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我们之前已经研发了一种生物工程化的左旋聚乳酸（PLLA）前交叉韧带（ACL）基质，该基质在
植入兔模型之前被接种了原代ACL细胞，表现出比基质单独作用时更强的愈合能力。这表明改善
细胞在基质上的黏附性可能有益于生物工程化的ACL基质的愈合反应和长期性能。一种与即时诊
疗干细胞疗法相结合的再生工程方法是，增强基质的表面特性来支持细胞黏附和生长。在本文中，
我们研究了通过纤连蛋白的物理吸附和空气等离子体处理来增强PLLA编织超细纤维基质的细胞
黏附性能。我们在三个时间点和三个纤连蛋白浓度下评估了纤连蛋白在基质上的动力学和结合效
率。在25 µg·mL–1纤连蛋白溶液中孵育120 min，可实现基质的最大结合效率和细胞黏附性。在纤
连蛋白吸附之前将基质置于空气等离子体中处理5 min，可显著增强接种24 h后兔骨髓间充质干细
胞（R-BMMSC）的黏附性。最后，监测细胞增殖长达21 d，将基质用空气等离子体处理后，发现
纤连蛋白的吸附性导致细胞数量增加。这些发现表明，空气等离子体处理和纤连蛋白吸附可以增
强PLLA编织超细纤维基质的细胞黏附性，可改善基质在即时诊疗干细胞疗法中的临床疗效。
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1. 引言

前交叉韧带（ACL）是人体膝关节最常见的易损韧

带。由于血管形成能力有限，韧带损伤后愈合速度缓慢

且效果较差，因此需要进行手术干预。每年在美国进

行的ACL重建手术超过2.5 × 105次，医疗系统每年的成

本约为180亿美元[1]。目前治疗方法包括使用患者自己

的髌骨或半腱肌肌腱（自体移植物）或同种异体移植

物[2–4]。与使用自体移植物相关的局限性包括有限的

可获得性和潜在的供体部位的发病率。同种异体移植物

可能会传播疾病，并有可能引起对宿主不利的免疫原性

反应。基于碳纤维、聚对苯二甲酸乙二酯（Leeds-Keio
韧带）、聚丙烯（Kennedy韧带增强器）和聚四氟乙烯

（Gore-Tex®）合成的不可降解替代品效果有限，并存在
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应力遮挡、疲劳、蠕变和磨损的碎片，最终会导致骨关

节炎和滑膜炎[5–11]。这些合成的替代物作为义肢，并

不是用来再生天然ACL组织的。因此，迫切需要开发

一种替代治疗策略，促使韧带组织再生。我们初步进行

的体外和小动物研究已经证明了开发生物工程化的和

可生物降解的三维（3D）支架以支持韧带再生的可行

性 [12,13]。
我们首先研究了不同的合成高分子纤维对开发3D

构建体的适用性[14]。在研究各种不同的可生物降解的

和生物相容性合成聚合物中，选择左旋聚乳酸（PLLA）

纤维是由于其结构的完整性和长期的优异机械性能，以

及美国食品和药品管理局（FDA）对聚合物临床应用的

许可[15]。支架的3D结构在细胞向内生长和组织再生

中起着至关重要的作用，并且需要具有与天然ACL类

似的可控孔径、集成孔和机械性能[16]。因此，我们开

发了一种具有层次结构的编织支架，该结构类似于天

然ACL，由PLLA超细纤维组成，以束状排列并缠绕在

支架的整个厚度方向上。层次结构由三个区域编织而

成：股骨骨道附着位点、关节内区域和胫骨骨道附着位

点[17]。改变纤维的取向以引起孔径的变化，促进韧带

和骨长入以及这些不同区域中的血管形成。根据骨和软

组织长入的最佳孔径的研究表明，骨附着区域的孔径大

约为150 μm，而关节内区域的孔径为200~250 μm [18]。
另外，编织过程形成了一个连续的相互连接的孔隙结

构，增加了细胞附着的可用表面积，通过允许组织在整

个基质中长入，可以增强再生反应[16]。我们的体外研

究通过显示该结构支持细胞黏附、生长和基质沉积的能

力，支持了这一假设[19]。从生物力学的角度来看，骨

附着部位相对较小的孔径或较高的编织角度可能会显著

改善骨道中的定着能力并提供耐磨性。此外，独特的编

织工艺使纤维可以在整个编织厚度上进行编织，增大了

编织的韧性和强度，以防止断裂[14]。该设计概念在兔

模型中得到初步验证，该研究证实了植入3D支架的可

行性以及该结构支持组织长入的能力[12]。通过为期12
周的植入研究，我们还证明了将支架与原代ACL细胞相

结合产生的效果比不植入细胞的高分子替代物好[12]。
因此，细胞接种对生物工程化的ACL替代物的愈合反应

和长期性能可以产生有益影响。

再生工程的进展使人们深刻认识到天然细胞外基

质（ECM）的表面特性（如表面能、形态和ECM成

分）对细胞行为和组织形成的重要性[20]。例如，材料

表面能对细胞黏附的影响在文献中已有详细记载：高

疏水性（水接触角约为100°或更大）被认为不利于细

胞黏附，而高亲水性表面则不利于蛋白质的吸附[21]。
Hanson等[22]证明使用氧等离子体处理可以增强间充质

干细胞（MSC）在PLLA支架上的黏附。众所周知，特

定的ECM亚单元与整合蛋白和其他细胞表面受体相互

作用，导致特定的细胞反应，如黏附、增殖和分化[23]。
将ECM组件涂覆在支架表面会产生生物指令，从而对

细胞反应和组织修复产生有益的影响。该方法的优点如

下：①这些蛋白质/糖蛋白易于从天然原料中提取，价

格低廉；②采用各种温和的涂覆/沉积方法可以很容易

地在支架表面涂覆ECM成分；③通过调节材料表面的化

学成分可以有效地调节ECM成分的保留和释放。研究

已发现包括I型胶原蛋白和纤连蛋白在内的几种ECM成

分在韧带的发育和再生中具有生物活性[24–29]。例如，

纤连蛋白的存在增强了支架上的细胞增殖和组织生长

[14,18,30,31]。另外，纤连蛋白作为体内发现的最丰富

的细胞外糖蛋白之一，在韧带愈合和软组织保护中也发

挥着作用[32–34]。
先前的体外研究集中于探究支持韧带再生的最合适

的细胞。通过检测生长于3D编织支架上不同类型的细

胞，包括跟腱、髌骨肌腱、内侧副韧带和ACL，对细胞

中的I型胶原蛋白、III型胶原蛋白和纤连蛋白——细胞

分化和基质产生的所有标志物进行表达[19]。与其他细

胞相比，三种标志物在ACL细胞中表达水平较高，说明

该支架更利于支持ACL细胞功能。将兔的ACL细胞接

种到PLLA基质上，以进一步表征细胞反应（如细胞黏

附和增殖）。细胞在早期呈球形结构并缓慢地扩张，表

明细胞黏附的表面性能欠佳。后续研究将细胞黏附纤连

蛋白分子吸收到3D编织物中的PLLA纤维的表面以增强

细胞附着力[14]。细胞增殖检测实验和扫描电子显微镜

（SEM）图像证实，向支架中添加纤连蛋白可促进细胞

生长。Western blot分析显示，与不含纤连蛋白的支架相

比，接种于含有纤连蛋白的支架上的细胞产生的I型胶

原蛋白表达量增加。因此，利用细胞黏附分子改性生物

材料表面是一种很有前途的方法，该方法可以提高细胞

黏附效率，有助于细胞增殖以及在3D编织基质上长期

生成基质。此外，近来关于在再生工程中使用自体干细

胞的证据已经确立了其在发展临床增强韧带重建策略方

面的重要性。

近年来，即时诊疗干细胞疗法已成为再生工程领域

的重点。即时诊疗干细胞疗法是指从患者体内提取组

织，进行处理以产生更高比例的干细胞，然后将干细
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胞注射回患者体内的过程。骨髓来源的单核细胞（BM-
MNC）是一种很有吸引力的细胞，因为它们易于与自体

细胞分离，具有很高的自我复制能力以及向间充质和非

间充质组织分化的能力[35–38]。BM-MNC与可再生工

程化支架的结合已被证明是多种组织系统再生的一种临

床实用方法[39–45]。例如，研究证明浸泡在骨髓穿刺

液中的Healos（I型胶原蛋白/羟基磷灰石基质）可产生

与后外侧腰椎融合物中自体髂骨相似的再生能力[45]。
因此，ACL再生工程增强合成韧带再生的方法将BM-
MNC与生物工程化的和可生物降解的3D编织基质结合

起来。

这项研究的目的是调节预先建立的3D PLLA生物工

程化ACL基质的表面性质，以增强其支持细胞黏附和生

长的能力。为此，对PLLA编织的超细纤维基质进行空

气等离子体处理，并通过物理吸附法涂敷纤连蛋白，以

增强表面润湿性并增加细胞黏附表位。根据孵育时间和

纤连蛋白浓度研究纤连蛋白的吸附效率。对于细胞黏

附，研究三种不同的空气等离子体处理时间和纤连蛋白

浓度。利用临床相关的细胞来源，即兔骨髓来源的间充

质干细胞（R-BMMSC）评估这些表面改性对细胞黏附

和生长的影响。若经空气等离子体和纤连蛋白吸附处理

的PLLA编织的超细纤维基质可以促进R-BMMSC的黏

附和增殖，则该表面改性法会成为韧带重建的一种强化

的临床策略。

2. 材料和方法

2.1. 材料

PLLA丝线（分子量为120 000 Da；固有黏度为

1.2~1.6；每30根长丝为120 Denier）购自Biomedical 
Structures LLC（美国）。人血浆中的纤连蛋白[目录

号（cat#）33016015，GibcoTM，Thermo Fisher Scientific 
Inc.，美国]，分子量为440 000 Da，购自Life Technolo-
gies Corporation（美国）。每个药瓶包含1 × 106个细胞的

R-BMMSC（cat# RBXMX-01001）购自Cyagen Biosci-
ences Inc.（美国）。CellTiter-Blue®购自Promega Corpo-
ration（美国）。Alexa Fluor 488试剂盒的蛋白质缀合染

料购自Life Technologies Corporation（美国）。Dulbecco
的最低必需孵育基（DMEM; cat# 11995）、青霉素-链霉

素（cat# 15070-063）、胎牛血清（cat# 16000-044）、磷

酸盐缓冲液（PBS; cat# 10010）和0.05%的胰蛋白酶-乙
二胺四乙酸（EDTA; cat# 25300-054）购自Life Technol-

ogies Corporation（美国）。

2.2. PLLA 编织的超细纤维基质的制备

采用编织技术制备PLLA编织的超细纤维基质。在

该技术中，将20条丝线绑扎成丝束。然后将三个丝束

分别绑在铰链销上。3D编织基质是通过手动交替的方

式使丝线依此移动而制成的。编织完成后，将单个基

质（10 mm × 3 mm）切开，并使用电动枪打结其末端。

在包含70%乙醇的锥形管（15 mL）中孵育基质，以对

其进行灭菌处理，然后在生物安全柜（NuAire，美国）

中进行空气干燥。最后将基质的两面都暴露于紫外线

（UV，波长为254 nm）30 min，以完成灭菌过程。

2.3. 空气等离子体处理

在Harrick等离子清洁器中，将PLLA编织的超细纤

维基质以大约0.2 Torr（1 Torr = 133.322 Pa）的气压和

中等功率进行空气等离子体处理，改变曝光时间（分别

为5 min、10 min和15 min）。使用配备高速相机的光学

接触角（OCA）测角仪（Future Digital Scientific Corp.，
美国）进行水接触角（WCA）测量，观察表面处理对

亲水性的影响。在WCA测量时，将每根丝线彼此相邻

放置以制成扁平样品。然后从丝束上切下1 cm × 5 cm
的样品，放置在样品台中，并用双面碳带固定。去离

子水以1.5 µL·s–1的速度从50 µL注射器中通过金属针

（0.18 mm）。接触后，仪器会自动捕获带有WCA的图像。

2.4. PLLA 编织的超细纤维基质上的纤连蛋白吸附

通过纤连蛋白吸附研究纤连蛋白浓度和孵育时间

对纤连蛋白覆盖PLLA编织的超细纤维基质的影响。将

Alexa Fluor 488染料与纤连蛋白结合以评估纤连蛋白在

基质上的分布。按照制造商的说明进行Alexa Fluor 488-
纤连蛋白结合。综上所述，将纤连蛋白原液（1 mg·mL–1）

加热至室温，并在淡黄色小瓶中与染料混合。蛋白染料

通过制造商定制的液相色谱柱洗脱。使用UV分光光度

计将洗脱的蛋白质-染料缀合物均匀化和定量化。然后

根据Beer-Lambert定律，使用以下公式计算标记的纤连

蛋白的摩尔浓度（M）：

式中，A280和A494分别是染料 在280 nm和494 nm处的吸

收；ε是摩尔衰减系数（ε = 677 800 L·mol–1·cm–1）。稀释
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系数为1，校正系数为0.11，利用校正系数计算染料在

280 nm处的吸收。用标记的纤连蛋白原液制备一系列溶液

（10 µg·mL–1、25 µg·mL–1和50 µg·mL–1），并将含有纤连蛋

白溶液（10 µg·mL–1、25 µg·mL–1和50 µg·mL–1）的基质放在

药瓶（2 mL）中孵育。在不同时间段内（30 min、60 min和
120 min）进行孵育，并在25 ℃下持续搅拌。然后在PBS中
将基质洗涤三次以除去松散结合的纤连蛋白。通过间接测定

在酶标仪（synergy™ HT，BioTek Instruments, Inc.，美国）

孵育前后溶液中的纤连蛋白浓度可知结合的纤连蛋白含量。

2.5. 细胞孵育

在 装 有DMEM的T-75烧 瓶 中 孵 育R-BMMSC，
DMEM中添加了MSC合格的10%胎牛血清，每毫升100
单位（1个单位代表0.6 µg青霉素钠的比活度，U·mL–1）

青霉素和50 µg·mL–1链霉素。将在37 ℃的孵育箱中的细

胞置于95%的湿空气和5%的二氧化碳（CO2）环境下

孵育。每两天更换一次孵育基，每四天传代一次。为了

将细胞接种到基质上，以每个基质接种1 × 105个细胞的

接种密度将基质放置在单细胞24孔组织孵育板中，并传

递4~6代。本文就R-BMMSC对PLLA编织的超细纤维基

质、PLLA编织的超细纤维基质+纤连蛋白、PLLA编织

的超细纤维基质+空气等离子体处理，以及空气等离子

体处理和纤连蛋白吸附的基质的响应进行了研究。细胞

孵育长达21 d，每隔一天更换孵育基。

2.6. 细胞黏附与增殖

通过不同的孵育时间、空气等离子体处理和纤连蛋

白吸附，研究R-BMMSC在PLLA编织的超细纤维基质

上的黏附和生长。使用激光共聚焦显微镜和SEM监测

细胞黏附。收集样品并用PBS洗涤以去除非黏附细胞，

并确定每个时间点（2 h、8 h和24 h）的细胞黏附力。

根据制造商的说明，分别使用丝状肌动蛋白（F-actin）
和碘化丙啶对黏附的细胞进行细胞骨架蛋白和细胞核染

色。染色过程如下：将细胞用PBS彻底漂洗，并在4%的

福尔马林中固定20 min。接下来，用0.1%的TritonX-100
（在PBS中）将细胞透性化5 min，用PBS进一步洗涤后，

添加50 μL F-actin染色[异硫氰酸荧光素（FITC）-共轭

鬼笔毒肽（conjugated phalloidin）]溶液。最后，用碘化

丙啶将细胞核染色并孵育20 min，然后去除染色溶液，

并利用安装在Axiovert 200 M上的Zeiss（德国）激光共

聚焦显微镜510 Meta对细胞成像。

另外，通过SEM观察在PLLA编织的超细纤维基质

上的细胞形态。为了进行SEM测量，细胞被放在2.5%
戊二醛缓冲液中固定1 h，然后使用具有浓度梯度系列

的乙醇溶液将固定细胞脱水（在4 ℃下使用30%、50%
和70%的乙醇进行梯度脱水，每次20 min；在室温下

使用90%、95%和100%的乙醇进行梯度脱水，每次

20 min；最后将细胞置于100%乙醇中脱水过夜）。在

5 kV的加速电压下使用JSM 6335F（日本电子株式会

社）和能量色散X射线光谱仪组件（英国牛津大学）进

行SEM实验。在进行SEM实验之前，将样品（直径约

0.5 cm）切割并通过双面碳带放置在金属柱上，然后使

用Polaron E5100镀膜装置镀金约45 s，以产生10 nm的

镀膜。

根据说明书，使用CellTiter-Blue细胞活力测定法

（Promega Corporation，美国）检测R-BMMSC在PLLA
编织的超细纤维基质上的增殖能力。用PBS彻底清洗细

胞，并与10%染料溶液混合放于孵育基中孵育2 h，然

后将100 μL的混合物转移到96孔板中，并使用Syner-
gyTM HT微孔板读数器（BioTek Instruments, Inc.，美国）

在530 nm/590 nm的激发/发射波长下进行荧光检测。

基于具有已知细胞数的标准曲线估计基质上的细胞数。

2.7. 统计分析

使用GraphPad Prism 7.00分析细胞黏附和增殖数据。

每个时间点均采用Tukeys post hoc的单因素方差分析。

所有数据以平均值±标准偏差展示。p < 0.05为显著性

差异。细胞黏附动力学研究中的n = 3。所有其他研究均

为n = 4。

3. 结果与讨论

3.1. 纤连蛋白吸附性能的优化

图1为实验分组示意图以及PLLA编织的超细纤维基

质的代表性SEM图像。将PLLA编织的超细纤维基质分

别用纤连蛋白、空气等离子体处理或空气等离子体、纤

连蛋白吸附处理。首先，通过改变纤连蛋白溶液的浓度

和孵育时间来评估纤连蛋白在PLLA编织的超细纤维基

质上的吸附能力。通过使用荧光标记的纤连蛋白可观察

到，纤连蛋白在PLLA编织的超细纤维基质上的吸附能

力与使用的纤连蛋白的浓度相关[图2（a）~（d）]。接下

来，我们试图确定孵育时间对纤连蛋白吸附能力的影响。

结果表明，在25 µg·mL–1的纤连蛋白溶液中孵育120 min
会显著增强纤连蛋白在PLLA编织的超细纤维基质上的
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吸附能力[图2（e）]，并显著提高纤连蛋白的吸附效率 
[图2（f）]。纤连蛋白的吸附在2 h后开始达到平稳状态，

孵育30 min、60 min、120 min后，吸附能力呈非线性趋

势。大多数研究表明，孵育时间依赖于所用的纤连蛋白

浓度和底物类型，而最佳孵育时间可长达4 h [46,47]。研

究发现，纤连蛋白的结合大约在120 min的时间点趋于平

稳[图2（e）]，这与PLLA薄膜在60 min之前表现出快速

的纤连蛋白吸附，以及直至60 min后吸附趋于平稳是一

致的[48]。另外，PLLA编织的超细纤维基质的较高表面

积可能导致纤连蛋白的结合达到饱和状态的时间增加。

图2（g）表明纤连蛋白的浓度与纤连蛋白对PLLA
编织的超细纤维基质的吸附有直接关系。与浓度分别为

10 µg·mL–1和25 µg·mL–1的纤连蛋白相比，将基质放在

浓度为50 µg·mL–1的纤连蛋白中孵育120 min后，纤连

蛋白的吸附会显著增加。但是，对于在50 µg·mL–1溶液

中孵育的PLLA编织的超细纤维基质，其纤连蛋白吸附

效率与在25 µg·mL–1溶液中孵育的基质的纤连蛋白吸附

效率无显著差异[图2（h）]。由于含有纤连蛋白的溶液

（25 µg·mL–1和50 µg·mL–1）之间的纤连蛋白结合效率在

统计学上相似，因此选择用25 µg·mL–1处理的基质开展

图1. 表面改性技术示意图。上方图片为PLLA编织的仿生基质的代表性SEM图像；左下方图片为在不同浓度的纤连蛋白溶液中孵育PLLA仿生基
质；下方中间图片显示的是暴露于空气辉光放电等离子体；右下方图片为将PLLA仿生基质暴露于空气辉光放电等离子体，然后在纤连接蛋白溶
液中孵育。

图2. 表面处理对纤连蛋白吸附和PLLA编织的超细纤维基质表面性能的影响。（a）~（d）Fn-Alexa Fluor 488在无纤连蛋白（a）、0.1 µg·mL–1纤连
蛋白（b）、1 µg·mL–1纤连蛋白（c）和10 μg·mL–1纤连蛋白（d）的PBS溶液中孵育120 min后在仿生支架上的吸附；（e）纤连蛋白结合（PBS溶液
中含25 µg·mL–1）在PLLA编织的超细纤维基质上随时间的变化；（f）如（e）中所述的纤连蛋白结合的效率；（g）以不同浓度孵育120 min后纤连
蛋白吸附的变化；（h）如（g）中所述的纤连蛋白结合的效率。*：p < 0.05，**：p < 0.01，***：p < 0.001。
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进一步的实验。基于该工艺潜在的商业化价值，纤连蛋

白吸附效率的重要性不言而喻，因为在这一过程中，效

率的提高可以降低加工成本。

我们的研究表明，纤连蛋白的最大吸附量为

50 µg·mL–1，结合效率为25 µg·mL–1，生物材料表面的

纤连蛋白密度饱和值为10 ~25 µg·mL–1 [图2（h）]。纤连

蛋白结合效率的平稳状态表现为纤连蛋白单层的饱和，

随着纤连蛋白浓度的增加，纤连蛋白的吸附被进一步阻

止。这一发现与之前对其他高分子纤连蛋白的观察结果

一致[31]。除了蛋白质浓度外，孵育时间在预先确定纤

连蛋白吸附率方面也有重要作用。

3.2. 表面改性对 R-BMMSC 黏附的影响

通过附着在PLLA编织的超细纤维基质上的细胞数

量来量化表面改性对R-BMMSC黏附的影响。另外，使

用免疫荧光检测法和SEM观察黏附的细胞形态。纤连

蛋白的吸附可在24 h的时间点促进细胞黏附，并且在

10 µg·mL–1和25 µg·mL–1纤连蛋白溶液中孵育的PLLA
编织的超细纤维基质上显示的细胞数量显著增加[图3

（a）]。随后进行细胞黏附实验，以了解细胞黏附动力学。

在纤连蛋白涂层浓度为25 μg·mL–1的条件下，表征24 h
（0.5 h、2 h、4 h、8 h和24 h的时间点）的细胞黏附性。

从细胞接种后0.5 h开始，基质上纤连蛋白涂层的存在就

显著提高了细胞黏附[图3（b），p ≤ 0.0001]，并且随着

孵育时间的增加，这种趋势继续存在。因为ACL重建手

术通常需要1~2 h，在细胞仅接种0.5 h后，细胞黏附性

的增加就具有临床意义。

研究发现，对PLLA编织的超细纤维基质进行空气

等离子体处理可以降低WCA（见附录A中的图S1），并

增强R-BMMSC的附着力。等离子体处理的PLLA编织

的超细纤维基质在细胞接种24 h后显示出更高的细胞黏

附性，并且在空气等离子体处理的基质中添加纤连蛋

白可进一步增强R-BMMSC的黏附性[图3（c）]。但是，

空气等离子体处理时间超过5 min后，细胞黏附性有下

降的趋势。空气等离子体处理一般通过增加亲水性来促

进细胞黏附，并且亲水性可以通过增加表面粗糙度[49]
或添加官能团（如羰基）来提高[50]。然而，亲水性

过强的表面可能会对细胞黏附产生负面影响。WCA在

图3. 表面改性对R-BMMSC黏附性的影响。（a）在细胞接种24 h后，R-BMMSC的黏附性随纤连蛋白涂层浓度变化的情况；（b）R-BMMSC在未
处理的PLLA ACL基质和含纤连蛋白的PLLA ACL基质上的黏附动力学；（c）等离子体处理和纤连蛋白添加引起的R-BMMSC黏附；（d）优化的
表面改性实验组的细胞长期存活率评估[纤连蛋白：在20 µg·mL–1纤连蛋白溶液中孵育；空气等离子体处理（PT）：暴露于空气辉光放电等离子体
5 min；纤连蛋白/PT：暴露于空气辉光放电等离子体后在纤连蛋白溶液中孵育]；（e、f）R-BMMSC黏附性与时间和表面改性的关系：免疫染色（e）
和SEM（f）。所有误差条代表标准差。*：p < 0.05，**：p < 0.01，***：p < 0.001，****：p < 0.0001。
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60°和80°之间对于细胞黏附是最佳的，但会因生物材

料而异[50]。本研究发现PLLA的WCA为79°，经空气

等离子体处理5 min后，降低到49°，并在10 min时进

一步降低到44°，这证明了细胞黏附降低的潜在原因。

鉴于这些结果，选择空气等离子体处理5 min，以进行

后续的长期增殖实验。

图3（e）显示了接种在PLLA编织的超细纤维基质、

PLLA编织的超细纤维基质+纤连蛋白、PLLA编织的超

细纤维基质+空气等离子体处理、空气等离子体处理和

纤连蛋白吸附基质上的细胞形态。2 h后，R-BMMSC
在未处理的PLLA编织的超细纤维基质上呈现球形细胞

形态。相比之下，在同一时间点，表面改性组中的细

胞具有细长的表面形态。在8 h和24 h时，PLLA编织的

超细纤维基质上的R-BMMSC倾向于形成细长的细胞形

态。然而，在这个时间点，无论是用空气等离子体处

理还是用纤连蛋白涂覆的基质联合空气等离子体处理，

R-BMMSC都表现出更长的梭形形态和更大的表面积。

SEM图像进一步证实了这些观察结果[图3（f）]，该图

像显示了在2 h的时间点，PLLA编织的超细纤维基质上

附着的细胞较少。这一现象在随后的时间点继续存在，

即PLLA编织的超细纤维基质上的黏附细胞较少，而空

气等离子体处理基质或空气等离子体处理和纤连蛋白吸

附基质上的黏附细胞较多。已有类似的关于人骨髓干

细胞的细胞黏附动力学结果被报道：Deligianni等[51]
表明，接种在羟基磷灰石基质上的人骨髓干细胞在接

种后2 h呈圆形，在18 h后开始伸长。也有报道，将纤

连蛋白涂覆在载玻片上可使成纤维细胞黏附的时间从

316.7 min显著减少到18.92 min，并且在接种后5 h可
显著增加细胞延伸的次数[52]。综上所述，这些研究

结果表明，纤连蛋白吸附和空气等离子体处理PLLA编

织的超细纤维基质是增强细胞黏附性的有效途径。 

3.3. R-BMMSC 长期存活和 ECM 沉积

图3（d）显示了R-BMMSC在PLLA编织的超细纤

维基质、PLLA编织的超细纤维基质+纤连蛋白、PLLA
编织的超细纤维基质+空气等离子体处理、空气等离子

体处理+纤连蛋白吸附基质上的细胞长期生长。在第3 d
和第7 d，经空气等离子体处理和纤连蛋白吸附的基质

与对照组和其他表面改性组相比，细胞明显增多。这种

差异的一个可能的原因是PLLA的表面化学性质。Kes-
elowsky等[53]证明表面化学调节纤连蛋白构象并导致

不同的细胞黏附。在第14 d，与未改性的PLLA编织的

超细纤维基质相比，经等离子体处理和纤连蛋白吸附

的基质上的R-BMMSC数量显著增加，但是在经空气等

离子体处理或纤连蛋白吸附的组之间没有显著差异。最

终，在第21 d，空气等离子体处理和纤连蛋白吸附的协

同效果均优于未处理的基质和纤连蛋白吸附的基质，但

空气等离子体处理基质与空气等离子体处理和纤连蛋白

吸附基质之间没有差异。总的来说，对生长到21 d的细

胞的评估证明表面改性不具有细胞毒性。

R-BMMSC在各种基质上的分布可以通过SEM和免

疫染色法进行可视化，以进一步揭示基质表面改性后的

细胞相容性。在孵育21 d后，观察到表面改性组的细胞

覆盖率比未改性的PLLA编织的超细纤维基质的更均匀

（图4，上部的图）。代表性的细胞核和细胞骨架免疫染

色图证实了表面改性组的细胞覆盖率提高，显示了更多

的细胞数量和细胞覆盖（图4，下部的图）。

我们还观察到PLLA编织的超细纤维基质中的超细

纤维有助于各向异性的细胞排列。研究表明，亚微米排

列的纤维具有各向异性的细胞排列，而直径15~20 µm
的PLLA超细纤维也可以做到这一点[54,55]。如图5（a）、
（b）所示，沿着纤维生长的R-BMMSC，在孵育21 d后，

细胞形态呈拉长趋势。此外，我们发现经空气等离子体

处理和纤连蛋白吸附改性的PLLA编织的超细纤维基质

与对齐排列的R-BMMSC融合[图5（d）、（e）]。此外，

空气等离子体处理和纤连蛋白吸附基质的协同效应导

致在第21 d时纳米纤维ECM沉积[图5（f）]。纳米纤维

ECM沉积表明，表面协同处理可以很好地刺激新的组

织基质以对齐排列的方式形成，这将有助于提高植入的

PLLA编织的超细纤维基质的机械强度。随着基质在体

内降解，ACL的机械载荷将转移到沉积的ECM。因此，

随着时间的推移，高度对齐排列的ECM对于最大化移

植物的抗张强度很重要。

由本研究可知，通过空气等离子体处理和纤连蛋白

改性PLLA编织的超细纤维基质的表面，在细胞接种后

30 min内可以显著增强细胞黏附性。此外，R-BMMSC
的形态在改性表面上可较早地伸长。对于PLLA编织的

超细纤维基质，早期的细胞黏附和伸展对于在骨科应用

过程中潜在应用即时诊疗干细胞疗法非常重要。骨髓穿

刺浓缩液在ACL重建中的应用近来受到关注[56]。因此，

在手术过程中增强细胞黏附性将有利于在植入过程中促

进细胞在基质上的保留。尽管本文没有进行相关研究，
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但是已知细胞伸展与细胞黏附强度有关[57]，并且足够

的细胞黏附强度对于承受植入过程中施加在基质上的力

是必需的。未来会进行PLLA编织的超细纤维基质在表

面改性后对细胞黏附强度影响的相关研究，并进一步研

究体内反应。

4. 结论

目前，PLLA编织的超细纤维基质可作为ACL重建

的自体移植和同种异体移植的可行替代方法。PLLA编织

的超细纤维基质的优势在于，在患者与患者之间的组织

图4. 在不同处理条件下各种基质的R-BMMSC生长和分布。生长在基质上的R-BMMSC的SEM显微照片（上部的图）显示，在第21 d，与PLLA
对照组相比，纤连蛋白、PT和纤连蛋白/PT组的细胞分布更均匀；生长在基质上的R-BMMSC的免疫染色（下部的图）：绿色表示肌动蛋白，红色
表示细胞核（低倍率比例尺：1∶100 μm；高倍率比例尺：1∶50 μm）。

图5. 在第21 d，在纤连蛋白/PT处理的基质上，R-BMMSC排列和ECM沉积。（a）纤连蛋白/PT基质上的R-BMMSC拉长；（b）、（c）R-BMMSC细
胞骨架在纤连蛋白/PT上的免疫染色；（d）、（e）孵育21 d后，覆盖R-BMMSC的PLLA超细纤维（在纤连蛋白/PT组）的SEM显微图像；（f）R-BMMSC
在PLLA超细纤维上沉积的纳米纤维ECM。
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差异性存在的情况下，它提供了一致的材料性能。利用

空气等离子体处理和纤连蛋白吸附，对PLLA编织的超细

纤维基质进行表面改性后，可显著增强细胞在基质上的

黏附和生长。PLLA编织的超细纤维基质增强了细胞黏附

性能，可在基质植入前产生更大的细胞黏附，这对于诸

如骨髓穿刺浓缩液的应用等即时诊疗具有吸引力。因表

面改性的PLLA编织的超细纤维基质而增强的细胞黏附

性和增殖能力可能会导致体内ACL的再生能力的增强。
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