
光交联剂 SA NPA H 在处理后的牛颈静脉血管表面接枝生物短肤 R G D

乔 刚 胡建国 吴忠仕 李小冰 赵向东 高 华

(巾南大学湘雅二医院心胸外科 湖南长沙 4 10 01 1)

摘要 目的 : 通过不 同摩尔浓度
、

摩尔比的光交联剂 SAN PAH 和 R G D 接枝于经过去细胞和光氧化后 的牛颐静脉(BJ V C )表面的

初步研究
,

以明确接枝 R G D 的效果和录佳浓度
。

方法 :分别取 4 个不 同浓度的 SANPAH 和 RG D 进行 3 个摩尔比的反应
,

经过紫

外线照射光化学接枝后
,

各组血管片进行快速冰冻切片
,

荧光显微镜下观察
,

看不 同浓度下和摩尔比反应
、

结合的荧光效果
,

从而

初步推断出录佳的反应和结合浓度
。

结果 :应用光交联剂后
,

血管内膜面有一层较强的荧光
,

随若R G D 和 SAN PAH 的浓度的升

高
,

荧光整体上是越来越强
,

但是二者的浓度高于 0. 6 m M 时
,

荧光差别不是很明显 ; 当二者的反应摩尔比为 1 : 1 时
,

荧光最强
。

结论 :

光交联剂 SAN PA H 能够把 R G D 接枝到BJ V C 上
,

录佳的 R G D 和 SAN PAH 反应及接枝的浓度是 0. 6m M
,

最佳的摩尔比是 1 : 1
。
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目前的心 Inl管外科治疗常需要植人替代物
,

最好的供体是

同种移植物
,

但因为受供体数量的限制
,

常不能满足需求
。

人造

移植物虽已经广泛应用于临床
,

但鉴于目前存在某些缺点
,

人

们把注意力集中在生物材料上
,

牛颈静脉(BJ V C )不但可以大

量获取
,

又是生物材料
,

所以有着巨大的优势
。

含精氨酞
、

甘氨

酞
、

天冬氨酸序列短肤 (Arg
一

Gl y
一

A sP
,

R G D 肤)是一段 由 3 个

氨基酸组成的短肤序列
,

是许多粘附蛋白共有的细胞最小识别

序列
.

也是许多细胞表面某些整合素特异性配体之一
。

目前生物短肤 R G D 已被广泛应用
,

且被大量实验l冈证明

是最有效的促粘附多肤
,

这一序列会促进识别细胞的粘附
、

迁

移和生长
。

如何把这一短肤结合到材料表面已有很多研究
,

但

结合异种移植物的研究尚未见报道
。

我们设想把 R G D 共价结

合到 B JV C 上
,

不但可以促进内皮细胞的粘附
、

迁移和生长
,

而

且因为这种共价结合可能比较牢靠
,

不易被血流冲掉
.

同时也

使 BJ V C 成为可以被 自体逐步吸收
、

重建的真正的组织工程材

料
。

材料与方法

1
.

1 实验材料

牛颈静脉获取及处理
:

本地屠宰场获取新鲜牛颈静脉
,

热

缺血时间 0
.

5h
,

置于冰磷酸缓冲液(PB S
,

P1 { 7. 4) 中保存 6h
,

取

出剪除外膜组织
,

0
.

1%新洁尔灭浸泡 30 m in
。

去细胞处理方法

如下
:
血管组织先置于 0

.

5%曲那通 X
·

100 (夏斯生物公司 )
,

3 7 ,C
,

孵育 48 h ;再置于 0
.

0 2 5%胰蛋白酶(Try p sin )和 0
.

0 2% ED
-

T A(上海生工
,

1 1) 中
,

3 7 ,C
,

孵育 3 0m in ; 再采用 3 0四m ID
·

N ase
一

I和 0
.

3m g/ m l R N a se 一

A (Ferm e n ta s公司 )
,

3 7 ,C
,

孵育 24 h
。

光氧化处理方法
:
血管组织先置于高渗 PB S 液 (p H 7. 6

,

O sm

680 m o sm ) 中浸泡 4h
,

再置于含 0
.

1%亚甲基蓝的 PB S 液 (p H

7
.

6
,

o s m 32 0m o sm )中平衡 4 h 后
,

5 00 W 白炽灯照射
,

光氧化反

应体系控制温度在 10 ℃左右
,

光源距离液面 2 0c m
,

照射过程

中连续搅拌
,

持续吹人氧气
,

以提高 PB S 液内的氧浓度
,

并控

制反应体系内的 PIJ值 (pH 7. 6)
,

处理 48h 后取出血管
,
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PB S 液反复冲洗
。

G R G D SPK
一

FITC :

含 R G D 序列的经过末端 F仃C 标记短

肤 G R G D SPK 订购自中国肤公司 (Chin ese Peptid e Co m pa ny)
,

荧光素 FI TC 标记在赖氨酸侧链氨基上 (分子员 1105
.

产品号

8 03 92 5 )
。

SAN PAH 购自美国Piere e 公司(产品号
: 22 60 0 )

紫外固化交联灯定购于湖南长沙市雍辉特种光源电器厂

1
.

2 实验方法

裹 1不同浓度及康尔比的 R GO 和 SA N PAH 的配制表

T able
.

l p rePa ra tio n o f diffe re n t eo n e en tra tio n s an d m o le ra tio s

o fSA N PA H a n d R G D

以H 的血管片经过反复漂洗
,

表面的荧光有所丧失
.

甚至没有

吸附至里 面胶原上 的 R G D 荧光强
。

A 图为单纯 涂租

G R G D SPK
·

FI TC 的照片
,

B 图为应用光交联剂 SAN PAH 接枝

G R G D SPK
·

FITC 的荧光照片
。

不同浓度和摩尔比的 SAN PAH 和 RG D 接枝于 血管片上

从纵切面上看
,

随着 RG D 和 SAN PA H 的浓度的升高
,

荧光整

体上是越来越强
,

但是二者的浓度高于 0. 6 m M 时
.

荧光差别不

很明显 ; 当二者的反应摩尔比为 1 : 1 时
.

荧光最强
,

图 4 是

G R G D SPK
·

FIT C 与 SAN PAH 不同摩尔比的荧光照片
,

A 图是

l : 0 ; B 图是 1 : l; C 图是 I: 10
。

R G D 与 SA N PA H

的摩尔比

R G D 浓度(m M )

0
.

12 0 .6 1
.

2 6

I : 0 A I B I C I D I

l : 1 AZ BZ C Z D Z

l : 10 A3 B 3 C 3 D 3

1
.

2
.

1 血管片的制备及分组处理

取同一根处理后的血管
,

制成 Ic m X Ic m 大小的 12 个血管

片(不含瓣膜区 )
,

超声波漂洗 30 m in
,

洗脱亚甲兰
,

随机分人 12 组

中(见表 1)
。

1
.

2
.

2 SAN PAH 与 G R G D SPK 反应后接枝到 B JV C 上

分别在避光下配制上表中 4 种浓度的 R G D 溶液
,

然后配

制摩尔比为 1 : 1 和 l :
10 的 SA NPA H 溶液

,

避光下混合(共 12

管 )
,

室温下反应 2h
,

每个血管片上滴 100? 1 的上述混合物
,

室

温下自然干燥 ; 波长为 365 n m 的 300W 紫外灯预热小 10m in
,

于样木上 10c m 处
,

照射 sm in
,

用蒸馏水在恒温震荡器中漂洗

I自L管片 6h ( 100 次 / 分 )
。

1
.

2. 3 检测

即刻将血管片进行快速冰冻切片
,

厚度为 5卜m
,

荧光显微

镜下观察
、

照相
。

2 结果

2
.

1 BJV C 胶原本身的荧光

下面两图为单纯去细胞
,

未光氧化
,

也未作任何其他处理

的冰冻切片
。

不同波长均能激发胶原荧光 (图 A 为波长在

5 10 一 5 6On m 光激发的胶原荧光
,

图 B 是波长 4 50 一 490 激发的

图像); 在较长波长光的激发下
,

胶原呈红色
,

在激发 FI T C 荧光

的波长下
,

胶原木身颜色为黄色
,

较暗
,

与 FI T C 的明亮的绿色

荧光不同(图 B )
。

2
.

2 单纯涂祖 G R G D SPK
一

FIT C 后的荧光

经过去细胞后的血管片只剩下胶原组织
,

空隙较大
,

很多

R G D 分子被吸附到胶原空隙中
,

而且也粘附在胶原表面
,

A 图

是血管横断面切片(即垂直于血管片 )
,

B 图是纵切片(即平行

于血管片 )
。

2. 3 单纯涂彼和用光交联剂结合 R G D 后在紫外线照射下接枝

于血管片内膜面

从血管片的横切面上看
,

经过光交联剂 SANPA H 的反应
,

血管内表面明显有一层较亮的荧光
,

而未加光交联剂 SAN
·

3 讨论

现代的组织工程的目的是提供有功能
、

能生长
、

可修复
、

再

塑性的有生机的组织
,

达到这样的目的有几个手段
,

一是种植

细胞
,

二是合适的支架材料
,

三是两者都有
。

其优点是
:

通过支

架的逐步吸收
,

同时粘附在移植物上的自身细胞不断增值
、

分

泌细胞或细胞外基质
,

使移植物最终能被取代
,

从而成为自身

的器官l, 一。

B JV C 是生物材料
,

为了能更好
、

更快地融人机体
,

使血管

尽快内皮化是一个最佳的方法
。

大量研究显示生物材料经过表

面修饰
,

能有效地提高其促细胞钻附
、

增值
、

迁移的能力
,

其中

在材料表面接枝生物活性物质是最常用的方法
.

含有 R G D 序

列的短肤能与细胞上的整合素特异性结合并激活之
.

从而调节

跨膜信号以及胞浆内信号的传导
,

促进细胞钻附
、

增殖
,

通过固

定 R G D 肤进行表面修饰的材料能显著增加细胞运动的持续时

间
。

常用的 R G D 肤固定方法包括物理吸附和化学偶联两大

类
。

前者将肤段通过非共价(疏水性
、

电荷分布
、

范德华力
、

氢键

等)作用吸附于载体表面或包埋于凝胶及微囊内部
,

虽应用较

广但其确切机制仍不清楚
,

稳定性和重复性也不佳
。

后者是通

过某种方法将材料活化
,

如表面水解
、

等离子沉降
、

紫外辐照
、

自组装
、

模板技术等
.

引人能与多肤键合的功能基团
,

如
·

O H
、

二COO H
、 .

一HZ
、

琉基
、

活性氢等基团
,

然后利用交联剂

与肤段以共价键结合
,

产生化学反应14.5 10

光化学技术固定蛋白质(或多肤 )是利用化学不稳定性物

质
,

在紫外光辐射时被激活
,

可结合目标分子的特性
,

将蛋白质

(或多肤 )共价结合到材料表面
。

SAN PA H 是一种异源双功能交联剂
,

其一端含有 N- 经玻

拍酸亚胺基团(N H S) 与氨基酸的氨基(荆 H 2) 反应
,

将 R G D 结

合到 SAN PAH 上 ; 另一端含有叠氮硝基苯基
,

它可以在紫外线

照射下
,

插人 C
一

H 和 N
一

H 中
,

从而将 SA N PA H 共价结合固定

到材料表面
,

有文献叼已成功地用此方法把 R G O 共价固定到

壳聚糖材料上
。

(SANPA H 反应示意图见图 5 )
。

木实验成功地把 R G D 通过光交联剂固定到异种生物材料

上
,

最佳的结合浓度与文献报道洲相似
,

为下一步的细胞种植和

体内移植打下了基础
。

(下转第 48 页 )
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欢迎订阅 20 07 年《中国组织工程研究与临床康复》(原(中国临床康复))杂志

木刊 2 00 7 年更名
,

但仍是美国《化学文摘》(CA )
、

荷兰《医学文摘库 / 医学文摘》(E M )
、

俄罗斯《文摘杂志》( p : )
、

波兰《哥伯

尼索引》(IC )
、

中国科技论文统计源期刊
、

中国中文(l洁床医学类)核心期刊
、

《中国高影响力医学期刊论文计量报告》(第 1 版 )收录

期刊
、

中国科技核心期刊
、

中国科技期刊精品数据库等收录期刊
。

更名是为了更快的实现国际化的目标
。

木刊 2 005 年所发表的文章
,

被美国《化学文摘》单篇收录率 > 50 %
。

因此
,

作者在木刊发稿可有较大机会实现单篇文章被国际

数据库收录的愿望
,

不仅体现了该篇稿件的学术价值
,

同时在作者晋升
、

评聘
、

课题评奖中会起到重要的作用
。

20 07 年木刊对发稿重点提出新的要求
:

为进一步提高学术质量
,

¹ 在生物材料研究方面重点突出
:
组织工程支架材料

、

组织工程

材料学特征及人工器宫和医学植人体的材料学与人体生物相容性等问题
。

º在组织构建研究方面重点突出 :各组织器官构建
、

组

织工程生物活性因子
、

组织工程分子生物学
、

组织工程实验技术方法等
。

»在种子细胞研究方面重点突出 :干细胞生物学特征
、

干

细胞移植
、

干细胞因子
、

干细胞实验技术方法
、

干细胞临床应用相关基础实验
。

¼ 在器官移植研究方面重点突出
:
大器官移植

、

组

织移植
、

细胞移植
,

并关注异种异体移植及医学植人体植人
、

人工器官植人的研究进展
。

½ 在康复工程研究方面重点突出
:
康复工

程理论
、

康复工程临床应用
、

生物医学工程学
、

生物医学电子学
、

生物医学光子学
、

生物医学成像及图像处理
、

计算机及脑的生物

信息处理及组织器官生物力学及三维有限元分析
。

¾ 在临床康复研究方面重点突出
:
康复预防

、

康复技术
、

心理康复
、

运动医学
、

康复评估
、

康复理论
。

欢迎上述研究的英文稿件和应用中医药方法研究的相关稿件投稿
。

木刊出版周期
:
一般稿件修回后 6 个月出版

, ”

绿色特快通道
”

承诺修回稿件3个月内出版
。

通联方式
:

咨询电邮 CR TE R-- szb 200 @ 16 3
.

e o m

话 024
·23389 106 0 24·23384352

真 024
一

2338 10 8 5

电传

投稿电邮 k几33850 83@ s in a e o m
, k伦28 38 105@ sin a

.

e o m
。

国内订阅邮发代号
: 8·5 84 ;木社订阅

:
辽宁省沈阳 120 0 邮政信箱 邮编

: 11000 4 ; 一2 元 z册
。

更多信息详见 w w w
.

z g 一e k f e o m 。




