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(57)摘要

本发明涉及可注射大孔水凝胶，并且还涉及

生成大孔水凝胶的方法。在第一步，产生两种溶

质的水性溶液。所述第一溶质是可以交联的聚合

物，并且是聚乙二醇(PEG)或聚噁唑啉(POx)的衍

生物，所述第二溶质是有序构造性试剂。在第二

步，向溶液添加交联剂。这同时引发所述聚合物

的胶凝和相分离，由此生成大孔水凝胶。本发明

还涉及大孔水凝胶，其能够通过本发明方法获

得。该大孔水凝胶由交联聚合物组成，交联聚合

物是聚乙二醇(PEG)或聚噁唑啉(POx)的衍生物。

所述水凝胶展现出尺寸为200nm至1000μm、特别

是500nm至100μm的互连大孔，并且特征在于pH

是7.0至8.0，特别是约7.4。
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1.一种提供大孔水凝胶的方法，所述方法包括下述步骤：

‑提供包含第一溶质和第二溶质的水性溶液，其中

i)所述第一溶质是聚乙二醇(PEG)的可交联衍生物；并且

ii)所述第二溶质是多糖有序构造性试剂，

‑添加能够交联所述PEG的可交联衍生物的交联剂，由此同时引发所述PEG的可交联衍

生物的胶凝和相分离；

a)其中所述水性溶液包含0.8％(w/v)4臂‑PEG‑乙烯基砜作为第一溶质，以及0.525％

(w/v)透明质酸和1.4％(w/v)葡聚糖的组合作为第二溶质；并且其中所述交联剂是PEG二硫

醇；或者

b)其中所述水性溶液包含1.5％(w/v)TMR标记的4臂‑PEG‑乙烯基砜作为第一溶质和

0.525％(w/v)透明质酸作为第二溶质；并且其中所述交联剂是MMP‑可切割肽；或者

c)其中所述水性溶液包含1.5％(w/v)4臂‑PEG‑乙烯基砜作为第一溶质和70％(v/v)的

0.5％(w/v)透明质酸作为第二溶质；并且其中所述交联剂是MMP‑可切割肽。

2.如权利要求1所述的方法，其中

‑所述第一溶质是0.8％(w/v)4臂‑PEG‑乙烯基砜；

‑所述第二溶质是0.525％(w/v)透明质酸和1.4％(w/v)葡聚糖的组合；

‑所述交联剂是PEG二硫醇。

3.如权利要求1所述的方法，其中

‑所述第一溶质是1.5％(w/v)TMR标记的4臂‑PEG‑乙烯基砜；

‑所述第二溶质是0.525％(w/v)透明质酸；

‑所述交联剂是MMP‑可切割肽。

4.如权利要求1所述的方法，其中

‑所述第一溶质是1.5％(w/v)4臂‑PEG‑乙烯基砜；

‑所述第二溶质是70％(v/v)的0.5％(w/v)透明质酸；

‑所述交联剂是MMP‑可切割肽。
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可注射大孔水凝胶

[0001] 本申请是分案申请，其原申请的国际申请号是PCT/EP2016/071238，国际申请日是

2016年09月08日，中国国家申请号为201680051583.8，进入中国的日期为2018年03月06日，

发明名称为“可注射大孔水凝胶”。

技术领域

[0002] 本发明涉及大孔(macroporous)水凝胶及其在组织工程化和再生药品中的用途。

背景技术

[0003] 大孔水凝胶在组织工程化领域是重要的，因为它们在机械性质、稳定性、分子扩

散/传输性质和细胞侵入方面比均质材料具有重要优势。但是，已经建立的形成大孔水凝胶

的方法(盐浸提、冷冻干燥、气囊形成)通常需要在苛刻的条件下先进行材料的模板化，然后

进行细胞接种；并且它们不是可注射的，这在最终植入患者内时导致更多的创伤。报道用于

产生细胞相容性的可注射水凝胶的少数方法(例如微粒融合、或牺牲性致孔剂包含和降解)

分别具有非常繁重的预处理步骤，以形成凝胶颗粒，或由于缓慢的致孔剂降解而导致缓慢

的孔形成。它们对可获得的孔径也具有有限的控制。也已经使用两相系统来生产多孔凝胶，

但不能在与可注射性和细胞包封相容的条件下进行。

[0004] 本发明的目的在于改进现有技术并提供用于再生药品的可注射的组织相容性大

孔水凝胶。该目的通过独立权利要求的主题而实现。

[0005] 术语和定义

[0006] 在本说明书的上下文中，术语“聚噁唑啉(POx)”是指噁唑啉或噁嗪的烷基衍生物

(特别是经甲基、乙基或丙基取代)的聚合物。

[0007] 在本说明书的上下文中，“聚乙二醇(PEG)”是指通式H‑(O‑CH2‑CH2)n‑OH(CAS编号

25322‑68‑3)的聚合物。

[0008] 在本说明书的上下文中，术语“星形PEG/POx”是指支化聚合物，其由与中央核心链

接的数个(大于3)线性PEG/Pox链组成。聚合物的核心可以是单个原子、分子或大分子。连接

聚乙二醇或聚烷基噁唑啉链特别常见的是季戊四醇(CAS  115‑77‑5)、2‑羟甲基‑1,3‑丙二

醇(CAS  4704‑94‑3)、二季戊四醇(CAS126‑58‑9)、三季戊四醇(CAS78‑24‑0)、甘油、四(溴甲

基)亚乙基(CAS  30432‑16‑7)、1,3,5‑三溴苯基、1,3,5‑三羟基苯基、硅和二烷基硅烷部分。

[0009] 在本说明书的上下文中，术语“透明质素”(或其同义词透明质酸或透明质酸盐/

酯)缩写为HA，是指以下述通式的交替β‑1,3和β‑1,4键包含D‑葡糖醛酸部分和N‑乙酰葡糖

胺部分的重复单元的聚合物

[0010]
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[0011] 重复单元的分子量为379g/mol。体内的透明质素可以超过每摩尔2500个重复单

元。透明质素标注为CAS编号9004‑61‑9(酸)、9067‑32‑7(钠盐)和31700‑91‑4(钾盐)。

[0012] “甘露糖醛酸(MA)”是指通过(1‑4)键连接的β‑D‑甘露糖醛酸残基的线性聚合物

(CAS编号6814‑36‑4)。

[0013] 应当理解的是，当在本文中使用时，用于本文所述的任何聚合物的术语聚合物可

以表示所提及单体的聚合物，其中一部分单体被反应性基团取代以允许交联。

[0014] 分子量值(数均分子量)在本文中用于定义聚合物或其它大分子时，除非另外指

出，是使用用于校准的同一聚合物的近似单分散标准品通过凝胶渗透色谱(GPC)确定的，详

细地如描述于Andre  Striegel ,Wallace  W .Yau ,Joseph  J .Kirkland和Donald  D .Bly，

“Modern  Size‑Exclusion  Liquid  Chromatography:Practice  of  Gel  Permeation  and 

Gel  Filtration  Chromatography”，John  Wiley&Sons,2009。标准品的质量使用基质辅助

激光吸附/离子化飞行时间质谱(MALDI‑TOF)测量。

[0015] 在本说明书的上下文中，术语“有序构造性(kosmotropic)试剂”是指在水性溶液

中可以与PEG或Pox的水性溶液形成两相体系的任何试剂。

发明内容

[0016] 根据本发明，提供了一种提供大孔凝胶的方法，所述方法包括下述步骤：

[0017] a)提供包含第一溶质和第二溶质的水性溶液，其中所述第一溶质是选自聚乙二醇

(PEG)的可交联衍生物和聚噁唑啉(POx)的可交联衍生物的可交联聚合物；并且所述第二溶

质是有序构造性试剂；和

[0018] b)向该混合物添加能够交联所述可交联聚合物的交联剂，由此同时引发所述可交

联聚合物的胶凝和相分离。

[0019] 在一些实施方式中，所述可交联聚合物选自：包含星形聚乙二醇、聚乙二醇二嵌段

共聚物和聚乙二醇三嵌段共聚物的组；或包含聚甲基噁唑啉、聚乙基噁唑啉、聚丙基噁唑啉

和聚丁基噁唑啉的组；或包含星形聚噁唑啉和噁唑啉共聚物、特别是2‑甲基噁唑啉和2‑乙

基噁唑啉与含有噁唑啉的羧酸或醇(特别是2‑羧乙基噁唑啉或2‑羟乙基噁唑啉)的共聚物

的组；或包含部分水解的聚2‑甲基噁唑啉或聚2‑乙基噁唑啉的组。

[0020] 在一些实施方式中，可交联聚合物是线性聚乙二醇。

[0021] 在一些实施方式中，可交联聚合物是星形聚乙二醇，其具有季戊四醇核，分子量为

10kg/mol至40kg/mol，特别是约20kg/mol(例如Sigma产品编号JKA7025)。在一些实施方式

中，可交联聚合物是10kg/mol至40kg/mol的星形聚乙二醇，其具有二季戊四醇核(例如

Sigma产品编号JKA10034)。在一些实施方式中，可交联聚合物是具有甘油核的星形聚乙二

醇。

[0022] 在一些实施方式中，可交联聚合物是聚乙二醇二嵌段共聚物，其包含聚乙二醇与

聚乙烯(PE)或聚丙交酯(PLA)或聚丙交酯‑co‑乙交酯(PLGA)或聚‑ε‑己内酯(PCL)和聚苯乙

烯的共聚物。

[0023] 在一些实施方式中，可交联聚合物是聚乙二醇三嵌段共聚物，其包含聚乙二醇与

聚丙二醇(PPG)的共聚物或者聚乙二醇与聚丙交酯‑co‑乙交酯(PLGA)的共聚物。

[0024] 在一些实施方式中，可交联聚合物是聚乙二醇共聚物，其包含至少50％PEG和选自
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PCL、PPG和PLGA中的至少一种其它聚合物。

[0025] 在一些实施方式中，可交联聚合物是包含甲基噁唑啉或乙基噁唑啉与羧乙基噁唑

啉的无规共聚物的聚噁唑啉，并且羧酸取代有反应性部分，特别是取代有一个或多个选自

由下述组成的组的反应性部分：硫醇、乙烯基砜、马来酰亚胺、转谷氨酰胺酶底物肽、酪胺、

多巴胺、丙烯酸酯、甲基丙烯酸酯、乙烯基酯、炔、叠氮化物、醛和丙烯酰胺，所述反应性部分

更特别选自由下述组成的组：硫醇、乙烯基砜、马来酰亚胺、丙烯酸酯和甲基丙烯酸酯。

[0026] 在一些实施方式中，可交联聚合物是由四(溴甲基)亚乙基引发剂聚合的星形聚噁

唑啉。在一些实施方式中，可交联聚合物是由1,3,5‑三溴苯基引发剂聚合的星形聚噁唑啉。

[0027] 在一些实施方式中，本文提及的任何星形聚噁唑啉聚合物以羟基、氨基或羧酸基

团封端，在某些进一步的实施方案中，其进一步取代有一个或多个如本文所述的反应性部

分，特别选自硫醇、乙烯基砜、马来酰亚胺、转谷氨酰胺酶底物肽、酪胺、多巴胺、丙烯酸酯、

甲基丙烯酸酯、乙烯基酯、炔、叠氮化物、醛和丙烯酰胺。在一些替代性实施方式中，通过用

所需的可交联基团猝灭噁唑啉聚合，从而将星形聚噁唑啉直接以反应性部分封端。

[0028] 在一些实施方式中，通过在酸或碱的存在下在水中煮沸，使线性聚噁唑啉部分水

解以除去其1％至40％的侧链(例如从聚(2‑甲基‑2‑噁唑啉)释放乙酸酯)，并且所释放的仲

胺取代有反应性部分。

[0029] 在一些实施方式中，可交联聚合物包含反应性部分，反应性部分选自包含下述的

组：丙烯酸酯、甲基丙烯酸酯、丙烯酰胺、乙烯基酯、马来酰亚胺、乙烯基砜、炔、叠氮化物、

醛、酪胺、多巴胺和巯基部分。反应性部分添加在星形聚合物链的末端，或者添加在线性聚

合物的约5％至25％的侧链上。

[0030] 在一些实施方式中，可交联聚合物包含转谷氨酰胺酶底物肽作为反应性部分，特

别是凝血因子XIII底物肽，更特别是含有序列FKGG和NQEQVSPL的肽。

[0031] 在一些实施方式中，可交联聚合物经乙烯基砜改性，并且所述交联剂是包含两个

巯基(‑SH)部分的短接头分子，特别是包含由含有2至10个碳原子或杂原子的烷基或杂烷基

链隔开的两个SH基团的分子；或含有两个半胱氨酸氨基酸构成嵌段(building  block)的

肽。

[0032] 在一些实施方式中，可交联聚合物经乙烯基砜改性，并且所述交联剂选自包含下

述的组：取代有巯基部分、特别是伯巯基部分的亲水性聚合物，特别是包含伯巯基(‑CH2SH)

部分的星形聚乙二醇或包含伯巯基(‑CH2SH)部分的线性聚乙二醇；和含有2至100个、特别

是2至20个、更特别是4至16个氨基酸的肽，其中两个所述氨基酸是半胱氨酸；特别是适合被

内肽酶、更特别是基质金属蛋白酶切割的肽，还更特别是氨基酸序列为GCRD‑GPQGIWGQ‑

DRCG或GCRE‑GPQGIAGQ‑ERCG的肽。

[0033] 在一些实施方式中，可交联聚合物的分子量为1000g/mol至1000000g/mol，特别是

10000g/mol至40000g/mol。

[0034] 在一些实施方式中，可交联聚合物是线性聚合物，长度为50至1000个单体，长度特

别是75至500个单体、还更特别是100至300个单体、最优选150个单体。

[0035] 在一些实施方式中，水性溶液中可交联聚合物的浓度为0.2％(w/v)至50％(w/v)，

特别是0.5％(w/v)至10％(w/v)。

[0036] 在一些实施方式中，水性溶液包含0.5％(w/v)至3％(w/v)的所述聚乙二醇的可交
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联衍生物或1％(w/v)至10％(w/v)的所述聚噁唑啉的可交联衍生物。

[0037] 在一些实施方式中，有序构造性试剂选自包含多糖、聚电解质和金属(特别是碱金

属和碱土金属)碳酸盐、硫酸盐、硫代硫酸盐和磷酸二氢盐的组。

[0038] 在一些实施方式中，有序构造性试剂是多糖，特别是选自包含透明质素、甘露糖醛

酸、角叉菜胶、肝素、硫酸软骨素、葡聚糖、羟丙基葡聚糖、果胶、藻酸盐、结冷胶、纤维素、甲

基纤维素、乙基纤维素、乙酸纤维素酯、淀粉、羟丙基淀粉的组，并且其中特别是所述多糖的

特征在于分子量为1000g/mol至10000000g/mol，更特别是10000g/mol至2000000g/mol，还

更特别是100000g/mol至1000000g/mol，还更特别是约150000g/mol。

[0039] 在一些实施方式中，水性溶液中多糖的浓度是0.1％(w/v)至50％(w/v)，特别是

0.1(w/v)至5％，还更特别是0.35(w/v)至0.5％(w/v)。

[0040] 在一些实施方式中，水性溶液包含0.1％至1％的透明质素、特别是约0.4％的透明

质素，或者0.5％至5％的甘露糖醛酸、特别是约2％的甘露糖醛酸，或者0.1％至10％的葡聚

糖，或者其混合物。

[0041] 在一些实施方式中，有序构造性试剂是特征在于分子量为1000g/mol至10000000/

mol、特别是10000g/mol至100000g/mol的聚电解质，特别是聚乙烯亚胺或聚丙烯酸。

[0042] 在一些实施方式中，可交联聚合物是20000g/mol的4臂‑PEG‑乙烯基砜，多糖是甘

露糖醛酸，交联剂是基质金属蛋白酶可切割肽，特别是包含氨基酸序列GPQGIWGQ的肽。在一

些实施方式中，可交联聚合物是20000g/mol的4臂‑PEG‑乙烯基砜，多糖是甘露糖醛酸，交联

剂是肽GCRD‑GPQGIWGQ‑DRCG。

[0043] 在一些实施方式中，可交联聚合物是丙烯酸酯、甲基丙烯酸酯、丙烯酰胺、乙烯基

酯或马来酰亚胺衍生物，并且使用自由基引发剂来在加热或暴露于光下时触发胶凝。特别

是在光触发的自由基引发剂存在下的1kg/mol至10kg/mol的线性PEG‑二丙烯酸酯或PEG‑二

甲基丙烯酸酯，或者1kg/mol至10kg/mol的POx‑二丙烯酸酯或POx‑二甲基丙烯酸酯。

[0044] 在一些实施方式中，自由基引发剂是浓度为0.01％(w/v)至1％(w/v)、特别是

0.025％(w/v)至0.1％(w/v)的Irgacure  2959，并且使用蓝光至近紫外光、特别是约365nm

和10mW/cm2的光来触发交联。

[0045] 在一些实施方式中，，自由基引发剂是2,2‑二甲基‑2‑苯基‑苯乙酮(特别是在N‑乙

烯基吡咯烷酮的存在下)，或者在胺(诸如在N‑乙烯基吡咯烷酮的存在下的三乙醇胺)的存

在下的酰基次膦酸锂或孟加拉玫瑰红(rose  bengale)。

[0046] 在一些实施方式中，可交联聚合物是转谷氨酰胺酶底物肽衍生物，并且添加转谷

氨酰胺酶以触发胶凝。特别地，通过加入活化的转谷氨酰胺酶凝血因子XIII使以含有序列

FKGG和NQEQVSPL的肽封端的星形PEG交联。

[0047] 在一些实施方式中，可交联聚合物是酪胺或多巴胺衍生物，并且使用辣根过氧化

物酶和过氧化氢来触发交联。作为另外的选择，或者将诸如孟加拉玫瑰红、曙红‑Y、亚甲蓝

或核黄素等感光性单线态氧引发剂与在可见光或近紫外线中的可见光暴露组合使用。特别

地，使用浓度为1μmol/L～100μmol/L的核黄素和浓度为0.01％％(w/v)至1％(w/v)的孟加

拉玫瑰红、曙红‑Y或亚甲蓝，并将其暴露至近紫外线/可见光以触发胶凝。将0.1单位/mL至

10单位/mL的辣根过氧化物酶与0.01mmol/L～1mmol/L过氧化氢一起使用，特别是将1单位/

mL辣根过氧化物酶与0.1mmol/L过氧化氢一起使用。
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[0048] 在一些实施方式中，水性溶液的特征在于pH是7.0～8.0，特别是约7.4；并且所述

交联剂的添加发生在20℃至40℃，特别是约37℃。

[0049] 在一些实施方式中，在交联之前向水性溶液添加细胞，特别是哺乳动物细胞。

[0050] 在一些实施方式中，添加交联剂后10秒至15分钟使水性混合物通过注射器，和/或

添加交联剂后约1～60分钟观察到固体大孔凝胶。

[0051] 在一些实施方式中，将交联剂和可交联聚合物分别装载入双筒注射器中，而有序

构造性试剂在任一侧，注射时将两个筒混合，从而导致在1分钟至30分钟后形成固体大孔凝

胶。

[0052] 根据本发明的第二方面，提供大孔水凝胶，其特征在于，其由交联聚合物组成，其

中所述交联聚合物是聚乙二醇的衍生物或聚噁唑啉的衍生物；和其展现出特征在于尺寸为

200nm至1000μm、特别是特征在于500nm至100μm的互连大孔；并且所述凝胶的特征进一步在

于pH是7.0至8.0，特别是约7.4。

[0053] 在一些实施方式中，所述凝胶由作为可交联聚合物的任一种上述聚合物制成。

[0054] 在一些实施方式中，大孔水凝胶是透明的；并且其刚度为1Pa～500000Pa，特别是

10Pa～10000Pa，特别是10Pa～1000Pa，还更特别是50Pa～500Pa。

[0055] 在一些实施方式中，大孔水凝胶包含活细胞。

[0056] 在一些实施方式中，大孔水凝胶包含含有功能性、突触连接的神经突的神经元。

[0057] 在一些实施方式中，将大孔水凝胶用于治疗神经或脊髓损伤的方法中，其中将所

述凝胶移植在损伤部位或使其在损伤部位原位胶凝，可以使用或不使用额外的支撑导管。

[0058] 在一些实施方式中，使用大孔水凝胶来支持组织再生。特别地，将大孔水凝胶在具

有或不具有细胞的情况下预培养并移植，或者将大孔水凝胶在具有或不具有细胞的情况下

在损伤部位原位胶凝以支持再生。更特别地，将神经元、神经干细胞、神经祖细胞、星形胶质

细胞、少突胶质细胞、成纤维细胞、内皮细胞、骨细胞、软骨细胞、间充质干细胞或成肌细胞

包封在凝胶中，将凝胶递送至神经、脊髓、皮肤、骨、软骨或椎间盘中。

附图说明

[0059] 图1.高粘度多糖与PEG形成两相体系，这产生多孔凝胶。(a)无多糖下胶凝的对照

的CLSM成像。该结构是完全均匀的，并且在185nm的分辨率下没有孔。(b)在0.35％(w/v)的

高粘度HA存在下形成的1.5％PEG具有0.5μm至1.5μm的多孔结构。(c)在1.4％(w/v)的高粘

度MA存在下形成的1.5％PEG具有数微米的多孔结构。(d)多孔网络的三维检查显示孔是完

全互连的。(e)孔的自相关函数。相关函数的圆对称性表明多孔网络是各向同性的。(f)因此

自相关函数可以仅作为半径的函数分析。显示了两种类型的多孔凝胶的实验数据(虚线)以

及它们与可穿透球模型(线)的拟合。对于HA而言孔直径为0.82+/‑0.1μm获得最佳拟合，对

于MA而言孔直径为2.39+/‑0.16μm获得最佳拟合。误差棒：标准偏差(n＝3)。(a‑c)来自共聚

焦显微镜的单个切片。(d)凝胶中25μm立方体的渲染。比例尺：5μm。

[0060] 图2.体积排阻增强了用Michael加成的PEG胶凝的动力学。(a)凝胶的流变学监测。

HA补充使凝胶能够在生理pH下形成，具有与在pH8.0下用纯PEG凝胶获得的动力学几乎相同

的动力学。(b)在37℃于完全生长培养基中HA和MA原液的复数粘度。(c)胶凝时间。较高的

PEG含量或pH导致较快的胶凝，如以粘性HA原液代替胶凝介质那样。给出Q‑凝胶作为市售
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PEG凝胶的参考。(d)凝胶形成60分钟后的刚度(初始平稳)。1.2％至1.9％(w/v)的PEG浓度

跨越了与发育中的神经系统有关的刚度范围，其假定为提供轴突生长的最佳条件。在胶凝

10分钟后也显示Q‑凝胶刚度，因为这是制造商推荐添加介质的时间。误差棒：标准偏差(n＝

3)。

[0061] 图3.不可降解的大孔PEG凝胶中的背根神经节(DRGs)。(a)培养30天后的整体凝胶

成像显示被来自DRG中的轴突完全侵入(中心中的簇，荧光成像1.5mm最大强度投影(MIP))。

(b)显示高神经突密度的中心特写(顶视图，1.5毫米MIP)。(c)先前显示神经突的侧视图分

布在凝胶的整个深度(1.5mm  MIP)。DRG的位置是突出显示的，因为只有其下表面是可见的，

其剩余部分和后面的锥体中的神经突不易接近光并且看起来黑。(d)DRG横截面的活/死成

像。死细胞的冠冕是可见的，但内部细胞是活的。比例尺：1mm(a)250μm(b)250μm(c)125μm

(d)。

[0062] 图4.用HA进行微结构化改善了软凝胶的稳定性，并允许快速的神经突向外生长，

在pH7.4时形成凝胶和高活力。透明质素可以在胶凝后被去除而不杀死神经元，降解凝胶或

防止神经突向外生长。(a)在第2天的明视野中看到的宏观凝胶降解，白色突出显示降解部

分和绿色为PDMS支持体，以及如通过荧光显微镜(200μm堆叠的投影)看到的神经元形态的

特写。不使用HA形成的PEG1.5％凝胶未显示，因为它们在2天内不稳定，因此不能定量。染色

是钙黄绿素/DAPI(1至3)和βIII‑微管蛋白/DAPI(4和5)。两种方法都能染色所有神经突/细

胞体，但部分降解的凝胶不能经受免疫染色，所以细胞形态直接成像在经钙黄绿素染色的

活样品上。(b)在第2天宏观降解相对于凝胶面积的百分比。(c)在第2天总神经突长度除以

样品体积中的细胞体数量。(d)在第2天的活力。误差棒：标准偏差(对于降解n＝6，对于活力

和神经突长度n＝3)。*：不同于所有其它条件(p<0.01)。其他是可比的(p>0.01)。比例尺：

1mm(第一行)和25μm(第二行)。

[0063] 图5.包封在多孔PEG凝胶中的来自E17大鼠胚胎的原代皮质神经元形成长期稳定

的电活性三维神经网络。(a)具有颜色编码深度的200微米MIPs显示，包封的神经元均匀分

布，并使三维形式的神经突延伸通过基质。包封后两天已经可见长神经突，以增加的速率继

续生长，从而至第5天形成密集网络。到第26天，整个凝胶充满了密集的神经突网络。(b)免

疫细胞化学标记物(来自双光子激光扫描显微镜堆叠采集的200μm  MIPs)：βIII‑微管蛋白

是染色胚胎神经元的所有神经突的中性标记物，突触结合蛋白是突触前末梢的标记物，

MAP2是此时已知仅染色细胞体和近端神经突的分化神经元标记物。(c)用细胞内钙离子荧

光报道物俄勒冈绿BAPTA‑1观察凝胶中的尖峰活性。观察到独立的自发活性(例如细胞体1

至3)以及同步活性(10s时的细胞体5至11)，证明在合成ECM中通过16天建立了功能性突触

连接网络。比例尺：100μm，200μm颜色编码深度(a)和50μm(b,c)。

[0064] 图6.该方法翻译成人iPSC衍生神经元。(a)在第2天(200μm  MIP)通过双光子激发

荧光显微镜(Calcein/Hoechst)在D2(200μmMIP)看到的在利用0.525％HA微结构化的PEG凝

胶中细胞密度和刚度对细胞形态的影响。(b‑c)活力和神经突向外生长在高刚度或低细胞

密度下受损。(d)在第5天凝胶的定性描述：较软的凝胶和较高的细胞密度导致更快的降解，

产生在最极端的组合中不稳定的凝胶。(e)免疫细胞化学。实际上，所有活细胞对于神经元

标记物神经丝、βIII‑微管蛋白和MAP2都是阳性的，并且对于星形细胞标记物GFAP是阴性

的。误差棒：标准偏差(n＝3)。*统计学上不同于其他所有条件(p<0.01)。否则为p>0.01。比
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例尺：40μm。

[0065] 图7.监测胶凝过程中的相分离。样品是在MA  2％(w/v)存在下使用PEG‑二硫醇作

为交联剂于室温(比文章其它部分使用的37℃慢)胶凝的经TMR标记的PEG  1.5％(w/v)，用

CLSM成像。标出混合后时间。比例尺：5μm。

[0066] 图8.如差分干涉对比(DIC)中所看到的凝胶透明度。(a)很难在形成后立即将凝胶

与水区别开。(b)除了在神经元包封两周半之后的一些散在的细胞碎片之外，凝胶仍然是完

全透明的。比例尺：50μm。

[0067] 图9.典型的胶凝曲线以及本工作中使用的刚度和胶凝时间定义。初始刚度被认为

是60分钟时的刚度，此时的刚度接近平稳水平，并且加入培养基以停止胶凝并进行细胞培

养。胶凝时间被认为是储存模量在对数标度上达到最大值的一半时的时间——由于待比较

样品的粘度非常不同(因此损耗模量不同)，因此该定义相对于储存模量和损耗模量交叉的

时间是优选的。该曲线是在HA  0.525％(w/v)存在下胶凝的PEG  1.9％。

[0068] 图10.透明质酸降解监测。透明质酸在补充有1mg/ml  HAse的培养基中迅速降解，

这使其能够从多孔PEG凝胶中除去。误差棒：标准偏差(n＝3)。

[0069] 图11.当在三维培养中使用优化的机械条件时，不需要粘附肽。(a)IKVAV肽以剂量

依赖性方式促进组织培养塑料(TCP)上的细胞粘附和神经突延伸。(b)多孔PEG凝胶中的神

经突向外生长即使在高浓度(显示100μM)下，在不存在和存在IKVAV时也是相似的，与用于

产生孔的多糖无关。注意由MA产生的大孔中的神经元所采用的畸形形态。比例尺：40μm。

[0070] 图12.PEG成分与神经元的相互作用。(a)非常高分子量的PEG不能用作粘性补充

剂，因为它立即引起悬浮液的神经元成簇。(b)用于凝胶形成的官能化高分子量星形PEG由

神经元摄取，如使用经TMR标记的变体所看出的。比例尺：50μm。

[0071] 图13.来自在多孔不可降解性PEG凝胶中的经包封皮层神经元的神经突向外生长。

神经突向外生长即使在MMP可切割肽的不存在下也会发生，即使活力降低。这也作为MMP‑可

切割肽在其余工作中不用于粘附的对照，因为这些凝胶仅在MA存在下与PEG‑二硫醇交联。

200μm  MIP，比例尺：50μm。

[0072] 图14.从βIII‑微管蛋白双光子成像定量神经突向外生长。(a)在包封2天和5天后

神经突向外生长。在HA微结构化的存在下，在超过一个数量级(20Pa至250Pa)上未看到强的

刚度依赖性，只有较软的凝胶由于部分降解而具有降低的神经突向外生长。在未微结构化

下、由较高pH值的多糖替换体积排阻的加速效果的情况下制造的凝胶，在第一天内降解(降

解时发生灰色交叉)。Q‑凝胶用作自由浮动凝胶(经典方案)和用作支持凝胶(与本发明的方

案相同的模具)的参考。误差棒：SEM(n＝3)。

[0073] 图15显示大孔凝胶的稳定性增加是由于交联聚合物含量较低时的稳定性，而不是

较高的酶降解抗性。a)大孔凝胶被蛋白酶以与非大孔凝胶类似的速率降解(对于大孔凝胶，

在0.525％(w/v)的1 .6kg/mol透明质素的存在下，通过亚乙基砜上硫醇的迈克尔加成，

20kg/mol  1.5％(w/v)的4臂PEG‑乙烯基砜与MMP‑敏感性肽ERCG‑GPQGIWGQ‑GCRE交联。消化

液为在磷酸盐缓冲液中0.5mg/ml的木瓜蛋白酶+1mg/ml牛血清白蛋白。反应通过用于压痕

的纹理分析仪监测，压痕模量被标准化为每次测量的初始压痕模量)。误差棒：来自n＝3的

标准偏差。b)大孔凝胶在交联聚合物含量低于正常凝胶时保持稳定(在图例中指出的重量/

体积为20kg/mol的4臂PEG‑乙烯基砜，与3.8kg/mol的PEG‑二硫醇交联。在另外存在0.5％
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(w/v)透明质素和1％(w/v)葡聚糖的存在下形成大孔凝胶。在用1mg/ml透明质酸酶的PBS溶

液然后超纯水各自洗涤盐和未结合的聚合物1天并且冻干后测量凝胶的干质量)。误差棒：n

＝11至16的平均值的标准偏差。

[0074] 图16显示PEG凝胶中的大分子平衡浓度低于上清液中的大分子平衡浓度，但是大

孔凝胶使得大分子在孔中达到完全浓度，这使得它们最终可用于凝胶中深度包封的细胞。

A)由1.5％(w/v)的20kg/mol的4臂‑PEG‑VS和3.8kg/mol的PEG‑二硫醇交联剂形成的PEG凝

胶浸入经荧光标记的中性链亲和素溶液中，将PEG凝胶内中性链亲和素的浓度与上清液中

的浓度进行比较，并从各自的荧光强度测量孔。在荧光图像下标出浓度比,显示底部的凝胶

和顶部的上清液。B)荧光标记的琥珀酰化壳聚糖也是如此。C)500kg/mol的经荧光标记的葡

聚糖也是如此。

[0075] 图17显示可以通过使用透明质素补充剂来增加粘度和使用不同量的葡聚糖以增

加PEG从多糖相的斥力来形成具有可调孔径的大孔PEG凝胶。在图中证明形成孔径大小范围

从小于1微米到大于50微米的大孔PEG凝胶(在上述荧光显微照片上标出的多糖的存在下

1.5％(w/v)的20kg/mol的4臂‑PEG‑乙烯基砜与3.8kg/mol的PEG‑二硫醇交联。荧光标签与

PEG聚合物结合以可视化。

[0076] 图18显示了与乙烯基砜上的硫醇的迈克尔加成相比，用其他交联化学方法形成的

大孔PEG凝胶。即使由特定多糖浓度产生的孔径不同，该方法的原理仍然是相同的。转谷氨

酰胺酶交联的PEG在此由PEG凝胶说明，所述PEG凝胶由被肽末端官能化的20kg/mol的4臂‑

PEG前体形成，所述肽是转谷氨酰胺酶活化的血液凝固因子XIII的底物(FKGG‑ERCG  and 

NQEQVSPL‑ERCG)。

[0077] 将分子量为10kg/mol的线性PEG‑二丙烯酸酯以10％(w/v)溶解于水性缓冲液(葡

萄糖100mmol/L，TRIS  50mmol/L，钙50mmol/L)中。分子量为450‑550kg/mol的葡聚糖以5％

(w/v)溶解在相同的缓冲液中。将可光活化的自由基引发剂Irgacure  2959以0.2％(w/v)溶

解在相同的缓冲液中。然后将该溶液与40μl  PEG溶液、40μl葡聚糖溶液和10μl  Irgacure 

2959溶液合并。该混合物是一种清澈的均匀溶液，将其置于两个间隔1mm的盖玻片之间，并

暴露至光强度为约10mW/cm^2的365nm紫外线10分钟以进行交联。为了评估孔形成，将所得

水凝胶在4‑甲基7‑硫代香豆素的饱和溶液中温育20分钟，所述4‑甲基7‑硫代香豆素与少量

未反应的丙烯酸酯基团反应，由此用蓝色荧光标记PEG。荧光多孔PEG凝胶用双光子激发荧

光在710nm激发和400‑500nm光收集下成像，显示三维结构化的均匀多孔结构。

[0078] 在活化因子XIII和钙存在下，4臂‑PEG前体交联成凝胶。PEG‑二丙烯酸酯的自由基

聚合在此用10kg/mol的PEG‑二丙烯酸酯(末端官能化的)和使用0.025％(w/v)的Irgacure 

2959作为在365nmUV照射下活化的自由基引发剂进行说明。透明质素(HA)和葡聚糖用于制

造大孔。使用配备有差分干涉对比度(DIC)滤光片的显微镜获取图像。比例尺：10微米。

[0079] 图19显示了通过迈克尔加成形成的大孔聚噁唑啉水凝胶，对其荧光标记，并使用

双光子激发荧光激光扫描共聚焦显微镜成像。

[0080] 使用93％2‑乙基‑2‑噁唑啉和7％2‑羧乙基2‑噁唑啉的150单位长的共聚物作为原

料。这是一种线性聚2‑乙基‑2‑噁唑啉，其含有用于引入可交联部分的羧酸。通过对羧酸酯

进行标准EDC活化而获得含硫醇衍生物，以用于与2倍过量的3,3'‑二硫代双(丙酸二酰肼)

(DTPHY)在pH4.5的300mM  MES缓冲液中反应，然后用10倍过量的三羧乙基膦(TCEP)还原，接
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着透析和冻干。通过使硫醇衍生物与50倍过量的二乙烯基砜在三乙醇胺缓冲液(pH8.0)中

在氮气气氛下反应1小时，然后透析和冷冻干燥，而获得乙烯基砜衍生物。

[0081] 将聚(2‑乙基‑2‑噁唑啉)的硫代衍生物和乙烯基砜衍生物以10％(w/v)分别重悬

浮于mQ水和300mM三乙醇胺缓冲液(pH8.0)中。将分子量1000至2000kg/mol的透明质素以

7.5mg/ml溶于相同的缓冲液中。将溶液合并，每种聚噁唑啉衍生物20μl用于40μl透明质素

溶液。为了使多孔结构可视化，可以在乙烯基砜官能化的聚噁唑啉上预先反应少量的缀合

有荧光香豆素的硫醇。充分混合后，将通过迈克尔加成进行的胶凝在室温下静置以继续1小

时，并且在扫描共聚焦荧光显微镜上将经荧光标记的大孔聚噁唑啉水凝胶成像。

[0082] 图20显示了包封在PEG凝胶中的大鼠皮质神经元中测量的钙尖峰活性是由于神经

元的谷氨酸能激发和动作电位启动导致的，因为它们被谷氨酸能传递抑制剂d,l‑3[(±)‑

2‑羧基哌嗪‑4‑基]‑丙基‑1‑膦酸(CPP)和6‑氰基‑7‑硝基喹喔啉‑2,3‑二酮(CNQX)和被电压

门控钠通道抑制剂河豚毒素(TTX)抑制。在宽视野显微镜中在用5x物镜获得的90s荧光视频

的视野中，对在荧光指示剂俄勒冈州绿BAPTA‑1报告的钙尖峰计数。

具体实施方式

[0083] 在本发明中，提供了两种溶质的水溶液。已知这两种溶质能够形成水性两相体系。

两种溶质的浓度没有高至足以产生相分离，因此它们最初是可混溶的。两种溶质中的一种

是聚合物，然后其进行化学交联，这意味着聚合物分子量随时间增加，导致凝胶形成。但是

在该过程中，分子量的增加触发相分离，在大多数情况下更高的分子量促进相分离。这导致

胶凝过程期间的动态孔形成。该过程与注射至动物或患者以及与细胞包封相容。在典型的

实施方式中，星形聚乙二醇(PEG)或者聚甲基‑或聚乙基‑噁唑啉(POx)用乙烯基砜改性并用

作可交联聚合物，所述可交联聚合物将在交联剂(含有两个以上巯基的分子)存在下形成凝

胶相。第二溶质是有序构造性试剂，其可以与PEG和Pox一起形成水性两相体系。第二溶质可

以是多糖，例如透明质素、甘露糖醛酸和葡聚糖，或者它可以选自包含金属(特别是碱金属

和碱土金属)碳酸盐、硫酸盐、硫代硫酸盐和磷酸二氢盐的组。也可以将数种PEG/Pox衍生物

或数种有序构造性试剂组合。将这三种组分混合在一起，最初形成均匀的溶液。该混合物可

以用于使细胞悬浮，并且可以将其注射或放入模具中成型或放在细胞培养支持物上，因为

其是均匀的液体溶液。随着交联的进行，触发相分离，具有富交联聚合物(PEG/POx)相和富

多糖相。只有PEG/POx相会产生凝胶，多糖相将保持为液体，从而形成大孔水凝胶。

[0084] 在所有实施方式中，可交联聚合物包含可以被交联的反应性部分，或者已经用所

述反应性部分改性。

[0085] 共价交联通过本领域技术人员已知的任何化学手段实现，包括但不限于：甲基丙

烯酸酯、丙烯酸酯、丙烯酰胺、乙烯基酯或其它含烯分子的自由基聚合；巯基‑烯加成、在其

它受体如马来酰亚胺或丙烯酸酯上的迈克尔加成。硫醇(thiol)可以是含有数个巯基的任

何肽或蛋白质，典型地但不是必须地通过半胱氨酸残基引入。硫醇组分也可以是硫醇化聚

合物，例如带有硫醇末端的线性或支化PEG，或者在侧链上或在具有线性或支化形状的末端

上具有巯基的POx。也可以使用通过酪胺或多巴胺的氧化或用转谷氨酰胺酶进行的酶促交

联。其他经典手段是由醛形成氨基的席夫碱形成、叠氮化物点击铜催化或应变促进化学、狄

尔斯‑阿尔德反应(Diels  alder  reaction)、2+2环加成、胺叠氮化物或酰肼偶联到碳化二

说　明　书 9/19 页

11

CN 113372579 B

11



亚胺活化的羧酸上，等等。

[0086] 交联也可以通过非共价相互作用例如疏水性相互作用(例如普朗尼克类

(pluronics))或特异性识别(例如链亲和素‑生物素)而发生。

[0087] 任何其他多糖或多糖衍生物可用于第二有序构造性溶质，例如以果胶、藻酸盐、结

冷胶、纤维素、甘露糖醛酸、透明质素、葡聚糖或任何这些天然多糖的衍生物为代表的天然/

自然多糖。这些多糖的特征在于分子量为1000g/mol至10000000g/mol，特别是10000g/mol

至2000000g/mol，更特别是100000g/mol至1000000g/mol，还更特别是约150000g/mol。不含

聚合物的相也可以是非多糖或合成的新型多糖聚合物，只要不丧失相分离即可。

[0088] 本发明的方法非常廉价、使用方便快捷并且容易上规模，而其他方法则不然。与现

有技术的方法和凝胶相反，本发明的方法和凝胶同时提供可注射大孔水凝胶的所有所需性

质。这些包括与细胞包封的生物相容性、原位孔形成(理论上包括在患者体内)、在大范围内

大孔尺寸的完全可调性以及容易处理。另外，该方法还提供孔的互连性、完美的水凝胶透明

度、优异的水凝胶对细胞侵入的容许度以及改善的稳定性。

[0089] 直接用途是用于筛选的体外三维培养。即使存在其它替代物(例如纤维蛋白凝胶、

胶原凝胶和基质胶)，水凝胶也表现得与现有的黄金标准一样好，特别是对于三维神经元培

养物而言。但是这些基质是动物源的，这造成了免疫原性或病毒污染风险的严重问题以及

更高的成本，并且它们通常在细胞存在下降解过快，而所有这些问题都被本发明的水凝胶

克服。还没有其它的完全合成的水凝胶像本文的情形那样被描述为提供优良的活力和包封

的神经元的三维神经突向外生长。

[0090] 对于细胞体内递送和大孔凝胶形成，已知的替代方法具有严重限制，仅本发明克

服了它们。之前没有解决方案能够使可注射大孔水凝胶具有容易的规模扩大处理、直接孔

形成和细胞相容性。本策略也特别容易实施，并且在容易获得的孔径和刚度范围方面更灵

活。

[0091] 通过下面的实施例和附图进一步说明本发明，可以从其得出其它的实施方式和优

点。这些实施例是为了说明本发明而不是限制其范围。

[0092] 实施例

[0093] 提供了一种策略，其基于互连的大孔网络的形成，在包封的DRG和分离的中枢神经

元(源自原代大鼠皮质和人类iPSC)存在的情况下展现了前所未有的三维神经突向外生长

和稳定性。该策略的关键是使用未改性的高分子量多糖(PS)以进行聚乙二醇(PEG)排除(透

明质素(HA)或非交互式甘露糖醛酸(MA))。通过将硫醇在乙烯基砜(VS)上的迈克尔加成，从

PS相中排除PEG改善了交联的动力学，使得在生理pH值的介质中在几分钟内进行胶凝，而不

要求pH值为8.0(pH  8.0对诸如神经元等敏感细胞是破坏性的)。PEG和多糖之间的相分离也

产生与非微结构化等价物相比稳定性和神经突向外生长增加的凝胶。诸如蛋白质或整合素

结合肽等粘附提示物(adhesion  cue)在该系统中是不必要的，这举例说明了物理性质在将

神经突允许性ECM工程化中的绝对重要性。在优化的条件下，包封的皮质神经元从第一周起

以100μm/神经元/天的典型速率延伸神经突并在合成基质中形成突触，这在两周后产生具

有自发协调电活性的三维神经网络，其在培养物中保持稳定至少一个月。

[0094] 用PS将PEG水凝胶微结构化

[0095] 由于PEG的水组织化性质，长期以来已知PEG与葡聚糖和一些盐一起形成水性双相
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体系。这种物理效应已被广泛用于蛋白质提取，并显示用于凝胶微球形成，但尚未显示其对

于大孔支架的原位自组装的潜力。这可能是因为相分离通常通过快速微球形成进行，随后

进行融合和倾析，其不提供孔和凝胶的渗透网络。可以通过使高百分比PEG‑葡聚糖混合物

中的葡聚糖在翻滚下过夜光交联来获得互连的网络。尽管有其优点，但该方法不能实现原

位胶凝和细胞包封，并且所得到的支架具有低透明度。本发明人发现，以与细胞包封和注射

相容的方式产生大孔水凝胶的关键在于将低的聚合物含量和高的粘度组合。低的聚合物含

量保证了PEG和多糖溶液最初是可混溶的。然后，由在交联剂存在下发生的PEG链延伸触发

相分离(其在水性体系中高度依赖于分子量)(图7)。

[0096] 图1显示了该方法的两种典型实施方式，其产生具有完全不同的微观结构的凝胶：

与MMP‑可切割肽(含有两个半胱氨酸，为通过迈克尔加成的交联提供巯基)交联的4臂‑PEG‑

VS(星形聚乙二醇，乙烯基砜封端)1.5％(w/v)，分别具有70％(v/v)的2％(w/v)甘露糖醛酸

(MA)溶液或0.5％(w/v)透明质素(HA)溶液(表示为PEG+MA和PEG+HA)。胶凝在补充有pH7.4

的HEPES缓冲液的细胞培养基(Neurobasal+B27)中进行。多糖经选择为具化学惰性、以高分

子量可获得以保证低浓度下的高粘度并且不具有(对于MA而言)或几乎不具有(对于HA而

言)特定的生物学效应。在较大的频率范围内调节HA/MA原液的浓度以获得相似的复数粘度

(图2b)，静态粘度接近1Pa(类似于室温的甘油)。从均匀溶液开始的优点是，只要起始溶液

充分混合，最终的微观结构就不依赖于确切的混合或注射策略：这是形成可重现的、均匀的

和各向同性的孔的基础。为了将孔径、连接性和各向同性定量，使用具有荧光标签的4臂‑

PEG‑VS衍生物和共焦激光扫描显微镜(CLSM)。不存在多糖时形成的PEG凝胶看起来是完全

均匀的(PEG链之间的距离估计为5nm至50nm，并且所使用的成像条件下的衍射极限为

185nm)，而在HA或MA存在下形成的PEG凝胶是大孔的(图1a、1c)。三维检查显示孔完全互连

(interconnected)。计算自相关函数(图1e)，发现是各向同性的。通过将数据与可穿透球体

模型拟合(图1f)来完成孔径定量，对于PEG+HA产生0.82±0.1μm的典型孔径，对于PEG+MA产

生2.39±0.16μm的典型孔径。R2值>0.8，显示出与模型的良好一致性。对于PEG+MA，发现孔

体积分数S2(0)为58±4％，对于PEG+HA，发现孔体积分数为43±1.6％(最后这个值应谨慎

考虑，因为在HA存在下形成的孔接近衍射极限，因此显得模糊；另一方面PEG+MA中的孔得到

良好分辨)。值得注意的是，相同粘度的HA和MA溶液产生显著不同的多孔结构：这是预料到

的，因为已知相分离动力学不仅取决于粘度，还取决于界面张力。孔径也可以通过添加不同

量的葡聚糖来调节，这可以在不明显改变粘度的情况下更快地进行PEG排除，从而产生可调

尺寸的孔(数据未显示)。

[0097] 低的聚合物含量也保证两相之间密度和光学指数的差异小。前者受关注是在于避

免了会导致凝胶顶部和底部的孔径差异的沉降。后者避免了凝胶内的光衍射，这导致了完

美的凝胶透明度(图8)，这是对于大孔支架相对独特的特性。这使得能够在几毫米的深度上

进行光学成像，并且易于在差分干涉对比法(DIC)中观察细胞。此类渗透性大孔凝胶对于组

织工程化应用而言受到极大关注，因为它们具有最大化运输性质并且能够根据孔尺寸实现

快速的神经突延伸或细胞侵入的自由通道。此类互连的大孔通常见于天然纤维状基质如胶

原蛋白和纤维蛋白中，但在经典的化学交联的水凝胶(典型地具有5nm至50nm的孔径)中未

发现。

[0098] 胶凝动力学
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[0099] 粘度的增加使得扩散更慢，因此动力学更慢。但是该效应不仅是经由体积排阻由

浓度制衡，而且因此形成了具有增强动力学的多孔PEG凝胶。这尤其值得关注，因为这使得

能在生理pH下形成具有最佳动力学的凝胶，而类似的良好胶凝时机通常仅在pH8.0达到(图

2a/2c)，而pH  8.0对于细胞通常是应激性的并且可以导致诸如神经元等敏感细胞的损伤或

死亡。高粘度也防止了在胶凝发生之前的细胞沉降。

[0100] 背根神经节(DRG)包封

[0101] DRG是外周轴突再生最常见的体外模型，并且由于其对化学和生物胁迫的抗性，所

以完整的外植体易于培养。它们通常以二维生长以测试各种底物的生物活性，并且在纤维

蛋白或胶原蛋白中以三维生长，但由于外植体周围的高浓度蛋白酶，这些蛋白在几天内会

降解。研究者发现，不可降解的多孔PEG凝胶允许外周轴突侵入，且在较长时间内稳定(图

3)。为此，将来自E9.5鸡胚的DRG外植体包封在由4臂‑PEG‑VS  0.8％(w/v)形成的PEG凝胶盘

(4mm×1.5mm)中，该PEG凝胶盘在HA  0.525％(w/v)和葡聚糖1.4％(w/v))的存在下与化学

计量的PEG二硫醇进行了交联。30天后活细胞处理(由钙黄绿素染色)的完整凝胶成像显示

整个凝胶已被致密的轴突网格侵入，显示容许性以及长期稳定性。由碘化丙啶(PI，死亡)/

钙黄绿素AM(活)染色图案可见，细胞死亡在外植体表面上显而易见，而在内部不明显。这表

明外部细胞层有助于保护内层细胞免受与包封相关的胁迫影响。

[0102] 多孔PEG中来自大鼠皮质神经元的三维神经网络

[0103] 将原代大鼠皮质神经元包封在用渐增量的HA形成的大孔凝胶中(图4)。将神经元

活力、神经突向外生长速率和凝胶降解定量，因为它们是优化三维神经网络形成的最关键

的参数。商业产品Q‑凝胶用作无孔经典PEG凝胶对照，因为它代表了当前的黄金标准并且已

经成功用于包封许多不同类型的细胞。

[0104] 对于该系列的实验，由于已知神经元在非常柔软的纤维蛋白和胶原蛋白基质中生

长最好，所以研究者选择浓度为1.5％(w/v)的PEG，其在刚胶凝后具有70Pa的储存模量。也

使用了MMP可切割的肽以用于交联，因为先期实验显示当使用不可切割的交联剂时活力显

著降低(图13)。为了解释这一点，研究者发现经TMR标记的4臂‑PEG‑VS可以在凝胶形成时被

神经元摄取(图12)，因此假设神经元应该能够代谢凝胶片段来避免毒性。该限制不适用于

作为簇生长的神经元，因为外部神经元提供对PEG暴露的屏蔽，并且簇可以直接在不可降解

的多孔PEG凝胶中生长(例如图3)。包封后两天(D2)的定量显示神经元在多孔凝胶中保留了

非常高的活力(>95％)(图4d)，这是重要的起点，其远远超过可能是目前最成功的合成神经

元支持凝胶(Puramatrix)所达到的。Q‑凝胶对照的活力降低至70％，这可能是由于短时间

暴露于较高的pH值以及暴露于经典途径中使用的较高含量的PEG所致。神经突延伸在第2天

平均约100μm/神经元，与HA百分比无关(图4c)，这表明选择的低刚度适合支持快速神经突

延伸。微结构化对凝胶的稳定性有重要影响：HA的量增加导致更少的宏观降解(图4b)。未使

用HA形成的凝胶在两天内完全降解(因此图4中没有这种情况)，而用0.525％(w/v)HA形成

的凝胶在超过一个月后完全稳定。这是所预料到的，因为微结构化凝胶具有更致密和稳健

的浓缩PEG凝胶支柱，其由未交联的HA留下的弱通道所隔开。这使得这些微结构化凝胶更耐

降解，同时保持其支持快速神经突向外生长的潜力。

[0105] 用MA微结构化的水凝胶具有大的开放孔结构，其导致细胞形态畸形，因为细胞体

使其形状适应它们所处的尺寸为数微米的孔，并且神经突随着它们出现急转弯(图11、13)。
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因此，未针对该应用进一步研究它们。反而由HA形成的亚微米孔形成了薄而致密的网络，其

中细胞体和神经看起来光滑，如同它们在体内一样。虽然长期以来认定层粘连蛋白或层粘

连蛋白肽对于三维水凝胶中的神经突向外生长是必需的，但是研究者在此呈现出在不存在

任何粘附提示物时在PEG+HA微结构化凝胶中的优异的神经突向外生长。鉴于PEG的隐形性、

防粘性和非交互性，这一点尤其值得注意。几个系列数据表明神经突延伸主要依赖于物理

性质。

[0106] 为了测试凝胶是否因HA的存在而具有固有的粘附提示，在凝胶形成后立即用1mg/

ml透明质酸酶(HAse)消化。在这些条件下，HA在数秒内降解，如通过流变测定法所见(图

10)，并且蛋白质穿过凝胶的扩散不成其为问题(例如，可容易地进行全凝胶免疫染色)。此

外，当选择MA用于相排阻微结构化时，神经元虽然缺乏针对该海洋/细菌聚合物的受体却仍

然生长。另外，当将PEG+HA和PEG+MA凝胶用IKVAV共价官能化时，即使在高浓度下，神经突向

外生长在性质上与没有IKVAV的对照相似，而在二维组织培养塑料对照上，肽以浓度依赖性

方式有效地诱导神经突向外生长(图11)。这表明具体提示物(specific  cue)在已经最佳的

物理背景下不是必需的。由于研究者在无血清条件下工作且不使用生长因子，神经元也不

太可能非特异性地粘附至凝胶中夹带的蛋白质。此外，最初的神经突向外生长对于通过细

胞进行的基质沉积而言发生得过快，从而无法起主要作用(典型地，在包封后1小时内可见

许多约10μm的神经突)。最后，研究者排除了对MMP可切割肽的非选择性粘附：与PEG‑二硫醇

交联的微结构化的不可降解PEG凝胶完全不含氨基酸或电荷，却仍然容许神经突向外生长，

尽管活力降低(图13)。总体而言，研究者的数据由此表明，物理性质才对于三维的快速神经

突延伸具有极大的重要性，而不是特定的粘附线索物。大分子含量从1.2％(w/v)到1.9％

(w/v)(18Pa～250Pa)的变化在两天或五天内不会显著影响神经突向外生长(图14)。最柔软

的凝胶更不稳定，这能够导致更多的损伤和神经突的损失。在没有HA的情况下在pH8.0胶凝

的1.5％(w/v)和1.9％(w/v)的无孔对照，在几天后降解。Q‑凝胶是完全稳定的，但不能使神

经突向外生长像多孔PEG那样好。在优化条件下，包封的原代神经元在几天内形成广泛的网

络，其密度增加并保持稳定至少一个月(图5a)。主要分化的神经元标志物表达类似于已知

的二维培养物(图5b)，并且存在大量的突触前密度。在使用细胞内钙的荧光报道物在培养

16天后观察固体尖峰活性(spiking  activity)。显见协调的活动(图5c)，这证明在合成ECM

中形成了具有功能性突触连接的三维网络。

[0107] 向hiPSC衍生神经元的转换

[0108] 原代大鼠神经元培养物长期以来一直是细胞生物学研究的参考模型，但是hiPSC

衍生的神经元正在成为人类神经疾病的更相关的模型。它们提供其中可以研究特定突变或

药物效应的规定细胞的可再生来源，并且据认为它们具有治疗潜力。它们通常在规定的无

血清培养基中二维生长，但是基质胶通常用于三维培养。此处，研究者建立了hiPSC衍生神

经元的有效限定的三维培养系统，其不依赖于会阻碍转换至临床应用的免疫原性材料。将

hiPSC衍生的神经元包封在具有高活力(高达85％)的用0.525％(w/v)HA微结构化的PEG凝

胶中，并以与原代神经元相同的高速率延伸神经突(图6)。它们对刚度和细胞密度非常敏

感，并且使凝胶降解明显更快。因此，凝胶在形成连通的网络所需的5天内是稳定的，但是不

幸的是，在对于获得尖峰活性所需的2至3周内不稳定。在这些微结构化条件下采用2％(w/

v)PEG和5M细胞/ml是提供具有快速神经突延伸和高活力的稳定超过一周的凝胶的最好折
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衷方案。细胞出现完全分化，对神经元标记物神经丝(βIII‑微管蛋白和MAP2)呈阳性，对星

形细胞标记物GFAP呈阴性。

[0109] 讨论

[0110] 已经开发了许多方法来创建具有宏观或分层孔隙的支架，其典型地通过盐浸、冷

冻干燥或静电纺丝进行。然而，这些方法不能使细胞包封或原位形成。此处，研究者提出了

一种独特的方法，其允许细胞被直接包封在多孔结构中，该多孔结构通过随着PEG进行步进

生长聚合时在PEG和高粘度多糖之间的相分离所创建。能够使得神经突快速向外生长和突

触形成的受限的三维培养，对于依赖于神经元‑基质相互作用(例如轴突指导、生长锥机制、

突触组装和再生)的研究而言最受关注。在空白背景下研究细胞外提示物的生物活性的可

能性是一个重要的工具，特别是在结合hiPSC衍生的神经元时，因为后者可以商购获自各种

患者特异性的转基因细胞系，这些细胞系提供了神经疾病的重要可重现模型。由于其完美

的透明性，所描述的微结构化凝胶特别适合于成像研究。

[0111] 电活性三维模型也代表了相对于二维模型的显著改进。体外神经网络对于研究电

生理学、神经调节、神经毒理学而言或对于药物筛选而言是重要工具。其三维对应物具有显

着不同的连接性，这会产生与体内状况更相关的数据。进来对网络连接性(network 

connectivity)在堆叠的二维表面上进行了研究，然而，研究者所描述的系统通过将神经元

置于完全三维环境中而更进一步。

[0112] 本研究中描述的大孔水凝胶提供了神经细胞外基质的生物物理性质的优异模拟，

从而首次允许在合成PEG凝胶中形成稳定的功能性网络。对于体内应用，令人关注的是此处

使用的组分和交联化学都是生物相容性的。特别是，PEG、HA和藻酸盐已经在诊所中使用。由

于系统在微米范围内的直接可调性，还可以设想包封其他细胞类型以控制其在三维空间中

的迁移、组装和相互作用。这些水凝胶的中孔隙度(mes o po ro s i ty) /大孔隙度

(macroporosity)提供了非常高的表面积，改善了传质，并且可允许开发与均相体系相比更

具组织化的组织类似物。

[0113] 方法

[0114] 除非另有说明，否则所有化学品均来自Sigma‑Aldrich，细胞培养试剂来自

Invitrogen，实验一式三份地进行，并且图像被最小程度地修改(对所有图片的亮度/对比

度进行调整，且仅对于神经元图片的伽马值进行调整，以使神经突和细胞体清晰可辨)。

[0115] 4臂‑PEG‑乙烯基砜(4臂‑PEG‑VS)

[0116] 将1g(50μmol)的20kDa  4臂‑PEG‑硫醇(Laysan  Bio)溶解于4ml三乙醇胺(TEOA)缓

冲液(300mM，pH8.0)中，立即在剧烈搅拌下滴加至1004μl(10mmol)二乙烯基砜的4ml相同的

缓冲液中。反应在几分钟内基本完成，并且放置进行2小时。将产物相对于mQ水透析(每次至

少6小时至少换水6次)，并冻干。发现硫醇在质子NMR(在氘代氯仿中，Bruker  400Mhz仪器)

的检出限内被完全取代。将产物以4％(w/v)重悬浮于mQ水中，无菌过滤，以200μl(8mg)等

分，冻干，并在使用前储存于‑20℃。

[0117] 基质金属蛋白酶(MMP)可切割肽处理

[0118] 具有序列Ac‑GCRD‑GPQGIWGQ‑DRCG‑NH2(1746Da)的MMP‑可切割肽(Nagase ,H .,

Biopolymers  40,339–416,1996；Lutolf,B.M.P.,Adv.Mater.15,888–892,2003)来自Anawa

(瑞士)，纯度>95％。将经HPLC纯化的肽作为需要中和的酸性TFA盐。为此目的，将约100mg肽
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粉末分散在少量水(约1ml)中，补充最少量的酚红作为pH指示剂，并用300mM  NaOH水溶液中

和(黄色溶液变成橙色)。肽的质子化形式溶解性差，但在加工过程中初始浆液变得清澈。避

免加入过量的NaOH是重要的，因为硫醇在pH>7.0(指示器变成红橙色)时迅速氧化。然后将

经中和的肽在mQ水中稀释至1％(w/v)，无菌过滤，以400μl(4mg)等分，冻干，密封并储存在‑

20℃直至使用。发现以这种形式至少6个月是稳定的。肽粉末通常含有显著量的抗衡离子和

少量氧化的肽，因此对于每一批，重悬浮的等分试样中的游离硫醇的精确浓度使用Ellman

测定法(Ellman,G.L.,Arch.Biochem.Biophys.70–77,1959)利用β‑巯基乙醇校准曲线确

定。将用于pH平衡的少量酚红在该测定的情况下控制为具有可忽略的吸光度。

[0119] 缓冲液

[0120] 特别小心地制备HEPES缓冲液(200mM  HEPES和100mM  NaOH的mQ水溶液，调节至pH 

7 .4)，因为其用于通过迈克尔加成形成凝胶，这是非常pH敏感的(Lutolf ,M .P .,

Biomacromolecules  4,713–722,2003)。发现pH指示剂酚红在558/433nm处的吸光度测量提

供最可靠的pH值，从而保证可再现的实验而不依靠更易于漂移的校准溶液和电极。将558/

433nm处的吸光度比率调整为2，其对应于在24℃和300mM离子强度下的pH7 .40(Yao ,W .,

Environ.Sci.Technol.35,1197–201,2001)(假设两性离子携带两个电荷；如果相反地像无

电荷分子一样处理它们，这相当于100mM离子强度和pH  7.5)。

[0121] 类似地制备pH8.0的TEOA，同时通过用HCl  300mM降低pH7.4的PBS(Gibco)的pH而

制备pH6.0的PBS。

[0122] 甘露糖醛酸(MA)

[0123] 高粘度(参见图S1)细菌MA( H.,Methods  Biotechnol.10,71–78,1999)是

Prof. 教授(Norwegian  University  of  Science  and  Technology,Biopolymer 

Laboratory)所惠赠。与HA不同，藻酸盐不存在于哺乳动物中，因此预期不会被任何神经元

受体特异性识别。另外，这种形式的藻酸盐是纯粘性的，因为其缺乏古洛糖醛酸盐(其使得

野生型藻酸盐能够交联钙)。

[0124] 凝胶形成

[0125] 事先准备支持体。将PDMS(Sylgard  184,10％(w/w)交联剂)的1mm层在50℃在陪替

氏培养皿中加热2小时。用4mm和6mm的连续同心冲孔获得环形模具(来自Kai  Medical的皮

肤冲孔器)。准备24孔板，每个孔具有一个无菌盖玻片，在其上放置一个PDMS模具。PDMS粘在

玻璃上，凝胶可以直接在该支持体上制作，这使得能够容易转移、成像或免疫染色，所有这

些都不会机械性干扰神经元。试图保持凝胶像其他细胞类型通常的那样自由浮动，给出了

更差的结果：神经突通常在介质变化或凝胶转移过程中机械破裂。在用洗涤剂洗涤和紫外

线消毒后，可以回收PDMS模具。应该避免乙醇，因为它可以加载在PDMS中并释放到培养物

中。在即将制作凝胶之前，将4臂‑PEG‑VS的等分试样以20％(w/v)重悬浮于pH7.4的HEPES中

(提供40mM乙烯基砜)。将MMP‑可切割肽以8％(w/v)重悬浮于pH6.0的PBS中(根据Ellman测

试，典型地提供50mM的硫醇)。肽溶液的微酸性pH值对于避免硫醇氧化是重要的，硫醇氧化

在pH7.4时几小时就变得显著。将补充有0.75％(w/v)透明质素(HA,Sigma53747)的无菌过

滤完全培养基的等分试样保持在4℃。由于高粘度，必须使用容积式移液管(例如Gilson 

Microman  M50E)来准确吸取含有大于0.5％(w/v)HA的溶液。为了制备100μl含有2％(w/v)

PEG、0.525％(w/v)HA和1e7个细胞/ml的典型凝胶，如下合并原液：10μl  of  4臂‑PEG‑VS原
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液、12μl的HEPES  pH7.4缓冲液、在HA补充培养基中1.43e7个细胞/ml的70μl细胞悬浮液，最

后在试管侧壁滴加8μl的MMP‑可切割肽。快速涡旋并用容积式移液管剧烈混合约10秒后，液

体前体可以用15μl/PDMS模具分配。在此浓度下3至4分钟内发生胶凝，但更软的凝胶可能会

花费多达15分钟，因此在添加1ml生长培养基之前，在细胞培养箱(37℃,5％CO2)中使每次

胶凝进行1小时。胶凝混合物具有生理pH值和渗透压以及大比例的完全培养基：结果，细胞

受到最小的胁迫，并且在1小时停止胶凝时在相差中已经可以看到神经突延伸。通过约20％

(v/v)的强缓冲的HEPES溶液(pH7.4)使pH保持稳定。其它条件通过下述获得：相应地改变在

混合物中加入的4臂‑PEG‑VS和MMP肽原液的体积，用pH8.0的TEOA代替缓冲液，改变原液中

的HA和细胞浓度，将培养基改变为适于各细胞类型的培养基，或者用另一种高粘性补充剂

代替HA，如各实验所指明。在相同的缓冲液和硫醇摩尔浓度下通过用PEG‑二硫醇(Laysan 

Bio,3.4kDa)代替MMP‑可切割肽而形成不可降解的凝胶。在所指定的情形中加入具有序列

CSRARKQAASIKVAVSADR‑NH2(简称为IKVAV，ANAWA)的层粘连蛋白α1(2110‑2127)肽。为此，首

先将IKVAV肽从4mg/ml原液添加到4臂‑PEG‑VS溶液中，静置缀合30分钟，然后进行所述策略

的其余部分(在该情况下，HEPES缓冲液的添加量相应减少以保持相同的总体积)。使用香豆

素标记的IKVAV肽进行的FRAP测试来验证肽成功地锚定在凝胶中。根据公开的策略以二维

检验IKVAV的生物活性(Tashiro,K.,J.Biol.Chem.264,16174–82,1989)。

[0126] 流变测定法

[0127] 在Anton  Paar  MCR  301流变仪上进行动态剪切测量。如上所述制备凝胶的液体前

体，其具有完全的生长培养基但没有细胞，并插入在金属底板和20mm直径的平行板几何体

之间。在5％应变、0.25mm间隙、37℃珀耳帖控制温度和水饱和气氛下，以1Hz振荡监测存储

模量G'和损耗模量G″的增加。选择该菌株以完全落入凝胶的线性粘弹性区内(在1Hz下延伸

至少1％至400％)。将刚度定义为在60分钟时的储存模量(所有样品达到平稳水平并且通过

添加细胞培养基来停止胶凝的点)，胶凝时间被定义为在对数标度上达到平稳水平刚度的

一半时的时间，如在典型实验曲线上的补充图1所示。在2％应变、0.2mm间隙、37℃和水饱和

气氛下以0.01至10Hz测量0.5％(w/v)HA和2％(w/v)MA的复数粘度。

[0128] 四甲基罗丹明标记的4臂‑PEG‑乙烯基砜(TMR‑标记的4臂‑PEG‑VS)

[0129] 将100mg(5μmol)的20kDa的4臂‑PEG‑硫醇溶解于2ml  mQ水中。然后在搅拌下滴加

0.12mg(0.25μmol)四甲基罗丹明‑5‑马来酰亚胺(sigma  94506)的2ml  PBS(pH7.4)溶液。缀

合在几秒钟内发生，但静置额外10分钟。将所得的混合物滴加在220μl(2.2mmol)二乙烯基

砜的4ml  TEOA缓冲液(300mM，pH8.0)中，静置反应30分钟，透析并冻干。所有的处理都在黑

暗中进行。

[0130] 该策略在100％缀合效率的上限情况下取代了4臂‑PEG端点的1/80，这确保对凝胶

形成的影响可忽略不计。

[0131] 孔隙成像和量化

[0132] 如上所述用PEG  1 .9％(w/v)，不使用细胞，并使用TMR标记的4臂‑PEG‑VS制备凝

胶。为了产生不同的孔径，培养基(混合物的70％)补充有0或0.5％(w/v)HA或2％MA。在具有

63x/1.4油物镜和520nm激发的Leica  SP8共聚焦显微镜中，在pH7.4的PBS中温育3天后，将

每个凝胶的微结构成像为具有50×50×200nm3像素尺寸的25μm的立方体堆栈。将Leica 

HyDs用于检测，优点是在具有非常低噪声的光子计数下运行，因此提供了“真”黑色电平。通
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过漂白校正、2px高斯平滑、阈值化、使用Matlab等值面进行曲面三角剖分和减少贴片函数

(patch  function)以及Blender渲染来获得孔连通性的三维视图。对于孔径定量，每个条件

的三个堆栈中的每一个都用漂白校正(Fiji，简单比例，背景电平0)和1px高斯平滑进行过

滤。然后对堆栈进行阈值化和倒置以获得标记为1的孔和标记为0的荧光PEG的二值图像，并

且使用定制的Matlab脚本来计算二阶相关函数S2(x,y)。由于观察到各向同性，所以将数据

减少至 r使用50nm面元(bin)。最后，使用可穿透球模型将所得到的

数据拟合(Berryman,J.G.,J.Appl.Phys.57,2374–2384,1985)。

[0133] 大鼠E17解离皮层神经元

[0134] 如前所述解剖来自E17Wistar大鼠胚胎的皮质并解离(Buerli,T.,Nat.Protoc.2,

3090–101,2007)。简言之，将切碎的皮质在补充有1mg/ml  BSA、10mM葡萄糖、0.5μg/ml  DNA

酶(Sigma ,D‑5025)和0.5mg/ml木瓜蛋白酶(Sigma,P‑4762)的PBS中于37℃温育15分钟，并

用由DMEM+10％FBS组成的阻断培养基(blocking  medium)洗涤。然后将其重悬浮在2ml阻断

培养基中，并使用火抛光的巴斯德移液管通过研磨进行解离。将解离的细胞重悬浮于无血

清生长培养基中，所述培养基由补充有1x  Glutamax和青霉素/链霉素的Neurobasal+B27

(Gibco  21103‑049和17504‑044)组成，并且在PLL包被的烧瓶(50ug/ml  PLL的硼酸盐缓冲

液，pH8.4，在37℃温育1h)中铺平板过夜。次日，首先用TrypLE快速洗涤平板5分钟，以使弱

粘附的非活细胞和细胞碎片脱离。然后将剩余的健康细胞用胰蛋白酶/EDTA(Gibco  12605‑

010和25200‑072)脱离。加入两倍体积的阻断培养基后，将细胞离心并重悬浮于无血清生长

培养基中。所有随后的二维或三维细胞培养都在无血清生长培养基中进行，每周一次更换

其中一半培养基。

[0135] 背根神经节(DRG)分离和培养

[0136] 在即将包封前从E10鸡胚中分离DRG。将它们在补充有1mg/ml白蛋白和50ng/ml 

NGF的无血清生长培养基中培养。在HA  0.525％(w/v)和葡聚糖1.4％(w/v))的存在下，在交

联有化学计量量的PEG‑二硫醇的4臂‑PEG‑VS  0.8％(w/v)中完成包封，如凝胶形成部分所

述。

[0137] 人诱导多能干细胞(hiPSC)衍生的神经元

[0138] hiPSC衍生的神经祖细胞(Axol  ax0016)根据在线供应商策略进行繁殖和分化。然

后在HA  0.525％(w/v)的存在下，以与原代神经元相同的策略，将衍生的人大脑皮质神经元

包封在凝胶中，以用于微结构化，并用Axol维持培养基(也无血清)代替生长培养基。

[0139] 用钙离子传感器尖峰成像

[0140] 取出用于钙成像的凝胶的培养基，替换为来自1mM无水DMSO溶液的补充有6μM的

Oregon  Green  BAPTA‑1(Life  technologies)的新鲜完全培养基。温育1h后，将凝胶在其原

始培养基中洗涤1h，并使用具有8KHz共振扫描仪的20x/0.95水物镜和488nm照射，在Leica 

SP8共焦显微镜上成像。所得成像速率为7.44Hz。

[0141] 活力测定

[0142] 通过用钙黄绿素AM(绿色细胞质，活细胞，2μM，来自4mM在DMSO中的原液)补充凝胶

培养基和细胞核染色完成活力测定，所述细胞核染色为Hoechst(蓝色细胞核，所有细胞，10

μg/ml，来自10mg/ml的mQ水溶液)、溴化乙啶同二聚体‑1(红色细胞核，死细胞，2μM，来自在

DMSO/水1:4中的2mM原液)和碘化丙锭(红色细胞核，死细胞，6.6μg/ml，来自0.33mg/ml的mQ
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水溶液)。将凝胶在补充培养基中温育1小时，然后在新鲜的培养基中洗涤1小时，并在Leica 

SP8多光子显微镜上对解离的细胞成像，所述多光子显微镜具有超过200μM深度的20x/0.95

水物镜，或者具有10x/0.3空气物镜，作为DRG外植体的单个切片。活细胞和死细胞手动计

数。

[0143] 凝胶降解

[0144] 通过采用在5x空气物镜的明视野中覆盖Zeiss  Observer  2显微镜上整个凝胶的

铺瓦扫描，在4mm直径的凝胶层上，在2天后对凝胶稳定性定量(此时将在培养一个月内溶解

的条件已经可见化地降解)。铺瓦与Microsoft  Image  Composite  Editor组装在一起。由于

其没有悬浮的细胞体，并被大致呈现为簇集在降解部分的侧面和底部的黑暗细胞聚集体，

因此降解的区域清晰可见。将其使用Fiji手动分段，将降解百分比报告为相对于总凝胶面

积的降解面积(来自6个样品的平均值和标准偏差)。

[0145] PEG诱导的成簇和PEG摄取

[0146] 当用10％(w/v)高分子量PEG(Sigma,200kDa)作为粘性组分进行神经元包封时，在

混合后立即观察到细胞成簇。使用PlasDIC在20x空气物镜上完成成像。为了在最佳可见度

条件下研究PEG吸收，使神经元在PLL包被的组织培养塑料中二维生长6天，以确保从组织解

离完全恢复。然后在其培养基中补充1％(w/v)TMR标记的4臂‑PEG‑VS，以模拟在包封过程中

暴露于PEG。用新的生长培养基仔细洗涤培养物5次10分钟，立即在PlasDIC中成像，并在20x

空气物镜上进行荧光以观察PEG与细胞的结合。在培养另外12天后进行相同的观察，以观察

PEG保留。通过背景减法和3px中值滤波对荧光通道进行光不均匀性和噪声校正。

[0147] 神经突向外生长定量

[0148] 在第2天神经突长度通过手工追踪进行定量，因为它提供了最大的准确性和可靠

性，但是第5天自动追踪，因为在这个时间点的长度变得几乎难以手动追踪。对来自自动跟

踪的每个图像进行目视检查以适当跟踪。使用简单的神经突示踪剂进行手动追踪

(Longair,M.H.,Bioinformatics  27,2453–2454,2011)，使用NeuriteQuant进行自动跟踪

(Dehmelt,L.,BMC  Neurosci.12,100,2011)。追踪是在200μm深和620μm宽的双光子成像三

维堆栈上进行的。对于含有部分降解的凝胶的系列(其太弱而不能经受免疫染色)，荧光染

色是缺省的βIII‑微管蛋白(对固定样品上的所有神经突染色)和钙黄绿素AM(对活样品上

的所有过程染色)(图4和图6中的HA响应曲线)。对DAPI染色的细胞核进行计数并用于相对

于细胞数量标准化。

[0149] 免疫细胞化学和成像

[0150] 原代抗体：βIII‑微管蛋白(Sigma  T5076,1:500)、神经丝(Sigma  N4142,1:150)、

突触结合蛋白(DSHB  mAB  30，由Reichardt博士开发，来自UCSF ,8μg/ml)、MAP‑2(Sigma 

M3696,1:200)、GFAP(R&D  Systems  AF2594,10μg/ml)。以1:200使用与Alexa488和594缀合

的二抗(Invitrogen  A11005,A11008,A10680,A11015)。研究者采用标准的免疫细胞化学策

略，以对整个凝胶进行直接染色和成像。将样品固定并在4℃于具有0.1％Triton  X‑100的

10％福尔马林透化1小时，用5％BSA的PBS溶液阻断过夜，并用PBS洗涤(1h两次，一次过夜)。

然后将它们在一抗中温育(室温在温和摇动下过夜，用3％BSA的PBS溶液稀释)，用PBS洗涤，

在二抗中温育过夜，用PBS洗涤，用DAPI  0.3μM的PBS溶液染色1小时，最后用PBS洗涤。在具

有20x/0.95水物镜、超过620μm宽和200μm深的Leica  SP8多光子显微镜上，使用1μm步进，
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600Hz扫描速率，1024×1024px，并且使用MaiTai  Deepsee  and  Insight  Deepsee  fs激光

器(Spectra  Physics)分别在710nm和1100nm同时激发，而进行经免疫染色样品的成像。同

时采集2至3种颜色。对所得到的堆栈施加最大强度投影(MIP)，通过除以荧光素参考图像而

补偿光的不均匀性，并调节其颜色显示(亮度/对比度/伽马值)。

[0151] 统计分析

[0152] 使用单因素方差分析和Tukey事后检验来定量系列内的差异，p<0.01被认为是显

著的。
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