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摘'要!运用层层自装"%0<9.=Q<=%0<9.:9%1=0::9HQ%<$技术!在聚乳酸表面形成半乳糖苷化的壳聚

糖"40%0J;$:<%0;9K J36;$:0/! 2̀$hO(F多层膜结构!构建基因活化的生物材料% 用接触角测试仪及

紫外吸收光谱仪监控多层膜的组装过程及 O(F的释放行为!倒置荧光显微镜观察 c9P )̀ 细胞在

2̀hO(F多层膜修饰的聚乳酸表面的细胞形态及生长状态% 结果表明' 2̀hO(F的交替吸收在聚

乳酸表面形成了多层膜结构!O(F在L[D缓冲液"Pc]A&@! !A n$中的释放可持续 @) 3以上% 黏

附在多层膜修饰的聚乳酸表面的c9P )̀ 呈现纺锤样的细胞形态% 另外!半乳糖是肝细胞表面无唾

液酸糖蛋白的受体!从多层膜上释放出来的 2̀hO(F颗粒可被肝细胞特异识别并结合%

关键词!基因活化生物材料#层层自组装技术'半乳糖苷化壳聚糖#靶向基因治疗
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''随着生物技术的蓬勃发展和重大突破$生物材

料己成为各国科学家竞相进行研究和开发的热点&

其中生物材料表面的修饰又是热点中的热点& 因为

生物材料植入生物体后$首先与机体接触发挥作用

的就是材料表面& 理想的生物材料表面应是随着应

用的不同而产生相应的变化$就像智能表面一样能

随着局部生物环境的变化而变化(")

& 另外$基因释

放面临转染效率低%靶向性差等诸多问题$使得基因
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治疗无法深入展开& 因此$基于生物材料的发展及

基因工程的需求$细胞h基因活化生物材料应运而

生$为基因的可控%靶向性释放提供了新的思路& 基

因活化的生物材料())

$是组织工程发展的要求和必然

趋势&它赋予生物材料从分子水平刺激细胞产生特异

反应的能力$促进细胞的黏附%生长%分化$达到组织

修复及再生的目的& 将基因释放和生物材料研究的

有机结合$构建具有原位基因释放性能的生物材料表

面工程在组织工程和修复植入体研究领域具有广泛

的应用前景& 要实现真正意义上的基因活化的生物

材料$这就对生物材料表面工程提出了更高的要求&

层层自组装!b0<9.=Q<=%0<9."技术是基于静电相

吸而产生的自我组装技术& 将底物连续而又交替的

沉浸在带相反电荷的两种溶液中$利用静电相吸的

作用$使两种物质有序而紧凑的连接在一起$重复数

次得到多层膜结构(!)

& 许多大分子包括多糖(@)

%

酶(>)

%O(F

(C)等都可以作为层状结构组装的成分$并

且在组装的过程中不会失去其活性(A)

& 广泛用于药

物释放(+)

%生物传感器(B)

%生物材料的表面修饰("*)

等方面& 它是一种简单而有效的构建具有独特机械

性能及可控厚度及成分的聚电解质多层膜的方

法("")

$为构建基因活化及功能化生物材料表面提供

了新的思路&

基于基因释放所存在的问题和缺点$利用层层

自组装技术$将质粒 O(F与半乳糖苷化的壳聚糖

!40%0J;$:<%0;9K J36;$:0/$ 2̀"在生物材料 LObbF表

面构建层状结构$实现对生物材料的基因活化$如图

"0所示& 半乳糖苷化的壳聚糖具有生物相容性%降

解性$它与质粒O(F形成的多层膜在生理条件下发

生降解$质粒 O(F或 2̀hO(F颗粒在 LObbF表面

释放$被其附近的细胞原位吸收#半乳糖是肝细胞表

面唾液糖蛋白的受体$当 2̀hO(F颗粒从多层膜上

释放出来后$特异的与细胞表面无唾液酸糖蛋白结

合$实现基因传递的靶向性& 同时$由于多层膜持续

降解的特点$ 2̀hO(F颗粒持续产生$维持了质粒

O(F的浓度$使得 O(F可在一定的时间内能够持

续表达$达到基因治疗的目的!如图 "Q 所示"& 因

此$基于b[b技术的特点$可以在各种类型的生物

材料!如$组织工程支架%医疗器械装置等"表面组

建层状结构$实现材料表面基因活化& 将基因活化

的材料植入到组织损伤部位$实现基因的原位释放%

靶向治疗$促进组织的修复与再生& 引入功能性的

外源基因$使细胞原位合成生长因子或功能性蛋白

质$从而实现调控细胞的黏附%增值%分化等能力&

图 "'基因活化生物材料表面工程示意图

"'材料与方法

"&"'材料
碱性裂解法大量提取质粒 PD#=

-

=40%0J;$:6K0:9

J$/;.$%89J;$.!P.$H940"壳聚糖%O(F!) ***QP"%乳

糖醛酸% "=乙基=!=!=二甲基氨丙基碳化二亚胺

!GO2"%MEE%四甲基乙二胺!EGMGO"%聚乙烯亚胺

!LGa"% (=3<K.$S<%:-JJ6/6H6K9!(cD " 购于 D64H0

公司&

"&)'实验方法
"&)&"' 2̀hO(F多层膜的制备

聚乳酸溶于氯仿中$浓度为 *&" 4hHb& 在直径

为 "> HH%厚度约为 " HH的圆形玻璃片上铺上聚乳

酸膜$自然干燥& 配置 2̀! 2̀的制备参照 a=k&

L0.R等的报道("))

"%O(F%LGa溶液& 将 2̀%LGa分

别溶于含有 ">* HH$%hb(02%溶液中$浓度均为

> H4hHb& O(F溶于 L[D !Lc]A&@ "中$浓度为

" H4hHb&将含有聚乳酸膜的圆形玻璃片放置于LGa

溶液中 )* H6/$在聚乳酸膜表面沉积 LGa分子作为

引发层以便于 O(F及 2̀的后续沉淀& 用含有

">* HH$%hb(02%溶液清洗玻璃片& 将玻璃片放于

O(F溶液中$持续 "* H6/$用 (02%溶液清洗出去松

散结合的 O(F分子& 玻璃片暴露于 2̀溶液中

"* H6/$沉积 2̀分子$再用(02%溶液清洗& 这样交

替的将玻璃片放置于 O(Fh̀2溶液中数次$得到想

要的 2̀hO(F多层膜结构&

"&)&)'细胞毒性检测

用 "C@* 培养基配置不同浓度 !"$"*$)*$>*$

"**$)**

,

4hHb"的 2̀溶液$*&))

,

H的微孔过滤

膜进行过滤& c9P )̀ 细胞接种到 BC 孔板中$细胞密

度为 "*

@

J9%%:hT9%%$!A n%>l 2X

)

的条件下培养&

)@ 3后$每孔加入 )*

,

bMEE!>H4hHb" 溶液$继续

培养 @ 3&将含有 MEE的培养液弃除$每孔加入

">*

,

bOMDX$振荡 "* H6/& 在酶标仪中检测

@B* /H的吸收值&

"&)&!'接触角的检测

经过每个循环的沉淀$润洗$干燥后$LObbF膜

的表面置于接触角测试仪!翰光高科技有限责任公

司$台湾"上进行接触角的测定& 水滴在材料表面的

形状由相机摄像$并通过该仪器配置的软件进行处

理& 初始测试液滴的体积为 >

,

b$静置 "> :后进行

测定& 每层 ! 个样本$每个样本上选取 ! 个不同的

点进行检测$取其平均值&
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"&)&@'O(F的释放

LObbFhLGah!O(Fh̀2">hO(F膜作为降解样

本& 2̀hO(F多层膜暴露于L[D缓冲液!Pc]A&@$

!A n"中&在适当的时间间隔内取出L[D缓冲液$在

紫外可见分光光度计![G2kMF(O7C@*"中检测

)C* /H下的吸光值& 制作释放曲线&

"&)&>'细胞的形态学观察

按照上述步骤制备LObbFhLGah!O(Fh̀2" >h

O(F膜$所有的溶液均用 *&))

,

H的微孔过滤膜进

行过滤& c9P )̀ 细胞悬液加入到含有 LObbFhLGah

!O(Fh̀2" >hO(F多层膜的 )@ 孔板中$细胞密度

为 ! i"*

@

J9%%hT9%%$加入 " Hb的 "C@* 培养液!含有

"*lU[D"$在 !A n %>l 2X

)

的条件下进行培养&

培养)@ 3%@+ 3 后$弃除培养液$用 @l的甲醛固定

"> H6/$再用 c$9J3:;!!)>+ O(F染液!"*

,

4hHb"

对细胞进行细胞核的染色& 细胞置于倒置荧光显微

镜下观察细胞形态&

)'结果与讨论

)&"'细胞活性检测
琥珀酸脱氢酶是三羧酸循环中的重要酶$存在

于线粒体内膜上$是反应线粒体功能的敏感指标&

线粒体又是细胞的供能场所$其功能的丧失意味着

细胞生命的结束& 因此$可根据琥珀酸脱氢酶的活

性推知细胞的活性& MEE法即用 MEE来显示细胞

线粒体内的琥珀酸脱氢酶活性$在酶存在的部位$酶

作用于底物进行脱氢$脱下的氢与 MEE作用$将氧

化型的MEE还原成有色的1$.H$:0/& 因此$1$.H$:0/

的量反映了细胞的活性水平& 图 ) 显示了 c9P )̀

细胞在不同 LGa% 2̀浓度的培养液中培养 )@ 3 后

1$.H$:0/的吸收值& 当LGa的浓度为 "*

,

4hHb时$

吸光值快速下降$表明细胞几乎全部死亡& 与 LGa

相比$ 2̀具有良好的细胞相容性& 在 2̀浓度高达

)**

,

4hHb时$细胞的活性仍然很好& 并且随着 2̀

浓度的增加$细胞的活性增加& 这些结果表明 2̀

是一种具有良好生物相容性%安全的基因转运载体$

不会影响细胞的生存能力&

图 )'MEE检测' 2̀较LGa具有良好的细胞相容性'

)&)'接触角测定
用接触角测试仪监控 2̀hO(F在 LObbF表面

形成多层膜结构的层层自组装& 接触角的大小由物

质自身的性质及其在 LObbF上成膜的状态决定&

如图 ! 所示$在第三层以前$接触角呈现下降的趋

势& 从第四层开始$接触角在 !>q和 )>q之间产生波

动性的跳跃$接触角的大小取决于最外层沉淀的物

质& 这种接触角交替性的变化也在其它的文献中有

所报道("!)

& 表明全覆盖的%单层的 2̀或O(F膜已

经在LObbF表面形成&

图 !'接触角的检测$奇数代表 2̀层"除第 " 层 LGa

外#$偶数代表O(F层' 从第四层开始$接触角的轮流

变化$揭示了层状结构的存在'

)&!'O(F的释放
选择 LObbFhLGah!O(Fh̀2" >hO(F作为降

解样本$考察O(F的释放行为& 图 @ 表示在不同的

时间内 O(F的累积释放状况& 如图所示$O(F从

多层膜上的释放可分为三个阶段& 在最初的 + 小时

内$约有 @*l的O(F被释放$这是由多层膜最外层

的O(F层以及周边O(F的释放所引起的& 在壳聚

糖hO(F多层膜的降解释放中也有类似的现象("!)

&

从 + 3到 @) 3$O(F的释放持续上升& @) 3后$O(F

的释放保持恒定$表明LObbF上的O(Fh̀2多层膜

完全降解$O(F完全释放& 因此$我们可以通过控

制多层膜的层数来控制 O(F的释放速度& 这在基

因治疗中有着重要的应用前景&

图 @'O(F的累积释放$到 @) 3后$药物释放趋于完毕'
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)&@'细胞形态
生物材料表面的性质对细胞的功能和结构有重

要的影响(")

& 有报道显示底物的机械性能可以调节

细胞增殖%分化%迁移等许多生物学功能("@)

$甚至细

胞黏附底物的硬度可以调节非病毒性的基因转

运(">)

& 因此$ 2̀hO(F多层膜修饰的 LObbF表面

性质及大分子对细胞的生长将产生重要影响& 图 >

显示了生长在 2̀hO(F多层膜修饰的 LObbF表面

及LObbF表面的 c9P )̀ 细胞的形态及生长状况&

黏附在对照组 LObbF膜上的细胞呈现卵圆形样的

细胞特征!图 >0$Q"$而生长在多层膜修饰的LObbF

上的部分细胞表现出纺锤样的细胞形态!图 >J$K"$

细胞的肌动微丝发生了重排$形态改变& 另外$随着

时间的延长$生长在多层膜修饰的LObbF膜上的细

胞数量增加!图 >K"$并且在相同的培养时间!@+ 3"

内多层膜上的细胞密度比对照组大& 以上结果表

明$ 2̀hO(F多层膜能够促进细胞与底物%细胞与细

胞的之间的相互作用$有利于细胞的生长&

图 >'生长在不同膜上的c9P )̀ 的细胞形态

!0"LObbF膜$)@ 3#! Q"LObbF膜$@+ 3#!J" 2̀h

O(F多层膜修饰的 LObbF$)@ 3#!K" 2̀hO(F多层

膜修饰的LObbF$ @+ 3&

!'结'论

通过层层自组装技术在聚乳酸表面构建 2̀h

O(F层状结构$这种有序的组装过程有利于 O(F

或质粒O(F在生理环境下沉积在生物材料表面$活

化生物材料& 接触角测试监控 2̀hO(F多层膜的

组装过程$结果表明从第四层开始全覆盖的单层的

膜开始形成& O(F释放的特征显示 O(F从多层膜

中的释放可以持续 @) 3 以上$因此$可以通过调控

多层膜的层数来控制O(F释放的时间$这对于提高

细胞的转染率或延长转染的时间将发挥重要作用&

2̀hO(F多层膜修饰的 LObbF系统有利于细胞的

生长$而且经过半乳糖接枝的壳聚糖能够通过受体

介导的细胞吸收提高转染率$这对于肝类疾病的靶

向原位治疗有着巨大的潜力&
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