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壳聚糖和磷脂化壳聚糖涂层膜对血管内皮细胞生长和血液相容性的影响

刘宗军１，孟　晟２，秦永文１，钟　伟２，金惠根３，于　文３，罗启剑４
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［摘要］　目的：观察聚合物壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＨＩ）和磷脂化壳聚糖（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｃｈｏｌｉｎｅｃｈｉｔｏｓａｎ，ＰＣＣＨＩ）涂层膜对培养的血

管内皮细胞增殖和迁移及血液相容性的影响。方法：将ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ均匀喷涂在培养皿底层制成聚合物膜，以３１６Ｌ不锈

钢片做成不锈钢圆柱体槽，将猪髂动脉内皮细胞接种于聚合物膜、不锈钢槽和不做任何处理的培养皿底部（空白对照组），培养

２４ｈ。光镜和扫描电镜观察细胞形态，以ＣＣＫ８试剂盒测定细胞增殖，并进行细胞迁移检测。以凝固法测定健康人血液在聚

合物膜上作用２ｈ后的凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）、纤维蛋白原测定 （ＦｉＢ）和凝血酶时间（ＴＴ）。结果：动脉

内皮细胞在ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ膜上生长良好，形态正常。培养２４ｈ，内皮细胞在ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ膜上的增殖率分别达８８．８％和

７７．８％，存活内皮细胞数目较不锈钢片组显著增加（Ｐ＜０．０１）；而ＣＨＩ组的存活内皮细胞数目显著高于ＰＣＣＨＩ组（Ｐ＜
０．０１）。培养７２ｈ，内皮细胞在ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ膜上迁移细胞数均显著高于３１６Ｌ不锈钢片，ＰＣＣＨＩ组较ＣＨＩ组的细胞迁移

数目显著增加（Ｐ＜０．０１）。ＰＣＣＨＩ组、３１６Ｌ不锈钢片组和空白对照组的ＡＰＴＴ较ＣＨＩ组显著延长（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＦｉＢ

显著增加（Ｐ＜０．０１）。各组间ＰＴ和ＴＴ均无明显差异。结论：ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ涂层膜有助于血管内皮细胞的增殖和迁移，对

内皮细胞的相容性良好。ＰＣＣＨＩ较ＣＨＩ有显著抗血栓形成作用。
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步，使再狭窄率在有选择的病例中降至１０％以
下［１］。但目前应用的涂层支架局部释放的药物（如
雷帕霉素等）在抑制平滑肌细胞增生的同时抑制了
损伤内皮的修复，而且用于支架涂层的聚合物材料，
组织相容性较差，易导致支架局部组织炎症反应［２］，
这些均是导致支架内皮化延迟、局部血栓形成和“后
期追赶”再狭窄的因素。因此选择合适的聚合物载
体对药物涂层支架预防再狭窄的疗效和并发症的发

生有重要影响。

　　壳聚糖（ＣＨＩ）具有良好的生物相容性和生物可
降解性，并且包含可反应的活性基团。ＣＨＩ及其衍
生物材料作为天然高分子组织工程材料越来越受到

重视。ＣＨＩ接上磷酸胆碱基团形成磷脂化壳聚糖
（ＰＣＣＨＩ），可降低血栓形成，有可能是较好的涂层
支架的药物载体。

　　本实验拟观察ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ对动脉内皮细
胞增殖和迁移及血液相容性的影响，探讨其作为涂
层支架的药物载体的可能性。

１　材料和方法

１．１　材料　高糖ＤＭＥＭ（编号为ＳＨ３０２５８．０２）、胎
牛血清、胰蛋白酶、ＰＢＳ为美国 ＨＹＣＬＯＮＥ公司产
品，ＣＣＫ８试剂盒（编号为ＣＫ０４１１）购自日本同仁
化学研究所。猪髂动脉内皮细胞株（ＰＩＥＣ）由中国
科学院细胞生物研究所提供。ＣＨＩ购自上海自由人
国际贸易有限公司（脱乙酰度 ７８．６％，黏度 ９０
ｍＰａ·ｓ）；三乙胺（ＴＥＡ，ＡＲ）、三甲胺（ＴＭＡ，ＡＲ）
购自中国医药集团上海化学试剂公司；四氢呋喃
（ＴＨＦ，ＡＲ）购自上海菲达工贸有限公司和桥分公
司；２氯２氧１，３，２二氧磷酰（２ｃｈｌｏｒｏ２ｏｘｏ１，３，

２ｄｉｏｘａｐｈｏｓｐｈｏｌａｎｅ，ＣＯＰ），参照 ＬｕｃａｓＥｄｍｅｎｓｏｎ
法［３］进行。

１．２　ＰＣＣＨＩ的制备　在一个配有恒压滴液漏斗
（与液封管相连）、低温温度计和磁力搅拌器的三口瓶
中，按一定比例加入干燥的壳聚糖粉末、ＴＥＡ和干燥
的ＴＨＦ。搅拌，冷却至－１７℃，缓慢滴入溶于一定量
干燥ＴＨＦ的ＣＯＰ，历时３ｈ，然后继续搅拌２ｈ。整个
过程控制温度在－１７℃。自然升温至室温，再搅拌反
应２．５ｈ。除去ＴＥＡ的氯化物（呈白色晶体状），３０℃
减压旋转蒸发除去溶剂ＴＨＦ；再次加入干燥ＴＨＦ，抽
滤，滤液再次在３０℃减压旋转蒸发将溶剂除去，得到
淡黄色固体中间产物。在一个具活塞的厚壁单口烧
瓶中加入干燥的乙腈和中间产物，摇匀，在加入一定
量干燥ＴＭＡ的乙腈饱和溶液。放入７０℃的水浴锅
中，保持４８ｈ。加热至７５℃，把残余ＴＭＡ赶入浓硫

酸中。氮气保护下，取出淡黄色产物。

　　以气流喷涂法将制备的壳聚糖和ＰＣＣＨＩ均匀
喷吐在直径为３．５ｃｍ的培养皿底层，控制气流的流
量和速度恒定使喷涂在培养皿上的量相等。喷涂后
将培养皿烘干。

１．３　细胞培养　ＰＩＥＣ采用２０％的胎牛血清、３００

μｇ／ｍｌＬ谷氨酰胺、１００ＩＵ／ｍｌ青霉素和２５μｇ／ｍｌ
链霉素的高糖ＤＭＥＭ培养基培养，在３７℃、５％ＣＯ２
饱和湿度的条件下培养，实验时取对数生长期细胞。

１．４　实验分组　实验分为空白对照组、壳聚糖组、

ＰＣＣＨＩ组、３１６Ｌ不锈钢片组。其中空白对照组采
用不任何处理的直径为３．５ｃｍ的玻璃培养皿；壳聚
糖组和ＰＣＣＨＩ组采用底部分别涂有壳聚糖和ＰＣ
ＣＨＩ的直径为３．５ｃｍ的玻璃培养皿；３１６Ｌ不锈钢
片组采用以３１６Ｌ不锈钢片做成的直径为３．５ｃｍ
的圆柱形凹槽（类似直径为３．５ｃｍ的玻璃培养皿）。

１．５　以ＣＣＫ８试剂盒进行内皮细胞增殖分析　选
对数生长期ＰＩＥＣ分别以５×１０４／ｍｌ接种到４种容
器的底部，每组设６个复孔。以含２０％胎牛血清的
高糖ＤＭＥＭ培养基培养２４ｈ后，吸取培养液，每孔
重新加入２００μｌ的ＤＭＥＭ，再加入１０μｌ的ＣＣＫ８，
孵育２ｈ后，检测４５０ｎｍ光密度值（Ｄ）。细胞增殖
率（％）＝［（实验组Ｄ４５０／对照组Ｄ４５０）］×１００％。

１．６　细胞迁移检测　将盖玻片置于直径为３．５ｃｍ
的培养皿中，选对数生长期ＰＩＥＣ分别以５×１０４／ｍｌ
接种于壳聚糖组、ＰＣＣＨＩ、３１６Ｌ不锈钢片组的容器
中，每组设６个复孔。细胞长满后，取出盖玻片，在显
微镜下用无菌刮刀将盖玻片上的细胞沿直线刮除一

侧，放回培养皿板中，继续培养７２ｈ。在显微镜下观
察细胞迁移情况，以测定至刮线边缘外的细胞数目。
每组观察３个盖玻片的细胞迁移数目，取均值。

１．７　凝血功能的检测　以凝固法 （散射光比浊 ），
用型号ＳｙｓｍｅｘＣＡ１５００全自动凝血功能检测仪测
定。抽取健康成人全血，迅速置于加入０．２ｍｌ１０９
ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠抗凝剂的抗凝管中，然后倒入底
层涂有ＣＨＩ和ＰＣＣＨＩ的培养皿中；以３１６Ｌ不锈
钢片和空白培养皿作为对照；作用１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ
（ｒ＝１０ｃｍ）离心１５ｍｉｎ，取血浆，上机测定部分凝血
活酶时间 （ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）、纤维蛋白原
浓度（ＦｉＢ）和凝血酶时间 （ＴＴ）。每组重复８次。

１．８　统计学处理　计量资料数据以珚ｘ±ｓ表示，采
用ＳＰＳＳ１１．５软件，两组间比较用非配对ｔ检验；计
数资料数据以％表示，用χ

２检验。

２　结　果

２．１　壳聚糖和 ＰＣＣＨＩ对内皮细胞增殖的影
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响　内皮细胞在壳聚糖和ＰＣＣＨＩ膜上生长状况良
好，细胞形态呈典型的圆形或卵圆形，形态一致，分

布较均匀，有较多的细胞伸出伪足。见图１、图

２。　　　　　　

图１　血管内皮细胞在ＣＨＩ膜上生长的扫描电镜照片

Ｆｉｇ１　ＧｒｏｗｔｈｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎＣＨＩｍｅｍｂｒａｎｅｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：×３００；Ｂ：×１０００；Ｃ：×３０００

图２　血管内皮细胞在ＰＣＣＨＩ膜上生长的扫描电镜照片

Ｆｉｇ２　ＧｒｏｗｔｈｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎＰＣＣＨＩｍｅｍｂｒａｎｅｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：×３００；Ｂ：×１０００；Ｃ：×３０００

　　动脉内皮细胞在壳聚糖组、ＰＣＣＨＩ膜组、３１６
Ｌ不锈钢片组和空白对照组生长２４ｈ的Ｄ４５０分别为

０．８４７±０．００４、０．７４２±０．００３、０．０８５±０．０１０和

０．９５４±０．００５，与不锈钢片组相比，壳聚糖组和ＰＣ
ＣＨＩ膜组存活内皮细胞数目显著增加（Ｐ＜０．０１）。
壳聚糖和ＰＣＣＨＩ膜细胞增殖率分别为８８．８％和

７７．８％，３１６Ｌ不锈钢片仅为８．９％；壳聚糖组的存
活内皮细胞数目显著高于ＰＣＣＨＩ组（Ｐ＜０．０１）。

２．２　壳聚糖和ＰＣＣＨＩ对内皮细胞迁移的影响　
与不锈钢片组相比，壳聚糖组和磷脂化壳聚组的细胞
迁移数目显著增加［（０．２８６±０．００４）ｖｓ（０．０１１±
０．００２），（０．３０１±０．００４）ｖｓ（０．０１１±０．００２），Ｐ＜
０．０１］。ＰＣＣＨＩ组较壳聚糖组的细胞迁移数目显著增
加［（０．３０１±０．００４）ｖｓ（０．２８６±０．００４），Ｐ＜０．０１］。

２．３　壳聚糖和ＰＣＣＨＩ对凝血功能影响　ＰＣＣＨＩ
组、３１６Ｌ不锈钢片组和空白对照组的 ＡＰＴＴ 较

ＣＨＩ组显著延长（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＦｉＢ显著增
加（Ｐ＜０．０１）；而ＰＣＣＨＩ与３１６Ｌ不锈钢片和空白
对照比较均无显著差异，３１６Ｌ不锈钢片与空白对
照比较均无显著差异。各组间ＰＴ和ＴＴ均无明显
差异。见表１。

３　讨　论

　　选择组织相容性良好的聚合物材料作为涂层支架
的材料，可以促进内皮细胞的生长，减少支架局部炎症
反应，有助于ＰＣＩ术后内皮损伤的早期修复，从而减少
支架局部血栓形成，并可能减少再狭窄的发生。

　　壳聚糖是由２氨基２脱氧βＤ葡萄糖通过

β１，４糖苷键聚合的一种天然聚阳离子生物多糖，由
于存在自由氨基和羟基，性质活泼，可用多种化学试
剂进行修饰。壳聚糖可被降解为氨基葡萄糖，表现
出良好的生物相容性；可以通过选择不同来源、不同
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表１　壳聚糖和ＰＣＣＨＩ对凝血功能影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＨＩａｎｄＰＣＣＨＩｏｎｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＰＴＴ（ｔ／ｓ） ＰＴ（ｔ／ｓ） ＦｉＢ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ＴＴ（ｔ／ｓ）

ＣＨＩ ２１．９±３．３ １０．３±１．２ １．５±０．３ １８．３±２．５
ＰＣＣＨＩ ２６．６±５．２ １１．０±２．５ １．９±０．３ １７．４±１．３
３１６Ｌｓｔａｉｎｌｅｓｓｓｔｅｅｌ ２８．８±４．８ １１．１±０．２ ２．０±０．５ １６．３±０．２
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２８．１±５．４ １１．５±２．５ ２．０±０．４ １８．２±１．９

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＣＨＩｇｒｏｕｐ

相对分子质量、不同脱乙酰度的壳聚糖或通过化学

修饰，按照不同组织工程的要求控制其在体内的降

解速度。同时由于壳聚糖材料对温度相对稳定，不

会因长期处于体内较温和的环境下而发生变形、收

缩现象，这些特点使壳聚糖作为新型血管支架涂层

材料或载药控释系统显示出很大的优势［４］。将壳聚

糖接上磷酸胆碱基团形成ＰＣＣＨＩ，可降低血栓形

成［５］，有可能是较好的涂层支架的药物载体。本实

验初步探讨壳聚糖和ＰＣＣＨＩ作为支架涂层材料的

生物学基础。

　　结果表明内皮细胞在壳聚糖和ＰＣＣＨＩ膜上生

长良好，细胞形态正常，细胞伸出众多伪足于聚合物

膜，表明壳聚糖和ＰＣＣＨＩ对内皮细胞的相容性良

好，有助于内皮细胞的黏附和生长。培养２４ｈ，内皮

细胞在壳聚糖和 ＰＣＣＨＩ膜上的增殖率已高达

８８．８％和７７．８％，３１６Ｌ不锈钢片仅为８．９％。培

养７２ｈ，内皮细胞迁移数显著高于３１６Ｌ不锈钢片。

这表明相对于３１６Ｌ不锈钢片，壳聚糖和ＰＣＣＨＩ
可促进内皮细胞的增殖和迁移。可能是因为其刺激

细胞分泌生长因子、细胞因子，使之作用于细胞加快

增殖迁移。壳聚糖能与体内阴离子多聚体肝素形成

电解质复合物，促进细胞有丝分裂，诱导合成生长因

子，并延长其半衰期［６］。

　　本实验亦表明，ＣＨＩ组的 ＡＰＴＴ 较 ＰＣＣＨＩ
组、３１６Ｌ不锈钢片组显著缩短，ＦｉＢ显著降低；而

ＰＣＣＨＩ组与３１６Ｌ不锈钢组片比较均无显著差异。

提示ＣＨＩ有促进血栓形成作用，这与ＣＨＩ激活凝

血因子，启动内源性凝血途径有关。而ＰＣＣＨＩ较

ＣＨＩ有显著抗血栓形成作用。提示ＰＣＣＨＩ与３１６

Ｌ不锈钢比较，在促进血管内皮细胞生长的同时，并

无促进血栓形成作用。

　　实验中有趣的是，壳聚糖较ＰＣＣＨＩ显著促进

内皮细胞增殖，但促进内皮细胞迁移的程度小于

ＰＣＣＨＩ，可能的解释是：壳聚糖由于带有大量的氨

基，本身是一种带正电的天然高分子材料，其对于蛋

白和细胞等表面带负电荷的粒子特别容易吸附。细

胞贴附情况的改善对于内皮细胞的增殖，自然是有

促进作用的。但是在引入了磷酰胆碱基团后，一方

面壳聚糖的带电量有所下降，另外，由于磷酰胆碱基

团有非常好的抗吸附作用，在提高了抗血栓作用的

同时，细胞在材料表面的贴附有所下降，从而其促进

内皮细胞增殖的效率稍有下降［７］。

　　总之，壳聚糖和ＰＣＣＨＩ可促进内皮细胞的增

殖和迁移，从而提示ＰＣＣＨＩ涂层的支架较金属裸

支架（３１６Ｌ不锈钢）明显促进ＰＣＩ术后损伤内皮的

早期修复，而ＰＣＣＨＩ较壳聚糖有显著抗血栓形成

作用。在活体动物模型中是否如此有待于进一步的

研究。
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