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携带神经干细胞肌基膜管组织工程支架中神经干细胞的存活分化**★
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Survival and differentiation of neural stem cells adhered to muscle basal lamina tissue
engineering scaffolds
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Abstract

BACKGROUND: Many researches have shown that neural stem cell can promote the rat neural function recover of spinal injury.
Muscle basal lamina has a good biocompatibility and degradability. Therefore the combination of muscle and neural stem cells to
be a new nerve tissue engineering scaffold has been considered.
OBJECTIVE: To observe the survival and differentiation of neural stem cells as seed cells adhered to the muscle basal lamina as a scaffold.
METHODS: Rat neural stem cells were isolated, cultured and then identified in vitro. Following preparation of acellular bone
muscle basal lamina scaffolds by chemical extraction method, the neural stem cells were implanted into the scaffolds. After seven
days of cultivation, the survival and differentiation of neural stem cells were detected by immunohistochemical technique, and the
ultra-structure was observed under a scanning electron microscope.
RESULTS AND CONCLUTION: On the fifth day of cultivation, a great amount of neurospheres were seen by Nestin
immunofluorescence. Following 7-day culture and differentiation in serum medium, the neural stem cells were used for anti-NF
and anti-GFAP immunofluorescent staining. NF and GFAP positive cells were found under the microscope, which indicated that
the cultured neural stem cells owned multi-lineage differentiation potential. Hemotoxylin and eosin (HE) staining showed that
myocytes disappeared from the muscle basal lamina and there were roughly parallel tunnels inside the muscle basal lamina
scaffolds. Immunofluorescent staining showed that the neural stem cells adhered to the scaffolds still had the characteristics of
stem cells and could differentiate into neurons and neurogliocytes. The neural stem cells were firmly attached to the muscle basal
lamina under the scanning electron microscope. These findings indicated that nerve tissue engineering scaffold has a good
biocompatibility and can be used for in vivo transplantation to treat nervous system diseases, such as spinal cord injury.
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摘要

背景：多项研究已证实神经干细胞能促进脊髓损伤大鼠神经功能的恢复，肌基膜管具有良好的细胞、组织相容性和降解性，

那么能否将二者结合起来构建一个新的神经组织工程支架？

目的：以神经干细胞为种子细胞，以肌基膜管为支架，观察携带神经干细胞的肌基膜管组织工程支架中神经干细胞的存活

与分化情况。

方法：体外分离培养大鼠神经干细胞，并进行鉴定。用化学萃取方法制作去细胞骨骼肌基膜管支架，将神经干细胞移植入

肌基膜管支架培养 7 d 后，用免疫组织化学方法检测神经干细胞的存活及分化情况，扫描电镜观察其超微结构。

结果与结论：神经干细胞分离培养第 5 天，Nestin 免疫荧光染色可见大量神经球。加血清诱导神经干细胞分化至 7 d，进行

抗 NF、抗 GFAP 免疫荧光染色，镜下可见 NF、GFAP 阳性细胞，证明培养的神经干细胞具有多项分化潜能。苏木精-伊红

染色法显示肌基膜管中肌细胞成分已消失，肌基膜管支架内主要是大致平行的管道。携带神经干细胞的肌基膜管组织工程

支架免疫荧光染色证明，神经干细胞在支架内仍具有干细胞特性，并可分化为神经元和神经胶质细胞。扫描电镜显示神经

干细胞可以稳固地贴附在肌基膜管内，提示制备的神经组织工程支架具有良好的生物相容性，可以进行体内移植治疗脊髓

损伤等神经系统疾病。
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0 引言

神经组织工程学技术的应用为治疗脊髓损

伤提供了新的途径[1]。组织工程学研究采用自

体或异体移植物制作天然生物可降解材料的支

架[2]，其中去细胞移植物与机体有良好的生物

相容性，不会引起宿主的排斥反应，因而得到

广泛应用。骨骼肌基膜管具备三维立体空间的

结构[3]，具有多孔性，表面积大等特点，有利于

组织细胞的迁移、黏附及生长代谢，能够为再

生的轴突生长提供适宜的空间[4]。神经干细胞移

植入损伤脊髓后能分化为神经元及神经胶质细

胞，可以替代受损伤的神经元，并分泌多种神经
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营养因子，改善脊髓局部微环境使损伤轴突再生

促进脊髓功能的恢复[5]。

基于以上研究背景，本文应用肌基膜管作为

神经组织工程载体，神经干细胞作为种子细胞，

构建携带神经干细胞的肌基膜管组织工程支架，

探讨神经干细胞与肌基膜管支架的相容性，为开

展神经组织工程治疗脊髓损伤等疾病提供新的

尝试。

1 材料和方法

设计：材料-细胞学体外观察。

时间及地点：于2009-03/2010-03在吉林

大学白求恩医学院中心实验室完成。

材料：

实验动物：选取孕十三四天Wistar大鼠1只，

350 g左右，由吉林大学实验动物中心提供。实

验过程对动物处置符合动物伦理学要求。

主要试剂和仪器：

实验方法：

神经干细胞的体外分离培养与鉴定：按课题组以

往报道的方法体外分离培养大鼠神经干细胞，取

生长良好的神经球离心后进行Nestin鉴定[6]。一

抗(Nestin1∶1 000)，CY3标记的二抗(1∶200)。
用0.05%胰酶消化神经干细胞后，在培养体系

内撤去表皮生长因子和碱性成纤维细胞生长因

子，添加体积分数10%胎牛血清促使神经干细

胞分化，7 d后分别以兔抗大鼠NF抗体(1∶400)
和小鼠抗大鼠GFAP抗体(1∶200)，行细胞免疫

荧光染色，观察神经干细胞分化情况。二抗为

羊抗兔FITC抗体(1∶200)和羊抗小鼠CY3抗体(1
∶400)。

肌基膜管的制备：按照实验室前期建立的制

备方法[7]，用化学去细胞方法制备大鼠肌基膜

管。具体步骤如下：选取大鼠脊柱两侧新鲜椎

旁肌。在摇床50 r/min，水温37 ℃条件下，依

次经蒸馏水48 h，3%TritonX-100溶液48 h，蒸
馏水48 h，1%SDS溶液48 h，PBS 24 h。

组织工程支架制备： 将神经干细胞用

Hoechest33342标记24 h后，用0.05%胰酶消

化神经干细胞，制备神经干细胞单细胞悬液，

将其注射入消毒后的肌基膜管中，放入24孔板

中密封培养[8]。7 d后弃去培养液，40 g/L多聚

甲醛固定60 min，蔗糖梯度脱水，OCT包埋，

冰冻切片。染色鉴定肌基膜管支架中神经干细

胞活性及分化情况。

扫描电子显微镜鉴定神经干细胞在肌基膜管支

架上的生长情况：取生长良好的神经干细胞，把

神经干细胞种植到肌基膜管支架内，放在24孔
板中，在37 ℃、体积分数5%CO2及饱和湿度

条件下的细胞培养箱中培养7 d，隔天换液。用

2.5%戊二醛溶液前固定1 h后，用缓冲液充分洗

涤，将残存的戊二醛洗掉，再用1%锇酸溶液后

固定1.5 h，固定完成后用缓冲液洗15 min，梯

度丙酮逐级脱水，醋酸异戊酯置换，常规临界

点干燥，离子镀膜机喷金，采用扫描电子显微

镜观察并拍照。

主要观察指标：①免疫荧光染色鉴定神经

干细胞巢蛋白的表达。②加入含血清的

DMEM/F12 培养基诱导分化7 d后免疫组织化

学检测NF、GFAP表达情况。③苏木精-伊红染

色和免疫荧光染色检测神经干细胞在肌基膜管

内存活及分化情况。④扫描电镜观察神经干细

胞在肌基膜管内附着生长情况。

设计、实施、评估者：第一、二作者为实

验设计及干预实施者，第三、四作者为结果评

估者，第五作者为实验收集资料，均经过科研

培训，未使用盲法评估。

2 结果

2.1 神经干细胞培养及鉴定 神经干细胞培

养24 h可看见大量均匀分布的细胞，大多数细

胞成对出现，并可见细胞分裂相。72 h开始出

现许多细胞团，由4~6个细胞聚集而成，第7天
开始出现许多悬浮生长的神经球，每个神经球

由几十甚至几百个排列紧凑的细胞聚集形成。

将神经球进行抗巢蛋白免疫细胞化学染色，镜

下可见呈橘红色荧光的阳性细胞，见图1。
2.2 神经干细胞的分化能力 神经干细胞加

血清分化至7 d，可见细胞从胞体长出许多突

起，分别行抗NF、抗GFAP免疫荧光染色，镜

下可见发绿色荧光的NF阳性细胞，分支较多，

主要试剂和仪器 来源

DMEM / F12(1∶1)
基础培养液

Gibco 公司

EGF、bFGF、B27 Boehringen Mannnheim 公司

胎牛血清 Hyclone 公司

小鼠抗大鼠 Nestin 抗体 Parmingen 公司

兔抗大鼠 NF 抗体 Sigma 公司

小鼠抗大鼠 GFAP 抗体 Lab Vision 公司

羊抗兔 FITC 抗体、

羊抗小鼠 CY3抗体

Jackson 公司

JSM--5600LV 扫描

电子显微镜

JEOL 公司
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突起长而明显，细胞体相对较小。发橘红色荧光的GFAP
阳性细胞，突起多而宽短，细胞体较大，有的呈膜片状

生长，见图2。

2.3 肌基膜管染色观察 苏木精-伊红染色支架纵切

面观察：支架内可见大量红色的纤维网状结构呈波浪状

近似平行排列，骨骼肌细胞成分已消失，可以见到遗留

的空隙。

2.4 神经干细胞在肌基膜管内的分化 将携带神经干

细胞的肌基膜管组织工程支架体外培养7 d后，苏木精-

伊红染色可见支架内存在大量的细胞，见图3。荧光显

微镜观察肌基膜管支架中Hoechest33342标记的细胞

均匀分布，应用免疫组织化学抗Nestin、抗NF、抗GFAP
染色，可见Nestin(图4)、NF、GFAP阳性细胞(图5)。

2.5 扫描电镜检测结果 扫描电镜观察，肌基膜管支

架呈规则平行的管道结构，神经干细胞贴附于支架表

面，生长良好，细胞呈凸起球状物，表面有短小的突起，

细胞之间相互接触，见图6。

3 讨论

选择合适的组织工程材料关键在于种子细胞及生

物支架的选择[9]。由于神经干细胞可以从胚胎期及成年

中枢神经系统中获得并可在体外培养条件下高度增殖，

Figure 4 Nestin positive cells in muscle basallamina
scaffolds with neural stem cells
(Immunofluorescence CY3+Hoechst mark, ×400)

图 4 携带神经干细胞的肌基膜管支架 Nestin 阳性细胞
(免疫荧光 CY3+Hoechst 标记，×400)

Figure 1 Nestin positive cells in the neural spheres
(Immunofluorescence staining CY3, ×100)

图 1 神经球内大部分细胞呈巢蛋白阳性(免疫荧光染色
CY3，×100)

Figure 2 NF and GFAP positive cells of differentiated neural
stem cells ( Immunofluorescence FITC+
CY3+Hoechst mark, ×400)

图 2 神经干细胞分化 NF 和 GFAP 阳性细胞(免疫荧光
FITC+CY3+Hoechst 标记，×400)

Figure 3 Muscle basal lamina scaffolds with neural stem
cells (Hemotoxylin-eosin staining, ×100)

图 3 携带神经干细胞的肌基膜管支架(苏木精-伊红染
色，×100)

Figure 6 Electronic microscope scanning of muscle basal
lamina scaffolds with neural stem cells (Scanning
electron microscope, ×8 000)

图 6 携带神经干细胞的肌基膜管支架电镜扫描(SEM，
×8 000)

Figure 5 NF and GFAP positive cells in muscle
basallamina scaffolds with neural stem cells
(Immunofluorescence FITC+CY3+Hoechst mark,
×400)

图 5 携带神经干细胞的肌基膜管支架 NF 和 GFAP 阳性
细胞(免疫荧光 FITC+CY3+Hoechst 标记，×400)
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且可分化为神经元、神经胶质细胞及少突胶质细胞[10]，

从而使其成为理想的供体细胞。

近年来，有学者应用去细胞肌基膜管作为神经组织工

程支架，主要是因为其具有如下优势：①去细胞肌基膜管

支架在制备的过程中由于取材于生物体自身，且进行了脱

细胞处理，减少了其抗原性，因此移植后很少引起免疫排

斥反应。②肌基膜管支架保留了完整的基膜，平行的纤维

管为轴突再生提供通道，并能保护再生轴突免遭瘢痕组织

侵袭。③骨骼肌基膜管与神经膜管类似，所以再生的神经

更规则、更有序，再生纤维的走向更合理。④肌基膜管支

架为神经干细胞的生长提供了适宜的空间和环境，同时，

可桥接损伤的脊髓，提供神经轴突再生的管道，使神经

轴突越过移植区到达脊髓损伤的远端[11-12]。

本实 验采 用添加 B27 、 EGF 和 bFGF 因子 的

DMEM-F12培养基，成功获得了神经干细胞，并证明其

具有多向分化潜能[13]。同时以大鼠椎旁肌为原料，利用

化学萃取技术完全去除骨骼肌中的细胞成分制备了新

型大鼠骨骼肌基膜管支架。应用此方法能有效去除膜脂

和膜相关抗原以及可溶性蛋白并能有效的保留细胞外

基质成分的原始空间结构。在实验过程中利用

3%TritonX-100溶液和1%SDS溶液两种效力较强的化

学消化剂破坏细胞并消化降解细胞碎片，最终保留细胞

外基质，苏木精-伊红染色结果表明，在支架内骨骼肌

细胞成分已完全消失，可见大量红色的纤维网状结构呈

波浪状近似平行排列。本实验结果显示，制备的去细胞

基膜管具有良好的管形结构，管内无细胞碎片，细胞外

基质的空间结构保留良好，而且支架的纤维成分呈平行

排布，很好地保留了胶原纤维及弹性纤维成分。综上所

述，本文成功制备了肌基膜管生物支架，符合神经组织

工程支架材料的基本要求。

在上述实验的基础上，作者以神经干细胞作为种子

细胞，肌基膜管作为移植细胞生长的支架，通过体外联

合 培 养 观 察 二 者 的 相 容 性 。 实 验 结 果 表 明 ，

Hoechest33342标记的神经干细胞在支架中分布均匀，

证明神经干细胞可以稳固地贴附在肌基膜管内，并沿管

道有一定迁移。Nestin阳性细胞说明神经干细胞能够在

支架内存活，具有神经生物学活性。NF、GFAP阳性细

胞证实支架中存在已分化的神经元和星型胶质细胞，这

说明作者制备的组织工程支架具有良好的生物相容性。

在本实验基础上，拟用此神经组织工程支架移植治疗脊

髓损伤，并进一步观察组织工程支架对脊髓损伤大鼠功

能的恢复，探讨脊髓损伤的局部环境与移植的神经干细

胞相互作用的分子机制等问题。

实验成功制备了携带神经干细胞的肌基膜管神经

组织工程支架，神经干细胞可以在肌基膜管中存活与分

化，二者具有良好的相容性。
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织工程支架制备中，用化学去细胞法制备肌基膜管，在材料制

备方法上进行了改进，使用大鼠神经干细胞移植入肌基膜管，

检测二者的相容性，具有一定的创新性，国内未见相关报道。
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设计或课题的偏倚与不足：课题仅能从形态学上说明携

带神经干细胞的肌基膜管组织工程支架可以使神经干细胞在

肌基膜管大量附着生长，而不能使用定向诱导的方法来增加神

经元在支架内部分化的数量。

提供临床借鉴的价值：脊髓损伤后的再生修复一直是困

扰神经科学工作者的一大难题，携带种子细胞的组织工程支架

植入或许是最有可能达到这一理想要求的有效途径。由于肌基

膜管的排列结构与神经膜管类似，可以作为其替代物促进轴突

再生，肌基膜管作为桥接物连接断裂的神经，保护再生轴突免

遭瘢痕组织侵袭，应用于中枢及外周神经损伤，此研究成果可

以应用于较广泛的患者群，具有很好的应用前景及社会作用。


