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文题释义：

血管组织工程：利用血管壁的正常细胞和生物可降解材料来制备、重建和再生血管的科学。

骨髓间充质干细胞：是最早发现的间充质干细胞，来源于发育早期的中胚层和外胚层，具有多向分化潜能、造血支持和促进干细胞植入、

免疫调控和自我复制等特点。

摘要

背景：临床上迫切需要小口径人工血管来治疗冠状动脉和外周动脉疾病，目前，血管组织工程已成为制备小口径人工血管的主要方法，选

择合适的生物材料和细胞来源是小口径组织工程血管构建成功的关键因素。

目的：观察4种静电纺丝膜材料对骨髓间充质干细胞增殖、黏附及分化为血管平滑肌细胞的影响。

方法：分离提取SD大鼠骨髓间充质干细胞。将骨髓间充质干细胞分别接种于聚己内酯(PCL)、聚己内酯-透明质酸(PCL-HA)、聚己内酯-丝素

蛋白(PCL-SF)、聚己内酯-明胶(PCL-GEL)静电纺丝膜材料上，培养1，3，7 d后，扫描电镜下观察材料上的细胞排布，鬼笔环肽染色观察材料

上的细胞增殖与黏附，qRT-PCR检测材料上细胞分泌的CD90、Meflin、转化生长因子β mRNA表达；向血管平滑肌细胞诱导分化7 d后，qRT-PCR
检测材料上细胞ɑ-平滑肌肌动蛋白mRNA表达。

结果与结论：①扫描电镜下可见骨髓间充质干细胞在4种静电纺丝膜上均沿着静电纺丝膜的纤维走向排列；②鬼笔环肽染色显示，骨髓间

充质干细胞在4种静电纺丝膜上分布规律，均沿着纤维走向呈现平行分布，并且PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL静电纺丝膜较PCL静电纺丝膜更有

利于骨髓间充质干细胞的增殖、黏附，PCL-SF静电纺丝膜相较于PCL-HA、PCL-GEL静电纺丝膜更有利于骨髓间充质干细胞的增殖、黏附；

③qRT-PCR检测显示，4种静电纺丝膜材料均可维持骨髓间充质干细胞CD90和Meflin的mRNA表达，组间比较差异无显著性意义(P > 0.05)；
PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL组培养1，7 d的转化生长因子β mRNA表达高于PCL组(P < 0.05)，PCL-SF组培养3，7 d的转化生长因子β mRNA表达

高于其他3组(P < 0.05)，PCL-HA组培养7 d的转化生长因子β mRNA表达高于PCL-GEL组(P < 0.05)；④qRT-PCR检测显示，PCL-SF组ɑ-平滑肌肌

动蛋白mRNA表达高于其他3组(P < 0.05)，PCL-HA组ɑ-平滑肌肌动蛋白mRNA表达高于PCL组(P < 0.05)；⑤结果表明：相较于PCL、PCL-HA、 

PCL-GEL静电纺丝膜，PCL-SF静电纺丝膜与骨髓间充质干细胞结合更适合制备小口径组织工程血管。
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缩略语：聚己内酯：polycaprolactone，PCL；丝素蛋白：silk fibroin，SF；透明质酸：hyaluronic acid，HA；明胶：gelatine，GEL
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0   引言   Introduction
心血管疾病是全球死亡的主要原因，其中发病率较

高的是冠状动脉和外周动脉疾病
[1]
，血管疾病的高发使得

临床上迫切需要与天然血管机械性能相似、具有良好生物

相容性且能促进血管组织再生的小口径组织工程血管
[2-3]

， 

但是目前小口径组织工程血管因机械性能差、通畅率低

等尚未被成功批准临床应用
[4]
。能够模拟天然血管细胞外

基质的生物材料支架和血管组织细胞是用于构建小口径

组织工程血管的重要组成部分
[5-6]

。

前期研究发现，成熟的血管组织细胞 ( 如血管平滑肌

细胞 ) 存在增殖能力差、细胞凋亡率高的缺点
[7]
，不适合

小口径血管组织工程应用。间充质干细胞具有较强自我

更新和多向分化的能力，可参与免疫调节、抑制炎症反应，

其分泌的生长因子和细胞因子等可以调控组织微环境，

从而促进组织修复、再生，因此间充质干细胞具有用于

小口径血管组织工程的潜能
[8]
。前期研究发现，骨髓间充

质干细胞作为来源最早的间充质干细胞可以被分化为血
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Abstract
BACKGROUND: Small diameter artificial vessels are urgently needed to treat coronary artery and peripheral artery diseases in clinical practice. At present, 
vascular tissue engineering has become the main method for preparing small diameter artificial vessels. Selecting suitable biomaterials and cell sources is the 
key factor for successful construction of small diameter tissue engineered vessels. 
OBJECTIVE: To observe the effect of four kinds of electrospinning membrane materials on proliferation, adhesion and differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells into vascular smooth muscle cells. 
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and extracted from SD rats. The bone marrow mesenchymal stem cells were inoculated 
separately on polycaprolactone (PCL), polycaprolactone-hyaluronic acid (PCL-HA), polycaprolactone-silk-filament proteins (PCL-SF), and polycaprolactone-
gelatin (PCL-GEL) electrospinning membrane materials. After 1, 3, and 7 days of culture, the cell arrangement on the material was observed under scanning 
electron microscope. The proliferation and adhesion of the material were observed by phalloidin staining. The mRNA expressions of CD90, Meflin, and 
transforming growth factor β were detected by qRT-PCR. After 7 days of induced differentiation into vascular smooth muscle cells, the mRNA expression of 
ɑ-smooth muscle actin on the material was detected by qRT-PCR.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Bone marrow mesenchymal stem cells were arranged along the fibers of the four kinds of electrospinning membranes 
under scanning electron microscopy. (2) Phalloidin staining showed the regular distribution of bone marrow mesenchymal stem cells on the four kinds of 
electrospinning membranes and parallel distribution along the fiber direction. Moreover, PCL-HA, PCL-SF, and PCL-GEL electrospinning membranes were more 
conducive to the proliferation and adhesion of bone marrow mesenchymal stem cells than PCL electrospinning membranes. Compared with PCL-HA and PCL-
GEL electrospinning membranes, PCL-SF electrospinning membranes were more conducive to the proliferation and adhesion of bone marrow mesenchymal 
stem cells. (3) qRT-PCR showed that the four kinds of electrospun membrane materials could maintain the mRNA expression of CD90 and Meflin in bone 
marrow mesenchymal stem cells, but there was no significant difference between groups (P > 0.05). The mRNA expression of transforming growth factor β in 
PCL-HA, PCL-SF, and PCL-GEL groups was higher than that in PCL group on days 1 and 7 (P < 0.05), and the mRNA expression of transforming growth factor β in 
PCL-SF group was higher than that in the other three groups on days 3 and 7 (P < 0.05). The mRNA expression of transforming growth factor β in PCL-HA group 
was higher than that in PCL-GEL group on day 7 (P < 0.05). (4) qRT-PCR showed that the mRNA expression of ɑ-smooth muscle actin in PCL-SF group was higher 
than that in the other three groups (P < 0.05), and that in PCL-HA group was higher than that in PCL group (P < 0.05). (5) The results indicate that compared 
with PCL, PCL-HA and PCL-GEL electrospinning membranes, PCL-SF electrospinning membranes combined with bone marrow mesenchymal stem cells are more 
suitable for the preparation of small diameter tissue engineered vessels.
Key words: bone marrow mesenchymal stem cell; small diameter tissue engineered vessels; electrospinning; polycaprolactone; polycaprolactone-hyaluronic 
acid; polycaprolactone-silk fibroin; polycaprolactone-gelatin 
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管平滑肌细胞
[9-10]

，并且支持造血功能
[11]
，因此骨髓间充

质干细胞或许是制备小口径组织工程血管可靠的细胞来

源之一。

用于制备支架的生物材料可分为天然生物材料和合

成高分子生物材料两大类
[12]
，应用广泛的天然生物材料

有丝素蛋白、透明质酸、明胶等。丝素蛋白 (silk fibroin，
SF) 与静电纺丝的结合是一种很有前途的组织工程支架制

备方法，蚕丝纤维的来源多种多样，如蜘蛛、蚕、蝎子、

螨虫和苍蝇，其中蚕丝是生物医学器械发展的良好来源，

具有良好的生物相容性、可调节的生物降解性及良好的

机械性能，独特的弹性和强度以及与哺乳动物细胞的相

容性使其成为一种有吸引力的组织工程材料
[13-17]

。透明

质酸 (hyaluronic acid，HA) 是一种非硫酸基糖胺聚糖，是

皮肤细胞外基质的主要成分，参与炎症反应、血管生成

和组织再生过程，还具有良好的生物相容性、生物降解

性和亲水性等，是组织工程领域中应用较广泛的天然生

物材料
[18–21]

。明胶 (gelatine，GEL) 具有良好的生物相容
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性、可生物降解性及非免疫原性，其与软骨中的胶原纤维

具有相似的肽链，可以促进细胞的黏附和增殖，在医疗

领域中被用作支架、器械涂层、伤口敷料、组织黏合剂 

等
[22]
。然而，天然生物材料普遍存在降解速率快、力学

性能较差等问题，需要进行修饰以提高其稳定性
[12]
。

与天然生物材料相比，合成高分子生物材料具

有更好的机械强度和可调节的降解速率，如聚己内酯

(polycaprolactone，PCL)。PCL 是 FDA 批准的一种可降解高

分子合成材料，前期研究发现其具有良好的机械性能，

可以承受动脉血流剪切应力和应变压力
[23]
。然而，PCL 存

在降解速率慢、亲水性差、缺乏细胞黏附位点、生物相

容性较差等缺点
[24]
，因此 PCL 小口径人工血管与体内血

管组织的结合效率低
[25]
。故很多研究为了结合天然生物

材料和合成高分子生物材料的优点，选择将两者结合形

成复合材料用于组织再生
[26-27]

。PCL 复合材料在许多组织

修复、再生研究中都有应用，但是目前尚无研究对 PCL 复

合材料进行系统地对比，以筛选出更适合用于小口径组

织工程血管制备的 PCL 复合生物材料。

此次实验从大鼠胫骨和股骨内提取骨髓间充质干细

胞并进行一系列相关鉴定，随后将骨髓间充质干细胞接

种于 PCL、PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL 静电纺丝膜上，通过

扫描电镜、鬼笔环肽染色、qRT-PCR 等实验探究骨髓间充

质干细胞在不同材料上的黏附、增殖、排列、细胞因子

表达及向血管平滑肌细胞分化等情况，以此筛选出较适

合骨髓间充质干细胞生长的复合生物材料，旨在为小口

径组织工程血管的构建提供更有利的选择。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞学实验，生物分子学实验，多组间比较采

用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 3-10 月在滨州医学院基

础医学院完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   8 周龄雄性 SD 大鼠 3 只，体质量 (250± 

30) g，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，许可证号：

SCXK( 鲁 )20230002。自由进水及饮食，适应性喂养 1 周

后进行实验。实验方案已通过滨州医学院动物伦理委员

会审查通过，伦理审批号：伦研批第 2022-019 号。

1.3.2   静电纺丝膜材料   PCL(西安昊然生物科技有限公司，

货号：7104)、PCL-HA( 西安昊然生物科技有限公司，货号：

CP_20230206009)、PCL-SF( 西安昊然生物科技有限公司，

货号：CP_20230206010)、PCL-GEL ( 西安昊然生物科技有

限公司，货号：CP_20230206007)。
1.3.3   试剂与器材   DMEM 培养基 ( 赛澳美细胞技术有限

公司 )；胎牛血清 ( 上海金畔生物科技有限公司 )；CD90、

CD29、CD45 抗体 (Biolegend 公司 )；成脂诱导分化试剂盒

( 上海恩吉斯生物科技有限公司 )；成骨诱导分化试剂盒 

( 上海恩吉斯生物科技有限公司 )；成软骨诱导分化试剂

盒 ( 上海恩吉斯生物科技有限公司 )；转化生长因子 β1 抗

体 ( 亚科因生物技术有限公司 )；结晶紫 ( 索莱宝公司 )；

罗丹明标记鬼笔环肽 ( 索莱宝公司 )；戊二醛 ( 麦克林公

司 )；基因引物 ( 烟台润泽生物科技有限公司 )；RNA 反转

录试剂盒 ( 诺唯赞公司 )；SYBR Green PCR 试剂盒 ( 诺唯赞

公司 )；荧光倒置显微镜 ( 美国 Echo 公司 )；CO2 培养箱 ( 上

海力新仪器有限公司 )；电镜扫描仪 ( 蔡司 )；PCR 仪 ( 罗

氏公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   骨髓间充质干细胞的提取与原代培养   腹腔注射 2%

戊巴比妥钠 (40 mg/kg) 过量麻醉处死 SD 大鼠，用体积分

数 75% 乙醇浸泡 15 min 消毒，无菌条件下取出胫骨和股

骨 ( 尽量保持 2 个髁的完整，剔除附在骨头上的肌肉 ) 放

在无菌加 1% 青链霉素混合液的 PBS 中清洗 2 次；切除胫

骨和股骨的髁，采用 1 mL 注射器用 DMEM 低糖完全培养

基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素混合液 ) 冲洗

髓质至无菌离心管中，用针头轻轻地上下拉几次，以产生

单细胞悬浮液，反复冲洗直到骨头变白；1 200 r/min 离心 

10 min，弃上清；用无菌 PBS 清洗并再次离心 (1 200 r/min

离心 10 min)，收集细胞沉淀，用 5 mL DMEM 低糖完全培

养基重悬，接种在培养瓶中，置于 CO2 培养箱内进行原代

培养。24 h 观察细胞贴壁后，去除培养基用 PBS 轻轻冲洗，

去除未贴壁细胞，加入新鲜培养基后继续培养，每 3 d 更

换 1 次培养基。

待原代细胞达 80%-90% 融合度时，吸弃原培养基，

用无菌 PBS 清洗 2 遍；加入 2 mL 37 ℃预热的含 0.01% 

EDTA 的 0.25% 胰蛋白酶，放入 CO2 培养箱中消化 2 min，

显微镜下观察细胞多数脱落后加入 2 mL 预热的 DMEM 低

糖完全培养基中和消化液，用移液枪反复吹打混匀；移

入离心管中进行离心 (1 200 r/min 离心 5 min)，弃上清液，

用 2 mL DMEM 低糖完全培养基重悬细胞沉淀，按照 1 ∶ 2

比例进行传代扩增培养。细胞传至第 3代后进行相关实验。

倒置显微镜下连续观察原代及多次传代大鼠骨髓间充质

干细胞的形态、密度及融合度等生长状况，拍照记录。

1.4.2   骨髓间充质干细胞的鉴定  

流式细胞术检测目的细胞表面抗原：取第 5 代骨髓

间充质干细胞，用胰蛋白酶消化收集细胞并用预冷的 PBS

清洗细胞，1 500 r/min 离心 10 min，弃上清，得到细胞

沉淀，用流式细胞缓冲液将细胞稀释至 2×109 L-1
。每个 EP

管中加入 50 µL 细胞样品及 45 µL 缓冲液，分别加入 5 µL 

CD90(PE)、CD29(FITC)、CD45(APC) 抗体，混合后 4 ℃避光

孵育 40 min；4 ℃，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清，用
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预冷的 PBS 清洗 2 次，加入 500 µL 缓冲液重悬于流式上

样管中，立即上机检测。

成脂诱导分化实验：取第 5 代骨髓间充质干细胞接

种于 96 孔板中，培养至细胞融合度达到 100% 或过融合

时加入成脂诱导培养液 ( 含体积分数为 10% 胎牛血清、

1% 谷氨酰胺、1% 青链霉素混合液、0.2% 胰岛素、0.2% 

3- 异丁基 -1- 甲基黄嘌呤、0.1% 罗格列酮、0.1% 地塞米

松的成脂诱导分化基础培养基 ) 继续培养。以未加入成脂

诱导液为对照。间隔 2 d 更换 1 次诱导液。诱导 21 d 后，

在光镜下可观察到细胞形态改变，胞浆中出现大量脂滴

时使用油红 O 染液对脂滴进行染色，观察脂滴染色情况。

成骨诱导分化实验：取第 5 代骨髓间充质干细胞接

种于 96 孔板中，培养至细胞融合度达到 60%-70% 时加入

成骨诱导培养液 ( 含体积分数为 10% 胎牛血清、1% 谷氨

酰胺、1% 青链霉素混合液、0.2% 抗坏血酸、0.01% 地塞

米松、1% β- 甘油磷酸钠的成骨诱导分化基础培养基 ) 继

续培养。以未加入成骨诱导液为对照。间隔 2 d 更换 1 次

诱导液。成骨诱导 21 d 后，观察细胞的形态的改变及产

生钙结节数量，用茜素红染液对细胞进行染色，观察染

色情况。

成软骨诱导分化实验：取第 5 代骨髓间充质干细胞接

种于 96 孔板中，培养至细胞融合度达到 90%，加入成软骨

诱导培养液 ( 含体积分数为 10% 胎牛血清、1% 青链霉素

混合液、0.1% 脯氨酸、0.3% 抗坏血酸、1% 转化生长因子

β1、1% 丙酮酸钠、1% ITS 添加物的成软骨诱导分化基础培

养基 ) 继续培养。间隔 2 d 更换 1 次诱导液。以未加入成

软骨诱导液为对照。成软骨诱导 21 d 后，观察细胞形态的

改变，用阿利新蓝染液对细胞进行染色，观察染色情况。

成血管平滑肌细胞诱导分化实验：取第 5 代骨髓间充

质干细胞接种于 96 孔板中，培养至细胞融合度达到 90%，

实验组加入成血管平滑肌细胞诱导培养液 ( 含 5 ng/mL 

转化生长因子 β1、体积分数 1% 胎牛血清的 DMEM 低糖

培养基 )，以加入含体积分数 1% 胎牛血清的 DMEM 低糖

培养基为对照。诱导 1 周后，显微镜下观察细胞形态，

利用 Image J 软件分析细胞长度与细胞面积。

1.4.3   骨髓间充质干细胞集落形成实验   取第 5 代骨髓间

充质干细胞接种于 6孔板中，每孔 40个细胞。培养 14 d后，

40 g/L 多聚甲醛固定 20 min，用蒸馏水清洗 2 次，3% 结

晶紫染色10 min，用蒸馏水清洗后显微镜下观察染色情况。

集落数 =n 孔中细胞集落数总和 /n 孔，集落形成率 = 集落

数 / 接种细胞总数 ×100%。

1.4.4   骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜材料上的培养  

将 PCL、PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL 静电纺丝膜材料剪成 

8 mm×8 mm 大小，放入 48 孔板中，每孔加 500 µL 体积

分数 75% 乙醇过夜消毒，次日将乙醇吸出，将 48 孔板开

盖放于超净台下静置 15 min，并用 DMEM 低糖培养基浸

泡 15 min，确保无残留的乙醇。取 5×104
个骨髓间充质干

细胞分别种于PCL、PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL静电纺丝膜上，

放入 CO2 培养箱中培养，在不同时间点进行以下检测。

材料上的细胞排布：培养第 2 天时吸弃培养基，用

PBS 清洗 2 次，2.5% 戊二醛固定 4 h；用 PBS 清洗 3 次，

每次 15 min；分别用体积分数 30%，50%，70%，90%，

100% 乙醇进行梯度脱水，各 2 次，每次 10 min；放在通

风橱下过夜，自然风干；次日制样，喷金，于电镜扫描

仪下观察并拍照。

材料上的细胞增殖与黏附：以聚苯乙烯上培养的细

胞为对照。培养第 1，3，7 天时，吸弃培养基，用 PBS

清洗 2次，40 g/L多聚甲醛固定 10 min；用 PBS 清洗两三次，

每次 10 min；0.5% Triton X-100 溶液透化处理 5 min；用

PBS 清洗两三次，每次 10 min；取 200 µL 配制好的 TRITC

标记鬼笔环肽工作液滴于细胞上室温避光孵育 30 min； 

用 PBS 清洗 3 次，每次 5 min；用200 µL DAPI 溶液 (100 nmol/L)

对细胞核复染 30 s；用 PBS 清洗，滴加抗荧光衰减剂封固，

在荧光显微镜下观察并拍照，利用 Image J 软件分析细胞

数量与黏附面积。

材料上细胞因子表达检测：培养第 1，3，7 天时，吸

弃培养基，用 PBS清洗 2次，将材料转移至 1.5 mL EP管中，

用眼科剪将材料剪碎，提取总 RNA。将测定好的 RNA 放

于冰上溶解，根据测定好的浓度，计算出 500 ng RNA 所

需体积用于后续反转录。在 RNase-free 的 PCR 管中配制

混合液，所有试剂加完混合均匀后，放入 PCR 仪中 (42 ℃ 

2 min)；在上述 PCR 管中直接加入 4 µL 5×HiScript Ⅱ qRT 

SuperMix Ⅱ，混合均匀后用掌式离心机离心，放入 PCR

仪中 (50 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s)。将反转录得到的 cDNA 稀

释 10 倍放于冰上备用，在 2 mL RNase-free EP 管配制混合

液，将混合液加入到八排管中，用掌式离心机离心后放

入 PCR 仪器中：预变性，95℃ 30 s；循环反应 (40 个循环 )，
95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s；熔解曲线，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，
95 ℃ 15 s。以 GAPDH 作为内参，检测 CD90、Meflin、转

化生长因子 β mRNA 的相对表达量，使用 2-ΔΔCt
方法进行

半定量分析。引物序列见表 1。

表 1 ｜ qRT-PCR 检测引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for qRT-PCR

 基因 引物序列 (5'-3')

转化生长因子 β-F CAT TGC TGT CCC GTG CAG A
转化生长因子 β-R AGG TAA CGC CAG GAA TTG TTG CTA
CD90-F CAC TCT CCT GCT TTC AGT CTT GC
CD90-R GGC TGA ACT CAT GCT GGA TGG
Meflin-F GCC CCT ATG GTC AGG CAC AT
Meflin-R TCG GCA TCC ACT GAC TGG AAC
ɑ-平滑肌肌动蛋白 -F CGT GAC TAC TGC TGA GCG TGA
ɑ-平滑肌肌动蛋白 -R TGC CCA TCA GGC AGT TCG TAG
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1.4.5   骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜上的成血管

平滑肌细胞分化   取第 5 代骨髓间充质干细胞种于 PCL、
PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL 静电纺丝膜上，细胞数量为

5×104
，加入用 DMEM 低糖培养基 ( 含有体积分数 1% 胎

牛血清和 5 ng/mL 转化生长因子 β1) 培养 1 周，诱导分化

为血管平滑肌细胞。诱导结束后，采用 qRT-PCR 检测 ɑ-

平滑肌肌动蛋白 mRNA 表达情况。检测方法同上。

1.5   主要观察指标   4 种静电纺丝膜对骨髓间充质干细胞

增殖、黏附及向血管平滑肌细胞分化的影响。

1.6   统计学分析   所有实验数据应用 Graphpad Prism 8.02

软件和 Image J 软件进行数据处理和统计学分析，多组间

比较采用单因素方差分析，其中 P < 0.05 表示数据差异有

显著性意义，所有实验结果均为独立重复 3次的实验结果。

该文统计学方法已经滨州医学院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   原代骨髓间充质干细胞形态   原代培养 3 d 后细胞已

贴壁并开始伸展，细胞形态一致，呈纺锤形，增殖速度

较快，见图 1。
2.2   骨髓间充质干细胞的鉴定   

2.2.1   流式细胞术检测细胞表面抗原   第 5 代骨髓间充质

干细胞高表达CD90、CD29，阳性表达率分别为 (99.7±0.3)%，

(99.6±0.6)%；低表达 CD45，阳性表达率为 (2.2±0.4)%，见

图 2。
2.2.2   成脂诱导分化潜能   成脂诱导 21 d 后细胞逐渐由纺

锤形变成多边形或者圆形，胞浆内聚集了大小不等的脂

滴，经油红 O 染色后脂滴呈鲜红色，见图 3。
2.2.3   成骨诱导分化潜能   成骨诱导 21 d 后，细胞逐渐由

纺锤形变成多边形，可见大量钙盐沉积的矿化结节，经

茜素红染色后可见深红色的结节，见图 3。
2.2.4   成软骨诱导分化潜能   成软骨诱导 21 d 后，细胞逐

渐由纺锤形变成不规则形，有小结节形成，经阿利新蓝

染色后细胞呈蓝色，见图 3。
2.2.5   诱导分化为血管平滑肌细胞实验   经诱导分化 1 周

后，实验组细胞形态变得狭长，细胞面积增大，呈山谷状，

末端重叠生长，对照组细胞仍然保持骨髓间充质干细胞

原有的纺锤形，见图 4。
2.3   骨髓间充质干细胞集落形成实验   骨髓间充质干细胞

集落形成率为 (92.5±2.25)%，见图 5。
2.4   骨髓间充质干细胞在静电纺丝膜材料上的排布   扫描

电镜下可见骨髓间充质干细胞在 PCL、PCL-SF、PCL-GEL、
PCL-HA静电纺丝膜上均沿着静电纺丝膜的纤维走向排列，

见图 6。
2.5   骨髓间充质干细胞在静电纺丝膜材料上的黏附与增殖   

鬼笔环肽染色显示，骨髓间充质干细胞在聚苯乙烯板中

的分布杂乱，在 PCL、PCL-SF、PCL-GEL、PCL-HA 静电纺丝

膜上分布规律，均沿着纤维走向呈现平行分布，见图 7；
PCL、PCL-HA、PCL-SF、PCL-GEL 静电纺丝膜较聚苯乙烯板

更利于骨髓间充质干细胞的黏附和增殖，PCL-HA、PCL-SF、
PCL-GEL 静电纺丝膜较 PCL 静电纺丝膜更有利于骨髓间充

质干细胞的增殖和黏附，同时 PCL-SF 静电纺丝膜上的细

胞黏附面积及细胞数目较 PCL、PCL-GEL、PCL-HA 静电纺

丝膜增多，见图 8。
2.6   骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜材料上细胞因

子表达   qRT-PCR 检测结果显示，4 种静电纺丝膜均能维

持骨髓间充质干细胞 CD90 和 Meflin mRNA 的表达，组间

比较差异无显著性意义 (P > 0.05)；培养第 1，7 天时， 

PCL-HA 组、PCL-SF 组、PCL-GEL 组 的 转 化 生 长 因 子 β 

mRNA 表达要高于 PCL 组 (P < 0.05)；培养在第 3，7 天时，

PCL-SF 组转化生长因子 β mRNA 表达高于 PCL 组、PCL-HA

组、PCL-GEL 组 (P < 0.05)；培养第 7 天时，PCL-HA 组转化

生长因子β mRNA表达也高于PCL-GEL组 (P < 0.05)，见图9。
2.7   骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜材料上诱导分化

为血管平滑肌细胞实验   qRT-PCR 检测结果显示，PCL-SF 

组 ɑ- 平滑肌肌动蛋白 mRNA 表达高于 PCL、PCL-HA、 

PCL-GEL 组 (P < 0.05)，PCL-HA 组 ɑ- 平 滑 肌 肌 动 蛋 白

mRNA 表达高于 PCL 组 (P < 0.05)，见图 10。

3   讨论   Discussion
根据世界卫生组织数据显示，心血管疾病是世界范

围内死亡的主要原因，其中发病率较高的为冠状动脉和外

周动脉疾病
[28]
，自体小口径血管 ( 大隐静脉、乳内动脉等 )

旁路移植术是治疗此类疾病的金标准方案
[29]
，然而，高龄、

基础病、前期旁路移植术等导致自体小口径血管不可用，

故临床上迫切需要与天然血管性能相似的小口径人工血

管来治疗此类疾病。可靠的细胞来源和能够模拟天然血

管细胞外基质的生物材料支架是用于构建小口径组织工

程血管的重要组成部分
[5-6]

。

近年来越来越多的研究将细胞疗法特别是干细胞疗

法与组织工程结合在一起来治疗心血管疾病
[30]
。骨髓间

充质干细胞被认为是一种很有前途的细胞资源，可以有

效向血管平滑肌细胞和内皮细胞分化
[31]
，此次实验也成

功将骨髓间充质干细胞诱导分化为血管平滑肌细胞。此

次实验成功将骨髓间充质干细胞从大鼠胫骨与股骨内提

取出来，实验结果显示其表面标记物 CD90、CD29 高表达，

CD45 几乎不表达，具有成脂、成骨、成软骨分化能力，

并且可以形成细胞集落，增殖能力强，以上均表明骨髓

间充质干细胞分离的细胞产量高，具有集落形成潜力、

自我更新能力、间充质干细胞表面标记物表达能力和体

外多细胞系分化能力
[32]
。
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在之前的研究中发现，材料的生物相容性和生物活

性较差会导致血栓形成、内膜增生、动脉粥样硬化、钙化、

感染和长期通畅欠佳
[33]
，所以材料的选择至关重要。为

了模拟天然血管细胞外基质，用于小口径组织工程血管

制备的生物材料必须具有良好的生物相容性和特定的机

械性能
[34]
，应用广泛的天然生物材料 ——丝素蛋白、透

明质酸、明胶均具有良好的生物相容性、生物降解性和亲

水性
[35–37]

，借助静电纺丝技术
[38]
，PCL 可以与天然生物材

料进行复合，可以实现纤维和孔径范围从微米到纳米级

的转变，从而调整生物材料支架的微观结构、生物化学

性能及机械强度，调控细胞的附着、迁移、增殖等生命

活动以及氧气与营养物质的交换
[39]
。PCL[23]

、PCL-SF[40]
、 

PCL-GEL[41]
、PCL-HA 静电纺丝膜作为良好的生物材料支架

在组织工程中广泛应用
[42]
，但是目前没有研究对其进行

系统比较。

此次实验将骨髓间充质干细胞接种在 PCL、PCL-SF、
PCL-HA、PCL-GEL 4 种静电纺丝膜材料上面，通过探究骨

髓间充质干细胞在不同材料上的排布、数目及黏附面积以

及细胞因子的表达，对这几种生物材料进行一个系统对

比。实验结果显示，骨髓间充质干细胞在 PCL、PCL-SF、
PCL-HA、PCL-GEL 静电纺丝膜上的细胞黏附性及细胞数量

显著优于聚苯乙烯，并且骨髓间充质干细胞在聚苯乙烯

图 1 ｜骨髓间充质干细胞的形态学观察 ( 倒置显微镜 )
Figure 1 ｜ Morphological observation of bone marrow mesenchymal stem 
cells (inverted microscope)

图注：A、B 为第 5 代骨髓间充质干细胞在 6 孔板中连续培养 14 d 后的

集落形成情况，比例尺 =200 µm；C 为骨髓间充质干细胞集落形成率的

量化分析。

图 5 ｜骨髓间充质干细胞集落形成单位测定

Figure 5 ｜ Determination of colony forming unit of bone marrow 
mesenchymal stem cells

图注：第 5 代骨髓间充质干细胞

高表达 CD90、CD29，阳性表达率

分别为 (99.7±0.3)%，(99.6±0.6)%；

低 表 达 CD45， 阳 性 表 达 率 为

(2.2±0.4)%。

图注：PCL 为聚己内酯，HA 为透明质酸，SF 为丝素蛋白，GEL 为明胶。

骨髓间充质干细胞在 4 种静电纺丝膜上均沿着静电纺丝膜的纤维走向排

列，箭头所指方向即为细胞，比例尺 =10 µm。

图 6 ｜骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜上的排布 ( 扫描电镜 )
Figure 6 ｜ Arrangement of bone marrow mesenchymal stem cells on 
different electrospinning membranes (scanning electron microscope)

图注：成脂诱导分化 21 d 后，油红 O 染色后可见鲜红色脂滴；成骨诱

导分化 21 d 后，经茜素红染色后可见深红色结节；成软骨诱导分化 21 d 
后，阿利新蓝染色后可见细胞呈蓝色。

图 3 ｜骨髓间充质干细胞的成脂、成骨及成软骨分化

Figure 3 ｜ Adipogenic, osteogenic, and chondrogenic differentiation of 
bone marrow mesenchymal stem cells

图 4 ｜骨髓间充质干细胞诱导分化为血管平滑肌细胞实验

Figure 4 ｜ Experimental study on inducing differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells into vascular smooth muscle cells

图注：A 为第 5 代诱导

分化前后骨髓间充质干

细胞的形态，诱导分化

后的细胞形态狭长，呈

山谷状，为末端重叠生

长的血管平滑肌细胞。

B 为诱导分化前后细胞

长度与细胞面积定量分

析结果。
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图 2 ｜骨髓间充质干细胞表面标记物表达

Figure 2 ｜ Expression of surface markers of bone marrow mesenchymal 
stem cells

图注：第 5 代骨髓间充质干细

胞形态一致，呈纺锤形，比例

尺 =100 µm。
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图注：TCPS 为聚苯乙烯，PCL 为聚己内酯，HA 为透明质酸，SF 为丝素

蛋白，GEL 为明胶。A-C 分别为培养 1，3，7 d。骨髓间充质干细胞在 4
种静电纺丝膜上分布规律，均沿着纤维走向呈现平行分布，PCL-SF 静电

纺丝膜相较于 PCL、PCL-HA、PCL-GEL 静电纺丝膜更有利于骨髓间充质

干细胞的增殖与黏附，比例尺 =100 µm。

图7｜骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜上的增殖与黏附 (鬼笔环肽染色 )
Figure 7 ｜ Proliferation and adhesion of bone marrow mesenchymal stem 
cells on different electrospinning membranes (Phalloidin staining)

图 8 ｜骨髓间充质干细胞在不同静电纺丝膜上的细胞数量与黏附面积

Figure 8 ｜ Number and adhesion area of bone marrow mesenchymal stem 
cells on different electrospinning membranes

图注：PCL 为聚己内酯，

HA 为透明质酸，SF 为

丝素蛋白，GEL 为明胶。

A-C 分 别 为 CD90、
Meflin、转化生长因子

β mRNA表达。
aP < 0.05，

bP < 0.01，cP < 0.001，
dP < 0.000 1。与 PCL-SF
比较，

eP < 0.000 1。
图 9 ｜骨髓间充质干细

胞在不同静电纺丝膜上

的细胞因子表达

Figure 9 ｜ Cytokine 
expression of bone 
marrow mesenchymal 
stem cells on different 
electrospinning 
membranes

Figure 10 ｜ Alpha-smooth muscle actin mRNA expression after bone 
marrow mesenchymal stem cells were induced to vascular smooth muscle 
cells on different electrospinning membranes

图注：TCPS 为聚苯乙

烯，PCL 为聚己内酯，

HA 为透明质酸，SF 为

丝素蛋白，GEL 为明胶。

A 为鬼笔环肽染色细胞

数量定量分析；B 为鬼

笔环肽染色细胞黏附面

积定量分析。
aP < 0.05，

bP < 0.01，cP < 0.001，
dP < 0.000 1。与 PCL-SF
比较，

eP < 0.000 1；与

TCPS比较，
fP < 0.000 1。

图注：PCL 为聚己内酯，

HA 为透明质酸，SF 为

丝素蛋白，GEL 为明胶。
aP < 0.05，bP < 0.01。
图 10 ｜骨髓间充质干

细胞在不同静电纺丝膜

上向血管平滑肌细胞诱

导后 ɑ- 平滑肌肌动蛋

白 mRNA 的表达
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中的分布杂乱，但在 4 种静电纺丝膜材料上面排列规则，

均沿着静电纺丝纤维方向排布，并且 PCL-SF、PCL-HA、
PCL-GEL 这 3 种复合生物材料相较于单纯的 PCL 更能提供

良好的细胞黏附性，利于细胞的黏附和增殖，这也证实

天然细胞外基质的成分可以为细胞提供更有力的机械支

持和结合位点
[43]
，也说明在材料表面预先沉积涂层可以

高度改善细胞黏附和保留
[44]
。同时，骨髓间充质干细胞

在 PCL-SF 静电纺丝膜上的黏附面积以及细胞数目较 PCL、
PCL-GEL、PCL-HA 静电纺丝膜增多，以此猜想该结果可能与

SF 独特的弹性、强度以及与哺乳动物细胞相容性有关
[13]
。

PCL-SF组抗炎因子转化生长因子β的表达也要优于PCL组、

PCL-GEL 组、PCL-HA 组，炎症反应在血管再生和重塑过程

中起着重要作用，但是长期炎症反应会导致血管组织再

生失败，所以炎症反应的消退是必要的
[45]
，而骨髓间充

质干细胞具有免疫调节和抗炎活性
[46]
。

血管平滑肌细胞是构成血管中膜的主要细胞成分，

其功能主要是收缩和调节血管张力、血流和血压，对血

管系统良好运行起着至关重要的作用
[47]
。此次实验利用

转化生长因子 β1 成功将骨髓间充质干细胞诱导分化为血

管平滑肌细胞，发现 PCL-SF 组血管平滑肌细胞标记物 ɑ-

平滑肌肌动蛋白表达高于 PCL 组、PCL-GEL 组、PCL-HA 组，

以上均表明 PCL-SF 与骨髓间充质干细胞结合更适合用于

构建小口径组织工程血管。近年来关于小口径血管组织

工程的研究很多，但仍没有研究解决小口径人工血管紧

缺的问题，此次实验结果推动了人工小口径血管临床转

化进程。
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