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　　摘要　可降解高分子聚合物广泛应用于组织工程,其表面的黏附特性影响细胞的种植与生长。我们研究了成

纤维细胞系N IH 3T 3在可降解材料聚羟基丁酸酯 (PHB )表面的黏附和生长。应用线性变剪切流槽研究N IH 3T 3细

胞在材料表面的黏附力学特性,结果表明,由于在 PHB 表面的临界脱离剪应力较低,高密度接种时细胞趋于聚集;

在经多聚赖氨酸衣被的表面临界脱离剪应力提高,细胞铺展生长。对三维 PHB 多孔支架种植细胞实验表明,在

PHB 材料表面进行多聚赖氨酸衣被,可以有效地提高细胞种植效率。
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　　Abstract　B iodegradab le po lym ers have been w idely used in the field of t issue engineering. T he adhesive char2
acterist ic of po lym er surfaces is crit ica l fo r cell seeding and grow th. T he adhesion and grow th of N IH 3T 3 fib rob last

on po ly2Β2hydroxybutrp ic acid (PHB ) w as studied here, and the cell2surface adhesion strength w as m easured in a

shear flow detachm ent assay. It show ed that the crit ical shear stress fo r cell detachm ent w as rela t ively low on

PHB, thus cells tend to aggregate and detach from surfaces. O n the o ther hand, cells tend to sp read and fo rm ed

mono layer on po ly2lysine coated PHB surface. W hen the PHB foam s scaffo lds w ere coated by po ly2lysine, the

seeding percen tage of cells w as also greatly enhanced.
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1　前　言

组织工程是生物医学工程领域中的新方向,其

技术核心是在可降解三维支架上通过细胞种植实现

组织重建[1 ]。其中,可降解聚合物材料得到了广泛的

应用[2 ]。聚羟基丁酸酯 (PHB )是一类由细菌发酵生

产的新型可降解高分子材料,具有良好的生物相容

性和可降解性,有可能作为组织工程用的支架[3 ]。基

于材料表面的黏附与细胞生长、增殖、分化和组织发

育密切相关,黏附强度可影响工程组织的最终结构

与功能[4 ] ,因此有必要研究细胞在材料表面的黏附

行为,并通过改变细胞的黏附强度来实现对细胞生

长的调控。我们研究了成纤维细胞N IH 3T 3在 PHB

表面的黏附行为,并通过多聚赖氨酸衣被实现了有

效的细胞种植。

2　材料与方法

2. 1　实验材料

聚羟基丁酸酯 (Po ly2Β2hydroxybu tyric acid,

PHB )购自清华大学生物系,左旋多聚赖氨酸 (Po ly2
l2lysine )、 Po ly ( 22hydroxyethyl m ethacryla te )

(Po ly2hEM E)、噻唑蓝 (T h iazo lyl b lue, M T T )购自

Sigm a 公司,胎牛血清、DM EM 培养基购自H yclone

公司,其余试剂为国产化学试剂。

2. 2　材料制备

将分子量为 6. 35×106 的 PHB 溶于三氯甲烷

中配成 5%的溶液,用匀胶机 (KW 24A 型,中科院微

电子中心研究部)在载玻片 (2. 6cm×6cm )上制备厚

度为 10～ 20 Λm 的透明 PHB 薄膜。

用溶媒投放、颗粒沥滤制备 PHB 多孔泡沫片,

生物医学工程学杂志
J B iom ed Eng 　2001; 18 (4)∶541～ 543　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　



孔径控制在 200～ 400 Λm ,层压技术进一步将其复

合成厚度 2 mm 的三维支架。将支架剪成 d= 15 mm

的圆片备用。

2. 3　多聚赖氨酸衣被

薄膜和支架预先用 75%乙醇浸泡,紫外照射灭

菌。0. 1 m göm l Po ly2l2lysine 衣被薄膜和支架 20

m in,无菌水洗一次,接种细胞。

2. 4　细胞培养与种植

小鼠成纤维细胞系N IH 3T 3,用含 10%胎牛血

清的DM EM 培养基,于细胞培养箱中培养。取对数

生长期的细胞制备细胞悬液用于接种。

调整细胞悬液浓度为 3×104öm l, 在 PHB 薄

膜、多聚赖氨酸衣被的 PHB 薄膜和盖玻片上接种细

胞, ZE ISS A x iovert2100型倒置显微镜 (相差 32×)

观察细胞的黏附生长过程。

24孔板预先用 2. 5%的 Po ly2H EM E 处理使其

基底不黏附细胞[5 ] ,将三维支架置于 24孔板中。将

细胞悬液浓缩到 2. 5×106öm l,滴加 200 Λl到支架

上, 在细胞培养箱中静置 3 h, 补加 2 m l培养基培

养; 对照组细胞接入 60 mm 培养皿,直接加入 2 m l

培养基培养。

2. 5　黏附强度测定

接种成纤维细胞 1h 后,用线性变剪切流槽测定

细胞在材料表面的黏附强度。流槽参照U sam i S [6 ]

等的设计并加以改进。沿长轴选取 7个固定点,计数

细胞在剪切作用作用后脱离的百分比,做剪应力2脱
离曲线,得出使 50%细胞脱离的临界剪应力来表征

细胞在不同表面的黏附强度。每组实验做 3次,进行

统计分析。

2. 6　M TT法测定细胞数量

种植 24 h 后, 取出支架, H ank’s 液洗 3 次, 转

入另一个 24 孔板, 每孔加入 2 m l 培养基, 加入 5

m göm lM T T 10 Λl,细胞培养箱中孵育 4 h,吸去上

清液,加入 2 m l 0. 04 N HC lö异丙醇,测定 570 nm

的光吸收值;空白对照为未接种细胞的支架。每组实

验做 3次,进行统计分析。

2. 7　扫描电镜

种植 24 h 后, 取出支架, PBS 洗 3 次×5m in,

3%戊二醛固定过夜, PBS 洗 3 次×5m in,乙醇上行

脱水,乙酸异戊酯置换,临界点干燥,喷金,扫描电镜

观察。

2. 8　统计分析

分析软件为 SPSSöPC+ 软件包,数据采用平均

值±标准差 (xθ±s)表示。

3　实验结果

3. 1　细胞黏附

细胞在多聚赖氨酸衣被的 PHB 薄膜表面迅速

黏附,接种后细胞即发生黏附,但铺展较慢, 接种 6

小时后细胞才开始铺展, 24 h 后细胞充分铺展; 在

载玻片上黏附较慢, 1 h 后大部分细胞黏附,但在接

种 2 h 后即发生铺展, 6 h 后细胞较充分铺展; 在未

衣被的 PHB 薄膜表面,由于细胞之间的黏附聚集作

用,随时间的延长不断聚集形成逐渐增大的类球体

结构 (见图 1)。

图 1　成纤维细胞在不同表面的黏附
(a) PHB 薄膜种植细胞 6h; (b) Po ly2l2lysine衣被的 PHB 薄膜种植细胞 6h; (c)玻片种植细胞 6h

F ig 1　The adhesion of f ibroblast on differen t surfaces
(a) Seeding on PHB film fo r 6h; (b) Seeding on Po ly2l2lysine coated PHB film fo r 6h; (c) Seeding on glass cover slip fo r 6h

　　用线性变剪切流槽测定细胞种植后的临界脱离

剪应力的结果表明,细胞种植 1 h 后,在多聚赖氨酸

衣被的表面细胞临界脱离剪应力为 9151×1163

dyneöcm 2,在无衣被表面为 1. 25×0. 38 dyneöcm 2,

而在载玻片表面为 5. 07×0. 68 dyneöcm 2 (见图 2)。
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3. 2　细胞种植

细胞接种 24 h 后,M T T 法测定细胞接种效率。

取 60 mm 平皿对照组为 100%接种效率,经多聚赖

氨酸衣被的支架接种率达到 60. 7% ,而在未衣被的

支架上只有 7. 4% (见图 3)。

　　扫描电镜进一步观察细胞的生长形态,发现细

胞在衣被材料上大量铺展生长,而在未衣被的材料

上只有少量的细胞且大多数细胞未铺展 (见图 4)。

图 2　N IH3T3细胞在不同表面的临界脱离剪应力

(A ) PHB 薄膜种植细胞 1h; (B) Po ly2lysine 衣被的 PHB 薄膜种植

细胞 1h; (C)载玻片种植细胞 1h

F ig 2　The cr itica l shear stress for N IH3T3 cells detachmen t on dif-

feren t surfaces

(A ) Seeding on PHB film fo r 1h; (B) Seeding on Po ly2lysine coated

PHB film fo r 1h; (C) Seeding on glass slide fo r 1h

图 3　N IH3T3细胞的种植效率

(A ) PHB 支架种植细胞 24h; (B) PHB 支架+ Po ly2lysine衣被种植细

胞 24h; (C) 60mm 培养皿对照种植细胞 24h

F ig 3　Seeding eff ic iency of N IH3T3 cells on differen t surfaces

(A ) Seeding on PHB scaffo ld fo r 24h; (B ) Seeding on Po ly2lysine

coated PHB scaffo ld fo r 24h; (C) Seeding on 60 mm peri2dishes fo r

24h

(a) (b)

图 4　成纤维细胞在聚羟基丁酸酯三维支架上的生长形态

(a)未衣被支架接种细胞 24h; (b)多聚赖氨酸衣被支架接种细胞 24h

F ig 4　The growth morphology of N IH3T3 cells on scaffolds

(a) Seeding on non2coated PHB scaffo ld fo r 24h; (b) Seeding on Po ly2lysine coated PHB scaffo ld fo r 24h

4　讨　论

细胞在材料表面的生长形态与细胞2材料表面
黏附力和细胞之间的作用力之比有关[4 ]。细胞以高

密度接种时,当细胞和材料表面的黏附力较弱,细胞

之间易发生聚集而形成类球体; 当细胞和材料表面

的黏附力较强,细胞在材料表面黏附并铺展生长成

单层。我们的研究发现,由于N IH 3T 3 细胞在聚羟

基丁酸酯表面黏附力弱,细胞发生聚集生长。在进行

三维种植时,细胞形成聚集体而脱离材料表面,难以

实现有效的种植。多聚赖氨酸衣被是一种有效促进

细胞在高分子聚合物表面黏附与生长的方法[7 ] ,用

多聚赖氨酸衣被后,通过多聚赖氨酸与细胞表面的

静电吸引作用,促进细胞在材料表面的黏附力,有效

地促进了细胞的黏附,避免类球体的形成,在三维种

植时,大大提高了细胞种植效率。但是多聚赖氨酸通

过促进细胞的黏附而引发细胞的铺展,其机理不同

于由黏附蛋白和整合素介导的黏附与铺展过程。虽

然在初期细胞能很快与多聚赖氨酸衣被的表面黏
(下转第 551页; Con tinued on P ag e 551)
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心为 r的任意点的剪应力:

Σr=
T
I p

r

最大剪应力: Σm ax=
T

W P

式中: I p— 极惯性矩 (m m
4)

I p =∫
A

r
2
dA

W p—抗扭抵抗矩 (m m ) 3,

W p =
I p

r
,

r—圆半径; T—扭矩

对空心厚壁圆筒: I p =
ΠD 4

32
(1- Α4)

W p =
ΠD 3

16
(1- Α3)

式中: Α=
d

D

　　 d — 圆筒内径; D — 圆筒外径

实验中得到的是扭转角与扭矩 (T )的关系, 这

时,骨的扭转变形:

Υ=
T l

G I p

式中: Υ— 扭转角, 单位为弧度; G I p— 骨的抗扭刚

度。

单位长度的扭角: Η=
Υ
l

=
T

G I p

由上述公式可以计算得出长骨所能承受的最大

剪应力 (Σm ax) ,剪切弹性模量 (G )。

骨的成分与生物力学指标之间的关系变化是复

杂的,需采用多方面的因素来衡量,总体而言,骨矿

含量的变化对弹性区的影响较大,而有机质的变化

对塑性区的变化影响较大。在实验中,利用压缩实验

的试件,根据阿基米德原理得到试件的体积和湿重,

可顺便得到皮质骨的密度 (湿重ö体积)。另外,在用

长骨做弯曲实验前,先称长骨的重量,实验后注意收

集好断裂后的全部骨试件,在高温炉中加热到 800

℃, 保持 5 h 以上, 即可除去大鼠骨中的全部有机

质,随炉冷却,取出骨试件,称重,加热后与加热前重

量之比即是骨矿含量。
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附,但细胞的铺展较慢。利用其它表面修饰手段如引

入R GD 多肽[8 ]来提高细胞在材料表面的黏附和铺

展有待进一步的研究。

5　结　论

(1) 成纤维细胞系N IH 3T 3 在未衣被的 PHB

表面趋于聚集,在经多聚赖氨酸衣被的表面单层铺

展生长,这一现象与细胞2材料表面的黏附强度有关
(2) 多聚赖氨酸衣被可以有效的提高细胞在

PHB 泡沫支架上的种植效率。
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