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摘 　要 : 探讨海藻酸钠、壳聚糖和 PLGA 纳米纤维支架的机械稳定性、生物相容性及细胞在其表面的生长规律 ,寻

找合适的肝脏组织工程支架材料。用静电纺丝的方法分别制备海藻酸钠、壳聚糖和 PLGA 纳米纤维支架 ,观察材料

的机械稳定性及肝细胞在材料表面的活性和生长情况。接种后 015 h 内 ,肝细胞在壳聚糖和海藻酸钠材料表面贴

壁 ,生长良好。第二天起 ,肝细胞在壳聚糖表面逐渐聚集生长 ,形成聚集体 ,而在海藻酸钠材料表面无聚集。第三

天后 ,海藻酸钠材料发生溶胀 ,纳米结构破坏 ,而壳聚糖纳米支架保持完好。在观察期间 ,PLGA 材料表面一直没有

肝细胞黏附。肝脏细胞不能在 PLGA 纳米材料表面黏附生长 ;壳聚糖具有良好的生物相容性 ,且肝细胞在壳聚糖纳

米材料表面能形成球形聚集体 ;海藻酸钠生物相容性好 ,但机械稳定性差 ,容易降解 ,不能单独作为肝脏组织工程

的纳米支架材料。
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引言

　　肝功能衰竭由于进展迅速、预后较差 ,是目前临

床上较为棘手的一类症候群[1 ] 。肝移植是肝功能衰

竭惟一有效的治疗措施 ,但由于其来源匮乏及存在

的伦理问题 ,远远不能满足临床的需求[2 ] 。组织工

程是近年来正在兴起的一门新学科 ,它为肝功能衰

竭的治疗带来了曙光。组织工程的核心是建立由细

胞和生物材料构成的三维空间复合体 ,而生物材料

的好坏又在很大程度上决定了其中细胞的活性和功

能 ,因此寻找合适的支架材料是人们一直孜孜以求

的目标。近年来 ,纳米材料在组织工程中得到了广

泛应用 ,并被证明具有良好的性能 ,但在肝组织工程

中的应用却鲜有报道。为了寻找合适的肝组织工程

的纳米纤维材料 ,本研究用静电纺丝的方法制备了

壳聚糖、海藻酸钠和聚乳酸2乙醇酸 (poly (lactic2co2
glycolic acid) , PLGA) 3 种纳米支架材料 ,对其机械

稳定性及生物相容性进行了评价 ,并观察了肝细胞

在各自表面的生长规律。

1 　材料和方法

111 　材料

实验所用的海藻酸钠购自连云港海藻酸钠工业

有限公司 ,壳聚糖 (脱乙酰度 88 %) 购自济南海得贝

海洋生物工程有限公司 , PLGA 购自济南岱罡生物

技术有限公司 ,所有材料均为分析纯。主要培养试

剂 RPMI1640、新生牛血清均购自 Gibco 公司。

112 　方法

11211 　纳米支架材料的制备
(1)海藻酸钠纳米纤维支架的制备 :海藻酸钠按
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4 %质量分数溶于水中 ,将溶液抽至玻璃注射器后 ,

由注射泵驱动 ,在电场作用下纺至盖玻片上 ,纺完后

用 10 %的氯化钙溶液固定 ,烘干备用。

(2)壳聚糖纳米纤维支架的制备 :壳聚糖和 PEO

按 9∶1 质量比称量作为溶质 ,乙酸和甲醇按 7∶3 体

积比称量作为溶剂 ,溶质在室温下按 216 %质量比

溶于溶剂。充分溶解并离心后抽吸至玻璃注射器

中 ,由注射泵驱动 ,在电场作用下纺至盖玻片上 ,并

用氨水固定 ,烘干备用。

(3) PLGA 纳米纤维支架的制备 : PLGA 粉末按

10 %质量分数溶于六氟异丙醇 ,将溶液抽至玻璃注

射器后 ,由注射泵驱动 ,在电场作用下纺至盖玻片

上 ,直接烘干备用。

11212 　大鼠原代肝细胞的获取

大鼠原代肝细胞的获取采用改良的两步原位胶

原酶灌注法[3 ] 。SD 清洁级大鼠在术前禁食半天 ,氯

胺酮 5 mLΠkg 肌肉注射麻醉 ,采用正中大十字切口

进腹。用套管针穿刺大鼠门静脉 ,结扎固定后 ,立即

灌注 D2Hanks 液 ,剪断肝下下腔静脉作流出道 ,直至

肝脏内血液基本全部灌出 ,肝脏颜色变成土黄色为

止。小心取下肝脏 ,置于无菌的培养皿中 ,再用注射

器缓慢推灌预热的37 ℃的 0105 % Ⅳ型胶原酶 50

mL ,消化 6～7 min 后 ,肝脏变软 ,表面可呈颗粒状改

变。在超净台剔除结缔组织并机械研磨后 ,再用

200 目网筛过滤 ,所得细胞反复离心洗涤 3 次 ,制成

肝细胞悬液。采用苔盼兰拒染实验检测细胞活性 ,

超过 95 %的用于后续培养。

11213 　肝细胞在支架材料表面的接种及观测指标

将上述制备好的 3 种纳米纤维支架材料置于 6

孔板中 ,采用环氧乙烷消毒备用。将获取的原代大

鼠肝细胞按 10
6ΠmL 的密度接种于材料表面 ,培养液

为 RPMI 1640 加 10 %的新生牛血清。细胞置于

37 ℃、5 % CO2 浓度的培养箱中培养 ,每两天更换培

养液一次 ,每天在倒置相差显微镜下观察细胞形态

及贴壁情况。

为了了解细胞在各材料表面的黏附情况 ,每天

对细胞进行计数。每次换液时 ,将收集的培养液在

2 000 rΠmin转速下离心 ,沉积的细胞经洗涤后用细

胞裂解液裂解 ,其中蛋白的浓度用 BCA 蛋白浓度试

剂盒检测。由于每个细胞中总蛋白含量基本一定 ,

所以每次脱落的细胞可以根据蛋白含量推算出来 ,

而黏附细胞的数量也可以相应得到。

采用 MTT法检测细胞的生长情况 :在培养第三

天的时候 ,每孔中加入 200μL MTT ,37 ℃孵育 3 h

后 ,弃去上清 ,加入 200μL 二甲亚砜 ,溶解形成结

晶。最后将溶液转移至 96 孔板中 ,在酶标仪上读取

570 nm 的 OD 值。

为了观察 3 种纳米支架的表面形态并评估其机

械稳定性 ,将材料浸泡在 RPMI 1640 培养液中 3 d。

并在 浸 泡 前 后 用 扫 描 电 镜 ( scanning electron

microscopy , SEM) 对它们进行形态表征。将材料置

于二氧化碳临界点干燥仪 (HCP22 , Hitachi , 日本) 中

干燥 ,镀金后置于 SEM 发射场加以观察。

肝细胞在培养 3 天后 ,对其进行细胞活性的荧

光染色。所采用染料为 Calcein2AM 及 Sytox Orange

双染 (Molecular Probes , 美国) ,前者进入活性细胞胞

浆后 ,能被这些细胞内的酶催化降解 ,发出绿色荧

光 ,后者能与死细胞的细胞核结合 ,发出红色荧光。

2 　结果

211 　肝细胞在纳米支架材料表面的形态观察

新鲜分离的原代大鼠肝细胞加入上述 6 孔板中

的 3 种材料上后 ,015 h 内 ,肝细胞在壳聚糖及海藻

酸钠纳米材料表面基本全部贴壁 ,细胞分布均匀 ,部

分细胞可见典型的肝细胞双核现象。第二天 ,在壳

聚糖纳米表面可见肝细胞有聚集生长的趋势 ,并形

成小的聚集体 ,而在海藻酸钠纳米材料表面 ,细胞仍

呈独立分布状态 ,细胞分布均匀 ,未见聚集生长现

象。第三天 ,在壳聚糖纳米材料表面 ,可见肝细胞相

互之间聚集生长更为明显 ,细胞之间连接紧密 ,形成

较大的球形聚集体。而在海藻酸钠纳米材料表面 ,

肝细胞有明显脱落 ,细胞数目大为减少 ,细胞之间独

立分布。在整个观察期间 ,肝细胞在 PLGA 材料表

面基本没有贴壁 ,大部分细胞呈悬浮状态 (见图 1) 。

212 　肝细胞在各材料表面的黏附率

由图 2 可以看出 ,肝细胞在各组材料表面的黏

附情况有很大的差别。肝细胞在壳聚糖纳米纤维支

架表面黏附比较牢靠 ,其黏附率一直保持在 90 %以

上。在海藻酸钠材料表面 ,肝细胞第一、二天的黏附

率比较高 ,维持在 90 % 左右 ,但到第三天 ,其黏附率

急剧下降 ,只有 60 % 左右。而在 PLGA 材料表面 ,

肝细胞黏附率一直比较低 ,只有 10 %左右 ,第三天

更是降到了 6 %。在培养第三天 ,各组间黏附率有

统计学差异 ( P < 0105) 。
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图 1 　肝细胞的形态观察(光镜 , ×100) 。( a)～( c) 第一天时 ,肝细胞分别在壳聚糖、海藻酸钠和 PL GA表面 ; ( d)～

( f) 第二天时 ,肝细胞分别在壳聚糖、海藻酸钠和 PL GA 表面 ; ( g) ～( i) 第三天时 ,肝细胞分别在壳聚糖、海藻酸钠

和 PL GA表面

Fig. 1 　Morphology observation of the hepatocytes ( light microscopy , ×100) . ( a) ～( c) at the first day hepatocytes on

the substrates of chitosan , alginate and PL GA , respectively ; ( d)～( f) at the second day hepatocytes on the substrates of

chitosan , alginate and PL GA , respectively; ( g)～( i) at the third day hepatocytes on the substrates of chitosan , alginate

and PL GA , respectively
　

图 2 　肝细胞在各材料表面的黏附率

Fig. 2 　Cell attachment of hepatocytes on three different

substrates
　

213 　肝细胞在各材料表面的生长情况

用 MTT比色法测定肝细胞的生长情况。由图 3

可以看出 ,在第三天的时候 ,各组材料表面肝细胞的

吸光值有着显著的差别 , 壳聚糖纳米材料组为

0168 ,海藻酸钠组为 0138 ,而 PLGA 组只有 0107 ,各

组间有统计学差异 ( P < 0105) 。

图 3 　肝细胞在各材料表面的生长情况

Fig. 3 　MTT assay of hepatocytes on three different

substrates
　

214 　纳米支架材料的电镜观察( SEM)

为了更好地了解 3 种材料的力学强度及机械稳

定性 ,将 3 种材料分别在 RPMI 1 640培养液中浸泡

了 3 d ,并在浸泡前后对它们分别进行了扫描电镜观
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察。由图 4 可以看到 ,在浸泡之前 ,3 种材料均为纳

米级别纤维构建的多孔支架结构。纤维粗细均匀并

随机分布 ,纤维直径在 150～200 nm ,而纤维之间的

孔隙直径在 1～2μm ,这些结构很好地模拟了细胞

在体内的拓朴结构 ,即细胞外基质的形态。在培养

液浸泡 3 d 后可以看出 ,壳聚糖纳米纤维基本上仍

保持它的形态和孔隙 ,其纳米拓朴性质没变 ;而海藻

酸钠纳米纤维则发生了溶胀 ,纳米结构塌陷 ,孔隙结

构消失 ,甚至出现了断裂 ; PLGA 在浸泡前后基本没

有改变 ,很好地维持了它原有的结构和形态。

图 4 　不同纳米支架材料在培养液浸泡 3 d前后的扫描电镜图片。( a) ～( c) 浸泡前的壳聚糖、海藻酸钠和 PL GA;

( d)～( f) 浸泡后的壳聚糖、海藻酸钠和 PL GA

Fig. 4 　SEM micrographs of different nano2scaffolds before and after immersion in culture medium for 3 days. ( a)～( c)

before immersion , the substrates of chitosan , alginate and PL GA; ( d)～( f) after immersion , the substrates of chitosan ,

alginate and PL GA
　

215 　肝细胞在支架材料表面的活性荧光染色

为了检验材料的生物相容性 ,对培养 3 d 后的

材料表面细胞进行了细胞死活荧光染色 ,见图 5。

从图中可以看出 ,在壳聚糖纳米纤维表面 ,细胞贴壁

良好 ,均保持了良好的活性 ,基本没有死细胞存在 ,

部分肝细胞形成聚集体生长 ,也保持了良好的活性 ;

在海藻酸钠材料表面 ,细胞数目下降 ,但大部分仍为

活性细胞 ,只有少部分同时染上两种颜色 ,呈黄色 ,

提示细胞可能处于凋亡阶段 ;在 PLGA 纳米材料表

面 ,只有少量肝细胞零星分布在材料表面 ,且细胞染

色均为红色 ,提示肝细胞大都已经死亡。

图 5 　肝细胞在 3 种材料表面接种 3 d后的死活荧光染色。( a)壳聚糖 ;( b)海藻酸钠 ;( c) PL GA

Fig. 5 　DeadΠlive fluorescence double staining of hepatocytes on the surface of three nano2scaffolds 3 days after

inoculation. ( a) chitosan ;( b) alginate ;( c) PL GA
　

3 　讨论

　　细胞在体内生存的微环境大多是由胶原纤维及

其他细胞表面构成的纳米支架结构 ,除蛋白质是调

节细胞生命活动的一个重要因素外 ,纳米级的支架

结构界面是另一个重要因素[4 ] 。组织工程学研究发
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现 ,一般支架材料可从 3 个尺度控制组织的生长发

育[5 ]
:毫米尺度决定人工组织总的形态和大小 ;微米

尺度决定支架孔隙的形态结构 ,从而调节细胞的迁

移和生长 ;纳米尺度决定支架材料的表面化学或立

体微观结构 ,能调节与其相接触细胞的黏附、伸展和

基因的表达。为此 ,人们开始寻找各种合适的纳米

材料来模拟细胞在体内的纳米拓朴结构 ,以望能更

好地提供细胞生长所需的微环境 ,延长细胞的寿命 ,

增强细胞的功能。

纳米材料是指在三维空间中至少有一维处于纳

米尺度范围 (011～100 nm) ,或由它们作为基本单元

而构成的材料。近年来 ,纳米技术得到了迅速发展 ,

其应用领域也越来越广 ,尤其是骨[6 ] 、神经[7 - 8 ] 、膀

胱[9 ] 、角膜[10 - 11 ] 等组织工程 ,均得到了良好的实验

效果 ,但其在肝脏组织工程中的应用却鲜有报道。

为了将纳米材料引入到肝脏组织工程 ,寻找肝细胞

生长合适的纳米支架 ,本研究采用静电纺丝的方法

制备了 3 种不同的纳米材料 ,研究了它们的机械稳

定性和生物相容性 ,并观察了肝细胞在其表面的生

长情况。

壳聚糖、海藻酸钠及 PLGA 是组织工程中应用

较多的 3 种材料 ,在以往的研究中被证明具有良好

的生物相容性和机械稳定性[12 - 15 ] 。本研究将这三

种材料制成纳米纤维支架后培养肝细胞 ,发现肝细

胞在壳聚糖和海藻酸钠纳米材料表面贴壁良好 ,而

在 PLGA 纳米材料表面则基本没有贴壁 ,这提示肝

细胞贴壁除了与材料的生物相容性有关外 ,与其所

处的微环境也具有密切的联系。壳聚糖提取于甲壳

类动物 ,是自然界惟一的碱性多糖、阳离子聚合物 ,

在临床以及医药领域大量应用。海藻酸钠是从海藻

中提取而来的一种天然聚合物 ,而 PLGA 是一种优

良的人工合成生物材料。实验中细胞不能贴壁于

PLGA ,可能与其表面疏水、带负电荷有密切的关系。

有实验表明 ,疏水带负电的材料对细胞贴壁很不利 ,

而在其表面修饰一些基团使其带上正电荷 ,则能促

进细胞的贴壁[16 ] 。

在对材料机械稳定性的检测中 , PLGA 展示了

它作为人工合成材料的优越性。在培养液中浸泡 3

d 后 ,其结构基本都没有变化 ,形态保持良好。壳聚

糖在浸泡后略有变形 ,但其纳米结构仍在 ,孔隙保持

良好。而海藻酸钠则完全失去了原有的纳米结构 ,

孔隙塌陷 ,纤维溶胀 ,甚至出现断裂 ,体现了较差的

机械稳定性 ,这也可能正是肝细胞在其表面培养第

三天后 ,开始大量脱落的原因。

随着纳米材料在组织工程中的应用越来越广

泛 ,其生物相容性也越来越受到人们的重视 ,很多人

认为纳米材料对机体、对细胞存在一定的毒性作用 ,

因此本实验对细胞在纳米材料表面的活性进行了检

测。在实验中发现 ,壳聚糖和海藻酸钠体现了其作

为天然材料良好的生物相容性 ,细胞基本都保持了

良好的活性。海藻酸钠材料表面的细胞活性下降 ,

可能也与其纤维发生溶胀、细胞即将脱落有关。

PLGA 表面细胞由于不能贴壁 ,或者贴壁很少 ,在培

养过程中慢慢失去了其活性 ,因而染色后表现为红

色 ,因此其生物相容性要明显差于前两者。

在培养过程中还发现了一个有趣的现象 ,那就

是肝细胞在壳聚糖纳米材料表面培养时 ,细胞逐渐

形成了聚集生长 ,而该现象在既往的研究中也有类

似的报道。Sung2Jan Lin 等将黑色素细胞培养在尼

龙2壳聚糖材料表面后发现 ,细胞能在材料表面形成

聚集体生长 ,而且壳聚糖所占比例越高 ,细胞聚集越

明显[17 ] 。由此可见 ,壳聚糖具有使细胞聚集生长的

特性。而细胞的聚集生长带来了一个明显的好处 ,

就是能增加细胞与细胞之间的接触 ,加强细胞间的

信号传导 ,促进细胞间的相互作用 ,从而能促进细胞

的活性及功能。

4 　结论

　　肝细胞不能在 PLGA 纳米材料表面贴壁生长 ,

而在壳聚糖和海藻酸钠材料表面生长良好 ,而且肝

细胞在壳聚糖纳米材料表面还能形成球形聚集体。

壳聚糖和 PLGA 纳米材料具有良好的机械稳定性 ,

在溶液中能很好地保持其纳米拓朴结构 ;而海藻酸

钠纳米材料机械稳定性较差 ,不能在溶液中保持原

有的纳米结构。因此 ,PLGA 和海藻酸钠都不宜单独

作为肝脏组织工程的纳米支架材料 ,而壳聚糖是构建

肝组织工程的良好候选材料。今后将继续研究肝细

胞在壳聚糖纳米纤维材料表面的功能表达及相关机

理 ,并尝试将这种材料应用到肝脏组织工程中来。
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