
书书书

·４００　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ａｐｒ；２７（４）

·论　著·
三种人工合成可降解血管支架材料体外生物相容性及表面改性研究

杨松林１，谷涌泉２，汪忠镐２，张　建２，陈　兵２，王连才３，姜　明４，郑江红１，刘庆阳１

（１．上海交通大学附属第六人民医院整形外科，上海２００２３３；２．首都医科大学宣武医院血管外科，北京１０００５３；３．北京理工大

学材料学院，北京１０００８１；４．清华大学化工系高分子研究所，北京１０００８４）

［摘要］　目的：对聚对苯二甲酸丁二醇酯ｃｏ聚对苯二甲酸环己烷二甲醇酯ｂ聚乙二醇嵌段共聚物（Ｔ２０）、聚３羟基丁酸３羟基

戊酸酯（ＰＨＢＶ）和聚对苯二甲酸丁二醇酯／聚乙二醇对苯二甲酸酯嵌段共聚物（ＰＥＧＴ／ＰＢＴ）共三种人工合成的可降解血管支架

材料进行体外生物相容性评价，并观察它们表面改性后对犬血管平滑肌细胞黏附生长的影响。方法：通过测定接触角观察三种

支架材料的亲水性；ＭＴＴ法、流式细胞术（ＦＩＴＣ）及扫描电镜观察犬血管平滑肌细胞在Ｔ２０、ＰＨＢＶ和ＰＥＧＴ／ＰＢＴ三种支架上的

增殖及生长情况，评价它们的体外生物相容性；采用明胶及多聚赖氨酸对三者进行表面预处理，ＭＴＴ法比较三者表面改性后犬

血管平滑肌细胞的黏附生长情况。结果：三种材料的接触角均小于９０°，亲水性的大小顺序为：ＰＥＧＴ／ＰＢＴ＞Ｔ２０＞ＰＨＢＶ。

ＭＴＴ法显示犬血管平滑肌细胞可以在ＰＨＢＶ、ＰＥＧＴ／ＰＢＴ、Ｔ２０支架材料上黏附生长，接种２４ｈ后细胞活性升高（ＰＥＧＴ／ＰＢＴ＞
Ｔ２０＞ＰＨＢＶ，Ｐ＜０．０１），随后降低，７２ｈ后又开始增高（Ｔ２０＞ＰＥＧＴ／ＰＢＴ＞ＰＨＢＶ，Ｐ＜０．０１）；ＦＩＴＣ荧光染色可见犬血管平滑肌

细胞在载体上成片生长，状态良好；扫描电镜见犬血管平滑肌细胞在载体上呈片状融合生长，并见大量的细胞外基质。ＭＴＴ法

结果表明三种材料经过明胶或多聚赖氨酸表面改性预处理后细胞增殖活性明显高于未处理组（Ｐ＜０．０１）。结论：Ｔ２０、ＰＨＢＶ、

ＰＥＧＴ／ＰＢＴ血管支架材料具有良好的体外生物相容性，对其进行表面改性后可明显提高犬血管平滑肌细胞的黏附生长能力。
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　　组织工程支架直接与生物体组织器官接触，因
此要求其具有良好的细胞黏附性及生物相容性。研
究材料生物相容性的方法很多，体外细胞培养法具
有简单、快速、敏感性高及缩短生物材料研究周期的
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优点，可以作为检测材料对细胞毒性作用的方法；同
时也可比较细胞在不同材料上的增殖情况［１］。人工
合成材料由于力学性能及降解速率都具有良好的可

调控性，因而是目前制备血管支架最常用的基质材
料。但合成材料由于没有细胞可进行识别的特定位
置信息，即缺少细胞外基质中的各种生物信号及功
能基团，因而直接影响了种子细胞在其表面的黏附。
通过对材料进行表面预处理，使其具有良好的生物
相容性、抗凝血性，适宜的表面亲／疏水性，还能产生
所期望的细胞和分子间的响应性，从而提高细胞的
黏附能力。

　　本研究应用体外培养法评价３种不同生物材料
的体外生物相容性：聚对苯二甲酸丁二醇酯ｃｏ聚对
苯二甲酸环己烷二甲醇酯ｂ聚乙二醇嵌段共聚物
［ｐｏｌｙ（ｂｕｔｙｌｅｎｅｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ）ｃｏｐｏｌｙ（ｃｙｃｌｏｈｅｘｙ
ｌｅｎｅｄｉｍｅｔｈａｎｏｌｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ）ｂｐｏｌｙ （ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ），ＰＴＣＧ２０、Ｔ２０］，聚３羟基丁酸３羟基戊酸
酯 （ｐｏｌｙ３ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅｐｏｌｙ３ｈｙｄｒｏｘｙｖａｌｅｒａｔｅ，

ＰＨＢＶ），聚对苯二甲酸丁二醇酯／聚乙二醇对苯二
甲酸酯嵌段共聚物［ｐｏｌｙ（ｂｕｔｙｌｅｎｅｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ）／

ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＰＥＧＴ／ＰＢＴ］；
并观察应用明胶、多聚赖氨酸表面预处理后，３种材
料对犬血管平滑肌细胞黏附生长的影响，为进一步
研究它们作为血管组织工程载体材料的可行性奠定

基础。

１　材料和方法

１．１　细胞及样品材料　细胞：犬血管平滑肌细胞
（第Ⅲ代）（取犬股动脉进行原代培养扩增获得）；样
品材料：ＰＨＢＶ由清华大学化工系高分子研究所提
供，ＰＥＧＴ／ＰＢＴ、Ｔ２０由北京理工大学材料学院提
供。上述材料均做成实心膜片，并制成直径约１
ｃｍ，厚度２ｍｍ的圆状膜片，其大小与２４孔板的孔
相符，灭菌采用紫外线照射方法灭菌，两面均照射８
ｈ。

１．２　培养液及试剂　胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司）；

ＤＭＥＭ培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）；胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公
司）；ＭＴＴ（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，四甲基偶
氮唑盐，Ｓｉｇｍａ产品）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）；１０％多
聚赖氨酸（ｐｏｌｙ１ｌｙｓｉｎｅ，ＰＬＹＳ，中山公司）；２％明
胶 （Ｓｉｇｍａ公司）；异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ，Ｓｉｇｍａ公
司）；０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．３　主要设备　倒置光学、荧光共聚焦显微镜（Ｏ
ＬＹＭＰＵＳ，日本），扫描电镜（ＪＳＭ５５１０），ＭＣＯ１７５
型ＣＯ２培养箱（ＳＡＮＹＯ，日本），自动酶标读数仪

（ＬＰ４００，巴斯德，法国）；微量振荡器（ＷＺＺＡ型，北
京海淀电子医疗仪器厂）；接触角测角计（ＪＹ８０，承
德仪器厂）。

１．４　３种材料的亲水性测定　Ｔ２０、ＰＨＢＶ、ＰＥＧＴ／

ＰＢＴ的亲水性用接触角测角计测量。每种材料测
量３次，取均值。

１．５　ＭＴＴ法测定３种材料的体外细胞增殖活性　
采用贴块法原代培养犬主动脉平滑肌［２］，将第Ⅲ代
细胞消化后以５×１０４／孔定量接种于预先放置样品
膜片的 ２４ 孔培养板内，每孔加含 ２０％ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ培养液１ｍｌ，实验分ＰＥＧＴ／ＰＢＴ、Ｔ２０、ＰＨ
ＢＶ组和各自的空白对照组，对照组材料上不接种细
胞，同样加入含２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液。分别
于接种后２４、４８、７２ｈ取材料进行 ＭＴＴ检测：吸去
培养液，用ＰＢＳ洗２遍去除未黏附细胞，每孔加无
酚红培养液１ｍｌ及 ＭＴＴ１００μｌ，培养４ｈ，加入

ＤＭＳＯ１．０ｍｌ／孔，震荡１０ｍｉｎ。将溶液吹打混匀，
吸取等份溶液至９６孔板内，酶标仪（５５０ｎｍ）测定光
密度值（Ｄ５５０）。

　　以上实验重复３次，将对照组的平均吸收值作
为空白值，其余各孔的吸收值减去空白值得到校正
吸收值。

１．６　流式细胞术（ＦＩＴＣ）及扫描电镜观察３种材料
上犬血管平滑肌细胞生长情况　（１）将犬主动脉平
滑肌第Ⅲ代细胞消化后以５×１０４／孔定量接种于预
先放置膜片的２４孔培养板，每孔加含２０％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ培养液１ｍｌ，培养３ｄ后取出检测。（２）异
硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）染色：样品用ＤＰＢＳ清洗，除
去未黏附细胞；多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ；ＤＰＢＳ清
洗；０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化５ｍｉｎ；ＦＩＴＣ染色，室温
进行６０ｍｉｎ；ＤＰＢＳ清洗３次，蒸馏水清洗去盐；膜
片干燥，封片，指甲油密封；共聚焦荧光显微镜下观
察。（３）扫描电镜观察：样品用３％戊二醛固定，经
脱水、干燥、喷金后进行扫描电镜观察。

１．７　ＭＴＴ法测定３种材料表面改性后犬血管平滑
肌细胞增殖活性　分别将３种材料用２％明胶溶液
或１０％多聚赖氨酸溶液浸泡，３７℃，２４ｈ。将犬主动
脉平滑肌第Ⅲ代细胞消化后以５×１０４／孔定量接种
于预先放置膜片的２４孔培养板，每孔加２０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ 培养液１ｍｌ。实验分９组，即每种材料
分为明胶预处理、多聚赖氨酸预处理和未处理３组；
设阴性对照组，其材料上不接种细胞。接种后２４ｈ
取材料进行 ＭＴＴ检测，方法同１．４。

１．８　统计学处理　统计数据用珚ｘ±ｓ表示，数据处
理用ＳＰＳＳ１０．０软件进行方差分析。
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２　结　果

２．１　亲水性测定结果　３种材料的接触角都小于

９０°，接触角越小，亲水性就越高；３种材料亲水性的
大小顺序为：ＰＥＧＴ／ＰＢＴ＞Ｔ２０＞ＰＨＢＶ。

图１　３种材料的接触角测定

Ｆｉｇ１　Ｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｓｏｆ３ｋｉｎｄｓｏｆｍａｔｅｒｉａｌ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　３种材料的体外细胞增殖活性 ＭＴＴ法测定结
果　ＭＴＴ法显示犬血管平滑肌细胞可在ＰＨＢＶ、

ＰＥＧＴ／ＰＢＴ、Ｔ２０ 实 心 膜 片 上 黏 附 生 长，接 种

２４ｈ后细胞活性升高（ＰＥＧＴ／ＰＢＴ＞Ｔ２０＞ＰＨＢＶ，

Ｐ＜０．０１），随后降低，７２ｈ后又开始增高（Ｔ２０＞
ＰＥＧＴ／ＰＢＴ＞ＰＨＢＶ，Ｐ＜０．０１）。详见图２。

图２　犬血管平滑肌细胞在不同载体上的增殖

Ｆｉｇ２　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＳＭＣｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｃａｆｆｏｌｄｓ
　Ｐ＜０．０１ｖｓＰＨＢＶｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＰＥＧＴ／ＰＢＴｇｒｏｕｐ；

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　３种材料上犬血管平滑肌细胞生长情况的

ＦＩＴＣ及扫描电镜观察结果　ＦＩＴＣ荧光染色可见
平滑肌细胞在载体上成片生长，状态良好（图３Ａ～
３Ｃ）；扫描电镜见平滑肌细胞在载体上成片状融合生
长，并见大量的细胞外基质（图３Ｄ～３Ｆ）。

图３　犬血管平滑肌细胞在３种支架材料上的生长情况

Ｆｉｇ３　ＧｒｏｗｔｈｏｆＳＭＣｏｎ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｃａｆｆｏｌｄｓ
ＡＣ：ＦＩＴＣｒｅｓｕｌｔｓ；ＤＦ：Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ；Ａ，Ｄ：ＰＥＧＴ／ＰＢＴ；Ｂ，Ｅ：Ｔ２０；Ｃ，Ｆ：ＰＨＢＶ

２．４　支架材料表面改性对犬血管平滑肌细胞黏附
生长增殖活性的影响　ＭＴＴ法结果显示，３种材料
经过明胶或多聚赖氨酸处理后细胞增殖活性明显高

于各自未处理组，有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。细胞

增殖活性 Ｔ２０材料明胶处理组高于多聚赖氨酸处
理组，ＰＥＧＴ／ＰＢＴ材料明胶处理组低于多聚赖氨酸
处理组，ＰＨＢＶ材料明胶处理组高于多聚赖氨酸处
理组（Ｐ＜０．０１）。详见图４。
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图４　材料表面预处理对平滑肌细胞贴附的影响

Ｆｉｇ４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎＳＭＣａｄｈｅｓｉｏｎｂｙ

ｓｕｒｆａｃｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　Ｐ＜０．０１ｖｓｕｎｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＰｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ

ｐｏｌｙ１ｌｙｓｉｎｅ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　理想的生物可降解合成材料应具备以下特点：
（１）良好的生物相容性，其本身或降解产物无毒性，
不会引起炎症和免疫排斥反应；（２）适宜的生物降解
性，其降解速度与组织再生速度相匹配，最后可以完
全吸收；（３）良好的结构相容性，适当的强度和可塑
性，能保持稳定的立体结构，植入后可以替代血管的
结构和功能；（４）良好的表面相容性和一定的生物活
性，材料表面有利于种子细胞的黏附和生长，并能通
过表面修饰、预处理等机制对种子细胞的黏附和生
长进行调控［３］。因而在新材料应用到组织工程之前
必须对其生物相容性进行评价。

　　ＰＨＢＶ是一种细胞内源性储藏物质，当其用作
体内植入材料时，具有良好的生物相容性，无过敏反
应，可通过降解而被吸收，并且可以通过改性而被用
来作为血管组织工程的支架材料使用［４］。ＰＥＧＴ／

ＰＢＴ及Ｔ２０作为组织工程载体已经被多种细胞证
实具有良好的生物相容性，但其在血管载体上的应
用较为少见［５，６］。

　　生物相容性的检测是材料能否应用于组织工程
的关键。我们应用体外细胞培养法研究了犬血管平
滑肌细胞相对于ＰＨＢＶ、Ｔ２０和ＰＥＧＴ／ＰＢＴ这３种
材料的生物相容性。形态学观察结果提示，平滑肌
细胞可以在３种载体上黏附生长，并在其表面连接
成片，细胞形态为梭形，分泌细胞外基质；其增殖活
性随时间推移逐渐增高。说明３种材料都能维持平
滑肌细胞的形态及生长，具有良好的细胞相容性。

　　细胞在材料表面的生长主要分两个阶段，起初
是细胞在材料表面的黏附和铺展，这和材料表面的
物理化学性质有密切的关系；另一阶段是细胞在材
料表面的分裂和生长，其受到多种因素的影响，包括

材料的内部结构，蛋白和材料表面的相互作用等。
研究发现，材料的亲水性与细胞的贴壁生长有一定
的关系，亲水性越大的材料有利于细胞的贴壁和生
长［７，８］。Ｇａｏ等［９］也证实，在种植细胞前用氢氧化盐
处理材料表面可易于酯水解从而增加亲水性，有利
于平滑肌细胞的黏附和血清蛋白的吸收。

　　从我们的实验中可以看出，接种２４ｈ后犬血管
平滑肌细胞在３种材料上的黏附生长与亲水性的大
小顺序关系与 Ｗｅｂｂ等［８］的实验结果相一致，但随
时间推移，细胞生长无明确规律，考虑其原因是材料
的物理特性在细胞黏附期起到了一定的作用，但在
第二阶段，其他因素及条件对细胞生长的影响逐渐
增加。如何能促进细胞在载体上的黏附和生长有待
于研究人员的进一步努力。

　　人工合成材料与天然材料相比具有来源广泛，
力学特性好，机械强度能满足移植需要的优点，但却
不具备天然材料良好的生物相容性。这些人工聚合
材料由于没有细胞可进行识别的特定位置信息，即
缺少细胞外基质中的各种生物信号及功能基团，因
而直接影响了种子细胞对其表面的黏附［１０］。通过
对这些生物材料进行表面修饰，使其具有良好的生
物相容性、抗凝血性、适宜的表面亲／疏水性及能产
生所期望的细胞和分子间的响应性，可提高细胞在
材料表面的黏附。

　　目前材料表面改性的研究主要集中于应用一些
细胞外基质（ＥＣＭ）蛋白，如胶原、纤维粘连蛋白、层
粘连蛋白等［１１］。刘彦春等［１２］应用１０％多聚赖氨酸
包埋支架后能够增强细胞吸附、促进细胞功能的发
挥。本实验结果证实：３种材料经过２％明胶或

１０％多聚赖氨酸的表面预处理后，犬血管平滑肌细
胞的黏附能力明显提高，提示通过对这些材料进行
表面修饰可以提高血管平滑肌细胞在载体上的黏附

生长。提示通过对材料进行改性可提高这３种材料
的细胞黏附能力，有助于细胞在材料上的黏附生长。

　　本研究证实，由清华大学和北京理工大学提供
的ＰＨＢＶ、Ｔ２０和ＰＥＧＴ／ＰＢＴ这３种材料对犬动脉
平滑肌细胞的形态学和细胞黏附生长均无明显毒性

影响，具有良好的生物相容性，ＰＨＢＶ 及 ＰＥＧＴ／

ＰＢＴ与国外相同载体的生物相容性基本类似，Ｔ２０
是北京理工大学自行研制的材料，本实验证实其具
有较好的生物相容性能满足组织工程支架材料的要

求，对其进行明胶和多聚赖氨酸表面改性后可明显
提高血管平滑肌细胞的黏附能力。这３种材料均可
作为血管组织工程的载体材料应用，但由于应用于
血管组织工程的载体是一个立体的三维结构，血管
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平滑肌细胞在几种材料三维结构上的黏附及生长情

况还有待于进一步研究和探索。
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