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44$摘要%4目的4探索聚己内酯@明胶纳米纤维复合膜在构建组织工程化视网膜色素上皮'56%(中的应
用前景&4方法4采用自发分化法将人胚胎干细胞'%UM(诱导为视网膜色素上皮'%UMD56%(细胞#并通过流
式细胞术检测 %UMD56%细胞特定细胞标志物的表达情况)采用静电纺丝法制备聚己内酯'6MT(纳米纤维膜
和 6MT@明胶纳米纤维复合膜#扫描电子显微镜下观察 ! 种纳米纤维膜的表面形貌#并测定 ! 种支架的接触
角)利用细胞计数试剂盒D;'MMWD;(法检测 ! 种纳米纤维膜浸提液对 %UMD56%细胞活力的影响)将 %UMD56%
细胞培养在 6MT@明胶纳米纤维复合膜上#通过免疫荧光法检测组织工程化 56%特异性标志物的表达&4
结果4%UMD56%细胞不表达多能性标志物 >MS.#阳性表达 56%特异性标志物小眼畸形相关转录因子
'Y?S9(*56%0- 和 ZEBFI3N,(C& 6MT纳米纤维膜和 6MT@明胶纳米纤维复合膜均呈纤维多孔状#! 种支架的接
触角分别为'$7e!l<e"({和'"<e0l!e.({#! 种支架的浸提液对 %UMD56%细胞的生长均无显著影响& 培养在
6MT@明胶纳米纤维复合膜上的 %UMD56%细胞阳性表达特异性标志物 Y?S9和 g>D"&4结论46MT@明胶纳米
纤维复合膜具有良好的亲水性和生物相容性#并且可支持 %UMD56%细胞的生长#有望应用于组织工程化 56%
的构建&4
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44视网膜色素上皮'IEF(C')N(H&ECFEN(F,E)(*&#56%(

功能障碍将导致年龄相关性黄斑变性 ''HEDIE)'FEG
&'2*)'IGEHECEI'F(3C#:Y=(等视网膜变性疾病#这类
疾病目前尚缺乏有效治疗措施& 组织工程化 56%移
植有望缓解视网膜变性的进展#为视网膜变性疾病的
治疗带来了希望

+ "a!, & 组织工程化 56%移植是指将
56%细胞体外培养在生物材料上#形成有极性*有功
能的单层 56%细胞片#再将生物材料与 56%细胞片
的复 合 体 移 植 到 视 网 膜 下 腔

+ <, & 胚 胎 干 细 胞
'E&LIO3C(2BFE&2E))#%UM(可诱导为与体内结构*功能
相似的 56%细胞#为组织工程化 56%移植提供了稳
定的种子细胞来源

+ ., & 但如何选择恰当的生物材料
成为研究的热点& 目前#最新的临床试验中采用了聚
酯膜和 6'I')ECE薄膜用于构建组织工程化 56%#但这
! 种高分子材料均不可降解#在人体内存在安全隐
患

+ "a!, & 聚己内酯' N3)O2'NI3)'2F3CE#6MT(是美国食品
药品管理局批准可用于人体的可降解材料#但其亲水
性较差#不利于细胞生长& 明胶是一种天然*可降解的
高分子材料#具有良好的生物相容性和极佳的亲水性#

常用作包被剂#以促进细胞贴壁和生长等& 因此#本研
究中通过静电纺丝技术制备了 6MT@明胶纳米纤维复
合膜#以 %UM来源的 56%细胞'%UMD56%细胞(为种
子细胞#探索 6MT@明胶纳米纤维膜用于构建组织工程
化 56%的应用前景&

;8材料与方法

;1;4材料
;1;1;4%UMD56%细胞4人胚胎干细胞系 R"'中国科
学院生物化学与细胞生物学研究所(通过自发分化法
诱导为 56%细胞 + -, &
;1;1?4主要试剂及仪器4细胞培养基 '美国 UFE&
ME))公司 ()破膜液 ' --.7".#美国 Z=Z(3B2(EC2EB公
司()>MS.' -0#!"7#美国 Z=Z(3B2(EC2EB公司()小眼
畸 形 相 关 转 录 因 子 ' &(2I3N,F,')&('D'BB32('FEG
FI'CB2I(NF(3C K'2F3I# Y?S9( ' Y:-".".0 (* 56%0-
'Y:""0-7; ( '美国 S,EI&3公司 () ZEBFI3N,(C 抗体
'VZ<##D"0.#美国 V3J*BZ(3)3H(2')B公司()g>D" 抗体
' "<00<#美国 MUS公司 () 9?SM标记的 ?Ĥ '英国
:L2'&公司()6MT'相对分子质量为 ;# ###(*明胶'美

国 U(H&'公司()细胞计数试剂盒D;'2E))23*CF(CHP(FD
;#MMWD;(工作液 '日本同仁公司()基质胶 '美国 Z=
Z(3B2(EC2EB公司()质量分数 .f多聚甲醛*体积分数
#e!-f SI(F3C D̀"##*质量分数 -f山羊血清*荧光二
抗*=:6?'上海碧云天生物技术有限公司(& 双束激光
扫描电子显微镜'MI3BBLE'&<.##德国 gE(BB公司()流
式细胞仪'M')(L*I#美国 Z=Z(3B2(EC2EB公司()接触角
仪'WI*BB=U:"###德国 W5}UU 公司()]'I(3BP'C 9)'B,

多功能酶标仪'美国 S,EI&3公司(&
;1?4方法
;1?1;4%UMD56%细胞的培养4将 %UM细胞贴壁培
养#" 周后 %UM形成超级融合& 去除培养基中的碱性
纤维母细胞生长因子后继续培养 !# G#可形成色素灶#

待色素灶直径达 " &&时在光学显微镜下用灭菌注射器
针头挑出色素灶#接种于新细胞培养板'已包被基质
胶(& 常规传代培养#即可获得 %UMD56%细胞&
;1?1?4%UMD56%细胞的鉴定4收集第 ! 代 %UMD56%

细胞悬液#加入细胞固定和破膜液#6ZU 漂洗#加入荧光
标记 的 抗 >MS.* Y?S9* 56%0- 和 ZEBFI3N,(C 抗 体
'"h"##(#孵育 <#&(C 后6ZU 漂洗#再加入9?SM标记的二
抗#<7 o孵育 <# &(C#6ZU 漂洗 < 遍#流式细胞仪检测&
;1?1@46MT@明胶纳米纤维膜和 6MT纳米纤维膜的制
备4将 6MT和明胶溶解在 氯̀仿 h̀ 甲醇

q< h"溶液中#使
6MT和明胶质量分数分别为 ;-f和 "-f)充分溶解混
匀后#将上述电纺液注入 !# &)注射器中#以 !# ^钝头
不锈钢针为喷丝口#嵌入微量注射泵#设置电纺液流速
为 ! &)@,#电压为 !; P]#喷丝口与收集板距离为
!# 2&#制备 6MT@明胶纳米纤维膜& 以不含明胶的纯
6MT溶液为对照#以制备纯 6MT纳米纤维膜&
;1?1A4激光扫描电子显微镜观察支架表面形貌4取
干燥好的 6MT@明胶纳米纤维膜和 6MT纳米纤维膜裁
剪为 " 2&p" 2&大小#表面喷金处理后在双束激光扫
描电子显微镜下观察材料的表面形貌&
;1?1G4支架的接触角测定4将 ! %)纯水滴在6MT@明
胶纳米纤维膜和 6MT纳米纤维膜上#用接触角仪测量
! 种生物膜的接触角&
;1?1H4支架生物相容性评价4将 6MT@明胶纳米纤维
膜和 6MT纳米纤维膜采用环氧乙烷灭菌后#浸泡在
%UMD56%细胞培养基中 .; ,#并收集该培养基作为
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! 种支架材料的浸提液& 取 "p"#.
个 %UMD56%细胞

常规接种于 $0 孔板中#6MT@明胶纳米纤维膜组加入
6MT@明胶纳米纤维膜浸提液#6MT纳米纤维膜组加入
6MT纳米纤维膜浸提液#对照组使用正常 %UMD56%细
胞培养基& 常规培养 ! G 后#去上清#加入 MMWD; 工作
液孵育 " ,#采用酶标仪测定 .-# C&处吸光度'7(值&
;1?1I4%UMD56%细胞在 6MT@明胶纳米纤维膜的培
养及鉴定4将 6MT@明胶纳米纤维膜采用环氧乙烷灭
菌后#基质胶包被 " ,#常规接种 %UMD56%细胞& 培养
后 . 周#使用 .f多聚甲醛常规固定细胞 "- &(C##e!-f
SI(F3C D̀"## 室温处理 "# &(C#-f山羊血清封闭 " ,#加
入抗 Y?S9和 g>D" 的一抗'" h!## 稀释(. o孵育过夜
后#加入相应的荧光标记的二抗'" h" ### 稀释(#=:6?

染核#封片#激光共焦扫描显微镜下观察并拍照&

?8结果

?1;4%UMD56%细胞的分化诱导
将 %UM诱导分化为 56%细胞后#发现 %UMD56%

细胞呈典型铺路石样形态& %UMD56%细胞不表达
%UM标志物 >MS.#高表达 56%细胞标志物 Y?S9*
56%0- 和 ZEBFI3N,(C '图 " (& %UMD56%细胞纯度 r
$<f#且不掺杂未分化的 %UM#说明已经获得高纯度
%UMD56%细胞&
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图 ;8流式细胞术检测 >MF+<=>细胞特定标志物的表达4:4%UMD
56%细胞多能性标志物 >MS. 的表达4Z4%UMD56%细胞 56%标志
物 Y?S9的表达4M4%UMD56%细胞标志物 56%0- 的表达4=4%UMD
56%细胞标志物 ZEBFI3N,(C 的表达4红色为同型对照组#绿色为实
验组4注4Y?S94小眼畸形相关转录因子)56%4视网膜色素上皮

?1?46MT@明胶纳米纤维膜和 6MT纳米纤维膜的表征
激光扫描电子显微镜下观察可见#! 种支架材料

均呈纤维多孔状#纤维无序排列#粗细不一#直径为
"##b" -## C&'图 !(& 6MT纳米纤维膜和 6MT@明胶
纳米 纤 维 膜 的 接 触 角 分 别 为 ' $7e! l<e" ({和
'"<e0l!e.({& 掺入明胶后#6MT@明胶纳米纤维膜的
亲水性显著改善&

A B3μm 3μm

图 ?8=Fmm明胶纳米纤维膜和 =Fm纳米纤维膜的表面形貌检测
'标尺q< %&(4! 种支架材料均呈纤维多孔状#纤维无序排列#粗细
不一4:4扫描电子显微镜检测 6MT@明胶纳米纤维膜的表面形貌4
Z4扫描电子显微镜检测 6MT纳米纤维膜的表面形貌
4

?1@46MT@明胶纳米纤维膜和 6MT纳米纤维膜的生物
相容性检测

将 ! 种生物膜的浸提液处理 %UMD56%细胞后#细
胞活力分别为'$7e-l!e"(f和'$0e<l<e!(f#与对照
组的 "##f比较#! 种生物膜的浸提液处理 %UMD56%
细胞后对 %UMD56%细胞的相对细胞活力无明显影响&
?1A4基于 6MT@明胶纳米纤维膜的组织工程化 %UMD
56%细胞特性

将 %UMD56%细胞培养在 6MT@明胶纳米纤维膜上
后#免疫荧光检测发现#组织工程化 %UMD56%表达
56%特异性标志物 Y?S9和 g>D"#56%细胞呈典型铺
路石样形态'图 <(&

B

A20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm

FITC DAPI 融合

图 @8免疫荧光检测培养在 =Fmm明胶纳米纤维膜上的 >MF+<=>细
胞'9?SM#标尺q!# %&(4:4%UMD56%细胞表达 56%特异性标志物
Y?S94Z4%UMD56%细胞表达 56%特异性标志物 g>D"4注4Y?S94
小眼畸形相关因子)=:6?4.1D0D二脒基D! 苯基吲哚
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@8讨论

本研究应用静电纺丝技术制备了可降解*具有良
好生物相容性和亲水性的 6MT@明胶纳米纤维膜#并以
%UMD56%细胞为种子细胞#构建了组织工程化 56%#
该研究有望应用于视网膜变性疾病的治疗&

%UM为 56%移植提供了稳定的种子细胞来源#有
利于标准化*产业化生成& 目前已有临床试验采用
%UMD56%细胞作为 56%移植的种子细胞 + 0a;, & 本研
究中利用人胚胎干细胞系 R"#经过自发分化法诱导分
化为 56%细胞#通过流式细胞术定量检测#证实了
%UMD56%细胞未掺杂未分化 %UM#%UMD56%细胞的纯
度r$<f#保证了构建组织工程化 %UMD56%的需求&

纳米纤维膜外观上接近体内 ZI*2, 膜#也可以模
拟天然细胞外基质的结构和功能#有利于细胞的贴壁
和生长

+ $, & 因此#本研究中以 6MT和明胶为原料#通
过静电纺丝技术制备了纳米纤维膜#激光扫描电子显
微镜下观察可见纳米纤维膜呈纤维多孔状#纤维直径
为 "##b" -## C&& 掺入明胶后#对纳米纤维膜的拓扑
结构无明显影响#但显著提高了其亲水性& 明胶是胶
原部分水解而得到的一类蛋白质#具有良好的生物相
容性和亲水性#是最早用于构建组织工程化 56%的生
物材料之一

+ "#, #但明胶力学性能较差#不利于手术操
作& 本研究中将 6MT和明胶共纺#! 种材料均可降解#
且具有良好生物相容性#6MT可提高明胶的力学性能#
明胶可改善 6MT的亲水性& 将 %UMD56%细胞培养在
6MT@明胶纳米纤维膜上后#形成了具有典型形态的组
织工程化 56%&

综上所述#本研究证实了 6MT@明胶纳米纤维复合
膜具有良好的亲水性和生物相容性#并且可支持 %UMD
56%细胞的生长#可用于组织工程化 56%的构建& 未
来将进一步通过体内实验证实基于 6MT@明胶纳米纤
维膜的组织工程化 56%移植治疗视网膜变性疾病的

安全性和有效性&
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