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基于聚己内酯纳米纤维膜的组织工程化视网膜色素上皮的研究

唐　甜１，夏　缨１，宋彩霞２，付　琰１　（１．西部战区总医院，四川 成都 ６１００８３；２．重庆斯德姆生物技术有限公司，重庆
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［摘　要］　目的　探讨聚己内酯（ＰＣＬ）纳米纤维膜在构建组织工程化视网膜色素上皮（ＲＰＥ）的应用前景。方法　参考有关
文献采用自发分化法将人胚胎干细胞（ＥＳＣ）诱导为视网膜色素上皮（ＥＳＣＲＰＥ）细胞；采用静电纺丝法制备 ＰＣＬ纳米纤维膜，经扫
描电镜检测ＰＣＬ纳米纤维膜的表面形貌；利用ＣＣＫ８法检测 ＰＣＬ纳米纤维膜浸提液对于 ＥＳＣＲＰＥ细胞活性的影响；将 ＥＳＣＲＰＥ
细胞培养在ＰＣＬ纳米纤维膜上，通过透射电镜和免疫荧光法分别检测组织工程化ＲＰＥ的超微结构和ＲＰＥ特异性标记物的表达，通
过与大鼠视网膜共培养检测组织工程化 ＲＰＥ吞噬感光细胞外节的能力。结果　ＥＳＣＲＰＥ细胞表达 ＲＰＥ特异性标记物 ＭＩＴＦ和
ＰＡＸ６，ＰＣＬ纳米纤维膜呈纤维多孔状，具有良好的生物相容性。基于 ＰＣＬ纳米纤维膜的组织工程化 ＲＰＥ具有典型的 ＲＰＥ超微结
构，表达ＺＯ１、ＮａＫＡＴＰａｓｅ呈极性表达，并且具有吞噬感光细胞外节的能力。结论　ＰＣＬ纳米纤维膜支持 ＲＰＥ细胞的生长，可用于
构建组织工程化ＲＰＥ。
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　　视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）
是位于视网膜和脉络膜之间的单层细胞，具有吞噬感

光细胞外节、分泌营养因子、参与视循环代谢等重要的

生理功能［１２］。ＲＰＥ功能障碍将导致年龄相关性黄斑
变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）等致盲性
眼病。虽然干性 ＡＭＤ目前仍缺乏有效治疗措施，但
ＲＰＥ移植为该病的治疗带来希望［３４］。目前，ＲＰＥ移

植主要有细胞悬液移植和组织工程化 ＲＰＥ移植。其
中组织工程化 ＲＰＥ移植因可以更好地保持 ＲＰＥ细胞
的形态和功能，有利于ＲＰＥ种子细胞的存活而备受关
注［５６］。最新临床试验已经证实了组织工程化 ＲＰＥ移
植治疗视网膜病变性疾病的安全性和有效性［７８］。但

何种生物材料最适合于构建组织工程化 ＲＰＥ尚不清
楚［９］。聚己内酯（ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ，ＰＣＬ）是一种具有良
好生物相容性、可降解的聚合物材料，是美国食品药品

管理局（ＦＤＡ）批准的可用于人体内药物释放和手术
缝线的安全材料。鉴于ＰＣＬ良好的生物相容性，本研
究通过静电纺丝技术制备了 ＰＣＬ纳米纤维膜，并结合

３８６局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１９，２８（９）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣ）来源的ＲＰＥ细
胞（ＥＳＣＲＰＥ），探索了ＰＣＬ用于构建组织工程化 ＲＰＥ
的应用前景。

１　材料与方法

１．１　ＥＳＣＲＰＥ细胞的诱导及鉴定
参考文献［８］报道的自发分化法，将人胚胎干细

胞系Ｈ１诱导分化为 ＲＰＥ细胞。具体方法为 ＥＳＣ细
胞贴壁培养１周，使 ＥＳＣ细胞形成超级融合后，去除
培养基中的ｂＦＧＦ因子，继续培养２０ｄ，可见形成了色
素灶，待色素灶直径达到１ｍｍ时，在显微镜下操作将
色素灶挑出，接种于已包被过基质胶的六孔板中，培养

１周后可见 ＲＰＥ细胞从色素灶中爬出。常规传代培
养，即可获得ＥＳＣＲＰＥ细胞。将 Ｐ２代 ＥＳＣＲＰＥ细胞
接种于细胞爬片上，待ＥＳＣＲＰＥ细胞形成铺路石样形
态时，去上清，４％多聚甲醛常规固定１５ｍｉｎ，再加入
０．２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，室温１０ｍｉｎ后，常规封闭（５％山
羊血清）１ｈ，抗ＭＩＴＦ和ＰＡＸ６的一抗４℃ 孵育过夜，
加入相应二抗，ＤＡＰＩ染核，封片，共聚焦显微镜下拍照
观察。

１．２　ＰＣＬ纳米纤维膜的制备
取４ｇＰＣＬ（分子量为８００００，购自Ｓｉｇｍａ公司），加

入２０ｍＬ氯仿／甲醇（Ｖ／Ｖ＝３∶１）溶液，完全混匀后注
入２５ｍＬ塑料注射器中，以２０Ｇ钝头注射用不锈钢针
为喷丝口。设置好以下参数后，开始静电纺丝：流速为

２ｍＬ／ｈ，电压２８ｋＶ，喷丝口与收集板的距离为２０ｃｍ。
１．３　扫描电镜观察支架表面形貌

将制备好的ＰＣＬ纳米纤维膜表面喷金处理后，采
用双束扫描电镜（Ｃｒｏｓｓｂｅａｍ３４０，Ｚｅｉｓｓ）观察材料的表
面形貌。

１．４　支架生物相容性评价
ＰＣＬ纳米纤维膜在 ７５％酒精浸泡消毒 ２ｈ后，

ＰＢＳ洗涤３遍，再浸泡在ＥＳＣＲＰＥ细胞培养基中４８ｈ
后，收集该培养基作为ＰＣＬ纳米纤维膜的浸提液。将

１×１０４个ＥＳＣＲＰＥ细胞常规接种于９６孔板中，实验
组以ＰＣＬ纳米纤维膜的浸提液为培养基，对照组采用
正常ＥＳＣＲＰＥ细胞培养基。接种后１、３、５、７ｄ，去上
清，加入ＣＣＫ８工作液（购自日本同仁公司）孵育１ｈ
后，采用酶标仪检测在４５０ｎｍ处的吸光值。
１．５　ＥＳＣＲＰＥ细胞在ＰＣＬ纳米纤维膜的培养及鉴定

ＰＣＬ纳米纤维膜经 ７５％酒精浸泡消毒 ２ｈ后，
ＰＢＳ洗涤３遍，基质胶包被１ｈ后，常规接种ＥＳＣＲＰＥ
细胞。培养４周后，裁下３ｍｍ×３ｍｍ大小的 ＰＣＬ纳
米纤维膜用于透射电镜检测。具体方法：２．５％戊二醛
固定过夜后，ＰＢＳ漂洗，１％ 锇酸后固定 ２ｈ，ＰＢＳ漂
洗，丙酮梯度脱水，环氧树脂６１８包埋，超薄切片后铀
染，铅染，最后用透射电子显微镜（ＴＥＣＮＡＩ１０，Ｐｈｉｌｉｐｓ
公司）拍照观察。再取１ｃｍ×１ｃｍ大小的 ＰＣＬ纳米
纤维膜用于免疫荧光鉴定，具体方法：４％多聚甲醛常
规固定 １５ｍｉｎ，封闭（５％山羊血清）１ｈ，抗 ＺＯ１和
ＮａＫＡＴＰａｓｅ的一抗４℃ 孵育过夜后，加入相应二抗，
ＤＡＰＩ染核，封片，共聚焦显微镜下拍照观察。

根据文献［１０］报道的方法，检测培养在ＰＣＬ纳米
纤维膜上的 ＥＳＣＲＰＥ细胞的吞噬功能。取大鼠视网
膜，剪成梅花状后展平，置于培养的ＥＳＣＲＰＥ细胞上
方，并使视网膜的感光细胞层面向 ＥＳＣＲＰＥ细胞，培
养４８ｈ后，取出ＥＳＣＲＰＥ细胞，按照上述方法进行常
规免疫荧光染色，并使用抗大鼠 Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ的一抗，Ｆ
ａｃｔｉｎ（红色）用于显示细胞形态，ＤＡＰＩ用于染核。

２　结果

２．１　ＥＳＣＲＰＥ细胞的分化诱导
通过自发分化法将ＥＳＣ分化为ＲＰＥ细胞，分化而

来的ＥＳＣＲＰＥ细胞呈典型的铺路石样形态，随着培养
时间的延长，逐渐出现色素。通过免疫荧光检测发现，

９９％以上的ＥＳＣＲＰＥ细胞高表达 ＲＰＥ细胞的特异性
标记物ＭＩＴＦ和ＰＡＸ６（图１），这说明已经成功获得了
高纯度的ＥＳＣＲＰＥ细胞。

ａ：Ｐ２代ＥＳＣＲＰＥ细胞ＭＩＴＦ的表达；ｂ：Ｐ２代ＥＳＣＲＰＥ细胞ＰＡＸ６的表达
图１　免疫荧光检测ＥＳＣＲＰＥ细胞特定标记物的表达

２．２　ＰＣＬ纳米纤维膜的表面形貌和生物相容性检测
扫描电镜观察发现制备的 ＰＣＬ纳米纤维膜呈纤

维多孔状（图２ａ），放大后可见纳米纤维直径粗细不一

（图２ｂ），经计算纳米纤维直径在１００～１５００ｎｍ。为
检测ＰＣＬ纳米纤维膜的生物相容性，我们研究了 ＰＣＬ
纳米纤维膜的浸提液对 ＥＳＣＲＰＥ细胞生长曲线的影
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响，结果显示ＰＣＬ纳米纤维膜的浸提液不会影响ＥＳＣ
ＲＰＥ细胞的生长（图３），由此说明我们制备的 ＰＣＬ纳
米纤维膜具有良好的生物相容性，可用于构建组织工

程化ＲＰＥ。

ａ：放大２００倍；ｂ：放大５０００倍
图２　ＰＣＬ纳米纤维膜的表面形貌检测

图３　ＣＣＫ８检测 ＰＣＬ纳米纤维膜浸提液对 ＥＳＣＲＰＥ细胞
生长的影响

２．３　基于ＰＣＬ纳米纤维膜的组织工程化ＥＳＣＲＰＥ细
胞特性研究

将ＥＳＣＲＰＥ细胞培养在ＰＣＬ纳米纤维膜上后，首
先通过透射电镜检测了组织工程化ＲＰＥ的超微结构。
可见组织工程化ＲＰＥ顶端形成了微绒毛，并含有大量
细胞色素，细胞之间形成了紧密连接，这是典型的

ＲＰＥ细胞超微结构（图４ａ）。免疫荧光法结果显示组
织工程化ＲＰＥ表达ＺＯ１（图４ｂ），这不仅显示了典型
的六边形形态，也说明组织工程化ＲＰＥ形成了紧密连
接。另外，我们发现 ＮａＫＡＴＰａｓｅ只表达在细胞顶端
（图４ｃ），说明组织工程化 ＲＰＥ形成了极性。将组织
工程化ＲＰＥ与大鼠视网膜共培养４８ｈ后，检测发现
ＲＰＥ细胞内含有Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ标记的大鼠感光细胞外节
（图４ｄ），这说明组织工程化 ＲＰＥ具有吞噬感光细胞
外节的功能。综上所述，通过将 ＥＳＣＲＰＥ细胞培养在
ＰＣＬ纳米纤维膜上，形成了具有典型形态、超微结构和
功能的组织工程化ＲＰＥ。

３　讨论

选择合适的生物材料构建组织工程化 ＲＰＥ一直
是研究的热点。本研究探索了 ＰＣＬ用于构建组织工
程化ＲＰＥ的前景，为ＲＰＥ移植提供了新的思路。构

ａ：ＴＥＭ检测组织工程化 ＥＳＣＲＰＥ细胞的超微结构；ｂ：免疫荧
光检测组织工程化 ＥＳＣＲＰＥ细胞 ＺＯ１的表达；ｃ：免疫荧光检
测组织工程化 ＥＳＣＲＰＥ细胞 ＮａＫＡＴＰａｓｅ的表达；ｄ：免疫荧光
检测组织工程化ＥＳＣＲＰＥ细胞的吞噬感光细胞外节的功能

图４　组织工程化ＥＳＣＲＰＥ细胞特性研究

建组织工程化ＲＰＥ需要两大要素，即种子细胞和生物
材料。本研究采用自发分化法，将ＥＳＣ诱导为ＲＰＥ细
胞。该分化方法避免了使用过多的生长因子，减少了

动物来源的添加剂，有利于临床转化。因此，既往许多

临床试验的ＲＰＥ种子细胞都是经 ＥＳＣ自发分化法诱
导而来［１１１３］。通过免疫荧光鉴定我们发现超过９９％
的ＥＳＣＲＰＥ细胞高表达ＭＩＴＦ和ＰＡＸ６，这说明我们的
ＥＳＣＲＰＥ细胞纯度已满足临床试验的需求［１１］。

ＰＣＬ是ＦＤＡ批准的可用于人体的、可降解的生物
材料。ＭｃＨｕｇｈ等［１４］曾采用浇铸法制备了多孔 ＰＣＬ
薄膜，呈平整结构，支持人胚胎来源的 ＲＰＥ细胞的生
长。有研究发现，生物膜的拓扑结构会影响细胞的贴

壁、增殖及功能［１５］。目前用于构建组织工程化 ＲＰＥ
的生物膜拓扑结构有平整结构、蜂窝状多孔结构和３Ｄ
纳米纤维结构［１６］。其中，３Ｄ纳米纤维结构更接近于
体内Ｂｒｕｃｈ膜结构，可促进 ＲＰＥ细胞的贴壁、生长和
功能［１７］。因此，本研究采用静电纺丝技术，制备了

ＰＣＬ纳米纤维膜，由扫描电镜结果可见 ＰＣＬ纳米纤维
膜成纤维多孔状，纤维直径为１００～１５００ｎｍ。ＰＣＬ纳
米纤维膜不仅具有良好的生物相容性，还支持 ＥＳＣ
ＲＰＥ细胞的生长和功能，如形成紧密连接和吞噬感光
细胞外节。尤其值得注意的是，基于 ＰＣＬ纳米纤维膜
的组织工程化 ＲＰＥ具有极性，这对于 ＲＰＥ种子细胞
发挥吞噬功能十分重要［１８］。除了ＰＣＬ以外，胶原蛋白
也常常用作培养ＲＰＥ细胞的底物［１９２２］。同样地，采用

静电纺丝技术制备的胶原蛋白纳米纤维膜也支持

ＲＰＥ细胞的生长和功能［２３］。但胶原蛋白力学性能太
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差，移植到视网膜下腔的难度太大。ＰＣＬ具有一定的
韧性，但能否满足体内移植的需求，以及移植到体内后

的生物相容性如何，还有待进一步研究。综上所述，

ＰＣＬ纳米纤维膜可用于构建组织工程化 ＲＰＥ，但其在
体内的生物相容性和应用前景还需进一步研究。
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