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摘要　 目的　 研究改良透明质酸（ＨＡ）水凝胶控释脑源性神

经营养因子（ＢＤＮＦ）对大鼠胚胎神经干细胞（ｒＦＮＳＣｓ）生长、
分化及凋亡的影响。 方法　 实验以大鼠胚胎干细胞为研究

对象，将实验分为 ３ 组，分别为空白对照组［ ｒＦＮＳＣｓ 与聚乳

酸乙醇酸（ＰＬＧＡ）和 ＨＡ 共培养］、条件对照组（ ｒＦＮＳＣｓ 与

ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ 和 ＨＡ 共培养）、实验组（ｒＦＮＳＣｓ 与 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ
和改良 ＨＡ 水凝胶即 Ｄｅｘ⁃ＨＡ 共培养）。 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测

控释支架中 ＢＤＮＦ 的释放曲线；Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ 实验检测各组中

的 ｒＦＮＳＣｓ 凋亡情况；ＣＣＫ⁃８ 法检测 ｒＦＮＳＣｓ 与水凝胶共培养

后的细胞增殖活性；免疫细胞化学染色法检测不同组中

ｒＦＮＳＣｓ 的分化情况。 结果 　 ＥＬＩＳＡ 法结果显示水凝胶对

ＢＤＮＦ 的控释可以持续 １４ ｄ。 Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ 实验显示实验组中

ｒＦＮＳＣｓ 凋亡数低于空白对照组和条件对照组。 ＣＣＫ⁃８ 实验

表明，三组中实验组 ｒＦＮＳＣｓ 细胞增殖活性最强，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 免疫细胞化学染色结果表明，与空白对

照组和条件对照组相比，实验组水凝胶在体外能促进 ｒＦＮ⁃
ＳＣｓ 向神经元分化，减少向星形胶质细胞的分化，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 改良 ＨＡ 水凝胶控释 ＢＤＮＦ 可

以促进 ｒＦＮＳＣｓ 的生长、分化并减少其凋亡。
关键词　 透明质酸水凝胶；胚胎神经干细胞；脑源性神经营

养因子
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　 　 目前脊髓损伤的治疗仍然面临着很大的挑战，
主要原因是脊髓损伤内部的神经干细胞分化效率

低［１］，神经生长因子的缺乏以及损伤部位产生炎症

的微环境［２ － ３］。 组织工程技术将神经干细胞支架与

药物或生长因子结合来克服这些问题。 透明质酸

（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＨＡ）因具有非免疫原性，良好的生

物相容性［４］，而广泛用作脊髓损伤修复的生物材

料。 但 ＨＡ 降解速度过快，不支持细胞黏附［５ － ６］，因

此需对 ＨＡ 进行改良，用己二酸二酰肼（ ａｄｉｐｉｃ ｄｉ⁃
ｈｙｄｒａｚｉｄｅ，ＡＤＨ）对 ＨＡ 修饰，然后与葡聚糖 （ ｄｅｘ⁃
ｔｒａｎ，Ｄｅｘ） 接枝。 脑源性神经营养因子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅ⁃
ｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ）是脊髓损伤实验中

最常用的生长因子，它可以促进神经干细胞的增殖，
神经轴突的生长，并诱导神经干细胞分化为神经

元［７］，然而，ＢＤＮＦ 半衰期短，很难保持长期的活

性［８］。 聚乳酸乙醇酸［ｐｏｌｙ（ ｌａｃｔｉｃ⁃ｃｏ⁃ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ），
ＰＬＧＡ］作为受控细胞因子的释放载体，能有效维持

细胞因子的活性，延长其作用时间［９］。 该研究制备

了改良 ＨＡ 水凝胶控释 ＢＤＮＦ 的微环境，首先，将
ＢＮＤＦ 包覆在 ＰＬＧＡ 微球中制备 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ 微球，
然后用改良的 ＨＡ 与微球进行混合，形成 ＢＤＮＦ⁃ＰＬ⁃
ＧＡ ／ Ｄｅｘ⁃ＨＡ 微环境，最后探讨大鼠胚胎神经干细胞

（ｒａｔ ｆｅｔａｌ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｒＦＮＳＣｓ）与 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／
Ｄｅｘ⁃ＨＡ 微环境共培养对 ｒＦＮＳＣｓ 的生长、分化及凋

亡的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物及分组 　 孕 １４ ｄ 的 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠 ３ 只，清洁级，３００ ～ ３２０ ｇ，由安徽医科大

学实验动物中心提供。 实验以大鼠胚胎干细胞为研

究对象，将实验分为 ３ 组：空白对照组为 ｒＦＮＳＣｓ 与

ＰＬＧＡ 和 ＨＡ 共培养；条件对照组为 ｒＦＮＳＣｓ 与 ＢＤ⁃
ＮＦ⁃ＰＬＧＡ 和 ＨＡ 共培养；实验组为 ｒＦＮＳＣｓ 与 ＢＤＮＦ⁃
ＰＬＧＡ 和改良的透明质酸水凝胶即 Ｄｅｘ⁃ＨＡ 共培养。
１． ２　 主要试剂及仪器 　 ＨＡ 钠盐（分子量：１. ５ ～
２. ０ Ｍｕ，化妆品级，≥９９. ５％ ）购自山东福瑞达生物

科技有限公司；除非另有说明，实验中使用的 ＢＤＮＦ
和高碘酸钠 （ ＮａＩＯ４，≥９９％ ） 和氯化铁六水合物

（ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ，≥９８％ ）均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ
公司。 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、Ｂ２７ 和胎牛血清（美国

Ｇｉｂｃｏ 公司）；表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＥＧＦ）和碱性成纤维细胞生长因子（ ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ｂ⁃ＦＧＦ） （美国 Ｐｅｐｒｏ⁃Ｔｅｃｈ 公司）；巢蛋

白（Ｎｅｓｔｉｎ）多克隆抗体、羊抗兔 Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ ４８８（英
国 Ａｂｃａｍ 公司）；βⅢ微管蛋白（βⅢ⁃ｔｕｂｕｌｉｎ）单克隆
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抗体、星形胶质细胞特异性蛋白（ＧＦＡＰ）多克隆抗

体和少突胶质细胞特异性蛋白（ＣＮＰａｓｅ）单克隆抗

体（美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司）；驴抗兔 Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ ５９４（美
国 Ｓｉｇｍａ – Ａｌｄｒｉｃ 公司）；大鼠 ＥＬＩＳＡ 试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）；细胞活力检测试剂盒（ＣＣＫ⁃
８） （日本同仁化学研究所）；酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司）；倒置荧光显微镜、ＢＸ⁃５１ 免疫荧光显

微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 公司）。
１． ３　 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ 微球的合成 　 将 ２００ ｍｇ ＰＬＧＡ
（７５ ／ ２５，分子量：４ ～ １５ ｋｕ）溶解在 ２ ｍｌ 的二氯甲烷

中，１０ μｇ 的 ＢＤＮＦ 溶于 １ ｍｌ 牛血清白蛋白，将两种

溶液混合。 然后，将 １０ ｍｌ 聚乙烯醇（ＰＶＡ，１％ ）缓

慢加入到混合物中超声混匀， 加入 ８０ ｍｌ ＰＶＡ
（０. ３％ ），搅拌 １２ ｈ 以去除二氯甲烷。 最终的乳状

液用蒸馏水洗涤，离心，冷冻干燥，得到负载 ＢＤＮＦ
的 ＰＬＧＡ 微球。
１． ４　 氧化葡聚糖（ＯＤｅｘ）的产生和 ＨＡ⁃ＡＤＨ 的合

成　 ＯＤｅｘ 的产生：将 １ ｇ Ｄｅｘ 溶于 ２０ ｍｌ 蒸馏水中，
加入 ２ ｍｌ ＮａＩＯ４（１００ ｍｇ ／ ｍｌ），于室温避光搅拌反应

１２ ｈ。 然后加入乙二醇终止反应。 将所得溶液用纤

维素管（截留分子量为 ７ ～ １２ ｋｕ）在去离子水中透

析 ３ ｄ，之后冷冻干燥处理。
ＨＡ⁃ＡＤＨ 的合成：将 １００ ｍｇ ＨＡ 溶解于 ２５ ｍｌ

蒸馏水中，再加入 ８ 倍量的 ＡＤＨ，磁力搅拌 ４ ｈ。 将

１００ ｍｇ ＥＤＣ 和 １３２ ｍｇ ＨｏＢｔ 溶解在 ２ ｍｌ 的 ５０％
ＤＭＳＯ 溶液中，形成羧基活性基团，后用酰肼基团对

ＨＡ 进行修饰，调节 ＨＡ⁃ＮＨＮＨ２ 溶液的 ｐＨ 至 ６. ８ 持

续反应 ４ ｈ，将 ｐＨ 调至 ７. ０ 完成反应。 最后在 １００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、２５％ ＥｔＯＨ ／ Ｈ２Ｏ 和去离子水中透析 ３
ｄ， － ５０ ℃ 条件下冷冻干燥，获得冻干的 ＨＡ⁃ＡＤＨ
粉。
１． ５　 构建 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ／ Ｄｅｘ⁃ＨＡ 及 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ／
ＨＡ水凝胶　 将 ２０ ｍｇ ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ 微球加入 １ ｍｌ
２％ＨＡ⁃ＡＤＨ 和 ０. ５ ｍｌ ６％ ＯＤｅｘ 混合溶液中，轻轻

搅拌混合物，以 ２４ 孔板作为圆柱形模具，制成 ＢＤ⁃
ＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／ Ｄｅｘ⁃ＨＡ 水凝胶微环境。 同样的办法构建

ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／ ＨＡ 水凝胶。
１． ６　 ｒＦＮＳＣｓ 的分离、培养及鉴定 　 ｒＦＮＳＣｓ 的分

离：将 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠用 １０％ 水合氯醛麻

醉后，无菌条件下取出大鼠大脑皮质放入预冷的

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液中，用剪刀将组织块剪成 １ ｍｍ３

大小，收集于离心管中，Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ ｓ 液清洗 ２ 次。 然

后加入 ０. ２５％的 ｔｒｙｐｓｉｎ⁃ＥＤＴＡ 和 ＤＮＡａｓｅ １００ μｌ 于
３７ ℃下消化 １０ ｍｉｎ，加入胎牛血清终止消化，并用

吸管反复吹打，然后通过 ２００ 目滤网制成单细胞悬

液，将悬液在 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，获得 ｒＦＮＳＣｓ
后进行原代及继代培养。

ｒＦＮＳＣｓ 培养：将分离的 ｒＦＮＳＣｓ 接种在低吸附

培养皿上，加入含有 ２％ Ｂ２７、 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＥＧＦ 和 ｂ⁃
ＦＧＦ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液重悬，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２

细胞培养箱中培养 ７ ｄ 以上，传代 ３ ～ ４ 次后，用于

进一步实验。
ｒＦＮＳＣｓ 鉴定：将神经球放置在涂有 ０. １％ 多聚

赖氨酸和 Ｎｅｓｔｉｎ（神经干细胞的标志物）的玻片上，
用免疫细胞化学染色方法进行 ｒＦＮＳＣｓ 的鉴定。 体

外分化时，加入 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 与 ２％ Ｂ２７ 的分化培养

基分化 ３ ｄ，免疫细胞化学鉴定神经元。
１． ７ 　 水凝胶中 ＢＤＮＦ 的释放 　 用 ＥＬＩＳＡ 法测定

ＢＤＮＦ 的释放量。 将 ｒＦＮＳＣｓ 接种于 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／
Ｄｅｘ⁃ＨＡ 水凝胶支架中作为实验组，将 １００ ｍｌ ＢＤ⁃
ＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／ Ｄｅｘ⁃ＨＡ 水凝胶加入到 １０ ｍｌ 无菌 ＰＢＳ
中，按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明进行检测。 在每个设定

的时间点（１ ～ １４ ｄ）每天收集样本的上清液，计算累

积释放率。 将 ｒＦＮＳＣｓ 接种于 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／ ＨＡ 水凝

胶支架中作为条件对照组，并在相同时间点检测

ＢＤＮＦ 浓度。 所有实验均重复 ３ 次，取每个时间点

上的 ３ 个数值求平均值。
１． ８　 细胞增殖实验　 将三组的水凝胶放在超净工

作台中，紫外灭菌过夜。 取 ９６ 孔板，分别加入空白

对照组、条件对照组和实验组的水凝胶 ５０ μｌ 至 ９６
孔板中，将 ｒＦＮＳＣｓ 细胞按 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 的密度接种

于 ９６ 孔板中。 在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养 １、３、
７ ｄ 后，将 ＣＣＫ⁃８ 试剂按照 １０ μｌ ／孔加入到培养板

中并在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下孵育 ４ ｈ。 酶标仪测量

孔板中的溶液在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度（Ａ）值。
１． ９　 Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ 实验　 采用 Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ 实验检测不

同水凝胶中 ｒＦＮＳＣｓ 的活力。 首先将每组的凝胶样

品分别放置于培养板底部，然后将 １ × １０３ 个 ｒＦＮＳＣｓ
种植于凝胶上，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养 ７２ ｈ，
用 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ 和 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥｔｈＤ⁃１ 于黑暗

环境中常温下染色 ３０ ｍｉｎ，然后 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，在共

聚焦显微镜下观察各组凝胶接触的细胞生长情况。
活细胞呈现绿色，死细胞呈现红色。
１． １０　 水凝胶对神经干细胞分化潜能的影响　 为探

讨 ｒＦＮＳＣｓ 在三组水凝胶中的分化程度，将在三组水

凝胶中培养 ７ ｄ 的 ｒＦＮＳＣｓ 用 ４％ 甲醛室温固定 ３０
ｍｉｎ，再用含 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 中渗透 １５
ｍｉｎ，在含 １％ＢＳＡ 室温封闭 ２ ｈ。 加入一抗 ｒＦＮＳＣｓ
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标志物 Ｎｅｓｔｉｎ 抗体（１ ∶ ２５０）、神经元标志物 βⅢ⁃ｔｕ⁃
ｂｕｌｉｎ 抗体（１ ∶ １００）、神经胶质细胞标志物 ＧＦＡＰ 抗

体 （１ ∶ ４００）、 少 突 胶 质 细 胞 标 志 物 ＣＮＰａｓｅ
（１ ∶ ２００），于 ４ ℃孵育过夜。 样品用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次

后，分别用二抗山羊抗鼠 ＩｇＧ 偶联 Ａｌｅｘａ⁃Ｆｌｕｏｒ４８８
（１ ∶ ５００） 和驴抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ８００） 偶联 Ａｌｅｘａ⁃Ｆｌｕ⁃
ｏｒ５９４ （１ ∶ ５００）二抗室温避光孵育 ２ ｈ 后，用 ＤＡＰＩ
染色细胞核后，用共聚焦显微镜采集图像。
１． １１　 统计学处理　 用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件处理数

据，数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，采用单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ）结合 ＬＳＤ 后检验确定显著性水平。 Ｐ ＜
０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 水凝胶中 ＢＤＮＦ 的释放　 水凝胶中 ＢＤＮＦ 的

释放如图 １ 所示，实验组改良的水凝胶与条件对照

组水凝胶有相似的 １４ ｄ 控释和持续释放的特性，这
两种水凝胶的 ＢＤＮＦ 释放曲线可分为三个阶段。 实

验组水凝胶中的 ＢＤＮＦ 释放曲线在前 ６ ｄ 呈线性缓

释，释放率达到 ２０. ０７％ 。 第 ７ ～ １２ 天，样品的释放

速率均匀增加，第 １２ 天样品中 ＢＤＮＦ 的累积释放率

达到 ８６. ９７％ 。 在第 １３ 天与第 １４ 天，ＢＤＮＦ 的积累

释放速率平均为 ８８. ５２％和 ８８. ５７％ ，趋于平稳。 至

于条件对照组水凝胶，ＢＤＮＦ 在前 ４ ｄ 相对稳定，第
５ ～ １１ 天，ＢＤＮＦ 的释放率增加，第 １１ 天 ＢＤＮＦ 的释

放率达到 ８５. ３１％ ，第 １２ ～ １４ 天，ＢＤＮＦ 的积累释放

量达到平衡。

２． ２　 ｒＦＮＳＣｓ 的鉴定 　 在图 ２Ａ 中，大多数分离的

细胞主要以神经球的形式生长，其形态符合 ｒＦＮＳＣｓ
鉴定的金标准。 免疫细胞化学结果显示神经球对

Ｎｅｓｔｉｎ 呈阳性反应（图 ２Ｂ），因此悬浮神经球可以认

为是 ｒＦＮＳＣｓ。

图 １　 ＢＤＮＦ 的释放曲线

图 ２　 ｒＦＮＳＣｓ的原代培养和鉴定　 × ２００
Ａ：ｒＦＮＳＣｓ 无血清培养 ３ ｄ ；Ｂ：Ｎｅｓｔｉｎ 抗体染色

２． ３　 ｒＦＮＳＣｓ 与水凝胶共培养 　 将 ｒＦＮＳＣｓ 按 １ ×
１０５ ／ ｍｌ 接种入三组的水凝胶上共培养。 如图 ３，培
养 ３ ｄ 后在扫描电镜下观察 ｒＦＮＳＣｓ 的微观形态，可

图 ３　 ｒＦＮＳＣｓ在不同环境中的培养

　 　 Ａ：ｒＦＮＳＣｓ 与空白对照组水凝胶培养 ３ ｄ；Ｂ：ｒＦＮＳＣｓ 与条件对照组水凝胶共培养 ３ ｄ；Ｃ：ｒＦＮＳＣｓ 与实验组水凝胶共培养 ３ ｄ；１： × ２００；
２： × １ ０００
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见实验组水凝胶中 ｒＦＮＳＣｓ 相对于空白对照组和条

件对照组中 ｒＦＮＳＣｓ 增殖较多，且 ｒＦＮＳＣｓ 在水凝胶

中细胞维持了良好的形态，提示 ｒＦＮＳＣｓ 与水凝胶具

有良好的相容性。
２． ４　 细胞增殖实验　 为了评价改良的 ＨＡ 水凝胶

形成微环境能否支持 ｒＦＮＳＣ 的生长，在实验的第 １、
３、７ 天用 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖活性。 结果如图 ４ 所

示，在相同的培养时间条件下， 实验组第 ３ 天的细

胞增殖活性高于空白对照组（Ｆ ＝ ４. ２８２，Ｐ ＜ ０. ０５），
第 ７ 天时， 实验组细胞增殖活性高于空白对照组和

条件对照组（Ｆ ＝ １５. ２４０，Ｐ ＜ ０. ０５），且条件对照组

也高于空白对照组（Ｐ ＜ ０. ０５），表明实验组改良的

ＨＡ 水凝胶对 ｒＦＮＳＣ 细胞增殖具有促进作用。

图 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测不同培养组中 ｒＦＮＳＣｓ的增殖活性

与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与条件对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 细胞活力分析　 不同组的细胞活性在第 ３ 天

用 Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ 实验进行评估，其中活细胞染成绿色，
死细胞染成红色。 共聚焦结果显示，与空白对照组

相比，条件对照组与实验组的细胞凋亡数目明显降

低，且实验组死亡数目最少（图 ５Ｃ）。 由此可见，实
验组水凝胶可以降低 ｒＦＮＳＣｓ 的凋亡。

２． ６　 ｒＦＮＳＣｓ 在水凝胶中的的分化情况 　 通过免

疫组织化学研究制备改良 ＨＡ 水凝胶控释 ＢＤＮＦ 对

ｒＦＮＳＣｓ 分化的影响，并统计其中各种细胞所占比

例。 其中，神经元、少突胶质细胞和星形胶质细胞类

型细胞数目分别通过神经元特异性蛋白 βⅢ⁃ｔｕｂｕ⁃
ｌｉｎ、少突胶质细胞特异性蛋白 ＣＮＰａｓｅ 和星形胶质

细胞特异性胶质纤维酸性蛋白 ＧＦＡＰ 的阳性表达数

目来评估。 与空白对照组及条件对照组相比，实验

组 βⅢ⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 阳性率升高（Ｆ ＝ ３０. ４１８，Ｐ ＜ ０. ０５）、
ＧＦＡＰ 阳性率降低（Ｆ ＝ ２８. ３８１，Ｐ ＜ ０. ０５），且条件对

照组较空白对照组 ＧＦＡＰ 阳性率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。
三组 ＣＮＰａｓｅ 阳性率变化差异无统计学意义见图 ６、
７。 由此可见，实验组改良 ＨＡ 水凝胶控释 ＢＤＮＦ 可

以提高 ｒＦＮＳＣｓ 向神经元的分化，降低向星形胶质细

胞分化，对于向少突胶质细胞的分化效果无明显差

异。

３　 讨论

　 　 由于脊髓损伤区域周围不利的微环境，空洞和

纤维胶质瘢痕的形成，神经系统中分化成熟神经元

自我修复能力的缺乏，以及缺乏合适的生长刺激因

子，导致脊髓损伤的有效治疗非常有限［１０］。 目前，
针对脊髓损伤后功能恢复的方法有干细胞移植、生
物材料及神经营养因子的植入，但研究［１１］ 表明，单
纯的干细胞、单纯的生物材料及单纯的神经营养因

子移植并不能使脊髓损伤后神经元恢复，但是由于

干细胞具有多向分化潜能［１２］，组织工程支架可以为

其提供支持，神经营养因子则可以促进干细胞的分

化，因此三者联合起来移植便成为了研究的热点。
相关研究［１３］ 表明 ＨＡ 经过化学修饰及与 Ｄｅｘ

接枝可以降低 ＨＡ 的降解速度，提高其机械性能及

增强神经细胞的黏附性能，为细胞提供了适宜细胞

黏附及生长的微环境。

图 ５　 不同培养环境中 ｒＦＮＳＣｓ细胞的活 ／死荧光染色 × ２００
Ａ：ｒＦＮＳＣｓ 与空白对照组水凝胶培养 ３ ｄ；Ｂ：ｒＦＮＳＣｓ 与条件对照组水凝胶共培养 ３ ｄ；Ｃ：ｒＦＮＳＣｓ 与实验组水凝胶共培养 ３ ｄ
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图 ６　 不同环境中 ｒＦＮＳＣｓ分化的共聚焦显微镜图像 × ４００

图 ７　 不同组中 ｒＦＮＳＣｓ分化的百分比

与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与条件对照组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５

　 　 神经营养因子可以提高神经元的存活率，促进

轴突再生。 ＢＤＮＦ 是脊髓损伤实验中最常用的神经

营养因子。 研究［１４］表明，外源性的 ＢＤＮＦ 可以促进

损伤部位轴突的再生，髓鞘的形成，以及诱导损伤部

位神经干细胞的增殖。 ＰＬＧＡ 作为受控的细胞因子

释放载体，能有效维持细胞因子的活性。 本研究中

将改良的 ＨＡ（Ｄｅｘ⁃ＨＡ）与控释 ＢＤＮＦ 的微球结合，
ＢＤＮＦ 在水凝胶释放结果显示实验组的累计释放率

在开始阶段和中期阶段略低于条件对照组的，这是

由于从 ＰＬＧＡ 微球中释放 ＢＤＮＦ 后，ＢＤＮＦ 从水凝胶

基质中向外释放。 由于实验组的 Ｄｅｘ⁃ＨＡ 相对于条

件对照组的 ＨＡ 更稳定，不易被水解，所以实验组相

对于条件对照组在前中期累计释放率低，后期累计

释放率高。 且实验组中 ＢＤＮＦ 的释放，在前中期阶

段快速释放，在后期的阶段缓慢释放，可以有效保护

细胞因子的生物活性，这种释放方式为神经干细胞

的生长和分化形成局部有效浓度。 将 ｒＦＮＳＣｓ 接种

到三组水凝胶共培养 ３ ｄ 后在扫描电镜下观察 ｒＦＮ⁃
ＳＣｓ 的微观形态，可见实验中 ｒＦＮＳＣｓ 相对于空白对

照组和条件对照组中 ｒＦＮＳＣｓ 增殖较多，主要原因是

实验组水凝胶相对稳定且利于细胞黏附，可以给

ｒＦＮＳＣｓ 提供一个良好的生长微环境。 同时可以看

到 ｒＦＮＳＣｓ 在水凝胶中细胞维持了良好的形态，与水

凝胶具有良好的相容性。 在 ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖实验

中，实验组相对于空白对照组与条件对照组吸光度

增加（Ｐ ＜ ０. ０５），表明本研究所制备的 ＢＤＮＦ⁃ＰＬ⁃
ＧＡ ／ Ｄｅｘ⁃ＨＡ 中 ｒＦＮＳＣｓ 的活性要高于在 ＢＤＮＦ ／ ＨＡ
水凝胶和 ＢＤＮＦ⁃ＰＬＧＡ ／ ＨＡ 水凝胶中的。 Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ
实验表明实验组相对于空白对照组及条件对照组可

以减少 ｒＦＮＳＣｓ 凋亡，提高其活力，主要原因是 Ｄｅｘ⁃
ＨＡ 相对于 ＨＡ 的降解速度减缓了，机械性能及对神

经细胞的黏附性能增加了，为 ｒＦＮＳＣｓ 提供了稳定的
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适宜生长的微环境。 在免疫细胞化学染色实验中，
实验组相对于空白对照组和条件对照组能提高

ｒＦＮＳＣｓ 分化成神经元的比例，减少 ｒＦＮＳＣｓ 分化成

星形胶质细胞的比例。
综上所述，改良的 ＨＡ 水凝胶的多孔结构为

ｒＦＮＳＣｓ 的生长、增殖及细胞黏附提供了良好的三维

微环境，且其控释 ＢＤＮＦ 可以促进 ｒＦＮＳＣｓ 向神经元

的分化，减少了向星形胶质细胞的分化，解决了脊髓

损伤区域神经元缺乏及胶质瘢痕形成的问题。 该研

究为后期相关动物实验研究奠定了良好的基础。
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◇临床医学研究◇

基于 Ｍｏｎａｃｏ 计划系统的最小子野面积设置值
对宫颈癌调强放疗计划的影响

刘　 娜１，张明军１，２，吴翠娥３，费振乐４，刘苓苓５，李兵兵５，李　 洁５

摘要　 目的　 探究基于 Ｍｏｎａｃｏ 计划系统的最小子野面积

（ＭＳＡ）在宫颈癌静态调强放疗计划中的最优设置值，以提

高宫颈癌放疗计划精确性。 方法　 回顾性收集 １０ 例宫颈癌

患者，使用 Ｍｏｎａｃｏ 治疗计划系统设计固定五个射野静态调

强计划，ＭＳＡ 分别为 １、２、４、１０、２０、５０、８０ 和 １００ ｃｍ２，每个患

者得到 ８ 个放疗计划。 以 ＭＳＡ 为 ２ ｃｍ２ 的放疗计划为对照

组，比较其他 ＭＳＡ 设置值的放疗计划，在其他优化目标函数

和约束条件相同前提下，只改变 ＭＳＡ 设置值，利用方差分析

和事后比较的统计学方法来研究 ＭＳＡ 对放疗计划产生的影

响。 结果　 当ＭＳＡ 在 １０ ～ ２０ ｃｍ２ 范围内，与对照组相比，靶
区和危及器官的剂量变化不明显，但是机器跳数和子野数目
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开始下降。 当 ＭＳＡ 从 ５０ ｃｍ２ 开始，与对照组相比，靶区内

最大剂量（Ｄ２％ ） 和平均剂量 （Ｄｍｅａｎ ） 均增加，均匀性指数

（ＨＩ）和适形性指数（ＣＩ）开始变差。 除了小肠平均剂量 Ｄｍｅａｎ

随 ＭＳＡ 变化不大外，其余危及器官受量都随着 ＭＳＡ 增大而

不同程度地增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；机器跳数和子野数目总体随着

ＭＳＡ 增大而减少。 结论 　 在基于 Ｍｏｎａｃｏ 治疗计划系统宫

颈癌静态调强计划的设计中，ＭＳＡ 设置值的最佳范围为 １０
～ ２０ ｃｍ２。
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　 　 ２０２０ 年全球癌症统计报告显示宫颈癌在全球

女性的发病率和病死率中均排第四位，在宫颈癌的

治疗中，放疗在局部控制率和生存率等方面均取得

疗效［１ － ２］。 在宫颈癌的治疗中，调强放射治疗（ ｉｎ⁃
ｔｅｎｓｉｔｙ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ， ＩＭＲＴ）相比于 ３Ｄ
适形放射治疗（ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃｏｎｆｏｒｍａｌ ｒａｄｉｏｔｈｅｒ⁃
ａｐｙ，３Ｄ⁃ＣＲＴ）有更好的剂量学优势，不仅可以使靶

区剂量分布合理、降低正常器官受照剂量，而且可以

减轻肠道术后毒性反应［３ － ４］。 ＩＭＲＴ 通过逆向计划

进行调节优化，可以达到最佳剂量分布［５］。 但是静

态调强计划会使得子野数目增多，子野形状复杂，机
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