
　第５６卷　第 ６期
２０１７年　１１月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５６　Ｎｏ６
Ｎｏｖ　２０１７

　

ＤＯＩ：１０１３４７１／ｊｃｎｋｉａｃｔａｓｎｕｓ２０１７０６０１２

制备可促进干细胞增殖的三维取向电纺纤维膜

王丹丹１，２，３，钟惠湘１，２，３，轩留洋１，２，３，马双双１，２，３，李燕１，２，３，

蒋乐伦１，２，３，蒋庆１，２，３

（１．中山大学工学院生物医学工程系，广东 广州 ５１０００６；
２．广东省传感和医疗器械重点实验室，广东 广州 ５１０００６；

３．广东省便携式普及型先进实用医疗器械工程技术研究中心，广东 广州 ５１０００６）

摘　要：为模拟体内三维微环境，比较脂肪干细胞 （ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）在二维与三维取向纤维
膜的增殖速率，通过改进静电纺丝收集装置，制备三维聚己内酯 （ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ，ＰＣＬ）取向电纺纤维。缠绕
在毛细管 （直径３００μｍ）的电纺纤维取向性优良，纤维直径３００～４００ｎｍ。将ＡＤＳＣｓ种于经表面改性的电纺纤
维上，黏附良好。在取向纤维膜上，细胞均沿纤维取向方向铺展。与２Ｄ纤维膜相比，细胞在３Ｄ纤维模型支架
上增殖速率较快，表明３Ｄ纤维支架在组织工程应用中更有优势。
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　　细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）是细
胞在体内生存微环境的重要组成部分。近年来有关

生物支架材料的研究多致力于模拟 ＥＣＭ的结构和
性能，从而调控特殊的细胞应答，如细胞黏附、迁

移、增殖和分化。静电纺丝、自组装和相分离法都

可以制备出具有类似于 ＥＣＭ的微纳米结构的纤维
支架［１－３］。其中，静电纺丝技术因操作简单、所得

纤维结构易于控制，纤维尺寸范围分布广 （从纳

米至微米级别），被广泛应用于纳米纤维支架领

域［４］。静电纺丝技术所制备的纳米纤维支架除具

有类似ＥＣＭ的纳米网状结构外，还具有高孔隙率
和高比表面积等优点。在生物学性能方面，纳米纤

维支架还可促进细胞黏附、增殖和分化等［５］。

静电纺丝技术是在聚合物溶液和接收装置之间

施加一个高电压，一旦表面电位电荷超过一个临界

值，静电引力就会克服溶液表面张力，产生直径在

纳米到微米尺度的连续性纤维［６－７］。纺丝过程中，

聚合物溶液的浓度、黏度、电场强度、挤出速率、

接收装置等会影响纤维的直径和形状。因此可以通

过改变静电纺丝条件，来控制支架的结构和形

态［８］。

最近，一些研究报告指出支架的表面形貌可以

影响干细胞命运［９－１０］。由合成或天然可降解聚合

物制备出的取向纳米纤维，其表面形貌类似于原生

骨组织中高度取向的胶原纤维束，被广泛作为骨再

生支架［１１］。Ｄｕｑｕｅ等［１２］发现：干细胞可以沿着高

度取向的纤维方向生长。与无规纤维相比，在取向

纤维上表现出增强的成骨分化潜能。高比表面积和

高孔隙率的支架材料，对于细胞生长和组织再生起

着至关重要的作用。大量研究表明，２Ｄ纤维膜可
允许细胞粘附和增殖［１３－１５］。然而，这种传统纤维

支架为平面结构，严重阻碍了细胞的生长和迁移。

通过改变实验策略，不少研究者制备出了所需形态

和结构的三维电纺纳米纤维支架，并将之应用于组

织工程领域。Ｓｗａｍｉｎａｔｈａｎ等［１６］制备出取向的聚乙

丙交酯 （ｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ，ＰＬＧＡ）纳米纤
维，将其用于神经工程修复；同时，相关研究也证

明：相比于无规纤维，取向纤维降解速率较慢，可

促进细胞增殖。Ｂｏｓｗｏｒｔｈ等［１７］的研究发现３Ｄ电纺
支架较２Ｄ支架材料能够承载更大的拉伸载荷，表

现出良好的机械性能。此外，３Ｄ电纺膜可更好地
模拟层次紧密的肌腱组织结构，促进肌腱成纤维细

胞的黏附和增殖。Ｘｕ等［１８］利用热诱导纳米纤维，

在冷冻干燥条件下通过自集聚的方式制备出了聚己

内酯 （ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ，ＰＣＬ）三维纳米支架，其
具有高孔隙率和相互关联的孔洞结构。体外实验结

果表明：该支架不仅可提高细胞存活率，还可有效

的促进ＢＭＰ－２诱导的软骨细胞的成骨分化，在骨
组织工程中具有优良的应用前景。尽管在３Ｄ纳米
纤维支架领域已经累积了一定的研究成果，但关于

细胞对纳米纤维取向的响应，却鲜有报道。而细胞

取向与细胞增殖、分化等行为密切相关。且，３Ｄ
培养是否优于２Ｄ培养，仍有待进一步研究阐明。

在众多干细胞中，脂肪干细胞 （ａｄｉｐｏｓｅｄｅ
ｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＡＤＳＣｓ）具有很强自我更新能力和
高度分化潜能，在一定条件下可诱导分化为成骨细

胞、软骨细胞、肌细胞、内皮细胞等［１９］，进一步

借助于组织工程技术可构建出骨组织［２０］、软骨组

织［２１］、肌肉组织［２２］、内皮等。此外，ＡＤＳＣｓ来源
丰富，取材较方便，成为国内外学者的研究热

点［２３］。因此，在本研究中 ＡＤＳＣｓ被选为模型细
胞。本研究构建了具有大比表面积和高孔隙率的

３Ｄ纳米纤维支架模型，探索其对细胞粘附和增殖
等方面的影响。为制备３Ｄ取向纳米纤维，我们改
进了纺丝接收装置，制备出取向良好的电纺纤维。

经表征后，选择具有合适性能的３Ｄ电纺纤维膜作
为基底材料，研究其对ＡＤＳＣｓ黏附和增殖的影响。

１　３Ｄ取向纳米纤维支架模型的制备
１１　实验材料

聚己内酯 （ＰＣＬ，Ｍｎ～８００００）购自 Ｓｉｇｍａ公
司；二氯甲烷 （ＤＣＭ）、Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺
（ＤＭＦ），均为分析纯级别，购自广州化学试剂厂；
细胞基础培养基 （ＤＭＥＭ／Ｆ１２）和链霉素－青霉素
双抗溶液，购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎牛血清 （ＦＢＳ）、
胰蛋白酶 （ＥＤＴＡＴｒｙｐｓｉｎ）、３－（４，５－二甲基噻
唑） －２，５－二苯基四氮唑溴盐，噻唑蓝
（ＭＴＴ），购自ＧＩＢＣＯ公司。
１２　实验方法

制备取向和无规纳米电纺纤维膜的原理相同，

７７
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只是在接收装置上有所区别。先将 ＰＣＬ溶于体积
比为３∶１的 ＤＣＭ／ＤＭＦ混合溶液中，质量分数为
１２％。电纺参数设置如下进行电纺：正极高压喷射
头采用 ２１＃短针头 （φ＝０２２ｍｍ），电压 ＋１４
ｋＶ，接收距离为１０ｃｍ，推进速度为２ｍＬ／ｈ。收集
３Ｄ取向 （３Ｄ－Ａ）纳米纤维的装置如图１所示，
该装置利用电机带动毛细管旋转收集取向纳米纤

维。毛细管外径为３００μｍ，转速为９００ｒ／ｍｉｎ。在
每根毛细管接收取向纳米纤维３０ｓ后取下，如此
重复。用同样的电纺溶液、纺丝参数制备对照样

品。２Ｄ无规 （２Ｄ－Ｒ）电纺膜用平面铝箔收集，
２Ｄ取向 （２Ｄ－Ａ）电纺膜在接地金属片的狭缝处
收集［２４］。

图１　三维取向纳米纤维的电纺装置示意图
Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ

ｓｅｔｕｐｆｏｒ３Ｄａｌｉｇｎｅｄｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ

２　实验方法与结果

２１　３Ｄ取向纳米纤维支架的形貌观察
２１１　测试方法　３Ｄ取向纤维支架模型经香豆素
染色后，采用日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司 ＬＸ７１荧光显微镜
观察取向纤维整体形貌；然后，使用日本日立 Ｓ－
４８００扫描电镜 （ＳＥＭ）在２０ｋＶ电压下观察喷金
后的纳米纤维的表面形貌。２Ｄ无规和取向电纺纤
维膜，亦采用 Ｓ－４８００型扫描电镜观察形貌。最
后，用图像处理软件 ＩｍａｇｅＪ分析纤维直径与取向
分布。纤维取向由纤维与取向方向间的夹角表征，

夹角越小，取向越单一。

２１２　测试结果　如图２，毛细管中段所收集的
纤维直径分布最均匀，纤维取向最单一，几乎全部

与毛细管轴向呈垂直。而上段所收集的纳米纤维取

向和毛细管轴向夹角不为９０°，有少许偏差。毛细
管下段的纳米纤维厚度比中段薄，纤维取向不均

一。这可能是因为毛细管各段与注射针头间的距离

有差别，加上纺丝过程中还受重力作用，导致了毛

细管不同段纤维取向不同。综上所述，本文选择毛

细管中段的纳米纤维构建三维支架模型。

图２　毛细管上、中和下段取向电纺纤维荧光图
Ｆｉｇ２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆ３Ｄａｌｉｇｎｅｄ

ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｆｉｂｅｒｓｏｎｔｈｅｔｏｐ，ｍｉｄｄｌｅａｎｄ
ｂｏｔｔｏｍｏｆｇｌａｓｓｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ

纤维表面形貌进一步由 ＳＥＭ表征。如图３所
示，３种纤维均连续，无结点。样品 ２Ｄ－Ｒ的纤
维平均直径为 （７７６±２３８）ｎｍ， ～７２５％的纤维
其直径分布在 ５００～１０００ｎｍ范围内，且取向随
机。而样品２Ｄ－Ａ的纤维平均直径及分布与２Ｄ－
Ｒ较接近，平均值为７６０ｎｍ， ～７７２％的纤维直
径分布在５００－１０００ｎｍ范围内。但，２Ｄ－Ａ纤维
具有高度取向性，～５８７％纤维取向角分布在－５°
～５°范围内。由图３（ｃ）可知，毛细管上的３Ｄ－
Ａ纳米纤维亦取向性良好。纤维平均直径为 （３３３
±６８）ｎｍ，６１１％的纤维直径分布在３００～４００ｎｍ
范围内，表明该样品纤维直径分布较窄。～４１７％
的纤维取向角度分布在－５°～５°范围内，表明该纤
维取向性良好。综上所述，通过旋转的毛细管可收

集连续性良好，取向单一的３Ｄ取向纳米纤维，且
纳米纤维堆积厚度可通过纺丝时间控制。且与２Ｄ
电纺膜相比，３Ｄ－Ａ纤维较粗，直径分布较宽。
２２　细胞在２Ｄ纤维膜上黏附与增殖检测
２２１　测试方法　细胞实验前，先将２Ｄ纤维膜
灭菌 （体积分数为７５％酒精浸泡３ｈ），在超净台

８７
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图３　３种纤维的形貌、直径和取向分布图
Ｆｉｇ３　Ｆｉｂｅｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（ＳＥＭｉｍａｇｅ）ａｎｄｄｉａｍｅｔｅｒ，ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ

中风干后，室温下用０１ｍｇ／ｍＬ的 ＰＬＬ溶液包被
过夜，后用 ＰＢＳ清洗。为观察细胞黏附情况，将
ＡＤＳＣｓ（ＡＴＣＣ）按密度１０４ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２种于２Ｄ纤维
膜上，待细胞增殖３ｄ后，将ＣａｌｃｅｉｎＡＭ存储液与
ＰＢＳ按１∶１０００比例混合加入细胞培养孔板，在３７
℃避光条件下孵育３０ｍｉｎ，后用ＰＢＳ清洗３遍，在
荧光显微镜下观察细胞形貌。

为追踪细胞增殖，将 ＡＤＳＣｓ按密度为５×１０３

ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２种于 ２Ｄ纤维膜上。相比于 ＭＴＴ法，
ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法稍灵敏，且不影响细胞活性，可用
于追踪同一组细胞的增殖［２５］。因此，对于２Ｄ纤维
膜，先用ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法追踪细胞增殖行为。
２２２　测试结果　本文首先研究 ＡＤＳＣｓ在经表面
改性的２Ｄ电纺纤维膜上的粘附与增殖。如图４所
示，在无规与取向纤维膜上，细胞均铺展良好；在

样品２Ｄ－Ｒ上，细胞随机分布，取向无规；而在
样品２Ｄ－Ａ上，细胞取向较规律，沿着纤维方向
呈伸展形态。采用 ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法追踪了细胞的增
殖行为。如图５所示，在前５ｄ，２Ｄ－Ｒ与２Ｄ－Ａ

样品间的吸光值无显著性差异，但在第７天，２Ｄ
－Ｒ纤维膜上吸光值明显增加，表明其上细胞显著
增殖；而２Ｄ－Ａ上吸光值仍然维持在与前５ｄ较
接近的数值。上述对比表明，在 ２Ｄ电纺纤维膜
上，无规纤维膜较取向纤维膜更利于 ＡＤＳＣｓ的增
殖。

２３　细胞在３Ｄ纳米纤维支架模型上的粘附与增
殖检测

２３１　测试方法　通过对３Ｄ取向纳米纤维的形
貌观察，本文选用毛细管中间段的纳米纤维来构建

用于细胞粘附与增殖研究的支架模型，将３Ｄ取向
纳米纤维和毛细管一起，用硅胶粘在玻片 （适于

１２孔板）上 （样品３Ｄ－Ａ）。作为对照组，先将
无规纤维膜固定在毛细管上，后用同样的方式粘在

玻片上 （样品３Ｄ－Ｒ）。灭菌、ＰＬＬ表面处理、细
胞种植以及ＣａｌｃｅｉｎＡＭ染色参数同２２１。

对于３Ｄ支架模型，用ＭＴＴ法表征细胞增殖行
为。检测步骤如下：先配置质量浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ
的 ＭＴＴ储存溶液，溶剂为 ＰＢＳ，加入细胞时，

９７
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图４　ＡＤＳＣｓ在２Ｄ纤维膜上的荧光显微照片
Ｆｉｇ４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆＡＤＳＣｓｏｎ２Ｄ
ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｍｅｍｂｒａｎｅｓａｆｔｅｒＣａｌｃｅｉｎＡＭｓｔａｉｎｉｎｇ

图５　ＡＤＳＣｓ在２ＤＲ和２ＤＡ纤维支架上的增殖行为
Ｆｉｇ５　ＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓｏｎ２ＤＲａｎｄ

２ＤＡｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｍｅｍｂｒａｎｅｓ

ＭＴＴ储存液与培养基按１∶１０的比例混合，在３７℃
避光条件下孵育４ｈ，后将培养基移除，每孔加入
２００μＬＤＭＳＯ，置摇床上８０ｒ／ｍｉｎ震荡１０ｍｉｎ，使
结晶物甲瓒充分溶解，在将溶液移入９６孔板中，
使用美国 ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙ４酶标仪检测４９０ｎｍ处的
吸光度。

２３１　测试结果　如图６，细胞在具有曲率的取
向纤维上能够很好的黏附及铺展，且细胞沿着纤维

取向的方向生长。

为了追踪细胞在３Ｄ纳米纤维支架模型上的增
殖情况，采用 ＭＴＴ法检测细胞相对活性，结果如
图７所示。图７中，两种模型支架的吸光值均随增
殖时间逐渐增加，表明细胞在这两种模型支架上均

有所增殖。３Ｄ－Ｒ与３Ｄ－Ａ支架模型在所表征的
时间范围 （６ｄ内）无显著差异。但细胞在３Ｄ－Ａ
支架模型上的活性较高。以上结果表明，对于３Ｄ
纤维支架模型，纤维呈取向分布时更利于 ＡＤＳＣｓ
黏附及增殖。

图６　３ＤＡ电纺纤维支架模型上ＡＤＳＣｓ荧光显微照片
Ｆｉｇ６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆＡＤＳＣｓｏｎ

３ＤＡｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｓｃａｆｆｏｌｄｍｏｄｅｌ

图７　ＡＤＳＣｓ在３ＤＲ纤维支架模型上的增殖行为
Ｆｉｇ７　ＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓｏｎ

３Ｄｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｓｃａｆｆｏｌｄｍｏｄｅｌｓ

３　分析与讨论
除了细胞内部的调控机制，细胞外基质

（ＥＣＭ）对细胞行为的信号调控作用具有重要意
义。电纺纤维膜，因具有与 ＥＣＭ相似的结构与形
貌，被广泛用于组织工程研究［２６］。本研究构建了

３Ｄ取向纤维支架模型来模拟体内ＥＣＭ结构，进而

０８
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研究其对 ＡＤＳＣｓ增殖的影响。通过改变接收装置
获得了３Ｄ取向 ＰＣＬ纳米纤维支架。与２Ｄ电纺膜
相比，３Ｄ纤维直径较小，取向更为规整。

ＡＤＳＣｓ在２Ｄ纤维膜上可良好粘附，但与在无
规纤维基底上 （２Ｄ－Ｒ）相比，在取向纤维基底上
（２Ｄ－Ａ）细胞增殖速率较慢。这一发现与文献中
结果较接近。人源间充质干细胞 （ｈＭＳＣ）在具有
纳米沟槽结构的基底上可沿着沟槽结构取向生长，

但增殖速率却低于在平面无纳米拓扑结构的基

底［２７］。

当将ＡＤＳＣｓ种于３Ｄ纤维模型支架时，发现细
胞在３Ｄ－Ａ支架上仍然沿纤维取向方向生长，而
增殖速率与在３Ｄ－Ｒ支架上接近并在第２、６天略
高。即使对于无规纤维，ＡＤＳＣｓ在３Ｄ模型上增殖
速率比在２Ｄ上更快。尽管对于在３Ｄ支架与２Ｄ纤
维膜上细胞增殖的表征所用方法不同，但经对比发

现，两种不同检测方式所展现出的趋势是一致的，

如图８所示。３Ｄ支架模型，可为细胞提供了一个
利于吸收氧及营养成分以及输出代谢废物的微环

境。因此ＡＤＳＣｓ在３Ｄ模型支架上表现出更快的增
殖趋势。

图８　ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法和ＭＴＴ法
表征ＡＤＳＣｓ在孔板 （ＴＣＰ）上增殖行为的对比

Ｆｉｇ８　ＣｏｍｐａｒｉｎｇＡｌａｍａｒＢｌｕｅａｓｓａｙａｎｄＭＴＴａｓｓａｙｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓｏｎｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｐｌａｔｅｓ（ＴＣＰ）

４　结　论
本研究构建了３Ｄ取向纳米支架模型，探索了

该模型对 ＡＤＳＣｓ黏附和增殖的影响。实验证明了
细胞可沿着纤维丝取向方向生长。与２Ｄ纤维膜相
比，３Ｄ模型支架包括 ３Ｄ取向支架，均具有更优
的促细胞增殖能力。而间充质干细胞在取向基底上

具有更优的成骨分化能力。因此，本研究的发现为

骨组织工程支架的设计提供了新思路，即制备具有

取向纳米结构如纳米纤维的三维支架材料，在修复

骨缺损领域更具潜力。
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