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文题释义：

施万细胞：周围神经再生过程中最重要的功能细胞，能够支持受损神经元的存活、促进轴突再生和髓鞘重建、提供多种神经营养因子、减

轻炎症反应。

内皮细胞衍生物：从人脐静脉内皮细胞中提取，以微粒形式存在，含有血管内皮生长因子和生物活性蛋白物质，能够为细胞提供营养物

质、黏附位点和方向指引。

摘要

背景：在周围神经修复过程中施万细胞发挥着关键作用，施万细胞分泌的神经营养因子和迁移形成的细胞桥能够为神经轴突延伸提供必要

的营养物质和地形线索。纳米纤维的高比表面积有利于药物和生物活性物质的释放，同时为细胞黏附、铺展及增殖提供足够的空间，这对

于神经组织的快速修复具有重要意义。

目的：探索具有拓扑结构的沉积有内皮细胞衍生物微粒的聚己内酯取向纳米纤维对施万细胞行为的调控。

方法：采用低温冻干技术将人脐静脉内皮细胞条件培养基制备成功能化内皮细胞衍生物，检测其血管内皮生长因子(Vascular endothelial 
growth factor，VEGF)和蛋白含量。通过静电纺丝和静电喷雾技术制备沉积和未沉积ECd微粒的PCL取向纳米纤维。通过扫描电子显微镜和水

接触角测量仪表征纳米纤维的形貌和亲水性。通过人脐静脉内皮细胞和施万细胞的增殖和生长情况确定ECd的最佳沉积时间，最终构建均

一和单向线性梯度沉积内皮细胞衍生物微粒的PCL取向纳米纤维。

结果与结论：①通过冷冻干燥技术成功制备了内皮细胞衍生物，其含有丰富的血管内皮生长因子和蛋白；②PCL纳米纤维具有良好的取向

结构，纤维直径为700±150 nm，等离子体处理后的PCL纳米纤维具有超亲水性；③ECd微粒均匀沉积于纤维表面，不仅未影响PCL纳米纤维

的取向结构，同时能够以凸起方式为细胞提供接触诱导；④CCK-8检测结果显示，ECd微粒的最佳沉积时间为10 min，能够显著促进人脐静

脉内皮细胞和施万细胞在PCL纳米纤维上的增殖；⑤免疫荧光染色结果表明，人脐静脉内皮细胞和施万细胞能够沿纤维的取向结构生长；

⑥单向线性梯度沉积ECd微粒的PCL取向纳米纤维能够有效促进施万细胞的定向迁移。

关键词：静电纺丝；静电喷雾；内皮细胞衍生物；施万细胞；细胞迁移；周围神经组织
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Abstract
BACKGROUND: Tissue repair is a multifaceted process involving several components, including cell proliferation, cell migration, and angiogenesis. In the 
process of peripheral nerve repair, the migration of SCs play a pivotal role. By migrating to form cell bridges and secreting neurotrophic factors, SCs provide 
essential nutrients and topographical cues for axon extension. As axons continue to extend and form myelin sheaths under the guidance of SCs, the recovery of 
peripheral nerve function is promoted. 
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筛选最佳静电喷雾时间：
(1) 不同时间内皮细胞衍生物沉积的纳米
纤维表面内皮细胞衍生物的沉积量；
(2) CCK-8 试剂盒；
(3) 人脐静脉内皮细胞、施万细胞形态。

生物性能：
(1) 施万细胞活性；
(2) 施万细胞形态；
(3) 施万细胞迁移

理化性能：
(1) 蛋白含量；
(2) 血管内皮生
长因子含量。

理化性能：
(1) 扫描电子显微镜；
(2) 接触角。

内皮细胞衍
生物的提取

制备负载内皮细胞衍生物的功能化
聚己内酯取向纳米纤维支架

制备均一和
梯度负载内
皮细胞衍生
物的功能化
聚己内酯纳
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文章快速阅读：梯度沉积内皮细胞衍生物纳米纤维对施万细胞行为的影响
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0   引言   Introduction
细胞具有对外界各种物理或化学线索做出反应

的能力，这些线索包括可扩散生物分子的梯度，生

物蛋白和细胞外基质的刚度
[1]
。地形线索是外界环

境所提供的最为关键的物理信号之一，细胞在与外

界环境接触时，能够感知到地形的物理特性，并将

这些信号转化为细胞内的生化反应
[2]
。通过这些反

应，细胞调整自身行为，如改变迁移方向、速度或

方式。此外，地形线索还可以与生化线索相结合，

共同调控细胞的行为
[3，4]

。例如沉积密度梯度重组

人酸性成纤维细胞生长因子的取向 PCL 纳米纤维能

够促进轴突生长和髓鞘化
[5]
。

在周围神经损伤后，施万细胞的定向迁移在神

经修复过程中发挥着至关重要的作用
[6]
。神经损伤

后，施万细胞会通过分裂和增殖，形成“Büngner”
带。这种带状结构能够引导轴突沿着特定方向生长，

确保再生轴突能够正确地连接到目标组织
[7，8]

。此外，

施万细胞能够分泌多种神经营养因子，促进受损神

经元的修复和再生
[9]
。在神经组织工程中，如何通

过地形线索和生化信号高效地指导施万细胞的行为

值得关注。

周围神经修复过程还伴随着血管生成、髓鞘形

成和轴突再生
[7]
。其中，血管生成尤为重要，它能

够为神经再生提供必要的初始微环境支持，而血管

内皮生长因子作为血管生成过程中的关键因子，诱

导新生血管形成，为神经修复提供生化信号
[10]
。血

管小生境不仅为损伤部位提供持续的氧气和营养供

应，而且支持施万细胞的存活、增殖和功能发挥
[9]
。

静电纺纳米纤维能够模拟天然细胞外基质，为细胞

提供地形线索从而引导细胞的定向迁移和轴突的定

OBJECTIVE: To explore the effect of poly(caprolactone) (PCL) aligned nanofibers with topologically deposited ECd particles on the behavior of SCs.
METHODS: The collected HUVECs conditioned medium was subjected to freeze-drying using low temperature lyophilization to obtain functionalized ECd, which 
was then assayed for VEGF and protein content. PCL aligned nanofibers undeposited and deposited with ECd particles were prepared using electrospinning 
and electrospray techniques. The morphology and hydrophilicity of the nanofibers were characterized using scanning electron microscopy and water contact 
angle measurement. The optimal deposition time of ECd was determined by evaluating the proliferation and morphology of HUVECs and SCs. Based on these 
findings, PCL aligned nanofibers with uniform and unidirectional linear gradient deposition of ECd particles were constructed and inoculated with SCs. SCs 
activity was detected by CCK-8 kit, and fluorescence staining was used to observe SCs morphology and directional migration.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Following the culturing of HUVECs at a specified density, the cell culture medium was subjected to centrifugation, resulting 
in the isolation of ECd through freeze-drying. The analysis of the kit revealed the presence of VEGF and protein in ECd; (2) Characterization experiments 
showed that the PCL fibers had a well aligned structure, and the fiber diameter was 700±150 nm. After plasma treatment, the PCL aligned nanofibers were 
superhydrophilic; (3) ECd was uniformly deposited on the surface of the fibers in the form of particles, which not only did not affect the oriented structure 
of PCL nanofibers, but at the same time could provide contact induction for cells in a raised manner; (4) CCK-8 assay showed that PCL aligned nanofibers 
deposited with ECd particles for 10 min significantly promoted the proliferation of HUVECs and SCs; (5) Immunofluorescence staining showed that HUVECs, 
SCs grew along the oriented structure of the fibers compared to controls; (6) The results showed that PCL aligned nanofibers with unidirectional linear gradient 
deposition of ECd particles did not reduce the activity of SCs and were able to promote the directional migration of SCs compared to the other groups.
Key words: Electrospinning; Electrospray; Endothelial cell derived matrix; SCs; Cell migration
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向延伸
[11-12]

。纳米纤维的高比表面积有利于药物和

生物活性物质的释放，同时为细胞的黏附、铺展及

增殖提供足够的空间，这对于神经组织的快速修复

具有重要意义
[13-15]

。通过调整静电纺丝的参数、溶

液浓度等可以精确控制纤维的拓扑结构。其中，取

向纳米纤维提供的地形线索能够引导细胞沿着纤维

的方向快速迁移和生长
[16]
。此外，静电喷雾技术能

够将含有药物或生物活性物质的溶液转化为微粒，

在空间上形成浓度梯度，为药物递送、细胞培养和

组织工程等领域提供有力支持
[17-19]

。综上，微粒与

纳米纤维结合构筑的三维结构能够为神经组织的再

生和修复提供良好的微环境，为神经细胞行为调控

和干细胞分化提供物理、化学和生物等多重诱导信

号。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   单组之间的差异比较选择 t 检验，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 11 月至 2024 年 12

月在青岛大学松山校区及青岛大学附属医院西海岸

院区医学研究中心完成。

1.3   材料

1.3.1   细胞   人脐静脉内皮细胞、大鼠施万细胞由青

岛大学先进生物材料与再生医学课题组细胞冻存库

提供。

1.3.2   主要试剂和仪器   六氟异丙醇、罗丹明 B、
二氯甲烷 ( 上海麦克林生化科技股份有限公司 )；
聚己内酯、猪皮Ⅰ型明胶和多聚赖氨酸溶液 ( 美国 

Sigma‒Aldrich 公司 )；静电纺丝机 ( 中国永康乐业 )；
真空等离子设备 ( 北京欧倍尔科学仪器有限公司 )；
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胎牛血清 ( 德国 PAN 公司 )；高糖 DMEM 培养基、

青霉素 - 链霉素溶液 ( 武汉普诺赛生命科技有限公

司 )；0.25% 胰酶消化液 ( 北京兰杰柯科技有限公

司 )；BCA 蛋白浓度测定试剂盒、DAPI 溶液 ( 北京索

莱宝科技有限公司 )；细胞计数试剂盒 -8(CCK-8)( 美
国 GlpBio 公司 )；Phalloidin-iFluor 488 试剂 ( 英国 

Abcam 公司 )；人血管内皮生长因子酶联免疫吸附测

定试剂盒 ( 中国江莱生物科技有限公司 )；冷冻干燥

机 ( 宁波新芝冻干设备有限公司 )；水接触角测量仪

( 德国 Tantec 公司 )；扫描电镜 ( 日本 Regulus8100 

公司 )；二氧化碳培养箱 ( 美国 Thermo 公司 )；酶标

仪 ( 美国 Thermo 公司 )；荧光显微镜 ( 美国 Echo 公
司 )。
1.4   实验方法 
1.4.1   细胞培养   采用含有 10% 胎牛血清和 1% 双抗

的高糖 DMEM 培养基培养人脐静脉内皮细胞和施万

细胞，每天进行换液，每 2 天传代一次。两种细胞

均选择冻存后第 2 代用于后续实验。

1.4.2   ECd 的制备及成分测定

ECd 的制备：从人脐静脉内皮细胞中提取 ECd。
具体来说，将生长状态良好的人脐静脉内皮细胞以

5×105
个 / 瓶的密度接种于 30 mL 高糖 DMEM 培养基

中。培养 3天后，收集人脐静脉内皮细胞条件培养基，

以 1 000 rmp 速度离心处理 5 min 后获得上清液。将

上清液置于 -80 ℃保存 24 h 后进行冷冻 (-55 ℃ ) 干
燥 1 天。处理得到 ECd，将 ECd 置于 -80℃超低温冰

箱保存备用。

血管内皮生长因子含量的测定：根据购买的人

血管内皮生长因子的酶联免疫吸附测定试剂盒说明

书进行血管内皮生长因子的测定。首先，使用试

剂盒中通用稀释液对标准品进行倍比稀释，即浓

度分别为 200、100、50、25、12.5、6.25、3.12 和

0 pg/mL。样品为含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培

养基、人脐静脉内皮细胞条件培养基、ECd 水溶液

(5 mg/mL)。将样品或不同浓度标准品加入酶标板内，

每孔 100 μL。盖上封板膜后于 37 ℃孵育 60 min 后，

弃去酶标板内液体，直接加入生物素化抗体工作液

100 μL 于在 37 ℃中进行孵育。温育 60 min 后，移

除酶标板内液体并进行 3 次洗涤，每孔加入 300 μL

洗涤液。之后每孔加入 100 μL 酶结合物工作液，

并温育 30 min。温育后吸走酶标板内液体，每孔加

入 300 μL 洗涤液重复洗涤 3 次，加入底物，每孔

90 μL，37 ℃下避光孵育 15 min。15 min 后每孔加入

50 μL 终止液，使用酶标仪立即检测在 450 nm 处的

吸光度值，根据标准曲线计算出 ECd 中血管内皮生

长因子的含量。

蛋白含量的测定：使用购买的 BCA 蛋白浓度测

定试剂盒进行蛋白含量的测定。首先，以试剂盒中

BSA 蛋白作为标准品，使用 PBS 对标准品进行稀释，

即浓度分别为 5、4、2、1、0.5、0 mg/mL。样品分

别为含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基、人脐

静脉内皮细胞条件培养基。BCA 试剂与 Cu2+
试剂按

体积比 50 ∶ 1 配制成工作液，充分混匀。将配制好

的工作液以 200 μL/ 孔的密度加入到 96 孔板中，每

组 3 个重复。之后每孔加入 50 μL 标准品或样品。

将 96 孔板于 37 ℃孵育 15 min，使用酶标仪检测在

562 nm 处的吸光度值，根据标准曲线计算出 ECd 中

蛋白的含量。

1.4.3   PCL 取向纳米纤维的制备与表征

PCL 取向纳米纤维的制备：采用静电纺丝技术制

备 PCL 纳米纤维。将 PCL 溶于六氟异丙醇中，配制

成终浓度为 10 wt% 的静电纺丝溶液。通过 22 号针

头以 1 mL/h 的速度推动注射器；将铝箔纸包覆在滚

筒 (3 000 rpm) 上，作为静电纺纳米纤维的接收装置。

针头与滚筒之间施加 15 kV 的直流电压，接收距离

为 15 cm，接收时间为 2.5 h。
PCL 取向纳米纤维的表征：将制备的 PCL 取向纳

米纤维喷金 20 s，电压 10 kV，使用扫描电子显微镜

观察纳米纤维的形态与直径，使用 ImageJ 软件测量

和分析图像以计算纤维平均直径。

1.4.4   ECd 微粒在 PCL 取向纳米纤维上的沉积与表征

ECd 微粒的沉积：采用静电喷雾技术，将 ECd 以

微粒形式沉积于 PCL 取向纳米纤维表面。首先，将

ECd 以 1 ∶ 1 体积比溶于明胶水溶液中，制得 ECd、
明胶浓度均为 5 wt% 的静电喷雾混合溶液。之后，

使用真空等离子设备 ( 对 PCL 取向纳米纤维表面进

行改性处理，使纤维由疏水变为亲水，然后使用浓

度为 0.1 mg/mL 多聚赖氨酸溶液包被过夜，37 ℃烘

干。在静电喷雾过程中，PCL 取向纳米纤维作为接收

装置，针头与接收装置之间施加 20 kV 的直流电压，

推注速度为 0.3 mL/h，接收距离为 10 cm。ECd 微粒

的沉积时间分别为 10 min、20 min、30 min，并用于

后续参数筛选。

ECd 微粒的表征：为了可视化 ECd 微粒在 PCL
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纳米纤维表面的分布情况，在静电喷雾溶液中加入

1 mg/mL 罗丹明 B，使用上述方法获得在 PCL 纳米纤

维表面沉积的 ECd 微粒。使用尼康正置显微镜观察

纤维表面 ECd 微粒的分布情况，使用扫描电子显微

镜观察沉积 ECd 微粒的 PCL 取向纳米纤维的形态。

1.4.5   纳米纤维的亲水性   将等离子体处前后的 PCL

与经等离子体处理后沉积 ECd 的 PCL 取向纤维置于

载玻片上，使用水接触角测量仪将超纯水 (5 μL) 滴
于纤维表面，测量水滴和纤维表面的接触角。

1.4.6   ECd 最佳沉积时间   通过静电纺丝和静电喷雾

技术制备沉积 ECd 微粒 0、10、20、30 min 的 PCL

取向纳米纤维并置于 24 孔板中，分别记为 PCL、
PCL-ECd1、PCL-ECd2、PCL-ECd3，以空白玻片作为对照，

将人脐静脉内皮细胞、施万细胞以 5×103
个 / 孔的密

度接种于上述样品上，分别加入含体积分数 10% 胎

牛血清的高糖 DMEM 培养基 400 μL，每组 3 个重复，

置于 CO2 培养箱中培养。

不同 PCL-ECd 纳米纤维表面 ECd 的沉积量：首先

对上述制备的不同 PCL-ECd 纳米纤维进行裁剪，大

小为 5×8 cm，使用二氯甲烷和超纯水对其进行溶解，

其中二氯甲烷与超纯水按体积比 1 ∶ 1 配制。待不

同 PCL-ECd 纳米纤维溶解后，使用购买的 BCA 蛋白

浓度测定试剂盒进行蛋白含量的测定。BCA 试剂与

Cu2+
试剂按体积比 50 ∶ 1 配制成工作液，充分混匀。

将配制好的工作液每孔 200 μL 加入 96 孔板，每组 3

个重复。之后每孔加入 50 μL 不同 PCL-ECd 纳米纤维

溶解后的溶液。将 96 孔板于 37 ℃孵育 15 min，使

用酶标仪检测在 562 nm 处的吸光度值，根据标准曲

线计算出不同 PCL-ECd 纳米纤维表面 ECd 的沉积量。

不同 PCL-ECd 纳米纤维对人脐静脉内皮细胞、

施万细胞增殖的影响：在第 1、3、5 天时，用含体

积分数 10% 的 CCK-8 新鲜培养基替代原有的细胞培

养基。37 ℃避光孵育 2 h 后，每孔吸取 100 μL，使

用酶标仪测量在 450 nm 处吸光度值，每组 3 个重复。

不同 PCL-ECd 纳米纤维对人脐静脉内皮细胞、

施万细胞形态的影响：按上述分组与人脐静脉内皮

细胞、施万细胞培养 3 天后，使用 4% 细胞组织固

定液固定细胞 30 min，用 PBS 洗涤 2 次，然后用 0.1% 
Triton X-100 渗透 10 min，1% 牛血清白蛋白封闭 1 h，
加入 Phalloidin-iFluor 488 染料孵育 30 min。随后，

用 DAPI 染色封固剂封固，置于倒置荧光显微镜下观

察细胞形态。

1.4.7   单向线性梯度 ECd 的制备   使用上述静电喷雾

参数，在 ECd 混合溶液中加入 1 mg/mL 罗丹明 B，
将载玻片划分为 5 个相同大小的区域并在载玻片上

方覆盖遮挡板。通过改变遮挡板的覆盖区域即由覆

盖 4 个区域逐步递减至覆盖 0 个区域以改变静电场

分布，从而获得 ECd 微粒的梯度沉积，最终产生

ECd 微粒的单向线性梯度，通过 ImageJ 软件测量载

玻片上不同区域的平均相对荧光强度。

1.4.8   PCL-ECd 纳米纤维调控施万细胞实验   通过静

电纺丝和静电喷雾技术分别制备未沉积、均一与单

向线性梯度沉积 ECd 微粒的 PCL 取向纳米纤维，分

别记为 PCL、均一沉积组和梯度沉积组，以空白玻片

作为对照，样品放置于 6 孔板中进行实验。

施万细胞活性实验：将施万细胞以 2.5×104
个 /

孔的密度接种于上述不同样品上，分别加入 2 mL 含
1% 体积分数胎牛血清的高糖 DMEM 培养基，每组

3 个重复，置于 CO2 培养箱中培养。第 3 天用 CCK-8

体积分数为 10% 的新鲜培养基替代细胞培养基，

37 ℃避光孵育 2 h 后，每孔吸取 100 μL 使用酶标仪

测量 450 nm 处的吸光度值。细胞活性 = 实验组吸光

度值 / 对照组吸光度值 ×100%。

施万细胞的形态实验：按上述分组与施万细胞

培养后，固定、破膜、封闭后加入 Phalloidin-iFluor 
488染料孵育 30 min。随后，用DAPI染色封固剂封固，

置于倒置显微镜下观察细胞形态。

施万细胞的迁移实验：在每个样品上距离左侧

5 mm 的位置放置聚二甲基硅氧烷矩形模具，左边

的空白区域用于细胞种植。施万细胞以 1×105
个 /

孔的密度接种于种植区，待细胞粘附后，移除细胞

迁移模具，加入 3 mL 含 1% 胎牛血清的高糖 DMEM

培养基，每组 3 个重复。3 天后，样品进行固定、

破膜、封闭后，加入 Phalloidin-iFluor 488 染料孵育

30 min，最后用 DAPI 进行封片。使用正置荧光显微

镜对样品进行观察、成像。通过 ImageJ 软件对各组

细胞迁移总数以及迁移区中的细胞数目进行统计和

计算。

1.5   主要观察指标   纳米纤维取向性，ECd 均一与梯

度的沉积以及其对施万细胞活性、形貌和迁移的影

响。

1.6   统计学分析   数据采用 SPSS 软件进行分析，统

计数据均以 x-±s 表示。两组间比较选择 t 检验分析，

多组间比较采用单因素方差分析。所有实验均重复
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3 次以上，P < 0.05 表示差异有显著性意义。文章统

计学方法已通过青岛大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results
2.1   ECd 的制备及成分测定   ECd 的制备流程见图

1A。与对照组 (15.77±0.25) pg/mL 相比，内皮细胞

条件培养基和 ECd 中 VEGF 含量均显著增加，含量

分别为 (218.84±11.90) pg/mL 和 (138.89±3.79) pg/mL 
( 图 1B)。蛋白含量检测结果显示，与对照组

(0.92±0.01)mg/mL 相比，内皮细胞条件培养基和

ECd 均明显增加，含量分别为 3.14±0.11 mg/mL 和

3.16±0.11 mg/mL( 图 1C)。     
2.2   PCL 取向纳米纤维的表征   如图 2A 所示，PCL 纳
米纤维具有良好的取向性，能够为细胞增殖、迁移

提供良好的地形引导。纤维直径达到纳米级别，即

700±150 nm( 图 2B)。
2.3   ECd 在 PCL 取向纳米纤维膜上的沉积与表征   如
图 2C 所示，PCL 取向纳米纤维膜上的 ECd 以微粒形

式沉积，且纤维保持良好的取向性，表明沉积 ECd

微粒的 PCL 纳米纤维能够同时为细胞提供地形线索

和生物信号。如图 2D 所示，罗丹明 B 标记的 ECd 能

够以微粒方式均匀分布于 PCL 取向纳米纤维膜上 ( 见
图 2D)。
2.4   PCL 纳米纤维的亲水性   如图 3 所示，未经

等离子体处理的 PCL 取向纳米纤维的接触角为

128.78±2.78°，具有疏水性；经等离子体处理后，未

沉积与沉积 ECd 微粒的 PCL 取向纳米纤维均具有超

亲水性，接触角为 0°。
2.5   ECd 最佳沉积时间

2.5.1   不同 PCL-ECd 纳米纤维表面 ECd 的沉积量   通
过静电纺丝和静电喷雾技术制备了沉积 ECd 微

粒 10、20、30 min 的 PCL 取向纳米纤维，分别记

为 PCL-ECd1、PCL-ECd2、PCL-ECd3。为了观察不同

PCL-ECd 纳米纤维表面 ECd 的含量，对其 ECd 中的蛋

白含量进行了研究。与 PCL-ECd1(0.11±0.01 mg/mL)

相比，PCL-ECd2、PCL-ECd3 中蛋白含量均显著增

加 (P < 0.001)， 含 量 分 别 为 0.23±0.07 pg/mL 和

0.37±0.02 mg/mL；同时，PCL-ECd3 中蛋白含量显著

高于 PCL-ECd2(P < 0.05)。因此，随着沉积时间增加，

ECd 在 PCL 纳米纤维表面的沉积量增加 ( 图 4)。
2.5.2   人脐静脉内皮细胞增殖情况   CCK-8 结果显

示，与对照组相比，第 1 天和第 3 天 PCL-ECd1 组的

人脐静脉内皮细胞增殖无明显降低，与 PCL-ECd2、
PCL-ECd3 组细胞的增殖相比均显著增加 (P < 0.05)。
第 5 天 PCL-ECd1 组的人脐静脉内皮细胞的增殖与

PCL、PCL-ECd2、PCL-ECd3组相比均显著增加 (P < 0.01)
( 图 5)。
2.5.3   施万细胞增殖情况   如图 6 所示，第 5 天时

PCL-ECd1 组与对照组相比，有统计学差异，已在

图中进行标注。施万细胞的增殖与 PCL-ECd2、PCL-
ECd3 组细胞的增殖相比均显著增加 (P < 0.05)，该结

果与人脐静脉内皮细胞增殖相似。

2.5.4   人脐静脉内皮细胞和施万细胞在不同 PCL-ECd

表面的生长情况   如图 7 所示，人脐静脉内皮细胞、

施万细胞与各组样品培养 3 天后的荧光显微图片显

示，与对照组相比，在未沉积与沉积 ECd 微粒的 PCL

取向纳米纤维膜上细胞沿着纤维的方向生长。根据

人脐静脉内皮细胞、施万细胞增殖结果和生长形貌，

最终选取 ECd 微粒沉积时间为 10 min。
2.6   ECd 微粒的单向线性梯度结果   上述实验结果表

明适当的 ECd 沉积可以促进细胞增殖。根据上述沉

积时间，通过改变载玻片的遮挡范围，即载玻片的

遮挡范围依次为四个区域、三个区域、两个区域、

一个区域和无载玻片遮挡区域，使每个区域 ECd 的

沉积量逐渐减少最终获得 ECd 微粒单向线性梯度的

沉积，制备流程见图 8A。在罗丹明 B 标记的 ECd 微

粒单向梯度涂层的 PCL 取向纳米纤维膜上，荧光强

度逐渐增加，并且最高侧的荧光强度约为最低侧的

40 倍，表明在取向 PCL 纳米纤维上成功地沉积了

ECd 线性梯度 ( 图 8B)。如图 8C 所示，荧光显微照

片显示以罗丹明 B 标记的 ECd 微粒在 PCL 取向纳米

纤维膜上的均一与单向线性梯度沉积。

2.7   沉积 ECd 微粒的 PCL 取向纳米纤维对施万细胞

的调控

2.7.1   施万细胞的活性结果   CCK-8 检测显示，

与对照组相比，均一与梯度组施万细胞的活性

(98.09±0.03%、100.65±0.02%) 均无显著降低；PCL 组
施万细胞的活性 (93.49±0.024%) 显著降低，但所有

组细胞的活性均大于标准化细胞活力 (70%)[20](图9)。
2.7.2   施万细胞的形态结果   施万细胞与各组样品培

养 3 天后，荧光显微图片结果显示，与对照组相比，

在 PCL 取向纳米纤维膜与沉积 ECd 微粒的 PCL 取向

纳米纤维膜上细胞沿着纤维的方向生长，且生长状

态良好，见图 10。



6｜中国组织工程研究｜第30卷｜第?期｜2026年?月

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

研究原著

图注：A 为人脐静脉内皮细胞特定培养后通过低温冷冻干燥后获得

ECd；B 为 ECd 中血管内皮生长因子含量的测定结果；C 为 ECd 中蛋白含

量的测定结果，与对照组相比，
aP < 0.001。

图 1 ｜ ECd 的制备流程及表征

Figure 1 ｜ Preparation and distribution of ECd

图 5 ｜沉积不同时间 ECd 的 PCL 取向纳米纤维对人脐静脉内皮细胞增殖

的影响

Figure 5 ｜ Effect of PCL aligned nanofibers deposited with ECd on the 
proliferation of HUVECs

图注：人脐静脉内皮

细胞在第 1、3、5 天

的 CCK-8 检测结果，

PCL-ECd1 与其他组相

比，
aP < 0.001，bP < 

0.01，cP < 0.05。

图注：A 为 PCL 取向纳米纤维的扫描电镜图片；B 为 PCL 取向纳米纤维

的直径统计；C 为沉积 ECd 微粒的 PCL 取向纳米纤维的扫描电镜图片；

D 为载有罗丹明 B 的 ECd 微粒通过静电喷雾方式均匀分布于载玻片。

图 2 ｜ PCL 取向纳米纤维的微观形貌和 ECd 的沉积

Figure 2 ｜ Microscopic morphology of PCL aligned nanofibers and 
deposition of ECd

图注：未经等离子体

处理的 PCL 纤维具有

疏水性；等离子体处

理 90 s 后，未沉积与

沉积 ECd 微粒的 PCL
取向纳米纤维均具有

超亲水性。

图 3 ｜等离子体处前后的 PCL 与经等离子体处理后沉积 ECd 的 PCL 取向

纤维的接触角

Figure 3 ｜ Water contact angle of PCL before and after plasma, PCL 
oriented fibers deposited with ECd by plasma

图 4 ｜不同 PCL-ECd 纳米纤维表面 ECd 中蛋白含量

Figure 4 ｜ Protein content in ECd on the surface of different PCL-ECd 
nanofibres

图 注： 不 同 PCL-ECd
纳米纤维表面 ECd 中

蛋白含量的测定结果，

与 PCL-ECd3 相比，
aP < 

0.001；与 PCL-ECd2 相

比，
cP < 0.05。

图 6 ｜沉积不同时间 ECd 的 PCL 取向纳米纤维对施万细胞增殖的影响

Figure 6 ｜ Effect of PCL aligned nanofibers deposited with ECd on the 
proliferation of SCs

图注：施万细胞在

第 1、3、5 天 的

CCK-8 检测结果，与

PCL-ECd2 相 比，
cP < 

0.05；与 PCL-ECd3 相

比，
aP < 0.001。
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图注：人脐静脉内皮细胞、施万细胞免

疫荧光染色图，绿色代表细胞骨架，蓝

色代表细胞核。

图 7 ｜沉积不同时间 ECd 的 PCL 取向纳

米纤维对人脐静脉内皮细胞、施万细胞

形态的影响

F igure  7 ｜  Ef fect  of  PCL  a l igned 
nanofibers deposited with ECd on the 
morphology of HUVECs, SCs

图注：A 为通过静电喷雾获得 ECd 均一

与梯度沉积的示意图；B 为梯度沉积中，

每个区域的荧光强度；C 为 ECd 均一与

梯度沉积的显微图片，B、C 均以罗丹

明 B 标记 ECd。
图 8 ｜ ECd 的均一与梯度沉积

Figure 8 ｜ Uniform and gradient 
deposition of ECd

图 注： 施 万 细 胞 的

CCK-8 检测结果，与对

照组相比，P > 0.05；与

PCL 组相比，
aP < 0.001。

图 9 ｜均一与梯度沉积 ECd 的 PCL 取向纳米纤维对施万细胞活性的影响

Figure 9 ｜ Effect of uniform and gradient deposition of PCL aligned 
nanofibers with ECd on SCs activity

图注：施万细胞在不同组样品上培养 3 天后的细胞形态。

图 10 ｜均一与梯度沉积 ECd 的 PCL 取向纳米纤维对施万细胞形态的影

响

Figure 10 ｜ Effect of uniform and gradient deposition of PCL aligned 
nanofibers with ECd on the morphology of SCs
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2.7.3   施万细胞的迁移结果   如图 11A 所示，免疫荧

光染色结果显示，与对照组相比，均一沉积和梯度

沉积组施万细胞均有不同程度的迁移，Gradient 组
能够迁移至最远的位置。经量化统计分析，与对照

组相比，均一沉积和梯度沉积组施万细胞迁移总数

均有显著增加 (P < 0.001)；均一沉积和梯度沉积组施

万细胞迁移总数无明显差异 (P > 0.05)，然而与 PCL

组相比细胞迁移总数明显增加 (P < 0.001)。将迁移区

平分为三个区域，在迁移Ⅰ区，梯度沉积组与均一

沉积组比较有统计学差异。施万细胞的迁移数量明

显高于对照组和 PCL 组 (P < 0.001)；在迁移Ⅱ、Ⅲ区，

梯度沉积组施万细胞的迁移数量显著高于对照组、

PCL 组与均一沉积组 (P < 0.01)，见图 11B-C。因此，

ECd 的单向线性梯度可以驱使施万细胞迁移更远。

这种效应可能归因于梯度形成的物理和化学信号，

蛋白质的均一沉积会使生化信号在微环境中相对均

匀分布，细胞接收到的信息较为一致，可能引起细

胞整体上向某一特定方向迁移；而梯度沉积会造成

生化信号在空间上的不均匀分布，细胞通过在不同

位置获取不同信号以满足行为需求，从而影响细胞

迁移的方向和速度 [21，22]
。

3   讨论   Discussion
周围神经损伤已成为最常见的神经系统损伤之

一，影响着全球数百万病人
[23]
。周围神经损伤能

够导致运动和感觉功能障碍甚至造成残疾，给患者

和家属带来极大的心理负担
[24]
。因此，有效促进

周围神经损伤后的神经修复已成为临床研究的重

点。周围神经损伤后，神经再生微环境重塑非常重

要
[25，26]

。神经修复早期，血管生成在周围神经损

伤修复过程中扮演着至关重要的角色
[27]
，其作用体

现在再生神经血管生态位的重建，以及提供充足的

氧气和营养支持。有研究表明，通过在损伤部位给

予如 NGF、BDNF、VEGF 等营养因子，以及为缺损

部位的细胞提供充足的氧气、葡萄糖等可以改善神

经再生微环境
[28，29]

。此外，一项研究发现内皮细胞

在不同细胞密度条件下培养后所获得的条件培养基

对背根神经节轴突生长的促进作用存在显著差异，

造成这种差异的原因可能与内皮细胞分泌因子的浓

度密切相关
[30]
。因此，本研究从神经再生初期的微

环境出发，首先通过培养人脐静脉内皮细胞制备了

ECd，其富含 VEGF 和蛋白，它们能够提供营养物质

以改善神经再生微环境，从而促进神经损伤的修复。

图注：A 为施万细胞迁移的免疫荧光染色

图；B 为施万细胞在迁移区域的总数，与

对照组、PCL 组相比，
aP < 0.001；与均一沉

积组相比，P > 0.05；C 为施万细胞在每个

迁移区域的数量，与其他组相比，
aP < 0.001。

图 11 ｜均一与梯度沉积 ECd 的 PCL 取向

纳米纤维对施万细胞迁移的影响

Figure 11 ｜ Effect of uniform and gradient 
deposition of PCL aligned nanofibers with 
ECd on the migration of SCs
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静电纺丝技术与其他技术相比因其操作简单、

成本低和可调性强，在组织修复与再生研究中备受

关注
[31，32]

。PCL 是组织工程支架的基础材料之一，

因其为疏水性合成聚合物，因此表面不利于细胞初

期粘附
[33]
。然而，材料表面具有亲水性对细胞的粘

附和生长至关重要
[34]
。等离子体处理技术通过改变

材料表面化学结构与形貌，增强亲水性，促进细胞

粘附和生长，满足不同组织修复需求。过去，组织

工程支架主要由单一材料构成，如天然材料、高分

子聚合物
[28，35]

。单一材料的使用具有一定的缺陷。

为满足组织工程的功能化需求，目前更多支架采用

了材料与蛋白相结合的方式
[36]
。本研究使用等离子

体对 PCL 表面进行改性使其具有超亲水性，并将 PCL

取向纳米纤维与 ECd 结合，通过扫描电子显微镜

和荧光显微镜能够观察到 PCL 纳米纤维的取向结构

和 ECd 的均匀沉积。通过将沉积 ECd 的 PCL 纳米纤

维与细胞共培养表明适当的 ECd 沉积可以促进细胞

增殖，可能是由于蛋白质沉积密度过高、浓度达到

过饱和状态，以及细胞与基质间的粘附效率较低所

致
[37]
。

与中枢神经系统不同，周围神经系统具有一定

的自我修复潜能，这主要归因于施万细胞显著的可

塑性
[38]
。在周围神经修复过程中，由于神经两个断

端之间缺损距离较长而无法有效传递信号，因此促

进施万细胞进行长距离的迁移是改善周围神经功能、

促进周围神经修复的一项关键策略。本研究通过静

电纺丝和静电喷雾技术制备沉积 ECd 微粒的 PCL 取
向纳米纤维，其中 PCL 取向纳米纤维作为基础材料

具有良好的生物相容性和生物可降解性，为施万细

胞生长提供地形线索；然后，ECd 微粒作为纤维表

面的二级结构为施万细胞迁移提供接触诱导。细胞

的迁移具有趋化性和趋触性，细胞能够感知周围环

境中的化学信号以及细胞外基质的梯度方向，驱动

细胞与表面受体结合并引发细胞内部信号传递从而

使细胞沿着这一方向发生定向迁移
[39，40]

。这种化学

信号和细胞外基质通常可以是各种蛋白、多糖、药

物或多肽等，它们为细胞提供一个有利微环境
[41]
。

通过神经营养和神经保护作用从而为施万细胞形成

“Büngner”带提供所需的营养物质
[42]
。本研究通过

改变电场分布获得单向线性梯度 ECd 微粒的修饰，

引导施万细胞定向迁移。荧光显微镜拍摄结果可见

施万细胞在 ECd 微粒修饰的纤维膜上有明显的细胞

迁移现象，同时在 ECd 微粒单向线性梯度修饰的纤

维膜上细胞能够迁移至更远的距离。

然而，这项研究仍有一些局限性。本研究已初

步证明 ECd 中含有 VEGF 和蛋白，而对于所含蛋白的

类型并未进行分析，因此，未来的研究可以聚焦于

ECd中所含的多糖、蛋白，包括胶原蛋白、糖胺聚糖等，

对其成分进行蛋白质组学分析，从而能够针对性研

究
[43，44]

。轴突再生也是周围神经修复过程中重要的

一环
[45]
，本研究进行了沉积 ECd 微粒的 PCL 取向纳

米纤维对施万细胞迁移调控的初步探索，尚未进一

步验证其对轴突再生的潜在促进作用。该研究主要

通过细胞实验为 ECd 促进施万细胞迁移提供了一些

基本的见解。未来的研究仍需要对 ECd 调控神经细

胞的具体作用机制做进一步阐述，同时进行动物水

平的研究以更好地了解血管微环境与神经间的相互

作用。

综上所述，本研究制备的 PCL 取向纳米纤维具

有良好的细胞相容性、有序的取向结构和超亲水性

等多功能性。ECd 富含 VEGF 和多种蛋白，通过静电

喷雾技术能够以微粒方式附着于纤维表面。这种创

新性的结合能够促进人脐静脉内皮细胞、施万细胞

的增殖和施万细胞定向迁移，为周围神经的修复与

再生领域开辟了新的途径。
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