
[文章编号】1000-2200(2009)09-0753-03

改性聚乳酸与Schwann细胞的生物相容性研究
’

邵正仁1，颜玲2，陈卡娜2

753

·基础医学·

【摘要]日的：对不同的改性聚乳酸材料进行Schwann细胞(sc)生物相容性观察。方法：采用细胞增殖度法，观察不同材料浸

提液对sC增殖影响。进行毒性评级；采用相差显微镜、扫描电镜、荧光分光光度法观察细胞形态以及黏附情况。结果：除2。材

料(PLA．g．HEMH)的高浓度浸提液毒级为2级外，其余毒级均为0—1级，细胞生长良好，其黏附性较未改性聚乳酸高，但所有

材料Sc的黏附性仍低于培养板(P<0．01)。结论：改性后的材料细胞生物相容性良好，其表面亲水性增加，但2。材料可能在

改性过程中表面酸度增加，在处理上有必要改进。
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Study of the biocompatibility of modified polylactic acid vector with Schwann cell
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[Abstract]Objective：To observe the biocompatibility of modified polylactic acid vector with Schwann cell．Methods：Immersed

extraction of modified PLA affect to Proliferation and cytotoxieity stage of Schwann cell by M1tr method．Schwann cell morphology and

adhesion condition on surface of materials were observated by scanning electro microscope and Fluor spectrophotometer．Results：

Cytotoxicity stage of modified polylactic acid vector were 0一l stage．and the mumble of schwann ceHs and adhesion were better than

unmodified PLA，but all materials were踮good as culture well(P<0．01)．Conclusions：Modified polylactie acid vector have better

biocompatibility with Schwann cell，and their cytotropism were improved．
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周围神经缺损的修复一直是医学界难题，缺少

良策。随着组织工程的兴起，组织工程化神经的研

究为神经缺损的修复提供了全新的思路和方法，成

为新近研究的热点之一。随着组织工程的发展，有

关生物可降解材料的研究越来越多，而生物相容性

问题是影响生物医用材料临床应用的主要问题。作

为组织工程的细胞支架，不仅要求具有一般材料的

生物相容性，而且还要求有良好的细胞亲和性，不会

引起细胞变性及不影响细胞生长、传代。目前聚乳

酸(polylatic acid，PLA)作为一类重要的人工合成高

分子材料，已应用于细胞生长的载体，并取得满意效

果。然而，其不足之处是亲水性差，导致细胞的黏附

性差。为此，有必要对PLA接枝亲水性基团进行改

性。但改性后的材料是否具备良好细胞相容性，还

需进一步研究。本实验通过对PLA接枝改性后材

料进行Schwann细胞(SC)的生物相容性观察，以便
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应用于神经组织工程的研究。

1材料与方法

1．1材料(1)PLA改性材料1。：消旋聚乳酸接枝

乙烯摹吡咯烷酮(PDLLA—g-NVP)；2。：消旋聚乳酸接

枝甲基丙烯酸一g一羧乙酯(PDLA-g-HEMH)；3。：聚乳

酸接枝甲基丙烯酸一g一羧乙酯(PLA·g-HEMH)；4。：聚

乳酸接枝乙烯基吡咯烷酮(PLA—g—NVP)。(2)未改

性材料5。：PLA。

1．2材料浸提液制备按培养液／材料表面积为
2 ml／cm2标准，即将5 mm2大小的材料加入培养液

中37℃浸泡3天。

1．3主要仪器和试剂 采用960免疫酶联检测仪

(德国生产)。M1TI．[3-(4，5一二甲基噻唑一)-2，5-二

苯基四氮唑溴盐，Sigma公司产]溶液，使用浓度
5 mg／m1。二甲基亚砜(DMSO)(香港生产)。

1．4细胞增殖度法(MTT法)采用0．25％胰酶和

0．1％II胶原酶分步消化法培养的SC约8天，细胞

铺满培养瓶，以0．125％胰酶消化单层细胞，10％小

牛血清培养基制成l×105／ml细胞悬液，接种于96

孔培养板，每孔100山，在5％CO：、37℃培养箱内

孵育24 h后取出，加入不同程度稀释的浸提液(浸

提原液10％、25％、50％、100％)每孔100山，每浓
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度组浸提液6孔，空白对照组每组加100 Ixl培养

液，放人培养箱中培养，于3、5、7天取出培养板。分

别加入MTY溶液每孔20 Ixl，5％C02、37 oC，继续孵

育4 h，终止培养，小心吸弃孔内培养上清液。每孔

加入100斗l DMSO，振荡10 min，使结晶物充分溶

解，用960免疫酶联检测仪检测，数据经SPSS统计

软件处理，另按6级毒性分级法(见表1)计算相对

增殖度(RGR)毒级[RGR(％)=实验组光密度

(OD)值／空白对照组OD值]。
1．5 荧光分光光度计测定细胞黏附性 制作细胞

密度和荧光量相关曲线，参考Visser的荧光法。

1．5．1标准曲线将sc制成不同密度细胞悬液，

分别加50 mg／L FDA 0．1 ml室温30 min；PBS洗后

分别加细胞裂解液0．2 IIll裂解30 min，移入石英比

色杯，用PBS补足至3 ml，RF-5000荧光分光光度

计测定荧光强度，绘制标准曲线。

1．5．2黏附测定(1)将圆形不同聚乳酸材料经

75％乙醇消毒晾干后，放入96孑L板，每孔加0．1％

多聚赖氨酸0．1 rnl，4℃过夜后吸出每孑L溶液。(2)

将I×105／ml SC悬液加入96孔板中的材料上，每

孑L0．I ml，放入37 oC CO：培养箱中培养60 min。

用PBS液轻洗3次，吸除未贴壁细胞。(3)每孑L加

50 mg／L FDA 0．1 IIll，室温静置30 min后，吸出，用

PBS液轻洗3次。(4)加细胞裂解液0．2 ml裂

解30 min后，用PBS液0．1 IIll冲洗各孔中的聚乳酸

材料，并将材料取出。将细胞裂解液及冲冼的PBS

一起移人比色杯，PBS补足至3 ml，RF-5000荧光分

光光度计测定荧光强度，并在上述标准曲线条件下

直接计算出细胞密度。再按下述公式计算出细胞黏

附率：

黏附率=(黏附细胞数／JJn入细胞数)×100％

1．6细胞形态学观察对上述加入不同浸提液的

96孔板的细胞进行形态观察，并与对照孔细胞进行

观察比较。将材料制成圆形试片，75％乙醇消毒晾

干后置于96孔板内，加SC 1×10’／ml，每孔100一，

5％CO，、37 oC培养箱内孵育7天后取出，常规制备

扫描电镜标本观察。

1．7统计学方法采用方差分析和g检验。

2结果

2．1 相对增殖度及材料毒性评级不同材料的浸

提液不同浓度对sc的毒性检测通过MTr法得出

OD值后，计算出细胞相对增殖度及毒性评级(见表

1～3)。3—7天，1。一3”均为0—1级；4。、54在3天

时观察浸提原液为100％时，毒级为2级；而在5、7

天时为1级，其它各浓度和时间点均为0—1级；2+

材料于早期(3天)时各不同浸提原液均为2级，

5天在浸提原液为100％时，毒级为2级(见表1)。

表1 SC相对增殖度及材料毒性评级

嚣霎)l’毒州毒级3·毒州毒"毒级

2．2黏附率改性后的材料1。、3。、4。较24材料及

未改性的5。材料黏附率高，但所有材料与sC的黏

附率均低于培养板(空白对照)材料(P<0．01)(见

表2)。

表2 SC与聚乳酸材料的黏附率(％)(啦=20；i±s)

口检验：与对照组比较}}P<0．01

2．3材料浸提液对SC形态影响除2。材料浸提

液培养SC 3天，有较多的圆形细胞外，其它的材料

浸提液培养SC 3天，均可见多数细胞胞体呈梭形，

伸出双极突起，少数为胞体三角形，伸出三个突起，

突起较长，相互首尾连接。至第5天，细胞连接成

片，7天已生长成细胞单层。不同聚乳酸材料的浸

提液对细胞形态无明显影响，仅是在高浓度

(100％)时，与对照相比，每个时间点，短突起及圆

形细胞数较多，尤其以28材料更为明显(见图1)。
2．4 sc在聚乳酸材料表面生长情况 在扫描电镜

下PLA材料表面粗糙，呈微颗粒状突起，具有沟隙。

材料复合SC培养7天，细胞附着材料表面，多呈梭

形，部分细胞突起相互连接，细胞突起紧贴着材料表

面，似与材料融为一体。细胞突起跨越微孑L表面或

 



向微孔内长入，有较好的生物相容性。部分细胞突

起细长。但细胞间连接较为松散，在材料上生长密

度较稀。而改性后PLA较未改性的PLA材料表面

细胞数目明显增多，但在7天时仍未能连接成片

(见图2)。

3讨论

研究表明，SC作为周围神经的胶质细胞，在周

围神经损伤修复过程中大量增殖，沿着神经基膜管

表面迁移形成Bungner带，并分泌细胞外基质和黏

附分子，释放20多种神经营养因子，因此，SC不但

为再生神经轴突提供生长通道，并发挥营养趋化作

用¨’2J。故在神经组织工程研究中，sC常作为种子

细胞，因此，研究SC与人工高分子材料的细胞相容

性，检测选用的神经支架材料的细胞毒性是神经组

织工程研究的第一步。理想的高分子材料应能够有

利于SC生长，而不发生抑制作用。随着材料科学

研究的进展，目前已有很多的组织相容性较好的材

料应用于组织。PLA作为一类重要的高分子材料，

具有一定机械强度和良好加工性能的生物可降解材

料，它在体内先降解成人体代谢产物乳酸，参与人体

内的糖类代谢循环排出体外，其组织细胞毒性小，组

织相容性好，故PLA是一种较理想的组织工程材

料¨J。但多存在亲水性差、对细胞黏附性弱等不

足。SC只有牢固地与材料黏附，才能进一步迁移生

长，发挥生物活性功能。因此，有必要对PLA材料进

行接枝改性，增加亲水性和细胞的黏附性。而改性

后材料是否对Sc存在毒性以及其亲水性、黏附性

如何，有必要进一步研究。

本实验通过M1Tr细胞相对增殖度法，对几种不

同方法改性的PLA材料进行体外细胞培养毒性实
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验(6级毒性分级法)，结果表明，不同改性材料，除

2。材料外，在5、7天，所有改性材料在不同浸提液浓

度下均为0～1级；2’材料于早期(3天)时各不同浸

提原液均为2级，5天在浸提原液为100％时，毒级

为2级。从M1TI'法所得的光吸收度的值数据综合

来看，高浓度浸提原液其所测得的OD值较小。从

形态观察结果分析，Sc在不同改性材料的浸提液中

培养，生长状态良好，可见大量细胞分裂增殖。除

2。材料早期细胞有较多的未伸展细胞外，其它组可

见多数细胞胞体呈梭形，突起相互首尾连接。至第

5—7天，细胞连接成片。故不同聚乳酸材料的浸提

液对细胞形态无明显影响。扫描电镜所见sc黏附

于不同改性的PLA材料表面，呈正常的梭形，并有

较长的细胞突起，形态良好，无明显改变，进一步从

形态上说明改性后的材料对细胞基本无明显毒性作

用，生物相容性良好。且改性后的聚乳酸材料较未

改性的聚乳酸材料黏附的细胞数明显增多，但总体

来说，细胞密度仍较稀，未能融合成片。从荧光法进

一步观察SC与不同材料黏附性，所得结果与材料

毒性实验以及细胞形态观察相吻合。虽然经过改性

后聚乳酸材料亲水性及细胞的黏附性有明显的改

善，但仍存在不如培养板材料的亲水性好，故仍有待

于进一步改进。此外，建议应用该材料时，最好采用

一些生物活性物质对材料表面进行修饰，以进一步

提高改进材料表面的黏附性HJ，促进SC的黏附【5 J，

为细胞在其表面生长、增殖和分泌功能发挥提供良

好的微环境。

本实验中观察到2。PDLA—g．HEMH材料黏附性

较低，与未改性聚乳酸近似。分析其原因，可能为改

性后虽然提高了材料表面的亲水性，但可能存在改

性后增加材料酸度，对细胞生长有一定的影响。尤

其是高浓度浸提液对细胞增殖影响较为明显。故在

处理和清洗上仍有研究改进的必要。
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