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摘  要: 对羟基丁酸-羟基己酸共聚酯  (PHBHHx) 膜进行表面改性，研究神经干细胞  (NSCs) 在改性后的

PHBHHx 膜表面的贴附、增殖及分化情况，为开发新型脑组织工程支架材料奠定基础。采用溶剂挥发法制备

PHBHHx 膜，扫描电镜观察其表面性状；分别通过脂肪酶处理，NaOH 处理的方法对 PHBHHx 膜进行表面改

性，测量接触角以检测膜表面亲水性。分离培养孕 14.5 d 大鼠胚胎大脑皮质 NSCs，接种在表面改性后的

PHBHHx 膜表面进行体外培养，扫描电镜观察膜表面细胞形态，MTT 法检测细胞活力，免疫细胞化学染色观

察 NSCs 存活和分化情况。结果显示，与未处理的 PHBHHx 膜相比，脂肪酶、NaOH 处理能够显著提高 PHBHHx

膜表面亲水性，增加 NSCs 在 PHBHHx 膜表面贴附数量；NSCs 在改性后的 PHBHHx 膜表面能够良好地存活

并分化为神经元和胶质细胞。结果提示 PHBHHx 膜表面碱处理通过提高材料表面亲水性和粗糙程度，增加其

与 NSCs 的生物相容性，改性后的 PHBHHx 材料是一种非常有潜力的新型脑组织工程支架材料，有望在 NSCs

移植修复脑损伤中发挥作用。 

关键词 : 羟基丁酸 -羟基己酸共聚酯，神经干细胞，表面改性，生物相容性  
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Abstract:  To study the attachment, proliferation and differenciation of neural stem cells (NSCs) on surface modified 
PHBHHx films and to establish the theory of PHBHHx application in NSCs-based brain tissue engineering. PHBHHx film 
was fabricated by a solution-casting method, and the morphology of the film was observed under scanning electron 
microscopy(SEM). The films were treated by NaOH or lipase, then the surface hydrophilic property was characterized 
using water contact angle measurement. NSCs were isolated from the cerebral cortex of rat embryos on embryonic day 
14.5, and cultured on surface treated PHBHHx films. The morphology of NSCs attached on the film was visualized under 
SEM, and the survival and differentiation of NSCs were observed through immunocytochemical staining. Compared with 
the untreated PHBHHx films, the water contact angle of NaOH or lipase treated PHBHHx films decreased dramatically, and 
the number of NSCs attached significantly increased. NSCs survived well on treated PHBHHx films and differentiated into 
neurons and glial cells. The amelioration of hydrophilic property of PHBHHx film improved its biocompatibility with 
NSCs. PHBHHx can serve as a novel CNS tissue engineering biomaterial applied for NSCs transplantation, brain repairing 
and regeneration.  

Keywords:  PHBHHx, neural stem cells, surface treatment, biocompatibility 

神经干细胞 (NSCs) 是具有自我更新和多

向分化潜能的细胞，它能不断增殖，并分化为神

经系统主要的细胞类型 (神经元、星形胶质细胞

和少突胶质细胞) [1]。NSCs 移植已成为目前促进

神经损伤修复最有潜力的手段[2-4]。然而，单纯

的 NSCs 移植效果并不理想[5-7]。因此，有需要、

有必要在深入了解 NSCs 特性以及对于脑组织的

修复作用的同时，积极寻求能够促进 NSCs 在移

植部位更好地存活并向损伤修复所需的细胞分

化的策略。目前基于 NSCs 修饰[8-10]、NSCs 体外

定向诱导分化后移植[11]、混合细胞共移植[12]以及

干细胞-生物材料共移植[13-14]等的一些尝试取得

了比较明显的效果，在一定程度上提高了移植细

胞在移植部位存活及分化能力。特别是随着组织

工程技术的快速发展，以生物可降解材料为支架

进行神经细胞培养的脑组织工程及其在脑组织

损伤修复和神经系统重建中的应用成为一新兴

的前沿领域[15-17]。新型脑组织工程支架材料的开

发及生物相容性研究成为这一领域的研究热点

之一。 

聚羟基脂肪酸酯 (PHA) 是一类可由微生物

合成的具有良好生物相容性的天然生物可降解

高分子材料 [18-19]，羟基丁酸 -羟基己酸共聚酯 

(poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxhexanoate)，

PHBHHx) 是 PHA 家族中的一员[20-21]，在生物相

容性、生物活性及机械性能方面的性能优良，与
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多种细胞都具有良好的生物相容性[22-25]，是近年来

在组织工程中被广泛关注的新型生物材料[19,26]。

PHBHHx 作为外周神经修复支架材料和 NSCs 体

外培养支架材料的研究已有报道 [27-28]。但由于

PHBHHx 的聚酯性质，其表面疏水性强，阻碍了

细胞在其表面的贴附生长，因此也局限了其应用

范围[29]。有学者通过采用紫外辐照、丝素蛋白修

饰等方法对 PHBHHx 材料进行改性处理[30-32]，

提高了 PHBHHx 材料与成纤维细胞、血管内皮

细胞等的生物相容性。本研究进行了 PHBHHx

膜材料表面改性条件的摸索，并研究了改性后

PHBHHx 膜与 NSCs 的生物相容性，为优化基

于 PHA 材料的新型脑组织工程支架奠定实验

基础。 

1  材料与方法 

1.1  PHBHHx 膜的制备及表面改性 
1.1.1  PHBHHx 膜的制备 

溶剂挥发法制备 PHBHHx 膜[33]。15 mL 氯

仿溶解 0.5 g PHBHHx，60 ℃水浴助溶 1 h。通风

橱中，将液体倾入 9 cm 玻璃培养皿中，室温下使

氯仿挥发 1~2 d，待膜形成后置于 4 ℃老化 2 周。 

1.1.2  PHBHHx 膜的表面改性及处理 

经老化后的 PHBHHx 膜用于表面改性处理，

各组的处理方式分别为：对照组 (Control) 不做

任何处理；碱处理组 (A)，用 2 mol/L NaOH 室

温处理 1 h[29]；酶处理组 (L)，脂肪酶 (L3126，

sigma) 37 ℃处理 24 h [34]；酶+碱处理组 (A+L)，

脂肪酶 37 ℃处理 24 h后 2 mol/L NaOH室温处理

1 h；碱+酶处理组 (L+A)，2 mol/L NaOH 室温 1 h

后脂肪酶 37 ℃处理 24 h。 

细胞接种之前，PHBHHx 膜经 75％乙醇浸

泡 2 h，紫外线照射正、反两面各 1 h 进行消毒。

PBS 浸泡过夜，将膜裁剪成合适大小，放入 24

孔板内备用。 

1.2  NSCs 的分离和培养 
采用本实验室常规方法[35-36]分离孕 14.5 d大

鼠 (购自西安交通大学实验动物中心) 胚胎大脑

皮质，细胞接种密度为 1×105~2×105 个细胞/mL，

以完全培养基进行常规培养，每 5 d 传代 1 次，

第 3~8 代的 NSCs 用于实验。完全培养基成分：

无 血 清 的 DMDEM/F12 (1:1) 培 养 基 添 加

N2 (100×，GIBCO，USA)、B27 (50×，GIBCO，

USA)、20 µg/L hEGF (GIBCO，USA) 和 10 µg/L 

bFGF (Sigma，USA)。NSCs 分化培养基成分：去

除完全培养基中 hEGF 和 bFGF，并添加 1％的胎

牛血清 (Fetal bovine serum，FBS)。 

1.3  在PHBHHx 膜培养NSCs及细胞活力测定 
传代时，将细胞重悬于分化培养基中，并以

4×104 个细胞/mL 的密度接种于预先放入培养板

中的 PHBHHx 膜，每孔加培养基 500 μL，细胞

培养箱内常规培养 7 d，每隔 3 d 半量换液 1 次。

MTT 法测定 NSCs 细胞活力。 

1.4  免疫细胞化学染色 
细胞在膜表面贴附生长 7 d 以后，经 PBS 洗

涤 3 次，0.3％ Triton 室温处理 30 min，再用 PBS

洗涤 3 次后以 5％的正常山羊血清室温封闭 1 h，

与一定比例稀释的一抗 (Nestin 1:200，β tubulin 

 1:200Ⅲ ，GFAP 1:500) 室温孵育 2 h后 4 ℃过夜，

次日以 PBS 洗涤 3 次后与 FITC 标记二抗于暗环

境室温孵育 2 h，以 DAPI 标记细胞核 (室温，

5 min)，以 50％的甘油缓冲液封片，荧光显微镜

下观察。 
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1.5  扫描电镜样品制备 
细胞在膜表面贴附生长 7 d，经 PBS 洗涤 2

次后用 2.5％的戊二醛 4 ℃固定；再经 0.1 mol/L

磷酸缓冲液浸洗 10 min 后用 1％四氧化锇固定液

4 ℃固定 2 h；再用 0.1 mol/L 磷酸缓冲液浸洗

10 min 后用乙醇梯度脱水并经乙酸异戊酯浸泡

10 min；临界点干燥；喷金后扫描电镜 (TM-1000) 

下观察拍照。 

2  结果  

2.1  表面改性处理增加 PHBHHx 膜亲水性 
分别对 NaOH 处理，脂肪酶处理以及 NaOH

联合脂肪酶处理后 PHBHHx 膜表面接触角进行

测量，结果提示：各种处理方式处理后膜表面

接触角与未处理的对照组相比都有明显降低 

(图 1，P＜0.01)，其中单纯 NaOH 处理 PHBHHx

膜表面接触角降低程度较单纯脂肪酶处理组更

为明显 (P＜0.05)，与 NaOH 与脂肪酶联合处理

组间没有显著性差异 (P＞0.05)。 

2.2  NSCs 的培养与鉴定 
由胚胎大鼠大脑皮质分离的原代细胞在完

全培养基中呈悬浮状态生长，培养 3~5 d 后可形

成大小不等的神经球 (图 2A)，并随培养时间延

长，神经球直径不断增大；在含 1％ FBS 的分化

培养基连续培养 7 d 后，部分细胞仍然保持 nestin

阳性的未分化 NSCs，另有部分细胞分化为 GFAP

阳性星形胶质细胞和 β-tubulin Ⅲ阳性的神经元 

(图 2B，C，D)。 

2.3  PHBHHx 膜表面改性对 NSCs 贴附的

影响  
24 孔培养板中，将 NSCs 接种在碱处理的

PHBHHx 膜表面，以分化培养基培养 7 d，DAPI

染色后进行荧光显微镜观察 (图 3)，结果显示，

与未处理组  (3A) 相比，碱处理显著增加了

NSCs 在 PHBHHx 膜表面的贴附生长 (3B)，扫

描电镜观察膜表面细胞保持原有的神经细胞形

态特点 (3C，D)。 
  

 

图 1  表面改性对 PHBHHx 膜表面接触角的影响 
Fig. 1 Water contact angle after surface treatment. A: NaOH treatment; L: lipase treatment; A+L: NaOH treatment 
followed by lipase treatment; L+A: lipase treatmemt followed by NaOH treatment. * P<0.05; ** P<0.01. 
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图 2  NSCs 体外培养及鉴定 
Fig. 2  Cultivation and identification of NSCs in vitro. (A) Neurosphers. (B) Nestin positive NSCs. (C) GFAP positive 
astrocytes. (D) β-tubulin Ⅲ positive neurons. Cell nucli stained with DAPI (blue). Nestin, GFAP and β-tubulin Ⅲ 
were in green. Scale bar=50 μm. 

 

2.4  NSCs 在改性 PHBHHx 膜表面的增殖及

分化情况 
将单个 NSCs 接种于 PHBHHx 膜，并以经

多聚赖氨酸包被的盖玻片为对照，分化培养基

常规培养 3 d 后，MTT 检测 PHBHHx 膜表面贴

附生长的 NSCs 活力，结果提示：在改性

PHBHHx 膜上生长的 NSCs 细胞活力明显增强 

(图 4)。 

分化培养基中培养 7 d，以免疫细胞化学染

色法观察 NSCs 分化情况，结果显示：细胞在

PHBHHx 膜表面发生多向分化 (图 5)，分化为星

形胶质细胞 (GFAP 阳性，A、B、C) 和神经元 (β 

tubulin Ⅲ阳性细胞，D、E、F)。随机选择的视

野中，显微镜下计数全部细胞、GFAP 阳性细胞、

β tubulin Ⅲ阳性和 nestin 阳性细胞，计算分化细

胞比例，结果显示在改性的 PHBHHx 膜表面生

长细胞约有 30％发生分化，其中多数为β tubulin 

Ⅲ阳性神经元，而其余的 70％仍维持在未分化 
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图 3  NSCs 在改性处理后的 PHBHHx 膜表面的贴附生长情况 
Fig. 3  Attachment and survival of NSCs on alkali-treated PHBHHx film. Scale bar in A and B =100 μm. 

 

图 4  在改性的 PHBHHx 膜表面贴附生长的 NSCs 活力 
Fig. 4  NSCs viability on the surface of modified PHBHHx films. 
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图 5  NSCs 在改性 PHBHHx 膜表面的分化情况 
Fig. 5  Differentiation of NSCs on the surface of PHBHHx films. DAPI was in blue, nestin was in green, GFAP and 
β-tubulin Ⅲ were in red. Scale bar=50 μm. 

 
状态；而在盖玻片上培养的细胞则有约 90％的细

胞发生不同方向的分化 (图 6)，相对来讲，分化

为β tubulin Ⅲ阳性神经元和 GFAP 阳性细胞胶质

细胞的比例 (1.37) 明显低于其在 PHBHHx 膜上

的分化 (2.14)。 

3  讨论 

生物可降解聚合物材料是组织工程学材料

研究中最活跃的领域[37]。PHA 家族是近年来在 

 

图 6  NSCs 在改性后 PHBHHx 表面分化比例 
Fig. 6  Differentiation of NSCs on PHBHHx films. 
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组织工程中被广泛关注的新型生物材料[19,26]，由

于各种 PHA 材料单体组成的不同，其机械性能

和生物相容性也有很大差异。PHBHHx 是 PHA

家族中具有很好生物相容性的一员，由于其主链

含有短链的 3-羟基丁酸单体和中长链的 3-羟基

己酸单体，其机械性能和可加工性能均优于只含

有短链单体的 PHA 材料，如聚羟基丁酸酯 

(Polyhydroxybutyrate，PHB) 和羟基丁酸-羟基戊

酸共聚酯  (poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydrox- 

valerate)，PHBV)。但由于 PHBHHx 的聚酯性质，

其表面疏水性仍比较强，不利于细胞的贴附[29]。

Zhao 等采用 NaOH 和脂肪酶分别处理 PHB 膜，

结果显示脂肪酶处理能够显著改善 PHB 膜表面

与成纤维细胞的生物相容性，NaOH 处理对 PHB

生物相容性的改善不明显 [38-39]。本实验中以碱 

(NaOH) 和脂肪酶对 PHBHHx 膜表面进行处理，

结果显示两种处理方式都可以通过打断 PHA 材

料主链中的酯键，增加被处理表面的羟基和羧基

含量，从而提高 PHBHHx 膜表面的亲水性。扫

描电镜的结果提示 NaOH 处理后 PHBHHx 膜表

面出现很多细小的微孔，膜表面粗糙程度增加，

最终促进了细胞在膜表面的贴附和生长。其中单

纯的 NaOH 处理效果更为显著，而且处理方法简

单，成本低廉，耗时较短，因此不失为一种简便

而有效的 PHBHHx 膜表面改性手段。 

NSCs 联合生物材料移植治疗神经损伤已成

为神经损伤修复以及功能重建领域新的热点。作

为可用于促进神经损伤修复的生物材料，必须与

其负载细胞 NSCs 有良好的相容性，既不产生细

胞毒性，也不影响细胞功能。PHA 家族中多个成

员，包括 PHB，PHBHHx 和 PHBVHHx 均被尝

试用于中枢及外周神经的支架材料[27-28,40-42]，其

中 PHBHHx 材料显示出与神经干细胞、神经胶

质细胞的良好生物相容性[27]。最近，Xu 等[27-28]

的研究表明 PHBHHx作为NSCs体外培养支架材

料具有低细胞毒性、与 NSCs 有很好的相容性，

并能够诱导 NSCs 向神经元方向分化。本研究结

果提示，对 PHBHHx 膜表面的改性处理可以增

加 NSCs 在其表面的贴附生长，而且 NSCs 活力

明显高于玻璃片表面，细胞保持其原有的多向分

化能力；在发生分化的细胞中以β tubulin Ⅲ阳性

的神经元为主，这与 Xu 等报道的研究结果一致。

除此之外，本研究还通过降低培养体系中的血清

浓度，(由 Xu 等采用的 10％FBS 降至 1％)，能

够更好地保留 NSCs 原有的增殖能力，使大约

70％的细胞仍处于 nestin 阳性的未分化状态，这

部分细胞能够在体内外进一步增殖，一方面为获

得足量的移植细胞提供了保证，同时也为其在体

内分化成“神经功能重建所需的特定细胞类型”

奠定了基础。 

本研究通过采用 NaOH 对 PHBHHx 膜进行

表面处理，增加了 PHBHHx 膜表面亲水性和与

神经干细胞的生物相容性，促进 NSCs 的贴附生

长；在合适的培养条件下，NSCs 在 PHBHHx 表

面不仅可以很好的存活，而且能够保持持久的增

殖能力和多向分化能力。以上结果进一步提示

PHBHHx 是一种非常有潜力的中枢神经系统组

织工程支架材料和神经干细胞移植的细胞载体

材料，在神经损伤修复和功能重建方面有非常广

泛的应用前景。 
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