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目的
!

观察经后增殖方含药血清对超排卵大鼠卵巢的卵丘
.

卵母细胞复合体"

?I?+

$及卵丘细胞"

??+

$中生长分化

因子
(

"

ZS5(

$及
U#B

表达的影响!探讨其治疗效果及作用机制%方法
!

制备大鼠超排卵卵巢模型!收集
?I?+

和
??+

!分别与雌

性
WS

超排卵大鼠空白血清和经后增殖方药物血清在体外共同培养!各分
'

组*空白血清组"空白组$&含药血清组"对照组$&含药

血清
[ZS5(

受体阻断剂组"实验组$!共
)

组%

10L

后收集
?I?+

和
??+

!实时荧光定量
>?<

检测
ZS5(

和
U#BB<CD

表达水

平!蛋白质印迹法检测
ZS5(

蛋白表达水平%结果
!

"

$

$对照组
?I?+

中
ZS5(B<CD

表达水平明显高于空白组和实验组"

$

#

%&%2

$#对照组和实验组
?I?+

中
U#BB<CD

表达水平均明显低于空白组"

$

#

%&%2

$#对照组
?I?+

中
ZS5(

蛋白表达水平明显

高于空白组"

$
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$!亦高于实验组!但差异无统计学意义"

$

&
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$

??+

中
ZS5(B<CD

表达水平在
'

组间的差异性比

较结果与
?I?+

中一致#对照组和实验组
??+

中
U#BB<CD

表达水平均明显低于空白组"

$

#

%&%2

$#对照组
??+

中
U#BB<CD

表达水平明显低于实验组"

$

#

%&%2

$#对照组
??+

中
ZS5(

蛋白表达水平明显高于空白组和实验组"

$

#

%&%2

$%"

'

$对照组
?I?+

中
ZS5(B<CD

表达水平明显高于
??+

中"

$

#

%&%2

$!其余组内
?IW+

和
??+

比较差异无统计学意义"

$

&

%&%2

$%结论
!

经后增

殖方含药血清能提高
?I?+

和
??+

中
ZS5(

的表达水平!维持
?I?+

和
??+

中
U#B

的低水平表达!抑制细胞凋亡!促进卵泡发育#

?I?+

较剔除卵母细胞的
??+

更有利于
ZS5(B<CD

的表达%
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控制性超排卵$
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是体外受精
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胚胎移植$

#,R#89"M798#;#]E8#",E,!7B:9

P
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M79
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4g5.Y=

&周期中的重要环节#常用方案为先使用促性腺激

素释放激素激动剂进行垂体降调节#然后用促性腺激素刺激卵

巢#使多个卵泡同时发育#从而同时获取多个卵子进行体外受

精#有别于自然周期的单卵排卵)已有研究证实超排卵可能损

伤卵细胞染色体的结构和功能#影响胚胎的基因表达#从而降

低胚胎的着床潜能'

$

(

#导致胚胎着床率和妊娠率显著下降'

1

(

)

中医药介入
4g5.Y=

周期收效显著#本课题组前期研究证实益

气血补肝肾中药能提高胚胎移植成功率和妊娠率'

'

(

)本研究

提取
?I@

大鼠卵巢中卵丘
.

卵母细胞复合体$

NQBQ;Q+.""N

P

87

N"B

H

;7K7+

#

?I?+

&和卵丘细胞$

NQBQ;Q+N7;;+

#

??+

&#加入经后

增殖方含药血清进行体外培养#检测
?I?+

和
??+

中生长分化

因子
(

$

O

9"F8L!#MM797,8#E8#",MEN8"9(

#

ZS5(

&和
U#B

的表达水

平#探讨益气血中药对提高
4g5.Y=

周期卵泡质量的效果及可

能的作用机制)

?
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材料与方法
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!

材料
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实验动物
!

无特定病原体$

W>5

&级
WS

雌性大鼠
01

只#

鼠龄
)

"

/

周#体质量
$/%

"

11%

O

#由广州军区广州总医院动物

实验中心提供$合格证号!

00%%-1%%%'$'-0

#

00%%1$%%%%(-%%

&)

适应性饲养
$

周后进入实验阶段#自然光照#自由取水和摄食#

以阴道脱落细胞涂片检查动情周期)

?&?&@

!

实验药品
!

醋酸曲普瑞林$

Z,<@E

#瑞士辉凌公司#商

品!名达必佳#批号!

A$/2)2U

&%孕马血清促性腺激素$

>3WZ

#

美国
W#

O

BE

公司#批号!

W\U>0200g

&%人绒毛膜促性腺激素

$

@?Z

#丽珠药业有限公司#批号!

$)%1%$

&%经后增殖方$颗粒

剂#每袋
$%

O

#广东一方制药有限公司#批号!

c$2$$%%0

&#每袋

相当于生药!党参
$2

O

#白术
$1

O

#茯苓
$1

O

#甘草
)

O

#熟地黄

$1

O

#白芍
$1

O

#当归
)

O

#川芎
)

O

#菟丝子
$2

O

#鹿角霜
1%

O

#

杜仲
$2

O

#山萸肉
$%

O

#川椒
'

O

)

?&?&A

!

主要仪器与试剂
!

反转录试剂盒$德国
SU4

公司#批

号!

SU4.111%

&#荧光定量
>?<

检测试剂盒$美国
Z7,7N"

H

"7#E

公司#批号!

DI><.$1%%

&#二喹啉甲酸$

U?D

&蛋白定量试剂盒

$杭州弗德生物#批号!

5S1%%$

&#山羊抗大鼠
ZS5.(

抗体$美国

WE,8E

公司#批号!

+N.$1100

&#小鼠抗大鼠
)

.EN8#,

抗体$北京博

奥森#批号!

U+B.''%')3

&#荧光定量
>?<

仪$美国
DU4

公司#

型号!

-2%%

&)

?&@

!

方法
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!

含药血清的制备及灭活
!

$1

只雌性大鼠连续观察
1

个动情周期均正常#随机分为含药血清组和空白血清组#每组

)

只)阴道涂片为动情后期$动情周期第
'

天&#两组大鼠均于

每日上午
(

时腹腔注射
Z,<@E1&%

$

O

"

$%%

O

#连续
-!

#第
-

天

同时注射
>3WZ0%4e

"

$%%

O

#

0/L

后注射
@?Z$%%4e

"

$%%

O

)

从第
$

天注射
Z,<@E

开始#同时含药血清组大鼠每日上午
(

时给予经后增殖方
0&2

O

"

J

O

$相当于
'

倍临床等效剂量&#空白

血清组大鼠给予等体积生理盐水灌胃#每日
$

次#至注射
@?Z

日#共
(!

)第
(

天灌胃及注射
@?Z

后
$&2L

#腹腔注射
$%V

水合氯醛
0&%B\

"

J

O

#深入麻醉大鼠后腹主动脉取血)将各组

血液置于
0a

放置
1L

#

'%%%9

"

B#,

离心
1%B#,

#取上清液#

2)a'%B#,

灭活#用
%&11

$

B

微孔过滤器过滤除菌#同组血

清混匀分装#

X1%a

保存备用)

?&@&@

!

?I?+

和
??+

的制备
!

'%

只雌性大鼠连续观察
1

个动

情周期均正常)阴道涂片为动情后期$动情周期第
'

天&#于每

日上午
(

时腹腔注射
Z,<@E1&%

$

O

"

$%%

O

#连续
-!

#第
-

天同

时注射
>3WZ0%4e

"

$%%

O

#

0/L

后注射
@?Z$%%4e

"

$%%

O

#

1L

后颈椎脱臼处死#无菌条件下快速取出小鼠双侧卵巢#

'-a2V

二氧化碳$

?I

1

&过夜预热的
3$((

培养液中洗
'

次#

'-a

恒温板上#立体显微镜下#

$%B\

注射器吸取大卵泡中的

?I?+

#选取形态良好的
?I?+

)$

$

&取一半
?I?+

置于
3$((

培养液$美国
@

P

N;",7

公司&中#

'-a2V ?I

1

孵箱暂存备用)

$

1

&另一半
?I?+

置于
%&$V

透明质酸酶$美国
W#

O

BE

公司&中#

用一次性注射针头刺破卵泡#使
??+

释放入培养液中#并轻轻

吹打#使其分散成单个细胞#加入
3$((

培养液终止消化#

1%%

目一次性细胞筛过滤)将含
??+

的培养液收集在离心管中#

以
$%%%9

"

B#,

离心
2B#,

收集细胞#培养液洗
1

次后#加一定

量的培养液重悬细胞#台盼蓝染色#血细胞计数板计数活细胞

数#细胞存活数大于
/2V

#

3$((

培养液将
??+

悬液调整为
$d

$%

)

N7;;+

"

B\

的单细胞悬液备用)

?&@&A

!

?I?+

和
??+

的培养
!

将
?I?+

和
??+

分别随机种

入已用
%&%2V \.

多聚赖氨酸涂布的
)

孔培养板中#

?I?+

和

??+

各随机分为
'

组#每组
'

个复孔#加入大鼠血清及青链霉

素双抗$美国
Z#:N"

公司&#形成含
$%V

大鼠血清'各组分别加

入空白血清$空白组&#含药血清$对照组&#含药血清
[ZS5(

受体阻断剂$实验组#

ZS5(

受体阻断剂为美国
<lS

公司产

品&(*

$V

双抗的
3$((

培养液)培养
10L

后#收集各组细胞

待测)

?&@&B

!

实时荧光定量
>?<

法检测
ZS5(B<CD

和
U#BB<.

CD

的表达
!

实时荧光定量
>?<

操作按试剂盒说明书进行)

ZS5(

上游引物序列!

2T.Z?DZD==??=Z==ZZZZZ==.

'T

#下游引物序列!

2T.=D?DZZ?DD?DZ?DDZZD??.'T

#

扩增长度
$%%:

H

%

U#B

上游引物序列!

2T.DZDZD=D?ZZD=

?Z?D?D ZZ.'T

#下游引物序列!

2T.Z=? ==? ?Z? ?=?

=?ZZ=DD=.'T

#扩增长度
$%%:

H

%内参
)

.EN8#,

上游引物序

列!

2T.DZ==?D D?Z Z?D?DZ =?D DZ.'T

#下游引物序

列!

2T.=D?=?DZ?D??DZ?D=?D??.'T

#扩增长度
$$/

:

H

)引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成)

>?<

反应条

件!

(2a$%B#,

预变性%

(2a$%+

#

22a1%+

#

-1a'2+

#退

火*变性*延伸#

0%

个循环)根据各组样品的
?8

值$

?8

值为荧

光信号达到设定阈值时所经过的循环数&#以
)

.EN8#,

进行参

照#折算出各样品起始模板数的相对数量关系)计算公式!目

的基因的相对量以
1

.

##

?8值表示#

##

?8j

'

?8

$待测样品目的基

因&

X?8

$待测样品内参基因&(

X

'

?8

$对照组样品目的基因&

X

?8

$对照组样品内参基因&()

?&@&C

!

蛋白质印迹法$

67+879,:;"8

&检测
ZS5(

蛋白的表

达
!

提取大鼠
?I?+

和
??+

总蛋白液)用
U?D

蛋白定量试剂

盒测定蛋白水平后#各组样品分别取
)%

$

O

蛋白#加适量
2d

蛋

白上样缓冲液#沸水浴
2B#,

#配置
$%V

的分离胶和
2V

的浓缩

胶#上样#浓缩胶电压
-2g

#分离胶电压
$1%g

#电泳至溴酚蓝刚

跑出即终止电泳#将蛋白质转移至聚偏氟乙烯$

>gS5

&膜上)将

转好的膜于室温下脱色摇床上用
2V

脱脂奶粉$含
%&2V =UW=

&

封闭
$L

)加入用
=UW=

溶解的
2V

脱脂牛奶稀释的一抗$山

羊抗大鼠
ZS5.(

抗体
$b2%%

#小鼠抗大鼠
)

.EN8#,

抗体
$b

1%%%

&#

0a

过夜%用
=UW=

在室温下洗
'

次#每次
2B#,

%加入

(%(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



!!

D

!

U#BB<CD

%

U

!

ZS5(B<CD

%

?

!

ZS5(

蛋白%

*

!空白组%

+

!对照组%

,

!实验组

图
$

!!

?I?+

和
??+

中
U#BB<CD

(

ZS5(B<CD

和
ZS5(

蛋白相对表达水平

表
$

!!

?I?+

和
??+

中
U#BB<CD

(

ZS5(B<CD

及
ZS5(

蛋白相对表达水平比较$

'j'

%

EG"

&

组别 细胞
U#BB<CD

$

1

.

##

?8值&

ZS5(B<CD

$

1

.

##

?8值&

ZS5(

蛋白

空白组
?I?+ $&$)/G%&1-) $&/$/G%&1%- %&-%'G%&$')

??+ $&2((G%&2/% $&0$0G%&2(( %&)-'G%&$2'

对照组
?I?+ %&%)0G%&%1-

"

/&/$$G$&$'/

"%

$&%2%G%&10/

"

??+ %&12%G%&$/$

('

2&/2(G%&)1(

('(

$&$$%G%&102

('

实验组
?I?+ %&0-$G%&%'(

"

1&2)2G%&1(- %&-$%G%&$)/

??+ %&/21G%&1('

(

$&()/G%&)%/ %&-''G%&$)(

!!

"

!

$

#

%&%2

#与空白组
?I?+

比较%

(

!

$

#

%&%2

#与空白组
??+

比较%

%

!

$

#

%&%2

#与实验组
?I?+

组比较%

'

!

$

#

%&%2

#与实验组
??+

比较%

(

!

$

#

%&%2

#与同组
?I?+

比较

用
=UW=

溶解的
2V

脱脂牛奶稀释的二抗'辣根过氧化物酶

$

@<>

&

.

兔抗山羊
4

O

Z

抗体
$b$%%%

#

@<>.

山羊抗小鼠
4

O

Z

抗

体
$b2%%%

&#室温下孵育
'%B#,

后#用
=UW=

室温下洗
'

次#

每次
2B#,

)采用电化学发光$

Y?\

&法显影曝光)

`

线片曝光

显影)采用
4BE

O

7f

软件处理系统分析目标带的吸光度值$

A

值&)以
ZS5(

"

)

.EN8#,

的相对
A

值表示结果)

?&A

!

统计学处理
!

采用
W>WW$(&%

统计软件进行统计学分

析)计量资料以
EG"

表示#多组间比较用单因素方差分析#方

差齐性检验采用
\7R7,7

法#组间两两比较采用
\WS

法#检验

水准
!

j%&%2

#以
$

#

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

?I?+

和
??+

中
U#B B<CD

相对表达水平
!

熔解曲线

均呈单峰分布#无基因组
SCD

的非特异扩增)$

$

&

?I?+

中!

对照组和实验组
U#BB<CD

相对表达水平均明显低于空白组

$

$

#

%&%2

&#对照组
U#BB<CD

相对表达水平低于实验组#但

差异无统计学意义$

$

&

%&%2

&%$

1

&

??+

中!对照组和实验组

U#BB<CD

相对表达水平均明显低于空白组$

$

#

%&%2

&#对照

组
U#BB<CD

相对表达水平明显低于实验组$

$

#

%&%2

&%$

'

&

各组
?I?+

中
U#B B<CD

相对表达水平均低于相对应各组

??+

中
U#B B<CD

相对表达水平#但差异均无统计学意义

$

$

&

%&%2

&#见图
$D

*表
$

)

@&@

!

?I?+

和
??+

中
ZS5(B<CD

相对表达水平
!

熔解曲线

均呈单峰分布#无基因组
SCD

的非特异扩增)$

$

&

?I?+

中!

对照组
ZS5(B<CD

相对表达水平明显高于空白组和实验组

$

$

#

%&%2

&%$

1

&

??+

中!对照组
ZS5(B<CD

相对表达水平明

显高于空白组和实验组$

$

#

%&%2

&%$

'

&各组
?I?+

中
ZS5(

B<CD

相对表达水平均高于相对应各组
??+

中#其中对照组

?I?+

和
??+

中
ZS5(B<CD

相对表达水平比较#差异有统计

学意义$

$

#

%&%2

&#空白组*实验组差异均无统计学意义$

$

&

%&%2

&#见图
$U

*表
$

)

@&A

!

?I?+

和
??+

中
ZS5(

蛋白相对表达水平比较
!

$

$

&

?I?+

中!对照组
ZS5(

蛋白相对表达水平明显高于空白组

$

$

#

%&%2

&#亦高于实验组#但差异无统计学意义$

$

&

%&%2

&%

$

1

&

??+

中!对照组
ZS5(

蛋白相对表达水平明显高于空白组

和实验组$

$

#

%&%2

&%$

'

&各组
?I?+

中
ZS5(

蛋白相对表达水

平与相对应各组
??+

中比较#差异均无统计学意义$

$

&

%&%2

&#见图
$?

*图
1

*表
$

)

!!*

!空白组
??+

%

+

!对照组
??+

%

,

!实验组
??+

%

-

!空白组

?I?+

%

.

!对照组
?I?+

%

/

!实验组
?I?+

图
1

!!

?I?+

和
??+

中
ZS5(

蛋白表达电泳图

A

!

讨
!!

论

!!

?I?+

是哺乳动物卵巢的基本功能单位#包括一个卵母细

胞和围绕其周围的
??+

)

??+

与卵母细胞关系密切#

??+

直接

影响卵母细胞的发育*成熟#进而影响胚胎的质量#而卵母细胞

也可以通过分泌卵细胞分泌因子$

""N

P

87+7N9787!MEN8"9+

#

IW.

5+

&来调节
??+

的生长分化#在卵母细胞的成熟过程中#二者

相互影响#缺一不可'

0

(

)近年来通过卵母细胞与颗粒细胞重建

卵泡的研究提示#卵母细胞在调控卵泡发育中起主导作用#

IW5+

通过旁分泌作用促进卵泡的形成#卵丘扩张及某些代谢

过程#同时
IW5+

被证实具有维持
??+

低凋亡率的作用#而

%$(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



??+

保持良好生物学活性是卵细胞质量的保证'

2.)

(

)

作为其中一种
IW5+

#

ZS5(

是转化生长因子
)

超家族成

员#其表达可见于早期初级卵泡阶段#对颗粒细胞的增殖*分

化*排卵及黄素化起调控作用#与卵泡的生长和发育关系密切#

是卵泡发育的重要因子#并可能与胚胎发育有关#卵泡液中的

ZS5(

水平高低可以预测卵母细胞及胚胎质量'

-.$%

(

)因此#最

近的一些研究已经把
ZS5(

列为评价卵母细胞质量及其发育

潜能的重要指标'

$$.$1

(

)颗粒细胞的凋亡促进卵泡闭锁#使卵

泡无法回到正常的发育轨道'

$'

(

)目前已经阐明有两条凋亡信

号传导途径!$

$

&外源性死亡受体途径#由
5E+

"

=C51D

通路激

发%$

1

&内源性线粒体途径#由
UN;.1

基因家族激发'

$0

(

)

U#B

是

UN;.1

家族中
U@'.",;

P

亚家族的成员#在机体多种组织包括生

殖细胞中有不同程度的表达'

$2

(

#在凋亡的启动和调节上具有

重要的作用)不同的
U#B

异构体可通过直接激活
UEK

蛋白#

或通过抑制
UN;.1

的抗凋亡活性间接激活
UEK

"

UEJ

引起线粒

体途径的细胞凋亡)因此其表达上调可促进细胞凋亡#是一种

重要的凋亡调节蛋白'

$)

(

)因此#本研究选取
ZS5(

和
U#B

作

为检测指标#观察具有益气血作用的经后增殖方对卵泡发育的

作用机制)

中医学的+肾气
.

天癸
.

冲任,生殖轴与西医学的+下丘脑
.

垂

体
.

卵巢,性腺轴相对应)中医认为#受孕的机理在于肾气充#

天癸至#冲任调和#精血津液充沛)不孕主要与肾气不足#冲任

气血亏虚有关)因此在治疗上通常以补肾*益气*养血为主)

本研究所用经后增殖方由-太平惠民和剂局方.之八珍汤加减

演化而来#方中四君子汤$党参*白术*茯苓*甘草&健脾益气%四

物汤$熟地黄*当归*白芍*川芎&补血活血%另加补肾精血之山

萸肉#阴阳并补之菟丝子#两药同用有养精种子之效%鹿角霜*

杜仲*川椒温阳暖宫)全方使气血双补#气生血长#又得肾阳温

煦#胎孕易成)笔者早前的临床观察表明该方在卵泡期可能通

过增强+下丘脑
.

垂体
.

卵巢,性腺轴的调理功能#改善卵母细胞

质量#促进卵泡发育#增强胚胎着床潜能#提高胚胎的种植

率'

'

(

)

本研究结果显示#对照组
?I?+

和
??+

中
ZS5(B<CD

和蛋白表达水平均明显高于空白组$

$

#

%&%2

&#说明经后增殖

方含药血清能显著提高
ZS5(B<CD

和蛋白的表达水平#从

而对抗细胞凋亡#促进卵泡发育%加入
ZS5(

受体阻断剂能阻

断含药血清对
ZS5(

表达的影响$

$

#

%&%2

&)而对照组
?I?+

中
ZS5(B<CD

表达水平明显高于
??+

中$

$

#

%&%2

&#说明经

后增殖方含药血清有助于卵母细胞和
??+

之间的相互影响#

促进卵母细胞分泌
ZS5(B<CD

#二者相互依存#相互促进)

剔除了卵母细胞#

ZS5(B<CD

的表达显著下降#

??+

的功能

将受到明显影响)经后增殖方含药血清能明显抑制
?I?+

和

??+

中
U#B

基因的表达$

$

#

%&%2

&#而在加入含药血清的同时

加入了
ZS5(

受体阻断剂#

?I?+

和
??+

中
U#B

基因的表达水

平仍然受到明显抑制$

$

#

%&%2

&#说明
ZS5(

受体阻断剂能特

异性阻断
ZS5(

受体的作用#但对
U#B

并无直接影响#因此经

后增殖方含药血清仍能发挥对
U#B

表达的抑制作用)然而该

水平仍高于未加入
ZS5(

受体阻断剂的含药血清组$

$

#

%&%2

&#说明加入
ZS5(

受体阻断剂#

ZS5(

的表达明显降低#

能间接影响经后增殖方含药血清对
U#B

基因表达的抑制作

用#从而无法维持
U#B

表达的低水平)

综上所述#具有益气血作用的经后增殖方能通过促进

ZS5(

的分泌#维持超排卵大鼠
??+

和卵母细胞的功能及其相

互之间的促进作用#有利于卵泡的发育#提高卵泡质量%

ZS5(

具有维持
??+

中
U#B

低水平表达的作用)而经后增殖方提高

ZS5(

表达水平的具体作用通路有待进一步研究)
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氨基酸可被细胞利用)这种肽在细胞培养液促发下可自组装

为纳米纤维凝胶#反应温和#条件简单#与其他材料相比具有明

显优势#是构建神经组织工程较好的基质支架材料)

目前许多研究者通过改变氨基酸序列#设计出具有特定功

能的肽链'

2

(

#可模拟培养细胞所需要的生存环境#通过改变肽

链的长短序列及带电性质#在
H

@-&'2

"

-&02

发生自组装成

多肽纳米凝胶结构#此纳米凝胶与细胞外基质相类似)由于多

肽凝胶含水量较高且存在着间隙#为营养物质及细胞排泄物的

运送提供了通道)多肽由天然的氨基酸合成#在体内不会进行

排斥反应和炎性反应#凝胶在体内酶的作用下降解#给细胞提

供生存养料)

<ZS

环肽序列为
?$)@'$ID'Z0S1<ZS

#环肽

具有的特性为!$

$

&

?$)@'$I

序列提高对酸的敏感度#同时烷

基尾 可 以 调 节 纳 米 纤 维 之 间 的 间 隙'

).-

(

%$

1

&

D'Z0

$

DDDZZZZ

&与
?$)@'$I

烷基尾有协同作用'

/

(

#同时能让活

性
<ZS

环表位暴露出来%$

'

&

S1

$

SS

&具有调节带电离子作

用#当
<ZS

环肽在自组装成凝胶时#凝胶的
H

@

范围在
-&'2

"

-&02

之间#正好适合细胞生长*增殖*分化'

/

(

%$

0

&

<ZS

序列能

促进细胞对凝胶的黏附*生长及分化'

$

(

)

本研究通过用高效液相色谱仪和质谱仪进行纯化和分析#

结果证明所合成的
<ZS

环肽为所需的目的肽)用
%&$B";

"

\

CEI@

溶液*

%&$B";

"

\@?;

溶液及无菌双蒸水将多肽调整浓

度为
$%B

O

"

B\

#此时的多肽溶液呈黏稠状态#加入等体积含

?E

1[等二价阳离子无酚红的
S3Y3

"

5$1

#数秒钟后多肽成凝

胶状态#小管瓶口倒置#凝胶紧贴瓶底#有较强的黏附力#经电

子显微镜观察凝胶发现凝胶由直径
1

"

2,B

#长度
$%%

"

$%%%

,B

的纳米纤维构成#纳米纤维相互交织成三维网络结构)此

类似凝胶含水量
(2&%V

#对细胞有良好的骨架支持作用%营养

物质*氧气及细胞所需要的活性因子可通过凝胶间隙到达细胞

内#细胞内排泄物可通过间隙排出凝胶外)本实验采用全骨髓

细胞差异贴壁法获取大鼠骨髓间充质干细胞'

(

(

#通过细胞形态

学观察#流式细胞仪检测细胞表面抗原#培养
1

周后的细胞呈

漩涡式*鱼状排列#细胞表面
?S1(

*

?S(%

高表达#而
?S'0

*

?S02

不表达#验证所取的细胞为骨髓间充质干细胞)

U3W?+

有许多优点#包括来源丰富*高活性*低免疫原性*

分化潜能和分泌养分#在移植研究中已得到广泛的应用'

$%

(

)

U3W?+

可以分泌多种趋化因子*免疫调节因子和生长因子#这

些因子可以进一步聚集其他细胞$包括炎性细胞&#调节免疫应

答#参与组织修复#影响病理进展'

$$

(

)因此#

U3W?+

为组织工

程修复神经损伤较理想的种子细胞)

<ZS

环两性亲肽纳米凝胶与
U3W?+

混合形成三维细胞

培养体系#凝胶的三维结构具有良好的骨架结构#为细胞的生

长提供支持作用%同时
<ZS

环活性表位促进细胞对凝胶的黏

附*生长及分化)本研究
??A./

结果显示#在三维细胞培养体

系中
U3W?+

增殖速度比在二维细胞培养体系中快)由钙黄

绿素乙酰氧基甲酯和
>4

构成的
SYDS

"

\4gY

试剂可通过荧光

显微镜显色#观察细胞在二维及三维细胞培养体系的活力和增

殖情况#活细胞染成绿色#死细胞染成红色'

$1

(

)本研究结果显

示#随着培养时间的增加#三维细胞培养体系中的活细胞数较

二维细胞培养体系中多)

综上所述#

<ZS

环肽与
U3W?+

具有很好的细胞相容性#

可为以后在仿生材料涉及的神经组织工程中进行转基因改造

奠定基础)
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