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胶原-壳聚糖复合支架体外三维培养神经干细胞
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摘要:采用冷冻干燥法制备了胶原-壳聚糖复合支架并通过层粘连蛋白(LN)进行结构修饰,

测定其物理性能特征,建立了胎鼠海马神经干细胞(NSCs)的三维培养体系,同时考察了

NSCs与胶原-壳聚糖复合支架的生物相容性.孔径、孔隙率、吸水率、降解率等参数的比较表

明,体积比为7∶3的复合支架更适合于体外细胞培养的要求,并且NSCs在经LN修饰后支

架材料上的接种率得到明显提高;激光共聚焦显微镜及扫描电镜观察表明,NSCs能够在胶

原-壳聚糖复合支架内良好地生长、增殖及分化.这些结果为 NSCs的进一步临床移植应用,

以及治疗神经系统疾病的新药筛选和机理研究等奠定了坚实的实验基础.
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0 引 言

神经干细胞(neuralstemcells,NSCs)体外分

离培养的成功及神经生物学发育机制的深入研究,

为脑损伤后中枢神经系统功能重建、神经再生和神

经系统疾病的治疗提供了新的思路和途径,因此在

细胞移植、药物筛选、转基因治疗及组织工程等方

面有着巨大的应用价值[1~4].但是目前对于NSCs
的体外培养主要还是采用传统的二维培养方式:

一种是以神经球(neurosphere)在培养器皿中悬

浮(suspension)培养,另一种是在经过处理的培

养器皿的表面单层贴壁(monolayer)培养[5、6].细

胞由于脱离体内真实环境而影响生物学行为,因而

直接影响了NSCs的数量和活性.体内细胞都是在

三维空间中生长、繁殖、分化并发挥其特定的生物

学功能的.体外细胞培养的一个重要原则是要最大

程度地模拟体内细胞生长环境.不同于传统的二维

培养方式,三维培养(three-dimensionalculture)

是将细胞种植在一定的细胞外基质(extracellular

matrix,ECM)中,ECM 蛋白充当生长支架,为细

胞提供三维的结构支承,使细胞间形成适宜的空

间分布和细胞连接,而且为细胞提供特异性的生

长和分化信号,形成与体内组织相似的细胞生长

微环境,从而引导组织形成[7、8].
三维培养是组织工程中最典型的培养方式,

在细胞扩增、组织构建等方面具有重要作用.近几

年来,采用具有三维结构的支架材料进行 NSCs
的培养已取得了成功[9~11].2000年,O'connor等

将NSCs接种到Ⅰ型胶原凝胶中实现三维培养,

发现NSCs能够在胶原凝胶中增殖并分化为神经

元和胶质细胞[10];2004年,Ma等进一步研究证

明,在三维胶原凝胶中,NSCs可以分化为有功能

的神经环路,产生的神经元具有神经元极性、神经

递质、离子通道感受器及兴奋性的功能[11].目前

国内外对于NSCs三维培养的研究仍处于初级阶

段,且大多采用胶原作为支架材料,但是纯胶原延

展性较低,易干裂,抗水性差,遇水易溶胀降解,因

此需要通过一定的改性提高胶原的拉伸强度及抗

降解能力,从而改善胶原的力学性能与抗水性,以



更适合NSCs生长的微环境.壳聚糖作为一种天

然多糖衍生物,具有优良的生物亲合性,其分子链

上丰富的羟基和氨基,可发生多种化学反应[12].
壳聚糖与胶原结合能够形成大分子聚电解质复合

材料,可以提高胶原的力学强度,并且可以延迟胶

原的降解时间.因此本文针对胶原支架本身存在

的不足,采用冷冻干燥法制备胶原-壳聚糖复合支

架,建立体外NSCs的三维培养,同时考察NSCs
与胶原-壳聚糖复合支架的生物相容性.

1 实验材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 试剂 实验所用试剂如下:鼠尾Ⅰ型胶原

(CultrexTM,TrevigenInc.);壳聚糖(上海伯奥生

物科 技 有 限 公 司);DMEM 培 养 液 (Gibco);

RPMI-1640培养液(Sigma);F12(Gibco);胎牛血

清(华美生物工程公司);D-葡萄糖 (Gibco);胰

蛋 白 酶 (Gibco);N2 添 加 剂 (Gibco);EGF
(Gibco);bFGF (Gibco);HEPES(Roche);

GlutaMax-1(Gibco);Heparin(Gibco);Lipid
(Gibco);B27(Gibco);BSA(Gibco);AccutaseTM

酶 (Sigma);Live/Dead Viability-Cytotoxicity

Kit(Invitery,USA).其他所有常规试剂均为分析

纯.

1.1.2 仪器 实验所用仪器如下:超净工作台

(CA-920-3,上海净化设备厂);血球计数板(XB-K-

25,上海求精生化试剂仪器有限公司);离心机

(Z323,Hermle,Germany);CO2 培养箱(HERA

cell,KendroLaboratoryProducts,Germany);超

纯水机(Millipore-Q-Synthesis,France);水浴振

荡器(SHA-C,江苏安普电子工程有限公司);高

压 灭 菌 器 (SS-325,Tomy Kogyo Co.Ltd.,

Japan);冷冻干燥机(Labconco,USA);扫描电子

显微镜(S2520,Hitachi,Japan);荧光倒置显微镜

(IX70-131,OlympusOpticalCo.Ltd.,Japan);

FV1000 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 (Olympus

OpticalCo.Ltd.,Japan).

1.1.3 细胞 实验取孕14d的昆明小鼠(购自

大连医科大学),按照实验室以前文献报道的方

法[13、14]获取神经干细胞、进行原代及传代培养.
培养基由DMEM/F12(1∶1)和 RPMI-1640按

比例混合作为基础培养基,添加生长因子及其他

成分构成(其中 EGF,20ng·mL-1;bFGF,10

ng·mL-1;Heparin,4 mg·mL-1;HEPES,5

mmol/L;D-葡萄糖,9.151g·L-1;GlutaMax-1,

4.5mmol/L;BSA,2mg·mL-1;加适量NaHCO3
调节pH至7.2).本实验采用第三代细胞.

1.2 方 法

1.2.1 支架制备、交联及修饰 
(1)制备

称取一定质量的壳聚糖粉末,完全溶解于

2%的乙酸,配制成20mg/mL壳聚糖溶液,离心

除 渣 脱 泡 待 用;胶 原 (CultrexTM,溶 解 于 20

mmol/L乙酸中)储存于2~8℃待用,储备液的

浓度为5mg/mL.分别将胶原与壳聚糖溶液按体

积比9∶1、7∶3、5∶5充分混匀,离心除泡后加入

预冷的96孔板中(每孔100μL),置于-84℃超

低温冰箱内预冻2h后迅速转移至低温冷冻干燥

机中12h,再浸入0.1mol/LNa2HPO4(pH7.4)

中数小时以中和残留的乙酸,然后用蒸馏水反复

冲洗至中性,再冷冻干燥8h,即得壳聚糖-胶原复

合支架.
(2)交联

将冻干后的支架小心取出,转移至24孔板

内,加入2mL含50mmol/L2-吗啉乙烷磺酸、50

mmol/L碳化二亚胺及50mmol/LN-羟基琥珀

酰亚胺的体积分数为0.4的乙醇交联剂中室温交

联6h,移去交联剂,加入0.1mol/LNa2HPO4
(pH7.4)室温孵育2h,再用体积分数为0.4的

乙醇清洗4次,30min/次,双蒸水反复洗至中性,

最后将24孔板置于超低温冰箱内预冻2h,再次

冷冻干燥,即得交联后的支架.
(3)修饰

将经环氧乙烷灭菌过的交联的胶原-壳聚糖

复合支架置于24孔板内,将100μL(10μg/mL)

的层粘连蛋白(LN)小心悬滴于支架中,并将孔板

置于37℃、饱和湿度、5%CO2 培养箱中过夜,无

菌干燥后保存备用.
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1.2.2 支架孔径、孔隙率、吸水率及降解率测定 
(1)孔径(aperture)

取以上制备的不同比例的复合支架,真空喷

金导电处理后黏贴在金属模块上,在扫描电子显

微镜下观察支架材料内部的微观结构.选择合适

的放大倍数拍摄扫描照片,并在材料内部选取3
个视野,每个视野测量10个孔径值,计算支架的

平均孔径.
(2)孔隙率(porosity)[15]

测量支架的质量,记为m0,体积记为V0,将

支架浸入无水乙醇(密度为ρ0)中24h,使乙醇溶

液充分进入到支架材料中,然后小心地将支架取

出,表面擦干,称其质量,记为m,则支架内孔的体

积Vp=(m-m0)/ρ0,每个样本测3次,取平均

值.支架孔隙率ε(%)按下式计算:

ε=Vp/V0×100%
(3)吸水率(waterabsorption)

测量支架的质量,记为m0,浸泡到三蒸水中

24h后再次称重,记为m1,每个样本测3次,取平

均值.支架吸水率A(%)按下式计算:

A=(m1-m0)/m0×100%
(4)降解率(degradationrate)

取12支20mL试管分成4组,每组3支,分

别加入制备好的不同比例的干燥复合支架(质量

记为m0),再加入10mL含溶菌酶1×105 U的

0.1mol/L磷酸缓冲液(pH7.4),置于37℃水浴

中振荡消化.分别于1、2、3、4、5和6周取出各组

样本,蒸馏水洗后冷冻干燥,称重,记为mt.支架

降解率D(%)按下式计算:

D=(m0-mt)/m0×100%

1.2.3 支架内细胞接种率的测定及分布观察

 根据孔隙率选取体积比为7∶3的胶原-壳聚糖复

合支架,将NSCs小心接种在支架上,细胞接种的

初始浓度为5×106个/mL,体积为20μL;未经

LN处理的支架作为对照组.接种率(%)按下式

计算:

接种率=
实际黏附细胞数量

初始细胞数量 ×100%

培养4d后,加入10μg/mLHoechst33342,

     

置于37℃、饱和湿度、5% CO2 培养箱中孵育10

min,然后加入预冷的4%多聚甲醛磷酸缓冲液固

定细胞(与培养液按1∶3混合),10min后取出

支架,用PBS荡洗3次,用刀片切成薄片(平均厚

度50~100μm),于荧光显微镜下观察.

1.2.4 细胞死活检测 细胞以5×106个/mL的

初始浓度分别接种于不同体积比的胶原-壳聚糖

复合支架中,体积为20μL,置于24孔板内在

37℃、饱和湿度、5% CO2 培养箱中培养.采用

Live/DeadViability-CytotoxicityKit检测细胞在

支架内的存活.Live/DeadViability-Cytotoxicity
Kit含有测量细胞活力的两种荧光探针.活细胞

能够与钙黄绿素(calceinAM,4mmol/L)结合,

在激发光的作用下发出强烈的绿色荧光;而死细

胞由于细胞膜的破损,细胞内的核酸能够与乙啡

啶同型二聚体(EthD-1,2mmol/L)结合,在激发

光的作用下产生强烈的红色荧光.具体操作方法

按照说明书进行,采用激光共聚焦扫描显微镜进

行观察.

1.2.5 统计学分析 各组实验分别重复3次,所

得数据以“平均数±标准误差”表示,学生t检验

进行显著性分析,以 P<0.05认为有显著性差

异.

2 结果与讨论

2.1 胶原-壳聚糖复合支架的微观结构

本研究通过冷冻干燥法制备的胶原-壳聚糖

复合支架为白色、不透明、表面粗糙,具有一定弹

性的规则圆柱体(底面直径约为6mm,高约为3

mm),有的呈纤维状排列并有大小不等的隆起,

用手触摸感觉有弹性.图1所示为胶原-壳聚糖复

合支架(7∶3)在扫描电镜下的超微结构,可以非

常清楚地看到支架上较大范围内的孔结构,孔与

孔之间相互连通形成孔道.但从图1(a)中也可以

看到,支架多孔结构的某些区域仍然不是很均匀,

这可能是由于在胶原和壳聚糖溶液混合过程中搅

拌不匀产生了气泡,经预冻后形成了较大的结冰

区,导致支架在冻干时局部冰晶直接升华,从而产

生了所谓的“无孔区”.
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图1 胶原-壳聚糖复合支架的微观结构

Fig.1 Themicrostructureofcollagen-chitosan

compositescaffolds

2.2 胶原-壳聚糖复合支架的性能特征

支架的孔隙形态,包括孔隙率、孔径大小和孔

径分布等对细胞增殖速度、支架降解动力学特性

和组织的力学特性等有着重要的影响.因此,组织

工程中使用的支架不仅要求其材料具有生物相容

性、生物可降解性,还要求具有高孔隙率、高比表

面积、孔隙内部连通性好等特性,以便于组织液扩

散和组织的形成.本实验所制备的不同体积比的

胶原-壳聚糖复合支架的孔径、孔隙率、吸水率、降

解率等参数如表1及图2所示.

表1 胶原-壳聚糖复合支架的孔径、孔隙

率、吸水率

Tab.1 Theaperture,porosityandwaterabsorption

ofcollagen-chitosancompositescaffolds

体积比 孔径/μm 孔隙率/% 吸水率/%

9∶1 185±12 84±4.9 16.9±2.0
7∶3 150±14 88±7.2 19.0±1.2
5∶5 90±11 91±5.5 22.5±2.6

图2 胶原-壳聚糖复合支架的体外降解率

Fig.2 Thedegradationrateofcollagen-chitosan

compositescaffoldsinvitro

由表1可以得出,随着壳聚糖比例的增加,复

合支架的孔径逐渐减小,吸水率逐渐增大,而孔隙

率没有明显的变化.这些结果说明通过冷冻干燥

法制备的不同比例的胶原-壳聚糖复合支架,都具

有较高的孔隙率(90%左右),具备孔与孔之间的

连通,但是连通孔径之间存在一定的差别.胶原比

例太大,使得复合支架更加致密,孔壁变厚,孔径

变大,孔的数量减少,且分布不均.而且随着胶原

蛋白含量的增加,吸水率逐渐降低,导致降解速度

加快.
胶原在体内由胶原酶迅速降解,而壳聚糖则

主要由体液中的溶菌酶降解.这两种酶在体内的

含量不同,当溶菌酶分解了包裹在胶原纤维外的

壳聚糖后,胶原酶才能对胶原纤维进行降解[16],

因此实验中仅采用溶菌酶考察胶原-壳聚糖复合

支架的降解速率.由图2可见,随着时间的延长,

不同体积比的胶原-壳聚糖复合支架的降解率同

趋势增加,且随着壳聚糖比例的增加,支架的降解

率呈依赖性提高,即5∶5支架的降解率明显高于

7∶3和9∶1实验组的.需要指出的是,生物材料

的体内降解受多种酶的联合作用,不完全同于体

外降解情况,所以胶原-壳聚糖在溶菌酶中的模拟

降解只能宏观上评价不同体积比支架的体外降解

趋势的快慢.
以上结果表明,体积比为5∶5、7∶3、9∶1的

胶原-壳聚糖复合支架的孔径、孔隙率、吸水率、降

解率等实验参数都符合体外细胞培养的要求.考

虑到孔径及其均匀性的差别,在以后的实验中,主

要采用体积比为7∶3的胶原-壳聚糖复合支架来

进行NSCs的三维培养.

2.3 胶原-壳聚糖复合支架与NSCs的生物相容性

要实现NSCs在支架材料内的三维培养,首

先要求细胞很好地接种在支架材料上.细胞与支

架材料的黏附是组织工程研究细胞与材料间相互

作用的基础.影响黏附的因素主要有生物学和材

料学两个方面.就材料学方面来说,材料表面的亲

疏水性、表面自由能、荷电特性等对材料的黏附性

都存在较大的影响.细胞和胶原-壳聚糖支架的结

合在很大程度上依靠糖蛋白的连接.层粘连蛋白
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(LN)能够为细胞在支架上的黏附提供良好的基

质膜环境,提高细胞与支架的黏附率.NSCs能够

连结LN的第11位氨基酸,再由LN短臂上的球

形结构与Ⅰ型胶原结合,从而使细胞与支架黏附

得更牢固.
因此本文首先考察了NSCs在经过LN修饰

的胶原-壳聚糖支架(7∶3)内的接种率.由表2可

以看出:最初接种的细胞密度较高,但补加新鲜培

养基之后,有一部分细胞重新从支架上脱离,悬浮

于培养基中.在孵育12h后,置换培养器皿时计

数得到30%~40%的细胞因为黏附不牢而脱落.
所以,要保证支架内的细胞总数,开始的接种密度

一定不能太低(一般高于1×106 个/mL).对比2
个实验组可以看出,LN处理能够明显提高NSCs
的接种率.

表2 NSCs在胶原-壳聚糖支架(7∶3)

内的接种率

Tab.2 Theinoculationrateof NSCsin

collagen-chitosan(7∶3)scaffolds

胶原-壳聚糖

支架(7∶3)

细胞数/104

总数 (0h)脱附数 (1h)脱附数 (12h)
接种率/%

LN-未处理组 10 1.8±0.36 4.1±0.22 41±4.2

LN-处理组 10 1.3±0.28 3.2±0.25 55±4.71)

注:1)P<0.05,与LN-未处理组比较

通过Hoechst荧光染色,本文进一步考察了

NSCs在经过LN 修饰的胶原-壳聚糖复合支架

(7∶3)中的生长和分布情况.如图3所示,在经

LN修饰的支架上,细胞黏附的数量明显多于未

经过修饰的.因此,经过LN修饰后的支架材料大

大改善了细胞在支架上的黏附能力,显著提高了

胶原-壳聚糖支架材料的生物相容性及对细胞的

亲合力,对细胞的黏附行为产生了不可忽视的影

响.
激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 (laserscanning

confocalmicroscope,LSCM)是20世纪80年代

发展起来的一种高精度分子细胞生物学分析仪

器,辅以各类免疫荧光探针或荧光染料与被测物

质特异性结合,不仅可观察固定的细胞组织切片,

还可以对活细胞的结构、分子、离子进行实时动态

的     

图3 胶原-壳聚糖(7∶3)支架中 NSCs的

Hoechst荧光染色观察

Fig.3 HoechstfluorescencestainingofNSCsin

collagen-chitosan(7∶3)scaffolds

观察 和 检 测.因 此 通 过 Live/Dead Viability-

CytotoxicityKit染色,应用LSCM 技术,实时检

测了NSCs在经过LN修饰的胶原-壳聚糖(7∶

3)支架内细胞的死活情况.如图4所示,培养6d
后,活细胞的比例(图4(a),69.2%)明显大于死

细胞的(图4(b),30.8%).但由图4(c)可以看出,

单位细胞数量多的区域死细胞的数量也相应增加

(如图中方框所示,即图4(a)与图4(b)叠加后区

域),这可能是由于在一定空间内的细胞数量过

多,造成营养物质缺乏而导致细胞凋亡.图4(d)

     

图4 NSCs在经过LN修饰的胶原-壳聚糖

(7∶3)支 架 内 Live/DeadViability-

CytotoxicityKit染色

Fig.4 StainingofNSCsinLN-treatedcollagen-chitosan

(7∶3)scaffoldsbyusingtheLive/DeadViability-

CytotoxicityKit
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为NSCs在Z 轴(1.50mm×1.50mm×0.24

mm)上 叠 加 的 三 维 成 像 照 片,表 明 支 架 内 的

NSCs培养至第6d时状态良好,细胞仍然保持着

旺盛的增殖能力.
图5为NSCs在经过LN修饰的胶原-壳聚糖

(7∶3)支 架 内 增 殖 和 分 化 的 扫 描 电 镜 照 片.
图5(a)显示了 NSCs以球状或团簇状黏附于支

架的孔壁或孔隙内;而图5(b)则显示NSCs附着

在孔道壁上,分化的神经突触向外伸展,并相互交

织呈网状.这个结果进一步证明了胶原-壳聚糖复

合支架具有良好的生物相容性并提供适合NSCs
生长的微环境,NSCs能够在支架内良好地生长、

增殖及分化.

图5 NSCs在经过 LN 修饰的 胶 原-壳 聚 糖

(7∶3)支架内生长情况的扫描电镜观察

Fig.5 Thegrowthstateof NSCsin LN-treated

collagen-chitosan(7∶3)scaffoldsviaSEM

3 结 语

三维培养作为体外二维细胞系统的研究与组

织器官及整体研究的桥梁,既能保留体内细胞微

环境的物质及结构基础,又能展现细胞培养的直

观性及条件可控性优势.近几年来,随着干细胞与

组织工程技术的新兴发展,三维培养在组织形成、

血管发育和器官再造等发育生物学的分支领域得

到了广泛的应用;同时在筛选新药的疗效分析和

毒理实验方面,利用三维培养获得了和二维培养

方式完全不同的结果,也引起了药理学家的极大

兴趣[17].本文采用冷冻干燥法制备了胶原-壳聚

糖复合支架,通过层粘连蛋白进行结构修饰,并测

定了其物理性能特征,建立了胎鼠海马神经干细

胞(NSCs)的三维培养体系.通过孔径、孔隙率、吸

水率、降解率等参数的比较得出,体积比为7∶3

的复合支架更适合于体外细胞培养的要求;激光

共聚焦显微镜及扫描电镜观察表明,NSCs能够

在胶原-壳聚糖复合支架内良好地生长、增殖及分

化.这些结果对于NSCs的进一步临床移植应用,

以及治疗神经系统疾病的新药筛选和机理研究等

有明确的理论和工程实用意义.然而由于技术条

件的原因,目前体外三维培养所创建的培养条件

仅处于亚最佳状态,培养的细胞仅具备有限的生

存能力和有限的分化程度,仍然有待于进一步发

展和完善.
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Collagen-chitosancompositescaffold
invitrothree-dimensionalcultureofneuralstemcells

GUAN Shui1, LIU Tian-qing*1, GE Dan1, LU Rui-xin1, MA Xue-hu1, CUI Zhan-feng2

(1.DalianResearchandDevelopmentCenterforStemCellandTissueEngineering,DalianUniversityofTechnology,

Dalian116024,China;

2.DepartmentofEngineeringScience,OxfordUniversity,OxfordOX13PJ,UK)

Abstract:Thecollagen-chitosancompositescaffoldswerefabricatedbylyophilizationtechnique,
which werestructurally modified bylaminin (LN)protein,andtheirphysicalperformance
characteristicsweredeterminated.Neuralstem cells (NSCs)obtainedfrom thefetal mouse
hippocampuswereculturedinthecollagen-chitosancompositescaffoldsandthebiocompatibilitywas
studied.Thecomparativeresultsofdifferentscaffoldswiththeparametersofaperture,porosity,

waterabsorptionanddegradationrateshowthatthevolumeratioof7∶3ismoresuitableforcell
cultureinvitroandtheinoculationrateofNSCsismarkedlyimprovedinLN-treatedscaffolds.
Throughtheobservationoflaserscanningconfocalmicroscope (LSCM)andscanningelectron
microscopy (SEM),NSCs withincollagen-chitosancompositescaffoldspresentgood growth,

proliferationanddifferentiation.Theseresultsprovideascientificexperimentalbasisnotonlyfor
furtherNSCsclinicaltransplantationapplications,butalsoforthedrugscreeningandmechanism
researchonthetreatmentofdiseasesofthenervoussystem.

Keywords:neuralstemcells;three-dimensionalculture;compositescaffold;collagen-chitosan
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