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高仿真组织工程神经支架制备工艺的参数优化 *
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摘要 目的：对直接影响神经支架微观结构的关键因素进行分析，以确定制备不同孔径仿真支架的制备工艺。方法：用前期开发的
神经支架制备工艺，应用不同浓度的醋酸浓度和冷淋速度制备仿真神经支架，以扫描电镜观察神经支架结构特征，以确定醋酸浓
度和冷淋速度对神经支架内部结构的影响。结果：醋酸浓度和冷淋速度对神经支架内部结构具有重要影响。醋酸浓度为 0mg/ml
时，无法制备定向结构的神经支架，当醋酸浓度为 1 mg/ml、2 mg/ml、3 mg/ml和 4 mg/ml时，可制备轴定向仿真支架，并且神经支
架的孔径随醋酸浓度增大而增大；当冷淋速度为 1×10-5m/s、2×10-5m/s和 5×10-5m/s时，所制备的仿真支架内部均呈明显的轴向
微管结构，其中冷淋速度为 2×10-5m/s时，其轴向微管结构排列最为有序、规律。当速度为 1×10-6m/s，2×10-6m/s，5×10-6m/s以及
1×10-4m/s时，所制备的材料内部微管结构走向无明显规律。结论：醋酸浓度和冷淋速度是影响神经支架内部结构的两个关键因
素，通过改变醋酸浓度和冷淋速度可制备不同孔径的仿真神经支架。
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ABSTRACT Objective: To investigate the factors which influence the micro-structural characteristics of the highly bionic nerve
scaffold, and to determine the technology for establishing bionic nerve scaffold with different micro-structural characteristics. Methods:
Nerve scaffolds with different micro-structural characteristics were fabricated with varied doses of acetic acid and a series of freezing
velocities. Scanning electron microscopy was used to detect the micro-structural characteristics. The effects of acetic acid concentration
and freezing velocities on the structural appearance of the scaffolds were determined. Results: The concentration of the acetic acid and
freezing velocities had effect on the micro-structural characteristics of the nerve scaffold. Scaffold with longitudinal pores could be fabri-
cated in the presence of acetic acid (1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml and 4 mg/ml, except 0mg/ml), and the pore size increased with
the increasing of the acetic acid concentration. In addition, highly bionic nerve scaffold could be made when the freezing velocities were
maintained at 1×10-5m/s, 2×10-5m/s and 5×10-5m/s, of which the most homogeneous longitudinal pores were achieved by velocity at
2×10-5m/s. When the velocity was maintained at 1×10-6m/s, 2×10-6m/s, 5×10-6m/s and 1×10-4m/s, the scaffold showed no longitudinal
pores. Conclusion: Acetic acid concentration and freezing velocities were two key factors determining the micro-structural characteristics
of the highly bionic nerve scaffold. Scaffolds with different micro-structural appearances can be fabricated through changing the acetic
acid concentration and freezing velocities.
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前言

利用组织工程学方法构建组织工程神经支架是目前长节
段神经缺损修复的一个重要方向[1]。本课题组利用自主研发的
高仿真神经支架制备工艺成功制备了具有轴向微管样结构的
高仿真神经支架[2]。动物实验结果显示该仿真支架可有效引导

神经定向生长[2, 3]。高仿真神经支架的轴定向微管的管径和定向
性对神经再生具有重要影响，是决定其修复效果的一个主要因
素。因此，开展高仿真神经支架制备工艺的参数优化研究，确定
影响仿真支架微管结构的关键因素对提高其修复效果具有重
要意义。本课题在原有制备工艺的基础上，进一步优化了材料
结构及相关特性，对直接影响神经支架微观结构的关键因素进
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行研究，应用扫描电镜对其结构特性进行观察，同时对其孔径
等基本性能进行鉴定，以筛选出制备高仿真支架的最佳技术参
数，为进一步研究提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 高仿真神经支架制备工艺
电子天平称取 280 mg的 I型胶原蛋白 (Sigma, USA)放入

浓度为 3 mg/ml醋酸溶液 5 ml中溶解 24小时，在 4℃恒温环
境中，以 15000 r/min搅拌速度搅拌 90 min，制成悬浊液；另称
取壳聚糖 (Sigma, USA) 70 mg加入 3 mg/ml醋酸溶液 5 ml中
充分溶解，混合两种悬浊液并保持 4℃恒温，再以 15000 r/min
搅拌速度搅拌 90 min，充分混合制成胶原 -壳聚糖凝胶状混悬
液，抽真空静置 12小时，壳聚糖 -胶原溶液注入内径为 2 mm，
长 10 cm的硅胶管，以铅丝夹住密封两端。将注模的样品顺轴
向以自制微型调速仪缓慢浸入深低温冷淋剂（液氮）中，下降速
度为 2×10-5 m/s，进行梯度冷淋（图 1）。

将 10 cm长的胶原 -壳聚糖悬浊液的硅胶管冰冻体裁剪
成 2.0 cm短节段放置于预冷的铝盘中，放入 Alphal-2型冷冻
干燥机，在－60℃、100 mtorr条件下冻干 24小时。在冷冻干燥
机的真空环境中，冷冻支架中的溶剂冰晶发生升华，得到具有
微孔结构的支架。真空状态下升温至 0℃保持 6小时，再继续

升温至 22℃保持 30～60 min，解除真空，升至常温，即可制得
干燥成形的高仿真支架材料。
1.2 醋酸浓度对神经支架内部结构的影响

电子天平称取 5份 280 mg的 I型胶原蛋白，分别放入浓
度为 0~4 mg/ml（分为 0mg/ml、1 mg/ml、2 mg/ml、3 mg/ml、4
mg/ml共 5个浓度梯度）醋酸溶液 5 ml中溶解 24小时，在 4℃
恒温环境中，以 15000 r/min搅拌速度搅拌 90分钟，制成悬浊
液；另称取壳聚糖 70 mg加入相应浓度的醋酸溶液 5 ml中充
分溶解，混合两种悬浊液并保持 4℃恒温，再以 15000 r/min搅
拌速度搅拌 90分钟，充分混合制成不同醋酸浓度的胶原 -壳
聚糖凝胶状悬浊液，抽真空静置 12小时。将上述悬浊液分别注
入标准模具，顺轴向以 2×10-5 m/s的速度进行梯度冷淋，常规
方法进行冷冻干燥，制备胶原 -壳聚糖支架材料。
1.3 冷淋速率对神经支架内部结构的影响

电子天平称取 280 mg的 I型胶原蛋白和 70 mg壳聚糖，
分别放入浓度为 3 mg/ml醋酸溶液 5ml中溶解 24小时，常规
方法混合制备成胶原 -壳聚糖悬浊液。将上述悬浊液分别注入
标准模具，将注模的样品顺轴向以自制微型调速仪缓慢浸入深
低温冷淋剂中进行梯度冷淋，冷淋速度分别为 1×10-6 m/s至
1×10-4 m/s（分为 1×10-6 m/s，2×10-6 m/s，5×10-6 m/s，1×10-5

m/s，2×10-5 m/s，5×10-5 m/s，1×10-4 m/s共 7个速度梯度）。常
规方法进行冷冻干燥，制备胶原 -壳聚糖支架材料。
1.4 扫描电镜（SEM）观察支架内部结构

将上述方法制备的支架材料经临界点干燥、喷金处理后，
应用扫描电镜（型号：S-3400N）观察其横、纵截面的微观结构，
并应用计算机图象分析技术测量计算材料孔径等指标。

2 结果

2.1 高仿真神经支架的结构特征
扫描电镜观察仿真神经支架的超微结构，纵截面可见平行

排列的微管样结构（图 2A），微管内径相对均一，微管直径为
37.41± 11.0μm（直径范围：25 ~ 55 μm）；支架横截面为蜂窝
样结构（图 2B），规则排列。此结构与正常神经基底膜结构具有
高度的相似性。此外，平行排列的轴向微管之间有大量相互沟
通的孔状结构连通（图 2A），这为神经再生过程中营养物质及
代谢产物在微管间的运输奠定了结构基础，对于建立利于神经
再生的内部微环境具有积极影响。

图 1 梯度冷淋模型示意图
Fig 1 The schematic diagram of the gradient freezing model

图 2 高仿真神经支架结构特征. A:纵截面；B：横截面
Fig 2 The micro-structural characteristics of the highly bionic nerve scaffolds. A: longitudinal section; B: cross section
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图 3 支架孔径与醋酸浓度关系
Fig 3 The relationship between pore size and acetic acid concentration

2.2 不同醋酸浓度对支架微管结构的影响
本研究利用不同浓度醋酸溶液配制的胶原 -壳聚糖混悬

液，在 2×10-5 m/s的冷淋速率下制备仿真神经支架。结果显示：
当醋酸浓度为 0mg/ml时，无法制备轴定向结构的神经支架。当
醋酸浓度为 1 mg/ml、2 mg/ml、3 mg/ml和 4 mg/ml时，制备的
支架材料在纵切面上均呈现轴向微管样结构，并且支架的孔径
随着醋酸浓度的增加而逐渐增大 (图 3)。仿真支架的平均孔径
分别为 17.6± 10.2μM（醋酸浓度：1 mg/ml），29.5± 9.3μM
（醋酸浓度：2 mg/ml），37.4± 11.3μM（醋酸浓度：3 mg/ml）和
43.6± 12.7μm（醋酸浓度：4 mg/ml）。
2.3 不同冷淋速率对支架微管结构的影响

为了研究不同冷淋速度对于支架微管结构的影响，我们选
用不同的冷淋速率制备高仿真神经支架。结果显示：仿真支架
的内部结构特征与冷淋速度相关，但不呈线性关系。当冷淋速
度为 2×10-5m/s（图 2A）、1×10-5m/s（图 4A）、和 5×10-5m/s（图
4B）时，所制备的仿真支架内部均呈明显的轴向微管结构，其
中，当冷淋速度为 2×10-5m/s时，其轴向微管结构排列最为有
序、规律（图 2A）。当速度为 1×10-6m/s，2×10-6m/s，5×10-6m/s

以及 1×10-4m/s时，所制备的材料内部微管结构走向无明显规
律，偶见轴向平行结构，但微管贯通长度十分有限（图 4C, D, E,
F）。不同的冷淋速度影响支架材料内部孔径的大小，冷淋速度
与孔径的关系见表 1。

图 4 不同冷淋速度制备的支架材料扫描电镜结果:A为 1×10-5m/s，B为 5×10-5m/s，C为 1×10-6m/s，D为 2×10-6m/s，E为 5×10-6m/s的纵截面，F

为 1×10-4m/s的横切面。Scale bar：A, B =100μm，D, E, F =200μm，F=50μm

Fig 4 The scanning electron microscopic observation of the scaffold prepared by different freezing velocities. The appearances of the longitudinal sections

of the scaffold prepared by freezing velocities at 1×10-5m/s (A), 5×10-5m/s (B), 1×10-6m/s (C), 2×10-6m/s (D) and 5×10-6m/s (E). The cross section of

the scaffold prepared by freezing velocities at 1×10-4m/s was also shown (F). Scale bar：A, B =100μm，D, E, F =200μm，F=50μm

表 1 冷淋速度与支架孔径的关系(x±s)
Table 1 The relationship between freezing velocity and pore size (mean±SEM).

Freezing velocity (m/s) Average pore size (μm) Direction of the pores

1×10-4 25.8± 8.3 Randomly

5×10-5 30.3± 9.5 Longitudianl pores

2×10-5 37.4± 11.0 Longitudianl pores

1×10-5 45.4± 10.2 Longitudianl pores

5×10-6 78.2± 15.3 Randomly

2×10-6 98.6± 11.3 Randomly

1×10-6 154.3± 16.9 Randomly
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3 讨论

周围神经损伤是目前临床上最常见的创伤之一，其中长节
段的神经缺损是损伤最重、预后最差的损伤类型。目前临床上
治疗长节段神经缺损主要采用自体神经移植术，即将未损伤区
域的自体神经移植到损伤区域来桥接损伤的神经断端 [4-6]。然
而，自体神经移植的应用受到很多因素限制：如获取供体神经
需要二次手术，继发的供区神经功能丧失，供区神经来源不足，
以及供受神经在组织结构和尺寸上不匹配等[7,8]。因此，研发能
够有效代替自体神经的移植替代物是目前亟待解决的难题。

大量研究表明，神经支架的内部结构是决定其修复效果的
重要因素，其与正常神经基底膜的仿真程度对于受损神经的定
向再生具有重要的引导作用[9]，也是影响神经缺损后神经功能
恢复的一个关键要素[3, 10]。本课题组前期应用自主研发的仿真
神经支架制备工艺制备出具有轴向微管样结构的仿真神经支
架，动物实验表明，该仿真支架的微管样结构（孔径范围：45μm
~ 75 μ）可有效引导神经定向生长，具有较好的神经损伤修复
效果。以往研究表明：轴定向微管的管径（即本实验中的测量的
孔径），是决定神经再生质量的一个重要因素[10, 11]。理论上讲，能
够有效引导神经轴突再生的理想支架其孔径应该具备以下条
件：小到能够物理性制约并有效引导再生轴突的定向生长；大
到能够支持有效的血管化和再生支持细胞的渗入[12-14]。因此，开
展高仿真神经支架制备工艺的参数优化研究，确定影响仿真支
架微管结构的关键因素，并最终筛选出最有利于引导神经再生
的仿真神经支架结构参数具有重要意义。

醋酸浓度是影响仿真神经支架微管结构的一个重要因素。
本研究结果显示，当醋酸浓度为 0mg/ml，无法测量神经支架的
平均孔径，主要原因在于：在未加入醋酸进行溶解制备的胶原 -
壳聚糖悬浊液中胶原和壳聚糖溶解十分不充分，材料中出现数
量众多的大颗粒。这不但影响了支架轴向结构的形成，对于支
架孔径也造成严重影响，使测量无法正常进行[15]。此外，制备的
仿真神经支架的孔径随着醋酸浓度的升高而升高，可能原因
为：当醋酸浓度升高时，溶液的 pH值下降，在梯度冷淋过程
中，随温度梯度形成的轴定向冰晶的直径随之增大，在真空干
燥时，冰晶直接由固态转化为气态，制备了较大孔径的仿真神
经支架[15, 16]。

冷淋速度是影响仿真神经支架微管结构的一个重要因
素 [18]，其中，决定孔径大小的关键因素为胶原 -壳聚糖凝胶形
成冰晶时的温度[17, 18]。当凝胶以较快速度逐渐经过形成冰晶的
温度临界值时，凝胶中的水分子来不及形成冰晶即进入更低的
温度，而在较低温度下，凝胶内水分子形成的冰晶体积小，因此
冷冻干燥后制备的支架孔径较小，且微管的取向无规律性[17, 19]。
当凝胶以适宜的速度经过温度梯度时，凝胶内的水分子会沿温
度梯度形成轴取向的柱状冰晶结构，冷冻干燥时冰晶升华形成
轴取向微管样结构，此外，冷淋速度降低，凝胶内水分子形成的
柱状冰晶的临界温度升高，形成的柱状冰晶的直径增加，因此，
微管的孔径增加[17]。当冷淋速度进一步降低，凝胶经过温度梯
度时，冰晶体积继续增大，并且多个冰晶相互融合，因此，制备
的支架的微管直径继续增大，微管的排列又逐渐失去规律性[17,20]。

综上所述，本实验立足于前期开发的高仿真神经支架制备

工艺，发现醋酸浓度和冷淋速度是仿真神经支架制备过程中决
定内部微管结构的关键因素，通过改变醋酸浓度和冷淋速度可
制备不同孔径的仿真神经支架，为下一步在体筛选可引导神经
再生的最佳仿真支架结构参数奠定基础。
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