+-[+-1)\>

#

J1)2(L-

\D

#

?/;5)27/;T'

#

Y);

H

)1'6

#

+7)3<KL)1)(7+1F

-S)7-/2)2*/,3/"82+:)30)7-/2/4I)(7+1-)3(+3303/;+

,+,I1)2+;402(7-/2)3-S+*N-7L/;7+/

O

+2-(

O

1/N7L

H

+

H

F

7-*+4/1I/2+7-;;0++2

O

-2++1-2

O

)

.

*

<.6)7+15(-6)7+1

6+*

#

!"#!

#

!%

!

!!$%F!!&&<

)

G

*

!

M;

O

0+11)6

#

J-2PV

#

\);(LP+6 X

#

.+

HH

;;/2'

#

?+3I1/?

#

Y)7+2L/3,D

#

+7)3<A271):-7)3430/1+;(+27

,-(1/;(/

H

-(+:)30)7-/2/4I)(7+1-)3(+3303/;+);;()44/3*

4/1:);(03)1

O

1)47;

)

.

*

<.Z-/,+*6)7+1T+;'

#

!"#"

#

G%

!

#C"F#CG<

)

#"

*

X-

HH

+1,)22.

#

5(L0,)22?

#

U3+,,?

#

U/;,+L3V

#

5)3+L-FY+3)2-5

#

X)L3+1;Q<D1+3-,-2)1

8

1+;037;/4

;,)33)17+1-)3;0I;7-707+

H

+14/1,+*N-7L)2+N(

8

3-2*1-F

()3I-/,)7+1-)3(/,

H

/;+*/4I)(7+1-)3(+3303/;+

)

.

*

<M01

.=);(M2*/:);(501

O

#

!""G

#

%B

!

$G!F$G&<

)

##

*

T),+;L=<6+13-2)2*7L+MT6

H

1/7+-2;-25(LN)22

(+33;

#

2+01/2;)2*

O

1/N7L(/2+;

)

.

*

<>)7T+:>+01/;(-

#

!""C

#

$

!

C&!FCB"<

)

#!

*

?0I/:

8

D<5(LN)22(+33;)2*+2*/2+01-)3+[71)(+3303)1

,)71-[,/3+(03+;);

H

/7+27-)3(0+;4/1;/17-2

O

/41+

O

+2F

+1)7+*)[/2;

)

.

*

<'2)75(-+27

#

!""C

#

BG

!

#GEF!"E<

)

#%

*

J-2-6

#

6/77)'

#

Q/11-(+33-D

#

Y-):)1+;-Y

#

>-(/3-'3F

*-2->

#

Q;(L/26

#

+7)3<QL+L+)3-2

O

/4(/24-2+*(1-7-F

()3;-S+()2(+33/0;*+4+(7;-27L+

H

1+;+2(+/4;-3P4-I1/-2

L

8

*1/

O

+3

)

.

*

<Z-/,)7+1-)3;

#

!""$

#

!&

!

%$!BF%$%&<

)

#C

*

])2

O

]

#

KL+2W

#

?-2

O

J

#

gL)2

O

D

#

\-0.

#

Y0W<

Z-/(/,

H

)7-I-3-7

8

+:)30)7-/2/4;-3P4-I1/-2N-7L

H

+1-

H

LF

+1)32+1:+7-;;0+;)2*(+33;/,3/"82

)

.

*

<Z-/,)7+1-)3;

#

!""B

#

!E

!

#&C%F#&$!<

)

#$

*

Zi(P*)L3V

#

V+3+2-0;Y

#

Z/*-2'

#

>)22,)1P9

#

./F

L)2;;/2ZT

#

T-;I+1

O

Z

#

+7)3<6+(L)2-()3

H

1/

H

+17-+;

/4I)(7+1-)3(+3303/;+)2*-27+1)(7-/2;N-7L;,//7L,0;F

(3+(+33;

)

.

*

<Z-/,)7+1-)3;

#

!""&

#

!B

!

!#C#F!#CG<

)

#&

*

52-*+1X?

#

gL/0Jh

#

gL/2

O

.

#

6)1P0;'<5-

O

2)F

3-2

O

7L+

H

)7LN)

8

7/1+

O

+2+1)7-/2

)

.

*

<>+01/2

#

!""!

#

%$

!

#%F#&<

!本文编辑"

!

周燕娟#贾泽军

+

G!%

+


