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脊髓神经组织工程中理想的支架材料应具有良

好的生物相容性，无毒副作用。 聚乳酸-乙醇酸共聚
物[poly(DL-lactic-co-glycolic acid)，PLGA]是一种可
降解的高分子有机化合物，由不同比例的乳酸（LA）
与乙醇酸（GA）聚合而成，是一种较理想的神经组织
工程支架材料 [1]。 嗅鞘细胞 （Olfactory ensheathing
cells，OECs）是一种特殊的神经胶质细胞，它可以通
过神经营养、抑制胶质增生和瘢痕形成、成鞘作用等
促进损伤脊髓的修复 [2-4]。 本研究用大鼠 OECs 与
LA∶GA=75∶25 的 PLGA 膜进行体外共同培养， 观察
PLGA与 OECs的生物相容性。

1 材料与方法

1.1 材料
出生 1～3 d 的 SD 大鼠 （南通大学医学院实验

动物中心）；PLGA（LA∶GA=75∶25，IV=2.0 dl/g，济南
岱罡生物材料有限公司）；DMEM/F12 培养基、 胎牛
血清 （Gibco 公司）；NGFRp75 抗体 （Santa Cruz 公
司）；Hoechst 33342、S-100 抗体（Sigma 公司）；Alexa
fluor 568、 Alexa fluor 488（Invitrogen 公司）。
1.2 PLGA膜的制备和体外降解检测
将 PLGA 溶于氯仿，配制成 10%（w/v）的溶液，

倒入模具中，液面高度为 0.5 mm，待溶剂自然挥发，
脱模后放入真空干燥机干燥成膜。 PLGA 膜用 70%
的乙醇灭菌，再用无菌生理盐水清洗 3次，经紫外灯
照射后无菌保存备用。
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【摘要】 目的 观察聚乳酸-乙醇酸聚合物［Poly(DL-lactic-co-glycolic acid)，PLGA］（LA∶GA=75∶25）与大鼠嗅鞘细胞的生
物相容性。 方法 将分离提纯的大鼠嗅鞘细胞接种于 PLGA 膜上，对照组以相同的细胞接种于多聚赖氨酸包被的圆玻
片上。 使用倒置显微镜、扫描电镜观察细胞的黏附和生长情况，并采用 MTT 法及荧光染色后电子图像统计分析检测支
架对细胞的毒性。 结果 嗅鞘细胞接种于 PLGA 膜上后良好生长，S-100 阳性细胞计数、胞体面积和细胞周长与对照组
无显著差异（P>0.05）。 结论 PLGA 聚合物与嗅鞘细胞生物相容性良好，有望用于脊髓损伤修复的组织工程研究。
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【Abstract】 Objective To explore the biocompatibility of Poly(DL-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) (LA∶GA=75∶25) with
olfactory ensheathing cells (OECs) in rat. Methods The purified OECs were seeded on the PLGA membrane (PLGA group)
and on the columns coated Poly-L-Lysine (control group). The adhesion and viability of OECs were observed by inverted
microscope and scanning electron microscopy. MTT method and the computer image statistical software were used to
determinate the survival and proliferation of OECs. Results OECs grew well on PLGA membrane. There were no significant
differences in the activity of OECs. The number of S-100 positive cells, the area of the cell bodies and the perimeter of the
cell between two groups （P>0.05）. Conclusion The PLGA biomaterial has good biocompatibility with rat OECs. It could be
an ideal tissue engineered scaffold material in the repair of spinal cord injury.
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将 PLGA 膜剪成 2 cm × 2 cm 大小， 电子天平
称重， 然后将样品膜浸泡于 pH 7.2 的 PBS 缓冲液
中，放入 37 ℃恒温箱内，每周换液。 定期取样，蒸馏
水冲洗，干燥至恒重后称重。最后将降解的 PLGA膜
表面喷金，在扫描电子显微镜下观察其表面形态。重
量损失公式如下，其中 M1是降解前的质量，M2是降

解后的质量。

1.3 原代 OCEs的培养及纯化
出生后 1～3 d 的 SD 大鼠腹腔麻醉后断头处

死，无菌条件下分离双侧嗅球，置于 DMEM/F12 基
础培养液中。培养液清洗嗅球 2次，用眼科弯剪剪碎
嗅球成 1 mm3的组织块， 加入 0.125%胰酶置于 5%
CO2、37 ℃培养箱中消化 20 min。用毛细吸管反复吹
打至悬液呈乳白色，用含 10%胎牛血清（FBS）的完
全培养液中止消化 5 min。 用 400 目不锈钢筛网滤
过后收取细胞悬液，1 000 r/min 离心 10 min， 弃上
清后加入培养液，吹打均匀，再次离心后弃上清，加
入含 10%FBS 的完全培养液及青霉素 100 U/mL、链
霉素 100 mg/mL，毛细吸管吹打制成单细胞悬液，接
种于培养瓶中，置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中，分别
培养 18 h 和 36 h 后， 将细胞悬液转移至另一培养
瓶中。 培养 48 h 后将细胞悬液吸至刻度离心管，离
心后弃上清，加入完全培养液吹打均匀，台盼蓝染色
计数。 培养至第 7 天的 OECs，用 Hoechst 33342、S-
100、NGFRp75 特异性抗体作免疫荧光染色鉴定纯
度。
1.4 OECs与 PLGA膜共同培养
将浓度为 1×106 cells/mL 的纯化 OECs 悬液接

种于无菌 PLGA膜上， 对照组则将同样的细胞接种
于多聚赖氨酸（PLL）包被的圆玻片上。 两者均置于
37 ℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中，每 3 天行半量
换液，倒置显微镜下观察细胞形态。将与 OECs共培
养 1 d、3 d、5 d、7 d 的 PLGA 膜经过浸洗、 固定、脱
水、干燥、表面喷金后行扫描电镜观察。
1.5 免疫荧光抗体标记
分别于培养第 1、3、5、7 天吸出培养液，4%多聚

甲醛固定 30 min，PBS缓冲液浸洗 3次，封闭血清孵
育 1 h， 加入兔抗大鼠 NGFRp75 与小鼠抗大鼠 S-
100 一抗混合液 4 ℃过夜，PBS 缓冲液浸洗 3 次，加
入 Alexa fluor 568 羊抗小鼠与 Alexa fluor 488 羊抗

兔 IgG 混合液，室温下作用 2 h，封片，荧光显微镜
观察摄片。
1.6 OECs在 PLGA膜上的细胞增殖能力检测
共培养 1 d、3 d、5 d、7 d 后加入 5 mg/mL MTT

溶液，37 ℃孵育，再加入二甲基亚砜震荡溶解结晶，
用酶标仪测 570 nm 的 OD 值，计算细胞相对增殖率
（RGR）。 毒性分级标准如下：0%为Ⅴ级，1%～24%为
Ⅳ级 ，25%～49%为Ⅲ级 ，50%～74%为Ⅱ级 ，75%～
99%为Ⅰ级，≥100%为 0级。 RGR 值越大， 级数越
低，则材料毒性越小。
1.7 图像处理和统计分析
在放大 200倍的荧光显微镜下， 将摄取的照片

导入图像处理系统， 应用捷达 801 系列形态学分析
软件，计数 200 倍视野内 S-100 阳性细胞数，并通
过图像处理系统得到相应照片中 S-100 阳性细胞
的胞体面积和细胞（包括突起）周长，每组均取 3 张
切片的平均值作为统计数据，以均数±标准差表示，
使用 SPSS13.0统计软件进行分析，P<0.05 表示差异
有显著性意义。

2 实验结果

2.1 PLGA膜的体外降解检测
PLGA 膜在 PBS 中的质量损失随时间延长而增

加（图 1），开始 2 周质量损失较多，但前 8 周平均降
解速度较慢，8 周后降解速度加快， 至第 12 周达到
14%。 电镜下，PLGA 膜表面逐渐皱缩并出现纹理
（图 2）。
2.2 OECs的鉴定

Hoechst 33342、S-100、NGFRp75 特异性抗体作
免疫荧光染色， 鉴定为 OECs 细胞， 纯度大于 91%
（图 3）。
2.3 OECs与 PLGA膜共培养形态学观察

OECs与 PLGA膜共培养后，逐渐由悬浮状态沉
降到膜表面，并在膜上附着展开，至 12 h 后，约 80%
细胞已黏附，细胞呈圆形和椭圆形，突起少，胞体大，
聚集成团。接种 1 d后，细胞团的外围细胞伸出短小
突起，并向外周辐射散开，细胞团较共培养前面积增
大。 接种第 3天，见细胞团扩散，大部分细胞生成突
起，呈双极或三极，以双极为主。 接种第 5天，细胞在
膜上迁移，分布均匀，突起伸长，出现多极细胞，并分
泌较多细胞基质。接种第 7天，细胞密度增加，突起伸
展，与对照组比较，在膜上迁移的距离较小，细胞较聚
集，细胞数量和形态与对照组无明显差异（图4）。

W=
M1-M2

M1
×100％
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2.4 细胞增殖能力
OECs 与 PLGA 膜共培养，不同时间点的 OD 值

见表 1，细胞毒性评级为Ⅰ，显示 PLGA 膜与 OECs
具有良好的相容性。

2.5 免疫荧光检测
S-100 阳性细胞的数量、胞体面积和细胞（包括

突起）周长与对照组相比无显著性差异（P>0.05）（表
2、图 5）。
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图 1 PLGA 膜体外降解 12 周质量损失曲线
Fig.1 Degraded curve of weight loss of PLGA membrane

in 12 weeks in vitro

A B

C D

A：未降解；B：降解 4 周；C：降解 8 周；D：降解 12 周
A:Before degradation; B: 4 weeks after degradation; C: 8 weeks

after degradation; D: 12 weeks after degradation
图 2 PLGA 膜体外降解实验扫描电镜观察（1 500×）
Fig.2 SEM observation of degradation of PLGA

membrane (1 500×)

A B

C

A：S-100 特异性抗体作免疫荧光染色
B：NGFRp75 特异性抗体作免疫荧光染色

C：Hoechst33342 特异性抗体作免疫荧光染色
A: Immuno-fluorescent staining of S-100 special antibody

B: Immuno-fluorescent staining of NGFRp75
C: Immuno-fluorescent staining of Hoechst33342 special antibody

图 3 培养 7 d 的 OECs（200×）
Fig.3 OECs 7 days after culture (200×)

图 4 扫描电镜观察（1 500×）：PLGA组培养 1 d（A）、3 d（B）、
5 d（C）、7 d（D）；对照组培养 1 d（E）、3 d（F）、5 d（G）、7 d（H）
Fig.4 SEM observation (1 500×): PLGA group 1 d (A),
3 d(B), 5 d (C), 7 d (D) after culture; control group 1 d (E),

3 d (F), 5 d (G), 7 d (H) after culture

A B

C D

E F

G H

A：共培养 5 d 的 OECs，PLGA组
B：共培养 5 d 的 OECs，对照组

A: OECs 5 days after co-culture, PLGA group
B: OECs 5 days after co-culture, control group
图 5 免疫荧光染色检查（200×）

Fig.5 Immuno-fluorescent staining observation (200×)
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3 讨论

脊髓损伤后神经功能的恢复至今仍是困扰医学

界的难题， 组织工程研究的发展为脊髓损伤的修复
带来了新的希望。 OECs 移植治疗脊髓损伤已显示
出良好的应用前景，Raisman 在其报道中较系统地
提出 OECs 将是修复脊髓损伤最有应用前景的移植
细胞。但单纯移植细胞往往会造成移植细胞流失，以
及移植区仍留有组织缺损而不利于神经修复等不

足， 因此构建合适的细胞支架作为移植细胞的载体
是保证移植成功的关键[5-6]。 理想的脊髓组织支架材
料应该具有良好的生物相容性、可靠的机械强度、生
物可降解性、高孔隙率和三维立体结构，以及可塑性
和表面生物活性等特点， 其中首要的是具备良好的
生物相容性[7-8]。

PLGA 由不同比例的乳酸（LA）与乙醇酸（GA）
聚合而成，在体内通过酯键水解而使分子链断裂，逐
渐生成 LA 和 GA 单体，其机械性能、强度、亲疏水
性和降解速率等， 均可以通过调节两者的不同比例
进行调整 [9-10]。 Moore 等 [11]将 LA∶GA＝85∶15 的 PLGA
多通道支架复合雪旺细胞移植入脊髓横断的大鼠体

内，1 个月后有丰富的再生轴突通过了支架全长。
Teng 等[6]将两种比例的 PLGA 制作的支架与神经干
细胞复合移植入大鼠半切脊髓中， 亦发现移植后神
经功能得到明显恢复。 这些研究表明，PLGA可以作
为多种种子细胞的载体。
由于 GA 单体比 LA 单体的降解速率快， 所以

PLGA 膜的降解速率随着 GA 比例的增大而增加。
在各种比例的 PLGA材料中，75∶25 的降解速率较适

中， 因此我们选用此种比例的 PLGA 膜作为实验对
象。 体外降解实验显示，75∶25 的 PLGA 膜在开始 2
周快速降解，之后进入平台期，第 8 周的降解速率缓
慢，之后明显加快，这与 Wu 等 [12]的研究结果相似，
但整体降解速率较其缓慢， 可能是由于使用材料的
物理形态不同所致。 因为，Wu等使用的多孔隙的支
架比本实验使用的 PLGA 膜具有更大的接触面积，
与溶液的接触面积越大，降解速率越快；另外，在体
外实验中， 多孔支架降解后所产生的酸性物质易聚
集在支架孔隙内，不能快速扩散至周围溶液中，支架
局部 pH值的下降可以加速其降解。
支架材料的降解速率与脊髓组织修复的时间应

能匹配。初始修复损伤脊髓时，移植的支架材料应具
有足够的力学强度以维持损伤区域的稳定性， 防止
周围组织塌陷， 从而支持神经轴突的延伸和局部组
织的再生。 随着轴突生长，支架材料应快速的降解，
从而为再生组织让出空间，使其逐渐填充损伤区域，
避免造成再生神经和组织的压迫。75∶25 的 PLGA材
料在 8 周后快速降解的特性， 符合大鼠脊髓损伤修
复的时间规律，适合于大鼠脊髓损伤修复的研究。
多聚赖氨酸（PLL）可以通过改善培养皿的电荷

状况及吸附培养液成分促进细胞贴壁 [13]，是目前公
认的细胞培养的良好载体， 因此我们选择 PLL 与
OECs 共同培养作为对照组。 本实验中，PLGA 膜与
OECs 共培养，通过倒置相差显微镜、扫描电镜、免
疫荧光等观察显示，PLGA 组与对照组 OECs 的形
态、数量和分布没有显著区别，S-100 特异性抗体免
疫荧光染色阳性细胞的数量、 胞体面积和细胞周长
与对照组无明显统计学差异， 表示 OECs 可以很好

表 1 两组不同时间点的 OD 值（x±s，n=6）
Table 1 OD values of two groups in different time (x±s，n=6)

1 d 3 d 5 d 7 d

对照组

Control group(OD value)
PLGA组
PLGA group(OD value)
RGR 95.4% 90.7% 88.1% 89.4%

0.287±0.024 0.353±0.029 0.471±0.029 0.647±0.033

0.274±0.022 0.320±0.027 0.422±0.031 0.591±0.034

表 2 两组的 S-100 阳性细胞数、胞体面积和细胞周长比较（x±s，n=12）
Table 2 S-100 positive cell count, cell bodies area and cell circumference of two groups (x±s, n=12)

S-100 阳性细胞数 胞体面积 (μm2) 细胞周长 (μm)
S-100 positive cell count cell bodies area (μm2) cell circumference (μm)

对照组

Control group
PLGA组
PLGA group

21.53±3.81* 368.43±22.49** 135.39±13.66***

19.88±3.26* 357.74±19.63** 127.42±11.85***

*P=0.267 **P=0.228 ***P=0.141
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地在 PLGA 膜上黏附、生长和迁移。 MTT 检测细胞
增殖率的结果显示在各时间点 OECs 在 PLGA 膜上
的相对增殖率均在 75%～99%之间，细胞毒性等级为
Ⅰ级，表明 PLGA对 OECs无毒副作用。
体外复合细胞培养法研究生物材料的相容性可

以直接观察细胞与生物材料复合生长的情况， 较为
敏感、 客观。 本实验观察到 OECs 能够在 75∶25 的
PLGA 膜中存活、成熟和增殖，说明 OECs 与 PLGA
膜具有良好的生物相容性， 从而表明 OECs－PLGA
膜复合物将有可能用于治疗神经系统损伤或病变。
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