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自制编织型三维支架对体外神经膜细胞生长的影响及体内降解观察
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１．温州医学院附属第一医院骨科，温州３２５０００

２．第二军医大学长海医院骨科，上海２００４３３

［摘要］　目的：自制聚乙交酯丙交酯（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅａｃｉｄ，ＰＬＧＡ）神经组织工程三维支架，观察该支架对体外神经

膜细胞生长的影响及其体内降解情况及炎症反应，为后续研究奠定基础。方法：通过熔融、纺丝、拉伸、编织等步骤制作编织

型三维ＰＬＧＡ支架，扫描电镜观察内部微管道的排列规律，测量微管道孔径大小。将原代培养的神经膜细胞接种到编织型三

维支架上，采用倒置相差显微镜和扫描电镜观察细胞在支架上生长、黏附、增殖和凋亡情况，并与细胞培养皿和胶原海绵培养

细胞进行对照。将携带神经膜细胞的三维支架植入大鼠脊柱两侧肌肉中，ＨＥ染色观察支架在体内的降解情况及炎症反应。

结果：支架外径为３ｍｍ，微管道直径为１００μｍ，均匀平行排列。三维支架与细胞培养皿中的神经膜细胞细胞黏附率、增殖率

无统计学差异，与胶原海绵培养细胞差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；三维支架与胶原海绵上的细胞凋亡率无统计学差异，二者

均低于细胞培养皿培养细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。三维支架植入体内１２周后完全降解，周围无明显炎性细胞浸润。

结论：自制编织型三维支架对体外神经膜细胞生长无不良影响，体内能有效降解，具有良好的生物相容性。
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第１０期．袁健东，等．自制编织型三维支架对体外神经膜细胞生长的影响及体内降解观察 ·１１８７　 ·

　　神经损伤修复研究的重点是让再生神经纤维在
三维空间中有序规律地生长迁移，修复损伤区域。
因此，研制出具有三维结构的神经组织工程修复支
架是成功修复神经损伤的关键。目前常用的支架制
备方法包括纤维粘结、溶剂浇铸、相分离、气体发泡、
融化成型等［１３］。但这些方法存在制造过程不协调、
致孔剂的使用、形状限制等明显局限性。因此，根据
材料特性，选择合适的成形方式制作理想的组织工
程材料是目前研究的热点。本研究以聚乙交酯丙
交酯 （ｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅａｃｉｄ，ＰＬＧＡ）为主要
原料，尝试采用新型编织工艺研制具有三维结构的
神经组织工程支架，并观察该支架对体外神经膜细
胞生长的影响及其体内降解情况，为后续研究奠定
基础。

１　材料和方法

１．１　编织型三维支架的制作及观察　选择ＰＬＡ

ＰＧＡ为９１的聚合材料 ＰＬＧＡ（Ｐｕｉａｃ公司，荷
兰），称取１００ｇ聚合材料，在２５０℃的高温下熔融，
使用纺丝机（东华大学自制）纺丝，细丝直径２５μｍ，
拉伸后，使用编织机（上海香雪海设备加工厂）编织
细丝，先编织成外径为１００μｍ的微导管，对微导管
进行３．５％壳聚糖（海汇生物工程有限公司，青岛）表
面喷涂处理。然后将５０根微导管胶联编织成外径

３ｍｍ的支架，对支架表面同样予以３．５％壳聚糖喷
涂处理，环氧乙烷消毒后真空包装，－４℃冷藏备用。
将制备的支架喷金镀膜，以扫描电镜（ＪＳＭ６３０９ＬＶ
型，日本）观察支架的三维结构，然后利用图像软件
测量支架中微管道的管径。

１．２　实验动物及来源　新生３ｄ健康ＳＤ乳鼠４０
只，平均体质量（１２±２）ｇ；８周龄的健康雄性ＳＤ大
鼠３２只，平均体质量（２００±２０）ｇ，均由第二军医大
学实验动物中心提供，许可证 ＳＹＸＫ（沪）２００７
０００３。对动物的处置参照国家科学技术部２００６年
发布的《关于善待实验动物的指导性意见》［４］。

１．３　原代神经膜细胞（Ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ，ＳＣｓ）的分离、
纯化与培养　取４０只新生３ｄ的ＳＤ乳鼠双侧坐骨
神经，利用植块法与消化法相结合的方法进行神经
膜细胞的纯化，然后将材料置入直径为３４．８ｍｍ的
细胞培养孔内，共计１２孔进行体外扩增培养，倒置
相差显微镜下观察神经膜细胞生长情况，细胞爬片
后使用Ｓ１００免疫荧光染色与Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ｓｉｇｍａ
公司）核染色相比较鉴定神经膜细胞纯度。

１．４　三维支架对神经膜细胞体外生长的影响　将
培养孔内的神经膜细胞用胰酶消化后，制成密度为

１×１０６／ｍｌ的细胞悬液，将细胞悬液用微量注射器注
入１０根２．５ｍｍ长的ＰＬＧＡ支架内，每个注入０．１
ｍｌ，然后置于２４孔板培养基中分别培养，隔天换液，
共培养７ｄ（Ａ组）；以同法接种在胶原海绵（Ｂ组）或
预涂左旋多聚赖氨酸的２４孔培养板（Ｃ组）上培养７
ｄ进行对照，倒置相差显微镜下观察神经膜细胞生长
情况。

　　定量分析 Ｎ乙酰基βＤ己糖胺酶活性测定细
胞黏附率；ＭＴＴ法测定细胞增殖活性；生物荧光检
测半胱天冬酶３活性，测定细胞凋亡。７ｄ后将Ａ、Ｂ
两组的标本取出，用２．５％戊二醛固定，二甲砷酸缓
冲液过夜，乙醇、丙酮梯度脱水，乙酸异戊酯置换，

ＣＯ２干燥，真空干燥喷金，扫描电镜下观察细胞在三
维支架上的生长情况。

１．５　三维支架在体内的降解情况及炎症反应　神
经膜细胞与支架共培养７ｄ后，用４％水合氯醛，３００
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉大鼠，固定四肢，剃除术区鼠
毛，无菌条件下将试件植入大鼠脊柱两侧肌肉中，左
右侧各１枚。将上述大鼠随机分成４组（ｎ＝８），分
别于术后２、４、８、１２周四个时间点处死大鼠取出试
件材料及周围肌肉组织，先进行材料与周围组织的
大体观察，再镜下观察，予以组织学分级。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行
分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ 检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　自制编织型三维支架的电镜检测　新型三维
支架外径为３ｍｍ（图１Ａ），微管道直径为１００μｍ，

ＰＬＧＡ细丝直径２５μｍ，横切面显示中空微管内径
均匀一致（图１Ｂ），轴向呈螺旋型上升排列（图１Ｃ、

１Ｄ），非常适合ＳＣｓ的贴附生长，为神经纤维再生提
供了通道。

２．２　神经膜细胞的分离、培养及纯度鉴定　倒置相
差显微镜下观察，神经膜细胞聚合在一起呈端对端
或者漩涡状排列（图２）。经测定实验培养的ＳＣｓ纯
度为９５．２％。

２．３　三维支架对神经膜细胞体外生长的影响

２．３．１　倒置相差显微下和扫描电镜观察结果　培养

３ｄ后，倒置相差显微镜下可见Ａ组细胞在支架上贴
壁生长（图３Ａ），培养７ｄ，贴壁细胞明显增多（图３Ｂ）；

Ｂ组细胞黏附少，７ｄ后细胞黏附仍然很少（图３Ｃ）；Ｃ
组细胞贴壁生长良好（图３Ｄ）。扫描电镜观察见：Ａ组
有大量的ＳＣｓ在支架材料内部贴附（图４Ａ），细胞突触
“吸附”于支架上（图４Ｂ），并在支架上形成肩并肩形状
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（图４Ｃ），且生长良好，并呈端对端生长；Ｂ组中有少量 细胞黏附，贴壁生长情况较差（图４Ｄ）。

图１　支架的大体图片和电镜下观察图片

Ｆｉｇ１　Ｇｒｏｓｓｉｍａｇｅｓｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｓａｎｄｉｍａｇｅｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｏｕｔｌｉｎｅｏｆｔｈｅｓｃａｆｆｏｌｄｓ；Ｂ：Ｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｃ：Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｄ：Ｏｂｌｉｑｕｅｐｌａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１（Ａ），

×１００（Ｂ），×１１０（Ｃ），×１００（Ｄ）

２．３．２　细胞黏附率、增殖率、凋亡率观察结果　结
果（表１）表明：Ａ组３、６ｈ的细胞黏附率比Ｃ组低，
但无统计学差异；Ａ组明显高于Ｂ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＴ法检测结果显示 Ａ组细胞
增殖情况优于Ｂ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
而与Ｃ组无统计学差异。细胞凋亡情况：Ａ组的Ｄ
值明显低于Ｃ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

Ａ组与Ｂ组比较差异无统计学意义，表明ＰＬＧＡ支
架和胶原海绵对于神经膜细胞具有很小或者几乎没

有细胞毒性作用。

图２　神经膜细胞纯度鉴定图

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｂｙ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ａｎｄＳ１００ｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　倒置相差显微镜下观察各组神经膜细胞的黏附情况

Ｆｉｇ３　ＡｄｈｅｓｉｏｎｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：ＭａｎｙｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｔｈｅＰＬＧＡｓｃａｆｆｏｌｄｓａｆｔｅｒ３ｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂ：ＡｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｔｈｅＰＬＧＡｓｃａｆｆｏｌｄｓａｆｔｅｒ

７ｄａｙｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃ：Ａｆｅｗｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｔｈｅｇｅｌａｔｉｎｓｐｏｎｇｅｓ；Ｄ：Ｍａｎｙｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　电镜下观察神经膜细胞在支架和胶原海绵上的黏附情况

Ｆｉｇ４　ＡｄｈｅｓｉｏｎｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｏｎｓｃａｆｆｏｌｄｓａｎｄｇｅｌａｔｉｎｓｐｏｎｇｅｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓａｄｈｅｒｅｄｔｏｔｈｅｉｎｎｅｒｓｉｄｅｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｓ；Ｂ：Ｐｓｅｕｄｏｐｏｄｉａｏｆｃｅｌｌｓａｄｈｅｒｅｄｔｏｔｈｅｓｃａｆｆｏｌｄｓ；Ｃ：Ｃｅｌｌｓｇｒｅｗｏｎｔｈｅｓｃａｆｆｏｌｄｓ

ｉｎｓｈｏｕｌｄｅｒｔｏｓｈｏｕｌｄｅｒｍａｎｎｅｒｓ；Ｄ：Ｆｅｗｃｅｌｌｓａｄｈｅｒｅｄｔｏｔｈｅｉｎｎｅｒｓｉｄｅｏｆｇｅｌａｔｉｎｓｐｏｎｇｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３３０（Ａ），×３０００（Ｂ），

×２０００（Ｃ），×４００（Ｄ）
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表１　三维支架对神经膜细胞体外生长细胞

黏附率、增殖情况及凋亡的影响

Ｔａｂ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｓｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，

ａｄｈｅｒｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ａｄｈｅｒｅｎｃｅ
ｒａｔｅｏｆ３ｈ
（％）

Ａｄｈｅｒｅｎｃｅ
ｒａｔｅｏｆ６ｈ
（％）

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
（Ｄｖａｌｕｅ）

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（Ｄｖａｌｕｅ）

Ａ ６５±６ ７１±４ ０．０５３±０．００４ ０．２７８±０．００３△

Ｂ ３２±４△ ３６±３△ ０．０４２±０．００６△ ０．２６５±０．００３△

Ｃ ７２±６ ８０±４ ０．０５８±０．００５ ０．５７９±０．００４

Ａ：Ｓｅｌｆｄｅｓｉｇｎｅｄｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｗｏｖｅｎｓｃａｆｆｏｌｄｓ；Ｂ：Ｃｏｌｌａｇｅｎｓｐｏｎｇｅ；

Ｃ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ．Ｐ＜０．０５ｖｓＢｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣｇｒｏｕｐ

２．４　携带ＳＣｓ的三维支架体内降解及炎症反应

２．４．１　大体观察　所有大鼠术后活动正常，进食
好，伤口无感染。个别大鼠术后出现皮下筋膜下血
肿，术后１周术区轻度充血、红肿，术后２周，术区红
肿消退，伤口愈合好。２周时材料表面有纤维膜包
裹，易分离，与周围肌肉分界不清，外观无明显变化。

４周时材料变形，部分吸收，可见细小的吸收空洞。

８周时材料明显吸收降解，剩余少量残留物，散布于
组织中，纤维包膜与材料结合紧密。１２周时材料完
全降解吸收，植入区周围均无坏死、脓肿。

２．４．２　组织学检测　２周时材料表面的纤维包膜
疏松，与周围肌肉组织分界不清，材料表面有疏松纤
维组织生长，以中性粒细胞和淋巴细胞为主，有少量
淋巴细胞浸润（组织学分级≤Ⅰ）。４周时材料表面
的纤维结缔组织较２周时致密，伴有个别淋巴细胞
浸润（组织学分级≤Ⅰ），清晰可见白色的支架材料
（图５Ａ）。８周时材料周围可见个别淋巴细胞浸润，
支架大部分降解，剩下少量白色降解残余物（图

５Ｂ）。１２周时材料完全降解，未见明显的炎性细胞。

图５　植入体内后支架的降解情况

Ｆｉｇ５　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｉｎｖｉｖｏａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｌｅａｒｗｈｉｔｅｍａｔｅｒｉａｌｓ（ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ）ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒ４ｗｅｅｋｓ；

Ｂ：Ａｓｍａｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆｗｈｉｔｅｒｅｍｎａｎｔｓｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ（ｂｌａｃｋ

ａｒｒｏｗ）ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒ８ｗｅｅｋｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　神经损伤修复对生物支架的要求较高，理想的
组织工程支架应具备以下特征：（１）良好的生物相容
性：无毒、不致畸，有利于细胞黏附、增殖，降解产物
对细胞无毒害作用；（２）三维立体多孔结构；（３）良好
的生物降解性：支架材料降解率与组织细胞生长率
相适应，并可人为调控；（４）良好的材料／细胞界面；
（５）良好的力学性能［５６］。目前常用支架材料主要包
括聚乳酸（ＰＬＡ）、聚羟基乙酸（ＰＧＡ）、乙烯、乙烯醇
共聚物、血纤维蛋白、壳聚糖等［７１０］，其中以ＰＬＧＡ
最常用。其是可降解的合成生物材料，具有良好的
生物相容性，仅引起轻微炎性反应，降解产物对植入
体无毒害。Ｈａｄｌｏｃｋ等［１１］将聚羟基乙酸和聚乳酸共

聚物制成导管并成功移植神经膜细胞；李文萍等［１２］

在ＰＬＧＡ支架上成功培养神经膜细胞。因此，本研
究选用ＰＬＡＰＧＡ为９１的ＰＬＧＡ，降解时间约
为３个月。

　　生物支架内部需要足量的中空管道，这不但为
细胞的大量植入提供了空间，也有利于营养物质和
氧气的交换，从而促进细胞增殖［１３１４］。因此，采用合
适的生物材料及制造工艺制备恰当的中空三维结构

支架是目前研究的热点［１５１８］。本研究采用新的材料
制作工艺，以熔融方式纺细丝，拉伸后以像编“辫子”
一样编织出微管道，然后再胶联聚合编织出任意形
状的支架，为组织工程支架的制作提供新方法。由
于ＰＬＧＡ体内直接降解成酸，从而产生了局部酸性
微环境，而ｐＨ 值的降低可加速材料的自身催化降
解，结果在材料周围将形成一个强酸环境，可能引起
炎症反应影响细胞功能［１９２０］。因此，本研究在研制
支架过程中，在微导管与支架外层均喷涂３．５％壳
聚糖，壳聚糖是弱碱性材料，生物相容性好，可被吸
收降解，以此中和局部的酸性物质，减少局部炎症反
应及对细胞的伤害。

　　本研究的生物相容性分析结果表明，ＰＬＧＡ三
维支架对神经膜细胞的黏附、增殖无毒害作用，不引
起细胞凋亡，证明ＰＬＧＡ支架材料不会损伤神经膜
细胞，是生物相容性良好的生物材料。扫描电镜结
果证实，新型ＰＬＧＡ三维支架具有三维立体结构，
内部的微管道排列有序，相互平行，且管道内ＰＬＧＡ
细丝呈螺旋状上升，与细胞共培养结果也表明这样
的结构有利于神经膜细胞突触黏附，同时中空的微
管道能为细胞提供广阔的空间，使细胞能在三维空
间中有序规律地生长，具有三维结构的新型支架也
能为日后植入神经损伤区提供稳定空间。体内的生
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物相容性实验显示，植入的支架周围未见大量聚集
的淋巴细胞和巨噬细胞，表明支架材料未引起机体
明显的炎症反应，并且经过３个月的降解，支架材料
完全代谢。

　　综上所述，本研究采用新型编织工艺以ＰＬＧＡ
为主要原料自行设计制作了具有三维中空管道结构

的支架，初步分析结果表明其具有良好的生物相容
性，并且其具有的三维螺旋状上升微管道系统有利
于细胞的黏附生长，非常适合作为神经损伤修复的
组织工程支架，支架降解时间约为３个月，具有良好
的应用前景。
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