
现代生物医学进展 biomed. cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.18 SEP.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.18.004

氨基修饰的纳米纤维对人和大鼠MSCs增殖分化的影响 *
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摘要 目的：探讨氨基修饰后的静电纺丝纳米纤维对大鼠和人骨髓来源的间充质干细胞（Rat and human bone marrow mesenchymal

stem cells, rMSCs and hMSCs）增殖及成骨分化的影响。方法：采用静电纺丝法制备聚乳酸 -羟基乙酸共聚物(poly(lactic-co-gly-

colic acid)，PLGA)纳米纤维，用氨气等离子体处理其表面来接枝氨基；通过测量 PLGA纳米纤维（NF）及氨基修饰后的纳米纤维

（NF-NH2）接触角来证明修饰效果；将 rMSCs和 hMSCs分别接种于 NF和 NF-NH2，用 CCK-8试剂盒检测接种后 1, 3 (4), 7天的

细胞增殖；接种后的 21天，用茜素红 S染色 (ARS)法检测细胞成骨分化情况。结果：氨气等离子体处理后纳米纤维接触角从

81.28 ± 0.33降低至 53.99 ± 0.79，说明氨基修饰后的 PLGA NF亲水性增加；CCK-8结果显示氨基修饰增加了 rMSCs的黏附，接

种 24 h后 rMSCs在 NF和 NF-NH2上的检测吸光值分别为 0.096 ± 0.011和 0.175 ± 0.014（ <0.001），而对 hMSCs黏附和增殖没

有影响，接种 24 h后 hMSCs在 NF和 NF-NH2上的检测吸光值分别为 0.237 ± 0.004和 0.238 ± 0.006（ >0.05）；ARS染色结果显

示氨基修饰后 rMSCs成骨分化增多（在 NF和 NF-NH2表面 ARS染色区域比例分别 13.147 ± 3.223%和 36.677 ± 5.230%），而

hMSCs在修饰前后的纳米纤维上均有表达（修饰前后 ARS染色比例分别为 50.283 ± 2.942%和 38.254 ± 3.272%）。结论：氨基修

饰的 NF可以促进大鼠来源的MSCs黏附增殖以及成骨分化，而对人骨髓来源的MSCs没有显著影响，这提示我们MSCs的增殖

分化行为可能具有种属依赖性。
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The Effect of Amino-group Modified Nanofibers on Proliferation and
Differentiation of MSCs derived from Human and Rat Bone Marrow*

To investigate the effects of ammine group modified electrospinning nanofibers on the proliferation and os-

teogenic differentiation of rat and human bone marrow derived mesenchymal stem cells (rMSCs, hMSCs). Electrospun tech-

nique was employed to fabricate poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanofibers, whose surface was grafted with amino-group through

ammonia plasma treatment; Contact angle was measured on the PLGA nanofibers (NF) surface and amino-group modified (NF-NH2) sur-

face; Cell Counting Kit-8 (CCK-8) was used to test the proliferation of rMSCs and hMSCs after seeded onto NF and NF-NH2 for 1, 3(4),

and 7 days; Alizarin Red S (ARS) was used to detect the osteogenesis of rMSCs and hMSCs after seeded 21 days. The contact

angle was reduced from 81.28 ± 0.33 to 53.99 ± 0.79 by ammonia plasma treatment, which indicated that after modified by amino-group

the surface of NF became hydrophilic. CCK-8 results showed that more rMSCs attached to NF-NH2 surface. After 24 h seeded onto sur-

faces, the absorbance data of rMSCs on PLGA NF and NF-NH2 was 0.096 ± 0.011 and 0.175 ± 0.014 respectively ( <0.001). However

the NF-NH2 had no effects on the adhesion and proliferation of hMSCs. After 24 h seeded onto surfaces, the absorbance data of hMSCs

on PLGA NF and NF-NH2 was 0.237 ± 0.004 and 0.238 ± 0.006 respectively ( >0.05). It can be seen from the ARS staining results that

hMSCs produced calcium deposit equally on both NF and NF-NH2 surfaces, while NF-NH2 enhanced osteogenic differentiation of rMSCs

(the ARS staining area was increased from 13.147 ± 3.223% to 36.677 ± 5.230%). NF modified by amino-groups can en-

hance rMSCs' adhesion, proliferation and osteogenic differentiation. The same phenomenon didn't happened on hMSCs, indicating that

MSCs have a species dependent response.
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前言

21世纪是各类干细胞基础研究及临床探索的 "盛世 "[1-3]。

骨髓间充质干细胞 (bone marrow mesenchymal stem cells,

MSCs)由于取材和应用不存在伦理道德方面的争议，在骨缺损

修复领域具有广阔的临床应用前景[4,5]。诱导干细胞成骨分化的

方法有很多，其中生物化学诱导剂效果显著但是限制其临床应

用[6,7]，有一些研究者将目光转向了基底材料本身特性对 MSCs

分化的影响，如基底表面的官能团、软硬度以及形貌等[8-10]。也

有些研究者研究了脂肪及骨髓来源的 MSCs分化行为的差异

性[11]，但是目前很少有研究关注不同种属来源 MSCs成骨分化

的差异性。聚乳酸 -羟基乙酸共聚物 (poly(lactic-co-glycolic

acid), PLGA)有良好的生物相容性和生物降解性能且降解速度

可控，目前已被制作为人工导管，药物缓释载体，组织工程支架

等，在生物医学工程领域有广泛的用途[12-14]。其中 PLGA静电纺

丝纳米纤维具有高孔隙率和高比表面积，被广泛应用于组织工

程研究中。但是由于 PLGA的疏水性，不利于细胞的黏附和增

殖，因此对其表面进行适当改性至关重要[15]。氨气等离子体处

理技术是一种安全有效快捷的表面修饰技术，可以在高分子材

料表面引入氨基基团对其进行改性[16]。本研究中采用大鼠和人

骨髓来源的间充质干细胞为研究对象，以氨基修饰的纳米纤维

为基底，来探讨基底材料特性及种属差异性对干细胞成骨分化

的影响，以期为MSCs在骨组织工程中的应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用大鼠MSCs为本实验室提取，所用人 MSCs由

英国基尔大学 ISTM研究所提供；胎牛血清、琢-MEM、青链霉

素、0.25 %胰酶购自英国 Lonza公司；成骨诱导液自行配置，所

需试剂均购自 Sigma公司；细胞培养耗材购买自美国 NUNC

公司；PLGA、茜素红 S购买自 Sigma公司；静电纺丝仪器为自

行搭建；氨等离子体处理机为德国生产（Diener electronic, Plas-

ma-Surface-Technology, Germany）；接触角使用奥林巴斯相机

以及 ImageJ 软件分析测量；CCK-8 试剂盒购自 VICMED 公

司；光学显微镜购自德国 Leica公司；全波长酶标仪购自美国

Bio-tek公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 按照以前我们报道的方法从大鼠骨髓中提

取 MSCs[17]。步骤为：将 4周龄 SD大鼠的胫骨和股骨分离出

来，浸泡在 75 %的乙醇中，转入超净工作台内，用培养液清洗 3

次后沿骨垢剪掉骨的两端，暴露出骨髓腔，用无菌注射器吸取

10 mL细胞生长培养液冲洗骨髓腔，将骨髓冲出，转移至 25

cm2细胞培养瓶中，在 37℃，5 % CO2条件下培养。提取后培养

24小时首次换液，以后每三天换液一次。约一周后悬浮细胞经

换液大部分被除去，贴壁生长的即 MSCs。8-10天后，MSCs达

到 80 %融合，去除培养液，用 pH 7.4的磷酸盐缓冲液（PBS）冲

洗细胞后 0.25 %的无 EDTA的胰酶 37℃消化 5分钟，然后加

入 3 mL培养液终止消化。吹打均匀后的细胞悬液以 1:2传代

到新的细胞培养瓶中。人MSCs (hMSCs)从液氮罐中取出，迅

速放入 37℃水浴箱中复温解冻，待 hMSCs解冻后，用吸管吸

出冻存液，加入装有培养液的培养瓶中，吹打混匀，于 37℃ 5

% CO2培养箱中培养，第二天换液，当 MSCs 90 %融合时按上

述方法消化传代。

1.2.2 PLGA纳米纤维制备、修饰及表征 将 0.3 g PLGA溶解

于 7.5 mL二氯甲烷中充分搅拌溶解，加入 2.5 mL N, N-二甲

基甲酰胺溶液，通过磁力搅拌器搅拌 1小时充分混匀。将制备

好的静电纺丝溶液置于注射器中，注射器一端连接 6 #不锈钢

针头（内径为 0.5 mm），另一端与注射泵相连，泵的推进速度为

1.5 mL/h。铝箔作为 PLGA纳米纤维（nanofibers, NF）的接收端。

针头和收集端的距离为 20 cm，并施加 12 kV的高压直流电，

其中针头接正极，收集端接负极。制备的所有纤维都放入真空

干燥箱中 60℃ 24小时去除有机溶剂残留。将待修饰的 PLGA

NF置于等离子体处理机中，接通氨气，设置反应条件为 21

mbar-50 mbar，5分钟。将足量的 NF和 NF-NH2样品转移至超

净工作台，75%酒精浸泡 2小时后 PBS清洗 3次备用。取 NF

以及氨基修饰的 NF（NF-NH2）样品用于接触角测量，在各样品

表面加 4 滋L超纯水并于 30秒内拍照。每一样品表面于不同位

点测量 3次取平均值作为该样品的接触角。取等离子体处理前

后的 PLGA 纳米纤维进行扫描电子显微镜（SEM，ultra plus

Zeiss, Germany）观察。

1.2.3 实验分组 实验分为 4组，分别为 rMSCs接种于 NF，

rMSCs 接种于 NF-NH2，hMSCs 接种于 NF，hMSCs 接种于

NF-NH2。各组接种浓度均为 2 × 104/cm2。在普通培养基中培养

7天后，换成骨诱导液继续培养。

1.2.4 CCK-8实验 在细胞接种后 1、3(4)、7天，CCK-8溶液以

1:10稀释于 琢-MEM培养基中混匀，每个样品加入 220 滋L稀
释液后于 5 % CO2培养箱中 37℃孵育 2 h，然后每孔取 100

滋L液体转移到 96孔板中，在酶标仪上读取 450 nm波长处吸

光值。样品中剩余含 CCK-8的培养液弃去，加入新鲜培养液继

续培养，可连续测数天的吸光值。实验重复 3次，每次每样品设

置 6个重复[18]。

1.2.5 ARS染色实验 在更换成骨诱导液的第 21天，使用茜

素红 S（Alizarin red S, ARS）染色来观察钙结节的产生。接种细

胞的样品用 PBS漂洗一遍后用 70%乙醇于室温中固定 1 小

时，接着，用 40 mM茜素红 S-PBS溶液染色 20分钟。染色后，

样品用纯水冲洗 5遍后用倒置显微镜明场观察。

1.3 统计学分析

实验数据使用 Sigma STAT32统计软件进行分析，分析结

果均以 " 均数 ± 标准差 " 表示。统计采用单因素方差分析

(One-Way ANOVA)；两组比较时采用 Student's T-test，<0.05

为具有统计学意义。

2 结果

2.1 SEM观察氨等离子体处理前后 PLGA纳米纤维

图 1所示可见与处理前相比，经等离子体刻蚀后单根 PL-

GA纳米纤维表面粗糙度有所增加，但是整体形貌并未发生显

著变化，纤维没有出现断裂、熔化等情况。修饰前后纳米纤维直

径分别为 440 ± 92 nm和 464 ± 125 nm，纤维直径略有增加。

2.2 氨气等离子体处理能够改变 PLGA NF表面亲水性

PLGA NF经过氨气等离子体处理后进行接触角检测发现

氨基修饰可以使 NF表面亲水性增加（ <0.001），处理前 NF接

触角为 81.28 ± 0.33，处理后 NF-NH2接触角减小到 53.99 ±

0.79。见图 2。
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图 1氨气等离子体处理前后 SEM观察 PLGA纳米纤维形貌

（A）PLGA NF图片；（B）PLGA NF-NH2图片

Fig. 1 The morphology of PLGA nanofibers observed by SEM before and after ammonia plasma treatment

(A) Image of PLGA NF; (B) Image of PLGA NF-NH2

图 2 PLGA纳米纤维表面氨等离子体处理前后接触角比较

（A）NF表面水滴图片；（B）NF-NH2表面水滴图片；（C）接触角统计数据

Fig. 2 Comparison of the contact angles of PLGA NF before and after ammonia plasma treatment

(A) Water drop image on NF; (B) Water drop image on NF-NH2; (C) contact angle analyzed by ImageJ.

Note: Data are expressed as mean± SD, n=3. * <0.001.

2.3 PLGA NF-NH2可促进 rMSCs黏附增殖

有研究表明，亲水性表面更有利于细胞的黏附[16]。为了检

测不同种属来源的MSCs对微环境的敏感性，我们将大鼠和人

骨髓来源的 MSCs分别接种到 PLGA NF和 NF-NH2表面，并

在 1、3 (4)、7天用 CCK-8对其活性进行检测。结果表明，氨基

修饰的 NF 表面可以显著促进鼠源 MSCs 的黏附以及增殖

（ <0.05）（图 3.A），接种 24 h后 rMSCs在 NF和 NF-NH2上的

检测吸光值分别为 0.096 ± 0.011和 0.175 ± 0.014（ <0.001）；

然而，人源MSCs对于基底表面基团敏感性较弱，氨基修饰前

后 NF表面细胞黏附无差异，接种 24 h 后 hMSCs 在 NF 和

NF-NH2 上的检测吸光值分别为 0.237 ± 0.004 和 0.238 ±

0.006（ >0.05），增殖差异不大（ >0.05）（图 3.B）。

图 3 rMSCs和 hMSCs在 NF、NF-NH2上黏附增殖比较

（A）rMSCs在 NF、NF-NH2上黏附（Day1）、增殖（Day1, 3, 7）结果；（B）hMSCs在 NF、NF-NH2上黏附（Day1）、增殖（Day1, 4, 7）结果。

Fig.3 Comparison of the attachment and proliferation of rMSCs and hMSCs on NF and NF-NH2 surfaces

(A) The attachment (Day1) and proliferation (Day1, 3, 7) of rMSCs on NF and NF-NH2 surfaces; (B) The attachment (Day1) and proliferation (Day1, 4, 7)

of hMSCs on NF and NF-NH2 surfaces.

Note: Data are expressed as mean± SD, n=6. * < 0.05, # >0.05.
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3 讨论

静电纺丝纳米纤维是一种极具应用前景的组织工程支架，

具有高孔隙率（大于 80%）、高比表面积和连通性等优点，可模

拟细胞外支架结构[19]。PLGA纳米纤维支架较多的应用于骨、血

管等组织工程研究中，具有降解速率可调、组织相容性好等优

点[19-22]。本文中，我们采用 PLGA静电纺丝纳米纤维为基底，并

对其进行氨气等离子体处理，使得 PLGA NF表面接枝氨基基

团，提高了 NF的亲水性。这与我们以前的研究结果一致。本课

题组前期研究膜状基底表面改性时发现经过氨等离子体处理

后材料表面亲水性增加，接触角显著降低[16]。

很多研究证实，静电纺丝纳米纤维支架有利于细胞的黏附

增殖，这主要归功于其高孔隙率和高比表面积[23]。Feng等研究

者发现，氨基修饰的纳米纤维能够促进神经细胞的黏附以及增

加突触密度[24]。本文中，我们采用氨等离子体处理在 PLGA NF

表面接枝了 -NH2基团，增加其亲水性，发现鼠源 MSCs 在

-NH2修饰后的表面的黏附和增殖均有所增加，而人源 MSCs

在修饰前后的表面黏附和增殖没有显著差别，但是总体黏附和

图 4 各组钙结节 ARS染色情况比较

（A）rMSCs在 NF表面钙结节染色图；（B）rMSCs在 NF-NH2表面钙结节染色图；（C）hMSCs在 NF表面钙结节染色图；（D）hMSCs在 NF-NH2表面

钙结节染色图；（E）各组钙结节染色量化图

Fig.4 Comparison of the ARS staining of calcium deposit on each experimental group

(A) Calcium deposit staining image of rMSCs on NF surface; (B) Calcium deposit staining image of rMSCs on NF-NH2 surface; (C) Calcium deposit

staining image of hMSCs on NF surface; (D) Calcium deposit staining image of hMSCs on NF-NH2 surface; (E) The quantification results of ARS staining

of each group.

Note: Data are expressed as mean± SD, n=3. * <0.05.

2.4 PLGA NF-NH2可促进 rMSCs成骨分化

有研究表明，材料表面基团的变化能够影响干细胞成骨分

化[8]。本研究中的 ARS染色结果显示，鼠源 MSCs在 NF-NH2

表面（图 4.B，(36.68 ± 5.23) %）ARS染色明显多于 NF表面（图

4.A，(13.15 ± 1.22) %），而人源 MSCs在 NF和 NF-NH2表面

ARS染色均比鼠源 MSCs多，hMSCs在氨基修饰的表面 RAS

染色比未修饰表面少（图 4.C，D）。hMSCs在 NF和 NF-NH2表

面 ARS染色占总面积的比例分别为 (50.28 ± 2.94) %和(38.25

± 3.27) %（图 4.E）。
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增殖效率明显高于鼠源 MSCs。在我们以前的研究中发现，相

比于膜状支架和微米纤维支架，静电纺丝纳米纤维支架除了利

于 rMSCs的黏附和增殖外，还可以维持间充质干细胞的形态；

通过统计细胞长径比发现纳米纤维表面的干细胞呈现出梭形，

而膜和微米纤维表现细胞向四周伸展，更多的呈现出方形[23]。

这表明细胞对不同类型基底的响应不同，平面膜作为二维支

架，不能很好的模拟体内细胞外基质结构，不能为 MSCs提供

模拟体内的微环境；而微米纤维对于体积较小的 rMSCs来说

表面也相对平整，接近二维支架；纳米纤维支架则可以很好的

模拟细胞外基质结构，为细胞提供很好的微环境。综合分析本

文的结果与以前的实验研究，我们分析认为，相较于鼠源

MSCs，人源 MSCs体积较大，PLGA纳米纤维基底更接近体内

细胞外基质结构，能够更好的模拟体内微环境，因此在 NF表

面也有较高的黏附率；而鼠源 MSCs由于体积较小，在相同直

径的 PLGA纳米纤维基底上，其响应可能介于二维表面和三维

支架之间，不易黏附伸展；而氨基修饰后其表面亲水性增加，同

时氨基本身也为细胞黏附提供结合位点[25]，这些特点决定了rM-

SCs在 NF和 NF-NH2表面黏附的差异性以及 rMSCs 与 hM-

SCs对 PLGA纳米纤维支架的响应差异性。

MSCs在骨组织工程中应用广泛，很多研究通过不同方法

实现了体外自主调节MSCs向成骨细胞分化[10,17]。Dalby等研究

者发现具有纳米孔洞排列（介于高度规则与完全无规则之间）

的基底上，MSCs可以在不加化学诱导剂的情况下定向分化为

成骨细胞[26]；Oh等人将MSCs接种于竖直排列的二氧化钛纳米

管上，发现当纳米管直径较小（约 30 nm）时显著促进细胞的

粘附而非分化；当纳米管直径较大时（70-100 nm）MSCs分化

成成骨样细胞[27]；Curran等人发现表面修饰 -NH2的基底可以促

进MSCs的成骨分化[8]。但是这些研究都是针对人源MSCs进

行的，而没有考虑不同种属MSCs的差异性。也有部分研究者

研究了不同组织来源的MSCs，如脂肪来源与骨髓来源 MSCs，

在与人脐静脉内皮细胞（HUVECs）共培养时的差异性，他们发

现，两种不同组织来源的 MSCs与 HUVECs共培养后，其成血

管能力没有显著差异，并且体内研究表明两实验组中新生血管

均可以与宿主血管相吻合[11]。本文中，我们分别将大鼠和人骨

髓来源的MSCs接种到 NF和 NF-NH2表面，来研究间充质干

细胞的种属差异性对不同基底的响应敏感性。我们发现，不同

种属来源的MSCs成骨分化差异性较大，对基底官能团的敏感

性也存在差异。相比于未修饰的 NF-NH2修饰的 PLGA NF可

以显著提高 rMSCs矿化，说明 rMSCs对于基底官能团差异性

更敏感。而人源MSCs在 NF和 NF-NH2表面均有明显的钙结

节产生，甚至 NF表面稍多，说明 hMSCs对基底官能团特性不

太敏感，而成骨诱导液对其成骨分化作用更为显著。

综合以上研究结果和分析，我们认为本研究提出的 MSCs

种属差异性的问题值得关注，其相关机制尚需进一步研究，如

能揭示其差异性的原因将对干细胞临床研究和应用具有一定

现实意义。
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