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Abstract 

BACKGROUND: Schwann cells combined with small intestinal submucosa (SIS) is a feasible way to construct artificial nerve. 

Basic fibroblast growth factor (bFGF) can promote proliferation of Schwann cells. 

OBJECTIVE: To explore the effects of bFGF on adhesion and proliferation of Schwann cells on scaffold of SIS. 

METHODS: The second passage of Schwann cells isolated from neonatal SD rats were seeded onto the surface of SIS scaffold 

and incubated with 50 µg/L bFGF, which served as experimental group. The cultures of SC and SIS without bFGF were used as 

control. The cell proliferation was measured with MTT assay, and the adhesion of Schwann cells was determined by the rate of 

cell adhesion; the cell cycle of SC was examined by flow cytometry. The morphology of cells and cell adhesion on SIS were 

observed by contrast phase microscope, hematoxylin-eosin (HE) staining and scanning electron microscopy.  

RESULTS AND CONCLUSION: Absorbance value of SC in experimental group was higher than the control group (P < 0.05). The 

cell adhesion rate was (69.47±3.17)% and (44.58±1.76)% respectively for experimental and control groups (P < 0.05). G2/M+S 

percentage of SCs was significantly greater in experimental group than the control group (P < 0.05). HE staining and microscopy 

showed that the number of attached cells was more and cell adhesion was better in experimental group compared with the control 

group at 7 days after culture. bFGF is effective in improving the adhesion and proliferation of SCs on SIS scaffold, and also 

promoting construction of tissue-engineered nerve conduit based on the combination with SC and SIS. 
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摘要 

背景：许旺细胞复合小肠黏膜下层是构建人工神经的可行方法，碱性成纤维细胞生长因子有促进许旺细胞增殖的作用。 

目的：验证碱性成纤维细胞生长因子对许旺细胞在小肠黏膜下层支架材料表面的细胞增殖及黏附状态的影响。 

方法：将体外分离培养的 2代 SD乳鼠许旺细胞接种于小肠黏膜下层支架材料上并加入 50 µg/L的碱性成纤维细胞生长因子

复合培养为实验组，以单纯的许旺细胞复合小肠黏膜下层作为对照组，分别用 MTT法测定细胞增殖能力，细胞黏附率检测

细胞在支架上的黏附情况，用流式细胞仪测定细胞分裂周期，并用苏木精-伊红染色及描电镜观察细胞形态及与材料的贴附

情况。 

结果与结论：MTT显示实验组的细胞增殖吸光度值明显高于对照组(P < 0.05)，实验组的细胞黏附率为(69.47±3.17)%，对

照组为(44.58±1.76)%(P < 0. 05)，细胞周期显示实验组比对照组的 G2/M+S期细胞百分含量高(P < 0.05)，培养 7 d后的苏

木精-伊红染色及扫描电镜显示实验组比对照组材料上聚集的细胞数量多，细胞形态伸展更明显，细胞贴附力更好。因此碱

性成纤维细胞生长因子可明显地改善许旺细胞在小肠黏膜下层上的增殖及黏附能力，能促进许旺细胞与小肠黏膜下层支架的

复合而构建人工神经导管。 

关键词：碱性成纤维细胞生长因子；许旺细胞；小肠黏膜下层；增殖；黏附 
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0  引言 

 

许旺细胞是周围神经系统的主要胶质细

胞，具有分泌神经因子、产生细胞外基质、分

泌细胞黏附分子、引导轴突再生的功能
[1]
，因

此是周围神经组织工程中最主要的种子细胞。

小肠黏膜下层小肠黏膜下层(small intestinal 

submucosa, SIS)是一种天然的细胞外基质材

料，在骨科领域已被作为支架材料运用于骨、

肌腱、软骨等人工组织的构建
[2-5]
。目前已有

少量学者以许旺细胞为种子细胞，以SIS为支

架构建了人工神经
[6-7]
。碱性成纤维细胞生长

因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)

对周围神经胶质细胞有促进分裂、增殖、迁移

的作用
[8-9]
。已有研究发现bFGF能促进许旺细

胞在去细胞基膜管支架上的黏附及增殖
[10]
，但

关于bFGF对许旺细胞在SIS上的生长、增殖、

黏附性影响的却有待进一步研究。实验通过观

察外源性bFGF对许旺细胞胞在SIS上的贴附状
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态及增殖活性的观察，从而为bFGF促进SIS

复合许旺细胞构建组织工程神经导管提供实

验依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照细胞实验。 

时间及地点：实验于2009-01/12在四川大

学华西医院干细胞及组织工程实验室完成。 

材料：出生两三天的清洁级SD乳鼠，由四

川大学华西医学中心动物中心提供，实验过程对

动物的处置符合动物伦理学要求。SIS来自健康

成年猪的小肠。实验过程中对动物处置符合2006

年科学技术部发布的《关于善待实验动物的指导

性意见》
[11]
。 

主要试剂及仪器 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

SIS的制备：取成年猪的新鲜空肠，刮除黏

膜层、浆膜层和肌层。按Abraham的化学方法
[12]

进行脱细胞处理后于-70 ℃冻干，分别制备成  

1 cm×1 cm，0.5 cm×0.5 cm两种规格，铝塑袋

封装，环氧乙烷消毒备用。 

许旺细胞的培养及鉴定：取新生两三天的SD

乳鼠，引颈处死后取双侧坐骨神经，去除神经

外膜，分别予2.5 g/L的胰酶、 2 g/L的Ⅱ型胶原

酶消化10 min后终止消化，1 500 r/min离心   

5 min，弃其上清液，予含体积分数为10%胎牛

血清的DMEM重悬细胞，差速贴壁20 min后移

入到培养瓶中，于体积分数为5%CO2、37 ℃ 

培养箱中培养24 h后，加入10
-5
 mol/L阿糖胞苷

作用24 h以纯化细胞，隔日换液，培养6~8 d细

胞铺满瓶底后进行传代。取第2代培养的许旺细

胞制成细胞爬片，行S-100荧光免疫细胞化学染

色鉴定，并在电镜下随机选取10个视野计数阳

性细胞数，以阳性细胞百分比表示细胞的纯度。 

细胞黏附率测定(沉淀法)：实验组为许旺细胞

复合SIS+ bFGF组，对照组为许旺细胞复合SIS

组。将1 cm×1 cm的SIS材料置于24孔板中，分

别予以PBS液、DMEM液、体积分数10%的胎

牛血清预湿处理24 h。取第2代的许旺细胞，消

化、离心后收集细胞并计数。以1×10
8
 L

-1
的密

度接种于SIS上复合培养，其中实验组每孔加入

50 µg/L的bFGF。两组每个时相点均取5个复孔

(n=5)。于培养后24 h后轻轻吹打材料，弃除未

黏附的细胞。将材料上的细胞消化后计数，并

计算细胞的黏附率。 

 
黏附率=黏附细胞数/接种细胞数×100% 

 

许旺细胞复合SIS后细胞增殖活力检测(MTT法)：

将0.5 cm×0.5 cm的SIS置于96 孔中，按上述方

法以5×10
3
/孔的密度接种于材料上，实验组加入

bFGF(50 µg/L)，对照组为单纯的细胞复合培养。

于培养后1，3，5，7，9 d每组各取6孔，弃去培

养液，加入20 µL/孔的MTT液(5 g/L)，继续培养  

4 h，吸去原液，加入200 µL /孔的DMSO。振荡

10 min，在酶标仪上以490 nm波长测定吸光度

值(A值)。以时间为横坐标、A490值为纵坐标绘

制生长曲线。 

苏木精-伊红染色：将复合许旺细胞的SIS材

料分别于培养1，3，5，7 d后从孔板中取出，

PBS漂洗后，予苏木素-伊红染色，观察细胞在

SIS上的生长情况。 

扫描电镜检测：将复合许旺细胞的SIS材料

于培养7 d后从孔板中取出，PBS漂洗后，25 g/L

戊二醛固定，梯度乙醇脱水后，已酸异戊酯里

置换，自然干燥后，表面喷金，扫描电镜观测

许旺细胞在SIS的黏附情况。 

流式细胞仪检测：按上述方法以1×10
8 
L
-1
密度

将许旺细胞接种于SIS上于6孔板中培养，并设

不加材料的对照组。每时相点设3个复孔(n=3)，

分别于1，3，5，7，9 d用TNE消化后收集细胞。

将标本用流式细胞仪检测许旺细胞的细胞周期，

计算细胞增殖指数(proliferative index, PI)。 

 

PI=G2/M+S期细胞百分含量 

 

主要观察指标：①许旺细胞的鉴定。②细

胞增殖活力。③细胞苏木精-伊红染色及扫描电

镜观察。④细胞计数及细胞周期。 

设计、实施、评估者：设计为第一、四及

通讯作者，实施为第一、三作者，评估为第五

作者，均经过系统培训。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 16.0

软件进行统计学分析，采用t 检验进行两组均

数间的比较，数据以x
_

±s表示，以P < 0.05为差

试剂及仪器                    来源 

H-DMEM、胎牛血清、胰酶     GIBCO公司 

II型胶原酶、阿糖胞苷          SIGMA公司 

bFGF                         暨南大学生物试剂中心    

鼠抗 S-100单克隆抗体         北京博奥深生物公司 

相差显微镜                    日本OLYMPUS公司  

S-520扫描电镜                日本HITACHI公司 

酶标板自动读数仪              美国MOLECULAR 

         DEVICES公司 

流式细胞仪                    美国 BINDER 公司  
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异有显著意义。 

 

2  结果 

 

2.1  许旺细胞的荧光免疫细胞化学染色鉴定  许旺细

胞胞浆及突起呈绿色，胞核呈蓝色，细胞膜及胞核结构

完整，细胞多呈双极状或三角形，排列规整，呈栅栏状

或漩涡状，细胞分布均匀，细胞纯度达90%，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  细胞黏附率  按细胞黏附率的计算公式测得两组

的细胞黏附率，实验组的细胞黏附率为(69.47±3.17)%，

对照组为(44.58±1.76)%，两组的细胞黏附率比较差异

有显著性意义(P < 0. 05)。 

2.3  细胞增殖活力测定  用测得的A值)绘制细胞生长

曲线。结果显示实验组在第2~4天，而对照组在3~7 d

处于对数生长期，见图2；实验组在第5天，而对照组在

第7天分别达到各自的峰值，此后进入平台期，实验组

的曲线整体左移，两组在第1天的A值比较差异无显著性

意义(P > 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  苏木精-伊红染色结果  两组在复合培养1 d后细

胞多呈短梭形，突起不明显，细胞数量较少，贴附于材

料的边缘生长；实验组在第3天后的细胞数量增多，形

态也较对照组展开明显；两组在第5天时细胞之间均相

互连接；两组均在3~5 d向材料的中央区域聚集；实验

组第7天细胞突起明显增长，形态多为长双极状，细胞

生长的密度更高，细胞数量更多，而对照组的细胞多呈

长三角形或长梭形，突起相对较短，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  扫描电镜观察结果  复合培养1 d后，两组的细胞

散在分布于材料表面，形态不太规则，多呈短梭形，细

胞间无明显连接。复合培养3~5 d后，实验组贴附于SIS

表面的细胞明显增多，细胞突起增长较对照组更明显，

形态展开多呈长梭形双极结构，两组细胞沿着胶原纤维

方向延伸，深入于材料的孔隙中。第7天实验组比对照

组的细胞沿纤维排列更密集而规整，并可见重叠生长，

细胞数量及细胞周围分泌的蛋白颗粒更多，细胞形态拉

伸明显且呈长双极状，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6 细胞计数及细胞周期测定  见表1，2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2  Effect of small intestinal submucosa on the 
viability of Schwann cells 

图 2   SIS对许旺细胞活力的影响 

Figure 1  Immunocytochemical staining of Schwann cells 
(Fluorescence microscope, ×200) 

图 1  许旺细胞的免疫细胞化学染色 (荧光显微镜，×200) 
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Figure 3  Histological observation of two groups 7 days 
after culture of Schwann cells and small intestinal
submucosa (HE, ×200) 

图 3  两组许旺细胞与SIS复合培养7 d后组织学观察 (苏木
精-伊红染色，×200) 

a: Experimental group b: Control group

Figure 4  Scanning electron microscopy observation of two 
groups 7 days after culture of Schwann cells and 
small intestinal submucosa (×1 200) 

图 4  两组许旺细胞与SIS复合培养7d后SEM观察 (扫描电
镜，×1 200) 

a: Experimental group b: Control group

表 1  不同时相点细胞计数 
Table 1  Cell numbers at different cultural time 

(x
_

±s, n=3, ×10
5
)

Group           1 d          3 d       5 d        7 d         9 d 

 

Control       0.72±0.16  1.22±0.21  1.73±0.20  1.88±0.19  1.58±0.17 

Experimental  0.82±0.22  1.84±0.25  2.52±0.31  2.27±0.28  1.93±0.25 
 

    P           > 0.05       < 0.05     < 0.05    < 0.05      < 0.05 
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两组的细胞数量及PI指数均由1~5 d递增，对照组

到7 d时PI指数达到高峰，而实验组到第5天就已达到高

峰，此后两组均呈衰减趋势。实验组第7天的细胞数明

显多于对照组P < 0.05)，两者在第1天的细胞数及PI指

数差异均无显著性意义(P > 0.05)，但3，5，7，9 d后

两者的差异均有显著性意义(P < 0.05)。 

 

3  讨论 

 

神经组织工程的种子细胞在支架材料上的贴附、增

殖、迁移是构建人工神经的最基本保证，而细胞与材料

的表面黏附性是细胞增殖及迁移的前提
[13-14]

。实验已证

实许旺细胞也支撑着支架材料引导神经的再生
[15]
，许旺

细胞对轴索起营养、保护和支持作用
[16]
，是长距离神经

缺损后轴突再生的必需条件
[17-18]

。因此许旺细胞已被广

泛地作为构建人工神经的种子细胞。许旺细胞分泌细胞

外基质的功能是影响细胞黏附性的重要因素，其中层连

蛋白是细胞外基质中最主要的黏附蛋白，能为细胞在支

架材料上的生长提供较强的黏附性，并能提高细胞的迁

移速度
[19-20]

。此外，细胞与材料的贴附还取决材料的表

面形貌、理化特性、及生物活性等因素。 

目前的神经组织工程的构建多采用天然材料、高分

子合成材料、复合材料等，但所有的支架材料普遍存在

黏附性不理想的欠缺，直接影响了细胞在支架上的生

长、增殖能力。SIS是一种富含胶原并类似于细胞外基

质的三维天然生物材料，交错排列的纤维结构形成了适

当的粗糙表面，有利于细胞的伸展及迁移。SIS还含多

种细胞营养因子(如bFGF、TGF等)
[21]
，可以促进细胞的

增殖及分裂，因此作为神经组织工程的支架材料具有得

天独厚的优势，然而国内外关于许旺细胞在SIS上的黏

附、增殖特性的研究却相对较少。苏琰等
[22]
已初步证实

了许旺细胞能在小肠黏膜下层上黏附、增殖，并保持着

细胞正常的分泌神经营养因子的功能。即便许旺细胞能

分泌细胞黏附分子及各种细胞营养因子，但毕竟SIS的

微观形貌不具备宿主细胞生长的理想多孔状三维结构，

而且SIS上内源性bFGF的含量毕竟有限，对于影响细胞

在材料上增殖的程度仍难以判定，因此细胞在材料上的

黏附、增殖仍有待改善。作者在许旺细胞复合小肠黏膜

下层的实验过程中，确实发现许旺细胞在SIS上的增殖

及黏附率并不满意。鉴于50 µg/L浓度的bFGF对许旺细

胞的促增殖作用确实
[10]
，因此实验在许旺细胞复合SIS

培养过程中，也以此浓度加入外源性bFGF以观察其对

许旺细胞在小肠黏膜下层上的黏附、增殖、迁移等细胞

生物行为及功能活性的影响。 

实验通过细胞的黏附率测试发现实验组的细胞黏

附率高于对照组，表明bFGF能明显地改善许旺细胞在

SIS的黏附性。MTT显示实验组的细胞对数生长期较对

照组提前出现，峰值也较后者提前到达，培养7 d后的

细胞数量仍明显多于对照组，而且细胞周期也显示实

验组的细胞增殖指数较对照组高，PI指数也提前2 d到

达，这说明bFGF能促进许旺细胞在小肠黏膜下层上的

增殖，这也印证了关于bFGF对许旺细胞的S期数量增

加有明显促进作用的报道
[23]
；相差显微镜和苏木精-

伊红染色发现：许旺细胞在材料上贴附后，伴随着细

胞数量的增多，细胞逐渐由材料边缘向中心生长，细

胞形态也逐步伸展，细胞间形成了连接，表明两组的

许旺细胞在材料上贴附以后，进行了与增殖同步的迁

移过程。实验组在第7天的细胞形态及贴附的细胞数量

明显强于对照组，从侧面反映出bFGF促进了许旺细胞

在材料上的增殖及黏附。扫描电镜观察到细胞接种3 d

后，两组的许旺细胞间均以突起相互连接，到第5天后

实验组的细胞突起明显增长呈长双极状，并沿着SIS

的胶原纤维结构纵向伸展并排列成栅栏状，形成了类

似于“Bungner”带的结构
[24]
，而对照组的细胞沿纤

维的聚集相对较少，排列也欠规整，说明bFGF促进了

许旺细胞在材料上的成髓鞘趋势，这对于许旺细胞复

合SIS构建人工神经具有重要意义。此外实验组细胞周

围的蛋白颗粒分泌明显增多，而且这些这些颗粒物伴

随着细胞的增殖而增长，因此有可能是细胞分泌的细

胞外基质蛋白，这也提示bFGF可能促进了许旺细胞的

分泌功能。关于bFGF增加许旺细胞在SIS上黏附的机

制仍不明确，由于许旺细胞的黏附性和增殖可以通过

细胞外信号(如细胞外基质)转导来调控
[25-26]

，而bFGF

对细胞黏附性的影响是通过细胞表面高亲和性受体

(如整合素受体)介导来实现的,因此作者推测bFGF也

可能是通过细胞外基质的整合素受体介导的膜外信号

转导来调节细胞在材料上黏附性的。 

实验发现bFGF改善了许旺细胞与SIS的亲和性，

提高了细胞在材料上的贴附力，促进了许旺细胞在SIS

上的增殖、迁移，而且细胞增殖的速度、贴附细胞的

数量与细胞在材料上的迁移程度相匹配，对于许旺细

胞复合小肠黏膜下层而构建人工神经起到了体外的介

导作用。然而本研究只是从形态学及细胞活性方面阐

述bFGF对许旺细胞在SIS上的生长能力的影响，其确

切的机制有待从分子学水平及信号传导等层次来深入

地研究。 

表 2  SIS对许旺细胞周期的影响 
Table 2  Effect of small intestinal submucosa on the cell 

cycle of Schwann cells             (x
_

±s, n=3, %)

Group            1 d          3 d        5 d          7 d           9 d   

Control        8.63±1.65   9.92±1.83  12.18±2.38  13.07±2.63  10.61±2.28

Experimental  9.34±2.79  12.15±3.03  17.57±3.68  19.53±4.22  15.32±3.02

 

        P       > 0.05      < 0.05      < 0.05        < 0.05      < 0.05 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：四川省宜宾市重点科技计划项目

（200803010）。 

利益冲突：无其他利益冲突。 

课题意义：近几年来以许旺细胞复合小肠黏膜下层构建

组织工程化神经取得了较满意的实验效果，而细胞在支架上的

的黏附及增殖是影响这种人工神经构建成功与否的关键环节，

关于外源性干预措施促进种子细胞在支架上的黏附及增殖的

影响缺乏深入研究。实验发现碱性成纤维细胞生长因子能明显

地促进许旺细胞在小肠黏膜下层上的黏附及增殖，从而为拓宽

人工神经导管的构建方法提供了实验依据。 

偏倚及不足：课题关于碱性成纤维细胞生长因子如何在

体外改善许旺细胞在材料上的代谢、分泌、黏附及增殖等机制

仍缺乏更深层次的研究，而且关于体内碱性成纤维细胞生长因

子对细胞在材料上的影响尚需动物实验来进一步验证。 

课题评估的“金标准” ：实验采用的细胞黏附率（沉淀

法）、扫描电镜是观测细胞在支架上黏附性的常用检测方法，

所采用的MTT及细胞周期检测是评价细胞增殖能力的主要手

段，以上实验技术在文献中均被广泛使用。 

提供临床借鉴的价值：碱性成纤维细胞生长因子促进了

许旺细胞在小肠黏膜下层上的体外细胞活性，为增加体内构建

这种人工神经导管的成功率提供了实验基础。 


