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骨髓间充质干细胞诱导为类许旺细胞的细胞外基质促进周围神经损伤后
轴突再生

赵来赫 1，夏  冰 2，马  腾 2，高楗勃 3，李胜友 2，高  雪 4，郑  毅 1，胡广文 3，罗卓荆 2，黄景辉 2

文题释义：

骨髓间充质干细胞诱导的许旺细胞：骨髓间充质干细胞经碱性成纤维细胞生长因子、血小板衍生生长因子等诱导因子诱导分化为形态功能

与许旺细胞类似的细胞。

细胞外基质：由细胞分泌到细胞外间质中的大分子物质，构成复杂的网架结构，支持并连接组织结构，调节组织的发生和细胞的生理活

动。

摘要

背景：既往研究发现许旺细胞及骨髓间充质干细胞诱导的类许旺细胞可以促进外周神经损伤后轴突的再生及功能恢复，而由于许旺细胞来

源有限而限制了其应用，而且类许旺细胞外基质用于周围神经损伤的治疗鲜有报道。

目的：探讨类许旺细胞外基质是否有助于周围神经损伤后的神经修复。

方法：提取SD大鼠许旺细胞和骨髓间充质干细胞，将骨髓间充质干细胞诱导分化为类许旺细胞，并进行细胞鉴定和制备细胞外基质，在

体外环境下将背根神经节神经元和背根神经节组织块接种于细胞外基质上，观察神经轴突生长情况。制备SD大鼠坐骨神经缺损模型，分

别用自体神经、类许旺细胞外基质复合聚ε-己内酯导管(诱导组)、许旺细胞外基质复合聚ε-己内酯导管(许旺组)桥接，观察坐骨神经轴突

再生及腓肠肌恢复情况。

结果与结论：①与骨髓间充质干细胞比较，类许旺细胞p75NTR
明显表达(P < 0.05)，许旺细胞纯度为(95.20±4.63)%；②类许旺细胞外基质和

许旺细胞外基质能够在体外环境下促进背根神经节神经元与组织块神经轴突的生长；③体内实验中自体神经组再生神经纤维连贯且排列有

序；诱导组和许旺组再生神经纤维贯通缺损区域，与自体神经组类似；④结果表明，类许旺细胞和许旺细胞的细胞外基质能够促进周围神

经损伤后轴突再生及修复，为周围神经损伤提供了一种新的来源方便的无细胞疗法。
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文章快速阅读：

SD 大鼠

许旺细胞

类许旺细胞

骨髓间充
质干细胞

聚 ε-己内酯

坐骨神经损伤模型

分别制备 2 种细
胞外基质复合聚
ε-己内酯神经导
管

空白对照组：
应用空聚 ε- 己内酯导
管桥接。

自体神经组：
将切取下的 5 mm 坐骨
神经翻转后，应用 10-0
尼龙缝合线行神经外膜
缝合。

实验组：
应用细胞外基质复合聚
ε-己内酯导管桥接。

文章特点—

△类许旺细胞

外基质能够

促进坐骨神

经轴突再生；

△类许旺细胞

外基质能够

促进大鼠坐

骨神经损伤

后腓肠肌的

恢复。
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0   引言   Introduction
周围神经是一种脆弱且无保护的组织，可因各种物理损

伤而受损，包括道路交通事故、建筑事故、自然灾害、战争

损害、运动损伤、药物注射损伤和电损伤
[1-3]

。周围神经损

伤会破坏中枢神经系统和靶器官之间的信息传递，从而导致

运动、感觉或自主神经功能紊乱，进而失去正常的肢体功能，

甚至导致永久性的残疾。在损伤后，周围神经会获得一定的

自身修复能力，通常以 1-3 mm/d 的速度再生
[4]
。然而，周

围神经损伤后的功能恢复有限，对于神经间隙较大的严重损

伤，需借助手术修复
[5-6]

。目前，对于周围神经损伤后未丢

失神经组织或者是短节段缺失的，常用的手术方法是端端缝

合 ( 神经联合缝合 )[7]
。长节段缺损则需要植入神经移植物或

神经导管，以帮助建立再生通道
[8-9]

。植入从身体其他部位

采集的神经移植物可获得优越的再生效果，是目前公认的金

标准技术
[10-13]

。现代临床通常使用显微外科手术进行自体神

经移植
[14]
，尽管取得了不错的进展，但会导致供体区域的神

经功能缺失而限制了其应用。长节段的缺损仍需要生物方法

来增强神经再生和改善损伤后的功能，因此，寻找外周神经

修复的替代方案仍是研究的重点。影响神经再生修复的关键

因素是损伤处轴突再生的速度和残存的许旺细胞数量及增殖

分化能力
[15]
。

在周围神经损伤修复过程中，许旺细胞分泌神经营养因

子而对轴突再生发挥作用
[16]
，也参与重建受损轴突微环境和

引导再生轴突延伸等
[17]
。但由于许旺细胞来源有限、体外培

养时间较长、增殖速度较慢、纯化难度大，用于细胞移植则

较为困难
[18]
。骨髓间充质干细胞是从成年后的动物骨髓中分

裂和分化而来，体外培养和纯化较容易，来源方便
[19]
，在适

当条件下可分化为许旺细胞，且已有文献报道其经诱导后与

许旺细胞具有类似的功能，可用于修复外周神经损伤
[20-23]

。

许旺细胞外基质已被报道具有很好的促神经修复效果
[24]
，而

对于骨髓间充质干细胞诱导分化而来的类许旺细胞外基质是

否具有相同的修复功能，则尚未见报道。

在当今再生医学研究中，通常采用生物支架连接神经

残端
[25]
，其可作为运送药物和生长因子的载体。目前的研究

发现脱细胞处理后的细胞外基质不仅可以保留原组织结构，

还存留大量的生长活性因子，尤其利于细胞的增殖分化，是

比任何人工合成材料都理想的生物材料
[26]
。该研究旨在探讨

骨髓间充质干细胞诱导分化的类许旺细胞与许旺细胞分泌的

细胞外基质是否有助于周围神经损伤修复并比较二者修复效

果。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   随机对照动物实验。

1.2   时间及地点   2019 年 3 月至 2020 年 8 月在空军军医大

学西京医骨科实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   选取 12 d 龄雄性 SD 大鼠用于提取骨髓间充

质干细胞，1 d 龄 SD 大鼠用于提取背根神经节和许旺细胞；

体内实验选用雄性SD大鼠40只，体质量 (220±10) g，6-8周龄。

所有大鼠均由空军军医大学实验动物中心提供，SPF 级，饲

养环境适宜，饮水和食物充足，昼夜节律受灯光调节。该实

验经空军军医大学动物实验伦理委员会批准 (KY20172005-1)，

动物许可证号：SCXK( 陕 )2019-001。
1.3.2   实验主要试剂   蛋白提取试剂盒 (Solarbio)；胰蛋白酶

(Solarbio)；左旋多聚赖氨酸 (Sigma)；Triton X-100(Solarbio)；
BCA 蛋白定量试剂盒 (Solarbio)；青霉素 -链霉素 (Solarbio)；

磷酸盐缓冲盐水 (Gibico)；聚 ε- 己内酯 (Sigma)；多聚甲醛

(Solarbio)；牛血清白蛋白 (Solarbio)；β- 巯基乙醇 (Sigma)；

福司可林 (Calbiochem)；胎牛血清 (Gibico)；全反式维甲酸 

(Sigma)；碱性成纤维细胞生长因子 (Peprotech)；血小板衍生

生长因子 (Peprotech)；重组人神经调节蛋白 β1(Minneapolis)； 
B27(Gibico)；神经生长因子 (R & D systems)；谷氨酰胺 (Gibico)； 
4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚 (MCE)；内参 Actin(Abcam)；
NF160 鼠单克隆抗体 (Abcam)；兔抗大鼠 S100β 单克隆抗
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体 (Abcam)；β-tubulin- Ⅲ鼠单克隆抗体 (Abcam)；鼠抗大鼠

p75NTR
单克隆抗体 (Abcam)；NeuN 兔单克隆抗体 (Abcam)；

山羊抗兔二抗 (Proteintech，Alex Fluor 488)；山羊抗兔二抗

(Proteintech，Alex Fluor 594)；山羊抗鼠二抗 (Proteintech，
Alex Fluor 488)； 山 羊 抗 鼠 二 抗 (Proteintech，Alex Fluor 

594)；DMEM/F12(DMEM 和 Ham’s F12 的 1 ∶ 1 混合物 ) 培

养基 (HyClone)。
1.3.3   实验主要仪器   培养瓶 (Thermo)；台式离心机 ( 湖南湘

仪 )；电泳仪 ( 北京六一 )；石蜡切片机 (LEICA)；化学凝胶成

像仪 (Bio-Rad)；荧光显微镜 (Zeiss)；转膜仪 ( 北京六一 )；共

聚显微镜 (Nikon)；扫描电子显微镜 (Zeiss)。
1.4   实验方法   

1.4.1   许旺细胞的提取培养和纯化及骨髓间充质干细胞诱导

分化为类许旺细胞   取 1 d 内的新生 SD 乳鼠，雌雄不限，从

椎旁剪断坐骨神经近端及小腿后的神经远端，用 0.25% 胰酶

加Ⅱ型胶原酶置于 37 ℃孵箱消化 30 min 后终止消化，离心

后加入含体积分数为 10% 胎牛血清，2 mmol/L 福司可林、

20 mg/L 牛垂体提取物、青霉素 - 链霉素的 DMEM/F12 许旺

细胞培养基于 37 ℃孵箱培养，得到许旺细胞。

取 12 d 龄雄性 SD 大鼠，取出股骨和胫骨，剪去干骺端，

用注射器吸取含体积分数为 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基

缓慢插入一端，从另一端冲出骨髓，将细胞悬液种于培养瓶，

吸除血块，置于 37 ℃细胞孵箱中培养，得到骨髓间充质干

细胞，待细胞融合度达到 90% 传代，第 3 代时进行类许旺细

胞诱导。诱导方法：加入含 1 mmol/L β- 巯基乙醇的无血清

α-MEM 培养基，培养 1 d 后用 PBS(0.01 mol/L，pH 7.4) 清洗，

再加入含体积分数为 10% 胎牛血清、35 μg/L 全反式维甲酸

的α-MEM培养基，培养 3 d后用 PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)清洗，

再加入含 5 μmol/L 福司可林、10 μg/L 碱性成纤维细胞生长

因子、5 μg/L 血小板衍生生长因子，200 μg/L 重组人神经调

节蛋白 β1、体积分数为 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基培养

7 d，得到类许旺细胞
[27]
。 

1.4.2   类许旺细胞和许旺细胞的鉴定   类许旺细胞经 PBS 

(0.01 mol/L，pH 7.4) 清洗，用凯基全蛋白提取试剂盒提取蛋

白，BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，确定上样量。根据

被检测蛋白分子质量 43-75 kD 确定分离胶浓度为 12%，浓缩

胶浓度为 5%，电泳后转聚偏二氟乙烯膜 75 min，5% 牛血清

白蛋白室温封闭 2 h，10 min×3 的 TBST 摇床清洗，加入一抗

p75NTR
、actin(1 ∶ 500)4 ℃摇床过夜，回收一抗，10 min×3 

的 TBST 摇床清洗，室温孵育配制好的二抗山羊抗鼠 

(1 ∶ 2 000) 1 h，回收二抗，10 min×3 的 TBST 摇床清洗，凝

胶成像仪进行显影，用 Image Lab 4.0 进行灰度分析，计算

p75NTR
蛋白表达量，鉴定类许旺细胞。

纯化的原代许旺细胞培养 7 d 进行免疫荧光染色，用

40 g/L 多聚甲醛室温固定 30 min，PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)

清洗 3 遍，0.3% TritonX-100 室温破膜 20 min，3% 牛血清白

蛋白室温封闭 1.5 h，孵育混合一抗 S100β(1 ∶ 250)，p75NTR 

(1 ∶ 200)4 ℃过夜，孵育混合二抗 (1 ∶ 400，山羊抗兔 Alex 

Fluor 594，山羊抗鼠 Alex Fluor 488)1 h，PBS(0.01 mol/L，pH 

7.4) 清洗 3 遍，DAPI(5 mg/L) 室温孵育 8 min 后封固，荧光显

微镜拍照，计数 S100β 和 p75NTR
双阳性细胞数量及 DAPI 阳

性细胞数量，并计算许旺细胞纯度。

1.4.3   细胞外基质的制备   类许旺细胞形成后加入含 50 mg/L 

抗坏血酸的诱导培养基 ( 含 5 μmol/L 福司可林、10 μg/L 碱性

成纤维细胞生长因子、5 μg/L 血小板衍生生长因子，200 μg/L 

重组人神经调节蛋白 β1、体积分数为 10%胎牛血清的 α-MEM

培养基 ) 培养 10-12 d，待培养板底部出现白色膜状物，加入

含 20 mmol/L NH4OH、1%Triton X-100 的 PBS 进行脱细胞处理

5-10 min，得到脱细胞的细胞外基质，保持湿润，放于 4 ℃ 

冰箱保存备用。

许旺细胞达 90% 融合后传代，第 3 代时加入含 50 mg/L 

抗坏血酸、体积分数为 15% 胎牛血清的 DMEM/F12 培养

基培养 10-12 d，待培养板底部出现白色膜状物，加入含 

20 mmol/L NH4OH、1%Triton X-100 的 PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)

进行脱细胞处理 5-10 min，得到脱细胞的细胞外基质
[28]
，保

持湿润，放于 4 ℃冰箱保存备用。

1.4.4   细胞外基质对背根神经节的作用   取新生 1 d 的 SD 乳

鼠，雌雄不限，在显微镜下用显微镊取出位于椎间孔中的

背根神经节，提取的背根神经节用 0.25% 胰酶加Ⅳ型胶原

酶置于 37 ℃孵箱消化 1 h 后终止消化，然后放入离心机以 

1 790 r/min 转速离心 5 min，弃上清，再次加入含体积分数

为 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基吹打后重复上述操作，然

后加入背根神经节神经元培养基 ( 含 2% B27、50 μg/L 神经生

长因子、2 mmol/L 谷氨酰胺、青霉素、链霉素的 Neurobasal 

培养基 ) 吹打重悬。该实验分为 3 组：经左旋多聚赖氨酸包

被的对照组，类许旺细胞外基质包被的诱导组，许旺细胞外

基质包被的许旺组。将制备好的背根神经节神经元细胞悬液

接种于预先包被的 24 孔板中，每孔 1 000 个细胞，24 h 后

观察贴壁情况，3 d 后进行免疫荧光染色，40 g/L 多聚甲醛

室温固定 30 min，PBS(0.01 mol/L，pH 7.4) 清洗 3 遍，0.2% 

Triton 室温破膜 15 min，3% 牛血清白蛋白室温封闭 1 h，孵

许旺细胞的培养及鉴定

细胞来源： 大鼠坐骨神经

原代培养方法： 酶消化法培养

基础培养基： DMEM/F12 培养基

添加材料： 基础培养基中添加了体积分数为 10% 胎牛血清，2 mmol/L 福司

可林、20 mg/L 牛垂体提取物、青霉素 -链霉素

原代培养时间： 原代细胞培养 1 d 开始换液，之后 3 d 换液 1 次，培养 3 d 开始

传代

细胞传代： 细胞融合至 80% 用 0.25% 胰酶消化传至下 1 代，按 1 ∶ 2 比例

传代，约 3 d 传 1 代，共传 3 代

细胞鉴定： 采用免疫荧光染色鉴定

伦理学批准： 该实验经过空军军医大学动物实验伦理委员会批准
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育一抗 β-tubulin-Ⅲ (1∶ 200)、NeuN(1∶ 400)，4 ℃冰箱过夜，

孵育二抗 (1 ∶ 400，山羊抗鼠 Alex Fluor 594，山羊抗兔 Alex 

Fluor 488)1 h，PBS(0.01 mol/L，pH 7.4) 清洗 3 遍，封固后进

行荧光显微镜拍摄，并测量最长轴突长度。

提取新生 1 d 的 SD 乳鼠，在显微镜下用显微镊取出位

于椎间孔中的背根神经节，用显微剪剪碎组织约 1 min，胰

酶和Ⅱ型胶原酶消化 5 min，用显微镊夹取圆润规则的组织

块放进预先包被好的 48 孔中，稍加背根神经节神经元培养

基 ( 含 2% B27、50 μg/L 神经生长因子、2 mmol/L 谷氨酰胺、

青霉素、链霉素的 Neurobasal 培养基 ) 浸润组织块，24 h 后

再加相同培养液没过组织块，3 d后进行β-tubulin-Ⅲ (1∶200)

免疫荧光染色，仔细观察背根神经节形态以及轴突生长状况，

测定 5 条最长神经轴突长度并且计算均值，计算组织块的神

经轴突总面积 / 组织块面积。

1.4.5   聚 ε-己内酯导管制备   配制甲醇、氯仿 (1∶ 4)混合物，

将 30 g 聚 ε- 己内酯颗粒溶解其中，制备 30% 的聚 ε-己内酯

电纺丝溶液。在注射器中填充 10 mL 聚 ε- 己内酯电纺丝溶

液，设置注射泵的流速为 10 mL/h，静电纺丝系统设置施加

电压为 9.0 kV，注射器针头与集电器间距为 15 cm，平行并

垂直于针头放置一根不锈钢细棒 ( 长 10 mm，直径 1.5 mm)

作为收集器，保持细棒匀速旋转状态 (1 000 r/min)，制备聚 ε-

己内酯导管。将第 2 代许旺细胞或诱导的类许旺细胞用胰酶

消化后，离心，重悬，接种到 6 孔板中，每孔 1×106
个，将

聚 ε- 己内酯导管沉浸入细胞悬液中，24 h 后加入抗坏血酸 

(50 mg/L) 制备细胞外基质复合聚 ε- 己内酯导管，第 12 天用

含20 mmol/L NH4OH，1%Triton X-100的PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)

脱细胞，制备成脱细胞外基质复合聚 ε-己内酯导管
[25]
。 

1.4.6   细胞外基质对坐骨神经损伤的修复作用   选取 SD 大鼠

40只，腹腔注射3%戊巴比妥钠溶液，麻醉后切开左后肢皮肤，

钝性分离皮下组织，暴露左侧坐骨神经，用眼科剪取出一段

后留下 5 mm 的神经缺损，制成大鼠坐骨神经缺损模型。将

制备好的模型大鼠随机分为 4 组：对照组应用只填充生理盐

水的聚 ε-己内酯导管桥接；自体神经组将剪下的 5 mm 神经

翻转后，用 10-0 尼龙缝合线缝合神经外膜；许旺组应用许

旺细胞外基质复合聚 ε- 己内酯导管桥接；诱导组应用类许

旺细胞外基质复合聚 ε- 己内酯导管桥接。饲养 4 周后取坐

骨神经组织进行免疫荧光检测以及取腓肠肌进行 Masson 染

色。

1.4.7   免疫荧光法观察大鼠坐骨神经轴突的生长情况   取左

侧坐骨神经用石蜡包埋后行纵向切成厚度为 15 μm 组织切

片。组织切片在抗原修复后，PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)清洗3次，

每次 5 min，室温下在含有 0.3%Triton X-100 和 3% 牛血清白

蛋白的封闭溶液中孵育 60 min，在湿盒中滴加鼠抗 NF160 单

克隆抗体 (1 ∶ 200) 4 ℃孵育过夜，PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)

将切片清洗 3 次，每次 5 min，滴加山羊抗鼠二抗 (1 ∶ 400，
Alex Fluor 488)室温孵育1 h，PBS(0.01 mol/L，pH 7.4)清洗3次，

每次 5 min，封固后通过共聚焦显微镜观察。

1.4.8   苏木精 - 伊红染色观察大鼠腓肠肌生长情况   取术侧

和健侧腓肠肌，称质量，计算各组大鼠术侧 / 健侧肌肉质量

的比值，即为腓肠肌湿质量比值。将左侧腓肠肌用石蜡包埋

后横向切成 10 μm 组织切片，然后进行 Masson 染色，每组

在显微镜下随机取 6 个视野，用 Image-Pro Plus 6.0 软件分析

肌纤维横断面积。

1.5   主要观察指标   ①许旺细胞的鉴定结果与纯度，类许旺

细胞的鉴定结果；②背根神经节神经元最长轴突长度；③背

根神经节组织块的神经轴突总面积 / 组织块面积及 5 根最长

轴突平均长度；④聚 ε- 己内酯材料上细胞生长情况及细胞

外基质覆盖情况；⑤各组大鼠坐骨神经缺损区轴突再生情况；

⑥各组大鼠坐骨神经损伤后腓肠肌的生长恢复情况。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 8.0 和 SPSS 22.0 进行

统计学分析。所有数据均用 x-±s 表示，使用 t 检验和单因素

方差分析，P < 0.05 为差异有显著性意义。 

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   实验动物模型选用 SD 大鼠 40 只，

分为 4 组，每组 10 只。所有大鼠均存活，可进入后续的实

验分析。

2.2   类许旺细胞和许旺细胞的鉴定结果   骨髓间充质干细胞

诱导分化为类许旺细胞后进行 p75NTR
蛋白检测，见图 1。

与骨髓间充质干细胞比较，类许旺细胞 p75NTR
明显表达

(2.587±0.370 vs. 1±0，P < 0.05)，骨髓间充质干细胞诱导成类

许旺细胞后表达许旺细胞标志性蛋白，可进行下一步实验。

许旺细胞经纯化培养后进行 p75NTR
和 S100β 双标免疫荧光染

色及 DAPI 染色，见图 2。S100β 和 p75NTR
双染阳性的细胞鉴

定为许旺细胞，实验中许旺细胞的纯度为 (95.2 ± 4.63)%。

2.3   类许旺细胞外基质和许旺细胞外基质促进背根神经

节神经元及背根神经节组织块神经轴突的生长    与对照组

(126.30±16.25) μm 比 较， 诱 导 组 [(239.60±13.36) μm，P < 

0.01] 和许旺组 [(336.50±6.08) μm，P < 0.001] 背根神经节神

经元最长轴突长度显著增加，但是诱导组的背根神经节神经

元生长效果不如许旺组 (P < 0.01)，见图 3。同时，与对照组

(2.493±0.246) 比较，许旺组 (4.160±0.117，P < 0.01) 和诱导

组 (3.750±0.164，P < 0.05) 神经轴突总面积 / 组织块面积显

著增加，许旺组组织块神经轴突总面积 / 组织块面积大于诱

导组，但差异无显著性意义。许旺组 [(2 732.0±217.1) μm， 

P < 0.01] 和诱导组 [(2 438.0±277.5) μm，P < 0.01]5 根最长轴

突长度均值大于对照组 (1 017.0±16.4) μm，许旺组 5 根最长

轴突长度均值大于诱导组，但差异无显著性意义，见图 4。

以上数据表明，在体外条件下，类许旺细胞外基质和许旺细

胞外基质均能够促进轴突生长，且促进程度相似。

2.4   聚 ε-己内酯材料支持细胞生长及细胞外基质覆盖   聚 ε-

己内酯材料纺丝纤维致密缠绕，细胞在聚 ε- 己内酯表面生

长增殖，细胞外基质覆盖整个聚 ε- 己内酯表面，见图 5。扫

描电镜图像可见聚 ε- 己内酯材料能够为细胞提供黏附增殖



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 26｜No.1｜January 2022｜37

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

的位点，在抗坏血酸的作用下细胞能够形成大量细胞外基质

覆盖聚 ε- 己内酯表面。上述结果表明单纯聚 ε- 己内酯及复

合细胞外基质的聚 ε-己内酯具有良好的生物相容性。

2.5   类许旺细胞外基质和许旺细胞外基质促进大鼠坐骨神经

的再生修复   自体神经组再生的神经纤维连贯并且排列有序；

诱导组和许旺组神经再生情况明显优于对照组，且再生神经

纤维也贯通缺损区域，与自体神经组相类似，诱导组促神经

再生作用与许旺组相似，见图 6。自体神经组肌肉湿质量比

(0.710±0.038) 和平均肌纤维面积百分比 [(92.33±1.76)%] 均大

于对照组 [0.286±0.040，P < 0.01；(49.00±1.73)%，P < 0.001]；

许旺组 [0.623±0.023，P < 0.01；(76.33±3.84)%，P < 0.01] 和诱

导组 [0.560±0.035，P < 0.01；(71.33±3.48)%，P < 0.01] 也同样

高于对照组，诱导组促恢复效果低于许旺组。以上结果表明，

在体内条件下类许旺细胞外基质和许旺细胞外基质都能够促

进坐骨神经的再生和腓肠肌的恢复，但是类许旺细胞外基质

促腓肠肌功能恢复在一定程度上弱于许旺细胞外基质。 

3   讨论   Discussion
外周神经损伤通常会导致损伤部位远端的神经纤维与

神经轴突离断，随后远端神经发生退行性变，使周围的靶器

官发生去神经，进而丧失功能
[29]
。与中枢神经相比，外周

神经具有较好的再生能力
[30]
。这种差异的部分原因不仅是由

于瓦勒氏变性过程中在远端残端发生的细胞和分子变化，也

是由于切除轴突的外周神经元具有转换到再生状态的内在能 

力
[31]
。然而这种再生能力有限，仍然需要尽快建立神经连接

通道，否则可能导致肢体功能丧失。在长节段缺损发生时，

需要将神经移植物或神经导管植入间隙区域，以帮助建立再

生通道
[8-9]

。虽然自体神经移植是目前公认的金标准技术
[10-13]

，

但术后去神经区的功能会减退，因此探索生物方法来增强神

经再生和改善损伤后的功能以及再生修复机制仍是目前研究

的重点。许旺细胞沿轴突排列形成 Büngner 带，如果再生的

轴突在较短的时间内到达远端残端，神经功能就有可能恢 

复
[32]
。否则，严重慢性许旺细胞变性可能会发生在远端残端，

并阻碍再生
[33]
。许旺细胞移植疗法已被证明有效，但是由于

体外培养许旺细胞再移植较困难
[18]
，目前的研究也在积极寻

求可替代的方案。

骨髓间充质干细胞来源广泛
[19]
，在适当条件下可分化

为许旺细胞。目前已有文献报道了类许旺细胞、许旺细胞分

别联合支架修复大鼠坐骨神经缺损，发现均有很好的治疗效

果
[20-23]

。细胞进入体内后的重要作用就是分泌细胞因子以及

细胞外基质，进而促进患区组织增殖修复。细胞外基质是细

胞分泌的蛋白、多糖等大分子组成的复杂网格状结构，包含

层粘连蛋白、纤连蛋白、胶原蛋白等，能够促进细胞增殖、

分化，支持细胞重要信号在周围神经系统中的传递
[34]
。在外

周神经系统中，许旺细胞分泌细胞外基质并形成基底膜包裹

在轴突周围，能抵抗分解并引导生长锥向远端延伸
[35-36]

。有

文献报道许旺细胞的细胞外基质可调节神经轴突生长
[37]
。因

此，作者大胆猜测类许旺细胞外基质对于神经损伤修复也具

有重要的作用。目前对于类许旺细胞外基质的研究尚未见报

道，因此课题组尝试制备了类许旺细胞和许旺细胞外基质并

通过体外接种神经元和组织块的方法观察和比较两者的促神

经生长作用，在体内则通过检测坐骨神经修复程度和腓肠肌

恢复程度判断两种细胞外基质的作用。

该研究中细胞外基质的制备源于细胞膜片的制作，细胞

通过物理手段刺激增殖和细胞外基质的分泌形成致密膜片结

构，这种膜片由于组分与组织结构相似，形态也不受支架的

限制，因此成为很好的组织工程材料，应用于包括骨、软骨、

牙周韧带、视神经等在内的多个再生领域，以修复各种受损

组织
[38]
，但是在修复过程中不可避免地应用大量细胞膜片，

细胞的堆叠可导致细胞代谢废物排出困难以及营养物质供应

难的问题
[39]
。膜片脱细胞后则可以只剩细胞外基质，避免了

这些问题，同时保留了重要的蛋白，且由于没有细胞结构，

所以又常表现为免疫耐受，一定厚度又赋予了它相应的弹性

和较好的机械强度，同时能激活细胞内信号通路，因此脱细

胞外基质成为了一种前景广阔的疗法
[40]
。聚 ε- 己内酯在内

等一系列神经支架材料的出现为神经损伤修复提供了宽广的

思路和应用前景，复合了细胞外基质或营养因子的支架材料

更是展现了极佳的应用前景，有望替代自体神经移植
[41-42]

。

许旺细胞来源于轴突的髓鞘，功能强大但来源有限且增

殖缓慢；类许旺细胞可来自于骨髓间充质干细胞，干细胞增

殖迅速，来源广泛，易于培养，适合体外大规模扩增诱导，

类许旺细胞又具有与许旺细胞相似的形态和功能，利用抗坏

血酸制备细胞外基质后，比较了二者促神经再生的能力，与

对照组相比，两种细胞外基质上背根神经节神经元的轴突长

度明显增加，组织块轴突长度或轴突面积百分比都明显增大，

诱导组在数值上低于许旺组，这表明诱导组也具有很好的促

进背根神经节神经元生长的作用，尽管效果与许旺组有一定

差距。另外，自体神经组再生神经纤维连贯且排列有序；诱

导组和许旺组神经再生情况明显优于对照组，再生神经纤维

贯通缺损区域，与自体神经组类似，这表明在体内条件下类

许旺细胞外基质和许旺细胞外基质同样能够促进坐骨神经再

生，且两者分别复合聚 ε- 己内酯材料具有相近的术后恢复

效果，这为解决许旺细胞来源或自体神经移植带来的问题提

供了一种替代的解决方案。值得注意的是，两种细胞外基质

功能相近，表明两种细胞外基质中具有蛋白水平上的共性，

诱导组与许旺组的差异揭示了其在蛋白水平上的差异，这也

为其他探讨分子机制的研究打下基础。

骨髓间充质干细胞诱导分化来的类许旺细胞外基质体外

具有很好的促进神经元生长的效果，且可以在体外大量扩增

培养，这是许旺细胞无法比拟的巨大优势，两者对体内神经

修复效果相似，可媲美自体神经修复效果，显示了类许旺细

胞外基质在组织工程领域应用的潜力，为寻找具有许旺细胞

功能且来源方便的新材料提供理论依据，也为未来组织工程

学提供新的思路。
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图注：-骨髓间充质干细

胞；+ 类许旺细胞

图 1 ｜类许旺细胞蛋白鉴

定

Figure 1 ｜ Protein 
identification of Schwann-
like cells

BA

FE

DC

HG

图注：图中 A-C 为 S100β 染色 ( 红 )、p75NTR
染色 ( 绿 )、DAPI 染色 ( 蓝 )

( 标尺为 100 μm)；D 为 3 种染色重叠图 ( 标尺为 100 μm)；E-H 分别为 A-D
图方框区域的放大图 ( 标尺为 200 μm)
图 2 ｜许旺细胞免疫荧光染色鉴定

Figure 2 ｜ Immunofluorescence identification of Schwann cells

图注：图中 A-C 为背根神经节组织块进行 β-tubulin- Ⅲ特异性免疫荧光

染色 ( 红 )( 标尺为 500 μm)，依次为对照组、诱导组、许旺组；D 为各

组背根神经节组织块的神经轴突总面积 / 组织块面积统计学分析；E 为

各组背根神经节组织块的 5 根最长神经轴突平均长度统计学分析

图 4 ｜类许旺细胞外基质和许旺细胞外基质促进背根神经节组织块生长

Figure 4 ｜ Schwann-like cells-derived extracellular matrix and Schwann cells-
derived extracellular matrix promote the growth of dorsal root ganglion tissue

BA

DC

图注：图中 A 为聚 ε- 己内酯材料表面扫描电镜图 (×200)；B 为细胞初

始接种在聚 ε-己内酯材料上的生长情况，箭头所示为细胞结构 (×500)； 

C 为细胞在聚 ε- 己内酯材料上形成细胞外基质 (×5 000)；D 为手术植入

聚 ε-己内酯导管图

图 5 ｜聚 ε- 己内酯材料支持细胞生长、细胞外基质的形成及覆盖

Figure 5 ｜ Poly(ε-caprolactone) materials support cell growth, 
extracellular matrix formation and coverage

图注：图中 A-C 依次为对照组、诱导组、

许旺组 ( 标尺为 100 μm)；D 为神经元最

长轴突长度统计图

图 3 ｜类许旺细胞外基质和许旺细胞外

基质促进背根神经节神经元生长

Figure 3 ｜ Schwann-like cells-derived 
extracellular matrix and Schwann cells-
derived extracellular matrix promote the 
growth of dorsal root ganglion neurons

图注：图中 A-D 为大鼠坐骨神经损伤 4 周后神经组织 NF160 特异性免

疫荧光染色 ( 标尺为 100 μm)，依次为对照组、诱导组、许旺组、自体

神经组；E-H 为大鼠坐骨神经损伤 4 周后腓肠肌 Masson 染色 ( 标尺为

100 μm)，依次为对照组、诱导组、许旺组、自体神经组；I-J 为肌肉湿

质量比和平均肌纤维面积百分比

图 6 ｜类许旺细胞外基质和许旺细胞外基质促进坐骨神经和腓肠肌的恢复

Figure 6 ｜ Schwann-like cells-derived extracellular matrix and Schwann 
cells-derived extracellular matrix promote the recovery of sciatic nerve and 
gastrocnemius muscle
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