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聚己内酯／胶原支架纳米纤维方向对小鼠成骨前体细胞形态、增殖和分化的影响

路　菊　　（４０００３８重庆，第三军医大学科研部生物医学分析测试中心）

　　［摘要］　目的　探讨聚己内酯／胶原（ＰＣＬ／ＣＯＬ）支架纳米纤维方向对小鼠成骨前体细胞（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１）形态、增殖、分化
的影响。方法 　通过扫描电子显微镜（ＳＥＭ）对非取向和取向的ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架的形貌进行观察；将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞接种在非取向与取向的ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架上，通过 ＳＥＭ及激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）观察细胞在两组材料上的
生长形态，ＣＣＫ８法检测细胞在两组材料上的增殖情况，ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测细胞在两组材料上成骨分化的功能性基因
Ⅰ型胶原（ＣＯＬⅠ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、骨钙素（ＯＣＮ）的表达情况。结果 　非取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架的纤维方向无
规则，取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架的纤维方向相同，两者纤维直径差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），分别为（５８６±２３９）ｎｍ
和（６２５±１５５）ｎｍ；ＳＥＭ及ＬＳＣＭ检测结果显示ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向的纳米纤维上呈星形生长，细胞骨架呈不规则形
态，而在取向纳米纤维上呈扁长形生长，且细胞骨架沿纳米纤维方向整齐排列；ＣＣＫ８检测结果显示在１、３、５ｄ和 ７ｄ
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向与取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架上的增殖率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ
检测结果显示ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在两组材料上ＣＯＬⅠ表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而细胞在非取向组较取
向组能表达更多的ＡＬＰ和ＯＣＮ，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 非取向和取向的ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架均能
提供一个良好的微环境，利于ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的生长、增殖，同时非取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架较取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤
维支架更有利于ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的成骨分化，是一种有应用前景的骨组织工程支架材料。
　　［关键词］　 聚己内酯／胶原；纳米纤维；ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞；方向
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　　研究表明，细胞能从其所处的环境中通过接触诱
导感觉到微米和纳米级的几何学信号。细胞和不同形

貌的基质材料之间的相互作用导致细胞产生特定的反

应并影响细胞的分化［１］。为确定不同纤维方向的纳

米形貌对成骨前体细胞分化的影响并发展一个骨组织

工程仿生支架，在本研究中，我们将小鼠成骨前体细胞

（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１）接种在非取向和取向的聚己内酯／胶原
（ＰＣＬ／ＣＯＬ）纳米纤维支架上，观察纤维取向不同对
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞形态、增殖和分化的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　非取向和取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架购于重庆大学生物
工程学院，αＭＥＭ培养基、优质胎牛血清（ＦＢＳ）、０．２５％胰蛋白
酶、１％青链霉素混合液、ＤＡＰＩ细胞染液、４％多聚甲醛和 Ｔｒｉｚｏｌ
ＲＮＡ提取液购自Ｓｉｇｍａ公司，磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）购自北京
中杉公司，ＣＣＫ８购自碧云天公司，ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司，ｒｈｏｄａｍｉｎｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ购自 Ｂｉｏｔｉｕｍ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，荧光定量试
剂盒ＨｏｔＳｔａｒｔＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＰＣＲＣｏｒｅＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｓ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ⅰ）购自 ＢＢＩ美国公司，３２１１型细胞培养箱（美国 Ｆｏｒｍａ公
司），ＨＯ４５型恒温摇床（中科院武汉科学仪器厂），ＹＪ１４５０型
超净工作台（苏州净化设备厂），ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７０倒置相差显微
镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），Ｒ４２２低温低速离心机（德国 Ｊｏｕａｎ公
司）、２４和９６孔培养板（美国 ＢＤ公司），Ｓ３４００Ｎ型扫描电镜
（ＳＥＭ，日本日立公司），激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ，德国 ＺＥＩＳＳ
公司），５５０型酶标测试仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ＡＢＩ７５００Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ系统（美国ＡＢＩ公司）。

１．２　材料微观结构观察
　　非取向和取向两组材料样品固定后喷金，其微观结构通过
加速电压为１５ｋＶ的ＳＥＭ来检测。获得显微图片后，通过图像
分析软件（ＩｍａｇｅＪ１．４５ｓ）来测量纤维的平均直径和角度分布
（与纵轴所成角度），每个标本计数６０根纳米纤维（ｎ＝３）。

１．３　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养
　　小鼠颅顶骨前成骨细胞亚克隆１４（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４）
购自中国科学院细胞库。于 αＭＥＭ培养基（含 １０％胎牛血
清，１００Ｕ／ｍＬ青、链霉素）、５％ＣＯ２、３７℃ 条件下常规培养。

１．４　材料的准备及细胞接种
　　将非取向和取向两组材料剪成直径１．５ｃｍ的圆形，放置
在２４孔板中，７５％的酒精消毒 １ｈ，然后用无菌的 ＰＢＳ漂洗

３次，每次５ｍｉｎ，用０．２５％的胰蛋白酶消化生长达到９０％融合
后的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，制成 ５×１０５／ｍＬ的细胞悬液，然后将
１００μＬ的细胞悬液滴加在材料表面，将２４孔板置于５％ ＣＯ２、
３７℃条件下培养４ｈ，然后每孔加注３ｍＬαＭＥＭ培养基继续
培养。每２天换液１次，培养至７ｄ。

１．５　细胞增殖测试
　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向和取向两组材料上的活性和增殖
情况通过ＣＣＫ８法来检测。在第１、３、５、７天，用含１０％ ＣＣＫ８
的新鲜培养基代替２４孔板中的培养基，３７℃的５％ ＣＯ２细胞
培养箱中孵育３ｈ，细胞代谢后产生具有高度水溶性的黄色甲
!

产物，用酶联免疫检测仪在４５０ｎｍ波长处测定各孔光密度
值［Ｄ（４５０）］。

１．６　ＳＥＭ检测
　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种到非取向和取向两组材料上复合培养
１ｄ后，移除孔板中的培养基，用ＰＢＳ漂洗２次，３％的戊二醛固
定３０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ漂洗２次，用３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、
９５％和１００％的乙醇梯度脱水，然后冻干样品，固定，喷金，ＳＥＭ
成像。

１．７　ＬＳＣＭ检测
　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种到非取向和取向两组材料上复合培养
１ｄ后，移除孔板中的培养基，用 ＰＢＳ液漂洗２次，加入４％多
聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ后，再用ＰＢＳ漂洗２次。加入含０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ，５ｍｉｎ后ＰＢＳ漂洗２次。滴加２５μｇ／ｍＬ的
细胞骨架染色液（ｒｈｏｄａｍｉｎｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ），室温避光静置２０ｍｉｎ。
ＰＢＳ液漂洗２次后，再滴加０．１％的细胞核染色液（ＤＡＰＩ），室
温避光静置 ５ｍｉｎ后用 ＰＢＳ漂洗 ２次。采用 ＬＳＣＭ观察
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞形态改变，细胞核呈蓝色荧光，细胞骨架微丝纤
维Ｆａｃｔｉｎ呈红色荧光。利用 ＩｍａｇｅＪ１．４５ｓ软件分析 ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞在不同支架上培养１ｄ后，ＬＳＣＭ检测所得图像中细胞
骨架及细胞核的平均纵横比（ｎ＝６０）。

１．８　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测
　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在两组材料上复合培养７ｄ后，细胞中Ⅰ
型胶原（ＣＯＬⅠ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、骨钙素（ＯＣＮ）表达水平
通过ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ来检测。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒按说明步骤提
取总ＲＮＡ，选用Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值为１．８～２．０的ＲＮＡ用作
反转录。根据反转录 ｃＤＮＡ合成试剂盒说明书进行 ｃＤＮＡ合
成。ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞 ＣＯＬⅠ、ＡＬＰ和 ＯＣＮ基因与内参基因
ＧＡＰＤＨ引物由上海生工生物工程有限公司合成，引物序列为：
ＣＯＬⅠ上游５′ＣＴＴＣＡＣＣＴＡＣＡＧＣＡＣＣＣＴＴＧ３′，下游５′ＴＴＧＧＴ
ＧＧＴＴＴＴＧＴＡＴＴＣＧＡＴＧＡ３′；ＡＬＰ上 游 ５′ＡＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣ
ＣＣＡＧＡＴＧ３′，下游 ５′ＧＣＡＧＣＴＣＣＡＣＧＴＣＡＡＡＧＡＴＧ３′；ＯＣＮ
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上游 ５′ＧＴＣＣＴＣＣＴＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＡＡＣ３′，下 游 ５′
ＣＡＣＴＡＣＣＴＴＡＴＴＧＣＣＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＧＡＣ３′；ＧＡＰＤＨ上游５′ＧＣ
ＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴ３′，下游 ５′ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴ
ＴＡＣＴＣＣ３′。取ｃＤＮＡ１．０μＬ配制成 ２０μＬＰＣＲ反应液，在
ＡＢＩ７５００定量 ＰＣＲ仪中 ９５℃ ３ｍｉｎ，然后 ３步反应：９４℃
３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共４０个循环。以同一样本的目的
基因与管家基因ＧＡＰＤＨ含量的差值作为评价目的基因表达水
平的指标，同时以接种时的细胞样本作为参照。应用２－△△Ｃｔ法
对目的基因进行相对定量分析。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比
较行独立样本均数的ｔ检验。

２　结果

２．１　材料的形态特点
　　ＳＥＭ结果显示非取向和取向的ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架的
表面形态见图１。两组材料的纤维直径相似［（５８６±２３９）ｎｍｖｓ
（６２５±１５５）ｎｍ］，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在非取向组
所有纤维与纵轴形成的角度成平均分布，而在取向组８１．７％的
纤维与纵轴形成的角度从０°～３０°（图２）。

!
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Ａ：非取向组；Ｂ：取向组
图１　ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架的电镜观察　（ＳＥＭ）

!"

#$

#%

&$

&%

'$

(%

$

%

!
"

#
$
)
%

( & * ! $ + , - .

&'"(

)*+

,)*+

１：０°～１０°；２：＜１０°～２０°；３：＜２０°～３０°；４：＜３０°～４０°；５：＜４０°～
５０°；６：＜５０°～６０°；７：＜６０°～７０°；８：＜７０°～８０°；９：＜８０°～９０°
图２　ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架中纤维与纵轴方向所成角度的百分比分布

２．２　细胞增殖结果
　　ＣＣＫ８法检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在两组材料上的活性和增殖
（图３），在细胞材料复合物７ｄ的培养时间内，两组材料上
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞均不断增殖，培养１、３、５ｄ和７ｄ时两组材料上
的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图３　ＣＣＫ８法检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在两组材料上不同时间点的增殖活性

２．３　细胞形态及细胞骨架的观察
　　从ＳＥＭ图像来看，细胞支架复合物培养１ｄ后，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞均能很好地粘附在两组材料上，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向
的支架上表现为星形（图４Ａ）；相反，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在取向的
支架上表现为沿着取向纳米纤维基质生长的扁长形（图４Ｂ）。
从ＬＳＣＭ图像来看，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在培养１ｄ后，在非取向支
架上，细胞骨架发育良好，呈不规则形态（图４Ｃ），而细胞在取
向支架上生长时，骨架沿纳米纤维方向整齐排列（图４Ｄ）。定
量分析ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在不同取向的纳米基质材料上的反应，
以细胞骨架及细胞核平均的纵横比（长轴与短轴）表示，

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞骨架在非取向及取向的支架上纵横比分别是
（２．６１±０．９５）、（４．７３±１．５０）；ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞核在非取向及取
向的支架上纵横比分别是（１．４２±０．２２）、（１．８７±０．４６），差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种在非取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ材料上１ｄ后电镜观
察；Ｂ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种在取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ材料上１ｄ后电镜观
察；Ｃ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种在非取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ材料上１ｄ后激光
共聚焦观察；Ｄ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种在取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ材料上１ｄ
后激光共聚焦观察　细胞核ＤＡＰＩ染色显蓝色；细胞骨架ｒｈｏｄａｍｉｎ
ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ染色显红色
图４　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种在非取向和取向ＰＣＬ／ＣＯＬ材料上１ｄ后观察

２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测结果
　　细胞与支架复合物培养７ｄ后，ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测在两
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组材料上ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中成骨分化基因ＣＯＬⅠ、ＡＬＰ、ＯＣＮ表
达水平。ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向组较取向组ＣＯＬⅠ表达水平
要少［（１．４７±０．５５）ｖｓ（１．５３±０．３６）］，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向组较取向组 ＡＬＰ、ＯＣＮ表
达水平明显增加［（１．６７±０．４３）ｖｓ（１．２８±０．２９），（１．８７±
０４４）ｖｓ（１．２１±０．３９）］，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　在以往的研究中，静电纺丝制备的纳米纤维支架
材料已被证明是优秀的用于组织再生的组织工程支

架［２］。有研究表明，非取向纤维方向的支架可以部分

地模拟天然骨细胞外基质的形貌特征和生物学功能，

有利于骨髓间充质干细胞的成骨分化和组织工程骨的

形成［３］。最近，取向的纳米纤维支架已广泛应用于神

经、韧带和肌腱组织工程。然而，少有关于取向的纳米

纤维支架对细胞成骨分化影响用于组织工程骨支架的

研究。为确定不同纤维方向的纳米形貌对成骨前体细

胞分化的影响和发展一个骨组织工程仿生支架，在本

研究中，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种于非取向和取向的 ＰＣＬ／
ＣＯＬ纳米纤维支架上，随着培养时间的增长，细胞均
能明显增殖，但同一时间点两组材料上的细胞增长率

无明显差异。可能的解释是两组材料有相似的空隙率

和孔径空间，利于细胞的生长。本研究结果可以看出，

纤维取向已大大影响了ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的细胞形态及细胞
骨架形态，在非取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架上可以看
到扁平、多角形的细胞及不规则形态的细胞骨架，而在

取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架上可以看到沿纤维方向
定向排列的细长形的细胞及沿纳米纤维方向整齐排列

的细胞骨架，定量分析结果也显示支架的纤维取向对

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的细胞骨架及细胞核形态有明显的影
响。接触诱导理论支持解释细胞形态与纤维排列之间

的关系，具有特殊纳米形貌特征的基质通过与粘附细

胞的丝状伪足和骨架相互作用诱导细胞的排列和迁

移［４－５］。此外，细胞形态被认为是调节细胞生长和分

化的一个重要因素，细胞形态的变化和细胞骨架的张

力影响细胞的增殖和分化［６］。为了检测细胞形态变

化对细胞成骨分化的影响，我们评估 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
在非取向和取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架上复合培养
７ｄ后ＣＯＬⅠ、ＡＬＰ、ＯＣＮｍＲＮＡ的表达水平。结果表
明，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在非取向和取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤
维支架上，ＣＯＬⅠ表达无统计学差异，可能的解释是
ＣＯＬⅠ虽然是成骨细胞分泌的细胞外基质的一个主要
组成部分［７］，但ＣＯＬⅠ广泛存在于骨、软骨、肌腱等肌
肉骨骼系统的组织中，不是成骨前体细胞向成骨细胞

分化的特异性指标；与此同时，有意思的是 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞在非取向的ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维上较取向的ＰＣＬ／
ＣＯＬ纳米纤维上能表达更多的ＡＬＰ和ＯＣＮ，且差异有

统计学意义。可能的解释是 ＡＬＰ是细胞成骨分化的
早期标志物［７］，ＯＣＮ是细胞晚期成骨分化的标志
物［８］，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在不同取向的纳米纤维支架上
生长时，通过接触诱导伸出丝状伪足感知周围的纳米

微环境，细胞骨架及细胞核的形态发生了明显改变，继

而影响了细胞的分化，且非取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支
架较取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架提供的微环境更有
利于 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的成骨分化。由此可以推断，支
架的纤维取向可能在调节成骨前体细胞向成骨细胞的

分化中发挥重要作用，这与前人的研究结果相似———

纤维取向会影响细胞骨架变化进而影响细胞核的组成

和基因的表达［９－１０］。

　　综上所述，非取向和取向ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架
材料均能提供了一个良好的微环境，适合 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞的生长、增殖，同时非取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支
架较取向 ＰＣＬ／ＣＯＬ纳米纤维支架更有利于 ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞的成骨分化，是一种有应用前景的骨组织工程
支架材料。
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