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文章亮点： 

1 新型胶原纳米组织工程支架性能良好，可促进神经干细胞增殖，抑制细胞凋亡，能够从基因表达水平

调节神经干细胞的凋亡行为。实验旨在分析胶原纳米组织工程支架的性能，检测其对神经干细胞凋亡行

为及相关基因表达的影响。 

2 以鹿骨作为载体材料尚未见报道。 

3 实验通过一系列脱蛋白、脱钙等过程，降低鹿松质骨的抗原性及免疫排斥反应。 

4 经热源实验、急性毒性实验、溶血实验、凝血实验、小鼠肌袋实验检测证实结果鹿脱蛋白松质骨具有

较好的生物相容性。而未经脱蛋白等一系列处理的新鲜鹿骨，热源、急性毒性等检测实验结果不甚理想，

出现了轻度的溶血反应。 

5 实验从基本性能分析证实定向及非定向纳米纤维膜是脊髓组织工程的理想支架材料。但细胞与材料的

作用机制还有待进一步研究。 

关键词： 

生物材料；纳米生物材料；胶原；纳米支架；纤维膜；组织工程支架；增殖；凋亡；分化；基因；神经

干细胞；定向排列；国家自然科学基金；生物材料图片文章 

 

摘要 

背景：胶原作为脊髓组织工程的良好支架有利于神经细胞及神经纤维的黏附和生长，但机械性能较差，

需要在制备时提高其基本性能，还应对种子细胞的生物学行为产生积极影响。 

目的：分析胶原纳米组织工程支架的性能，检测其对神经干细胞凋亡行为及相关基因表达的影响。 

方法：采用电纺丝技术制备纤维定向排列及非定向排列的胶原纳米纤维膜，并对其进行表征。将新生

SD 大鼠脊髓源性神经干细胞分别与纤维定向排列及非定向排列的胶原纳米纤维膜共培养，并设置单独

神经干细胞培养为对照，检测细胞凋亡情况及相关基因表达变化。 

结果与结论：定向及非定向胶原纳米纤维膜的直径及形貌均达到纳米组织工程支架标准，溶胀系数较高，

孔隙率较高，力学性能佳。与对照组比较，两胶原纳米纤维膜组神经干细胞凋亡率明显降低(P < 0.05)，

细胞凋亡相关基因中 bcl-2基因表达量明显增加，bax 及 Caspase-3基因表达明显下降；两胶原纳米纤

维膜组神经干细胞凋亡率差异无显著性意义。表明新型胶原纳米组织工程支架性能良好，能够抑制细胞

凋亡，从基因表达水平调节神经干细胞的凋亡行为。 
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Abstract 

BACKGROUND: As a good material for spinal cord tissue engineering scaffold, collagen is conducive to 

adhesion and growth of nerve cells and nerve fibers. But it needs to be improved in the preparation process 

because of its poor mechanical properties, not only to improve its basic performance, but also to have a positive 

impact on the biological behavior of the seed cells. 

OBJECTIVE: To observe the properties of new nano-scaffolds for tissue engineering and to detect the changes 

of neural stem cell apoptosis and related gene expression affected by the nano-scaffold.  

METHODS: Aligned and randomly oriented nanofibrous scaffolds were made of collagen by using 

electrospinning technology. Superficial morphous, porosity, mechanical property, swelling coefficient, 

degradation disposition were tested. Spinal cord derived neural progenitor cells were cultured and identified, and 

then the cells were cultured on aligned and randomly oriented collagen nanofibrous scaffolds. Cells cultured 

under normal conditions served as control group. The changes of neural stem cell apoptosis and related gene 

expression were tested. 

RESULTS AND CONCLUSION: Superficial morphous of electrospun aligned and randomly oriented collagen 

nanofibrous scaffolds were in accordance with contrivable requisition, their porosities were supernal, mechanical 

properties were fine, swelling coefficients were satisfactory. Compared with the control group, apoptosis rate of cells 

cultured on aligned and randomly oriented collagen nanofibrous scaffolds decreased significantly (P < 0.05), 

expression level of apoptosis-related gene bcl-2 significantly increased, bax and Caspase-3 significantly decreased. 

There was no significant difference between the cells on aligned and randomly oriented collagen nanofibrous scaffolds. 

These findings indicate that properties and histocompatibility of new nano-scaffolds for tissue engineering are 

satisfactory, which can inhibit and regulate cell apoptosis from the level of gene expression. 

Key Words: biomaterials; nano-biological materials; collagen; nano-scaffolds; fibrous membrane; tissue 

engineered scaffolds; proliferation; apoptosis; differentiation; gene; neural stem cells; oriented arrangement; National 

Natural Science Foundation of China; biomaterial photographs-containing paper 
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0  引言 

 

脊髓组织工程要素包括生物材料、细胞以及恰当的修饰剂(如细胞诱导分化剂)，3者有机

结合，协同作用，可再生重建脊髓，达到修复目的，是近年来研究的热点。支架材料的自身

性能及其对种子细胞生物行为的影响对脊髓损伤修复效果起到关键作用，纳米技术在脊髓组

织工程中前景广阔
[1-2]
。实验旨在研究以电子纺丝技术制备的以胶原为原料的新型脊髓纳米组

织工程支架的性能，通过流式细胞技术检测其对神经干细胞凋亡的影响，通过实时定量PCR

技术检测细胞凋亡相关基因表达变化。 

 

1  材料和方法 

 

设计：通过电子纺丝技术制备新型纳米纤维膜，测试其基本性能并研究其对种子细胞凋

亡行为的影响，从基因表达水平进行分析。 

时间及地点：于2010年3月至2011年4月在大庆龙南医院即齐齐哈尔医学院附属第五医

院及哈尔滨医科大学附属第二医院脊柱外科完成。 

材料： 

新型纳米支架对神经干细胞凋亡行为影响实验的主要试剂： 

Main reagents:  

 

 

 

 

 

 

来源 试剂 

DMEM/F12(1∶1) 

碱性成纤维细胞生长因子、表皮细胞生长因子 

Ⅰ型胶原蛋白、1，1，1，3，3，3-六氟代-2-丙醇、5-溴脱氧尿嘧啶核苷、优质胎牛血清 

兔抗巢蛋白多克隆抗体、鼠抗 5-溴脱氧尿嘧啶核苷单克隆抗体、多聚赖氨酸，青、链霉素、 

二甲基亚砜、罗丹明(TRITC)标记山羊抗兔 IgG、异硫氰酸荧光素(FITC)标记山羊抗鼠 IgG 

胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、核糖核酸酶、脱氧核糖核酸酶 

Invitrogen, 美国 

Chemicon, 美国 

SigmaeAldrich美国 

Sigma，美国 

 

Invitrogen，美国 
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主要仪器： 

Main instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

新型纳米组织工程支架的制备及性能测试： 

定向及非定向纳米纤维膜的制备：静电纺丝装置包

括输液泵，高电压电源供应器和接地电极。 

将Ⅰ型胶原蛋白以8%质量体积浓度溶解于1，1，1，

3，3，3-六氟代- 2-丙醇中，溶液被送入1个装有直径

在0.5 mm不锈钢钝针的5 mL的塑料注射器中，高电压

电源供应器的正导联接在注射器金属针头的外表面。仪

器准备就绪后，输液泵以0.5 mL/ h的注射速率推注溶

液，7 kV的高电压作用于该溶液，通过1个包被有铝箔

的平板收集器在距针尖10 cm处收集非定向胶原纤维，

定向纤维则通过1个径在50 mm的鼓状物以3 000 r/min

的速度旋转形成，定向及非定向支架均在真空条件下室

温干燥过夜。 

表征的测试：用扫描电子显微镜观测以胶原为原料的

定向及非定向纤维纳米纤维膜的表征。将待测纳米纤维膜

修剪成适当大小，以双面胶将其粘于观察台上并编号，喷

金电流为45 mA，过程为30 s，连续喷金2次。加速电压

为24 kV，以扫描电子显微镜以不同放大倍数观察，选择

合适图像拍照。 

纤维直径及孔隙率的测定：应用专用哈尔滨林业大

学提供的专用图像分析软件分析扫描电镜图，测算定向

及非定向纳米纤维膜的直径及孔隙率，分别选取5个图

片，每个图片随机选取4个纤维测量直径，取均值为纳

米纤维膜的直径，取5个图片孔隙率的均值为纳米纤维

膜的孔隙率。 

力学性能的测定：将定向及非定向纳米纤维膜裁成

40 mm×5 mm大小，在Instron 3 365单轴力学拉伸机上

测定其力学性能，使用100 N称重传感器，加载负荷速

度为10 mm/min，每种类型的静电纤维支架有5个样本

进行测定。 

溶胀系数的测定：支架对水的吸附能力由溶胀系数

决定
[3]
。首先，将定向及非定向纳米纤维膜各取10个样

本，剪成矩形，在去离子水中浸泡12 h，用滤纸将试样

表面多余的水分吸除。溶胀系数按如下公式计算： 

 

 

 

 

神经干细胞的培养和鉴定：取新生24 h内的SD大鼠，

雌雄不拘，平均质量11.23 g，由哈尔滨医科大学附属第

二医院实验动物中心提供。乙醇浸泡10 min后在超净台

下剪开皮肤，取出脊柱，用2个镊子挤压脊柱以收集脊

髓，置入冰镇0.01 mmol/L PBS中，洗净血迹，完整剥

离脊膜并去除血管，置入完全培养液中，尽量剪碎，剪

成0.5-1.0mm
3
小块。把剪碎的脊髓组织过200目细胞筛

以去除粘连的结缔组织纤维和大块组织，浸入含0.13%

胰蛋白酶、0.01%木瓜蛋白酶、0.01%脱氧核糖核酸酶

的Hank’s液中于孵箱中37 ℃消化7 min，等量血清终止

消化，以火焰消毒的吸管轻轻吹打均匀制成单细胞悬

液，700 r/min离心7 min，弃上清。以含体积分数10%

胎牛血清的DMEM/F12液洗涤2次，每次以700 r/min离

心7 min，完全培养液用吸管轻轻吹打均匀，锥虫蓝染色

计数活细胞，确定活细胞比率大于95%，调整细胞浓度为

1×10
9
 L

-1
，接种于25 mL培养瓶中，37 ℃、体积分数95% 

O2、体积分数5%CO2条件下静置培养，培养液以DMEM/ 

F12为基质，含体积分数0.02%胎牛血清、20 μg/L表皮

生长因子、10 μg/L碱性成纤维细胞生长因子和0.002%

肝素
[4]
。根据培养液颜色及细胞生长情况每3 d换液1次，

每7 d机械分离传代1次。将配好的5-溴脱氧尿嘧啶核 

苷/PBS加入传代得到的神经干细胞悬液中，使DMEM/ 

F12培养基内含终浓度为1 μmol/L的5-溴脱氧尿嘧啶

核苷。放入饱和湿度的37 ℃、体积分数5%CO2培养箱

中培养24 h。以兔抗巢蛋白(1∶500)多克隆抗体及鼠抗

5-溴脱氧尿嘧啶核苷(1∶100)多克隆抗体为一抗，加入

罗丹明(TRITC)标记山羊抗兔IgG 二抗 (1∶100)及异

硫氰酸荧光素(FITC)标记山羊抗鼠IgG 二抗(1∶100) 

溶胀系数(%)=(m1-m0)/m0×100% 

其中m0是支架最初的质量，m1是样品的湿质量，取均

值为纳米纤维膜的溶胀系数。 

仪器 来源 

240型六门二氧化碳孵育箱、 

ZHWY-100 B 恒温培养振荡 

器、Multiskan MK 3 酶标仪 

L 550低速离心机 

奥林巴斯Ⅸ 50倒置相差显微镜、 

奥林巴斯 PMTVC IC 05195 

荧光显微镜   

海尔 BCD-256 KT双门冰箱 

容声 BD/C-310冰柜 

10，100，200 μL可调微量加样枪 

 

Becton Dickinson流式细胞仪 

 

CamScanMX2 600FE 扫描电镜 

TS 2-60输液泵 

 

HB-F303-1-AC高电压电源供应器 

Instron 3365单轴力学拉伸机 

DSC-21E 数码摄录机 

佳能 IXUS 115 数码照像机 

上海医用仪器设备厂 

 

 

长沙医用仪器设备厂 

Olympus，日本 

 

 

青岛海尔冰箱厂 

广东容声冰箱厂 

上海医用激光仪 

器厂，上海 

Sunnyvale，  

美国 

英国 

保定精密泵业有限 

公司，中国 

中国 

英斯特朗，美国 

Sony，日本  

Canon，日本 
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孵育，进行双标免疫组织化学鉴定。 

MTT法检测纳米组织工程支架与神经干细胞的生物相容

性：随机取96孔板将孔随机分为对照组、定向膜组、非

定向膜组及空白组，每组8孔，将定向及非定向纳米纤

维膜经紫外线消毒12 h，以完全细胞培养液溶胀后以无

菌剪刀裁成适当大小置于定向膜组、非定向膜组96孔

板的孔底，将铺好纳米组织膜的96孔板于紫外线下消

毒12 h，将神经干细胞制成单细胞悬液，以微量加样枪

吸取细胞浓度为1×10
8 

L
-1
的神经干细胞悬液100 μL加

于对照组，定向膜组，非定向膜组每孔中，以微量加

样枪吸取细胞培养液100 μL加于空白组各孔中。每日

观察细胞生长状态及培养液颜色，每2 d于每孔中加入

约20 μL培养液并轻轻吹打。于第1，3，5，7，9天各取

4块 96孔板按以下步骤进行MTT实验：每孔加入

MTT/PBS 20 μL，37 ℃、体积分数5% CO2条件下反应

4 h；再加入二甲基亚砜100 μL/孔，振荡并适当吹打，

直至结晶完全溶解；取出孔内的纳米纤维膜，以完全细

胞培养液为调零孔，在分光光度计上选择波长490 nm

读取A值，计算8孔A值均数。 

流式细胞技术检测细胞凋亡情况的变化：随机取25 mL

培养瓶分为对照组、定向膜组及非定向膜组，每组6个。

将定向及非定向纳米纤维膜经紫外线消毒12 h，以细胞

培养液溶胀后以无菌剪刀裁成适当大小置于25 mL培养

瓶的瓶底，将铺好纳米组织膜的25 mL培养瓶于紫外线

下消毒12 h，将神经干细胞制成单细胞悬液，以吸管吸

取细胞浓度为1×10
8 

L
-1
的神经干细胞悬液4 mL加于各

组培养瓶中，共培养7 d。 

收集细胞，制备单细胞悬液，用体积分数70%乙醇

固定，离心后以预冷的PBS重悬细胞，加入Rnase A(终

质量浓度为60 mg/L)，37 ℃作用30 min，加入碘化丙锭

(PI，终浓度为50 mg/L)，4 ℃暗染30 min，流式细胞仪

上进行染毒细胞内总DNA含量分析，区分正常细胞和凋

亡细胞。实验重复4次。 

实时定量PCR检测相关基因表达变化： 

RNA的提取：与定向或非定向支架共培养7 d后的

细胞，消化为单细胞后抽提总RNA，加入适量Trizol RNA 

提取剂(通常10
6
个细胞加入1 mL)立即以移动液器进行 

抽打。抽打后静置5 min，加入0.25 mL氯仿，混匀并静

置5 min，离心10 min，速度为12 000×g；移出上层液

体，加入适量异丙醇(体积比10∶7)混匀并静置10 min，

离心10 min，速度为12 000×g，弃上清；加入1 mL体

积分数75%乙醇，混匀并静置5 min，离心5 min，速度

为12 000×g；室温下使RNA 沉淀干燥10 min，以50 μL 

RNase free H2O溶解RNA；以核酸蛋白检测仪测定A值

以确定有无蛋白质污染，A260/A280 >1.8说明无污染； 用

凝胶成像系统观察5s rRNA，18s rRNA和28s rRNA条

带以确定RNA的完整性，完整地提取RNA可观察到完整

的5s rRNA，18s rRNA和28s rRNA条带。 

反转录：以RNase free H2O溶解RNA 1.0 µg，配成

12.0 µL溶液，变性条件为85 ℃作用5 min，立即致冷

防止复性；按体积比1∶1∶4∶1∶8∶1加入oligo(dT)、

Random primer、10 mmol/L dNTP、RNase inhibitor、

5×buffer、M-MLV共8 µL，反应溶液共20 µL在30 ℃，

42 ℃，85 ℃各保温10，50，10 min；于-20 ℃条件

保存。 

定量PCR检测：①引物测试：反应条件与正式实

验相同，每对引物进行模板水对照。GAPDH：上游引

物5’ATC CTG CAC CAC CAA CTG CT3’，下游引物  

5’GGGCCATCCACAGTCTTCTG3’；次黄嘌呤转磷酸

核糖基酶：上游引物5’TTC TTT GCT GAC CTG CTG 

GA3’，下游引物 5’CCC CGT TGA CTG GTC ATT 

ACA 3’；bax：上游引物 5’GTG GTT GCC CTC TTC 

TAC TTT GC3’，下游引物5’GAG GAC TCC AGC 

CAC AAA GAT G3’；bcl-2：  上游引物 5’CTG GGA 

TGC CTT TGT GGA ACT3’，下游引物5’CCA GGT 

ATG CAC CCA GAG TGA 3’；Caspase-3：上游引物

5’TAA GGA AGA TCA CAG CAA AAG G3’，下游引物

5’TGA GCA TTG ACA CAA TAC ACG 3’。②正式实验：

cDNA 以1∶20稀释， 编排反应顺序，反应体系如下：

SYBR Green PCR Master Mix (Roche)5 µL，cDNA    

3 µL，上游引物0.15 µL(1 μmol/L)，下游引物0.15 µL 

(1 μmol/L)，总体积11 µL。通过用纯净水取代CDNA

模板来建立无模板控制，qPCR反应按以下步骤进行：

在95 ℃变性10 min，重复40个循环(95 ℃作用15 s，

然后60 ℃作用1 min退火和延伸)，GAPDH和次黄嘌

呤转磷酸核糖基酶作为两个管家基因，所有PCR采用3

个副孔并使用GAPDH及HPRT为内参。 

数据分析：Ct值代表反应体系中荧光信号强度达到

域值时所经过的反应循环数，其值越小，则相应的基因表

达越多。应用配套软件分析目的基因的相对表达量，目的

基因的相对表达量=2
-△△t

，△△t 为实验组中(Ct目的基因-   

Ct内参基因)与对照组 (Ct目的基因-Ct内参基因)的差值，2
-△△t

 代表了

实验组细胞目的基因表达与对照组细胞目的基因表达

的差异倍数。实验重复4次。 

主要观察指标：纤维定向排列及非定向排列的胶原

纳米纤维膜的表征及其与神经干细胞共培养后细胞凋
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亡及相关基因的变化。 

统计学分析：采用 SPSS 16.0统计软件，计量数

据以x
_

±s表示，采用方差分析，P < 0.05为差异有显著性

意义。 

   

2  结果 

 

2.1  纤维定向排列及非定向排列胶原纳米纤维膜的性能  

扫描电镜见定向纳米纤维膜纤维排列方向大体一致，经专

用图像计算系统测试，纤维直径为(694±157) nm；非定

向纳米纤维膜纤维排列方向纵横交错，纤维直径为

(785±177) nm，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  纤维定向及非定向胶原纳米纤维膜的孔隙率和溶胀

系数  定向及非定向纳米纤维膜的孔隙率均大于70%，

分别为(79.31±2.87)%及(84.53±1.65)%，溶胀系数分别

为386.11%和334.30%。 

 

2.3  纤维定向及非定向胶原纳米纤维支架的机械力学

性能  定向纳米纤维膜的弹性模量、拉伸强度及断裂伸

长率分别为(1.93±0.82) MPa、(31.02±3.22) MPa、

(5.90±0.85)%；非定向纳米纤维膜的弹性模量、拉伸

强 度 及 断 裂 伸 长 率 分 别 为 (1.73±0.33) MPa 、

(14.64±3.23) MPa、(5.23±3.04)%。 

 

2.4  神经干细胞的培养和鉴定结果  接种后的神经

干细胞在显微镜下多为圆形，原代培养1 d后，多数细

胞悬浮并单个存在，细胞边缘及细胞核折光性好，可

见少量细胞聚集形成不规则团块，细胞碎片及活性不

佳的细胞沉于瓶底，少量细胞贴壁。 

 

原代培养2 d后，仍以单个细胞为主，细胞聚集形

成较大的不规则的细胞团块，并非神经球，需将其吹

散。原代培养二三天后，细胞分裂增殖形成神经球，

大小不等，最初由几个细胞组成，随生长逐渐增大，

细胞数逐渐增多，神经球悬浮于培养液中，多呈椭圆

形，边界清楚，在高倍显微镜下观察，可见神经球中

部细胞形态良好，胞核及细胞边缘轮廓清晰，折光性

好，若细胞数目过多导致中心部细胞营养供应不良则

神经球中部细胞形态欠佳，胞核及细胞边缘轮廓模糊

且折光性差。  

 

原代培养第7天神经球已增大至包含一百乃至数

百个细胞，部分已增大至肉眼可见，神经球中心细胞

出现营养不良表现，神经球仍以悬浮为主，部分过大

的神经球贴壁，在瓶壁可见细胞碎片，梭形帖壁的成

纤维细胞，此时应进行机械传并更换培养瓶，传代后

细胞的增殖速度与原代细胞基本相同。 

 

双标免疫荧光组化鉴定结果显示，培养获得的脊髓

源性神经干细胞均表达神经干细胞的特有标志物巢蛋

白，在荧光显微镜下，标记细胞为圆形，显明亮的绿色

荧光。同时表达5-溴脱氧尿嘧啶核苷，在荧光显微镜下，

标记细胞为圆形，显明亮的橙红荧光。荧光合成图像可

见两种荧光同时表达。 

 

2.5  MTT实验检测定向及非定向纳米纤维膜与神经干

细胞的生物相容性实验结果  共培养第1天，与定向及

图 1  纤维定向及非定向胶原纳米纤维膜的表征(×5 000) 

Figure 1  Scanning electron microscope images of aligned 

collagen nanofibrous scaffolds and randomly 

oriented collagen nanofibrous scaffolds (×5 000) 

a: 纤维定向排列胶原纳米纤维膜 

b: 纤维非定向排列胶原纳米纤维膜 

注：定向纳米纤维膜纤维排列方向大体一致，非定向纳米纤维膜

纤维排列方向纵横交错 
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非定向纳米纤维膜共培养的神经干细胞A值低于对照

组，自第3天起，与定向及非定向纳米纤维膜共培养的

神经干细胞A值均明显高于对照组，并以定向纳米纤维

膜组A值明显高于非定向纳米纤维膜组。经统计学分析，

自第3天起，3组之间A值差异有显著性意义(P < 0.05)；

定向纳米纤维膜组明显大于非定向纳米纤维膜组及对

照组(P < 0.05)，非定向纳米纤维膜组明显大于对照组

(P < 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  流式细胞技术检测定向及非定向纳米纤维膜与神

经干细胞共培养后的细胞周期结果  对照组细胞凋亡

率为(10.55±0.33)%，与定向纳米纤维膜共培养细胞的

凋亡率为(8.89±0.31)%，与非定向纳米纤维膜共培养细

胞凋亡率为(9.27±0.17)%。经统计学分析，各组之间比

较差异有显著性意义(F=37.947，P < 0.05)；定向纳米

纤维膜组与对照组相比差异有显著性意义(F=52.288，

P < 0.05)，非定向纳米纤维膜组与对照组相比差异有显

著性意义(F=46.598，P < 0.05)。定向纳米纤维膜组与

非定向纳米纤维膜组相比差异无显著性意义(F=4.607，

P > 0.05)。 

 

2.7  实时定量PCR检测定向及非定向纳米纤维膜与神

经干细胞共培养后细胞基因结果  与对照组比较，与定

向纳米纤维膜和非定向纳米纤维膜共培养细胞bcl-2表达

量明显增高，bax及Caspase-3表达明显下降(P < 0.05)；

两纳米纤维膜组间3种基因表达水平差异无显著性意义

(P > 0.05)，见图2。 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

脊髓损伤的修复属骨外科与神经外科交叉领域，其

临床治疗效果不佳，为众多学者的研究热点。生物材料

与种子细胞作为组织工程中的要素，近年受到重点关

注，随着纳米技术等新兴技术的兴起及其在组织工程学

中的应用，使支架材料的构建及性能优化得到了快速发

展
[5-6]
。 

 

胶原在动物体内广泛存在，提炼工艺完善，易于获

得、加工及塑形，与细胞膜整合素结合性能良好，利于

细胞的黏附，通过整合素调节可促进细胞的增殖及移

动。作为细胞外基质的主要成分，其生物相容性及降解

性能良好，利于神经细胞及神经纤维的黏附及生长，是

脊髓组织工程中良好的支架原料。然而，在实际应用中，

需通过制备技术发挥其优势，同时须克服其机械性能差

等缺点，改进其理化及生物性能。随着纳米技术的兴起

和发展，经过纳米技术制备或处理的生物材料性能有了

很大改善
[7-8]
。 

 

随着纳米纤维支架制备技术的发展，电子纺丝技

术逐渐取代了如相分离、自组装等传统技术，成为目

前制备纳米级支架的主要方法，此方法操作相对简单，

控制性强，可根据需要进行调整，应用这种方法制备

的支架孔隙率更高，形态及尺寸具有更大的可调整性，

表 1  MTT法检测定向纳米纤维膜、非定向纳米纤维膜与神经

干细胞共培养不同时间点细胞的 A值 

Table 1  Results of MTT experiments at different time point 

following coculture of neural stem cells with aligned 

and randomly oriented collagen nanofibrous scaffolds 

 (x
_

±s) 

 

       时间  对照组 
定向纳米

纤维膜组 

非定向纳米 

纤维膜组 
F P 

 

1 d 

 

0.24±0.09 

 

0.32±0.01 

 

0.35±0.01 

 

143.027 

 

< 0.05 

3 d 0.43±0.02 0.71±0.02 0.58±0.01 349.037 < 0.05 

5 d 0.70±0.02 0.87±0.02 0.70±0.02 101.645 < 0.05 

7 d 0.80±0.02 0.97±0.01 0.89±0.01 160.905 < 0.05 

9 d 0.89±0.01 0.94±0.01 0.92±0.02  37.444 < 0.05 

 

图 2  实时定量 PCR检测定向及非定向纳米纤维膜与神经

干细胞共培养 7 d后细胞 bcl-2、bax及 Caspase-3

基因的表达结果 

Figure 2  Real-time quantitative PCR detection of bcl-2, bax 

and Caspase-3 gene expressions in the neural 

stem cells cultured on aligned and randomly 

oriented collagen nanofibrous scaffolds for 7 d 

定向组 对照组 非定向组 

注：对照组为单纯神经干细胞培养；定向及非定向纳米纤维膜与神经干细胞

具有良好的生物相容性，且两种纳米纤维膜有利于神经干细胞的生长及增

殖。 

注：定向及非定向纳米纤维膜可通过升高 bcl-2基因水平，降低

bax 及 Caspase-3基因水平，抑制神经干细胞凋亡 

bcl-2 
bax 

Caspase-3 

1.6 

1.2 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

1.4 

0.2 

0 

相
对
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比
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使其形态结构与细胞外基质的三维拓扑结构更为相

似，从而更利于细胞黏附，并可通过界面效应调节细

胞的增殖与分化行为
[9]
。因为此方法能精确调节纤维直

径和排列方向，以往难以加工的生物材料也可应用此

法制备成纳米级支架，亦可根据需要制成“核壳型”

双层纳米纤维支架，并可作为良好的药物缓释载体，

使纳米支架的制备技术得到了飞跃
[10]
。大多数细胞外

基质都是由纳米级胶原构成的三维拓扑结构，通过静

电纺丝技术制备的纳米支架表面形态结构与细胞外基

质很相似
[11]
。 

 

基于上述原因，应用电子纺丝技术制备了以Ⅰ型胶

原为原料的纳米组织工程支架，期望获得理想的纳米组

织工程支架，通过表征测试发现定向纳米纤维膜纤维排

列方向大体一致，而非定向纳米纤维膜纤维排列方向纵

横交错，纤维直径符合纳米级支架材料的要求，支架的

表面特征符合实验设计要求。 

 

组织工程支架材料能够有效填充组织缺损区域，阻止

瘢痕增生，为种子细胞及内源性修复细胞提供栖息场所，

改善局部微环境，促进细胞的增殖及向有利方向分化。成

为理想的组织工程支架，必须具备以下性能
[12]
：组织相容

性良好，几乎无免疫排斥反应，局部及全身炎症反应轻，

对种子细胞及邻近组织无毒性，与邻近组织能很好融合；

制备工艺完善，纤维直径及方向具有强的可控性，材料具

有更高的孔隙率，为细胞提供更好的生长空间并利于物质

交换；可按需制成在特定时间内逐步降解的材料，易于按

需塑形，并可按需改善材料的力学性能，在组织再生过程

中性能稳定，又能适时被新生组织取代；具有与细胞外基

质更为相似的三维拓扑结构，可作为药物、基因、诱导因

子的良好载体，通过表面效应，药物作用，基因表达变化

等作用使细胞增殖，可诱导细胞向有利方向分化，有利于

组织的修复和功能的恢复。 

 

通过对纳米纤维膜基本性能的测试，定向及非定向

纳米纤维膜均有较高的孔隙率，同时也加大了纳米纤维

膜的表面积，扫描电镜结果说明它们的结构利于细胞的

黏附与增殖；同时二者的溶胀系数较高，在溶胀后易于

塑形，可根据需要裁成适当大小并卷成同心圆状制成适

当的支架，其合适的孔尺寸、高的孔隙率，为细胞提供

更好的生长空间并利于物质交换，新生组织可适时长

入，神经纤维可通过同心圆的中间通道导向长入。在机

械性能测试中测试了弹性模量、拉伸强度及断裂伸长

率。弹性模量代表了支架的抗变形能力，与材料的抗变

形性成反比，即其值越小支架的抗变形能力越强。断裂

伸长率是支架发生断裂时断裂处的伸长率，与材料的抗

变形性成反比，即其值越大，支架的抗变形能力越差。

拉伸强度则表示支架所能承受不发生断裂的最大拉伸

力，与材料的抗变形性成正比，即其值越大，支架的抗

变形能力越强。脊髓组织的弹性模量300 Pa
[13-14]

，两种

纳米纤维膜的机械性能明显优于正常脊髓组织，且在溶

胀后其弹性更佳。从基本性能分析，定向及非定向纳米

纤维膜是脊髓组织工程的理想支架材料。 

 

MTT实验是一种检测活细胞数量成熟可靠的方法，

常用于检测支架材料的细胞毒性，在活细胞线粒体中的

活性酶与MTT作用生成甲臜，这是一种蓝色结晶物，应

用二甲基亚砜将其溶解后，在特定波长下检测溶液的吸

光度，A值与活细胞数量成正比。该方法可判定与支架

共培养后细胞数目的变化，从而分析支架对细胞的毒性

大小，支架对细胞增殖的影响。自共培养第3天起，在

定向及非定向纳米纤维膜表面的神经干细胞A值均明显

高于对照组，并且定向纳米纤维膜组A值明显高于非定

向纳米纤维膜组，即在定向膜表面的活细胞数量明显多

于非定向膜表面的活细胞数量。电镜观察及MTT实验的

结果说明定向及非定向纳米纤维支架对神经干细胞无

毒性，生物相容性良好，并有利于神经干细胞的黏附与

增殖。 

 

作者研究了纳米纤维支架对神经干细胞生物行为

的影响，已经证实支架能够促进神经干细胞的增殖
[15]
。

流式细胞技术分析表明纳米纤维膜能够降低神经干细

胞的凋亡率。细胞凋亡是细胞在体内外特定的生理或

病理性因素诱导下发生的一种自发的、程序化的死亡

过程。细胞内的基因直接控制着细胞凋亡的发生和发

展。当细胞受到诱导凋亡因素作用后，经有关细胞信

号转导系统的传递而激活凋亡基因，细胞发生凋亡；

细胞中同时也存在抑制凋亡的基因，对促进凋亡的基

因起拮抗作用。正常情况下，促凋亡基因与抑凋亡基

因处于动态平衡状态，以维持机体细胞正常凋亡。基

因家族是与细胞凋亡关系非常密切的一组基因家族，

通过编码的蛋白来发挥诱导或抑制凋亡的作用。其中，

bcl-2和bax是一对正负调节凋亡的基因，bax基因具有

促进细胞凋亡的作用，bcl-2基因则能抑制细胞凋亡。

Caspase家族是细胞凋亡的主要执行者，可灭活细胞

凋亡的抑制物(bcl-2)，水解细胞蛋白质结构，最终导
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致细胞降解。在此过程中，Caspase-3是细胞凋亡重

要的效应分子，可活化DNA酶，降解染色体，最终引

起细胞凋亡。 

 

bax基因具有促进细胞凋亡的作用，bcl-2基因则能

抑制细胞凋亡。因此，bcl-2和bax二者表达的相对水平

(即bax/bcl-2)是影响细胞凋亡的重要因素，bax/bcl-2越

高，细胞凋亡越易发生，否则反之。此外，Caspase家

族是细胞凋亡的主要执行者，可灭活细胞凋亡的抑制物

(bcl-2)，水解细胞蛋白质结构，最终导致细胞降解
[16-18]

。

在此过程中，Caspase-3是细胞凋亡重要的效应分子，

可活化DNA酶，降解染色体，最终引起细胞凋亡。实验

采用实时定量PCR实验技术检测了与纳米纤维膜共培

养后神经干细胞凋亡基因表达水平的变化，结果表明

bcl-2基因表达量明显增加，而bax及Caspase-3基因表

达量明显下降，纳米纤维膜能够从基因表达水平调节抑

制神经干细胞凋亡的发生。 
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