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摘要 目的：探讨雪旺细胞（Schwann’s cells，SCs）在同种异体骨支架上的生物相容性，体外构建组织工程骨神经化模型。方法：利

用新鲜人体骨骼制备同种异体骨支架材料，检测其物理性能；采用优化方法提取新生 SD大鼠坐骨、臂丛神经培养 SCs，实验分为

三维培养实验组（SCs+同种异体骨）、二维培养对照组（SCs+胶原玻片），S-100抗体免疫荧光染色鉴定 SCs纯度；细胞计数法检

测两组细胞增殖特点；细胞接种后第 3、7天取样，扫描电镜观察。结果：同种异体骨支架具有良好的三维孔隙结构，适宜细胞贴附

生长；S-100免疫荧光染色证实 SCs纯度＞ 95 %；扫描电镜检测显示两组 SCs均可正常粘附增殖，细胞间排布规律相似，培养早期

实验组 SCs胞体更加细长，伪足更加明显，随着培养时间的延长表现出较强的迁移能力；细胞增殖检测：两组 SCs生长曲线特征
基本一致，支架材料对 SCs无毒性作用。结论：同种异体骨支架 SCs具有良好的生物相容性，其三维立体多孔结构有利于 SCs的

粘附与迁移，初步构建了体外组织工程骨神经化模型。
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In Vitro Culture of Schwann Cells on Allogeneic Bone Scaffolds *

To investigate the biocompatibility between cultured Schwann cells (SCs) and allogeneic bone
scaffolds. Allograft bone scaffold materials were prepared from fresh human bones and the physical properties were tested. SCs

were isolated from extracted sciatic and brachial plexus from newborn SD rats. Two culture conditions were used: three-dimensional
(SCs plus allogeneic bone scaffold) and two-dimensional culture model (SCs plus collagen glass). The purity of SCs was identified with

immunofluorescence staining by anti-S-100 antibody. The cells were evaluated for proliferation by cell counting and also imaged with

scanning electron microscopy. Allogeneic bone scaffolds had the special three-dimensional pore structure, which supported the

adhesion and growth of SCs. The purity of SC was ＞ 95% . SCs cultured in both three-dimensional and two-dimensional models

proliferated well at the similar rate and shared the similar distribution characteristics. Compared with the two-dimensional model, the
cells cultured in the three-dimensional model showed slender cell bodies and more cellular pseudopods at the early stage of incubation,

and enhanced capability of migration at the later stage of incubation. Allogeneic bone scaffold and SCs have good

biocompatibility and the in vitro model of tissue engineering neural bone is successfully established.

Allogeneic bone; Schwann cells; The nervalization of bone tissue engineering; Biocompatibility

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.13.004

前言

创伤、感染、肿瘤术后等原因造成的大段骨缺损一直是困

扰骨科医生的难题，治疗方法包括截骨延长、自体及异体骨移

植等，其中骨移植被认为是首选疗法[1]。组织工程骨技术[2]的出

现为修复大段骨缺损提供了良好途径，近年来组织工程骨神经

化研究日渐受到关注。有研究显示组织工程骨复合感觉神经束

后植入动物骨缺损处，其成骨能力较单纯组织工程骨植入明显

增强,证实了组织工程骨神经化有促进新骨形成作用[3]。Wang[4]

等的研究也证实神经对骨代谢具有重要调节作用。然而既往组

织工程骨神经化研究多为骨缺损动物模型体内植入完整的神

经束以促进局部成骨，虽成骨效果确切，但神经束取材受限、植

入后成活率较低、支配促成骨区域有限。因此本研究设计利用

SCs在同种异体骨支架上构建组织工程骨神经化模型，希望该
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复合体植入体内后可以诱导自身神经均匀长入从而完成工程

骨神经重建。设计从形态学、细胞增殖方面评定 SCs与同种异

体骨的生物相容性，及 SCs支架三维培养状态下生长迁移规

律。

1 材料和方法

1.1 实验材料、仪器
SD 大鼠 (1-3 天 ) 购自第四军医大学实验动物中心；

DMEM/F12培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、II型胶原酶、多聚赖

氨酸（PLL）、阿糖胞苷 (Arab-c)、谷氨酰胺 (Gsn)、S-100 抗体、
DAPI(sigma公司，USA)，牛垂体提取物(BPE)、腺苷酸环化酶激

活剂(forskolin)(Sciencell公司，USA)，鼠尾胶原(自制)，CO2细

胞培养箱 (Nuair, USA)，解剖显微镜、倒置相差显微镜(Nikon

Japan)，激光共聚焦显微镜(Olympus FV1000 Japan)，扫描电镜
(Hitachi, S-3400N, Japan)。
1.2 同种异体骨支架材料的制备及检测
1.2.1 材料制备 同种异体骨支架材料的获取、加工储存参照

“第四军医大学全军骨科研究所综合骨库同种骨技术标准”进

行[5]；新鲜尸体经相关部门审核并由家属知情同意捐献获得，取

髂骨、椎体近皮质部松质骨，经脱脂、脱蛋白、脱钙处理，制成

5× 5× 5 mm3骨块, -70 ℃深低温冷冻干燥、60Co 射线消毒、4

℃保存备用。

1.2.2 支架材料物理性能检测

孔径观察：扫描电镜观察材料三维孔隙结构特征，通过电

镜图片分析材料表面孔径大小范围。

孔隙率测定：随机取 6块材料，计算材料外观体积 V1，浸

入盛有体积为 V2的无菌水量筒内，抽真空至量筒无气泡冒

出，此时量筒读数为 V3：孔隙率 P=(V1＋V2-V3)/V1× 100%[6]。

1.3 大鼠 SCs的培养、纯化鉴定
1.3.1 原代 SCs的培养、纯化 将出生 1-3天的 SD 乳鼠浸入
75 %的酒精 3min消毒处死，显露并切取双侧坐骨、臂丛神经，

解剖显微镜下充分剥除神经外膜，D-Hanks液冲洗至纯白色后

剪碎至糜状，加入等体积 0.25 %胰蛋白酶、0.2 %II型胶原酶，
37 ℃消化 25min，终止消化后 1000r/min离心 8min，弃上清，加

培养基制成 1× 105个 /ml浓度的细胞悬液，接种至培养瓶，于

37 ℃ 5% CO2孵育箱中培养 30min，转移细胞悬液到 0.01%多

聚赖氨酸(PLL)包被过的新培养瓶中继续培养，因 SCs贴壁开

始于接种后数小时、多数成纤维细胞接种后 10-30min即可完

成贴壁[7]，因此利用两种细胞贴壁速度的差异，可将 SCs与成纤
维细胞分离，提高 SCs纯度，2-3d换液一次。

成纤维细胞于培养第 3天始逐渐增多，加入终浓度为 1×
10-5 mol/L的阿糖胞苷(Arab-c)纯化处理 24h，间隔 10h后再予
Ara-c处理 24h以抑制成纤维细胞增殖，培养基中添加 Gsn、
BPE 20 滋g/ml及 forskolin 5 滋mol/L[8]以促进 SCs增殖及提高活

性。

1.3.2 SCs免疫荧光染色及纯度计算 取 P2 代 SCs以 1× 105

/ml细胞密度接种在包被胶原的玻片上，以 S-100抗体 +DAPI

双标免疫荧光法进行细胞免疫学标记，操作过程严格避光，激

光共聚焦荧光显微镜下，同一视野在不同波长激发光摄片，呈

红光反应的是 S-100抗体阳性，呈蓝光反应的是 DAPI阳性，随

机选取 6张图片，纯度计算公式如下：雪旺细胞纯度 =S-100抗

体阳性细胞数 /DAPI阳性细胞数× 100%。
1.4 SCs接种：构建细胞三维及二维培养模型

实验组：SCs+支架材料，材料经培养基浸泡 12h，无菌吸水
纸吸干置入 24孔培养板，将 P2代的 SCs制成 1× 105个 /ml的

细胞悬液，每个材料接种 20 滋L悬液，静置细胞培养箱中，4h

后取出并翻转材料，再滴加 20 滋L细胞悬液(4× 103个细胞 /材

料)，继续孵育，4h后添加含 10 %FBS的培养基 2.5ml/孔;对照

组：SCs+胶原玻片，同批 SCs以 4× 103个 /孔接种在 24孔板

内，孔底铺有鼠尾胶原(取自成年 SD鼠尾键)预包被的玻片，隔

日换液观察。

1.5 细胞增殖检测

细胞接种材料后 1-8天，每组每天随机取 3份样本，PBS

冲洗、0.125%胰酶消化，移液管轻柔冲洗支架材料及胶原玻片
并收集细胞，每份细胞悬液样本离心后定容至 1ml，血球计数

板计数，每份样本重复计数 3次，根据计算所得每组每天细胞

数绘制两组 SCs生长曲线。
1.6 SEM观察

细胞接种后第 3、7天，每组取 3份样本 PBS漂洗，戊二醛固

定过夜，临界干燥法脱水干燥，真空喷金，扫描电镜观察细胞形

态及与材料表面粘附情况。

1.7 统计学分析

所得结果均以 x± s表示，应用 spss16.0统计软件，采用单

因素方差分析，P <0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 同种异体骨扫描电镜观察

大体观察可见同种异体骨支架材料呈疏松多孔状，色泽较

白，质地较为坚硬。扫描电镜(SEM)可见材料具有较多三维孔隙

结构，骨小梁、小梁间隙、管腔等结构较为完整，孔间连通性良

好，通过电镜图片分析材料孔径范围：300-800 滋m(图 1)，排液

法检测材料孔隙率(porisity)=78.26± 2.95%。

2.2 SCs倒置相差显微镜观察

原代 SCs接种 4h后开始贴壁生长，贴壁细胞呈双极突起，

胞体梭形或三角形，边缘有亮带，立体感强，胞核卵圆形，随着

培养时间的延长梭形细胞逐渐增多，两端突起延长并相互连

图 1 同种异体骨扫描电镜照片

Fig.1 Allogeneic bone under scanning electron microscope
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接，细胞之间首尾相连、并排排列或成栅栏状，图中未见明显成

纤维细胞聚集生长现象(图 2)。

2.3 SCs细胞 S-100抗体免疫荧光染色、激光共聚焦观察及纯

度计算

SCs激光共聚焦荧光显微镜观察：S-100蛋白特异性分布

于中枢及周围神经系统的星形胶质细胞、雪旺细胞、神经元细

胞等，成纤维细胞无 S-100蛋白表达，因此是目前最准确的
SCs鉴定靶点[9]。图中呈红色 S-100抗体阳性反应的是 SCs胞

质，呈蓝色 DAPI阳性反应的是 SCs和成纤维细胞胞核，SCs

边界清楚，胞体呈梭形或三角形，两端及细胞之间有大量特征

性红色丝状细胞突起相互连接，彼此排布呈肩并肩、首尾相连

状(图 3)，与倒置显微镜结果相符，而胞质不显色，扁平宽大不

规则、两个以上突起、缺乏立体感是成纤维细胞，图中明显未见

成纤维细胞生长。结合免疫荧光结果及 SCs形态特征分析计

算：SCs纯度：95.89± 3.45%，优于相关文献报道[10]，纯度符合组

织工程种子细胞要求。

2.4 细胞增殖检测（细胞计数法)

两组均从第 3天开始进入对数生长期(图 4)，倍增时间约

为 2天，第 7天进入平台期。第 1、2、7天两组细胞数基本持平，

差异无统计学意义(P>0.05)，第 3-6天对照组细胞数略多于实

验组，差异有统计学意义(P<0.05)。第 8天实验组细胞数略高于
对照组，差异无统计学意义(P>0.05)，结果提示，两组细胞生长

周期总体趋势基本相符，未见明显毒性反应，SCs可以在支架

材料上正常粘附扩增。

2.5 扫描电镜观察

第 3天，两组 SCs细胞均呈梭状，可见明显伪足及微绒毛，

实验组 SCs沿材料孔旁骨梁平行生长,胞体长 50-80 滋m，两端

神经突起明显长于对照组且可见分支，SCs神经突起状况可直

接反应细胞活性及迁移能力(图 5a、5b)。第 7天，两组 SCs胞体

长度、细胞排布等细胞形态学特征相似，实验组可见材料孔边

图 2 SCs培养后 5d，倒置显微镜照片(× 200)

Fig.2 Rat SCs under inverted phase contrast microscope after

5 dyas of culture (× 200)

图 3 SCs培养 5d,S-100＋DAPI免疫荧光化学染色观察

(荧光显微镜× 400)

Fig.3 Immunofluorescence staining of SCs by anti-S-100 antibody

and DAPI after 5 days of culture (Fluorescent microscope × 400)

图 4 SCs生长曲线（1组：SCs+支架材料 2组：SCs+胶原玻片）

Fig.4 Growth curves of SCs of two groups（group 1：SCs plus

allogeneic bone scaffold group 2：SCs plus collagen glass）

图 5a 第 3天 SCs扫描电镜照片(二维胶原对照组)图 5b第 3天 SCs

扫描电镜照片(三维支架实验组)

Fig.5a Scanning electron microscopy image of SCs after 3 days of

culture in 2D control group

Fig.5b Scanning electron microscopy image of SCs after 3 days of

culture in 3D culture group

图 6a 第 7天 SCs扫描电镜照片(二维胶原对照组)图 6b第 7天 SCs

扫描电镜照片(三维支架实验组)

Fig.6a Scanning electron microscopy image of SCs after 7 days of

culture in 2D control group

Fig.6b Scanning electron microscopy image of SCs after 7 days of

culture in 3D culture group
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缘 SCs形态良好并向支架材料孔内平行迁移生长 (图 6a、6b)。

两组 SCs均贴附良好、形态正常，表现出较强的细胞活性，未见

明显细胞固缩或崩解现象，细胞梭形形态、串珠及肩并肩特征

性排布方式较之前相差显微镜、免疫荧光检测结果未见明显改

变；相较二维培养，三维培养下支架材料对 SCs形态、细胞分

裂、排布方式未见明显不利影响，培养早期三维培养组 SCs更

富有活力，且随着培养时间的延长表现出较强的迁移生长能

力。

3 讨论

组织工程骨神经化[11]是利用组织工程技术修复骨缺损的

新兴分支，以支架材料、种子细胞、生长因子三要素作为研究对

象，通过重建新生骨神经支配，增强组织工程骨的成骨及体内

存活能力。国际上，神经化骨骼学(Neuro-osteology)的概念早于
1998年已经提出，该理论指出神经对骨组织的发育、形成及代

谢具有决定性影响[12]。有研究表明，骨修复过程中肽能神经可

长入骨痂并在局部分泌神经肽调节骨再生[13-14]，动物模型也表

明骨组织的支配神经受到破坏后骨组织密度显著降低，其力学

性能也显著下降[15]，以上研究证实了神经对骨代谢的重要调节

作用。基于以上事实我们认为组织工程骨神经化是提高大段骨

缺损骨组织修复质量的一个关键环节，具有重要发展前景。

3.1 SCs的纯化培养体系的建立及性能评价

原代 SCs培养中常因贴壁困难、细胞凋亡、成纤维细胞大

量增殖导致培养失败，因此促进 SCs贴壁、提高细胞活性及纯

度是 SCs培养的核心问题，本实验综合应用复合酶消化、原代

差速、传代双向差速、Ara-C抑制成纤维、添加 Gsn+BPE+forsk

olin的优化方法培养纯化 SCs[8,16]；倒置显微镜、扫描电镜形态

学结果、免疫荧光纯度鉴定结果、细胞增殖检测结果显示：SCs

胞体圆润(细胞活性高)、纯度高(95.89± 3.45%)、增值较快(倍增

时间 2天)，该优化培养体系可为组织工程神经化研究提供足
够数量、高纯度、高活性的 SCs。再者，SCs作为外周神经胶质细

胞广泛用于神经损伤重建研究，其通过机械性引导，分泌神经

生长因子(NGF)、促突起生长因子(NPF)、轴突诱导因子，促进髓

鞘化等方式引导神经轴突再生[17-18]，重建骨组织神经支配从而

发挥间接促成骨作用。体外细胞联合培养研究也证实 SCs可促
进骨髓间充质干细胞及成骨细胞增殖分化，直接发挥促成骨作

用 [19]，因此 SCs是构建组织工程骨神经化模型的首选种子细

胞。

3.2 同种异体骨支架性能检测及优越性

本研究显示材料表面粗糙，具有较高孔隙率 (78.26±
2.95%)、较大的孔径(300-800 滋m)及良好的孔间连通性，这些结

构特征均有利于 SCs的粘附迁移，提高神经化模型的成神经能

力。材料制备过程中保留下来的部分骨形态发生蛋白等骨生长

因子，可诱导间充质干细胞、骨祖细胞等向成骨、成软骨方向转

化，诱导成骨活性较高[20],实验组细胞增值检测结果表明支架材

料对 SCs粘附增殖无明显不良影响，同种异体骨与 SCs具有良

好的生物相容性,是组织工程骨神经化体内、体外实验的的良

好支架材料。

3.3 SCs与骨支架的体外培养及生物相容性探讨

胶原蛋白是人和脊椎动物体内含量较多的蛋白质，具有良

好的生物相容性、可降解性、低免疫原性[21]，因此本实验以自制

鼠尾胶原包被玻片作为二维培养对照组，从细胞形态、粘附排

布规律、增殖特点等方面对比评价 SCs与同种异体骨支架的生

物相容性，及 SCs在不同培养模式下细胞活性及增殖迁移的异
同。

倒置显微镜、激光共聚焦结果可见较低细胞接种密度下，

SCs长梭状细胞形态，串珠样、肩并肩排布规律未随着 2D或
3D培养模式的改变而发生明显改变，该生长特性很有利于
SCs在支架材料上均匀分布，充分发挥其促神经、促成骨功能。
SEM观察显示在 2D或 3D两种培养模式下 SCs均贴附紧密、

形态良好，未见明显固缩成团、及脱落崩解等凋亡及毒性反应

迹象，三维支架培养早期 SCs胞体长度较长(50-80 滋m)，且发

现明显的 SCs沿材料孔径伸出长长的突起，向材料内部迁移生

长现象。细胞增殖生长曲线显示 2D或 3D培养组细胞生长曲

线总体趋势基本一致，支架材料对 SCs粘附增殖无明显不良影
响。

综上所述，本实验建立了优化的 SCs纯化培养体系，证实

了 SCs与同种异体骨之具有良好的生物相容性，并对较低种植

密度 SCs在同种异体骨支架上的生长增殖规律进行了初步探
讨，为下一步体内实验的进行提供了技术基础及思路。
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