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　　［摘要］　目的　探讨新的静电纺丝方法制备聚乳酸聚己内酯［Ｐ（ＬＬＡＣＬ）］纳米纱作为组织工程纤维环支架的可行
性，检测其理化性能及细胞相容性。方法　 在传统静电纺丝方法制备Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纤维支架的基础上，改用动态水流
接收装置制备相同成分的纳米纱支架，并对材料的表面形态、纤维直径、孔径、孔隙率、力学性能进行评估，分离培养兔纤

维环细胞种植到支架上，观察细胞在材料上的生长形态、黏附、增殖、渗透情况。结果　 Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纤维支架表面呈
致密的网状结构，纤维排列无方向性，而Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支架表面呈疏松的网状结构，纤维排列有一定的取向；纳米纤
维支架的孔径为（４．５７±１．８７）μｍ，孔隙率（７４．２±１．５）％，纳米纱的孔径为（３８．４３±１５．５４）μｍ，孔隙率（８６．７±９．３）％，
两者比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；两者的力学性能相似。扫描电镜（ＳＥＭ）显示纤维环细胞在纳米纤维支架上呈多
边形生长，在纳米纱支架上呈长梭形生长；ＣＣＫ８结果显示细胞在两种支架材料上的黏附均很好，细胞在纳米纱上的增殖
较纳米纤维支架明显增加；ＨＥ染色提示细胞虽然只能生长在纳米纤维支架表面，但却很好地渗透到纳米纱支架内部。结
论　 静电纺丝方法制备的Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支架具有良好的三维孔隙结构和细胞相容性，有望成为较理想的组织工程
纤维环支架。
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　　椎间盘退变性疾病是引起腰背疼痛的主要原因之
一，椎间盘退变后难以逆转，目前各种治疗方法的效果

仍未令人满意［１］。采用组织工程的方法构建功能化

椎间盘为椎间盘疾病治疗提供了新的策略［２］。纤维

环支架是构建组织工程椎间盘的关键环节之一。目前

组织工程纤维环支架材料的选择和构建的方式没有统

一的标准。研究开发具有良好性能的纤维环支架材料

是当前研究的热点和难点之一［３］。本研究旨在探索

采用新型的动态液体水流接受系统改进传统静电纺
丝方法，制备出模拟天然纤维环基质取向、三维、大孔

的微观结构的静电纺丝Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱，探讨其作
为组织工程纤维环支架材料的可行性。

１　材料与方法

１．１　实验材料及主要试剂
　　新西兰大白兔（第三军医大学大坪医院野战外科研究所实
验动物中心），Ｐ（ＬＬＡＣＬ）（ＰＬＬＡ∶ＰＣＬ＝７５∶２５）（济南岱罡生物
工程有限公司）、六氟异丙醇（上海达瑞化工有限公司），胰蛋

白酶、Ⅱ型胶原酶、ＣＣＫ８试剂（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　实验仪器
　　高压电源经典发生器（ＢＧＧ６３５８型，北京机电院高技术股
份有限公司），真空干燥箱（上海恒科技有限公司），微量注射

泵（７８９１００Ｃ型，美国Ｃｏｌｅｐａｍｅｒ公司），扫描电镜（Ｓ３４００Ｎ型，
日本日立公司），Ｈ５ＫＳ万能材料测试机（Ｈｏｕｎｓｆｉｅｌｄ型，英国），
Ｄ７８５３２Ｔｕｔｔｌｉｎｇｅｎ离心机（德国）。
１．３　纳米纱、纳米纤维的制备
　　纳米纱支架的制备使用动态液体静电纺丝的方法［４］。将

Ｐ（ＬＬＡＣＬ）溶于六氟异丙醇中配制浓度为８％的溶液搅拌均匀
后，被置于５ｍＬ医用注射器中，在１５ｋＶ电压下以１ｍＬ／ｈ的
速度从９号医用针头口高速喷出，在离针尖下方１５ｃｍ处置一
底部有孔的水盆，当纳米纤维飘落到水面后，随着涡流从孔中

顺水流下，扭转成束形成纳米纱线。在盆底孔下放置一个以

６０ｒ／ｍｉｎ的速度接收纳米纱线的转轴，最后在转轴上形成纳米
纱。从转轴上取下纳米纱放进－８０℃冰箱预冻２ｈ，再冷冻干
燥３６ｈ后得到成型的纳米纱三维支架，纳米纱支架存放于真空
干燥器中。相同的静电纺丝参数，采用传统的静电纺丝方法，

用平整的铝箔片代替动态水流接收装置，制备纳米纤维支架。

１．４　形貌分析
　　取纳米纱、纳米纤维支架样本，固定于样品台上，表面喷金
后置于扫描电镜下观察。采用图像分析软件ＩｍａｇｅＪ１．４６测量
材料电镜照片中纤维的直径分布范围以及孔径大小（每组测量

１００根纤维）。
１．５　孔隙率
　　取纳米纱、纳米纤维支架样本，用游标卡尺精确测量支架

样品的体积（Ｖ）。测量干样品的质量（Ｗ１），以及浸泡在无水
乙醇（密度为ρ）中２ｈ后的质量（Ｗ２）。样品的孔隙率（Ｐ）计
算公式为Ｐ＝［（Ｗ２－Ｗ１）／ρ］／Ｖ（每组测量３个标本）。
１．６　力学性能测试
　　取纳米纱、纳米纤维支架样本（长×宽：１ｃｍ×５ｃｍ），用螺
旋测微器测量样品的厚度，将样品两端１ｃｍ处固定于材料测
试机的夹具上，在室温２０℃、相对湿度６０％环境下，采用Ｈ５ＫＳ
型万能材料实验机施５０Ｎ的力，１０ｍｍ／ｍｉｎ的速度进行拉伸
测试。通过应力应变曲线计算样本的断裂强度、断裂伸长及
杨氏模量（每组测量５个标本）。
１．７　纤维环细胞分离培养与接种
　　新西兰大白兔（４周龄，体质量１ｋｇ）５只，安乐死后每只无
菌条件下切取胸腰段椎间盘纤维环组织，剪成 １ｍｍ３碎组织
块，０．２５％胰酶消化１５ｍｉｎ后，０．２％Ⅱ型胶原酶于３７℃消化
２ｈ，消化后的纤维环组织经２００μｍ的滤网过滤，纤维环细胞
采用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（１０％胎牛血清、１％双抗）于３７℃、
５％二氧化碳孵箱中培养，每２天更换培养液，细胞达到８０％～
９０％融合时，用０．２５％的胰蛋白酶分离传代备用。用自备的空
心打孔器将纳米纱、纳米纤维支架材料制成直径为１４ｍｍ大小
样品。将样品置于 ２４孔培养板中，加入 ７５％的乙醇消毒
３０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ漂洗３次，将胰酶消化好的第二代兔纤维
环细胞接种到２４孔板中（１０５／孔），未放置材料的２４孔板为对
照组，置于３７℃、５％二氧化碳培养箱中培养４ｈ，待细胞充分
黏附后，每孔加入２ｍＬ含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
继续培养至７ｄ，每２天换液１次。
１．８　ＣＣＫ８法检测细胞黏附和增殖
　　通过ＣＣＫ８法检测纤维环细胞在纳米纱及纳米纤维支架
上的黏附及增殖情况。分别于４ｈ、１ｄ、４ｄ、７ｄ取纳米纤维支
架组、纳米纱支架组及对照组的样品。每孔中加入４００μＬ新
鲜无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液和４０μＬＣＣＫ８溶液，置于孵箱
中继续培养４ｈ，每孔取１００μＬ加入９６孔板中，然后在酶标仪
上４５０ｎｍ波长段测定光密度值。每组实验支架材料 ３个复
孔，并重复实验３次。
１．９　ＳＥＭ观察细胞形态
　　取培养４、７ｄ后的细胞支架复合物，２．５％的戊二醛溶液固
定２ｈ，然后梯度（３０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、
１００％）乙醇脱水，自然干燥，真空喷金，ＳＥＭ观察细胞在支架表
面的生长情况。

１．１０　苏木精伊红染色
　　取培养７ｄ后的细胞支架复合物，４％多聚甲醛溶液固定
４ｈ，经过脱水、透明、浸蜡和包埋后，切片（厚１０μｍ）于倒置显
微镜下观察拍照。

１．１１　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１４．０统计软件行单因素方差分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。
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２　结果

２．１　支架材料扫描电镜观察
　　支架材料ＳＥＭ图像结果显示：纳米纤维支架的纤维走向
呈现无规则形态，纤维间形成致密的三维网络状结构（图１Ａ、
Ｃ）。通过动态水流接收装置，纳米纤维在水涡流作用下，成束
形成纳米纱，纱有一定的方向性，纱与纱之间形成疏松的三维

网络状结构（图１Ｂ、Ｄ）。
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Ａ：纳米纤维（×５００）；Ｂ：纳米纱（×５００）；Ｃ：纳米纤维（×２０００）；
Ｄ纳米纱（×２０００）

图１　不同支架材料ＳＥＭ观察

２．２　支架纤维直径、孔径以及孔隙率
　　通过用ＩｍａｇｅＪ１．４６软件作图分析表明：纳米纱与纳米纤
维支架的纤维直径呈正态分布，纳米纱的纤维直径为（１９６１±
５．９１）μｍ，孔径为（３８．４３±１５．５４）μｍ，纳米纤维的纤维直径为
（６３４±６５）ｎｍ，孔径为（４．５７±１．８７）μｍ。采用液体侵泡法测得
纳米纱的孔隙率为（８６．７±９．３）％，纳米纤维的孔隙率为（７４．２±
１５）％，两者差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．３　力学性能测试
　　２组样品的应力应变曲线如图２所示，纳米纱的断裂强度
为（４．６１±１．００）ＭＰａ，断裂伸长为（６６．４８±６．２８）％，杨氏模量
为（２３．９３±５．８８）ＭＰａ；无规则纳米纤维支架的断裂强度为
（４１６±１．０２）ＭＰａ，断裂伸长为（１４６．２８±２０．５１）％，杨氏模量
为（２９．４２±５．１８）ＭＰａ。两者的断裂强度和杨氏模量比较均无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图２　不同支架材料应力应变曲线

２．４　细胞黏附和增殖
　　纤维环细胞在３组中培养４ｈ后，ＣＣＫ８法检测的光密度
值结果（图３）表明纤维环细胞在纳米纱、纳米纤维和２４孔板
上黏附的细胞数量没有明显差异。纤维环细胞在３组中培养
１、４ｄ和７ｄ后，纳米纱组、纳米纤维组与孔板组的光密度值都
随着共培养时间的增加而增大，在各检测时间点，纳米纱组光

密度值均大于纳米纤维组、孔板组；纳米纤维组光密度值均大

于孔板组；纳米纱组相对于纳米纤维组和孔板组，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与纳米纱比较
图３　兔纤维环细胞在孔板、纳米纤维和纳米纱上的黏附和增殖情况

２．５　纳米纱和纳米纤维支架上细胞形态学观察
　　细胞与支架材料复合培养后的扫描电镜观察结果提示：培
养第４天，纳米纤维支架上的细胞呈多角形生长（图４Ａ箭头
示），没有一定的方向性；纳米纱支架上的细胞主要沿着纳米纱

纤维走向呈梭形生长（图４Ｂ箭头示），一些细胞生长在纳米纱
三维大孔内。第７天，纳米纱及纳米纤维支架上的细胞数明显
增加，细胞分泌大量细胞外基质融合在一起，覆盖在支架的表

面（图４Ｃ、Ｄ）。
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Ａ、Ｃ：纳米纤维培养４、７ｄ；Ｂ、Ｄ：纳米纱培养４、７ｄ
图４　ＳＥＭ观察兔纤维环细胞在不同支架材料上的生长情况

２．６　ＨＥ染色分析
　　细胞接种到支架上７ｄ后，ＨＥ染色表明纤维环细胞能很
好地黏附在纳米纱支架表面并渗透生长到纳米纱支架的内部

空间结构中（图５Ａ）；而纤维环细胞只能在纳米纤维支架的表
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面生长，形成薄的细胞层，不能渗透生长到支架的内部空间结

构中（图５Ｂ）。
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Ａ：纳米纱；Ｂ：纳米纤维
图５　ＨＥ染色观察兔纤维环细胞在不同支架材料上的生长

及渗透　（×２００）

３　讨论

　　近年来，静电纺丝纳米纤维支架在皮肤血管［５］、

神经［６］、软骨［７］、肌腱［８］、心肌［９］等组织工程中得到广

泛应用。静电纺丝聚氨酯［１０］、聚己内酯［１１］纳米纤维

支架也用于作为纤维环细胞的载体。然而，传统静电

纺丝方法制备支架的孔径不利于细胞渗透性生长［１２］。

Ｌｅｏｎｇ等［１３］采用低温静电纺丝技术，利用冰晶体作为

致孔剂制备较大孔径的纳米纤维支架。Ｂｌａｋｅｎｅｙ
等［１４］设计了一种新型的静电纺丝接收系统，制备未压

缩的棉花球样支架，显著促进细胞在支架中的生长和

渗透。虽然这些方法能够改善细胞的渗透，但不可避

免地损害了支架的完整性或机械性能。在本研究中，

我们改进传统的静电纺丝技术，采用动态水流静电纺
丝方法制备了三维的、大孔径 Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支
架，它不仅保存了Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纤维支架的力学强
度，同时为细胞的生长提供了足够的内部空间。

　　ＳＥＭ显示Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支架里面的纱是由
许多纳米纤维成束形成的，呈同向排列，纱的直径较纳

米纤维的直径明显增加；同时Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支架
相对于Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纤维支架的孔径和孔隙率也
明显增加。孔径和孔隙率是支架的基本特征，为细胞

黏附、增殖和迁移提供足够空间，在细胞的营养运输，

代谢产物排出中发挥重要作用［１５－１６］。

　　组织工程支架应具有良好的力学性能，以抵抗外
力作用，保持自身形态稳定，从而为细胞生长和组织形

成提供一个稳定的微环境。支架材料的孔径和孔隙率

的增加会降低材料的力学性能［１７］。本实验结果提示

Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支架在孔隙及孔径增加时，断裂强
度及弹性模量与Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纤维支架相当，这可
能是纳米纱支架中大量纳米纤维同向成束形成纱的结

构提高了支架的力学性能。根据 ＣＣＫ８和 ＳＥＭ结果
显示，兔纤维环细胞均能很好的在两种支架上黏附生

长，同时细胞在纳米纱支架上较纳米纤维支架增殖能

力更强，这可能与纳米纱支架能提供一个更广阔的三

维生长空间有关；一个理想的组织工程支架不仅要适

合于细胞的黏附和增殖，而且还需适合于细胞的渗透，

以促进整个组织的形成。ＨＥ染色结果提示，经过７ｄ
的复合培养，纤维环细胞只能生长在 Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米
纤维支架表面，而随着时间的推移，纤维环细胞能够完

全迁移入整个纳米纱支架内部空间结构中。

　　相对于传统静电纺丝方法制备的 Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳
米纤维支架，使用动态水流静电纺丝方法构建的
Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱支架有一个三维取向的微观结构，
孔径更大，孔隙率更高，力学性能却相当，同时利于兔

纤维环细胞在其上增殖和渗透。本研究表明，静电纺

丝Ｐ（ＬＬＡＣＬ）纳米纱是一种新型的、三维、大孔的支
架，能更好地模拟天然纤维环组织的基质结构，在纤维

环组织工程中有很好的应用前景，为其在椎间盘疾病

治疗中的临床应用奠定实验基础。
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Ａ：ＭＲＩ示肿瘤Ｔ１ＷＩ呈等Ｔ１信号表现，增强病灶明显均匀强化；Ｂ：
病理学观察（ＨＥ×１００）
图２　四脑室孤立性纤维性肿瘤的ＭＲＩ表现和病理学观察

２　讨论

　　ＩＳＦＴ是中枢神经系统肿瘤中脑（脊）膜间质肿瘤的一种良
性肿瘤，目前认为该病中老年人好发，病程呈慢性经过，其组织

主要起源于硬脑膜、大脑镰、小脑幕及硬脊膜等间质细胞，而起

自蛛网膜的 ＩＳＦＴ极为罕见。尹卫宁等［２］２００８年报道 ２８例
ＩＳＦＴ患者，其好发部位为幕上、椎管和后颅窝。临床表现主要
为头痛、呕吐等颅高压和局部占位症状，文献［３］报道约２５％
的患者可伴低血糖、杵状指等副肿瘤综合征的表现，术后副肿

瘤综合征可消失。

　　ＭＲＩ是诊断ＩＳＦＴ重要的辅助检查，本组２例患者的 ＭＲＩ
表现为肿瘤实性部分呈等 Ｔ２、Ｔ１信号，增强扫描实性部分明显
均匀强化；囊性部分呈长Ｔ２、Ｔ１信号，增强后无强化。目前多数
学者认为ＳＦＴ起源于成纤维细胞，镜下多以致密的梭形细胞为
主，所以其在ＭＲＩ上的信号与肌肉信号相似，在 Ｔ１、Ｔ２ＷＩ上多
表现为等或稍低信号，而这种 Ｔ２ＷＩ上低信号并在增强后显著
强化被Ｃｌａｒｅｎｃｏｎ等［４］认为是 ＳＩＦＴ的特征性表现。根据 Ｋｉｍ
等［５］观点，Ｔ２ＷＩ低信号区对应的是肿瘤的致密胶原纤维，而黏
液样变性或坏死区域及血管间质区则表现为高信号。

　　临床上除了 ＭＲＩ的典型表现外，确诊主要依靠病理学检
查。巨检ＩＳＦＴ多呈类圆形，边界清楚，部分肿瘤表面可有纤维
性假性包膜，通常血供丰富，切面呈灰白色或灰褐色，质地较硬

并富有弹性，可伴有黏液样变性和坏死。镜下见肿瘤细胞主要

由梭形、圆形或椭圆形细胞构成，分布不均，细胞质少或不清，

染色均匀，核仁不明显，无明显异型性，核分裂象无或少见。可

见交替分布的细胞密集区（富细胞区）和细胞稀疏区（少细胞

区），构成典型的“无特征构象”，其间见粗细不等、形状不一红

染的胶原纤维穿插。细胞密集区可见数量不等的薄壁血管，管

壁常发生胶原变性。尹卫宁等［２］认为肿瘤的“无特征构象”正

是其最具特征的形态，可据此对病灶组织作出诊断。富细胞型

ＩＳＦＴ一般细胞丰富，肿瘤细胞至少有局灶性中度至重度异型
性，有肿瘤坏死，大量核分裂象≥４／１０高倍视野和（或）边缘浸
润生长。免疫组化中 ＩＳＦＴ瘤细胞表现为 Ｖａｌｅｎｔｉｎｅ、ＣＤ３４、
ＣＤ９９、Ｂｃｌ２阳性，Ｋｉ６７＜１％、αＳＭＡ（－／＋）为弱阳性或可疑
阳性。本组２例患者的免疫组化结果与此一致。ＣＤ３４和Ｂｃｌ２
曾被许多学者看作是ＳＦＴ的特异性标记物，但 Ｗａｎｇ等［６］则认

为Ｂｃｌ２只能反映肿瘤细胞的凋亡被抑制程度，而 ＣＤ３４在脑
膜瘤、神经纤维瘤和血管肿瘤也广泛存在，故现在认为ＣＤ３４和
Ｂｃｌ２并非是ＳＦＴ的特异性标记物，但尹卫宁等［２］认为ＣＤ３４的
表达程度可能与肿瘤的性质有关系。对于富细胞型 ＩＳＦＴ目前
最佳的治疗方法就是术中全切肿瘤，且术后不易复发，但对于

少数富细胞型ＩＳＦＴ而言，单纯切除病灶后的复发率较典型ＩＳＦＴ
明显增高，故主张采取手术切除后联合放化疗。本组２例患者
术中都基本全切病灶，术后分别随访３个月和１年，日常生活
活动能力评分均为１００分，目前仍在随访中。ＩＳＦＴ的影像表现
极似脑膜瘤和血管外皮肿瘤，术前容易误诊，借此２例病例希
望广大同仁对该病诊治有一个更清楚的认识。
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