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Abstract Objective Bone mesenchymal stem cells(BMSCs)is a multiple potential stem cells and has a ability to 

differentiate into retinal cells．Therefore，BMSCs is becoming a seeding ceils for the intraocular transplantation．The aim of this 

study was to investigate the bi0co patibility of absorbable gelatin sponge and the possibility of gelatin sponge as BMSCs scaffold 

in intraoeular transplantation． M ethods BMSCs from femur marrow of W istar rat aged 8 days were cultured and amplieated in 

DMEM／F12 with 10％ fetal bovine serum．The forth passage of cells were collected and identified by the detect of surface antigen 

of the cells using flow cytometry．The cells were co—cultured with absorbable gelatin sponge．The adhesive and proliferative 

biological activity of BMSCs on absorbable gelatin sponge was observed under the light microscope and scanning electron 

microscope．After 7-day cultivation，BMSCs were induced by conditioned medium of neonate rat retinal cells．The morphological 

changes of induced BMSCs on absorbable gelatin sponge were observed under the scanning electron microscope．The expression of 

neuron specific enolase(NSE)and nestin of induced cells was detected by immunohistoehemistry． Results The flow cytometry 

showed that cultured cells were positive response for CD71 and CD44 and negative response for CD45 and CD34．After co—cultured 

with absorbable gelatin sponge under the condition of retinal cell—conditioned medium ，BMSCs sticked to gelatin sponge in 24 

hours and stretched out many pseudopods linked with the gelatin suifaee in 72 hours．Seven days later，gelatin sponge degraded 

and the survival cells could been seen under the scanning electron microscope．The cells were crosslinked and secreted large 

quantity of extra—cell matrix surrounding the gelatin sponge．BMSCs presented classical neuronal modality and connected with each 

others after induced by conditioned medium of neonate rat retinal cells．Immun0histochemistry showed that induced BMSCs had 

the positive response for NSE and nestin，showing the brown staining in cytoplasm． Conclusion BMSCs are able to stick， 

proliferate and differentiate on the absorbable gelatin sponge．So the absorbable gelatin sponge has good bi0c0 patibmty． 

Key words bone rnesenchymal stem cells； absorbable gelatin sponge； biocompatibility； tissue—engineering 

摘要 目的 探讨可吸收明胶海绵的生物相容性，为其作为骨髓间充质干细胞(BMSCs)的有效载体进行眼内移植 

奠定基础 。 方法 体外 培养 BMSCs，接种于可吸收 明胶海绵 ，观察 BMSCs的黏附 、增生情况 ，采用乳 鼠视网膜细胞 条件 

分化液诱导 ，观察 BMSCs的分化情况并行免疫组织化学鉴 定。 结果 在乳 鼠视 网膜条件分化液 的环境 中，接 种后 72 h， 

BMSCs伸出伪足黏附于可吸收明胶海绵表面 。诱导后 的细胞呈现 神经元细 胞的典型形 态 ，免疫 组织化学显示 神经元 特 

异性烯醇化酶 (NSE)和巢蛋 白(nestin)阳性 。 结论 BMSCs能够在可吸收明胶海绵上较好地黏附 、增生及 分化 ，可 吸收 

明胶海绵具有 良好 的生物相容性 。 

关键词 骨髓间充质干细胞 ；可吸收 明胶海绵 ；生物相 容性 ；组织 工程 
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骨髓问充质干细胞 (bone mesenchymal stem cells， 

BMSCs)是一种多潜能成体干细胞 ，能够分化为视网膜 
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细胞 ，因此可将其作为种子细胞进行 眼内移植 ，用 

于视 网膜细胞凋亡疾病的替代治疗 。根据组织工程学 

原理 ，将细胞种植到支架上形成复合物 ，然后将此复合 

物植入眼内继续培养 ，可形成具有一定结构和功能的 

视网膜组织 ，从而能较好地进行 眼科 的“再生”治疗 。 



本 实 验 选 用 可 吸 收 明 胶 海 绵 作 为 B M S C s 的 生 物 载

体 ， 与 B M S C s 体 外 复 合 培 养 ， 旨 在 探 讨 其 生 物 相 容

性 ， 为 以 其 作 为 B M S C s 的 有 效 载 体 进 行 眼 内 移 植 做

准 备 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 实 验 动 物 及 主 要 试 剂

W i s t a r 乳 鼠 ( 吉 林 大 学 动 物 中 心 提 供 ) ；可 吸 收 明

胶 海 绵 ( 南 京 金 陵 药 业 股 份 有 限 公 司 ) ；多 聚 赖 氨 酸

( p o l y
— L — l y s i n e

，
P L L ) 、 牛 胰 蛋 白 酶 ( 美 国 S i g m a 公 司 ) ；

胎 牛 血 清 ( f e t a l b o v i n e s e r u m
，

F B S ) 、
D M E M ／F 1 2 培 养

液 ( 美 国 G i b c o 公 司 ) ； C D 7 i P E
、

C D 4 4 F I T C
、

C D 4 5

F I T C
、

C D 3 4 F I T C ( 美 国 B D 公 司 ) ； 神 经 巢 蛋 白

( n e s t i n ) 单 克 隆 抗 体 、
1 ：2 0 0 兔 抗 大 鼠 神 经 元 特 异 性 烯

醇 化 酶 ( n e u r o n s p e c i f i c e n o l a s e
，

N S E ) 、
1 ：5 0 0 羊 抗 兔 过

氧 化 物 酶 标 记 的 二 抗 试 剂 盒 ( 武 汉 博 士 德 公 司 ) 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 B M S C s 的 分 离 培 养 出生 8 d 的 W i s t a r 乳 鼠 麻

醉 处 死 后 在 无 菌 条 件 下 抽 取 股 骨 骨 髓 ， 经 D M E M ／F 1 2

稀 释 后 ，
1 0 0 0 r ／ra i n 离 心 5 m i n

， 将 沉 淀 用 D M E M ／F 1 2

稀 释 后 缓 慢 加 入 预 先 准 备 好 的 含 P e r c o l l 梯 度 分 离 液

的 试 管 中 ，
2 0 0 0 r ／m i n 离 心 2 0 m i n

， 收 取 单 个 核 细 胞 的

界 面 层 。
P B S 洗 涤 2 次 后 ， 加 入 含 1 0 ％ F B S ／D M E M ／F 1 2

的 培 养 瓶 内 ， 在 3 7 ℃
、 5 ％ C O ， 、 饱 和 湿 度 条 件 下 常 规

培 养 。
4 8 h 后 除 去 非 黏 附 细 胞 ， 并 更 换 新 培 养 液 。 每

隔 3 d 换 液 1 次 。 当 细 胞 铺 满 培 养 瓶 底 后 ，
0 ． 2 5 ％ 胰

蛋 白酶 消 化 ， 进 行 传 代 培 养 。

1 ． 2 ． 2 B M S C s 的 流 式 细 胞 仪 鉴 定 取 生 长 良 好 的 第

4 代 细 胞 ， 吸 去 培 养 液 ，
0 ． 2 5 ％ 胰 蛋 白 酶 室 温 消 化

3 m i n
，

P B S 洗 3 次 ， 分 别 加 入 荧 光 标 记 的 抗 体 ， 室 温 中

静 置 4 5 m i n
，

P B S 洗 涤 3 次 后 ，
1 ％ 多 聚 甲 醛 固 定 ， 应 用

流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 表 面 抗 原 的 阳 性 表 达 率 ， 同 型

I g G 作 为 相 应 的 阴 性 对 照 。

1 ． 2 ． 3 可 吸 收 明 胶 海 绵 的 处 理 取 无 菌 明 胶 海 绵 成

品 切 成 5 ． 0 m m × 5 ． 0 m m × 3 ． 0 m m 块 状 ， 浸 入 1 g ／L

P L L 中 室 温 下 放 置 1 2 h
， 用 无 菌 P B S 浸 洗 2 次 ， 用 培 养

液 浸 洗 1 次 ， 在 接 种 细 胞 前 用 培 养 液 预 湿 过 夜 ， 接 种 时

用 无 菌 滤 纸 吸 去 培 养 液 ， 再 滴 加 细 胞 悬 液 。

1 ． 2 ． 4 乳 鼠 视 网 膜 细 胞 条 件 分 化 液 的 配 制 取 出 生

3 d 内乳 鼠 视 网 膜 ， 采 用 0 ． 2 5 ％ 胰 蛋 白 酶 消 化 ， 加 入 含

1 0 ％ F B S 的 D E M E 培 养 液 制 成 细 胞 悬 液 ， 接 种 于 培 养

皿 中 ， 每 隔 4 d 收 集 上 清 液 ， 离 心 去 除 沉 淀 ， 将 7 ． 5 ％

F B S 与 视 网 膜 培 养 液 4 ： 6 混 合 ， 得 到 视 网 膜 细 胞 的 条

件 分 化 液 。

1 ． 2 ． 5 B M S C s 的 接 种 及 诱 导 取 第 4 代 B M S C s
， 接

种 于 被 P L L 包 被 的 可 吸 收 明 胶 海 绵 ， 加 人 含 1 0 ％ F B S

的 D E M E ／F 1 2 培 养 液 调 整 细 胞 密 度 为 2 ． 0 × 1 0
’

／m L
，

不 停 快 速 搅 拌 细 胞 悬 液 ， 使 较 多 细 胞 能 够 接 种 到 明 胶

海 绵 上 ， 并 到 达 材 料 内 部 ， 在 材 料 内 均 匀 分 布 。 培 养

3 d 后 ， 加 入 乳 鼠 视 网 膜 细 胞 条 件 分 化 液 进 行 神 经 诱

导 。 以 相 同 的 实 验 条 件 ， 在 另 一 细 胞 培 养 皿 的 底 部 加

入 无 菌 玻 片 ， 制 成 细 胞 爬 片 ， 以 备 免 疫 组 织 化 学 检 测 。

1 ． 2 ． 6 B M S C s 的 扫 描 电 镜 观 察 细 胞 接 种 后 于 培 养

2 4 h
、

7 2 h 及 诱 导 后 将 明 胶 海 绵 取 出 ， 加 入 2 ％ 戊 二 醛

固 定 ， 梯 度 乙 醇 脱 水 ，
C O ， 临 界 点 干 燥 ， 真 空 表 面 喷 金

后 ， 扫 描 电 镜 观 察 生 长 及 分 布 情 况 。

1 ． 2 ． 7 诱 导 后 细 胞 的 免 疫 组 织 化 学 鉴 定 取 成 功 爬

片 的 细 胞 ， 用 4 ％ 多 聚 甲 醛 室 温 下 固 定 2 0 m i n
，

P B S 洗

涤 5 m i n × 3 次 ， 采 用 免 疫 组 织 化 学 染 色 试 剂 盒 检 测

N S E
、 n e s t i n 的 表 达 。

2 结 果

2 ． 1 B M s C s 的 形 态 学 观 察 及 鉴 定

倒 置 相 差 显 微 镜 下 见 培 养 2 4 h 后 细 胞 开 始 贴 壁 ，

呈 多 角 形 ，
4 8 h 后 贴 壁 细 胞 逐 渐 增 加 ， 呈 菱 形 或 长 梭

形 ， 单 层 贴 壁 生 长 ， 新 生 细 胞 呈 圆 形 位 于 中 央 ， 周 边 的

细 胞 体 积 较 大 。 流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 可 见 ， C D 7 I
、

C D 4 4 阳 性 ，
C D 4 5

、
C D 3 4 阴 性 ( 图 1 ) 。

C o n t r o l C D 4 5 F I T C C D 3 4 F I T C C D 4 4 F I T C C D 7 1 P E

图 1 流 式 细 胞 仪 显 示 C D 7 1 、
C D 4 4 阳 性 ，

C 0 4 5
、

C D 3 4 阴 性

F i g ． 1 F l o w c y t o m e t r i c a n a l y s i s s h o w s t h a t t h e c e l l s p r e s e n t p o s i t i v e r e a c t i o n f o r C D 7 1 a n d C D 4 4 a n d a b s e n t r e a c t i o n f o r C D 4 5 a n d C D 3 4
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! ． 2 可 吸 收 明 胶 海 绵 的 扫 描 电 镜 观 察

可 吸 收 明 胶 海 绵 为 多 孔 的 三 维 立 体 疏 松 结 构 ， 内

郭形 成 大 小 不 一 的 大 孔 和 互 连 的 小 孔 ， 彼 此 相 互 交 通 ，

『L径 为 1 5 0 ～ 4 0 0 ¨ m
， 开 孔 率 9 8 ％ 。

! ． 3 接 种 后 B M S C s 的 形 态 学 观 察

倒 置 相 差 显 微 镜 观 察 B M S C s 接 种 于 可 吸 收 明 胶

每绵 2 4 h 后 成 团 黏 附 于 明 胶 海 绵 表 面 ， 晃 动 易 脱 落 ，

7 2 h 细 胞 团 增 大 ， 黏 附 于 明 胶 海 绵 结 构 内 ， 晃 动 不 易

搅落 ，
7 d 细 胞 增 生 包 绕 整 个 明 胶 网 架 ( 图 2 ) 。 扫 描

电镜 观 察 细 胞 接 种 2 4 h 后 呈 圆 形 黏 附 于 明 胶 海 绵 表

面 ， 细 胞 表 面 有 颗 粒 状 突 起 ( 图 3 ) 。 7 2 h 后 细 胞 黏 附

于 明 胶 海 绵 深 部 孔 隙 内 ， 伸 出 伪 足 与 明 胶 海 绵 表 面

阳连 ( 图 4 ) 。 7 d 明 胶 海 绵 略 降 解 ， 细 胞 形 态 良 好

：图 5 ) 。

一矽 ]
竺：：． 竺 !壹夏函

：． 4 细 胞 爬 片 上 B M S C s 诱 导 后 的 形 态 学 观 察 及 免 疫

且织 化 学 鉴 定

扫 描 电 镜 观 察 诱 导 后 细 胞 胞 体 收 缩 成 锥 形 或 球

髟， 细 胞 突 起 变 细 、 变 长 ， 黏 附 于 可 吸 收 明 胶 海 绵 表 面

图 6 ) 。 免 疫 组 织 化 学 结 果 显 示 ， 部 分 诱 导 后 细 胞

qs E 染 色 阳 性 ， 胞 浆 呈 深 棕 色 ( 图 7 ) ；N e s t i n 染 色 阳

生 ， 胞 浆 呈 棕 红 色 ( 图 8 ) 。

图 6 诱 导 后 细 胞 胞 体 收 缩

形 或 球 形 ， 细 胞 突 起 变 细 、 蛰

突 触 与 明 胶 海 绵 表 面 连 接

头 ) 图 7 诱 导 后 细 胞 免

织 化 学 鉴 定 N S E 阳 性 图

诱 导 后 细 胞 免 疫 组 织 化 学

n e s t i n 阳 性

F i g ． 6 A f t e r i n d u c t i o n t h e c e l l s s h o w e d t a p e r o r r o u n d b o d y w i t h

n e u r i t i s
，

w h i c h l i n k e d w i t h t h e g e l a t i n s u r f a c e ( a r r o w ) F i g ． 7

c o l o r a t i o n w a s p o s i t i v e r e a c t i o n a ft e r i n d u c t i o n F i g ． 8 N e s t i n c o l o r

w a s p o s i t i v e r e a c t i o n a f t e r i n d u c t i o n

3 讨 论

多 种 视 网 膜 退 行 性 病 变 ， 如 视 网 膜 色 素 变 性 、

相 关 性 黄 斑 病 变 等 均 可 造 成 视 细 胞 大 量 死 亡 ， 导 ：

重 的 视 力 障 碍 。 组 织 工 程 材 料 的 出 现 为 此 类 疾 病

疗 提 供 了 新 的 思 路 。 如 何 选 择 合 适 的 种 子 细 胞 及

种 子 细 胞 的 生 物 材 料 是 研 究 的 重 点 。

由 于 B M S C s 易 于 获 得 、 可 高 效 扩 增 并 且 具 有

化 潜 能 ， 目前 已 成 为 一 种 较 理 想 的 种 子 细 胞 。 本 ：

利 用 全 骨 髓 液 贴 壁 培 养 法 分 离 B M S C s
， 并 通 过 传 一

养 对 B M S C s 进 行 纯 化 ， 然 后 通 过 流 式 细 胞 仪 !

B M S C s 的 表 面 抗 原 ， 显 示 C D 7 1
、

C D 4 4 阳 性 ，
C l

C D 3 4 阴 性 ， 证 实 获 得 的 细 胞 是 B M S C s 。

如 何 选 择 合 适 的 承 载 种 子 细 胞 的 生 物 支 架 材 ，

另 一 个 关 键 问 题 。 理 想 的 载 体 材 料 应 该 具 有 生 物 t

性 、 三 维 结 构 、 可 降 解 以 及 良 好 的 生 物 相 容 性 等 糕

本 研 究 采 用 的 可 吸 收 明 胶 海 绵 材 料 是 由 胶 原 蛋 白

水 解 生 成 的 高 分 子 多 肽 聚 合 而 成 ， 临 床 广 泛 应 用

吸 收 填 塞 物 ， 无 毒 性 和 抗 原 性 ， 无 组 织 不 良 反 应 ，

‘

解
一 一

， 具 有 较 高 的 生 物 安 全 性 。 同 时 实 验 中 扫 描 l

观 察 ， 其 为 多 孔 三 维 立 体 疏 松 结 构 ， 内 部 形 成 大 小 ．

的 大 孔 和 互 连 的 小 孔 ， 彼 此 相 互 交 通 ， 孔 径 为 l 1

4 0 0 Ix m
， 开 孔 率 9 8 ％

， 具 有 良好 的 三 维 结 构 ， 能 够

胞 提 供 空 间 和 支 架 使 细 胞 向 各 个 方 向 生 长 ， 避 免

触 抑 制
”

。 目前 对 生 物 材 料 的 生 物 相 容 性 评 价 主 ：

体 内 直 接 植 人 法 和 体 外 复 合 细 胞 培 养 法
H 。

。 本 ：

采 用 后 者 ， 通 过 直 接 观 察 B M S C s 与 可 吸 收 明 胶 海 !

合 生 长 的 黏 附 、 增 生 、 分 化 的 生 物 学 行 为 ， 评 价 可 I

明 胶 海 绵 的 生 物 相 容 性 。

胶
，

，

舻
一岫 学
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删
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由于可吸收明胶海绵材料是由胶原蛋白部分水解 

生成 的产物 ，理论上作为支架材料其细胞的黏附能力 

略差 。在材料表面以蛋白质 、多肽、氨基酸等生物活性 

分子进行包被可提高细胞的黏附性能E 5 3。PLL是 由多 

个氨基酸片段通过共价键及范德华力等聚合而成，其 

所含的氨基、羟基可模仿细胞外基质，从而改善材料的 

表面活性 ，提高细胞 的黏附性 ，促进细胞的生长 、繁殖 

及发挥正常的功能 。 。 

本研究发现 BMSCs与 PLL包被的可吸收明胶 海 

绵复合培养后，BMSCs伸出伪足黏附于可吸收明胶海 

绵表面，并逐渐向可吸收明胶海绵的深层孔隙内移行 ， 

而且互相交联 ，7 d可见细胞增生包绕整个 明胶 网架 ， 

可吸收 明胶 海 绵 略 降解 ，但 细胞 形 态 良好 。 目前 

BMSCs的神经诱导方法很多 ，主要包括化学诱 导法、 

细胞因子诱导法等。其中学者们对于化学诱导法存在 

很多质疑 ，虽然 Pacary等 及 Sagara等 对化学诱导 

方法进行了改进，但化学诱导试剂仍存在可能的细胞 

毒性，而细胞因子诱导法则不存在这种问题 ，同时可以 

在一定程度上模拟体内的微环境使细胞能够更好地分 

化 ⋯。乳鼠视网膜条件分化液含有促进原始视 网膜 

干细胞分化发育的细胞因子及神经胶质细胞产生的各 

种细胞因子，如胶质源性生长因子和细胞介质等⋯ ， 

研究证明其可很好地模拟体 内的视网膜微环境以促进 

BMSCs分化  ̈” 。利用乳 鼠视 网膜细胞条件分化液 

诱导后 ，扫描电镜下观察发现细胞呈神经元细胞的典 

型形态，胞体收缩成锥形或球形 ，细胞突起变细 、变长 ， 

且突触与明胶海绵表面很好地连接。免疫组织化学鉴 

定显示诱导后细胞 NSE、nestin染色 阳性 ，证 明其分化 

为神经元细胞。这些结果提示 BMSCs能够在 PLL修 

饰的可吸收明胶海绵上较好地黏附、增生及分化，证明 

可吸收明胶海绵具有良好的生物相容性，因此可作为 

BMSCs的有效载体进行眼内移植。 

然而移植时机的选择尚需进一步探讨 ，本研究发 

现体外培养7 d后细胞增生且形态良好，明胶海绵略 

降解，王建业等 j将明胶海绵用于动物体内实验发现 

1周后明胶海绵开始部分液化 ，4周后明胶海绵形成 的 

凝胶膜吸收，因此选取 7 d这一时间点将 负载 BMSCs 

的可吸收明胶海绵移植入 眼内是比较合适 的，但尚需 

体内实验来进一步证明。另外如何在稳定的培养条件 

下大量扩增可吸收明胶海绵上 的 BMSCs?如何使 

BMSCs的分化状态更加良好?仍是有待解决的问题， 

从而有望为眼病的治疗提供较好的材料来源。 
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