
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202210982152.0

(22)申请日 2022.08.16

(71)申请人 尧舜泽生物医药（南京）有限公司

地址 210000 江苏省南京市江北新区新锦

湖路3-1号中丹园A座923室

(72)发明人 顾晓松　李枚原　徐灵驰　龚蕾蕾　

孙华林　王珊珊　王鸿奎　钱天梅　

徐来　

(74)专利代理机构 南京纵横知识产权代理有限

公司 32224

专利代理师 董建林

(51)Int.Cl.

A61L 27/36(2006.01)

A61L 27/20(2006.01)

A61L 27/24(2006.01)

A61L 27/50(2006.01)

A61L 27/58(2006.01)

 

(54)发明名称

一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移

植物及其制备方法

(57)摘要

本发明公开了一种修复周围神经损伤的细

胞基质神经移植物及其制备方法。细胞基质神经

移植物包括脱细胞基质及支架，其中脱细胞基质

为干细胞分泌形成后脱细胞得到，脱细胞基质包

绕在支架周围，能够克服自体神经移植修复的缺

点，以及避免同种异体细胞移植修复的免疫原

性，提供利于神经细胞增殖和迁移的细胞基质神

经移植物，建立一个有利于轴突生长的微环境，

达到神经再生、功能修复的目标，为临床神经缺

损治疗提供可行方案。
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1.一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物，其特征在于，包括脱细胞基质及支

架，所述脱细胞基质为干细胞分泌形成后脱细胞得到，所述脱细胞基质包绕在支架周围。

2.根据权利要求1所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物，其特征在于，

所述干细胞为人源性骨髓间充质干细胞。

3.根据权利要求1所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物，其特征在于，

所述支架为生物可降解支架，包括壳聚糖与重组人胶原蛋白。

4.权利要求1‑3任一项所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物的制备方

法，其特征在于，包括如下步骤：

制备脱细胞基质；

将脱细胞基质包绕在支架周围，构建成细胞基质神经移植物初始形态；

将细胞基质神经移植物初始形态放置于2‑6℃，至少24小时，进行自组装形成管状结

构；

所述管状结构经冷冻干燥处理，构建为细胞基质神经移植物。

5.根据权利要求4所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物的制备方法，

其特征在于，所述冷冻干燥的温度为‑80℃。

6.根据权利要求4所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物的制备方法，

其特征在于，所述脱细胞基质以支架为轴，卷至多层，包绕在生物可降解支架周围。

7.根据权利要求4所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物的制备方法，

其特征在于，所述脱细胞基质以生物可降解支架为轴，卷至6、9或12层，包绕在生物可降解

支架周围。

8.根据权利要求4所述的一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物的制备方法，

其特征在于，所述脱细胞基质的制备过程如下：

将人源性骨髓间充质干细胞稀释种入大皿，待细胞饱和度≥90%，加入含抗坏血酸的无

血清培养基刺激7‑14天；

使用磷酸盐缓冲液清洗，加入灭菌超纯水低渗后，去除灭菌超纯水，加入细胞裂解液萃

取，再使用磷酸盐缓冲液清洗，获得脱细胞基质。
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一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物及其制备方法，属于可

植入人体的医用生物材料技术领域。

背景技术

[0002] 周围神经损伤在临床上极为常见，不仅严重影响了病人的生活质量，而且増加了

病人的经济负担。现有技术对于短距离的外周神经缺损，通常采用显微外科对位缝合的修

复方法。而长距离的粗大外周神经缺损修复，则通过自体神经移植、支架材料移植的方法来

实现；其中自体神经移植是神经移植修复的金标准，即利用手术切除一段自体神经，如前臂

内侧或外侧皮神经、尺神经、股神经或桡神经分支，再移植修补受损神经，移植体中施万细

胞被激活，分泌大量的神经营养因子，使轴突能够较快地再生。但是由于供体来源有限、免

疫排斥、神经直径匹配度不一致、供区永久性失神经等问题限制了自体神经移植的临床应

用。而生物支架材料的应用是使神经沿一定的方向生长，且预防神经瘤的产生，但修复再生

过程时间长，神经再生速度较慢，而效应器和感受器萎缩较快。

[0003] 组织工程化神经移植物是由支架材料、支持细胞、细胞外基质、神经生长因子等部

分组成的有机统一体，可作为桥梁引导断裂的神经纤维由损伤近端向远端延伸，但其临床

转化面临着诸多问题，如细胞或因子的类型和数量、细胞活力或因子活性、细胞表型稳定

性、治疗时间、调控干预及高成本等问题。

[0004] 脱细胞基质(ACM)作为一个可行的组织工程移植物正逐渐被研究人员所青睐并用

于修复组织损伤。将同种异体或异种神经（或非神经）组织通过各种物理、化学和酶解等方

法去细胞处理，可以产生组织来源的脱细胞基质。组织来源的脱细胞基质是一种适合于制

备神经支架的非细胞生物材料，可作为自体神经移植物的替代物，用于修复外周神经缺损。

与用单个细胞外基质成分制备的支架相比，组织来源的脱细胞基质支架（也称为非细胞神

经移植）具有更好的保留原生组织的基本结构和促进周围神经再生的能力。尽管组织或器

官来源的脱细胞基质支架具有支持组织或细胞生长的生物化学和物理因素，但获得质量一

致的供体组织仍然是一个关键限制。此外，他们还存在一些缺陷，如潜在免疫原性、病原体

的转移、不可控制的降解与制造成本过高等相关问题。因此，临床周围神经损伤后的修复和

再生仍是一个巨大的挑战。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于克服现有技术中的不足，提供一种修复周围神经损伤的细胞基

质神经移植物及其制备方法，利于细胞的黏附和迁移，促进神经再生及功能恢复。

[0006] 为达到上述目的，本发明所采用的技术方案是：

第一方面，本发明提供一种修复周围神经损伤的细胞基质神经移植物，包括脱细

胞基质及支架，所述脱细胞基质为干细胞分泌形成后脱细胞得到，保留了细胞外基质的各

种重要的成分以及框架，有利于神经细胞的黏附以及轴突再生的导向，加快周围神经再生
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及功能恢复；所述脱细胞基质包绕在支架周围。

[0007] 结合第一方面，进一步的，所述干细胞为人源性骨髓间充质干细胞，方便进行组织

工程神经移植物的临床转化。

[0008] 进一步的，所述支架为生物可降解支架，包括壳聚糖与重组人胶原蛋白，其特点是

生物相容性好，可降解，为神经轴突再生提供可引导生长方向的作用。

[0009] 第二方面，本发明还提供上述任一项所述一种修复周围神经损伤的细胞基质神经

移植物的制备方法，包括如下步骤：

制备脱细胞基质；

将脱细胞基质包绕在支架周围，构建成细胞基质神经移植物初始形态；

将细胞基质神经移植物初始形态放置于2‑6℃，至少24小时，进行自组装形成管状

结构；

所述管状结构经冷冻干燥处理，构建为细胞基质神经移植物。通过该方法制得的

细胞基质神经移植物不含有由于制备工艺带入的外源性毒性物质，具有良好生物相容性和

生物可降解性，以及良好的力学性能。

[0010] 结合第二方面，进一步的，所述脱细胞基质以支架为轴，卷至多层，包绕在生物可

降解支架周围，可以自组装形成管状结构，为神经细胞生长提供了必须的途径，以及引导和

取向性生长作用。

[0011] 进一步的，所述脱细胞基质以生物可降解支架为轴，卷至6、9或12层，包绕在生物

可降解支架周围。

[0012] 进一步的，所述冷冻干燥的温度为‑80℃。

[0013] 进一步的，所述脱细胞基质的制备过程如下：

将人源性骨髓间充质干细胞稀释种入大皿，待细胞饱和度≥90%，加入含抗坏血酸

的无血清培养基刺激7‑14天，促进细胞分泌细胞外基质；

使用磷酸盐缓冲液清洗，加入灭菌超纯水低渗后，去除灭菌超纯水，加入细胞裂解

液萃取，再使用磷酸盐缓冲液清洗，获得脱细胞基质。

[0014] 与现有技术相比，本发明所达到的有益效果：

本发明通过培养细胞后脱细胞获得天然的细胞外基质，保留了细胞外基质的各种

重要成分以及框架，有利于神经细胞的黏附以及轴突再生的导向，加快周围神经再生及功

能恢复；

细胞基质神经移植物不含有由于制备工艺带入的外源性毒性物质，具有良好生物

相容性和生物可降解性，以及良好的力学性能；

选用人源性骨髓间充质干细胞，使用无血清培养基，方便进行组织工程神经移植

物的临床转化；

将脱细胞基质包绕在生物可降解支架周围，可以自组装形成管状结构，为神经细

胞生长提供了必须的途径，以及引导和取向性生长作用；

利用本发明方法制备的细胞基质神经移植物，避免同种异体细胞移植的免疫原

性，适宜大规模人群的使用。
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附图说明

[0015] 图1为本发明实施例提供的脱细胞基质制备前后光镜图，其中图A为脱细胞前干细

胞光镜图，图B为脱细胞后基质光镜图；

图2为本发明实施例提供的脱细胞基质的CollagenⅣ及Fibronectin免疫化学图，

其中图A为CollagenⅣ染色，图B为Fibronectin染色；

图3为本发明实施例提供的脱细胞基质的扫描电镜图，其中图A为2500倍镜下电镜

图，B为5000倍镜下电镜图；

图4  为本发明实施例提供的细胞基质神经移植物的扫描电镜图，其中图A为800倍

镜下电镜图，B为2500倍镜下电镜图；

图5  为本发明实施例提供的再生神经电生理检测结果示意图，其中左侧为各组复

合肌动作电位波形图，其中图A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；右侧图为各组内不

同样本再生神经复合肌动作电位波幅比较图，****p＜0.001；

图6为本发明实施例提供的再生神经中段横切面的透射电镜图，上部为各组髓鞘

局部放大20000倍透射电镜图，其中图A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；下部为各

组髓鞘板层数比较图，****p＜0.001；

图7为本发明实施例提供的靶肌湿重比结果示意图，上部为各组腓肠肌外观形态

图，其中图A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；下部为各组腓肠肌湿重比分析，***p

＜0.001，****p＜0.001；

图8为本发明实施例提供的运动终板重建结果图，其中上部为运动终板成熟度示

意图；中部为各组运动终板观察，其中图A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；下部为

不同分期运动终板比例统计分析柱状图；

图9为本发明实施例提供的靶肌纤维横截面积结果图，其中上部为各组腓肠肌肌

纤维横截面观察图，其中图A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；下部为各组腓肠肌肌

纤维横截面积统计比较图，**p＜0.001，****p＜0.001。

具体实施方式

[0016] 下面结合附图对本发明作进一步描述。以下实施例仅用于更加清楚地说明本发明

的技术方案，而不能以此来限制本发明的保护范围。

[0017] 实施例一：

脱细胞基质的制备

选用P3代hBMSCs细胞（购自ATCC细胞库）以105个/ml种入大皿，待细胞饱和度达到

≥90%，加入含抗坏血酸的无血清培养基进行刺激，本实施例选择刺激7‑14天，以促进细胞

分泌细胞外基质；

使用磷酸盐缓冲液清洗3次后，加入灭菌的超纯水，37℃±0.5℃低渗至少10分钟；

去除灭菌超纯水，加入细胞裂解液，由3%  Triton  X‑100和2%  SDS组成，37℃±0.5

℃萃取不超过5分钟，磷酸盐缓冲液清洗3次，获得脱细胞基质。

[0018] 本实施例中人源性骨髓间充质干细胞用抗坏血酸刺激10天，随着时间的延长其分

泌的细胞外基质渐厚，后期细胞老化，贴壁性能减退，细胞外基质会出现“卷边”现象，导致

样品不合格。
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[0019] 本实施例获得的脱细胞基质浸泡于磷酸盐缓冲液中，在2‑6℃低温范围内保存，本

实施例选择在4℃的低温环境下，可以保存大约2周时间。所得的脱细胞基质，其光镜图如图

1中B所示，图1中A为脱细胞前干细胞光镜图。

[0020] 通过  CollagenⅣ  及  Fibronectin  免疫化学鉴定该脱细胞基质的部分成分：将

所得的脱细胞基质以  4％多聚甲醛室温固定30分钟，磷酸盐缓冲液清洗3次后加入一抗：

rabbit  anti  CollagenⅣ(1:100)，sheep  anti  fibronectin  (1:100)  4℃孵育过夜；

磷酸盐缓冲液清洗3次后加入二抗：Cy3‑Goat  anti‑rabbit  IgG  (H+L)  (1:600)

及donkey  anti‑sheep(AF647)  (1:500)，4℃孵育过夜；

磷酸盐缓冲液清洗3次，DAPI染色封片，荧光共聚焦显微镜(DMR，Leica)检测，如图

2所示，为本发明实施例提供的脱细胞基质的CollagenⅣ及Fibronectin免疫化学图，其中

图A为CollagenⅣ染色，图B为Fibronectin染色。

[0021] 本发明使用培养的细胞衍生的脱细胞基质，相比于组织来源的脱细胞基质，排除

了培养和扩展时的病原体转移；可突破组织或器官来源细胞外基质原有的结构限制，在与

组织工程生物材料相结合后，能获得可控的生物降解速度和有效的机械性能，同时保持了

支架所需的几何形状和灵活性。

[0022] 本发明使用的组织工程神经移植物中的细胞基质是由培养的细胞分泌形成后脱

细胞获得，用hBMSC衍生的脱细胞基质与生物可降解支架组合，构建了一种新型的细胞基质

神经移植物。移植后降低或没有免疫原性，适宜大规模人群的使用；且本发明BMSC为人来

源，期间均为无血清培养，为组织工程神经移植物的临床转化打下了夯实基础。

[0023] 实施例二

脱细胞基质的电镜检测

如图3所示，为本发明实施例提供的脱细胞基质的扫描电镜图，其中图A为2500倍

镜下电镜图，B为5000倍镜下电镜图。扫描电镜结果显示脱细胞基质呈致密的纤维网状结

构，网状纤维之间分布有大小不一的球形物质，纤维排列有一定的方向性。

[0024] 本实施例中进行脱细胞基质的电镜检测的具体方法如下：

将脱细胞基质放置于14mm的圆形玻片上，以4%戊二醛4℃冰箱固定2~4小时，磷酸

盐缓冲液漂洗3次，10分钟/次；

1%锇酸室温避光固定2小时，双蒸水漂洗3次，10分钟/次；

随后进行梯度乙醇脱水（乙醇浓度依次为30%、50%、70%、80%、95%），每次至少10分

钟，最后浸泡于无水乙醇中过夜，次日更换新鲜无水乙醇，无水乙醇‑醋酸异戊酯置换（比例

依次为  1:1,  1:2，纯醋酸异戊酯）后临界点干燥仪干燥，镀晶、粘托后于日立S‑3400II型扫

描电镜下观察。

[0025] 实施例三

细胞基质神经移植物的构建

使用游标卡尺测量，将厚度约0.12mm胶冻样膜状脱细胞基质围绕生物可降解支架

卷至6、9或12层三种规格，包绕在生物可降解支架周围，构建细胞基质神经移植物初始形

态。将细胞基质神经移植物初始形态放置2‑6℃，至少24小时，进行自组装形成管状结构，本

实施例选取4℃，自组装24小时，然后‑80℃冷冻干燥，构建细胞基质神经移植物。

[0026] 图4  为本发明实施例提供的细胞基质神经移植物的扫描电镜图，其中图A为800倍
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镜下电镜图，B为2500倍镜下电镜图；扫描电镜结果显示移植物呈现一定的方向性，纤维之

间分布有大小不一的球形物质。

[0027] 扫描电镜的具体方法如下：

将细胞基质神经移植物从中间纵行切开，以4%戊二醛4℃冰箱固定2~4小时，磷酸

盐缓冲液漂洗3次，10分钟/次；

1%锇酸室温避光固定2小时，双蒸水漂洗3次，10分钟/次；

随后进行梯度乙醇脱水（乙醇浓度依次为30%、50%、70%、80%、95%），每次10分钟，浸

泡于无水乙醇中过夜，次日更换新鲜无水乙醇，无水乙醇‑醋酸异戊酯置换（比例依次为  1:

1，1:2，纯醋酸异戊酯）后临界点干燥仪干燥，镀晶、粘托后于日立S‑3400II型扫描电镜下观

察。

[0028] 实施例四

使用细胞基质神经移植物修复大鼠坐骨神经缺损

使用细胞基质神经移植物修复大鼠坐骨神经缺损，通过电生理、透射电镜、免疫组

化等方法检测神经再生速度及坐骨神经功能恢复状况，具体步骤如下：

首先建立大鼠坐骨神经10mm缺损模型并随机分为A、B、C  3组，A组用细胞基质神经

移植物修复大鼠坐骨神经缺损，称为细胞基质组；B组用自体神经修复大鼠坐骨神经缺损，

称为自体组；C组暴露坐骨神经，不做缺损，称为假手术组。术后12周，在适度麻醉下暴露术

侧坐骨神经，进行神经电生理学检测。

[0029] 如图5所示，为本发明实施例提供的再生神经电生理检测结果示意图，其中左侧为

各组复合肌动作电位波形图，A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；右侧图为各组再生

神经复合肌动作电位波幅比较图，****p＜0.001，图中不同形状符号代表不同组别，个数代

表样本数。从图中可以看出细胞基质组、自体组及假手术组CMAP平均波幅分别为：15.49±

1 .82mV，15.33±2.98mV，21.56±1 .67mV。其中，细胞基质组与自体组没有统计学差异（P>

0.05）。

[0030] 取再生神经中段切片行透射电镜检测，如图6所示，为本发明实施例提供的再生神

经中段横切面的透射电镜图，上部为各组髓鞘局部放大20000倍透射电镜图，A为细胞基质

组，B为自体组，C为假手术组，下部为各组髓鞘板层数比较图，****p＜0.001。从图中可以看

出细胞基质组、自体组及假手术组髓鞘板层数分别为：41±5，46±6，90±17。其中，细胞基

质组与自体组没有统计学差异（P>0.05）。

[0031] 对术后靶肌湿重比及运动终板检测是评价再生神经对靶肌重支配功能重建的重

要指标。早期肌肉发生失神经支配，随着时间的推移，再生神经又会实现对靶肌的重支配。

如图7所示，为本发明实施例提供的靶肌湿重比结果示意图，上部为各组腓肠肌外观形态

图，A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；下部为各组腓肠肌湿重比分析，***p＜

0.001，****p＜0.001；从图中可知：术后12周，细胞基质组、自体组及假手术组的腓肠肌肌

肉湿重比分别为：0.48±0.22，0.58±0.16，0.88±0.06。其中，细胞基质组与自体组之间没

有统计学差异（P>0.05）。

[0032] 运动终板是神经末梢与其所支配靶肌处的神经‑肌肉接头，具有突触结构，α‑银环

蛇毒对突触后膜上的乙酰胆碱受体进行特异性标记。取细胞基质组和自体组及假手术组大

鼠桥接术后12周术侧腓肠肌，固定脱水后冰冻纵切，进行运动终板染色并进行成熟度分析。
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[0033] 运动终板的成熟度在不同时期分为：（1）早期：“plaque”，形态小，无孔状结构；（2）

成熟期：“pretzel”，形态大、网状，呈多孔结构；（3）中期：“intermediate”（处于成熟期和早

期之间）。如图8所示，为本发明实施例提供的运动终板重建结果图，其中上部为运动终板成

熟度示意图，Pretzel为成熟期，Intermediate为过渡期，Plaque为未成熟期；中部为各组运

动终板观察，图A为细胞基质组，B为自体组，C为假手术组；下部为不同分期运动终板比例统

计分析柱状图。

[0034] 假手术组的运动终板多处于成熟期，斑块较大呈蝶翅状，具有网状多孔，细胞基质

组和自体组中再生神经支配到的运动终板面积较小且为细长。术后12周运动终板量化统

计，假手术组与其他两组相比运动终板大多处于成熟期（52%）；细胞基质组处于成熟期的运

动终板比例（44%）与自体组（46%）相比没有显著的统计学差异（P>0.05）。

[0035] 如图9所示，为本发明实施例提供的靶肌纤维横截面积结果图，取细胞基质组和自

体组及假手术组大鼠桥接术后  12周术侧腓肠肌，固定脱水后冰冻横切，用Laminin染肌纤

维胞外间质，图9中上部为各组腓肠肌肌纤维横截面观察图，A为细胞基质组，B为自体组，C

为假手术组；下部为各组腓肠肌肌纤维横截面积统计比较图，**p＜0.001，****p＜0.001。

从图中统计细胞基质组、自体组及假手术组的肌纤维横截面积分别为：923.4±98.85μm2，

1131±92.23μm2，1606±229.9μm2，细胞基质组与自体组之间没有统计学差异（P>0.05）。

[0036] 本发明使用的细胞基质神经移植物不含有由于制备工艺带入的外源性毒性物质，

具有良好生物相容性和生物可降解性，还具有良好的力学性能。使用生物可降解支架，并形

成管状结构，为神经细胞生长提供了必须的途径和必要的引导与取向性生长作用；使用的

脱细胞基质能够有效的促进神经再生及功能恢复。

[0037] 本发明针对现有技术不足提供了一种利于细胞黏附和迁移，能够促进神经再生的

一种细胞基质神经移植物及其制备方法；利用体外去细胞技术去除干细胞，获得脱细胞基

质，然后包绕在生物可降解支架周围，形成细胞基质神经移植物，以修复周围神经缺损。本

发明能够克服自体神经移植缺点，同时可以避免同种异体细胞移植的免疫原性，提供利于

神经细胞增殖和迁移的具有一定取向性的脱细胞基质，建立一个有利于再生轴突生长的局

部微环境，以达到神经快速生长、功能恢复的理想目标，为临床治疗提供可行方案。

[0038] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明技术原理的前提下，还可以做出若干改进和变形，这些改进和变形

也应视为本发明的保护范围。
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