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摘要院目的 制备一种以胶原为基质的组织工程支架材料袁并研究其血液相容性及组织相容性遥方法 采用物理尧化学及

物理 / 化学方法对胶原材料进行交联遥结果 动态凝血试验显示袁通过不同方法交联后的胶原材料袁D(姿)值随着与血液接

触时间的延长而下降袁其中袁通过碳化二亚胺交联得到的胶原在与血液接触相同时间后测得的 D(姿)值最高曰溶血率的

数据表明袁交联后的胶原材料溶血率均小于 5%曰血小板粘附与变形电镜照片显示袁血液在 3 种材料表面均未引起血小

板的变形袁且粘附数量较少遥结论 3 种交联法制备的胶原材料都有较好的血液相容性袁材料表面细胞生长状况良好袁表

明材料具有良好的组织相容性遥
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Preparation and biocompatibility of tissue-engineered scaffold materials based on collagen
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Abstract: Objective Toprepareatissue-engineeredscaffoldmaterialusingcollagenasthematricesandtostudytheblood
compatibilityandtissuebiocompatibilityofthismaterial. Methods Physical, chemicalandphysical/chemicalmethodswere
usedforthecrosslinkingofthecollagen. Results Dynamicbloodclottingtestsindicatedthatthebloodclottingindex(BCI)of
thecrosslinkedcollagenmaterialspreparedbydifferentmeansdecreasedastheircontactwiththebloodwasprolonged, and
thecollagenmaterialobtainedaftercrosslinkthrough1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) carbodiimidemethodshowedthe
highestBCIaftercontactwiththebloodwithincertainlengthoftime.Hemolysisratiosofallthecrosslinkedcollagenmaterials
wereshowntobemuchlowerthan5%, wellconformingtotherequirementofbiomaterials. Scanning electronmicroscopy
showedthattheplateletsattachedtothesurfaceofthecrosslinkedcollagenmaterials,havingafairlysmallnumber,werenot
morphologically distorted. Conclusion The collagen materials obtained by the 3 crosslink methods have good blood
compatibility.Thecellsgrowwellonthesurfacesofthematerials,indicatingtheirgoodbiocompatibility.
Key words: collagen;cross-linkedreagent;bloodcompatibility;histoompatibility

胶原蛋白是由动物细胞合成的一种生物高分

子袁是人和脊椎动物体内含量最多尧分布最广的蛋白

质袁约占体内总蛋白质的 1/3遥胶原具有低抗原性袁有

良好的生物相容性和生物可降解性袁是最早被使用的

天然生物材料之一咱1暂遥但胶原作为组织工程支架材料

有一大缺点袁即机械强度差遥本研究采用 3 种方法对

胶原进行交联袁并测试交联后的胶原的血液相容性及

生物相容性遥

1 材料和方法

1.1 主要试剂

1- 乙 基 -3- 渊3- 二甲基氨丙基冤- 碳化二亚胺

渊EDC袁 美 国 ACROS 公 司 冤曰N- 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺

渊NHS袁美国 ACROS 公司冤曰2- 渊N- 吗啉冤乙撑磺酸

渊MES袁香港 FARCO 公司冤遥
1.2 方法

1.2.1 胶原的制备 选择猪皮作为提取原料袁用酸溶

法提取胶原遥将纯化后的胶原样品溶于 0.5mol/L 的

醋酸溶液中袁冷冻离心袁取上清液袁除泡袁然后冷冻干

燥得海绵状材料袁即胶原海绵遥
1.2.2 胶原的交联 采用物理交联渊DHT 交联法咱2袁3暂冤尧
化学交联渊EDC 交联法咱4暂冤尧物 理 / 化学交联渊DHT/
EDC 交联法 冤3 种方法对胶原进行交联遥物理交联法

是将 5 cm伊5 cm 胶原海绵放入真空干燥箱中袁50 益
下抽真空 3 h袁升温至 80 益袁加热 30min袁然后将真空

干燥箱的温度升至 120 益袁加热 3 h袁在保持真空的状

态下降低真空干燥箱中的温度至室温后将材料取出遥化

学交联法是将 5cm伊5cm 胶原海绵浸入 MES 的 40%
的乙醇溶液中渊pH6.0冤袁室温浸泡 30 min袁然后加入

EDC 和 NHS袁室温下交联 8 h遥物理 / 化学交联法是

将 5 cm伊5 cm 胶原海绵先进行物理交联袁然后进行化
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图 1 血液接触时间对抗凝血性能的影响
Fig.1 Effect of length of time for contact of tissue-engineered

scaffoid with blood on the blood clotting index
EDC:1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidemethod;

DHT:Dehydrothermalmethod

学交联袁最后将胶原海绵冲洗干净袁冷冻干燥遥
1.2.3 血液相容性测试 胶原材料的血液相溶性分别

采用动态凝血试验咱5暂尧血小板粘附性能试验咱6暂及溶血

试验咱7暂进行评价遥
1.2.4 细胞培养 培养液制备院在富含胰蛋白酶化细

胞渊1伊106/ml冤的 DMEM 悬液中加入 10%胎牛血清和

12ng/ml 成纤维细胞生长因子遥细胞培养院将浸泡于

DMEM 溶液中的材料置于 35mm 培养皿中袁然后用

3ml 的上述悬液在 37 益尧潮湿的 CO2 环境下培养遥
细胞在材料上的生长状况通过倒置显微镜观察袁材料

上的生长状况通过扫描电镜观察遥

2 结果与讨论

2.1 胶原材料的血液相容性

图 1 为胶原材料的动态凝血试验结果遥材料抗凝

血性能与 D姿值呈正相关遥根据不同材料与血液接触

相同时间后测得的 D姿值的高低和材料随着与血液接

触时间的延长 D姿值变化的快慢程度来评价材料抗凝

血性能的优劣遥从图 1 可以看出袁通过不同方法交联

后的胶原材料袁D姿值随着与血液接触时间的延长而

下降袁其中通过 EDC 交联得到的胶原在与血液接触

相同时间后测得的 D姿值稍高袁这是由于在 ACD 全

血中加入 Ca2+ 后启动了凝血过程袁此过程是以 Ca2+

为开始袁以血小板和凝血因子的活化为核心袁最后形

成纤维蛋白的连锁反应过程遥Ca2+ 作用时间越长袁血

栓形成量就越多袁没有被不溶性纤维蛋白网在血凝块

里的红细胞就越少袁因此血液稀释液的相对 D姿值自

然会随时间的延长而降低遥
溶血率为血液与材料接触时红细胞的破坏程度遥

EDC尧DHT尧DHT/EDC3种交联法制备的胶原材料的

溶血率分别为 0.28尧0.51 和 0.61袁交联后胶原材料的

溶血率均小于 5％袁符合生物材料的使用要求遥其中袁
EDC 交联得到的胶原材料的溶血率最小遥胶原是由

动物细胞合成的一种生物高分子袁是细胞外间质的主

要成分遥由不同种类的动物分离出来的胶原极其相

似袁不易被人体免疫系统作为外体识别袁因此具有低

抗原性袁且有良好的生物相容性遥所以交联后胶原的

溶血率值均符合生物材料的使用标准遥
从 3 种交联法得到的胶原材料的血小板粘附与

变形的电镜照片渊图 2冤看袁血液在 3 种材料表面均未

引起血小板的变形袁且粘附的数量也较少袁说明交联

后的胶原材料可以阻止血小板的变形和吸附遥
2.2 细胞培养

细胞培养试验表明各种交联后的胶原材料均呈

阴性反应袁细胞能在材料表面很好地生长渊图 3冤袁说

明本实验使用的交联剂及交联方法制备的胶原材料

对细胞没有毒性遥

图 2 EDC 交联胶原血小板变形粘附照片渊SEM, 伊4000冤
Fig.2 Photos of plateletson themembrane surface of collagen cross-linked EDC method渊SEM, 伊4000冤

图 3 EDC 交联胶原表面细胞生长状况渊SEM, 伊4000冤
Fig.3 Growth status of cells on themembrane surface of collagen cross-linked EDC method渊SEM, 伊4000冤
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3 种交联法制备的胶原材料的血液相容性试验

结果表明袁交联后的胶原材料都有较好的血液相容

性袁而且没有引起溶血反应袁其中 EDC 交联的胶原材

料抗凝血性能更优一些曰血小板的粘附与变性试验表
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渊上接 879 页冤
明袁交联后的胶原材料对血小板不粘附或粘附很少袁
而且没有引起变形曰细胞培养试验显示细胞在交联后

的胶原材料表面生长状况良好袁制备的胶原材料具有

良好的生物相容性遥
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此袁病理性 Q 波仍是一个需要进一步探讨的问题遥
本实验结果表明袁病理性 Q 波的出现率袁在正对

梗死的左侧胸区域上升曰而在相对应的右侧后背区域

反而下降袁这些变化具有显著性差异遥这表明右侧后

壁对应体表位置的 Q 波形成与其相对应的左侧壁的

心肌电活动状况密切相关袁即正常时右侧后壁出现 Q
波很大程度上受左侧壁心肌的电活动的影响遥我们认

为袁所有非心律失常病理性波形改变均出自两个原

因院渊1冤主动电学性质的改变遥心肌病变通常表现为病

变心肌电活动强度的下降袁一侧室壁减弱的电活动将

导致同侧胸导联心电图 R 波振幅的减小袁但无论如

何减弱袁也不会导致该侧心电图产生一个 Q 波样负

波的波形改变遥渊2冤被动电学性质的改变遥即对侧心室

的电活动对同侧胸表心电图的影响袁由此引起同侧胸

导心电图的变化遥有关生物组织电学性质的研究给出

了不同组织的电导率袁心肌组织的电导率为正常心肌

静息状态下的值咱4暂遥但作为电介质袁心肌组织在不同

状态下应该具有不同的被动电学性质遥在除极阶段袁
即动作电位的 0 期袁由于快速的离子跨膜运动袁心肌

细胞具有最高的电导率曰在动作电位的其他期相袁其

电导率略有下降曰在静息期袁由于电活动的寂静袁其电

导率显著降低遥因此我们推论院在心肌细胞严重缺血

或梗死的情况下袁其电导率大大低于正常静息时的电

导率遥心肌组织作为电介质的平均电导率越低袁则它

对电场的衰减作用越小袁从而使作为源的其他心肌组

织产生的电活动在体表产生的电势的绝对值越大遥因

此一侧心室病变心肌组织电导率的下降袁既减弱其本

身电活动对同侧胸表电场的贡献袁又加强对侧健康心

室电活动所产生的电场在同侧胸表的分布强度袁而正

是这后一种影响使同侧心室的跨膜电位坡度基本是

相反的遥这就是为什么左前壁梗死会导致左前壁心电

图 Q 波出现增加尧而右后壁 Q 波减少甚至消失的原

因遥我们认为袁典型的与等效的病理性 Q 波均系这种

机制的产物遥对具体的病理波形究竟呈什么形态取决

于病变心肌的严重性尧面积以及部位遥通常袁右心的电

活动强度降低袁使其不能穿过两个心腔中的血液及较

厚的左室壁袁进而影响到左胸的电场分布遥但是袁如果

左室壁发生严重大面积梗死或严重缺血袁则大量心肌

组织电导率的下降可以使得右室电活动的影响得以

穿透左室壁袁在左胸表产生病理性 Q 波遥因此袁左胸

导的病理性 Q 波很少是假性的袁它们的意义清晰而

确定遥相比之下袁正常情况下因右室壁较薄袁右胸导心

电图经常包含了来自左室电活动的影响袁假性 Q 波

较为常见遥当右室梗死发生时袁确定 Q 波是否来自右

室壁便成为一个难题遥
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