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Abstract 

BACKGROUND: Recent studies have showed that the collagen-chitosan complex scaffold can be used as nerve tissue 

engineering scaffold, but little evidence is available in the histocompatibility study. 

OBJECTIVE: To observe rabbit bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) growth and differentiation in the surface of 

collagen-chitosan complex scaffold.  

METHODS: Rabbit MSCs were isolated and cultured in serum-free medium. Flow cytometry was used to analyze the 

immunophenotype. The MSCs were planted on the gel scaffold (experimental group) and polylysine coated coverslip (control 

group), the cells were cultured in neural induction medium. The cell differentiation and growth characteristics were observed by 

inverted phase contrast microscope.  

RESULTS AND CONCLUSION: The phenotype was CD29+, CD44+, CD166+. Inverted phase contrast microscope showed that: 

the MSCs grew well with the prominence process seen at 7 days in experimental group. The cells growth characteristics had no 

difference with the control group. The MSCs and collagen-chitosan complex scaffold have good histocompatibility. 

 

Li XL, Mu CZ, Ma YS.Histocompatibility of bone marrow mesenchymal stem cell and collagen-chitosan scaffold. Zhongguo Zuzhi 

Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(8): 1377-1380.          

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：近年来一些研究发现胶原蛋白-壳聚糖复合支架材料可作为神经组织工程的支架材料，但相关细胞相容性研究较少。 

目的：观察兔骨髓间充质干细胞在胶原蛋白-壳聚糖复合支架材料表面生长及分化情况。 

方法：分离培养兔骨髓间充质干细胞，无血清培养液培养，流式细胞仪检查细胞表型；然后，将其接种到凝胶支架材料表

面(实验组)及多聚赖氨酸包被的盖玻片表面(对照组)，神经诱导培养基内培养，倒置相差显微镜观察干细胞的生长及分化情

况。 

结果与结论：细胞表型为 CD29
+

、CD44
+

、CD166
+

。倒置相差显微镜观察：实验组中，接种的骨髓间充质干细胞生长良好，

7 d后可见有突起神经细胞，细胞生长情况与对照组未见有明显差别。证实胶原蛋白-壳聚糖复合支架材料对骨髓间充质干

细胞有良好细胞相容性。 

关键词：胶原蛋白；壳聚糖；骨髓间充质干细胞；组织工程；组织相容性；支架材料 
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0  引言 

 

骨髓间充质干细胞(bone marrow derived 

mesenchymal stem cells，BMSCs)可作为神经

组织工程的种子细胞
[1-2]
。近年来一些研究发现

胶原蛋白-壳聚糖复合支架材料成为较好的多

孔支架材料，具有以下特点：多肽序列来自于

自然界，生物降解性好，无毒副作用，促进细

胞贴壁，易获取或人工设计
[3-4]
。可作为神经组

织工程的支架材料，但相关细胞相容性研究较

少
[5]
。 

本实验将体外培养的BMSCs分别接种到

自行设计构建的胶原蛋白-壳聚糖支架材料表

面及多聚赖氨酸包被的盖玻片表面，通过相差

显微镜观察其生长及分化情况。 

 

1  材料和方法 

 

设计：对比观察体外细胞学实验。 

时间及地点：实验于2008-09/2009-11于

辽宁医学院完成。 

材料： 

  

 

 

 

 

 

 

 

实验动物：SPF级日本大耳白兔6只，雌雄  

试剂及仪器                      来源 

 

壳聚糖与Ⅰ型胶原蛋白            Sigma公司 

细胞培养基，胎牛血清和胰蛋白酶  hyclone公司 

CD29, CD44, CD166, CD34抗体  chemicon公司 

冷冻干燥机                      北京格拉威尔 

科技公司 

扫描电镜(HITACHI-3000N)        日本 
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不限，1.5 kg左右，购至中国医科大学实验动物

中心，许可证号：SYXK(辽)2008-0005。 

实验方法： 

BMSCs的制备：耳缘静脉注射20 mg/kg氯胺

酮麻醉兔子，无菌条件下通过一个小切口暴露

出胫骨的近中间平面，用18号针头吸出2 mL血

液，采用贴壁培养方法获得间充质干细胞
[3]
，

10~14 d细胞接近融合，然后用2.5 g/L胰蛋白 

酶-0.02%EDTA消化，传代。用P2代细胞进行

以下的实验。 

胶原-壳聚糖支架制备：称取壳聚糖0.2 g，胶

原蛋白0.6 g。将壳聚糖粉末溶于冰醋酸中配制

成20 g/L的壳聚糖溶液，后加入Ⅰ胶原蛋白。   

4 ℃的冰箱中过夜，注入模具后入-80 ℃的冰

箱中冷冻，后与冷冻干燥机中-53 ℃冻干24 h。

支架成型后紫外线照射3 h使其交联，环氧乙烷

消毒后包装备用。 

扫描电镜观察：将支架样品裁剪成直径     

4 mm，高2 mm大小的小片，真空喷金后，扫

描电镜观察表面结构和孔径变化，选择合适的

放大倍数拍摄扫描照片。 

细胞表型检测：取P2代细胞，制成浓度为

1.0×10
9
 L

-1
的单细胞悬液，每管加500 µL细胞

悬液管。分别加入FITC或PE标记CD29，CD44，

CD166，CD34和HLA-DR单克隆抗体。阴性对

照加入抗鼠的FITC和PE单克隆抗体。室温孵育

20 min，流式细胞仪检测。 

细胞周期检测：取P2代细胞，制成单细胞悬

液，细胞数量不少于1×10
5
个，乙醇固定30 min，

PBS清洗后，离心，1 g/L RNAse处理后离心，

加入10 g/L碘化丙啶0.5 mL染色30 min，流式

细胞仪检测细胞周期。 

BMSCs与支架材料的细胞相容性试验：①实验

组：将传代的干细胞以1×10
8
 L

-1
浓度接种于支

架表面(已灭菌处理)，加入含有体积分数3%胎

牛血清的DMEM/F12培养基培养。②对照组：

将干细胞接种于涂布有多聚赖氨酸包被盖玻片

表面，培养条件相同，用倒置相差显微镜观察

细胞的形态变化。 

主要观察指标：①胶原-壳聚糖支架电镜下

结构。②流式细胞仪结果。③支架材料与细胞

的相容性倒置相差显微镜观察。 

   

2  结果 

 

2.1 胶原-壳聚糖支架大体和电镜下结构  

大体观察：支架呈圆柱型，外观呈白色爆花

糖样，可见表面布满孔隙。冻干的胶原-壳聚

糖支架孔隙丰富，大小比较均一，且孔与孔之

间相互联通构成了交通孔。见图1a。 

电子显微镜图像：互相交织排列的网状纤

维，支架材料的孔径在(298±36) µm，见图1b。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  流式细胞仪结果  流式细胞仪检测显示

细胞周期及细胞免疫表型为不表达CD34，高表

达 CD44(94.1±1.5)% 、 CD29(88.6±2.6)% 和

CD166 (72.3±2.7)%，组织相关抗原HLA-DR阴

性表达，见图2。 

处于G0/G1期的细胞为(86.54±2.31)%，处

于S期的细胞为(4.23±0.36)%，为G2/M期的细

胞为(9.23±0.73)%。结果显示处于G0/G1期的细

胞多。 

2.3  支架材料与细胞的相容性倒置相差显微

镜观察  

实验组：干细胞在支架表面接种后7 d长势

良好，细胞贴附与支架表面和内部，伸出长突

起生长，无细胞坏死，见图3。 

对照组：干细胞贴壁，7 d后长满玻片，无

细胞坏死 。 

Figure 1 The characteristics and cell 
compatibility of scaffold 

图 1  支架性状及细胞与支架复合相容性 

a: The prepared scaffold 

b: The appearance in electron microscope (×500)
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3  讨论 

 

脊髓损伤后因神经细胞变性坏死，不能再生，轴突

脱髓鞘，胶质瘢痕形成，局部的微环境发生改变等，使

其治疗及康复非常困难
[6]
。目前研究将神经组织工程运

用于神经损伤的治疗，促使神经细胞的再生，恢复脊髓

的支架结构及脊髓的轴突有效连接，提供再生或既有轴

突的保护与营养供给
[7-8]
。Yu等

[9]
在实验中证实：从新生

骨髓中获取的BMSCs移植到脊髓损伤处，主要分化为

神经元。现有的神经支架材料包括无机材料、有机高分

子材料及各种表面改性的材料
[10-11]
，然而，它们的硬度

较大，生物相容性差，细胞在材料表面黏附差，植入体

内导致血栓形成，生物降解差，降解后的产物很难被机

体有效利用
[12-13]

。这些难以克服的缺点限制它们在脊髓

损伤修复中的应用。 

近年来一些研究开始利用多肽作为神经组织工程

的支架材料
[14]
，它在机体内可降解为氨基酸，成为生物

体的营养物质，具有一定的弹性及韧性
[15]
， 胶体状的

多肽支架材料包裹细胞后可通过注射运送到身体的特

定部位如脊髓损伤处
[16-17]

。作者等设计了仿生的胶原蛋

白-壳聚糖支架，将这种支架与BMSCs复合后发现细胞

生长良好， 并有突起延伸。倒置相差显微镜发现实验

组的干细胞与对照组的干细胞生长良好，无细胞死亡。

表明支架材料并为阻止干细胞的生长，实验组可观察到

干细胞明显的突起生长。对照组细胞长势良好，很快长

满瓶底。 

本实验结果证实作者设计构建的凝胶支架对于

BMSCs有良好细胞相容性，是一种新型的神经组织工

程的支架材料
[18-19]

。由于多肽支架材料的生物相容性

好，以后可根据需要，对多肽的活性位点、电荷及疏水

基团进行改变，从而设计出更优良的多肽，可自组装为

或三维的凝胶支架材料
[20-21]

。 

Figure 3 The growth characteristic after recombination of 
scaffold and cells (×200) 

图 3  细胞与支架复合后生长情况(×200) 

Figure 2  The cell phenotype and cell cycle by flow 
cytometry 

图 2  流式细胞仪检测细胞表型及生长周期 
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