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嗅鞘细胞与聚乳酸!聚羟基乙酸共聚物材料的细胞相容性研究

矫树生!，李兵仓!，陈建梅&，游* 华! * * （ !第三军医大学大坪医院野战外科研究所第六研究室，创伤、烧伤与复合伤国家重点

实验室，重庆 %"""%&；&南京军区福州总医院骨科，福州 ($"""!）

* * 摘* 要：目的* 探讨嗅鞘细胞（+,-./0+12 34563.06748 /3,,5，9:;5）与聚乳酸#聚羟基乙酸共聚物［<+,2（=>#,./07?3#/+#8,2#
/+,7?3），@>AB］材料的细胞相容性。方法* 将新鲜分离的 9:;5 细胞悬液接种于 @>AB 膜上，然后用倒置相差显微镜、扫
描电镜观察细胞生长及细胞与材料的附着情况；CDD、流式细胞术等方法测定 9:;5的细胞增殖和细胞周期变化。结果*
@>AB膜上培养 9:;5的形态特征、增殖能力、细胞周期及倍体水平等与正常培养的 9:;5 相比，均无显著性差异（! E
"F "$）。结论* @>AB生物材料与 9:;5相容性好，适于构建组织工程化人工神经。
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* * 嗅鞘细胞（+,-./0+12 34563.06748 /3,,5，9:;5）是一
种介于施万细胞与星形胶质细胞之间的特殊类型的胶

质细胞［!］，具有促进神经再生和形成髓鞘的能力［&，(］；

聚乳酸#聚羟基乙酸共聚物［<+,2（=>#,./07?3# /+#8,2/+,#
7?3），@>AB］由结晶态的聚乳酸和聚羟基乙酸聚合而
成，被认为是一种较为理想的人工神经支架材料［%］，

但两者的生物相容性目前尚不知晓。为此，本研究拟
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用 9:;5复合 @>AB导管修复周围神经缺损，将 9:;5
接种于 @>AB膜上，以正常培养为对照，观察两者的生
物相容性，确定 @>AB 对 9:;5 细胞形态、增殖能力、
细胞周期及倍体水平等方面的影响，从而验证 9:;5
复合 @>AB制备组织工程化人工神经的可行性，为修
复周围神经缺损奠定一定的实验基础。

:; 材料与方法

!H !* @>AB膜的制备
* * 参考 LM4?U./_［$］、张文捷等［W］的方法，将质量 ‘容积比为

$a的 @>AB（’$b !$）三氯甲烷溶液加入玻璃培养皿内，使液高

达"H $ QQ，待三氯甲烷自然挥发 %’ 6 后，将 @>AB 膜置入冷冻

干燥机内，以 &" > ‘ 6、c "H ! C@.真空抽提三氯甲烷 $" 6，然后
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用 !射线照射灭菌，无菌条件下干燥保存，备用。细胞培养前
用 %&’& ( )*+ 培养基孵育 + ,。

*# +" -’./的分离
" " 参考 01/123 等［4］方法进行，略加改良。简述为：选用新生
+ 5 的 0%大鼠（由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实
验动物中心提供），无菌条件下断头处死，暴露嗅球。剪去尾侧

* ( 6，取头侧 + ( 6 置于冰浴的 %$7182/ 液中。解剖显微镜下仔
细剥离嗅球表面毛细血管及软脑膜，去除白质及灰质内层，将

剩余的嗅神经层及颗粒层用 %$7182/ 液清洗，剪碎，置于
9: +!;胰酶 < 9# 9+;’%=>液中 64 ?消化 +9 @38，终止消化后
以* 999 A ( @38离心 ! @38，去上清，加入 %&’& ( )*+$+9; ).0培
养基，用火焰抛光的 B1/CDEA 滴管轻轻吹打形成细胞悬液，+99
目无菌筛网过滤去除细胞团块，调整细胞数至 * F *9G@H I*。

*# 6" -’./与 BJK>膜复合培养
" " 将浓度为 * F *9G@H I*的细胞悬液接种于 BJK> 膜上，+L ,
后加入作用浓度为 *9 I!@MH ( J的 >A1$.，作用 6G ,后换上新鲜
的 %&’& ( )*+$+9; ).0培养基继续培养。正常对照组将细胞
接种于多聚赖氨酸包被的盖玻片上，处理同前。接种 6 N L 5
后，用 L;多聚甲醛固定细胞 *9 @38，BO0 清洗 6 次 F ! @38，封
闭血清孵育 +9 @38，兔抗大鼠 PK)Q R4!（稀释度 *S *99）、小鼠
抗大鼠0$*99（*S *99）一抗混合工作液 64?孵育 + ,，=QT=. 标
记的山羊抗兔 TUK（*S !9）、)T=.标记的山羊抗小鼠 TUK（*S !9）
二抗混合工作液 64 ?孵育 69 @38，荧光显微镜下观察、摄像。
*# L" 形态学观察
" " -’./接种 BJK> 膜后，每日在倒置显微镜下观察细胞生
长、增殖及细胞形态变化情况。细胞培养至 *、6、!、4 5 时，BO0
冲洗，+# !;戊二醛固定，乙醇梯度系列脱水，临界点干燥，表面
喷金后行扫描电镜观察。

*# !" &==比色法检测细胞增殖能力
" " 分别于接种后 *、6、!、4 5 轻轻吸去上清，加入 &== 溶液
（%&’& ( )*+ < +9; ).0 稀释，终浓度为 * @U ( @H）64 ?孵育
L ,，再加入等量的 %&0-（二甲基亚砜）64 ?震荡孵育，待结晶
产物完全溶解后，酶标仪上波长 !49 8@ 处检测每孔的光密度
值［!（!49）］，根据细胞相对增殖率（ ADH1C3VD UAMWC, A1CD，QKQ）
公式［QKQ X BJK>的 !（!49）(对照组 !（!49）F *99;］计算出
-’./在 BJK>膜上的细胞相对增殖率。依照 *YYL 年国家卫生
部《生物材料和制品的生物学评价标准》对 BJK> 材料的细胞
毒性进行评价［Z］。该标准规定，细胞相对增殖率等于 9 为 !
级，界于 *; N+L;为 L 级，+!; NLY;为 6 级，!9; N4L;为 +
级，4!; NYY;为 * 级，!*99;为 9 级。级数越低，细胞毒性越
小，安全性越高。

*# G" 流式细胞仪检测细胞周期及 %P>倍体分析
" " -’./接种 BJK>膜后，分别于 *、6、!、4 5用 9# +!;的胰蛋
白酶 < ’%=>消化收集细胞，血清中和，离心，4!;乙醇重悬固
定，制成细胞数为 * F *9G @H I*的单细胞悬液，L ?过夜。去除
酒精固定液后加入 BT 染料（BT !9 "U ( @H，QP> 酶 > 9# * @U (
@H），L ? 继续孵育 +! @38。用 ’R3[/ ’H3CD ’/R 型流式细胞仪
（美国 .MEHCDA公司）进行检测，并根据 %P> 指数（%P> 385D\，
%T）公式计算出样品细胞的 %T 值，以确定 BJK> 材料对 -’./
的细胞周期、%P>含量及倍体水平的影响。

" " %T X BJK>的 K* 期细胞百分比 (对照组 K* 期细胞百分比。

*# 4" 统计学分析
" " 数据以 "" ] #表示，采用 0B00 *9# 9 软件进行配对 $检验和
#+ 检验。

!" 结果

+# *" 倒置显微镜观察
" " 正常对照组细胞接种 L ,后可见 49;的细胞贴壁，分布均
匀，形态以圆形为主。*+ ,后 Y9;细胞贴壁，部分聚集，部分散
在分布，形态以圆形、椭圆形为主，个别细胞有突起形成。+L ,
后贴壁细胞的形态逐渐趋于多样，部分为双极或三极，有短突

起，部分为多极，胞体扁平。6 5 后细胞突起逐渐细长，形态与
0[,W188细胞相似，胞体饱满，呈梭形，立体感强。! 5后双极或
三极细胞细胞密度增加，胞体发亮，细胞间联系广泛。4 5时细
胞形态与 ! 5时基本相同。
" " BJK> 组细胞接种 L , 后见大量细胞沉底，但并非完全贴
壁，轻轻晃动易使部分细胞重悬，细胞牢固贴壁晚于对照组，一

般需 ! N G ,。接种 *+ ,后，约 Z9; N Y9;细胞牢固贴壁，成团
或散在分布，与对照组比较，成团者居多，胞体形态与对照组大

体相同。+L ,后细胞形态趋于多样，但圆形、椭圆形细胞比例
高于对照组。培养 6 5后细胞从细胞团中迁出，细胞形态呈双
极或多极，有明显的细长突起。培养 ! 5后细胞分布均匀，突起
增长，细胞数量及形态上与对照组无明显差异。培养 4 5 后细
胞数量略有增加，分布与 ! 5时无异，未观察到细胞衰老现象。

+# +" 免疫组化鉴定结果
" " 细胞培养 6 N L 5时 0$*99、PK)QR4! 免疫组化鉴定结果见
图 *，两组 0$*99 和 PK)QR4! 双阳性细胞即 -’./ 在两种培养
条件下细胞形态相同，分布相似，-’./ 的纯度均为 !9; N
G9;。

+# 6" 扫描电镜观察
" " 正常对照组细胞培养 +L ,时，细胞散在或成团分布在盖玻
片表面，有细的短突起形成（图 +>）；6 5 时细胞外基质开始形
成，细胞突起明显增长，并可见小的次级分支（图 +O）。此后，
随培养时间的增加，细胞突起不断延长，细胞间联系趋于广泛

（图 +.）。
" " BJK>膜在扫描电镜下为不规则半球形突起的界面，球形
突起直径为 9# * N + "@。BJK>组细胞培养 * 5时，细胞形态及
分布特点与对照组相似，无明显差异（图 +%），6 5 时细胞分泌
大量的细胞外基质，以利于细胞在半球形突起的 BJK> 膜表面
黏附生长，同时背景可见成纤维细胞或星形胶质细胞存在（图

+’）。! N 4 5时，细胞的形态及数量与对照组无显著差异，但细
胞间联系较对照组少（图 +)）。

+# L" &==法检测细胞增殖情况
" " -’./接种后各时相点测得的吸光度值［!（!49）］及细胞
相对增殖率列于表 *。-’./接种于 BJK>膜后 *、6、!、4 5的细
胞相对增殖率分别为 YG# +;、ZY# L;、ZG# L;、Y9# G;，均大于
4!;，小于 YY;。根据 *YYL 年卫生部《生物材料和制品的生物
学评价标准》，BJK> 材料的毒性实验评分为 * 级，BJK> 材料
与 -’./相容性良好。
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!! !" !#

!$ !% !&
!、"、#分别为正常对照组 $%&’’、()*+,-. 和 $%&’’ / ()*+,-. 双标结果；0、1、* 分别为 23)! 组 $%&’’、()*+,-. 和 $%&’’ / ()%
*+,-. 双标结果

图 !" 两组嗅鞘细胞培养 # $ % &时免疫荧光观察"（荧光显微镜 4 5’’）

!! !" !#

!$ !% !&
!、"、#为正常对照组培养后第 &、6、. 天；0、1、*为 23)!组培养后第 &、6、. 天
图 ’" 两组嗅鞘细胞不同培养时间扫描电镜观察"（$17 4& .’’）

表 !" ()*+组与对照组各时相点吸光度值及细胞相对增殖率（! ,%，#" - #）

& 8 6 8 . 8 - 8
组别

!（.-’） +)+ !（.-’） +)+ !（.-’） +)+ !（.-’） +)+

23)! ’9 6-: ; ’9 ’’< =59 :> ’9 ?6. ; ’9 ’’5 <=9 ?> ’9 .:? ; ’9 ’’. <59 ?> ’9 <=5 ; ’9 ’’< =’9 5>

对照组 ’9 6<5 ; ’9 ’’? @ ’9 ?<- ; ’9 ’’. @ ’9 5’5 ; ’9 ’’5 @ ’9 =<= ; ’9 ’’5 @

:9 .A 细胞周期与 0(!倍体分析
A A 23)!组与对照组 B1#C各个时相点的 )’ / )& 期、$期细胞

百分比及 0D值列于表 :。从表中可以看出，23)! 组的 )’ / )&

期（0(!合成前期）细胞百分比不断减少，$ 期（0(! 合成期）

细胞不断增加，与对照组 B1#C的细胞周期变化趋势相同，说明

23)!材料并不影响 B1#C 的细胞周期变化。同时可见 23)!

组在细胞接种后 & E - 8 0D值均在（&9 ’ ; ’9 &）范围内，说明 23%

)!膜上培养的 B1#C为正常 0(!二倍体细胞，无 0(!异倍体

:-6 A A A A A A A A A A A 第 A 三 A 军 A 医 A 大 A 学 A 学 A 报 A A A A A A A A A A A A 第 6’卷
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细胞出现，证实该材料对 %&’(无致癌性，二者联合应用对机体
无害。

表 !" #$%&组与对照组 ’()*细胞周期和 +,&倍体分析结果

) * + * ! * , *
组别

-. / -) 0 12 -. / -) 0 12 -. / -) 0 12 -. / -) 0 12

34-5 6!# .7 )# 8 .# 66 69# :6 +# )6 .# 67 6.# .! 9# 6, .# 67 6.# 88 :# ,9 )# ).

对照组 6!# 88 )# +7 ; 6!# 78 8# )8 ; 6)# :8 9# 6. ; 7)# ,8 ))# ! ;

-" 讨论

" " 理想的组织工程人工材料除具有良好的结构相容
性、适宜的力学性能和自行生物降解能力外，首先应具

有良好的生物相容性。这要求材料本身或其降解产物

对种子细胞和机体无致癌、致畸、致突变作用，不会引

起炎症和免疫排斥反应，且能够为种子细胞提供良好

的粘附和生长界面。本研究利用体外细胞复合培养

法，探讨 34-5 材料与 %&’( 的生物相容性，为构建
%&’(复合 34-5导管的组织工程化人工神经打下基
础［6］。

" " 镜下观察细胞形态能够直观地了解细胞的黏附、
增殖、分布和死亡情况，进而直接了解被测材料对种子

细胞的细胞毒性。本实验通过相差倒置显微镜、扫描

电镜和免疫组化鉴定等形态学观察发现，%&’( 在
34-5膜上的黏附性与对照组无显著差异，细胞的形
态、数量与分布亦无明显区别，说明 34-5 能为 %&’(
的黏附和生长提供良好的生长表面。

" " <== 比色法为细胞毒性实验的经典方法［).］。
<==的作用靶点位于线粒体，而线粒体的数量多少及
活性决定了细胞活力，因此 <== 法测得的比色值能
灵敏地反应出所测材料对细胞的毒性损害［))］。本实

验利用该法检测了 %&’( 在 34-5 膜上的增殖能力。
结果表明，%&’( 在 34-5膜上各时相点的细胞相对增
殖率均大于 ,!>，细胞毒性评价为 ) 级，证实 34-5对
%&’(无明显毒性作用。
" " 细胞周期检测与 1?5 倍体分析是评价生物材料
是否具有致癌性的客观、有效方法［)8］。本实验利用流

式细胞仪对 %&’(接种于 34-5 膜后不同时相点的细
胞周期和 1?5 倍体水平进行检测。结果证实，34-5
对 %&’(的细胞周期无显著影响，复合培养 )、+、!、, *
后的 12值均在正常范围内，从而表明 34-5 对 %&’(
无致癌性，二者合用安全、可靠。

" " 综上可以认为，34-5 对 %&’( 的形态特征、粘附

增殖能力、细胞周期及倍体水平等多方面无有害作用，

二者具有很好的相容性。结合其他有关 34-5生物力
学性能、体内生物降解等有关报道［)+］，我们认为 34-5
与 %&’(合用，能够构建一种用于周围神经缺损修复
的适宜人工神经。
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