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摘要 目的：研究担载神经生长因子（NGF）的静电纺丝纤维的表征，考察 NGF电纺纤维对于周围神经修复的效果。方法：将 NGF
水溶液分散于 PLLA溶液，通过 W/O乳液法制备静电纺丝纤维，对纤维的形态、力学性能等进行表征，Elisa方法测定 NGF的体
外释放动力学，Alamer Blue法检测试剂来考察纤维释放液对于 PC12细胞增殖的影响。结果：NGF电纺纤维具备良好的形态和
力学性质，直径为 500-900 nm，纤维具备三维多孔结构。纤维的最大拉伸应力为 2.50± 0.41 MPa。电纺纤维中 NGF在体外可有效
释放 9天，累积释放量接近 3000 pg。细胞活性实验结果显示，第 1、3、5、7天释放液的荧光强度与对照组相比有显著差异。结论：
担载 NGF的乳液法静电纺丝纤维有促进缺损周围神经修复的潜质。
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In Vitro Sustained Release Research of NGF Electrospun Fibers*

To investigate characterization and effect on peripheral nerve repair of NGF electrospun fibers.
NGF solution was dispersed into PLLA solution, and then electrospun fibers were fabricated by W/O emulsion method. The morphology
and mechanical properties of the electrospun fibers were characterized and release kinetic of NGF in fibers was detected by NGF Elisa
kit. The effect of release solution on cell activity was tested by Alamer Blue. The NGF emulsion electrospun fibers had good
morphology and mechanical properties. The fibers had porous structure with diameters between 500 nm and 900 nm. The maximum
tensile stress of fibers is 2.50± 0.41 MPa. NGF in fibers had sustained release for 9 days in vitro with a cumulative release of nearly 3000
pg. Statistical difference was found in fluorescence intensity of release solution compared to blank group in cell viability experiment.

NGF emulsion electrospun fibers provide a promising approach in the application of peripheral nerve repair.
Electrospun fibers; Nerve conduit; NGF; PLLA; Nerve repair
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前言

周围神经损伤后，由于神经传导功能被破坏，会导致运动

神经和交感神经的功能发生障碍，四肢与躯干感觉受到影响，

因此会给患者带来严重的功能障碍。然而周围神经损伤的治疗

仍是临床面临的一个非常棘手的难题。目前，周围神经损伤的

修复方式主要有以下四种：自体神经移植，异体神经移植，无张

力端端吻合术，神经导管[1]。在这些方法中，无张力端端吻合术

只适用于小范围的神经缺损治疗，当缺损长度超过 5 mm的时

候则难以采用此种方法，而很多外周神经损伤造成的断端缺损

长度都大于 5 mm，因此无张力端端吻合术的应用受到了很大

的限制。自体神经移植的神经来源有限，而且需要牺牲次要神

经功能，还会产生供区神经瘤和瘢痕，并且容易发生感染，这些

缺点也限制了自体神经移植的临床应用[2-4]。而异体神经移植最

大的问题则是会产生免疫反应，要应用免疫抑制剂，而免疫抑

制剂的使用会降低机体的免疫力，造成肿瘤和继发性感染疾病

的发生[5]。在这种情况下，神经导管的出现为神经损伤治疗带来

了新的解决方案[4,6]。神经导管是由生物或非生物材料制成的管

状支架，又可称为神经再生室、神经桥接体等。神经导管具有一

定的生物活性和三维结构，可以连接于缺损神经断端，为神经

再生提供适宜的环境，并且可以防止疤痕组织的侵入，同时避

免再生神经向其他组织生长[7]。

静电纺丝是一种使带电荷的聚合物溶液或熔体在静电场

中喷射出来制备聚合物纳米纤维的方法[8-10]，在组织工程支架、

药物输送、电极材料、传感器材料、复合材料、吸音材料、生物催

化、亲和性膜等领域均有一定的应用[11-13]。静电纺丝作为制备神

经导管的方法之一有着很大优势，例如电纺纤维类似于细胞外

基质（ECM）的形态有利于细胞的增殖与分化，提高细胞的附着

能力；电纺纤维具有良好的机械强度，在体内可以起到很好的

支撑作用；纤维可担载细胞因子、抗生素、活细胞悬液等 [14]。另

外，大量研究表明，神经生长因子（NGF）在神经系统修复期会

通过与层粘连蛋白和纤维粘连蛋白等物质的共同作用来引导

轴突沿一定方向向远端的生长和髓鞘的分化，从而实现神经的

再生和功能的恢复[15]。本文将对担载 NGF的乳液法电纺纤维的
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物理性质、释放行为、细胞活性进行研究，为电纺纤维在后续神

经导管中的研究提供一定的基础。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
Sartorius电子天平（北京塞多利斯仪器系统有限公司）；恒

温磁力搅拌器（上海司乐仪器有限公司）；漩涡混合器（美国

Scientific Industries）；静电纺丝装置（北京永康乐业有限公司）；

扫描电镜（SEM）(日本 Hitachi公司）；电子拉力机（美国英斯特

朗公司）；恒温水浴摇床（太仓市科教器材厂）；酶标仪（芬兰

Thermo Labsystem 公司）；超纯水仪器（Millipore 公司）；微量移

液枪（Eppendorf公司）；MK3酶标仪（芬兰 Thermo Labsystem公

司）；96 孔板（德国 Greiner bio-one 公司）；细胞培养箱（美国

Thermo Scientific公司）。左旋聚乳酸（PLLA）（Sigma公司）；神经

生长因子（NGF）（上海优宁维试剂有限公司）；BSA（上海思吉生

物制品有限公司）；NGF Elisa试剂盒（上海优宁维试剂有限公

司）；RPMI-1640 培养基（美国 Gibco 公司）；马血清、胎牛血清

（美国 PAA公司）；青链霉素混合液（北京索莱宝科技有限公

司）；PC12细胞（未分化）（中科院神经所）；二甲基亚砜（分子生

物级）（美国 Sigma公司）；Alamer Blue（美国 Life technology公

司）；二氯甲烷等其它试剂均为分析纯，采购自国药集团。

1.2 实验方法
1.2.1 担载神经生长因子的乳液法电纺纤维的制备 称取 250

mg PLLA，溶于 0.7 mL二氯甲烷中，待 PLLA 完全溶解后再加

入 0.3 mL N，N-二甲基甲酰胺，作为外油相。称取适量 NGF冻

干粉，加入 0.1 %的牛血清白蛋白（BSA）的 PBS缓冲液中，涡旋

3 min使 NGF溶解均匀，作为内水相。将内水相逐滴加入外油

相中，采用磁力搅拌器搅拌 30 min，形成 W/O乳液。用注射器

吸取乳液，固定于静电纺丝装置的推注泵上，开启高压电源，进

行静电纺丝。得到 NGF乳液纤维。

1.2.2 纤维的表征 将纤维固定于导电胶上，用离子镀膜仪喷

金后，置于扫描电镜下，观察纤维的形态。用切割模具将纤维切

成哑铃状，用橡胶垫固定，将纤维置于电子拉力机中检测力学

强度。

1.2.3 纤维的中 NGF体外释放研究 称取纤维 0.02 g放入释

放瓶中，加入 4 mL PBS缓冲液，放置于 37℃摇床中。每隔 24 h

吸取释放液，再加入等量 PBS缓冲液。取出的释放液置于 -20

℃保存。用 ELISA分析方法测定释放液中 NGF含量。

1.2.4 纤维释放液细胞活性考察 用培养基配成单个细胞悬

液，以每孔 10000个细胞接种到 96孔板，每孔体积 100μL。取

第 1、3、5、7、9 天的纤维释放液各 10 μL 加入细胞培养基中，

对照组中每孔加入 10μL PBS缓冲液。在 37℃，5 % CO2的条

件下培养 6 h。向每孔中加入 10μL Alamer Blue溶液，继续培

养 4 h。使用酶标仪，在 585 nm散射峰，570 nm吸收峰的条件下

测定各孔荧光强度。

1.3 统计学分析
采用 SPSS13.0统计软件进行统计学处理，考察实验组和

空白对照组之间荧光强度值的差异。各组数据采用均数±标准

差(x± s)表示，组间比较采用单因素方差分析(ANVOA)，检测水

准α=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 纤维的表征
从纤维的扫描电镜图（图一）中可见纤维直径分布均匀，为

500-900 nm，纤维具有三维多孔结构，因而能够模拟细胞外基

质（ECM），维持细胞的附着、增殖、分化。 纤维的力学性质测

试结果如表 1所示，结果表明，纤维的拉伸性能和弹性良好。

2.2 纤维中 NGF体外释放动力学结果
NGF的体外累计释放结果如图 2所示。结果可见 NGF可

以累积释放时间 9天，累积释放量接近 3000 pg。由释放图中可

以看出，释放初期存在着一定的突释，但总释放量能够维持

NGF的有效作用浓度，有利于促进缺损神经的再生。

2.3 纤维释放液细胞活性测定结果
采用 Alamer Blue检测试剂来检测纤维不同天数释放液对

于细胞活性的影响，结果如图三所示，与空白对照实验相比，

PC12细胞在纤维释放液中的增殖速度更快，随着天数增加，释

放液的细胞活性略有下降，统计学结果表明，第 1、3、5、7天释放液

的细胞活性与对照组相比有显著差异，而第 9天细胞活性与对照

组相比则无显著性差异，这一结果也与体外释放行为结果基本一

致。实验结果说明担载神经生长因子的电纺纤维在体内具有一定

的缓释功能和良好的生物活性，能够促进 PC12细胞的增殖。

3 讨论

目前已有大量研究将静电纺丝作为一种良好的方式来制

备神经导管，用于缺损神经的修复。理想的神经修复材料应满

足如下要求：具有模拟细胞外基质的结构和生物学功能；生物

相容性良好，不会产生免疫反应；具有适宜的力学性能，可以支

图 1 电纺纤维扫描电镜图

Fig. 1 SEM image of emulsion electrospun fibers

表 1 静电纺丝纤维的力学性能

Table 1 Mechanical properties of electrospun fibers

Thickness

(mm)

Modulus of elasticity

(MPa)

Tensile strain at yield

(mm/mm)

Tensile stress at yield

(MPa)

Maximum tensile strain

(mm/mm)

Maximum tensile stress

(MPa)

0.05 37.01± 4.81 0.06± 0.01 1.82± 0.21 0.29± 0.04 2.50± 0.41
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图 2 电纺纤维中 NGF累积释放曲线

Fig. 2 Cumulative release of NGF in fibers

图 3释放液细胞活性结果 (n=5, x ± s)

Fig.3 Cell proliferation of fiber release solution (n=5, x ± s)

注：**表示与空白对照组比较，P<0.01；*表示与空白对照组比较，P<0.05

Note: **P<0.01 compared with blank group; *P<0.05 compared with blank

group

撑细胞生长；能够有效释放担载的药物[16，17]。本文中的 PLLA作

为一种生物可降解材料，在体内最终可降解为无毒副作用的

CO2 和 H2O，可被机体吸收，生物相容性良好 [18，19]。另外，利用

PLLA制备的电纺纤维直径分布均匀，具有良好的外观形貌和

三维结构，能够模拟细胞外基质，有利于细胞的附着、增殖和分

化，并且具有合适的力学性质，纤维的弹性和拉伸性能良好。

为了更好地促进缺损神经的生长，研究者们将具有生物活

性的大分子包裹在静电纺丝纤维中，在电纺纤维模拟和维持细

胞外基质的结构的同时，让这些大分子通过释放起到刺激细胞

增殖、分化，促进神经再生的作用[20-22]。将生物活性分子加入电

纺纤维的关键在于如何维持这些物质的持续有效释放，从而促

进神经修复。本文中制备的乳液法电纺纤维中担载了神经生长

因子，在体外可持续释放 9天，累积释放量接近 3000 pg，可以

维持细胞的生长。体外细胞活性实验亦进一步表明，担载 NGF

的电纺纤维可以有效促进 PC12细胞的增殖，说明纤维具有良

好的生物活性。本文中的研究结果为今后进一步研究电纺纤维

在神经修复中的作用提供了重要的依据。
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