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摘　要　在杂化基材的前驱体(PA)中分别引入低分子量的聚乙二醇(PEG)和多壁碳纳米管(MWCNT),通过溶

胶Ｇ凝胶共混法制备了２组复合组织工程支架基材,有机改性体系 PEG/PA 和添加了 MWCNT 的无机改性体系 C/

PA.并对改性体系的微观结构、热稳定性、溶胀性能以及引入组分与基材的相容性进行了研究,比较了改性体系对脐

静脉内皮细胞(HUVEC)形态和粘附行为的影响.制得的 C/PA,在去离子水中的溶胀率为１５􀆰１％;在pH＝７􀆰４的

PBS溶液中的溶胀率为１６􀆰８％,热稳定性较好,表面硬度适于细胞增殖分布,具有较好的应用前景.
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　　心血管疾病致死率高,并发症复杂,是困扰现代

医学与相关学科的难题,手术治疗是最有效的途

径[１].人工血管用于替换或修复发生病变的血管,
解决了移植物来源不足以及异体排斥的问题[２].大

口径人工血管在临床上已得到部分使用,采用涤纶、
聚四氟乙烯和天然真丝等材料制备出的大口径人工

血管,在植入５年内可以保证理想的通畅率(９５％).
小口径人工血管(＜６mm),由于其在体内的低顺应

性以及长期通畅性不理想等问题,依旧是领域内研

究的难点和重点[３Ｇ６].组织工程支架被认为是解决

小血管问题的理想方法.
小口径血管组织工程支架材料必须满足以下性

能特点:厚度均匀的血管壁结构、优异的力学性能以

及良好的生物相容性.厚度均匀的管壁结构是指,
小口径血管组织工程支架应具备致密均匀分布的孔

隙,保证其通透性,即在保证水分、营养物质及细胞

可以穿过血管的条件下不会发生血液外流,植入前

无需对血管进行预凝操作[７Ｇ９];良好的生物相容性则

要求所设计的人工血管的顺应性应与宿主自体血管

相匹配,同时即便在血管服役后长时间内,承受血流
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剪切作用和脉动循环压力后,管壁不发生破损且血

管力学性能仍能满足使用要求.天然生物材料良好

的生物相容性、生物降解性,使其能为细胞提供近似

于人体真实环境的细胞外基质、调控组织结构.透

明质酸(Hyaluronicacid,HA),可经过交联形成网

状高分子,兼具优异生物相容性和良好稳定性.其

本身可以主动刺激内皮细胞进行增殖和转移,诱导

血管形成,此外 HA降解后的低分子产物也对生成

血管具备一定的促进作用[１０Ｇ１１].胶原蛋白是一种具

有高抗张强度的硬质蛋白,在组织工程领域也备受

关注,它的低免疫原性是其作为医用材料最大的优

势,而这种优势使得在宿主体内不易发生排斥反应,
并且这种构成人体组织的物质与细胞周围的基质表

现出良好的相互协同作用[１２].但天然材料的基材

难以在小口径血管组织工程构建过程中要求的各向

异性的智能响应,研究者试图引入合成材料可定制

结构的优势来弥补天然血管的不足.
聚乳酸(PLA)、聚己内酯(PCL)、聚氨酯(PU)

等合成材料因其优秀的血液相容性和力学性能,长
期以来一直被作为组织工程支架的理想基材,被许

多研究者认为是理想的人工血管材料[９].但也有研

究指出,在长期植入后,会发生老化降解和钙化现

象,从而导致材料发生破裂.但对 PU 进行修饰或

改性的同时,又会降低其力学性能和血液相容性.
相比之下,一旦血管材料与血液接触,就会开始血栓

的形成,这是研究者们所面临的巨大挑战.因此,理
想血管支架材料的设计与合成仍是本领域研究的热

点与难点.近年来,纳米材料因其独特的物理、化学

以及机械性能使其在诸多领域得到科研人员的青

睐,将纳米材料的结构设计引入生物医用材料,尤其

是心血管领域有望解决此领域的关键问题.
本课题组多年来一直致力于小口径血管组织工

程支架的研究[１２Ｇ１５],设计合成的一种杂化纳米复合

小口径血管组织工程支架基材,生物学评价及皮下

植入均表现良好,但其脆性给植入及缝合带来了困

难,同时近年来有报道显示,基材的表面力学性能对

细胞的增殖分布有较为直接的影响.因此,笔者在

硕士期间曾对本课题组制备的血管组织工程支架进

行共混改性.研究了有机共混与无机共混２个共混

体系,在引入增韧组分时需考虑亲水性、生物相容性

和与血液成分低相互作用等因素[１５].聚乙二醇

(PEG)作为常用增韧组分,成为首先考虑的组分同

时,考虑到碳材料的诸多优势,在实验中引入纳米碳

管对体系进行无机增韧的改性,形成特殊的有机和

无机复合结果,达到增韧基材的目的.

１　实验部分

１􀆰１　原料与仪器

杂化 血 管 基 材 前 驱 体 (PA),实 验 室 自 制;

PEG６００(分析纯),天津科密欧试剂有限公司;磷酸

盐(PBS)缓冲液(pH＝７􀆰４)、蒸馏水、无水乙醇(化
学纯)、戊二醛,洛阳化学试剂厂;多壁碳纳米管

(MWCNT),中国科学院成都有机化学有限公司;

DMEM 培养基,国药集团化学试剂有限公司.
磁力加热搅拌器(７９Ｇ１型),江苏金坛市金城国

际实验仪器厂;电子天平(AL１０４型),梅特勒Ｇ托利

多仪器(上海)有限公司;超声振荡器(CQ２５０型),
上 海 科 导 超 声 仪 器 有 限 公 司;恒 温 油 水 浴 锅

(XMTEＧ７０００型),上海申顺生物科技有限公司;真
空干燥箱(YHGＧ９０５５A 型),郑州长城科工贸有限

公司;细胞培养板孔(２４/９６孔型),美国康宁公司;
移液枪(FinnpipetteF３型,０􀆰５~５mL),美国 TherＧ
mo公司;台式冷冻离心机(HeraeusLabofuge４００R
型),美国 Thermo公司;安全柜(HFsafe—１２００A２
型)、二氧化碳培养箱(HealforceHF９０型),力康生

物医 疗 科 技 控 股 有 限 公 司;热 重 分 析 仪 (TG,

NETZSCHSTA４４９F３型),德国耐驰公司;扫描电

子显微镜(SEM,QUNTA６５０型),美国FEI公司.

１􀆰２　有机共混和无机共混体系的制备

称取本课题组制得的杂化血管基材前驱体PA
(实验室自制)[１５],加入不同体积配合比的PEG,采
用磁力加热搅拌器(７９Ｇ１型,江苏金坛市金城国际

实验仪器厂)搅拌成均相溶液,浇筑成膜,即制得有

机共混体系PEG/PA,切成２cm×１􀆰５cm×０􀆰３０mm
的矩形试样待用.

在本课题组自制杂化基材前驱液中,加入不同

组分的 MWCNT,采用磁力加热搅拌器(７９Ｇ１型,江
苏金坛市金城国际实验仪器厂)搅拌成均相溶液,浇
筑成膜,即制得无机共混体系 C/PA,切成２cm×
１􀆰５cm×０􀆰３０mm 的矩形试样待用.

１􀆰３　样品的测试

１􀆰３􀆰１　共混体系的微观结构测试

采用扫描电子显微镜(SEM,QUNTA６５０型,
美国FEI公司)对样品进行观察,分析基材中引入

共混相后微观结构的变化,将共混浇筑膜剪成小片,
用导电胶點贴于载物台上,表面进行真空喷金处理,
喷金时间约６０s.
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１􀆰３􀆰２　共混体系的热稳定性测试

采用热重分析仪(TG,NETZSCHSTA４４９F３
型,德国耐驰公司)对样品的热稳定性变化进行测试

与分析,以此判定共混体系的相容性,升温速率为

１５℃/min,温度范围３０~７００℃,高纯氮气流速设为

３０mL/min.

１􀆰３􀆰３　溶胀性测试

将制得的样品,切成２cm×１􀆰５cm×０􀆰３０mm
的矩形小片,采用电子天平[AL１０４型,梅特勒Ｇ托利

多仪器(上海)有限公司]称其干重.在室温条件下,
将样品完全浸泡于去离子水以及pH＝７􀆰４的磷酸

缓冲液中,进行溶胀性测试.在不同的时间将样品

取出直至恒重,用滤纸小心吸除样品表面多余的水,
称量得样品的湿重.每个试样取４个平行样品.样

品的溶胀率计算见式(１).
溶胀率 ＝ (Wt－Wd)÷Wd×１００％ (１)

　　式中,溶胀率,％;Wt 为在平衡条件下样品的质

量,g;Wd 为未溶胀的样品质量,g.

１􀆰３􀆰４　细胞形态分析

将冻存细胞从液氮中取出,采用恒温油水浴锅

(XMTEＧ７０００型,上 海 申 顺 生 物 科 技 有 限 公 司)

３７℃ 水 浴 锅 中 解 冻. 待 解 冻 后,采 用 移 液 枪

(FinnpipetteF３型,０􀆰５~５mL,美国 Thermo公司)
加入３mL培养基混合制成细胞悬液,将细胞悬液转

移至培养瓶(２５mL)中后加入适量 DMEM 培养基,
采用二氧化碳培养箱(HealforceHF９０型,力康生

物疗科技控股有限公司)５％ CO２,３７℃培养.将细

胞悬液采用台式冷冻离心机 (HeraeusLabofuge
４００R 型,美 国 Thermo 公 司)进 行 离 心,５min,

１２００r/min,加入PBS缓冲液采用移液枪反复吹打

离心管底部细胞团后制备成细胞悬液,以备细胞种

植.采用细胞培养板孔(２４/９６孔型,美国康宁公

司)在每孔材料上滴加被稀释后的细胞悬浮液,加入

DEME培养基后采用二氧化碳培养箱(Healforce
HF９０型,力康生物疗科技控股有限公司)进行培

养.采用２􀆰５％的戊二醛将样品表面细胞固定,固
定处理时间约１~２h.弃去戊二醛后,采用PBS缓

冲液多次冲洗,用乙醇梯度脱水后固定,样品喷金后

采用扫描电子显微镜(SEM,QUNTA６５０型,美国

FEI公司)观察细胞的形态.

２　结果与讨论

２􀆰１　微观结构分析

PEG/PA 和 C/PA 的SEM 图见图１.从图１

(a)可以看出,有垂直于表面方向的层状台阶,台阶

边缘呈放射状条纹,台阶宽度均匀约２０μm.从图１
(b)可以看出,添加５％(体积分数,下同)MWCNT
制得的C/PA共混体系的断面呈平行于膜表面的层

错状结构,层间无明显分离,各层均能观察到微米级

的孔结构,C/PA共混体系保留了基材的多孔结构,
层状分布于表面结构平行,共混后的体系相容性优

于有机改性的PEG/PA体系.

图１　PEG/PA和C/PA的SEM 图

２􀆰２　热性能分析

PEG/PA和C/PA的热重曲线见图２.从图２
(a)可以看出,在 PA 体系中引入不同体积分数的

MWCNT 制 得 的 C/PA 共 混 体 系 中,随 着 引 入

MWCNT用量的增加,C/PA 的热稳定性发生明显

变化,热分解的起始温度变化不大,但出现最大失重

的温 度 明 显 升 高,同 时 第 一 次 失 重 率 减 少 了 约

３０％,这说明 MWCNT与PA基材形成了良好的相

间结合,达到了热力学水平的相容.从图２(b)可以

看出,在引入不同体积分数的PEG 后,PEG/PA 的

热分解初始温度与热失重比例均未观察到明显变

化,即共混体系的热稳定性不随PEG含量的变化而

变化,这表明有机共混体系PEG/PA未达到热力学

水平的相容.

图２　PEG/PA和C/PA的热重曲线图
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２􀆰３　溶胀度分析

组织工程支架需模拟细胞外基质的结构及生物

学环境,组织工程支架材料的溶胀性,即吸水性,对
细胞的贴附和增殖十分重要,因为具有良好溶胀性

的支架可以更好地吸收培养基或体液中的营养物

质,以供细胞生长需要[１６].

PA和C/PA的溶胀率图见图３.从图可以看

出,在去离子水中,C/PA 的溶胀率为 １５􀆰１％,比

PA的溶胀率１３􀆰０％提高了１６􀆰２％;在pH＝７􀆰４的

PBS溶液中,C/PA的溶胀率为１６􀆰８％,比PA的溶

胀率１０􀆰８％提高了５５􀆰６％.这是因为引入 MWCＧ
NT后,碳管上的羧基和水之间形成氢键,有利于杂

化体系在溶液中的水分子吸收,导致杂化材料的溶

胀率得到提高.

图３　PA和C/PA的溶胀率图

２􀆰４　细胞形态分析

将脐静脉内皮细胞(HUVEC)在样品上的贴附

生长７２h,对 PA 和 C/PA 与细胞的相容性进行测

试和分析.PA 和 C/PA 细胞形态的SEM 图见图

４.从图４(a)可以看出,PA基材表面的内皮细胞数

量较多,细胞铺展较好,部分细胞已幵始向PA内部

迁移且长成了一片.从图４(b)可以看出,在 C/PA
上的内皮细胞数量较多,但细胞只在表面生长,这可

能是因为引入 MWCNT后材料的孔隙率降低,不利

于细胞的铺展和向内部生长,但表面细胞的密度明

显增多,细胞活性增加,说明引入 MWCNT未损失

PA的细胞相容性,引起力学性能的变化,基材的表

面硬度与细胞活性直接相关[１７],因而导致细胞的活

性增强.

图４　PA和C/PA细胞形态的SEM 图

[(a)PA;(b)C/PA]

３　结论

在杂化小血管组织工程支架基材的前驱溶液中

分别引入了无机(碳纳米管)、有机(PEG)改性组分,
通过改变引入组分的体积分数,制得一系列共混改

性的血管组织工程支架基材 PEG/PA 和 C/PA.
制得的C/PA,在去离子水中的溶胀率为１５􀆰１％;在

pH＝７􀆰４的 PBS溶液中的溶胀率为１６􀆰８％,热稳

定性较好,表面硬度适于细胞增殖分布,在医疗领域

具有较好的应用前景.
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