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聚吡咯 ／ 聚乳酸生物材料联合骨髓基质细胞移植
治疗脊髓损伤的基础研究
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　 　 【摘要】 　 目的 　 研究聚吡咯（ ｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅ，ＰＰｙ） ／聚乳酸（ ＰＬＡ） ／骨髓基质细胞（ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）复合治疗脊髓损伤的可行性，并探讨其可能机制。 方法　 制备聚吡咯 ／聚乳酸支架材料。 从大鼠骨髓中分

离、培养 ＢＭＳＣｓ；制作大鼠脊髓全横断模型，在 Ｔ８ 水平脊髓头尾端完全横断脊髓，用虹膜剪刀去除长度约 ２􀆰 ５ ｍｍ
的脊髓组织。 根据植入材料的不同将实验分为 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 组、ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 组及损伤组，损伤组无材料及细胞植

入。 术后 ６ 周处死大鼠，观察不同移植组体内轴突和血管生长情况。 结果　 免疫荧光、电镜及 ｑＰＣＲ 结果证实复合

移植可以显著促进轴突和血管生长，同时也提供了神经保护作用。 结论　 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 可以促进大鼠脊髓损

伤修复，其机制可能包括材料支架作用和 ＢＭＳＣｓ 在体内促进血管生成，改善局部的微环境，因此促进新轴突生长而

保护局部的神经元。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｕｓｉｎｇ ｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅ ／ ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ） （ＰＰｙ ／ ＰＬＡ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ．
ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｔｒａｎｓｅｃｔｅｄ，
ａｆｔｅｒ ｗｈｉｃｈ ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｏｒ ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ． Ｓｉｘ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ， ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ， ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ａｘｏｎｓ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ， ｍａｔｅｒｉａｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｓｓａｙｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰｙ ／
ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ａｘｏｎａｌ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｇｒｏｗｔｈ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＰｙ ／
ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｃａｎ ｒｅｐａｉｒ ｉｎｊｕｒｅｄ ｎｅｒｖｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ， ｗｅ ｃｏｎｃｌｕｄｅ ｔｈａｔ



ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ａｎｄ ＢＭＳＣｓ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｘｏｎａｌ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ．
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ； ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ； ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ； ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

　 　 脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）可能会导致

损伤节段以下机体感觉和运动功能丧失，目前尚没

有有效的治疗措施。 脊髓损伤的治疗方法包括手

术、药物和康复等，可以对神经功能的缺失有一定

的改善作用，然而这些治疗手段并不能从根本上解

决脊髓损伤的问题，近年来神经再生研究发展迅

速，为 ＳＣＩ 带来了新的希望。 随着组织工程学技术

的发展，采用复合生物材料移植治疗 ＳＣＩ 也得到了

很多关注。 聚吡咯（ｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅ，ＰＰｙ）作为导电生物

材料由于其具有较好组织相容性被用于制作生物

支架。 而骨髓基质细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ） 在修复中枢神经系统中有着重要的作

用［１］，最近的研究发现电刺激可以促进细胞增殖分

化从而促进组织再生［２ － ３］。 本研究尝试利用骨髓基

质细胞作为种子细胞，聚吡咯 ／聚乳酸（Ｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅ ／
Ｐｏｌｙ Ｌａｃｔｉｃ Ａｃｉｄ，ＰＰｙ ／ ＰＬＡ）材料作为支架，研究干细

胞联合导电材料支架在 ＳＣＩ 中的修复作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ２７ 只，雌性，体重 ２００ ～ ２２０ ｇ，
１０ 周龄。 购于北京维通利华实验动物技术有限公

司［ＳＣＸＫ（京）２０１２⁃０００１］。 实验在北京市神经外

科研究所动物实验设施内进行［ ＳＹＸＫ（京） ２０１３⁃
０００９］。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

１０％胎牛血清、０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶（含 ＥＤＴＡ）、
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２、ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；Ｎ，Ｎ⁃二甲基

甲酰胺（ＤＭＦ，北京化工厂）；聚吡咯纳米颗粒粉末

（国药集团）；二氯甲烷（ＤＣＭ，北京化工厂）；聚乳

酸（山东省医疗器械研究所）；ＮＦ 抗体（Ａｂｃａｍ）；
ＰＢＳ 缓冲液 （ ＧＩＢＣＯ）；ＮｅｕＮ 抗体 （ Ａｂｃａｍ）；荧光

标记二抗 ＴＲＩＴＣ（ Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）；ＲＴ 试

剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＲＮＡ 提取试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）；荧光

定量 ＰＣＲ 仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ ７５００ Ｆａｓｔ）；微量紫

外分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ Ｃ）；手术显微镜（上
海精密仪器厂， ＳＸＰ⁃１Ｃ）；倒置相差荧光显微镜

（ＺＥＩＳＳ，Ａｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ａ１）；超声波细胞破碎仪超声

（宁波新芝生物科技股份有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

选取 ２００ ｇ 成年大鼠，摘除双侧股骨。 经过抗

凝处理的大鼠骨髓 ５ ｍＬ，将用密度梯度离心法分离

骨髓基质细胞，室温 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，弃上

清，沉淀物用 ＰＢＳ 洗涤再离心 ２ 次后，将细胞重悬

（密度为 ４ × １０７ ／ ｍＬ）于 ＤＭＥＭ ＋１０％胎牛血清的完

全培养基中，置培养箱培养（３７℃、５％ ＣＯ２）；每 ３ ～
４ ｄ 进行换液；细胞生长至 ８０％融合，用 ０􀆰 ２５％胰蛋

白酶（含 ＥＤＴＡ）消化，继续传代培养。
１􀆰 ３􀆰 ２　 聚吡咯 ／聚乳酸材料的制备

将聚吡咯纳米颗粒粉末分散于 Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲

酰胺中得到质量体积浓度为 ５􀆰 ６％ 的聚吡咯悬浮

液。 使用超声波细胞破碎仪超声至聚吡咯颗粒均

匀分散，然后搅拌过夜。 聚乳酸以质量体积浓度

为 １８􀆰 ７５％的浓度溶于二氯甲烷。 将聚吡咯悬浮

液滴加到聚乳酸溶液中，直至 ＤＭＦ∶ ＤＣＭ ＝ １ ∶ ２。
继续搅拌 ２４ ｈ 得到混合均匀的聚吡咯 ／聚乳酸静

电纺丝前驱液。 向聚乳酸溶液中加入 ＤＭＦ 溶液直

至 ＤＭＦ∶ ＤＣＭ ＝ １ ∶ ２，则可以得到聚乳酸静电纺丝

前驱液。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物分组

ＳＤ 大鼠 ２７ 只，随机分为 ３ 组，每组 ９ 只，分别

为单纯损伤组 （对照组）、 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 移植组、 ＰＰｙ ／
ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 移植组。
１􀆰 ３􀆰 ４　 制作脊髓全横断模型

大鼠腹腔注射水合氯醛（０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ）麻醉

后，常规无菌操作，暴露 Ｔ７ ～ ９ 节段脊髓，在 Ｔ８ 水平

脊髓头尾端完全横断脊髓，用虹膜剪刀去除长度约

２􀆰 ５ ｍｍ 脊髓组织，确保损伤脊髓头尾端完全离断。
将 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 复合导电材料和培养的 ＢＭＳＣｓ 移植到

脊髓损伤区域后，进行逐层缝合；对于单纯 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ
组大鼠不移植 ＢＭＳＣｓ；对单纯损伤组大鼠不移植

ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 复合导电材料和 ＢＭＳＣｓ，其后依次逐层

缝合。
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫荧光染色

脊髓全横断 ６ 周后，采用心脏灌注固定（固定

液：４％中性多聚甲醛），以损伤中心为中点，取出长

度约 ２ ｃｍ 的脊髓组织，４％中性多聚甲醛固定 ２ ｈ，
其后冰冻切片（片厚 １５ μｍ），进行免疫荧光染色。
所使用的一抗分别为：ＮＦ（１∶ ２００）、ＮｅｕＮ（１∶ ２００）。
具体的染色方法：０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 浸泡 ２０ ｍｉｎ；
ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 室温 ３０ ｍｉｎ，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 洗 ３ 次，每
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次 ５ ｍｉｎ；滴加正常羊血清封闭液封闭非特异性反

应，３７℃ ３０ ｍｉｎ 后弃去封闭液，直接加一抗（ＮＦ、
ＮｅｕＮ）４０℃过夜；取加一抗的脊髓标本，放置室温

１０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗 ３ 次后免疫荧光染色加 １∶ １００ ＴＲＩＴＣ
荧光标记二抗，室温避光 ５ ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ，用荧光封片剂封片，荧光显微镜下观察。
１􀆰 ３􀆰 ６　 损伤部位形态学评价

大鼠存活 ６ 周后处死，分别采用共聚焦显微镜

和电镜，观察 ３ 组大鼠，明确脊髓损伤局部新生轴突

是否存在，记录形态是否存在差别。

注：Ａ：对照组（全横断）；Ｂ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 纳米纤维支架组；Ｃ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 纳米纤维支联合 ＢＭＳＣｓ 组。

图 １　 各组损伤后 ６ 周 ＮＦ 免疫荧光染色阳性表达

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ） ． Ｂ： ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｇｒｏｕｐ． Ｃ： ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 １　 ＮＦ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

１􀆰 ３􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）
检测脊髓中的血管内皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ，ＶＥＧＦＡ）、Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐ３
转录情况，抽提各组细胞总 ＲＮＡ，微量紫外分光光

度计测定 ＲＮＡ，确定 Ａ２６０ 与 Ａ２８０ 比值在 １􀆰 ８ ～
２􀆰 ０。 ｑＰＣＲ 逆转录法合成 ｃＤＮＡ，应用 ＲＴ 试剂盒根

据 ｐｒｉｍｅｒｂａｎｋ 进行引物合成，设计 ＶＥＧＦＡ、Ｃａｓｐ３ 及

内参基因 ＧＡＰＤＨ 引物。 ＶＥＧＦＡ 上游引物： ５ ’⁃
ＣＣＡＧＧＣＴＧＣＡＣＣＣＡＣＧＡＣＡＧ⁃３ ’， 下 游 引 物： ５ ’⁃
ＴＣＡＴＴＧＣＡＧＣＡＧＣＣＣＧＣＡＣ⁃３’，扩增长度 １９２ ｂｐ；
Ｃａｓｐ３ 上游引物： ５ ’⁃ＡＣＴＧＧＡＡＡＧＣＣＧＡＡＡＣＴＣＴＴ
ＣＡＴＣＡ⁃３’， 下游引物： ５ ’⁃ＧＧＡＡＧＴＣＧＧＣＣＴＣＣＡＣ
ＴＧＧＴＡＴＣ⁃３’，扩增长度 １２７ ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 上游引物：
５’⁃ＴＧＧＡＧＴＣＴＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴ⁃３ ’， 下游引物： ５ ’⁃
ＴＧＴＣＡＴＡＴＴＴＣＴＣＧＴＧＧＴＴＣＡ⁃３’，扩增长度 １３８ ｂｐ。
１􀆰 ４　 统计学方法

运用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 进行统计分析，实验数据用平

均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，统计方法采用 ｔ 检验，以

Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 免疫荧光与定量 ＰＣＲ 评价局部形态

在脊髓损伤区域 ６ 周后，可见 ＮＦ 阳性表达的

细胞（图 １）。 大鼠移植 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 组（５２１􀆰 ４
＋ ５８􀆰 ９７）显示 ＮＦ 阳性明显多于 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ（４７５􀆰 ６ ＋
３５􀆰 ０１）与对照组（４０４􀆰 ９ ＋ ３１􀆰 １２）。 在损伤区域，可
见 ＮｅｕＮ 阳性的细胞（图 ２Ａ ～ Ｃ）。 大鼠移植 ＰＰｙ ／
ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 组（３５􀆰 ８１ ＋ ６􀆰 ０１）显示 ＮｅｕＮ 阳性明显

多于 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ（３０􀆰 １１ ＋ ４􀆰 ６１） 与对照组（１９􀆰 ４２ ＋
３􀆰 ８）（图 ３）。
２􀆰 ２　 ＶＥＧＦＡ、Ｃａｓｐ３ 基因表达

脊髓损伤区域内， ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 组和 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／
ＢＭＳＣｓ 组中的转录 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 量和转录 Ｃａｓｐ３
ｍＲＮＡ 量在术后 ６ 周明显高于对照组。 （图 ４）
２􀆰 ３　 电镜评价损伤局部形态

采用半薄切片投射电镜，观察术后 ６ 周损伤区

域的脊髓组织，单纯脊髓损伤组可见大量的成纤维

细胞（白色箭头），有较多胶原成分分布于成纤维细

胞之间，可见较多胶原瘢痕，胶原瘢痕组织为成纤

维细胞与胶原共同形成，新生髓鞘少见 （黑色箭

头），生长欠佳。 在 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 与 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 移
植组，移植区域可见到新生有髓神经纤维（图 ５）。
损伤后 ６ 周， ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 移植 组 （ １２􀆰 ９６ ＋
１􀆰 ７４）的轴突数量大于 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ（８􀆰 １９ ＋ １􀆰 ６２）与对

照组 （４􀆰 ５９ ＋ １􀆰 １９），差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
（见图 ６）
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注：Ａ：对照组（全横断）；Ｂ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 纳米纤维支架组；Ｃ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 纳米纤维支联合 ＢＭＳＣｓ 组。

图 ２　 各组损伤后 ６ 周 ＮｅｕＮ 免疫荧光染色阳性表达

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ） ． Ｂ： ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｇｒｏｕｐ． Ｃ： ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ２　 ＮｅｕＮ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 下同。

图 ３　 损伤后 ６ 周各组的 ＮＦ 与 ＮｅｕＮ 免疫荧光表达定量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ３　 Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 各组术后 ＶＥＧＦＡ，Ｃａｓｐ３ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ ａｎｄ Ｃａｓｐ３ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

有研究表明，脊髓损伤后给与电刺激能促进损

伤部位的神经修复，而导电高分子材料可以为这种

神经修复方式提供电传导的介质，而且可以在电刺

激的同时结合其他诱导因素促进神经修复［４］。 目

前应用于组织工程的很多聚合物不具备或具有较

低的传导电信号的能力，因而其对神经功能的恢复

能力有限。 具有导电性的材料能提高材料与种子

细胞以及神经组织的相容性，增强材料对种子细胞

以及神经组织的支持作用。 ＰＰｙ 具有良好的细胞相

容性和电传导性能，但是单纯的 ＰＰｙ 易碎且不能降

５３中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



注：Ａ：对照组（全横断）；Ｂ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 纳米纤维支架组；Ｃ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 纳米纤维支联合 ＢＭＳＣｓ 组；轴突（黑色箭头）；成纤

维细胞（白色箭头）。

图 ５　 ＴＥＭ 新轴突生长在各组损伤后 ６ 周

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ）； Ｂ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｇｒｏｕｐ； Ｃ：ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐ． Ａｘｏｎ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）． Ｆｉｂｅｒ ｃｅｌｌｓ （ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ）．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ５　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｎｅｗ ａｘｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

图 ６　 损伤后 ６ 周各组的轴突定量

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ６　 Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｘｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ６ ｗｅｅｋｓ
ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

解，而 ＰＬＡ 是可降解性聚合物。 作为细胞移植的载

体已被体外实验证实，ＰＣ１２ 细胞、施万细胞和嗅鞘

细胞均可在 ＰＰｙ 表面良好地存活和生长［５ － ８］。 因此

本研究合成 ＰＰｙ 与 ＰＬＡ 支架材料。 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 复合

支架促进神经再生，且由于其本身可生物降解的特

性，无需有创干预取出移植物。 本研究团体近期的

研究也证实施万细胞和人脐带间充质干细胞在

ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 支架上能够很好地生长和存活［２ － ３］。 这些

研究与前期关于 ＰＰｙ 材料良好组织相容性的研究相

一致［９ － １０］。 ＢＭＳＣｓ 具有多向分化、自我更新和分泌

营养因子的潜能。 许多研究已证明，ＢＭＳＣｓ 治疗中

枢神经系统损伤具有巨大潜力，能通过促进自我修

复和新血管生成等多种途径来修复中枢神经系统

损伤。 因此，本实验联合使用 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 支架材料与

ＢＭＳＣｓ 治疗大鼠脊髓损伤并探讨其治疗的可能

机制。

脊髓损伤导致感觉和运动功能丧失。 这由于

损伤导致的原发性神经元的损害，以及损伤后的复

杂病理生理改变影响了局部微环境产生了继发性

损害，从而阻碍轴突再生和延伸。 脊髓损伤后自发

的轴突再生能力有限。 国内外诸多研究表明，引导

再生的轴突穿过损伤间隙与远端是治疗脊髓损伤

的主要策略［１１ － １２］。 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 可降解生物材料促进

周围神经再生的研究前期已有相关报道，Ｘｕ 等［４］使

用 ＰＰｙ ／ ＰＤＬＬＡ 修复大鼠坐骨神经，为以后的神经工

程研究带来希望。 然而该材料在中枢神经系统中

的研究尚鲜有报道。 本研究免疫荧光检测结果显

示损伤大鼠在接受 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 及 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 移

植后较对照组显示出更多的 ＮＦ 阳性信号。 而电镜

结果显示 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 及 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 移植后较对

照组轴突数量更多。 ｑＰＣＲ 结果显示 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／
ＢＭＳＣｓ 组较 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 及对照组的 Ｎｅｆｈ 和 Ｔｕｂｕｌｉｎ
表达增加。 这些数据表明组织工程支架本身能够

促进再生，而结合 ＢＭＳＣｓ 移植治疗也能够支持和优

化损伤部位的再生。
损伤局部的改变，例如水肿、炎症反应、细胞死

亡、脊髓脱髓鞘、血管破坏等，会影响功能恢复。 如

何改善这些变化对于功能恢复有巨大支持作用。
血管再生是神经再生的重要因素。 前期研究揭示

血管再生可能与神经突再生、轴突再生和神经保护

相关［１２ － １５］。 而 Ｍｉｈａｒｄｈａ 等［１６］报道了 ＰＰｙ 材料的血

管生成作用。 本研究 ｑＰＣＲ 检测显示 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 和

ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣ 治疗组较对照组具有更高的 ＶＥＧＦ
表达。 此外，免疫荧光检测显示 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 和 ＰＰｙ ／
ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣ 组 ＮｅｕＮ 阳性表达较对照组多。 ｑＰＣＲ
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检测显示 Ｃａｓｐ３ 在 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ 和 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣ 组

低表达。 这些数据显示血管生成和神经保护在促

进神经生长中发挥重要作用。
综上所述，应用 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／ ＢＭＳＣｓ 在治疗中枢

神经系统损伤方面具有很大的潜能，有望成为神经

修复新的治疗策略。 其机制可能是 ＰＰｙ ／ ＰＬＡ ／
ＢＭＳＣｓ 促进血管生成改善微环境并同时给予局部

损伤区域神经保护。
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