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摘!要!目的!本实验通过检测成肌细胞在不同的空间结构和不同蛋白表面改性的聚氨酯上的黏附#增殖和分化情况!比

较不同聚氨酯薄膜的细胞相容性!希望为聚氨酯作为骨骼肌组织工程支架材料的可行性提供依据" 方法!制备不同的聚氨酯薄

膜!对其进行性能检测并将其与从人的咽缩肌提取和体外培养的第 $ 代成肌细胞共培养" 采用 1ZZ法#扫描电镜和 [,:;,-) b75;

检测成肌细胞在不同的支架上的黏附和生长情况" 结果!成肌细胞在三维的聚氨酯支架上呈现明显的极性分布" 经丝素蛋白

表面改性的聚氨酯薄膜力学性能好!黏附细胞数量多且细胞大量表达特异性肌源调节因子-1A59." 其他各组细胞少!肌源性调

节因子表达少" 结论!聚氨酯的生物力学性能良好!适用于骨骼肌组织工程" 丝素蛋白作为一种天然的纤维蛋白!可以促进成

肌细胞的增殖和分化"

关键词!聚氨酯!丝素蛋白!咽缩肌!成肌细胞!三维支架
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!!骨骼肌是人机体最丰富的组织!具有协调运动的

功能!但是骨骼肌的再生能力有限!损伤后的瘢痕愈

合!极大的限制了运动的功能
/'0

" 咽缩肌包括咽上

缩肌#咽中缩肌和咽下缩肌 $ 对!自下而上呈叠瓦状

排列!包绕咽侧壁及后壁" 各咽缩肌共同收缩时可使

咽腔缩小" 吞咽食物时!各咽缩肌由上而下依次进行

收缩!将食物压入食管" 此外!咽下缩肌在发声方面

也有重要的功能" 近年来!由于精神压力增大导致吸

烟酗酒人群比例升高!以及环境污染的日益严重!下

咽癌的发生率逐年上升
/%0

" 手术治疗是下咽癌的首

选治疗方法!但手术治疗所造成的咽缩肌损伤!极大

的损害了患者的吞咽和发声功能!降低了术后患者的

生存质量" 虽然临床上尝试用体静脉#肠管和肌皮瓣

等移植修复缺损!但是手术操作复杂且术后移植物缺

血坏死#呛咳#误吸等各种并发症屡见不鲜!给吞咽和

发声功能重建带来巨大的困难
/$ QG0

" 近年来!通过体

外培养人的成肌细胞!与具有良好生物相容性#可降

解的生物支架复合培养!构建具有极性的细胞支架复

合物!可移植到缺损部位" 随着生物支架的降解和细

胞的增殖分化!最终形成具有一定功能的咽缩肌"

材料与方法

'I材料(聚氨酯 -Oa!中国.!9(1(培养基 -CA/75),公

司.!胎牛血清-N0.!CA/75),公司.!胰蛋白酶- .+*T3公司.!

成肌相关蛋白 1A59单克隆抗体-Mb/3T公司.!二抗-武汉博

士德生物技术公司.!青霉素#链霉素溶液-@+b/5公司."

%I丝素蛋白-.N.的提取(丝素蛋白通过传统方法从天然

蚕丝中提取
/#0

" 将蚕丝浸没于 &IEJ的 =3

%

2h

$

溶液中煮沸

'^ 后再用大量水冲洗以去除丝胶" 烘干后按照 'n%& 的溶比
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在 F&u下将其溶解于 23-=h

$

.

%

*HC

%

h中" 待完全溶解后

用透析袋在室温下透析 $ QH 天!每 H^ 更换 ' 次双蒸水以彻

底去除离子"

$I支架的制备及表面改性(聚氨酯-Oa.按照 'nF 的溶比

在 $#u下溶解于 '!H P二氧六环中" 待完全溶解后将溶液浇

注于$平面%和$纹路%两种不同的模具上" 在室温下挥发 '%^

后可以形成一种平面的半透明薄膜和一种宽 %&&

1

T#高 $&

1

T

的带纹路的薄膜" 将膜沉浸在 "EJ的乙醇溶液中 $^ 以去除

油性污物并用大量双蒸水冲洗以去除乙醇" 随后在 $#u下将

膜浸没于 &I&G*LT7的 '!G P己二胺L正丙醇溶液中 '&T+) 进

行氨解并洗去多余的 '!G P己二胺" 接着将膜置于 $&u的真

空干燥箱中抽真空 '%^ 以去除多余的正丙醇" 将氨解后的

Oa膜在室温下浸泡于 'J的戊二醛溶液中 H QG^ 使氨基转换

成醛基以增强其结合明胶或丝素蛋白的亲和力" 最后分别将

膜浸泡在 %T*LT7的明胶LO0. 溶液和前期制备的丝素蛋白溶

液中 %H^ 使蛋白与膜充分结合" 用符合 "G 孔板规格的打孔

器将支架制成小圆片状" 用 #EJ的乙醇溶液消毒并用无菌

O0. 溶液去除多余乙醇后置于 "G 孔板中供细胞培养使用"

HI支架的性能检测(-'.力学性能检测(力学性能检测通

过拉力测试机 -]):;-5) $$GG!美国 . 完成" 将膜分为对照

-Oa.#接枝明胶 -OaP@,73;+).和接枝丝素蛋白 -OaP.N. $

组!分别制成中间部分长 %%TT#横断面 - &I% Q&I$ . TTv

$IFTT的哑铃型!并以 G&TTLT+) 的速率进行拉伸" 每组样品

重复 $ 次" -%.降解性测试(将 $ 组样品称重后-记为[

&

.置于

高温灭菌的含青霉素和链霉素-'&&aLT7.的 O0. 溶液- DC值

#IH.中!在 $#u的恒温箱中进行孵育" 分别于 %&#'&&#'H&#'F&

和 %%& 天时取出样品!真空干燥后称重-记为 [

'

." 质量损失

的计算公式如下(质量损失 o-[

&

P[

'

. L[

&

v'&&J 每组样品

重复 $ 次" -$.接触角测量(接触角的测量通过表面张力接触

角仪-9+*+R-5D!@0c!法国.完成" 在相同的环境湿度和温度

下!将 'I&

1

7左右的去离子水滴于样品表面并进行测量"

EI细胞培养(在伦理委员会批准和下咽癌患者知情同意

的前提下!取 '& 例患者的癌旁正常咽缩肌组织-经病理检查

证实.置于 Hu高温灭菌的含青霉素和链霉素 -'&&aLT7.的

O0. 溶液-DC值 #IH.中保存!并立即带往实验室进行进一步

处理" 用大量的 O0. 溶液冲洗咽缩肌组织并彻底去除脂肪和

肌腱组织!将其剪成 'TTv'TTv'TT大小的组织块后转移

人培养瓶-25-)+)*!美国.中" 使组织块粘附在培养瓶上!加入

%T7含 %&JN0. 的培养基直立放置于 $#u#2h

%

浓度为 EJ的

培养箱中!次日将瓶身放平并加入新鲜培养基没过组织块!每

$ 日更换一次培养基" 待细胞爬满组织块周围后弃去组织

块" 用 &I%EJ的胰蛋白酶进行传代" 取第 $ QE 代的成肌细

胞以 G v'&

H

LT7的密度接种于支架上进行培养"

GI1ZZ检测(细胞培养 %#E 和 '& 天后分别进行 1ZZ检

测" 每孔中加入 %&

1

7的 1ZZ溶液-&IET*LT7.于 $#u黑暗条

件下孵育 H^" 弃去培养基后加入 'E&

1

7二甲亚砜-91.h.充

分溶解紫色甲瓒晶体!用 (_].M测试仪 -13̀1E! .D,/;-3.在

H"&)T处测量吸光度值" 每组样品重复 $ 次"

#I电镜观察(细胞培养 '& 天后弃去培养基并用 O0. 清

洗 $ 次!每次 '&T+)" 用 HJ多聚甲醛溶液室温固定 $&T+) 后

用双蒸水洗涤 $ 次!每次 '&T+)" 真空干燥后镀金!在扫描电

镜-飞利浦!21'&&!荷兰.下观察并摄片"

FI[,:;,-) b75;检测(-'.蛋白提取(细胞培养 '& 天后用

Hu预冷的 O0. 洗涤 $ 次!每次 ET+)" 每个样品中加入含

O1.N的裂解液 %&&

1

7于冰上孵育 $&T+)" 将裂解产物移入离

心管中在 Hu下 '%&&&-LT+) 离心 'ET+)" 将上清液移入新的

离心管中待进一步实验" -%.上样(上清液中加入 E v上样缓

冲液至终浓度为 ' v!煮沸 ET+) 灭活后上样于 '%J的 .9. P

聚丙烯酰胺凝胶中" -$.电泳(以 '&&W的电压在电泳缓冲液

中进行 %^" 转膜(在 Hu的转膜缓冲液中将蛋白转移至 OW9N

膜上" 免疫反应(膜在 'J的 0.M室温下封闭 '^ 后用一抗-'

nE&& 3);+P1A59'. Hu孵育 '%^" 经 Z0.Z洗涤 $ 次!每次

'&T+) 后!在室温下二抗 -'nE&&& C>O标记的二抗.孵育 '^"

洗涤后加适量的发光剂-(2_.于膜上在凝胶成像系统-Z3)5)

PH%&&.N.下曝光并摄片"

结!!果

'I支架的性能(拉伸应力是试样在拉伸时产生

的应力!其值为所施加的力与试样的原始截面积之

比!反应了材料抗拉压的能力" 拉伸应变是材料受到

拉力后在拉伸方向上的尺寸变量!变形量比上原来的

尺寸!反应了材料的弹性" 接枝丝素蛋白的聚氨酯薄

膜-OaP.N.!其拉伸应力和应变都最高!明胶-OaP

@,7.次之!对照组-Oa.最低-图 '." 在降解性方面!

OaP@,7降解速率最快!OaP.N次之!Oa最慢 -图

%." 接触角是指将一滴水滴到一水平光滑的固体表

面时!若液滴不完全润湿固体表面!固体表面上的固

液气三相交界点处!气液界面和固液界面两切线把液

相夹在其中时所形成的角" 接触角是表征湿润性的

重要指标!反应了材料的亲水性" 接触角 r"&{为疏

水! s"&{为亲水!度数越小亲水性越好" 由此可知!Oa

P.N的亲水性最好!OaP@,7次之!Oa疏水-图 $."

图 +,I 组支架的应力 3应变曲线
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图 J,I 组支架在 I]a的 /X1中降解的速率 图 I,I 组支架的静态接触角

!!%I电镜观察细胞在不同空间结构支架上的排

列(笔者对两种不同空间构象的聚氨酯支架上细胞的

排列进行了电镜观察#在平面-二维.的聚氨酯薄膜

上!细胞呈现不规则的排列!而在有纹路-三维.的支

架上!细胞数量多且与纹路平行排列-图 H."

图 K,成肌细胞分别在平面和带纹路支架上培养 +T 天的电镜观察图

细胞接种密度为 G v'&

H

LT7

!

!!$I细胞在不同表面改性支架上的增殖和分化情

况(笔者在 $ 种不同表面改性的支架上接种相同密度

的细胞!并在不同的时间点进行 1ZZ检测" 对各组

而言!细胞的增殖速率并不快" 但是组间进行比较

时!OaP.N组略高于 OaP@,7组!Oa组最低-图 E."

1A59是一种生肌调节因子!其表达量的多少反应了

细胞的分化状态" 提取培养第 '& 天的细胞!对各组

细胞的蛋白表达进行 [,:;,-) b75;检测" OaP.N组

略高于 OaP@,7组!Oa组最低-图 G."

图 R,成肌细胞在 I 组支架上的增殖速率

!

图 -,成肌细胞在 I 组支架上分化情况的 ^)*@)&:$9<@检测

讨!!论

咽缩肌作为吞咽和发声过程的重要构件!其功能

缺失严重影响了下咽癌患者术后的生存质量" 骨骼

肌作为终末分化组织!不具有再生能力!损伤后多为

瘢痕组织取代!失去了收缩功能" 这就要求寻找一种

合适的支架材料!成功构建工程化的骨骼肌组织!修

复缺损的骨骼肌" 聚氨酯-Oa.作为一种新型有机高

分子材料!已经广泛应用于皮肤#血管#食管#骨骼和

软骨组织工程等领域!而在骨骼肌组织工程中的应用

较少
/F!"0

" Oa因疏水性和缺乏活性基团而不利于细

胞生长!我们可以在其表面接枝生物大分子如丝素蛋

白#明胶#胶原蛋白#透明质酸和壳聚糖等增加表面亲

水性!从而增强 Oa与细胞之间的黏附
/"0

" 丝素蛋白

是一种天然可降解的纤维蛋白!因其良好的机械性能

*&"*
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和生物相容性而广泛应用于各种生物医学材料
/'&0

"

本研究将丝素蛋白和明胶接枝于聚氨酯表面!与对照

组相比!支架的亲水性明显提高" 丝素蛋白还能提高

支架的抗拉压能力和弹性!从而更好地模拟骨骼肌的

收缩和舒张" 此外!丝素蛋白比明胶降解慢!这也适

应了成肌细胞增殖慢的特点"

传统的体外细胞培养使用的是二维生长表面!这

有利于识别细胞结构和分化状况" 但体内肌细胞的

细胞外基质是三维的!这种二维的环境迫使细胞以非

自然的形态生长!因此二维环境对三维的骨骼肌来说

是不合适的" 此外!三维支架还可以增强成肌细胞的

增殖和分化" 应用$密纹%技术可以获得平息排列的

纤维" 密纹就是用模具制造有纹路的三维支架!从而

促进细胞的定向生长" C63)*等用聚二甲基硅氧烷

-O91..制成一种带纹路的薄膜!他们发现骨骼肌卫

星细胞在带纹路的支架上沿着纹路融合成肌管!且肌

管比在不带纹路支架上的长" 本研究应用聚氨酯制

成三维支架!促进了细胞的增殖和定向排列!接枝丝

素蛋白和明胶后!促进了成肌细胞的相互融合和肌管

的形成"

表面改性后的三维聚氨酯生物支架!其亲水性和

生物相容性有明显提高!促进了体外成肌细胞的增殖

和肌管的融合及定向排列" 然而体内肌细胞生长于

复杂的微环境中!其增殖和分化受到各种生物因子的

调节和理化因素的影响" 移植后的工程化骨骼肌组

织其神经血管化的建立也是亟待解决的问题" 因此!

我们课题组接下来将着重在动物实验方面经行研究"
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利用环介导恒温扩增法快速检测空肠弯曲菌

刘孝波!蒋栋能!蒲晓允

!!作者单位(H&&&$#!重庆!第三军医大学第二附属医院检验科

通讯作者(蒲晓允!电子信箱(D6 +̀35A6)YA3̂55I/)

摘!要!目的!利用环介导恒温扩增技术!以空肠弯曲菌的 W.' 基因设计引物!建立快速检测空肠弯曲菌的方法!以期能

应用于急性腹泻和肠炎等疾病的快速检验" 方法!

!

通过基因比对与引物设计!设计针对空肠弯曲菌的环介导恒温扩增检测

-_M1O.方法)

"

用钙黄绿素#亚甲基蓝#结晶紫#溴化乙锭 H 种 9=M染料对扩增产物进行染色!评价各染料染色效果)

&

检测该

_M1O方法对空肠弯曲菌及其他干扰菌的扩增情况!评价其特异性)

.

将该 _M1O方法与培养法比较!进行统计学分析" 结果!

!

设计出针对空肠弯曲菌的 _M1O检测方法)

"

钙黄绿素与扩增产物结合后颜色变化明显!是该 _M1O方法中较好的 9=M染料

物质)

&

本 _M1O检测方法只针对空肠弯曲菌有扩增!对其他干扰菌不扩增!显示出良好的特异性)

.

试验共检测了 G& 株临床和

标准菌株!对于菌株的培养物!_M1O检测结果与培养鉴定法比较差异无统计学意义-

!

%

o&I$$$$!)r&I&E." 结论!本试验设

*'"*
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