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摘  要: 以赖氨酸、神经生长因子 (NGF)、聚乳酸聚羟基乙酸共聚物 (PLGA)、猪皮来源的细胞外基质 (ECM) 为

原料制备了一种复合材料；考察其内部三维结构，生物力学性质，降解特性，雪旺氏细胞黏附状况，以及其对

NGF 的可控释放作用；从而评价其作为促周围神经损伤修复支架的可行性。扫描电子显微镜 (SEM) 观察显示，

PLGA 渗透入去细胞猪皮内部固有的蜂窝状孔隙中，并覆盖在孔隙内表面；孔隙率为 68.3％~81.2％，密度为

0.62~0.68 g/cm3。复合材料的断裂强度为 8.308 MPa，断裂伸长率为 38.98％，弹性模量为 97.27 MPa；在 4 周的

体外降解测试中，其最大失重率为 43.3％；赖氨酸在复合材料中的添加对降解液 pH 的相对稳定具有显著作用；

在 30 d 中，复合材料对 NGF 的累积释放率为 38％；通过雪旺氏细胞与复合材料的共培养，发现雪旺氏细胞能够

在其表面及孔隙中黏附。因此表明本复合材料有望成为一种新型的促周围神经损伤修复支架。 
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Abstract:  A scaffold fabricated with lysine/nerve growth factor (NGF)/poly (lactic acid coglycolic acid) copolymer (PLGA) 

组织工程与细胞培养
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and acellular pigskin was evaluated in vitro as a potential artificial nerve scaffold. Properties of the scaffold such as 
microstructure, mechanical property, degradation behavior in PBS and water, Schwann cell adhesion property, and release of 
NGF were investigated. Results showed PLGA had permeated into the porous structure of acellular pigskin; its breaking strength 
was 8.308 MPa, breaking extensibility was 38.98%, elastic modulus was 97.27 MPa. The porosities of the scaffold ranged from 
68.3% to 81.2% with densities from 0.62 g/cm3 to 0.68 g/cm3. At 4 weeks of degradation in vitro, maximum mass loss ratio was 
43.3%. The release of NGF could still be detected on the 30th day, and its accumulative release rate was 38%. Lysine added into 
the scaffold neutralized the acidoid preventing degradation of PLGA to maintain a solution pH value. Schwann cells had grown 
across the scaffold after co-cultivation for 15 days. These in vitro properties of the pigskin based composite might indicate its 
potentiality to be an artificial nerve scaffold. 

Keywords:  pigskin, extracellular matrix (ECM), peripheral nerve, poly (lactic acid co glycolic acid) copolymer (PLGA), 
nerve growth factor (NGF), lysine, schwann cells 

周围神经缺损替代修复是一个复杂且难度

较高的问题，生物组织工程支架是解决这一难题

的有效途径。材料问题一直是神经支架所面临的

重要问题之一，很多材料都被应用这一领域的研

究中[1-8]。单一材料在体现其优势的同时，通常

也体现出一些缺陷，因此采用多种材料制备复合

材料作为神经支架以促进周围神经损伤修复，是

目前普遍认可的方法。新鲜猪皮中水分含量为

55.5％，脂肪含量为 13.56％，猪皮中的胶原含量

约为 24.35％，其余部分主要为细胞内容物[9]。以

猪皮为原料制备细胞外基质  (ECM) 的实质是

去除脂肪和具有免疫原性的细胞内容物。猪皮来

源的 ECM 主要由胶原构成，除此之外还含有层

粘连蛋白、纤维结合蛋白等有益于神经再生的物

质，具有良好的生物相容性[1]。其中，胶原为三

股螺旋结构，α1 和 α2 链的分子量约为 100 kDa，

β 链的分子量约为 200 kDa，变性温度为 37.5 ℃。

胶原分子主要包含甘氨酸、脯氨酸和羟脯氨酸，

不含色氨酸和胱氨酸[9-10]。猪皮在厚度及其面积

方面的优势决定了猪皮来源的 ECM 更易于加工

成神经支架所需要的形态。NGF 在神经损伤修复

中的作用得到了广泛的认同，但是，NGF 缓释体

系的合理性直接决定了 NGF 功能的发挥[1]。在以

猪皮来源的 ECM 制备对 NGF具有缓释功能的神

经支架的过程中，需要一种包封剂。PLGA 良好

的生物相容性及其生物可降解性等性质，都表明

它适合作为这种包封剂。PLGA 在体内降解过程

中，会释放弱酸性物质，从而为组织环境 pH 的

稳定造成一定的压力[11]，本研究拟采用一种弱碱

性物质，即赖氨酸[12-13]来克服这一问题。 

本研究以猪皮为原料制备 ECM，用 PLGA

将 NGF 和赖氨酸复合在 ECM 上，以构建一种对

NGF 具有缓释功能，并可以在一定程度上中和

PLGA 酸性降解产物的复合材料。通过形态学观

察、力学测试、降解试验、细胞学试验，在体外

评价其作为神经支架的可行性。由于本材料仅供

体外测试使用，故其形态未与周围神经的几何形

态相匹配。 

1  材料与方法 

1.1  猪皮来源 ECM 的制备与观测 

取猪肩背部新鲜猪皮，去毛，温水清洗，切

割成条状 (2 mm×2 mm×100 mm)，用 NaOH 溶

液脱脂，用 NaCl 进行高渗透压处理，用纯净水
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进行低渗透压处理，用胰蛋白酶 (Sigma 公司) 

破坏细胞成分、细胞连接，疏松胶原，用 5 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0) +2％TritonX- 100 中在 37 ℃下

振荡浸泡 3 d，室温下用清水冲洗 2 d，用 Trix-100 

(Sigma 公司) 进行去垢处理，纯净水漂洗；用冷

冻干燥机 (Flexi-Dry μP，FTSSYSTEM，USA) 脱

水；分别进行扫描电子显微镜 (AMRAY 1000B，

USA) 和 HE 染色观测去细胞效果以及内部形

态[14]。 

1.2  NGF 明胶微球的制备 
在明胶 (Bloom strength，225；pI：4.7；Sigma) 

水溶液中加入 NGF (ß-NGF，Human，Sigma)，

加入植物油 (37 ℃) 乳化，冷冻到−20 ℃，在冷

冻离心机中分离，沉淀物用丙酮洗涤，除去植物

油和水，冷冻干燥，筛分备用 (400 目)[15-20]。 

1.3  神经支架的制备 
将 NGF 明胶微球、赖氨酸、猪皮来源 ECM

置于 3％ (W/V) PLGA (8020 mole ratio of lactide 

to glycolide；Sigma) 的二氯甲烷溶液中，振荡混

合后，负压抽干。 

1.4  内部形态观察及孔隙率测定 
用扫描电子显微镜 (AMRAY 1000B，USA) 

观察神经支架的表面及断面的形态；用文献报道

的方法测定孔隙率和密度[21]。 

1.5  力学测试 
用材料力学测试机 (INSTRON 1011，USA) 

检 测 神 经 支 架 的 力 学 性 质  (加 载 速 度 为

10  mm/min)。 

1.6  体外降解测试 
取神经支架 (300±1) mg (以猪皮来源 ECM

和 PLGA 为对照)，置于安培瓶中，分别加入

10 mL 三蒸水或 PBS (Sigma 公司)，置于摇床 

(50 r/min) 在生化培养箱 (37 ℃) 中持续处理 8

周，期间不更换降解液，每周取样 1 次。用 pH

计 (DELTA320) 在各时间点检测降解液 pH 值。

在前 4 周分别称量各样品的湿重和干重 (经冷冻

干燥)，称重后将样品重新放回原降解液中。对

于进行 SEM 观察的样品做相同的处理。 

1.7  对 NGF 的持续释放作用 
取 50 mg 神经支架，加入 10 mL PBS，置于

摇床 (40 r/min) 在生化培养箱 (37 ℃) 中持续处

理30 d每次取样1 mL，同时回加1 mL新鲜的PBS。

期间，在起始 12 h 中，每间隔 2 h 取样 1 次，在此

后的 2 d 内，每 12 h 取样 1 次，之后，每天取样 1

次。对各样品进行−70 ℃保存。待全部取样完成

后，统一用 β-NGF (human) ELISA kit (Sigma) (按

试剂盒使用说明书) 对各样品进行处理。神经支

架对 NGF 的累计释放率的计算公式为： 

1 0
1

0 0
0

100% ( 0 ng/mL, 1 mL, 10 mL, 36, 5 000 ng)

n

i i
i

i

V C C V
r C V V n m

m
−

=
+∑

= × = = = = =  

 
1.8  雪旺氏细胞在神经支架上的粘附与增殖 

雪旺氏细胞的分离、培养与纯化，及 MTT

法均参照文献报道的方法进行[22-23]。在神经支架

与雪旺氏细胞共培养 15 d 后，取出材料进行 SEM

观察。 

2  结果 

2.1  猪皮来源 ECM 观察 
苏木精-伊红 (HE) 染色，是一种传统而经

典的组织学方法，可以将细胞核物质染成紫色，
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将其余物质染成粉红色。从图 1 可以看出，新鲜

猪皮 (图 1A) 相对致密，其中零星分布着一些细

胞，ECM (图 1B) 较为疏松，无细胞。这可以说

明本研究中所使用的 ECM 实现了去细胞的目

的。SEM 观察结果显示，与新鲜猪皮 (图 1C) 相

比，ECM (图 1D) 中胶原纤维的排列较为疏松，

纤维的直径为 1~10 μm 左右，纤维间缝隙的宽度

为 5~50 μm 左右，这就为制备内部具有相互联通

的蜂窝状结构的神经支架提供了充分的前提条

件，同时也为 NGF 明胶微球进入其内部以构建

NGF 缓释体系创造了条件。 

2.2  神经支架的形态和结构 
本神经支架的孔隙率为 68.3％~81.2％，密

度为 0.62~0.68 g/cm3。空隙率是神经支架的重要

指标之一。但是并不能直接地用于评价神经支

架的优劣。因为支架内部孔隙的大小、相互间

的连通性、均质程度，才与雪旺氏细胞和轴突

是否能够顺利地在支架内部穿行和进行物质交

换直接相关。同时，在支架的降解过程中，以

及在巨噬细胞的吞噬过程中，支架内部会有新

的空隙形成。再者，过高的孔隙率意味着支架

质地过于疏松，会导致质地脆弱，难以耐受移

植过程中的手术操作，以及术后的组织压迫和

牵拉。所以，孔隙率的指标需要与支架的力学

性质及内部结构相结合，以评价神经支架形态

的合理性。 

SEM 观察显示，PLGA 在神经支架表面 (图

2A) 形成膜状结构，同时在表面形成一系列分

布较为均匀的直径介于 1~5 μm 的孔隙。这些孔

隙主要是在材料制备过程中，在负压作用下由

溶质挥发所形成的。这种尺度的孔隙允许神经

支架内部横向就近与组织环境进行物质交换，

但细胞无法通过。这种结构或许可以改善神经

损伤修复中，移植体内部与组织环境间的物质

交换问题，这无疑会有益于轴突的再生。细胞

无法在这些孔隙中通过，对轴突的有序生长是

有益的。因此本神经支架的表面形态符合神经

再生的要求。 

神经支架的断面 (图 2B) 很难发现 ECM中

的胶原纤维，这表明 PLGA 已经渗入 ECM 内部，

并在孔隙内表面形成膜状结构，由此推测，NGF

明胶微球和赖氨酸也被 PLGA 包封起来从而形

成一种有效的 NGF、赖氨酸缓释体系。断面 (图

2B) 中可以观察到直径为 8 μm 左右的圆球状颗

粒，这是完整的 NGF 明胶微球。还可以观察到

直径为 0.5 μm 左右的粉末状颗粒，它们可能是

明胶微球在支架加工成型过程中崩解所造成

的。这些粉末可能是 NGF、明胶、赖氨酸的混

合物。不过，仍有理由相信，它们也被 PLGA

在表面进行了轻度的覆盖。它们的存在可能会

导致支架在降解的早期对 NGF 暴释。在支架的

断面 (图 2B) 中体现出了众多远大于 10 μm 的

孔隙，这为雪旺氏细胞及轴突的侵入提供了足

够的内部空间。 

2.3  力学性质 
材料的力学性质也是神经支架的重要性质

之一。在移植过程中需要耐受手术操作而保持形

态，在移植后也需要耐受肌肉收缩等原因所导致

的拉伸和挤压。猪皮来源的 ECM 主要由于胶原

纤维构成，具有很好的机械强度。PLGA 具有较

好的刚性。在 ECM 和 PLGA 所组成的复合材料

中，韧性主要由胶原所决定，硬度由 PLGA 决定。 
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图 1  新鲜猪皮与猪皮来源的 ECM 的内部形态 
Fig. 1  Morphology of fresh pigskin and acellular pigskin. (A) Fresh pigskin (HE staining). (B) ECM (HE staining). 
(C) Fresh pigskin (SEM). (D) ECM (SEM). 

 

图 2  神经支架的形态 
Fig. 2  Structure of the scaffold (SEM). (A) Surface. (B) Cross section. 
 
 
二者的含量以及混合的均匀程度都会导致复合

材料力学性质的变化。本神经支架的断裂强度为

8.308 MPa，断裂伸长率为 38.98％，弹性模量为

97.27 MPa. 这说明其强度高，具有一定的弹性，

硬度适中。 

2.4  降解性质 
在 PBS 中降解 4 周后发现，神经支架的最大

吸水率为 126％，最大失重率为 43.3％，而对照

组猪皮来源的 ECM 的最大吸水率为 300％，最

大失重率为 9.9％ (图 3)。支架中的 PLGA 逐步

降解，在第 4 周时几乎仅剩下 ECM 的成分 (图

4)。这表明此时的支架应该已经不具备对 NGF

和赖氨酸的持续释放功能，如果希望要延长这样

的过程，则在支架的制备中需要增加 PLGA 的含
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量。在 8 周的考察期中 (图 5)，降解液中的 pH

体现出了一个逐步缓慢降低的趋势，相对于对照

组 (PLGA) 而言，支架组的 pH 降低的趋势较为

平缓。这表明赖氨酸在支架中的添加能中和

PLGA 降解过程中所释放的弱酸性物质，以稳定

环境 pH。赖氨酸的释放应该在 4 周左右结束 (图

4D)，但是，在 4~8 周的降解过程中 (图 5)，支

架组降解液的 pH 仍略高于对照组 (PLGA)，这

或许是猪皮来源 ECM 的降解性质所决定的。 

2.5  支架对 NGF 的缓释性质 

支架对 NGF 的缓释曲线 (图 6) 显示，在第

1 天属于 NGF 的暴释期，累积释放量占整个考察

期 (30 d) 累积释放率 (38％) 的 40％左右。在

开始 1 周的累积释放量占考察期 (30 d) 累积释

放率 (38％) 的 60％左右。 

2.6  雪旺氏细胞在神经支架上的粘附与增殖  

将支架与雪旺氏细胞共培养 7 d，以单独培

养的雪旺氏细胞作为对照 (Control)，同时在另一

实验组中一次性添加 NGF。结果 (图 7) 显示，

在各组中雪旺氏细胞的增殖趋势相同，但是仍体

现出细胞数量的不同。细胞增殖速度由低到高的

排列顺序依次为：对照组、支架组、单独添加 NGF

组。这一结果表明支架中 NGF 保持了生物活性。

将支架与雪旺氏细胞通过 15 d 的共培养，能够观

察到雪旺氏细胞在支架表面的粘附 (图 8)。 

 

 

图 3  神经支架质量的残留率 (失重率) 
Fig. 3  Weight remaining of the scaffolds and PLGA. 

 

图 4  支架在降解过程中的形态变化 
Fig. 4  Changes of the scaffold surface during degradation in PBS solution. (A) 1 week. (B) 2 weeks. (C) 3 weeks. (D) 
4 weeks. 
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图 5  支架在水中降解的过程中环境 pH 的变化  
Fig. 5  Changes of pH value in degradation solution.  
 
 

 

图 6  支架对 NGF 的缓释作用 
Fig. 6  NGF release ratio of the scaffold. 
 
 

 

图 7  雪旺氏细胞的 MTT 试验 
Fig. 7  MTT assay of schwan cells. 

 

图 8  雪旺氏细胞在支架表面的粘附 
Fig. 8  Schwann cell adhering to the scaffold. 

3  结论 

研究结果表明，本研究所制备的复合材料具

有如下性质：适宜的强度、弹性和硬度；内部蜂

窝状结构；易降解；对 NGF 的缓释功能；保持

了 NGF 的生物活性；对 PLGA 降解过程中所产

生的酸性物质具有一定的中和作用；对雪旺氏细

胞有较好的亲和性。这些性质都是神经支架所需

要满足的条件，因此有望成为一种新型的促周围

神经损伤修复支架。 
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