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目的
!
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$与两亲性肽三维凝胶的相容性%方法
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$环两亲性肽溶液

加入等体积
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培养基数秒后自组装成三维凝胶!透射电镜显微镜"
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$下观察三维凝胶结构#
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悬液与多聚赖氨酸混合形成二维培养体系!无血清
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法观察细胞生长情况!钙黄绿素乙酰氧基甲酯'碘化丙啶"
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$双标染色!荧光显微镜观察
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环两性亲肽对
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增殖的影响%结果
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显示凝胶由多空纳米纤维构成!纳

米纤维直径
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#质谱测得合成多肽相对分子质量为
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!与理论值一致#高效液相色谱分析两性

亲肽纯度为
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双标染色显示!三维培养体系中!
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出现死亡!
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后细胞开

始增殖!增殖较二维培养活跃!差异有统计学意义"
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细胞计数显示!三维培养体系细胞增殖活力高于二维培养体

系!差异有统计学意义"
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两性亲肽与
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有良好的生物相容性!可能成为组织工程支架材料%

"关键词#

!

精氨酰
.

甘氨酰
.

天冬氨酰#间质干细胞#两亲性肽#细胞相容性

"中图法分类号#

!

<'$/

"文献标识码#

!

D

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$-

$

'2.0($1.%2

O0;4

2

()-(+

#

,0'1'3'0

2

(*&%3*F,&&%+13%4

/

%3-()0,')')

/

:KL,+

#

.'

#

,0.'-

#

%

#

0'4%

>'0.1()%+,$$(>+%&%)-.

2

+,3&0%+-%33&

"

-)*,B/'"2&'

#

B&*'D,'

7

#

F)*'

7

-)'

7

2*)

#

.&N*)

#

.*'

7

-)*,?/)

#

%,'

7

J&0)'

%

$

=/

>

*<+?/'+,

3

M<+2,

>

/5)1"

#

+2/%/1,'5A

33

)0)*+/5D,"

>

)+*0,

3

Q*'12*'

7

O')!/<")+

8

#

Q*'12*'

7

#

F)*'

7

E)''%%%)

#

:2)'*

&

!!

'

61&0$,-0

(

!

71

8

%-0'5%

!

="E,E;

P

]78L7N"B

H

E8#:#;#8

P

"M:",7BE99"FB7+7,NL

P

BE;+87BN7;;+

$

U3W?+

&

F#8LEB

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

.

8#!78L977.!#B7,+#",E;

O

7;&9%0.(4&

!

=L977L7E;8L

P

'.F77J.";!WS9E8+F7978EJ7,M"9+7

H

E9E8#,

O

M7BQ9E,!8#:#E8"":8E#,U3W?+

#

8L7U3W?++Q9MEN7E,8#

O

7,FE+!787N87!:

P

M;"FN

P

8"B789

P

%

8L7$%B

O

"

B\<ZS.N

P

N;#NEB

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

8#!7+";Q8#",FE+E!!7!#,8"

8L7+EB7R";QB7"MS3Y3

"

5$1NQ;8Q97B7!#QB

#

EM879EM7F+7N",!+

#

FL#NLFE++7;ME++7B:;7#,8"8L977.!#B7,+#",E;

O

7;&=L977!#.

B7,+#",E;

O

7;+89QN8Q97FE+":+79R7!:

P

89E,+B#++#",7;7N89",B#N9"+N"

H

7

$

=Y3

&

&$d$%

)

N7;;+

"

B\U3W?++Q+

H

7,+#",E,!<ZS.

N

P

N;#NEB

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

8#!7F797B#K7!8"M"9BE'SNQ;8Q97+

P

+87B

#

$d$%

)

N7;;+

"

B\U3W?++Q+

H

7,+#",FE+B#K7!F#8L

H

";

P

;

P

+#,7

8"M"9BE1SNQ;8Q97+

P

+87B

#

8L7+79QB.M977NQ;8Q97FE+N",!QN87!

%

8L7??A./B78L"!FE+Q+7!8"":+79R78L7N7;;

O

9"F8L+#8QE.

8#",

#

NE;N7#,EN78"K

P

B78L

P

;7+879

"

H

9"

H

#!#QB#"!#!7

$

>4

&

!"Q:;7+8E,!E9!+8E#,#,

O

FE+

H

79M"9B7!&=L77MM7N8"M<ZS.N

P

N;#NEB.

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

8#!7",8L7

H

9";#M79E8#","MU3W?+FE+":+79R7!:

P

M;Q"97+N7,N7B#N9"+N"

HP

&:%&;30&

!

=L7+7

H

E9E87!E,!NQ;8Q97!U3.

W?+L#

O

L;

P

7K

H

97++7!?S1(E,!?S(%

#

:Q8;"F;

P

7K

H

97++7!"9!#!,"87K

H

97++?S'0E,!?S02

%

=Y3+L"F7!8LE88L7

O

7;FE+N"B.

H

"+7!"MBQ;8#

H

;77B

H

8

P

,E,"M#:79+F#8L8L7,E,"M#:79!#EB7879"M1X2,BE,!;7,

O

8L"M$%%X$%%%,B

%

8L7B";7NQ;E9F7#

O

L8"M

+

P

,8L78#N

H

7

H

8#!7+!787N87!:

P

BE+++

H

7N89"B789

P

$

3W

&

FE+$12)&'-

#

FL#NLFE+N",+#+87,8F#8L8L78L7"978#NE;RE;Q7

%

8L7@>\?

E,E;

P

+#++L"F7!8LE8<ZS.EB

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

8#!7

H

Q9#8

P

FE+(2&//V

%

8L7NE;N7#,EN78"K

P

;B78L

P

;7+879

"

>4!"Q:;7+8E#,#,

O

+L"F7!8LE8

#,8L7'SNQ;8Q97+

P

+87B

#

EM7FU3W?+!#7!EM879'%B#,E,!8L7N7;;+:7

O

E,8"

H

9";#M79E87EM879$1L

#

8L7

H

9";#M79E8#",FE+B"97EN.

8#R78LE,8LE8"M1SNQ;8Q97

#

E,!8L7!#MM797,N7FE++8E8#+8#NE;;

P

+#

O

,#M#NE,8

$

$

#

%&%2

&%

??A./N7;;N"Q,8+L"F7!8LE88L7

H

9";#M79E.

8#",EN8#R#8

P

"M'SNQ;8Q97+

P

+87BFE+L#

O

L798LE,8LE8"M1SNQ;8Q97+

P

+87B

#

E,!8L7!#MM797,N7FE++8E8#+8#NE;;

P

+#

O

,#M#NE,8

$

$

#

%&

%2

&

&<()-3;&'()

!

<ZSEB

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

8#!7LE+E

O

""!:#"N"B

H

E8#:#;#8

P

F#8LU3W?+

#

E,!BE

P

:7N"B78L78#++Q77,

O

#,779#,

O

+NEMM";!

BE879#E;&

'

=%

2

>($4&

(

!

D9

O

.Z;

P

.D+

H

%

B7+7,NL

P

BE;+87BN7;;+

%

EB

H

L#

H

L#;#N

H

7

H

8#!7

%

N

P

8"N"B

H

E8#:#;#8

P

!!

材料的生物相容性和细胞亲和性可以通过固定的某些生

物活性分子在聚合物或生物材料表面改进#为种子细胞黏附*

增殖*扩展和分化提供良好的界面#促进细胞外基质的生产#是

构建组织工程产品的重要措施)组织工程的快速发展#给神经

组织修复和再生带来新的希望)组织工程的三要素为支架材

料*种子细胞和细胞因子#其中神经支架材料用以恢复神经的

三维结构#利于细胞的黏附*生长*分化*增殖#并提供足够大的

表面积和容积#从而达到对神经细胞的支持*营养作用#最终有

利于血管的生成)支架最佳生长模型具有很高的生物相容性

和生物降解性#易于细胞附着*生长#以及及时地摄入营养和排

1$(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$')%1-$

#

'%/%$$2/

&%江西省教育厅课题$

Zff$0%20

&%江西省自然科学基金计划项目

$

1%$2$UDU1%2%2$

&%南昌大学研究生创新专项基金$

?̀ 1%$)'1)

&)

!

作者简介!肖仁顺$

$(($X

&#住院医师#硕士#主要从事脊髓损伤*两性肽组织

模块方面的研究)

!

%

!

通信作者%

Y.BE#;

!

+",

OP

Q;#,1%%$

'

$)'&N"B

)



出废物'
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)自组装肽纳米纤维支架高度模拟细胞外基质并支

撑细胞生长#同时具有良好的生物相容性#已成为神经组织工

程材料的首要选择'
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)骨髓间充质干细胞$
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&具有多向分化的潜能*低免疫原性等优点#

成为神经组织工程理想的种子细胞'
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)本实验通过设计与合
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&环两性亲肽#

自组装形成多孔三维两性亲肽凝胶支架#研究
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大鼠
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与含
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环两性亲肽的相容性)
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材料与方法
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!

材料
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!

实验动物
!

健康
'

周龄
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只#由南昌大学医学

院动物中心提供)
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主要仪器与试剂
!
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环两性亲肽结构分子式为
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#委托上海波肽公司合成#用高效液相

色谱仪和质谱仪进行纯化和分析#相对分子质量为
$12)&'-

#

纯度为
(2&//V
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&#钙黄绿素乙酰氧基甲酯$美
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氢氧化钠$
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公司&)倒置相差显微镜*荧光倒置显微

镜$日本
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公司&#

fY3.$1'%

型透射电子显微镜$日本
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分离获取
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腹腔注射麻醉后脊髓脱臼处死大

鼠#放入
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乙醇浸泡
'%B#,

#无菌环境下去除股骨*胫骨上

的肌肉组织#取出股骨及胫骨#用磷酸盐缓冲液$

>UW

&冲洗
1

次#剪刀剪去股骨及胫骨两端骨骺#用
2B\

注射器吸入含
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*
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的无血清
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培养基冲洗骨髓腔#直到骨髓腔变白#将冲洗液移入
12NB

1 细

胞培养瓶中#置于
'-a

*

2V

二氧化氮$
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&细胞培养箱中培

养)
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后仅将瓶子中培养液倒出更换新鲜培养液#不用
>UW

清洗瓶底)之后每隔
1

天更换新鲜培养液#待细胞铺满培养瓶

底
(%V

以上#加入胰蛋白酶消化#传代培养#细胞第
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代进行

细胞流式分析)
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表面抗原流式鉴定
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取培养至第
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代的
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#用
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胰蛋白酶消化后加入等体积含胎牛血清培养基

终止消化#
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离心
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后去除培养基)加入少量
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细胞悬液分别移入
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支流式管中#
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清洗细胞悬浮液
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遍#再加入缓冲液重悬)每管分别加入藻红

蛋白$
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&标记的单克隆抗体
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#同型非特异性
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性对照#避光室温反应
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)流式细胞仪上检测)
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环两性亲肽自组装制备
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取
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环两性

亲肽放入
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小管#加入
%&$B";

"

\CEI@

溶液
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肽溶液呈黏稠状态)取
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黏稠状多肽溶液滴入等体积含

钙离子$
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&等二价阳离子无酚红的
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自组装成

凝胶)取
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两性亲肽凝胶滴入金属网格中#脱水#晾干#磷

钨酸染色#进行透射电镜显微镜$
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两性亲肽溶液
1%%

$

\

滴加到盖玻片#包被盖玻片#将培养至第
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的
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环两性亲肽包被的盖
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$%%

$

\

接种于
()

孔板中#

$%

B

O

"

B\

环肽溶液
$%%

$

\

加入
0%

孔$三维细胞培养体系&#每

组
/

孔%

$%B

O

"

B\

环肽溶液
$%%

$

\

加入余下的
0%

孔$二维细

胞培养体系&#每组
/

孔#每天分别向三维细胞培养体系
$

组
/

孔和二维细胞培养体系
$

组
/

孔中加入
$%

$

\??A./

试剂#避

光置于
'-a

*

2V ?I

1

孵箱
1L

#调整到
0)%,B

上机测量吸光

度值$

A

值&#连续测量
2!

)计算每天每组
A

值的平均数#以

时间为横轴#

A

值为纵轴绘制
U3W?+

的生长曲线)

?&A

!

统计学处理
!

采用
W>WW$(&%

统计软件进行统计分析#

计量资料以
EG"

表示#三维体系与二维体系比较采用配对样

本
+

检验#以
$

#

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

倒置显微镜观察原代
U3W?+

形态及生长情况
!

冲洗骨

髓腔出来的细胞#在第
1

*

'

天
U3W?+

开始贴壁#细胞两端成梭

形#细胞核成卵圆形#细胞生长呈克隆式#细胞呈大小不一放射

状的集落#开始生长较慢#

1

周左右细胞铺满培养瓶
(%V

以上#

细胞呈漩涡式*鱼状排列#胰酶消化后细胞贴壁均匀生长#形态

为长梭形#传代后
'!

左右细胞铺满培养瓶#见图
$

)

!!

D

!原代第
)

天
U3W?+

%

U

!第
1

代
U3W?+

%

?

!第
'

代
U3W?+

图
$

!!

U3W?+

原代及传代培养的细胞$

d$%%

&

'$(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



!!

D

!

?S1(

%

U

!

?S'0

%

?

!

?S02

%

S

!

?S(%

图
1

!!

U3W?+

流式细胞检测

@&@

!

U3W?+

流式细胞鉴定
!

选取第
'

代
U3W?+

与
?S1(

*

?S'0

*

?S02

*

?S(%

抗体结合后上机检测#结果显示
U3W?+

高表

达
?S1(

$阳性率为
((&//V

&*

?S(%

$阳性率为
((&//V

&#不表达

或低表达
?S'0

$阳性率为
$&)0V

&*

?S02

$阳性率为
$&2(V

&#证

明所培养的细胞为
U3W?+

#见图
1

)

@&A

!

两性亲肽
<ZS

环肽自组装成凝胶纳米支架
!

$%B

O

<ZS

环两性亲肽溶于
0%%

$

\%&$B";

"

\CDI@

#加入
0%%

$

\

双蒸水#用
%&$B";

"

\@?;

调节至
H

@/

#继续加入双蒸水至
$

B\

#此时肽溶液为黏稠状态#加入等体积的无酚红
SY3Y

"

5$1

#数秒后成凝胶状态#

=Y3

观察凝胶由纳米纤维构成#纳

米纤维直径
1

"

2,B

#长度
$%%

"

$%%%,B

#纳米纤维相互交织

成三维网络结构#见图
'

)

!!

D

!

1B\

小管瓶口倒置#凝胶紧贴瓶底#凝胶有较强的黏附力%

U

!

=Y3

下观察凝胶由纳米纤维交叉编织#纳米纤维之间存在间隙

图
'

!!

两性亲肽
<ZS

环肽自组装成凝胶纳米支架

@&B

!

<ZS

环两性亲肽的检测结果
!

质谱结果显示#

<ZS

环

两性亲肽相对分子质量为
$12)&%

#与目标肽相对分子质量的

理论设计一致$图
0D

&%高效液相色谱分析显示#合成的
<ZS

环两性亲肽纯度为
(2&//V

$图
0U

*

?

&#表明合成的
<ZS

环两

性亲肽是本研究的目标肽)

!!

D

!质谱检测合成目标肽相对分子质量为
$12)&%

%

U

*

?

!高效液相

色谱检测合成目标肽的纯度为
(2&//V

#已达到目标肽浓度

图
0

!!

<ZS

环两性亲肽的检测结果

@&C

!

<ZS

环两性亲肽纳米凝胶与
U3W?+

复合性培养结果
!

细胞分别在二维培养体系与三维细胞培养体系中培养
)

*

$1

*

10L

后分别进行钙黄绿素乙酰氧基甲酯和
>4

染色#细胞点计

数活细胞与死细胞#随着细胞培养时间增加三维细胞培养体系

活细胞数明显比二维细胞培养体系中多#差异有统计学意义

$

$

#

%&%2

&#三维细胞培养体系中
)

*

$1

*

10L

活细胞数#见图

2D

*

U

*

?

%二维细胞培养体系中
)

*

$1

*

10L

活细胞数#见图
2S

*

Y

*

5

%三维细胞培养体系死细胞$图
)D

*

U

*

?

&与二维细胞培养

体系死细胞$图
)S

*

Y

*

5

&未见增多)

@&D

!

??A./

测量两性肽对
U3W?+

增殖的影响
!

U3W?+

在三维

细胞培养体系中增殖曲线与在二维细胞培养体系中增殖曲线见图

-

#在三维细胞培养体系中
U3W?+

增殖速度比在二维细胞培养体

系中
U3W?+

增殖速度快#差异有统计学意义$

$

#

%&%2

&)

0$(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



!!

D

*

U

*

?

!三维细胞培养体系%

S

*

Y

*

5

!二维细胞培养体系

图
2

!!

三维与二维细胞培养体系活细胞

!!

D

*

U

*

?

!三维细胞培养体系%

S

*

Y

*

5

!二维细胞培养体系

图
)

!!

三维与二维细胞培养体系死细胞

图
-

!!

两性肽对
U3W?+

增殖的影响

A

!

讨
!!

论

!!

脊髓损伤主要为机械直接对脊髓造成的伤害#通常导致完

全或不完全的神经功能丧失#如运动功能和感觉功能丧失'

0

(

)

脊髓损伤给患者带来心理和生理伤害#造成家庭巨大的经济负

担#因此#迫切需要寻求一种有效的治疗脊髓损伤的方法)目

前#神经组织工程是治疗脊髓损伤的有效方法)

生物材料包括有机材料*无机材料*金属材料三大类)由

于无机材料及金属材料具有硬度大*韧性低*弹性差*可塑性差

等特点#不适合用于神经组织工程%有机高分子材料具有在体

内不易降解#或降解产物不能被机体利用且难以清除#以及其

生物相容性差等缺点#也不宜作为神经组织工程的支架材料)

利用两亲性肽自组装构建神经组织工程支架是较好的方法#其

基本原理!肽分子在酸或细胞培养液$含钙*镁或氢等离子&作

用下#通过分子内非共价键$氢键*疏水键*范德华力&等#自组

装为三维多孔纳米纤维凝胶#形成纳米纤维直径较小#凝胶黏

弹性可调控到与脊髓黏弹性一致#生物相容性好#降解产物为

2$(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



氨基酸可被细胞利用)这种肽在细胞培养液促发下可自组装

为纳米纤维凝胶#反应温和#条件简单#与其他材料相比具有明

显优势#是构建神经组织工程较好的基质支架材料)

目前许多研究者通过改变氨基酸序列#设计出具有特定功

能的肽链'

2

(

#可模拟培养细胞所需要的生存环境#通过改变肽

链的长短序列及带电性质#在
H

@-&'2

"

-&02

发生自组装成

多肽纳米凝胶结构#此纳米凝胶与细胞外基质相类似)由于多

肽凝胶含水量较高且存在着间隙#为营养物质及细胞排泄物的

运送提供了通道)多肽由天然的氨基酸合成#在体内不会进行

排斥反应和炎性反应#凝胶在体内酶的作用下降解#给细胞提

供生存养料)

<ZS

环肽序列为
?$)@'$ID'Z0S1<ZS

#环肽

具有的特性为!$

$

&

?$)@'$I

序列提高对酸的敏感度#同时烷

基尾 可 以 调 节 纳 米 纤 维 之 间 的 间 隙'

).-

(

%$

1

&

D'Z0

$

DDDZZZZ

&与
?$)@'$I

烷基尾有协同作用'

/

(

#同时能让活

性
<ZS

环表位暴露出来%$

'

&

S1

$

SS

&具有调节带电离子作

用#当
<ZS

环肽在自组装成凝胶时#凝胶的
H

@

范围在
-&'2

"

-&02

之间#正好适合细胞生长*增殖*分化'

/

(

%$

0

&

<ZS

序列能

促进细胞对凝胶的黏附*生长及分化'

$

(

)

本研究通过用高效液相色谱仪和质谱仪进行纯化和分析#

结果证明所合成的
<ZS

环肽为所需的目的肽)用
%&$B";

"

\

CEI@

溶液*

%&$B";

"

\@?;

溶液及无菌双蒸水将多肽调整浓

度为
$%B

O

"

B\

#此时的多肽溶液呈黏稠状态#加入等体积含

?E

1[等二价阳离子无酚红的
S3Y3

"

5$1

#数秒钟后多肽成凝

胶状态#小管瓶口倒置#凝胶紧贴瓶底#有较强的黏附力#经电

子显微镜观察凝胶发现凝胶由直径
1

"

2,B

#长度
$%%

"

$%%%

,B

的纳米纤维构成#纳米纤维相互交织成三维网络结构)此

类似凝胶含水量
(2&%V

#对细胞有良好的骨架支持作用%营养

物质*氧气及细胞所需要的活性因子可通过凝胶间隙到达细胞

内#细胞内排泄物可通过间隙排出凝胶外)本实验采用全骨髓

细胞差异贴壁法获取大鼠骨髓间充质干细胞'

(

(

#通过细胞形态

学观察#流式细胞仪检测细胞表面抗原#培养
1

周后的细胞呈

漩涡式*鱼状排列#细胞表面
?S1(

*

?S(%

高表达#而
?S'0

*

?S02

不表达#验证所取的细胞为骨髓间充质干细胞)

U3W?+

有许多优点#包括来源丰富*高活性*低免疫原性*

分化潜能和分泌养分#在移植研究中已得到广泛的应用'

$%

(

)

U3W?+

可以分泌多种趋化因子*免疫调节因子和生长因子#这

些因子可以进一步聚集其他细胞$包括炎性细胞&#调节免疫应

答#参与组织修复#影响病理进展'

$$

(

)因此#

U3W?+

为组织工

程修复神经损伤较理想的种子细胞)

<ZS

环两性亲肽纳米凝胶与
U3W?+

混合形成三维细胞

培养体系#凝胶的三维结构具有良好的骨架结构#为细胞的生

长提供支持作用%同时
<ZS

环活性表位促进细胞对凝胶的黏

附*生长及分化)本研究
??A./

结果显示#在三维细胞培养体

系中
U3W?+

增殖速度比在二维细胞培养体系中快)由钙黄

绿素乙酰氧基甲酯和
>4

构成的
SYDS

"

\4gY

试剂可通过荧光

显微镜显色#观察细胞在二维及三维细胞培养体系的活力和增

殖情况#活细胞染成绿色#死细胞染成红色'

$1

(

)本研究结果显

示#随着培养时间的增加#三维细胞培养体系中的活细胞数较

二维细胞培养体系中多)

综上所述#

<ZS

环肽与
U3W?+

具有很好的细胞相容性#

可为以后在仿生材料涉及的神经组织工程中进行转基因改造

奠定基础)
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