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新型纳米支架对神经干细胞生物行为及相关基因表达的影响

周继辉 1，姚  猛 2，王岩松 2，李新志 1，周  游 1，黄  卫 1，陈文瑶 1

文题释义：

MTT实验：是一种公认的检测生物材料细胞相容性的方法，吸光度值反映纳米支架对细胞数量的影响，可以判断支架的细胞毒性及对细胞

增殖的影响。

Bcyclin与CDK基因：CDK在细胞周期的调控中占据核心地位，其表达水平增高促进细胞增殖；Bcyclin能够增高CDK的表达水平，通过对CDK
正性调节促进细胞的增殖；细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子能够降低CDK的表达水平，抑制细胞的增殖。

摘要

背景：利用纳米技术制备的支架可形成与天然生物体内基底膜结构相似的表面结构，对种子细胞的行为进行有效调节。

目的：观察平行与交错排列纳米纤维膜对神经干细胞增殖及分化等生物学行为的影响。

方法：以Ⅰ型胶原为材料，利用静电纺织技术制备平行排列纳米纤维膜与交错排列的纳米纤维膜。将新生大鼠神经干细胞接种于两种纳

米纤维膜表面，以单独的细胞培养为对照，采用MTT法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞增殖周期变化，免疫组化分析细胞神经元分化

率，实时定量PCR技术检测Bcyclin D1及CDK2基因表达。

结果与结论：①平行排列组、交错排列组培养1，3，5，7，9 d的细胞增殖吸光度值均高于对照组(P < 0.05)，平行排列组培养3，5，7，9 d
的细胞增殖吸光度值高于交错排列组(P < 0.05)；②平行排列组、交错排列组增殖期细胞比率高于对照组(P < 0.05)，并且平行排列组高于交

错排列组(P < 0.05)；③免疫组化显示，3组细胞的神经元分化率比较差异无显著性意义(P > 0.05)；④实时定量PCR技术检测显示，平行排列

组、交错排列组Bcyclin D1及CDK2基因表达量高于对照组(P < 0.05)，并且平行排列组高于交错排列组(P < 0.05)；⑤结果表明，平行及交错排

列纳米纤维膜可促进神经干细胞的增殖，对细胞分化无明显影响，能够从基因表达水平调节神经干细胞的生物学行为。
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0   引言   Introduction
应用组织工程修复脊髓损伤是近年来的研究热点，将种

子细胞与支架材料有机结合达到修复的目的。支架材料对种

子细胞生物行为的影响至关重要，通过技术改进优化支架的

性能是众多学者追求的目标。组织工程对支架材料的机械性

能及组织相容性均有较高的要求。目前的支架材料根据来源

及性能大致分为：天然材料、非降解合成材料及可降解合成

材料3种，天然材料生物相容性较好，但其理化性能需要提高；

合成材料组织相容性往往不尽人意。与正常脊髓相比，现有

的支架材料无论从理化性能还是生物性能方面均存在较多不

足，还未研制出与天然脊髓立体结构与理化性能类似的支架

材料，通过先进的制备技术改善天然材料的性能是切实可行

的研究方向。

纳米技术精确性更高，可控性更强，使支架的制备技

术及性能得到了飞跃，可形成与天然生物体内基底膜结构相

似的表面结构，对种子细胞的行为进行有效调节，在脊髓组

织工程中的应用前景十分广阔
[1-2]

。已经证实脊髓源性神经

干细胞是优质的种子细胞，实验以胶原为原料，应用电纺丝

技术精确调整纤维直径及走向制备新型脊髓纳米组织工程支

架，检测其对神经干细胞增殖及分化等生物学行为的影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞学观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2010 年 3 月至 2011 年 4 月在哈尔

滨医科大学附属第二医院实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   主要试剂   Ⅰ型胶原蛋白、1，1，1，3，3，3 -六氟代 -2-

丙醇、BrdU(SigmaeAldrich，美国 )；巢蛋白 (Nestin1 ∶ 500)

多克隆抗体、BrdU (1 ∶ 100) 多克隆抗体、山羊抗兔 IgG 二

抗 (TRITC 标记 ) 及山羊抗鼠 IgG 二抗 (FITC 标记 )、0.01% 木瓜

蛋白酶、0.01% 脱氧核糖核酸酶 (Sigma，美国 )；DMEM/F12  

(Invitrogen，CA)；0.13% 胰蛋白酶 (Invitrogen，美国 )；表皮

生长因子、胎牛血清 (Chemicon，美国 )；碱性成纤维细胞生

长因子 (Chemicon，CA)；0.002% 肝素 (Stem cell Technology)。
1.3.2   实验动物   新生 SD 大鼠，平均体质量 10.26 g，清洁级，

由哈尔滨医科大学附属第二医院实验动物中心提供。

1.4   实验方法

1.4.1   平行纳米纤维膜及交错纳米纤维膜的制备   参照前期

实验方法制备纳米纤维膜
[3]
。原料为Ⅰ型胶原蛋白，溶剂为

1，1，1，3，3，3 -六氟代 - 2-丙醇，二者质量体积比为 8%，

制备装置由接地电极、输液泵和高电压电源组成。溶液在  

7 000 V 电压作用下，以 0.5 mL/ h 的速率在输液泵中推注，

通过平板收集器收集交错排列的胶原纤维，通过鼓状收集器

收集平行排列的胶原纤维，收集过程中转速为 3 000 r/min，

收集后的纤维膜在室温并真空条件下自然干燥 12 h。
1.4.2   神经干细胞的培养和鉴定   新生 SD 大鼠经乙醇浸泡消

毒，取出脊髓并剥离脊膜，在完全培养液中剪碎，培养液含

体积分数 0.02% 胎牛血清、10 µg/L 碱性成纤维细胞生长因

子、20 µg/L 表皮生长因子及 0.002% 的肝素，基质为 DMEM/

F12[4]
。每两三天半量换液，每 5-7 d 进行机械分离传代。以

鼠抗BrdU (1∶100)多克隆抗体及兔抗巢蛋白 (Nestin 1∶500)

多克隆抗体作为检测一抗，以山羊抗兔 IgG (TRITC 标记 ) 及

山羊抗鼠 IgG (FITC 标记 ) 为二抗，对神经干细胞进行双标免

疫组化鉴定。

1.4.3   MTT法检测纳米纤维膜的生物相容性   随机取 96孔板，

随机分为对照组、平行膜组、交错膜组、空白组，每组 8 孔。

将平行及交错纳米纤维膜紫外线消毒后以完全细胞培养液溶

胀，无菌条件下放置于细胞培养板的孔底，将传代的神经干

细胞制成单细胞悬液，对照组、平行膜组、交错膜组每孔中

加入细胞浓度为 1×108 L-1
的神经干细胞悬液 100 µL，空白组

各孔中加入细胞培养液。每日观察细胞状态，每 2 d 于每孔

加入约 20 µL 培养液。培养的第 1，3，5，7，9 天各取 4 块

96 孔板进行 MTT 实验 , 在分光光度计上选择波长 490 nm 读

取吸光度值。

Abstract
BACKGROUND: The scaffold made by nanotechnology may have a similar surface structure to basement membrane of natural organism, which can effectively 
regulate the behavior of seed cells.   
OBJECTIVE: To observe the effects of parallel and staggered nanofiber membranes on the proliferation and differentiation of neural stem cells. 
METHODS: The parallel and staggered nanofiber membranes were prepared using electrostatic spinning technology with type I collagen as raw material. 
Neural stem cells of newborn rats were seeded on the surface of two kinds of nanofiber membranes. Cell culture alone was used as control. Cell proliferation 
was detected by MTT assay. Cell proliferation cycle was detected by flow cytometry. Cell differentiation rate was detected by immunohistochemistry. The gene 
expression of Bcyclin D1 aned CDK2 was detected by real-time quantitative polymerase chain reaction.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The absorbance values of cell proliferation of parallel arrangement group and staggered arrangement group at 1, 3, 5, 7 and 
9 days were higher than that of the control group (P < 0.05). The absorbance value of cell proliferation of parallel arrangement group was higher than that of 
staggered arrangement group at 3, 5, 7 and 9 days (P < 0.05). (2) Cell differentiation rate in the parallel arrangement group and the staggered arrangement 
group was higher than that in the control group (P < 0.05), and that in the parallel arrangement group was higher than that in the staggered arrangement 
group (P < 0.05). (3) Immunohistochemistry showed that there was no significant difference in neuronal differentiation rate among the three groups (P > 0.05). 
(4) Real-time quantitative polymerase chain reaction demonstrated that the expression of Bcyclin D1 and CDK2 was higher in the parallel arrangement group 
and staggered arrangement group was higher than in the control group (P < 0.05); and the expression was higher in the parallel arrangement group than in the 
staggered arrangement group (P < 0.05). (5) The results confirmed that parallel and staggered nano tissue engineering can promote the proliferation of neural 
stem cells, but has no significant effect on cell differentiation, and can regulate the biological behavior of neural stem cells from the level of gene expression.
Key words: materials; gene; scaffold; nano; stem cells; cell proliferation; differentiation; nerve
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1.4.4   神经干细胞与纳米支架共培养   将平行及交错纳米纤

维膜裁剪成适当尺寸，紫外线消毒，加入细胞培养液使其充

分溶胀，无菌条件下置于 25 mL 培养瓶的底面；将 4.0-5.0 mL

传代后的神经干细胞单细胞悬液，加于培养瓶中，细胞浓度

为 1×108 L-1
。每两三天半量更换培养液，六七天后进行后续实

验。

1.4.5   细胞周期检测   细胞与支架共培养 7 d 后，洗脱纳米纤

维膜表面的细胞，收集细胞，以预冷的 0.01 mol/L PBS 清洗，

以 1 mL 预冷的体积分数 70% 乙醇固定。恒温冰箱内放置 12 h，

离心后 PBS 再次清洗 1 次，1 g/L 核糖核酸酶处理后用碘化丙

啶 (PI) 染液 (50 mg/L) 避光染色 30 min，流式细胞仪检测与细

胞周期相关的 DNA 含量，每组实验重复 4 次。

1.4.6   免疫组化检测   细胞与支架共培养 7 d 后，取 3 块 12

孔培养板，对照组、平行膜组、交错膜组各一块，在培养孔

中置入涂布 0.01% 多聚赖氨酸的盖玻片。适当吹打神经干细

胞悬液，使神经球和单个细胞比率为 1 ∶ 1 左右，向每孔中

加入 100 µL 比率适当的神经干细胞悬液，再加入 100 µL 诱

导分化液 (含体积分数 1%胎牛血清的完全培养液 )，在 37 ℃、

体积分数 5%CO2 条件下诱导分化 1 周，视每日观察情况加入

适量诱导分化液，分化后进行免疫荧光组化鉴定，每孔加入

兔抗微管相关蛋白 2(MAP2) 单克隆抗体 (1 ∶ 100) 100 µL。
4 ℃ 孵育过夜，再加入异硫氰酸荧光素 (FITC) 标记山羊抗兔 

IgG (1 ∶ 100)37 ℃孵育 2 h，以 33258 进行细胞核染色，封

固后在荧光显微镜下观察，选择理想的的视野照相，收集资

料。每组细胞随机选取 10 个 200 倍视野，分化细胞数占总

细胞数的比率即为分化率。

1.4.7   实时定量 PCR 检测相关基因表达   细胞与支架共培养 

7 d 后提取 RNA，进行反转录，定量 PCR 检测，先进行引物

测试，再进行正式实验，二者条件相同，引物均需进行模板

水对照。引物为 Cyclin D1( 上游引物：5’ GGA GTG TGG TGG 

CCG CGA TG 3’； 下 游 引 物：5’ CGG AGG CAG TCC GGG TCA 

CA3’) 及 CDK2 ( 上游引物：5’TCT CAC CGT GTC CTG CAC CGA 

3’ ；下游引物：5’GGC CCT GCG GGT CAC CAT TTC 3’)。正式实

验时反应体系由 5 µL SYBR Green PCR Master Mix (Roche)、
3 µL cDNA(1 ∶ 20 稀释 )、上游引物及下游引物各 0.15 µL                   

(1 µmol/L)组成。无模板控制以纯净水替代 cDNA，qPCR 反

应步骤如下：95 ℃变性 10 min，进行循环 40 次，每循环先

以 95 ℃作用 15 s，退火和延伸 1 min(60 ℃ )，使用 GAPDH

和 HPRT 为内参。Ct(Cyclethreshold) 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，2-∆∆Ct
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。

1.5   主要观察指标   平行与交错排列纳米纤维膜对神经干细

胞增殖与分化的作用。

1.6   统计学分析   以 SPSS 16.0 统计学软件急性统计处理，计

量数据以 x-±s 表示，采用方差分析，P < 0.05 表示差异有显著

性意义。

2   结果   Results 
2.1   纳米纤维膜的表征   前期实验经扫描电镜观察并应用专

用图像计算系统 ( 哈尔滨林业大学提供 ) 进行测量，平行纳

排列米纤维膜的纤维直径为 (694±157) nm，纤维排列方向大

致平行；交错排列纳米纤维膜纤维直径为 (785±177) nm，纤

维排列方向纵横交错。

2.2   神经干细胞的培养与鉴定   脊髓源性神经干细胞初次接

种后多单个存在，呈圆形，一两天仍以单个细胞为主 ( 图
1A)，可聚集形成不规则的细胞团，经吹打即可散开。3 d 后

细胞分裂增殖形成神经球，呈椭圆形悬浮于培养液中，不易

吹散，边界清晰，5-7 d 神经球经增殖明显，细胞数可达数

百个 ( 图 1B)，中心细胞因营养供应不良出现坏死表现，进

行机械传代后细胞单个或以较小神经球的形式存在，传代后

增殖速度无明显变化。

传代后的脊髓源性神经干细胞在标记后，在荧光显微镜

下即可见明亮的绿色荧光，又可见明亮的橙红荧光，2 种荧

光可合成于同一细胞，说明神经干细胞表达神经干细胞的特

有标志物 Nestin，同时表达 BrdU。

加入诱导分化液 1 h 后，即可发现单个神经干细胞及

神经球开始贴壁，细胞增大变形，边缘伸出突起，随时间

推移，贴壁分化的细胞逐渐增多，7 d 左右分化完全 ( 图
1C)。
2.3   细胞增殖实验结果   MTT 检测显示，平行排列组、交错

排列组培养 1，3，5，7，9 d 的细胞增殖吸光度均高于对照

组 (P < 0.05)，平行排列组培养 3，5，7，9 d 的细胞增殖吸

光度高于交错排列组 (P < 0.05)，见表 1。

表 1 ｜各组培养不同时间点神经干细胞吸光度值的比较          (x-±s)
Table 1 ｜ Comparison of absorbance value of neural stem cells of each 
group at different time points 

培养时间 对照组 平行排列组 交错排列组 F 值 P 值

第 1 天 0.24±0.09 0.33±0.01 0.36±0.01 137.027 < 0.05
第 3 天 0.43±0.02 0.72±0.02 0.58±0.01 360.037 < 0.05

第 5 天 0.70±0.02 0.87±0.02 0.70±0.02 115.685 < 0.05

第 7 天 0.80±0.02 0.97±0.01 0.89±0.01 155.905 < 0.05
第 9 天 0.90±0.01 0.94±0.01 0.92±0.02 36.412 < 0.05

2.4   细胞周期检测结果   对照组、交错排列组及平行排列组

处于增殖期 (S+G2) 的细胞比率分别为 (5.8±1.7)%，(9.5±1.4)%，

(11.8±1.6)%，见图 2；3 组间增殖期细胞比率比较差异有显

著性意义 (F=2 123.917，P < 0.05)，平行排列组及交错排列组

增殖期细胞比率明显大于对照组 (F=1 910.51，P < 0.05)，平

行排列组大于交错排列组 (F=600，P < 0.05)。
2.5   细胞分化率检测结果   对照组、平行排列组及交错

排列组细胞分化为神经元的比率分别为 (12.47±2.34)%，

(12.65±2.20)%，(12.44±2.51)%，3 组间比较差异无显著性意

义 (F=0.001，P > 0.05)，见图 3，4。

2.6   实时定量 PCR 检测结果   平行排列组、交错排列组  

Bcyclin D1 及 CDK2 基因表达量高于对照组 (P < 0.05)，并且平

行排列组高于交错排列组 (P < 0.05)，见图 5。
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3   讨论   Discussion
脊髓损伤修复是近年来的研究热点，目前的临床治疗手

段难以获得满意效果，多数研究仍处于基础研究阶段。脊髓

组织工程需要种子细胞与支架材料有机结合，优化再生环境，

重建脊髓组织，达到修复目的。近年来纳米技术在组织工程

学中得到广泛应用，纳米支架材料的性能得到了实质性优化
[5]
。

胶原是良好的组织工程支架原料，应用纳米技术制备或

处理后不仅使生物材料的机械性能得到优化，对种子细胞的

调节作用也有很大改善
[6-7]

。电子纺丝技术的精确性更高，

可控性更强，逐渐成为制备纳米级支架的首选方法
[8]
，使纳

米支架制备技术及性能得到了飞跃
[9]
。天然的生物体内基底

膜结构大多是以胶原构成的纳米级三维拓扑结构，静电纺丝

技术制备的纳米纤维膜与天然生物体内基底膜结构相似
[10]
。

通过优选原料及制备技术，采用电子纺丝技术制备以Ⅰ

型胶原为原料的纳米组织工程支架，电镜表征测试证明该纳

米纤维膜膜纤维排列方向符合设计需要，纤维直径属于纳米

级支架范畴，新型纳米纤维膜符合实验设计要求。

良好的性能是优质组织工程用支架的先决条件
[11]
，前

期实验显示该纳米纤维支架具有良好的物理学特性与生物相

容性
[3]
。此次实验进一步检测其对神经干细胞的增殖及分化

的影响，通过基因表达水平检测揭示其作用原理。

MTT 实验是一种公认的检测生物材料细胞相容性的方 

法
[12]
，吸光度值反映纳米支架对细胞数量的影响，可以判断

支架的细胞毒性及对细胞增殖的影响。共培养 3 d 以后，平

行及交错排列纳米纤维膜表面的神经干细胞吸光度值均显著

高于对照组，平行排列组吸光度值明显高于交错排列组，说

明新型纳米支架可促进神经干细胞的增殖，平行排列纳米纤

维膜的促进作用更加显著。流式细胞技术进一步分析了这种

变化，在纳米纤维膜表面细胞处于增殖期的比率更高，平行

排列组细胞增殖显著优于交错排列组。由此可以判定新型纳

米支架能够有效促进神经干细胞增殖，纤维平行排列纳米支

架促进增殖的作用更强。

神经干细胞的增殖行为主要受细胞周期调控因子的控

制，包括细胞外和细胞内因子
[13]
。CDK 在细胞周期的调控中

占据核心地位
[14]
，其表达水平增高促进细胞增殖；Bcyclin 能

够增高 CDK 的表达水平
[15]
，通过对 CDK 正性调节促进细胞

的增殖；细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子能够降低 CDK 的

表达水平，抑制细胞的增殖，3 者共同构成了细胞增殖周期

的调控基础
[16]
。基因表达水平检测显示，与纳米纤维支架共

培养神经干细胞的 Bcyclin D1 及 CDK2 基因表达量明显增高，

说明新型纳米支架通过改变神经干细胞的基因表达水平促进

其增殖。

神经干细胞分化研究也是目前的研究热点，向神经元方

向的分化是神经结构修复及功能恢复的关键
[17-18]

，许多研究

致力于提高其分化成神经元的比率。神经干细胞定向分化主

要由其自身基因进行调控，外界环境信号通过特定途径传入

胞内，通过基因表达变化调控其分化行为
[19]
。决定神经干细

胞分化的因素很多，各因素之间的相互作用方式也十分复杂，

是目前的研究热点和待解决的难题
[20-21]

。作者期望所制备的

纳米组织工程支架能够通过细胞微环境的改变提高神经干细

胞分化为神经元的比率，但纳米纤维膜表面神经干细胞分化

为神经元的能力并无明显增强，说明所制备的支架提供的微

环境并未改变神经干细胞内源性调控因子，通过纳米技术改

变神经细胞的分化能力还有待进一步研究，这也将是下一步

实验重点研究的方向之一。

新型平行及交错排列纳米组织工程支架的生物学性能良

好，可促进神经干细胞的增殖，对细胞分化无显著影响，能

够从基因表达水平调节神经干细胞的生物学行为。
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图注：A 为培养第 1 天的神经干细胞，多单个存在，呈圆形 (×60)；B 为
培养第 7 天的神经干细胞，神经球经增殖明显，细胞数可达数百个 (×40)；
C 为诱导分化的神经干细胞，细胞增大变形，边缘伸出突起 (×20)
图 1 ｜神经干细胞的培养与分化
Figure 1 ｜ Culture and differentiation of neural stem cells 

图注：A 为 Bcyclin D1 基因；B 为 CDK2 基因

图 5 ｜各组神经干细胞 Bcyclin D1 及 CDK2 基因表达量

Figure 5 ｜ Expression of Bcyclin D1 and CDK2 genes in neural stem cells of 
each group

图 2 ｜各组细胞增殖周期检测结果
Figure 2 ｜ Results of cell cycle in each group 

 

图注：A-C 分别为对照组、交
错排列组及平行排列组，3 组
对应的处于 S+G2 期细胞比率
分别为 (5.8±1.7)%，(9.5±1.4)%，
(11.8±1.6)%，组间两两比较差
异均有显著性意义 (P < 0.05)

图 4 ｜神经干细胞向神经元的

分化 ( 荧光显微镜，×200)
Figure 4 ｜ Neuronal 
differentiation from neural 
stem cells (fluorescence 
microscope, ×200)
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图 3 ｜各组神经干细胞分化为神
经元的比率
Figure 3 ｜ Differentiation ratio 
into neurons from neural stem 
cells of each group 

平行排列组    对照组     交错排列组 

20

15

10

5

0分
化
为
神
经
元
的
比
率

(%
)

The diploid%S=4.19
%G2=1.56

The diploid%S=7.89
%G2=1.42

The diploid%S=10.99
%G2=0.42

研究原著


