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电纺纤维的刚度对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ
黏附和迁移的影响
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摘要　 采用退火处理方法调控电纺聚左旋乳酸（ＰＬＬＡ）纤维的刚度， 研究了纤维刚度变化对诱导多能干细胞

来源的间充质干细胞（ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ）的形貌、 增殖和迁移行为的影响． 结果表明， 退火处理对纤维的直径影响不

大［退火前（１􀆰 ２６±０􀆰 ２５） μｍ， 退火后（１􀆰 ２４±０􀆰 ２６） μｍ］， 但提高了纤维结晶度和力学性能， 导致纤维刚度增

加 １􀆰 ７３ 倍． 将 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在退火处理的纤维支架上培养 ２４ ｈ 后的细胞骨架铺展面积及 ７ ｄ 后的细胞增殖分别

是未处理前的 １􀆰 ７８ 和 １􀆰 １８ 倍． 纤维刚度的提高影响 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的迁移并促进迁移相关基因 Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１， ＲｈｏＡ
和 Ｒｏｃｋ１ 的表达上调． 通过退火处理提高电纺 ＰＬＬＡ 纤维刚度可作为仿生支架构建中调控细胞生物功能的一

个重要手段．
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细胞迁移是机体内普遍存在的一种生理过程， 对生命活动中的许多行为如胚胎发生［１，２］、 神经系

统的形成［３］及免疫应答［４］等有重要影响． 在组织修复与再生过程中， 细胞迁移也起着至关重要的作用．
白细胞的迁移可以吞噬入侵到体内的病菌， 血管内皮细胞的迁移可以促进血管萌发和新生［５］， 成纤维

细胞的迁移有助于伤口愈合［６］， 成骨细胞的迁移能够加强骨组织的再生等［７，８］ ．
研究生物材料的基底刚度大小对细胞结构和功能的影响， 对提高基于生物材料的人体组织缺损的

修复和再生质量有着深远的意义［９］ ． 研究发现， 神经元细胞在 １００ Ｐａ 基底刚度条件下分支增多［１０］， 乳

腺上皮细胞在 ２００ Ｐａ 的基底上可形成腺管结构［１１］， 骨骼肌细胞在 １２ ｋＰａ 的基底上形成横纹结构［１２］，
而将软骨细胞从刚度较小的基底（３􀆰 ８ ｋＰａ）转移到刚度较大的基底（７􀆰 ４～１９􀆰 ９ ｋＰａ）上， 细胞增生活跃，
生长明显增强［１３］ ． 将胚胎干细胞（ＥＳＣｓ）种植在刚度较高的聚二甲基硅氧烷基质上时， 能够促进 ＥＳＣｓ
早期的内胚层分化和末期的成骨分化［１４］ ． 研究结果表明， 生物材料的刚度作为一种生物物理（或力学）
信号， 与生物信号和化学信号一样， 也是影响细胞结构和功能的重要因素之一．

采用静电纺丝（Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎｎｉｎｇ）技术制备的超细纤维具有仿生天然细胞外基质（ＥＣＭ）微⁃纳米结构

的特性， 已广泛用于皮肤、 血管、 神经及肌腱等组织的构建， 是近年来组织工程与再生医学生物材料

支架研究的热点［１５～１７］ ． 研究结果表明， 电纺纤维支架可通过组分复合、 纤维取向及生物活性分子的化

学接枝等方式明显促进细胞的黏附、 增殖、 分化及相关功能的表达［１８～２１］ ． 但调控电纺纤维的刚度及其

对细胞行为影响的研究报道还比较有限． Ｓｋｏｔａｋ 等［２２］采用戊二醛溶液交联处理的方法来改变明胶纳米

纤维的刚度， 发现纤维刚度的增大有利于增加软骨细胞的密度及功能蛋白的表达． Ｊｉａｎｇ 等［２３］采用化学

交联的方法改变电纺多糖纳米纤维的刚度来研究其支持间充质干细胞（ＭＳＣｓ）向神经细胞转变的分化

作用． Ｖａｔａｎｋｈａｈ 等［２４］研究了不同配比的电纺 Ｔｅｃｏｐｈｉｌｉｃ® ／明胶复合纤维的配体密度与刚度对血管平滑

肌细胞（ＳＭＣｓ）的影响， 并发现增加配体密度可以提高平滑肌细胞的收缩能力， 增加刚度则可调节



ＳＭＣｓ 的增殖， 二者之间表现为竞争抑制关系． 尽管以上这些研究工作从纤维刚度的角度对细胞行为影

响已经做了一些有益的探索， 但通过化学交联或调节两种材料比例的方式来调控纤维刚度不可避免地

带来额外因素（除刚度外）的影响， 从而使研究的问题复杂化． 因此， 采取一种可排除化学因素的影响

来调控电纺纤维刚度的方法， 能比较精确甄别电纺纤维的刚度变化对细胞行为影响的作用程度和机

理， 对发展高度仿生的组织工程支架具有重要意义．
退火处理作为一种消除内应力和改善结晶度的常用手段， 可以增强某些结晶度不高的聚合物材料

的结晶度， 从而改善其性能， 并且在高分子材料领域已得到广泛应用［２５～２７］ ． 我们［２８］采用退火处理改变

纤维刚度而不影响纤维的其它性质， 发现纤维刚度促进 ＭＳＣｓ 向成骨分化主要是通过 ＭＩＦ 介导的

ＡＫＴ ／ ＹＡＰ ／ ＲＵＮＸ２ 信号通路调控的． 诱导多能干细胞来源的间充质干细胞（ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ）是近年来一类备

受关注的组织工程用新细胞来源［２９］， 但目前针对电纺纤维刚度调控 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的行为尚未见报道． 本

文采用退火处理的方法改变电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的刚度， 研究纤维刚度的变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的黏附、 铺

展（细胞骨架）、 增殖及迁移行为的影响．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

ＰＬＬＡ（Ｍη ＝ １×１０５）， 济南岱罡生物工程有限公司； 三氟乙醇（ＴＦＥ）， 上海达瑞精细品化学有限公

司； 磷酸盐缓冲液粉剂（ＰＢＳ， ｐＨ＝ ７􀆰 ４）， 上海迪申生物技术有限公司； 胎牛血清（ＦＢＳ）， 浙江天杭生

物技术有限公司； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液， 杭州吉诺生物技术有限公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒， 日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 有限

公司； 青⁃链霉素（Ｐ ／ Ｓ）、 胰蛋白酶和罗丹明⁃鬼笔环肽（Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ）， 美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ４，６⁃二脒基⁃
２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）， 瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司．

ＴＸＲ１０２０Ｎ３０⁃３０ 型高压电源， 大连泰思曼科技有限公司； ＫＤＳ⁃１００ 型微量注射泵， 美国 ＫＤ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司； ＴＭ⁃１０００ 型扫描电子显微镜（ＳＥＭ）， 日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司； Ｒｉｇａｋｕ Ｄ ／ ＭＡＸ⁃２５５０ＰＣ 型 Ｘ 射线衍

射（ＸＲＤ）仪， 日本理光公司； ＤＳＣ⁃２０４Ｆ１ 型差示扫描量热分析（ＤＳＣ）仪， 德国耐驰仪器制造有限公司；
Ｈ５Ｋ⁃Ｓ 型万能材料测试仪， 英国 Ｈｏｕｎｓｆｉｅｌｄ 公司； ＨＦ９０ 型 ＣＯ２培养箱， 香港力康生物医疗科技控股有

限公司； ＭＫ３ 型酶标仪， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＴＩ⁃Ｓ 型倒置荧光显微镜， 日本 Ｎｉｋｏｎ 公司．
１．２　 ＰＬＬＡ 超细纤维的制备与退火处理

在室温下配制质量分数为 １０％的 ＰＬＬＡ ／ ＴＦＥ 溶液， 常温下磁力搅拌 １２ ｈ 得到纺丝溶液， 进行电纺

丝． 具体纺丝参数如下： 电压 １０ ｋＶ， 注射速率 １ ｍＬ ／ ｈ， 接收距离 １５ ｃｍ， 室温， 环境湿度 ２０％ ～３０％．
纺丝结束后， 将纤维膜放入真空干燥箱中干燥 ４８ ｈ 以上以除去纤维中残留的有机溶剂． 将干燥的

ＰＬＬＡ 纤维膜（３０ ｃｍ×３０ ｃｍ）于 ６０ ℃热处理 ３ ｈ 并作退火处理， 然后缓慢冷却至室温， 备用．
１．３　 ＰＬＬＡ 超细纤维的形貌与结构表征

通过 ＳＥＭ 观察电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的表面形貌， 并用 ＩｍａｇｅＪ 软件测量纤维的直径大小． 采用 ＸＲＤ
对纤维结晶性能进行分析． 采用 ＤＳＣ 检测纤维的热学性能． 根据下式计算结晶度（Ｘｃ， ％）：

Ｘｃ ＝
Δ Ｈｍ － Δ Ｈｃ

Δ Ｈｆ

× １００％ （１）

式中： Δ Ｈｍ为熔融焓； Δ Ｈｃ为冷结晶焓； Δ Ｈｆ为 ＰＬＬＡ 聚合物 １００％结晶时的熔融焓（９３ Ｊ ／ ｇ） ［３０］ ．
１．４　 ＰＬＬＡ 超细纤维的力学性能测试及刚度计算

分别剪取 ８ 条厚度均匀的长条形（１０ ｍｍ × ５０ ｍｍ）纤维膜， 用螺旋测微器测量每个膜上 ５ 个不同

点的厚度并取平均值， 在恒温恒湿条件（ ～ ２５ ℃， 相对湿度 ～５０％）下测试纤维膜的拉伸力学性能． 仪

器设置参数如下： 两钳口夹间距为 ３０ ｍｍ， 拉伸速率为 １０ ｍｍ ／ ｍｉｎ， 力传感器范围为 １０ Ｎ， 根据下式

计算分别得到拉伸应力（ＴＳ， ＭＰａ）和应变（ε）， 并绘制拉伸应力⁃应变曲线．
ＴＳ ＝ Ｆ ／ １０ｈ （２）
ε ＝ ｌ ／ ３０ （３）

式中， Ｆ（Ｎ）， ｈ（ｍｍ）及 ｌ（ｍｍ）分别表示拉伸力、 样品的厚度及伸长长度． 根据拉伸应力⁃应变曲线得出
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电纺 ＰＬＬＡ 纤维的杨氏模量， 并通过下式计算纤维的刚度（ｋ） ［２４，３１］：
ｋ ＝ ＥＡ ／ Ｌ （４）

式中， Ｅ， Ａ 及 Ｌ 分别表示纤维样品的杨氏模量、 横截面积及长度（Ｌ＝ ３０ ｍｍ）．
１．５　 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的生物学特性检测

１．５．１　 材料准备和细胞培养　 将电纺 ＰＬＬＡ 纤维膜及经退火处理的 ＰＬＬＡ 纤维膜剪成相同大小并包裹

在经严格清洗和灭菌处理后的玻片（ϕ＝ １５ 或 ３５ ｍｍ）上， 放入 ２４ 孔或 ６ 孔细胞培养板中用紫外照射过

夜（１２ ｈ）进行初步灭菌； 用体积分数为 ７５％的乙醇浸泡 ２ ｈ， 作进一步灭菌处理， 用 ＰＢＳ 缓冲液漂洗

３ 次， 除去残留的乙醇． 处理完成后， 在每个孔中加入 ５００ μＬ 预先配制好的新鲜细胞培养液， 放入

３７ ℃， ５％ＣＯ２细胞培养箱中孵育过夜作预培养． 将复苏好的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 悬液种植到带有纤维支架的 ２４
孔或者 ６ 孔板中， 放入细胞培养箱中培养， 隔天更换新鲜培养液． 培养液组成： １５％（体积分数）ＦＢＳ＋
１％（体积分数）Ｐ ／ Ｓ＋ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液．
１．５．２　 细胞黏附铺展检测 　 将在纤维支架上培养 ２４ ｈ 后的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 用 Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ（荧光为红色）和

ＤＡＰＩ（荧光为蓝色）分别对其细胞骨架和细胞核进行染色， 观察细胞的黏附铺展情况， 并对其铺展面积

进行定量分析． 步骤如下： 弃去原有培养液， 加入 ４％多聚甲醛溶液固定细胞， 用 ０􀆰 １％的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
溶液透膜处理， 然后每孔加入浓度为 ０􀆰 ２％的 Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ 溶液 ２００ μＬ 进行细胞骨架染色， 再加入

２００ μＬ ＤＡＰＩ 溶液（体积比 １ ∶ ４００）进行细胞核染色； 在倒置荧光显微镜上观察细胞黏附铺展情况．
１．５．３　 细胞增殖情况检测　 采用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测细胞种植在纤维支架上的增殖情况． 将培养到一定

时间（１， ４， ７ ｄ）的培养板从培养箱中取出， 每孔加 ２０ μＬ 的 ＣＣＫ⁃８ 试剂， 使用铝泊包裹培养板进行避

光处理， 放入培养箱继续培养 ４ ｈ． 当细胞与 ＣＣＫ⁃８ 试剂充分反应后， 从每个孔移取 ２００ μＬ 反应液转

移到 ９６ 孔培养板中， 用酶标仪测定培养液在 ４５０ ｎｍ 处的吸光值．
为了更直观地观察 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度纤维支架上培养较长时间的生长状况及细胞形态， 在细

胞种植 ４ 及 ７ ｄ 后， 弃去原有培养基， 加入 ２􀆰 ５％的戊二醛溶液固定， 然后采用体积分数为 ５０％， ６０％，
７０％， ８０％， ９０％和 １００％乙醇进行梯度脱水处理， 放入真空干燥箱完全干燥后， 使用 ＳＥＭ 观察细胞在

纤维支架上的微观形貌．

Ｓｃｈｅｍｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

１．５．４　 细胞迁移情况检测　 伤口愈合试验（划痕试验）是细胞迁移研究中最简便、 最常用的方法． 传统

的伤口愈合试验是用普通移液枪的枪头或其它尖锐物在汇合成片的单层细胞上划一道伤痕造成无细胞

的“伤口”， 然后通过一段时间后在倒置显微镜下观察“伤口”的逐渐“愈合”情况来表征细胞的迁移行

为． 但由于本文研究的基底材料是超细纤维膜， 如果采用传统的划痕试验方法研究 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在纤维支

架上的迁移情况， 在划痕营造“伤口”的过程中很容易破坏纤维膜的原有形貌结构， 这将影响纤维刚度

变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移行为的检测结果． 因此， 本文在传统伤口愈合试验的基础上做如下改进（见
Ｓｃｈｅｍｅ １）： 在含有纤维支架的膜片上， 放置一个中间带有横杠的钢环将纤维膜片分隔， 再将细胞种植

在左右两边区域， 从而在移除钢环后即可营造出一个类似于划痕试验中的“伤口”， 通过表征 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ
迁移到“伤口”的数目评估纤维刚度的变化对细胞迁移行为的影响． 具体操作过程如下： 将经严格灭菌

处理后的钢环和纤维膜片放入 ２４ 孔细胞培养板中， 每孔加入 ５００ μＬ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 培养液对纤维支架进行

预培养过夜； 参照文献［３２，３３］方法， 将待消化的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 用含有 １０ μｇ ／ ｍＬ 丝裂霉素 Ｃ（ＭＭＣ）的细

胞培养液在 ３７ ℃下孵育 ６０ ｍｉｎ（用于抑制细胞增殖， 以避免细胞增殖对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移的影响）； 清洗

失去增殖能力的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 并消化处理， 按照 １×１０５ Ｃｅｌｌ ／孔的细胞密度种植到预培养过夜后的纤维支
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架上； 培养 ２４ ｈ 后将钢环移去并记为细胞迁移的 ０ ｈ 时刻， 对标记为 ０ ｈ 的 ２４ 孔培养板上的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ
进一步处理， 即弃掉原有培养液， 每孔加入 ４％的多聚甲醛溶液进行固定， 加入 ２００ μＬ 的 ＤＡＰＩ
（１ ∶ ４００）溶液对细胞核进行染色， 使用倒置荧光显微镜观察并记录细胞迁移的起始状态； 其余 ２４ 孔板

上的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 继续培养至 ４８ 及 ７２ ｈ 后， 按照上述方法处理后， 使用倒置荧光显微镜观察并记录

ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ的迁移情况．
１．５．５　 迁移基因表达检测　 为了解纤维刚度变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移行为的影响， 采用实时荧光定量聚

合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度纤维支架上培养不同时间点（２４， ７２， ９６ ｈ）时与细

胞黏附及迁移密切相关的 Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１， ＲｈｏＡ 和 Ｒｏｃｋ１ 等基因的表达情况． 相关基因的引物序列如表 １
所示．

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉfiｃ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１ ＡＴＧＣＣＡＡＡＴＣＴＴＧＣＧＧＡＧＡＡＴ ＴＴＴＧＣＴＧＣＧＡＴＴＧＧＴＧＡＣＡＴＴ
ＲｈｏＡ ＡＧＣＴＴＧＴＧＧＴＡＡＧＡＣＡＴＧＣＴＴＧ ＧＴＧＴＣＣＣＡＴＡＡＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＡＣ
Ｒｏｃｋ１ ＧＡＣＴＧＧＧＧＡＣＡＧＴＴＴＴＧＡＧＡＣ ＡＴＣＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＣＣＡＧＧＧＣＡＴ
ＧＡＰＤＨ ＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＣＴＡＣＡ ＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＣＧＧＣＣＴＴＧ

１．６　 统计学方法

应用 Ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰 ０ 统计软件对定量实验数据进行统计学分析， 评价各个样品之间是否存在显著性

差异． 数据以 Ｍ ± ＳＤ （ 平均值 ± 标准偏差） 表示， 组间比较采用 ｔ 检验和单因素方 差 分 析

（Ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）． 当任意两组数据差异概率 Ｐ＜０􀆰 ０５（∗）时， 则认为它们之间存在显著性差异； 当

Ｐ＜０􀆰 ０１（∗∗）时， 则认为它们之间存在极显著性差异．

Ｆｉｇ．１　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ（Ａ， Ｂ） ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（Ｃ， Ｄ） ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒｓ ｂｅｆｏｒｅ（Ａ， Ｃ）
ａｎｄ ａｆｔｅｒ（Ｂ， Ｄ） ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｉｎｓｅｔｓ ｏｆ （Ａ） ａｎｄ （Ｂ）： ｈｉｇｈ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

２　 结果与讨论

２．１　 ＰＬＬＡ 超细纤维的形貌观察

图 １ 为采用电纺丝技术制备的 ＰＬＬＡ 超细纤维及其退火处理后的纤维形貌的 ＳＥＭ 照片与粒径分

布． 可以看出， 所制备的纤维形貌良好， 直径分布较均一， 对纤维进行 ６０ ℃退火处理 ３ ｈ 后， 纤维之间

没有出现纤维间的黏结现象［图 １（Ａ）， （Ｂ）］； ＰＬＬＡ 超细纤维的直径为（１􀆰 ２６±０􀆰 ２５） μｍ， 退火后的纤
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维直径为（１􀆰 ２４±０􀆰 ２６） μｍ［图 １（Ｃ）， （Ｄ）］． 退火处理后纤维直径略有收缩， 但总体来看退火处理对

纤维直径影响不大， 与文献［２８］结果一致．
２．２　 退火处理对 ＰＬＬＡ 超细纤维的结晶性能影响

图 ２（Ａ）给出未处理及 ６０ ℃退火 ３ ｈ 后的 ＰＬＬＡ 超细纤维的 ＤＳＣ 曲线． 表 ２ 给出了由 ＤＳＣ 曲线获

得的退火前后 ＰＬＬＡ 超细纤维的热学性能数据， 由表 ２ 可知， 未退火的 ＰＬＬＡ 超细纤维在升温过程中，
在 ５６􀆰 １９ ℃出现一个玻璃化转变温度（Ｔｇ）， 在 ８０􀆰 ２３ ℃出现冷结晶峰（Ｔｃ）， 且在 １７９􀆰 ３８ ℃出现结晶

熔融温度（Ｔｍ） ［３４］； 退火的 ＰＬＬＡ 超细纤维的 Ｔｇ为 ５８􀆰 ５１ ℃， Ｔｍ为 １７７􀆰 ４３ ℃， 未出现 Ｔｃ； 通过式（１）计
算电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的结晶度为 １０􀆰 ８８％； 而当退火处理后， 冷结晶峰消失， 结晶度增大至 １１􀆰 ２９％，
说明退火处理可以改变电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的大分子聚集态结构， 导致结晶度的略微增大．

Ｆｉｇ．２　 ＤＳＣ（Ａ） ａｎｄ ＸＲＤ（Ｂ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒｓ ｂｅｆｏｒｅ（ａ） ａｎｄ ａｆｔｅｒ（ｂ） ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅｒｍａｌ ｄａｔａ ｏｆ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｓａｍｐｌｅ Ｔｇ ／ ℃ Ｔｃ ／ ℃ Ｔｍ ／ ℃ ΔＨｃ ／ （ Ｊ·ｇ－１） ΔＨｍ ／ （ Ｊ·ｇ－１） Ｘｃ（％）

ＰＬＬＡ ５６．１９ ８０．２３ １７９．３８ １．８４ １１．９６ １０．８８
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ５８．５１ １７７．４３ １０．５０ １１．２９

　 　 图 ２（Ｂ）给出未处理及退火处理后的电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的 ＸＲＤ 谱图． 可以看出， 未经退火处理

的 ＰＬＬＡ 超细纤维的衍射图谱上未出现明显的结晶衍射峰， 这是因为， 一方面， 电纺丝过程并不能保

证形成完善的聚合物分子结晶结构［３５，３６］； 另一方面， 当退火温度在 Ｔｇ以下时， ＰＬＬＡ 分子链还不能克

服分子间的相互作用力而发生分子间的迁移和重排． 而当退火温度高于 Ｔｇ之后， 经 ３ ｈ 的退火处理， 纤

维膜在 １６􀆰 ４°出现明显的（２００） ／ （１１０）的晶面衍射［３４］， 说明当温度升高时， 纤维内部分子链的迁移和

重排过程迅速， 有利于电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维内部形成晶体结构和结晶度的提高， 与 ＤＳＣ 结果一致．
２．３　 退火处理对 ＰＬＬＡ 超细纤维力学性能的影响

晶体结构是影响聚合物力学性能的主要因素之一， 结晶度和晶体尺寸的变化将直接影响聚合物材

料的拉伸强度、 韧性及模量等力学性能． 研究证明， 退火处理可以有效改变聚合物的晶体结构［３７］ ． 对

退火后的电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维进行拉伸性能测试和分析（图 ３）可知， ＰＬＬＡ 超细纤维的杨氏模量为

（１１０􀆰 ６６±１４􀆰 ９４） ＭＰａ， 拉伸强度为（５􀆰 １９±０􀆰 ３８） ＭＰａ； 退火后 ＰＬＬＡ 超细纤维的杨氏模量为（１２６􀆰 ０８±
９􀆰 ２９） ＭＰａ， 拉伸强度为（７􀆰 ６６±０􀆰 ３５） ＭＰａ， 统计分析发现两者的杨氏模量具有显著性差异， 拉伸强度

具有极显著性差异． 由此可知， 无论是拉伸强度或是拉伸模量， 退火处理的 ＰＬＬＡ 超细纤维均大于未退

火处理的 ＰＬＬＡ 超细纤维， 说明退火处理可使电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的力学性能获得显著增强．
根据式（４）计算纤维刚度可知， 退火后的 ＰＬＬＡ 超细纤维的刚度（３０９７􀆰 １６ μＮ ／ ｍ）明显大于没有经

过退火处理的体系（１７９２􀆰 ３５ μＮ ／ ｍ）， 纤维刚度增加了 １􀆰 ７３ 倍［图 ３（Ｂ）］． 因此， 通过退火处理可以增

加这类超细纤维的刚度， 为研究电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的刚度变化对细胞行为的影响提供了依据．
２．４　 纤维刚度对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 生物学特性的影响

２．４．１　 纤维刚度对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 黏附的影响　 细胞与支架的相互作用是评价生物材料生物相容性的重要

环节． 无论是在体外还是体内， 细胞在材料表面的黏附特性都是细胞与材料相互作用的最初表现， 并

将影响后续的细胞迁移、 增殖、 分化等一系列功能． 从图 ４（Ａ， Ｂ）可知， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在 ２ 种不同刚度的

纤维支架上的生长良好， 细胞形态清晰； 但 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在 ＰＬＬＡ 纤维支架上呈现狭长细条形态生长， 而
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Ｆｉｇ．３　 Ｔｅｎｓｉｌｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｒｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（Ａ） Ｔｙｐｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｓｔｒａｉｎ ｃｕｒｖｅｓ； （Ｂ） ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｆｉｂｅｒ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ； （Ｃ） Ｙｏｕｎｇ’ｓ ｍｏｄｕｌｕｓ；
（Ｄ） ｓｔｒａｉｎ ａｔ ｂｒｅａｋ．∗ Ｐ＜０􀆰 ０５； ∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１．

在退火后的 ＰＬＬＡ 纤维支架上呈现多边型铺展形态生长．
为进一步了解电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的刚度变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 细胞骨架铺展情况的影响， 采用 ＩｍａｇｅＪ

软件对细胞骨架铺展面积进行定量分析． 由图 ４（Ｃ）可见， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在 ＰＬＬＡ 纤维支架上的细胞骨架铺

展面积为（５７２􀆰 ５３±１５０􀆰 ５８） μｍ２， 在经退火处理的 ＰＬＬＡ 纤维支架上的细胞骨架铺展面积为（１０１８􀆰 ３１±
３６４􀆰 ２９） μｍ２， 是未处理 ＰＬＬＡ 纤维支架的 １􀆰 ７８ 倍， 且两者存在极显著性差异． 由此可知， ＰＬＬＡ 超细

纤维刚度的变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的黏附及细胞骨架的铺展情况有着重要的影响， 刚度较大的 ＰＬＬＡ 纤维支

架更有利于 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的黏附和细胞骨架的铺展．

Ｆｉｇ．４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ（Ａ） ａｎｄ ａｎｎｅａｌｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒ
ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｆｏｒ ２４ ｈ（Ｂ） ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ａｒｅａ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ（Ｃ）
Ｔｈｅ Ｆ⁃ａｃｔｉｎ（ｒｅｄ） ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉ（ｂｌｕｅ） ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ⁃ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ａｎｄ ＤＡＰＩ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

２．４．２　 纤维刚度对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 增殖的影响　 为更直观地观察纤维刚度的变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 细胞骨架铺展

情况的影响， 将 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度纤维支架上培养 ４ 和 ７ ｄ 后， 用 ＳＥＭ 观察细胞的微观形貌． 从

图 ５ 可以看出， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在 ２ 种不同刚度的纤维支架上生长良好， 随着培养时间的增加， ２ 种纤维上

的细胞数目均显著增多； 但在退火后刚度较大的 ＰＬＬＡ 支架上的细胞数量更为密集． 这些结果表明， 纤

维刚度的变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的增殖有重要的影响， 且 ＰＬＬＡ 纤维刚度较大的组别更有利于 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的

增殖．
图 ６ 为 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 种植在不同刚度纤维支架上的定量增殖结果． 随着培养时间从 １ ｄ 延长到 ７ ｄ， 细

胞数目也逐渐增多， 说明 ２ 种不同刚度的纤维支架都具有较好的细胞相容性． 在培养 １ ｄ 后， 在不同刚
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Ｆｉｇ．５　 ＳＥＭ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ（Ａ， Ｃ） ａｎｄ ａｎｎｅａｌｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ
ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ（Ｂ， Ｄ） ｆｏｒ ４ ｄ（Ａ， Ｂ） ａｎｄ ７ ｄ（Ｃ， Ｄ）

Ｆｉｇ．６　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｏｎ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ａｎｄ
ａｎｎｅａｌｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ
∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ０１．

度纤维支架上的细胞数目相差不大， 这可能是细胞

刚种植在纤维支架上， 需要一定的环境适应时间．
在培养 ４ ｄ 后， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度纤维支架上都

有所增加， 但增加的幅度不明显， 在刚度较高的

ＰＬＬＡ 纤维支架上的细胞数目略多于在刚度较低的

ＰＬＬＡ 纤维支架； 但在培养 ７ ｄ 后， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 已经

对 ＰＬＬＡ 超细纤维支架材料的刚度变化做出明显的

响应． 在刚度较高的 ＰＬＬＡ 纤维支架上的细胞数目

出现大幅度的增加； 通过对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 第 ４ 天和第 ７
天在纤维刚度不同的支架上的数目进行统计分析，
发现它们都具有极显著性差异． 表明 ＰＬＬＡ 纤维支

架刚度较大时会有利于 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的增殖， 与前述微观形貌生长状况观察的结果相一致．

Ｆｉｇ．７　 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｎ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ（Ａ—Ｃ） ａｎｄ ａｎｎｅａｌｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒ
ｓｃａｆｆｏｌｄｓ（Ｄ—Ｆ） ｆｏｒ ０ ｈ（Ａ， Ｄ）， ４８ ｈ（Ｂ， Ｅ） ａｎｄ ７２ ｈ（Ｃ， Ｆ）

２．４．３　 纤维刚度对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移的影响　 采用改良的“伤口愈合试验”研究纤维刚度变化对ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ
迁移行为的影响． 从图 ７ 可知， 将 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 种在带有特制钢环的不同刚度的纤维支架上 ２４ ｈ 后， 细胞

能完全黏附在纤维支架的表面； 移除钢环后细胞在不同刚度的纤维支架上形成了一个较好的类似于
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“伤口”的空白区域． 继续培养 ４８ ｈ 后， 发现 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度纤维支架上都能朝“伤口”处迁移，
在刚度较大的退火 ＰＬＬＡ 纤维支架上 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移的数目更多一些； 培养到 ７２ ｈ 后， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不

同刚度纤维支架上迁移的数目都有所增加， 但可以观察到在刚度较大的纤维支架上的迁移数量增加得

更为明显．

Ｆｉｇ．８　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｍｅｎｔ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ａｎｄ
ａｎｎｅａｌｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｆｏｒ
０， ４８ ａｎｄ ７２ ｈ

为进一步了解 ＰＬＬＡ 超细纤维的刚度变化对

ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移能力的影响， 利用 ＩｍａｇｅＪ 图形处理

软件对迁移到“伤口”区域细胞的荧光强度进行定

量分析以表征细胞迁移的数目． 由图 ８ 可知， ｉＰＳ⁃
ＭＳＣｓ 在不同刚度的纤维支架上培养的不同时间点

（４８， ７２ ｈ）， 刚度较大的退火 ＰＬＬＡ 纤维支架上迁

移的细胞数目均高于未退火处理的 ＰＬＬＡ 纤维支

架； 定量数据进一步说明了纤维支架刚度的变化对

ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的迁移行为具有一定的影响．
此外， 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测了 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同

刚度纤维支架上培养不同时间点（２４， ７２， ９６ ｈ）时
与细胞黏附、 迁移密切相关的 Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１， ＲｈｏＡ 和

Ｒｏｃｋ１ 等基因的表达情况（图 ９）， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度纤维支架上培养不同时间点（２４， ７２， ９６ ｈ）时，
在退火处理后的 ＰＬＬＡ 纤维支架上培养的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的 Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１， ＲｈｏＡ 和 Ｒｏｃｋ１ 基因的表达水平相对

于在未处理的 ＰＬＬＡ 纤维支架上的 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的表达均获得上调． 说明纤维支架刚度的变化对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ
的黏附、 迁移相关基因的表达具有一定的促进作用．

Ｆｉｇ．９　 Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ａｎｄ ａｎｎｅａｌｅｄ
ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｆｏｒ １， ３ ａｎｄ ４ ｄ
（Ａ） Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１； （Ｂ） ＲｈｏＡ； （Ｃ） Ｒｏｃｋ１．

研究表明， 基质刚度的提高有利于细胞的迁移； 这主要是由于基质刚度能够改变细胞内的 ＥＣＭ 的

组装并增加其活性， 促进细胞骨架的铺展， 进而影响细胞的黏附和迁移［３８，３９］ ． 刚度的增强还能激活整

联蛋白来增大粘着斑， 从而刺激 Ｒｈｏ ／ ＲＯＣＫ 信号通路， 增加细胞收缩性， 促进细胞迁移和侵入［４０，４１］ ．
Ｖａｔａｎｋｈａｈ 等［２４］发现随着基底硬度的增加， 细胞的黏附、 铺展、 增殖都逐渐增加， 这与本文的研究结果

相一致． 尽管本文有限的体外细胞生物学实验证明了电纺 ＰＬＬＡ 纤维刚度对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的黏附及增殖有

着促进作用并对迁移造成一定影响， 但纤维刚度是如何影响细胞的特定功能表达及对细胞相关信号通

路产生影响的分子机制还有待进一步研究．

３　 结　 　 论

采用退火处理的方法改变电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的刚度， 证明退火处理几乎不改变纤维的直径［退
火前（１􀆰 ２６±０􀆰 ２５） μｍ， 退火后（１􀆰 ２４±０􀆰 ２６） μｍ］， 但可以改变电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的大分子聚集态结

构， 导致结晶度的略微增大， 使电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维的力学性能获得显著增强， 纤维刚度增大． 细胞实

验发现， ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 在不同刚度的电纺 ＰＬＬＡ 超细纤维支架上均能较好地生长， 但在经退火处理的纤维

支架上培养 ２４ ｈ 后的细胞骨架铺展面积及 ７ ｄ 后的细胞增殖， 分别是未处理的 １􀆰 ７８ 倍和 １􀆰 １８ 倍． 迁
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移实验发现纤维刚度的提高促进 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 迁移相关基因 Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１， ＲｈｏＡ 和 Ｒｏｃｋ１ 的表达水平上调并

影响其迁移． 结果表明， 退火处理可以提高电纺 ＰＬＬＡ 纤维刚度， 对 ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ 的黏附和增殖有着促进

作用并对其迁移造成一定影响， 可作为组织工程中通过调节仿生纤维支架理化性能来调控细胞生物功

能的重要手段．
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ Ｆｉｂｅｒ⁃Ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｏｎ Ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｎｄ
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ†

ＹＵ Ｚｈｅｐａｏ， ＹＵＡＮ Ｈｕｉｈｕａ， ＹＩ Ｂｉｎｇｃｈｅｎｇ， ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｌｉｕ，
ＺＨＡＮＧ Ｚｈａｏｗｅｎｂｉｎ， ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｚｈｏｎｇ∗

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ＆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｄｏｎｇｈｕａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１６２０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｔｈｅ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｏｆ ａｓ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ ｐｏｌｙ⁃Ｌ⁃ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ （ ＰＬＬＡ ） ｆｉｂｅｒｓ ｗａｓ ａｌｔｅｒｅｄ ｂｙ ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆｉｂｅｒ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ） ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｈａｄ ｎｅｇｌｉｇｉｂｌｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ＰＬＬＡ ｆｉｂｅｒｓ［ｂｅｆｏｒｅ： （１􀆰 ２６±０􀆰 ２５） μｍ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ： （１􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２６） μｍ］． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｆｉｂｅｒ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ｗｈｉｃｈ
ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ １􀆰 ７３ ｔｉｍｅｓ ｓｔｉｆｆｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｆｉｂｅｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ａｒｅａ ａｎｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉＰＳ⁃ＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｅｄ ＰＬＬＡ ｓｃａｆｆｏｌｄ ａｆｔｅｒ １ ａｎｄ ７ ｄ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ １􀆰 ７８ ａｎｄ
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