
Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜载人骨髓间充质干细胞的
生物相容性研究

马敏先１，叶　川２，张俊标１，刘　琴１，朱婷婷１，王　永１

（１．贵州医科大学附院 口腔修复科，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵州医科大学附院 骨科，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：探讨人骨髓间充质干细胞（ｈＢＭＳＣｓ）在同轴电纺３羟基丁酸４羟基丁酸共聚酯（Ｐ３ＨＢ４ＨＢ）
－明胶（ＧＥ）－聚乙烯醇（ＰＶＡ）纤维膜上的生物相容性。方法：将第 ５代 ｈＢＭＳＣｓ细胞接种在同轴电纺
Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜上作为实验组，单纯培养的ｈＢＭＳＣｓ细胞为对照组；采用ＭＴＳ比色法观察接种ｈＢＭ
ＳＣｓ细胞后１、２及４ｈ时两组细胞吸光度（ＯＤ）值，并测定接种ｈＢＭＳＣｓ细胞后的第１、３、５及７天时两组的细胞
增殖情况；采用吖啶橙（ＡＯ）荧光染色及扫描电镜（ＳＥＭ）观察细胞－材料复合物培养第５天时纤维膜的外观及
结构，同时观察ｈＢＭＳＣｓ细胞的生长情况。结果：随培养时间的增加，两组接种的 ｈＢＭＳＣｓ细胞 ＯＤ值呈上升趋
势，实验组培养４ｈ时ＯＤ值高于对照组 （Ｐ＜０．０５）；细胞增殖实验发现，２组ｈＢＭＳＣｓ细胞的ＯＤ值随培养时间
延长而升高，实验组ｈＢＭＳＣｓ细胞的ＯＤ值高于对照组 （Ｐ＜０．０５）；同轴电纺 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜外观
呈白色膜状、质地均匀，ＳＥＭ见纤维直径均匀一致，接种到纤维膜生长５ｄ的ｈＢＭＳＣｓ细胞形态舒展、细胞间相互
连接，ＡＯ染色可见完整的细胞膜，大量细胞黏附于纤维膜表面。结论：同轴电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜与
ｈＢＭＳＣｓ有良好的生物相容性。
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　　组织工程主要包括种子细胞、支架及细胞－支
架构建技术，支架作为种子细胞增殖分化的场所，

是组织工程研究成败的关键，因此，寻找一种良好

的支架是组织工程研究的目标之一［１］。研究表

明，仅使用一种材料作为支架时，一般不能获得所

需支架的性能，如何利用不同材料制备支架，并在

使用时发挥各自材料的优点，现已成为该领域的研

究热点。同轴电纺技术所制备的纤维膜不仅具有

普通静电纺丝技术形成的纳微米纤维，其结构与尺

寸也更加接近细胞外基质的环境，同时还能复合多

种材料并保持每种材料的性能［２－４］。聚（３羟基丁
酸酯ｃｏ４羟基丁酸酯）［ｐｏｌｙ（３ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ
ｃｏ４Ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ），Ｐ３ＨＢ４ＨＢ］是聚羟基脂肪
酸酯家族中的一种高分子生物可降解材料，具有良

好的机械性能和生物相容性，但存在亲水性差及细

胞亲和力低的缺点；明胶（ｇｅｌａｔｉｎ，ＧＥ）能够维持胶
原的基本结构，作为支架组分时可以促进支架上细

胞的黏附、生长和增殖，具有良好的亲水性和细胞

亲和力，但成丝性较差［５］。聚乙烯醇（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌ
ｃｏｈｏｌ，ＰＶＡ）具有良好的生物相容性和成丝性［６］，

不同配比的ＰＶＡ／ＧＥ纤维膜已应用于药物缓释和
骨组织工程领域［７］。Ｓｕｎ［８］等通过同轴电纺技术
将不同性质的材料联合使用，发挥不同材料的优

势，弥补单一材料的缺点。因此，推测通过同轴电

纺技术制备 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜，可能复
合ＧＥ、ＰＶＡ以增加纤维膜的细胞亲和力，使纤维
膜同时具有 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ优良的力学性能、ＧＥ良好
的生物相容性及ＰＶＡ良好的成丝性的特点。本研
究采用同轴电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）负载人骨髓
间充质干细胞（ｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＢＭＳＣｓ），观察ｈＢＭＳＣｓ的体外生物相容
性，为组织工程的临床转化和应用提供实验数据。

１　材料与方法

１．１　材料、主要试剂与仪器
Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（Ｍｗ＝２８００００Ｄａ）及 ＰＶＡ（Ｍｗ＝

１８６０００Ｄａ）由清华大学高分子所提供，ＧＥ来源于
猪皮（Ｓｉｇｍａ，美国）。Ｔｈｅｒｍｏ３１３１型 ＣＯ２培养箱
（Ｔｈｅｒｍｏ，中国），ＮｉｋｏｎＴＥ２０００型倒置相差显微镜
（Ｎｉｋｏｎ，日本），ＬＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国），胎
牛血清（杭州四季青，中国），ＭＴＳ试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ，
美国）。

１．２　方法
１．２．１　ｈＢＭＳＣｓ的分离与培养　取骨折患者骨髓
（所有供者对实验均知情同意）放入含肝素的离心

管，按照１∶１（Ｖ∶Ｖ）加入 ＬＤＭＥＭ混匀，１０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ（ｒ为１３５ｃｍ），去除上清液，用 Ｌ
ＤＭＥＭ培养液（１０％胎牛血清、青霉素１０００００Ｕ／
Ｌ、链霉素１００ｍｇ／Ｌ）重悬，加入７５ｃｍ２培养瓶内，
在３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，每３ｄ更
换１次培养基。当细胞生长达９０％融合时，加入
００５％胰蛋白酶、０５３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ混合液传代
培养。

１．２．２　纤维膜的制备　称取ＧＥ０６ｇ，ＰＶＡ０２ｇ
同时溶解于１０ｍＬ去离子水中，加热搅拌至完全溶
解，制备成为ＧＥＰＶＡ混合溶液，以二氯甲烷为溶
剂制备成６％ Ｐ３ＨＢ４ＨＢ溶液，将两种溶液放置于
５ｍＬ注射器，以 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ为芯溶液，ＧＥ／ＰＶＡ为
壳溶液，置于电纺机中，使用锡箔纸滚轴为接收器，

设置正电压约１５～１７ｋＶ，负电压１～２ｋＶ，电纺温
度３７℃，推注速度０５ｍｍ／ｍｉｎ，接受距离约１５ｃｍ
（从同轴喷头到接收器），将制备的纤维膜裁剪为

实验所需大小后，双面分别紫外照射４ｈ除菌。
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１２３　细胞黏附率　将纤维膜裁剪为６孔板底部
大小，将第５代 ｈＢＭＳＣｓ细胞按１×１０６个／孔接种
至六孔板中的纤维膜，作为实验组，置于细胞培养

箱中培养；另将等数目的ｈＢＭＳＣｓ细胞直接接种于
另一６孔板作为对照组。于接种后１、２及４ｈ时，
每组分别吸出 ３个孔未贴壁的细胞，ＰＢＳ漂洗 ３
次，加入１ｍＬ培养基后，每孔加入ＭＴＳ２００μＬ，置
细胞培养箱中继续孵育 ２ｈ，使用酶标仪在波长
４９０ｎｍ处检测各孔吸光度（ＯＤ）值。
１２４　细胞增殖实验　将同轴电纺 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ
（ＧＥＰＶＡ）纤维膜裁剪为２４孔板底部大小，置于
２４孔板内，将第５代ｈＢＭＳＣｓ细胞按１×１０４个／孔
接种在纤维膜，作为实验组，置于２４孔板培养；将
等数目的ｈＢＭＳＣｓ细胞直接接种于２４孔板作为对
照组。于接种后的第１、３、５及７天时，两组分别取
４孔中的ｈＢＭＳＣｓ细胞加入 ＭＴＳ２００μＬ继续孵育
２ｈ，使用酶标仪在波长４９０ｎｍ处检测各孔ＯＤ值。
１２５　细胞－材料复合物的电镜（ＳＥＭ）扫描将接
种ｈＢＭＳＣｓ细胞的纤维膜复合体培养至第５天时，
ＰＢＳ漂洗２次，用４％戊二醛４℃固定３ｈ，梯度酒
精脱水，干燥，喷金，使用ＳＥＭ观察。
１２６　吖啶橙（ＡＯ）荧光染色观察　取出细胞 －
材料复合物体外培养５ｄ的样品，ＰＢＳ漂洗２次，
用９５％乙醇固定３０ｍｉｎ，滤纸吸干，１％醋酸作用
３０ｓ，ＰＢＳ清洗 １ｍｉｎ，加入 ００１％ ＡＯ染液染色
５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 １ｍｉｎ，用 ０１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２分色
３０ｓ，ＰＢＳ清洗３次，荧光显微镜下观察（使用激发
波长４０５ｎｍ的滤光片）。
１３　统计学分析

实验数据用ＳＰＳＳ２００统计学软件处理，以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用两独立样本ｔ检验比
较细胞黏附率和细胞增殖率，Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果

２１　细胞黏附率
接种 ｈＢＭＳＣｓ细胞后，随培养时间的增加，两

组ｈＢＭＳＣｓ细胞的ＯＤ值呈上升趋势。第１和第２
小时实验组与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ
＞００５），第４小时的实验组ＯＤ值高于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。
２２　细胞增殖

接种ｈＢＭＳＣｓ细胞后，２组ｈＢＭＳＣｓ细胞的ＯＤ

（１）与实验组比较，Ｐ＜００５

图１　接种后第１、２及４小时ｈＢＭＳＣｓ
细胞的ＯＤ值

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＯＤｖａｌｕｅｏｆｈＢＭＳＣｓｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒｓｅｅｄｅｄ１，２ａｎｄ４ｈ

值随培养时间延长而升高，增殖曲线为“Ｓ”型，第１
～３天的曲线较为平坦，第 ３～５天，曲线较为陡
峭，之后曲线逐渐平缓，说明细胞增殖速率减慢，实

验组ｈＢＭＳＣｓ细胞的ＯＤ值高于对照组，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），见图２。

图２　ｈＢＭＳＣｓ细胞接种至同轴电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ
（ＧＥＰＶＡ）纤维膜后的增殖情况

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｈＢＭＳＣｓ
ｓｅｅｄｅｄｔｏｃｏａｘｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎＰ３ＨＢ４ＨＢ

（ＧＥＰＶＡ）ｆｉｂｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｓ
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２３　同轴电纺 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜及其
上接种的ｈＢＭＳＣｓ细胞

如图３Ａ所示，大体观察见同轴电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ
（ＧＥＰＶＡ）纤维膜呈白色膜状，质地均匀，无明显凹
凸不平；ＳＥＭ下见纤维直径均匀一致，呈三维网状

相互连通的结构，见图３Ｂ。ｈＢＭＳＣｓ细胞接种至纤
维膜第５天时生长良好，形态舒展，细胞间相互连
接，见较多基质分泌（图３Ｃ）；ＡＯ染色可见染色为
绿色的健康细胞，具有完整的细胞膜，并可见大量

细胞黏附于纤维膜表面（图３Ｄ）。

注：Ａ为大体观，Ｂ为（ＳＥＭ，×２０００），Ｃ为（ＳＥＭ，×１０００），Ｄ为（ＡＯ，×１００）

图３　同轴电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）纤维膜及其上接种的ｈＢＭＳＣｓ细胞
Ｆｉｇ．３　ｃｏａｘｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎＰ３ＨＢ４ＨＢ（ＧＥＰＶＡ）ｆｉｂｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｓａｎｄｈＢＭＳＣｓｃｅｌｌｓｓｅｅｄｅｄｏｎｉｔ

３　讨论

当前组织工程支架材料主要通过天然材料和

人工合成材料的各自优点进行互补，通过采用多种

材料联合使用，弥补单一材料的缺点，以提高支架

的综合性能。明胶作为胶原水解后的产物，保留了

胶原的氨基酸组成，具有良好的生物相容性、生物

降解性、促进细胞的生长等优点，已广泛应用于医

学领域［９］。然而，由于天然材料均存在体内降解

速度快、力学性能差的缺陷，使单纯使用明胶作为

组织工程支架受到了限制，而明胶水溶液也存在着

电纺成丝型差的问题。因此，本研究中在壳层溶液

中加入了生物相容性良好、成丝性能良好的聚乙烯

醇增强明胶溶液的可纺性能，使两种细胞黏附性较

好的材料作为直接与细胞接触的纤维壳层，以促进

细胞的种植与生长；将具有良好力学性能的

Ｐ３ＨＢ４ＨＢ作为纤维的芯，作为纤维膜的支撑部分。
细胞黏附率是评价细胞对生物材料表面活性

的主要指标之一［１０］，细胞在生物材料表面的黏附

率与细胞的接种浓度及附着的时间有关。本研究

表明随黏附时间的增加，细胞黏附率增加，与对照

组相比在第４小时实验组黏附率高于对照组（Ｐ＜
００５）。原因可能是细胞黏附初期，细胞未能展
开、爬行，仍然由于胰酶消化的作用而固缩成团，不

能稳定的黏附于纤维膜上［１０］。本研究所制备的同

轴电纺 Ｐ３ＨＢ４ＨＢ／（ＧＥＰＶＡ）纤维膜具有高孔隙
率，成三维立体结构，被胰酶消化后的细胞固缩成

团，在黏附早期容易进入纤维膜内部，增加黏附的

表面积，与文献报道一致［１１－１２］。

ＭＴＳ细胞增殖实验是检测材料生物相容性的
敏感指标，可以将材料与细胞共同培养研究材料的

生物相容性，此方法更直接和敏感。本研究的

ＭＴＳ结果显示在 ｈＢＭＳＣｓ细胞接种于纤维膜上第
１、３、５及７天时，实验组的 ｈＢＭＳＣｓ细胞增殖率高
于对照组，同时 ＳＥＭ观察及 ＡＯ染色结果也印证
了ｈＢＭＳＣｓ细胞在同轴电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ／（ＧＥＰＶＡ）
纤维膜上可以良好生长和增殖。原因可能为电纺

纤维具有仿生细胞外基质的物理结构，同时明胶具

有仿生细胞外基质的化学结构，可以促进细胞的黏

附及增殖作用，在实验中，明胶作为同轴电纺的壳

层，与细胞之间相互作用，利于发挥明胶良好的生

物相容性，促进细胞的生长。

综上，本研究通过将ｈＢＭＳＣｓ细胞接种于同轴
电纺Ｐ３ＨＢ４ＨＢ／（ＧＥＰＶＡ）纤维膜，并采用细胞黏
附实验、细胞增殖实验、ＡＯ染色、ＳＥＭ观察等方法
证实Ｐ３ＨＢ４ＨＢ／（ＧＥＰＶＡ）纤维膜可以促进 ｈＢＭ
ＳＣｓ的黏附、生长和增殖，与 ｈＢＭＳＣｓ具有较好的
生物相容性。
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３　讨论
研究发现，在肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７Ｈ、ＭＨＣＣ９７

Ｌ、ＨｅｐＧ２中Ｃａｌｐａｉｎ的家族成员 Ｃａｌｐａｉｎ２的表达
显著增多，提示 Ｃａｌｐａｉｎ２可能促进肝癌细胞的发
生、发展［８］。ＡＬＬＭ是 Ｃａｌｐａｉｎ的细胞渗透性抑制
剂，是一种蛋白酶的弱抑制剂，抑制活化的细胞诱

导细胞的程序性死亡，抑制Ｃａｌｐａｉｎ２的活性，从而
诱导肿瘤细胞的凋亡［９］。本研究结果显示，用

ＡＬＬＭ（１×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）处理 ＭＨＣＣ９７Ｈ７２ｈ后，
Ｃａｌｐａｉｎ２的表达减少。Ｃａｌｐａｓｔａｔｉｎ是蛋白类抑制
剂，是Ｃａｌｐａｉｎ内源性抑制剂，作为有效的Ｃａｌｐａｉｎ２
的抑制剂，特异性好，抑制剂活性高；用 Ｃａｌｐａｓｔａｔｉｎ
（２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）处理 ＭＨＣＣ９７Ｈ，Ｃａｌｐａｉｎ２的表
达减少，尤其是 ７２ｈ的 Ｃａｌｐａｉｎ２的表达减少显
著。ＣａｌｐａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩＶ是不可逆的细胞渗透性抑
制剂，是Ｃａｌｐａｉｎ２的强效的抑制剂［６］。本研究显

示，用 ＣａｌｐａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩＶ（１×１０－３ｍｏｌ／Ｌ）处理
ＭＨＣＣ９７Ｈ，尤其是处理７２ｈ后的 Ｃａｌｐａｉｎ２的表
达显著减少。ＣａｌｐａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＶＩ是可逆的细胞渗
透性抑制剂，是 Ｃａｌｐａｉｎ１和 Ｃａｌｐａｉｎ２的有效的抑
制剂。本研究显示，用 ＣａｌｐａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＶＩ（７５×
１０－６ｍｏｌ／Ｌ）处理 ＭＨＣＣ９７Ｈ７２ｈ，Ｃａｌｐａｉｎ２的表
达减少。上述Ｃａｌｐａｉｎ的４种不同种抑制剂在高浓
度处理肝癌 ＭＨＣＣ９７Ｈ细胞 ７２ｈ后都能够抑制
Ｃａｌｐａｉｎ２蛋白的表达。
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