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体内组织工程构建小口径人工血管的研究进展
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摘!要! 小口径血管在临床上有很大需求$ 但小口径血管再狭窄率很高& 体内组织工程是改善小口径血管功能' 实现血管再

生的有效手段& 介绍了小口径人工血管的国内外研究发展动态$ 详述了作者实验室在构建小口径人工血管方面的设计思路和

研究所取得的主要进展& 研究包括支架材料结构设计与制备技术$ 支架材料表面功能化修饰$ 内皮祖细胞捕捉$ 血管平滑肌

再生$ 抗凝血和促内皮细胞黏附$ 血管再生微环境的构建等& 最后对小口径人工血管研究尚需解决的科学问题和研究方向进

行了讨论&

关键词! 人工血管# 组织工程# 支架制备# 干细胞捕捉# 内皮化# 平滑肌再生# 细胞外微环境
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!前!言

小口径血管在临床上有很大需求$ 美国心脏协会

%&#& 年报道$ 每年大约有 >&& &&& 冠状动脉搭桥手

术*#+

$ 另外超过 #&& 万的患者因严重的下肢缺血需要血

管移植*%+

& 在我国每年也有大量需求& 但如今在临床上

常用的大口径血管材料!,Zm: VV"6D)G*和 ZHO3C$ 如

果作为小口径血管材料$ 再狭窄率很高& 在过去的

%& E"&年间$ 小口径人工血管的研究手段主要是组织工

程& 对材料表面进行抗凝血修饰$ 在植入体内之前$ 在

材料表面种植内皮细胞$ 并借助生物反应器进行组织

培养*"+

&

然而$ 组织工程研究方法存在许多局限& 在体外构

建的小口径血管在植入体内后常常出现内皮细胞层脱

落' 内皮细胞在短期内被取代' 内皮细胞功能不全' 血

管再狭窄率高等问题& 组织工程构建过程需要病人自体

细胞的分离' 体外扩增' 与支架材料一起通过生物反应

器长时间培养$ 发生细菌感染的几率高$ 构建的组织工

程血管不宜储存和运输' 成本很高等$ 临床应用的可操

作性较差*9+

& 血管组织工程的研究开展这么多年来$ 还

没有小口径血管材料的临床实验& 因此$ 需要突破传统

的研究思路$ 寻求一种生产更为简单' 临床应用的操作

性更强的小口径人工血管的研究方法&
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近年来$ 在组织工程与组织再生领域$ 越来越多的

学者提出(体内组织工程)的思路*> 8:+

& 具体来说$ 就是

强调对支架材料进行活性和功能修饰$ 使植入的支架材

料在体内募集捕捉干细胞$ 诱导血管新生和干细胞分化

与增殖$ 促进组织的迅速修复和再生$ 使组织构建在体

内完成& 与传统组织工程研究手段不同之处$ 在于没有

细胞接种和体外培养$ 依靠材料调动人体自我康复能

力$ 引导或诱导受损组织?器官再生& 因此$ 体内组织

工程材料的主要研究内容$ 是支架材料的结构设计与加

工' 材料的活性修饰与组织再生微环境构建& 对于小口

径人工血管来说$ 支架材料的结构设计主要考虑材料的

力学强度' 顺应性' 孔结构和生物降解性$ 对支架材料

的活性修饰$ 除了组织再生微环境修饰$ 更重要的是表

面抗凝血修饰和促内皮细胞黏附的特异性修饰&

"

!支架材料结构设计加工及其对血管形成

过程的影响

!!高分子材料的来源' 性质和结构设计对血管支架材

料至关重要& 血管的细胞外基质主要是胶原纳米纤维$

因此$ 采用静电纺丝方法制备血管支架材料能够模拟血

管细胞外基质# 采用合适的高分子材料和材料复合与加

工技术$ 可以获得力学性能与天然血管相似的血管

支架&

"

5

!

!材料的选择与制备

在制备人工血管时选择高分子材料主要考虑材料的

力学性质' 生物相容性和可降解性& 胶原' 壳聚糖' 纤

维素' 明胶' 透明质酸等天然高分子生物相容性好$ 但

是力学强度较差& 聚已内酯 !D/-"$ 聚乳酸 !D-(或

D--("$ 聚羟基乙酸!D_("等合成高分子及其共聚物D-[

_($ D-/-等$ 力学性质和降解性可以控制$ 但是普遍

缺少生物活性$ 需要进行生物功能化修饰& 多年来 D/-

在人工血管及其它支架材料中应用普遍$ 它具有良好的

生物相容性和力学性能& 作为血管材料它的不足之处是

降解太慢$ 对血管再生构成障碍& 需要选择更合适的高

分子材料$ 或者采取不同高分子材料的复合$ 解决支架

材料的力学强度' 降解速率与组织再生进程的平衡关系&

还有一类可降解高分子材料$ 近年来特别受关注$

它们是通过生物途径合成的聚合物$ 其中$ 最具代表性

的是聚羟基脂肪酸酯 D0(类材料& 其中一个成功的例

子是D-(?D0=00X复合体系& D-(具有较高的力学强

度' 良好的降解性和加工性& 但最大的缺点是脆性较

高# 而聚 "[羟基丁酸["[羟基己酸!D0=00X"是 D0(系

列聚合物的一个新品种$ 由于具有较长的侧链$ 其结晶

度较低$ 是一种(软而韧)的聚合物$ 而且$ D0=00X

体外降解速率较慢& 研究表明$ 这两种聚合物在力学性

能和生物降解性等方面具有很大的互补性$ 在某些比例

条件!如 <&?%& 或 %&?<&"下形成微相分离结构!如图 #"$

材料综合性能良好*;+

& 利用该材料构建人工血管的研究

正在进行中&

近年来$ 一些研究组潜心研究新型抗凝血组织工程

材料& 袁直等将乳酸与苹果酸共聚形成 D-'($ 再用多

肽_+_Z.修饰$ 形成含 +_Z多肽的高分子 D_.>$ 研

究了其抗凝血性$ 结果显示 D_.> 抗凝血性良好!如图

%"$ 有潜力用于血管组织工程*<+

&

"
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!静电纺丝制备超细纤维多孔支架材料

人工血管要满足一定的抗张强度$ 最重要的是需要

具备连通性的孔结构$ 利于细胞迁移和各种生物活性分

子的传递& 常用的制备方法有盐析' 气体发泡和相分离

等& 但是$ 静电纺丝技术更适合人工血管的制备& 这是

因为电纺丝技术制备的三维纤维结构与天然细胞外基质

!*/'"很相似& 纤维直径可以从几十纳米到几微米$

同时具有孔隙率高' 比表面积大' 孔径分布较宽的特

点& 电纺丝制得的无纺布$ 是由不同取向的纤维堆积而

成$ 纤维之间是疏松的& 当细胞黏附到纤维表面时$ 可

以推动周围的纤维以扩展空间$ 从而提高材料的细胞渗

透性$ 有利于细胞的侵入生长&

静电纺丝$ 简称电纺$ 是用高压电源将一种极性的

电荷引入聚合物溶液或熔体中$ 然后$ 聚合物溶液或熔

体向带有异性电荷的收集器加速& 随着溶液!或熔体"

与收集器所带的异性电荷之间的静电引力以及溶液内部

同种电荷之间的静电排斥作用的增强$ 溶液最前端的

液面将由圆形新月面变成圆锥!称为 )HM43O锥" & 当电

场强度超过液体表面张力时$ 会从 )HM43O锥喷射出纤

维& 纤维穿过周围环境$ 溶剂蒸发$ 然后固体聚合物

纤维在收集器上沉积$ 形成无纺纤维毡结构& 利用这

种方法制成的纤维其直径一般在几微米到几十纳米之

间!如图 ""

*$+

&

在制备人工血管时$ 往往需要对两种高分子材料进

行复合& 从同一方向电纺的两种高分子纤维由于同种电

荷排斥作用$ 在接收器上不能均匀混合& 采用图 9H的

转动盘作为接收器$ 可以得到两种高分子纤维均匀混合

的静电纺丝膜 & 采用图 9N接收装置$ 可以加工静电纺

丝人工血管!图 9T"& 图 9N 的每根水平接收杆是转动

的$ 接收杆直径可以根据血管的内径需要进行调换& 当

使用两种高分子加工血管时$ 高分子溶液从接收器两侧

电纺$ 可实现两种高分子纤维的均匀混合*#& 8##+

&

"

5

&

!通过加工工艺设计% 制备有利于细胞向内迁移的

大孔支架材料

!!作者实验室一直以来$ 采用静电纺丝D/-支架作为

;
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小口径人工血管$ 但是$ D/-纤维直径小$ 纤维之间孔

径往往小于 #&

%

V$ 在体外细胞培养和体内埋植实验

中$ 细胞很难迁移到支架内部$ 在血管移植实验中$ 血

管平滑肌再生困难$ 形成的平滑肌组织层位于支架表面

上方$ 不在支架内部*#%+

& 近来开始尝试通过水溶性高

分子D*F进行致孔$ 制备结构疏松的 D/-静电纺丝血

管& D*F致孔显著改善了 D/-静电纺丝膜材料的孔径

和疏松程度$ 改善了细胞向支架材料内部的迁移&

图 #!不同比例的D-(?D0=00X的显微红外照片及相应的谱图

GAI5#!G),+[VATO3BT37ATAVHI6BQ3OD-(?D0=00XN46CRBWAPK UHOA3SBOHPA3HCR T3OO6B73CRACIP3B76TPOHQ3O4HN646R R3PB% !H

#

EH

"

" D-(?D0=00X

!9&?:&"$ !N

#

EN

"

" D-(?D0=00X!>&?>&"$ !T

#

ET

"

" D-(?D0=00X!:&?9&"$ !R

#

ER

"

" D-(?D0=00X!<&?%&"$ HCR !6

#

E6

"

"

D-(?D0=00X!%&?<&""

<
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图 %!高分子上黏附血小板的 .*'照片

GAI5%!.*'AVHI6B3QHRK6O6CP74HP646PB3C NHO6734MV6OB% !H" DZ--($ !N" D-'($ !T" D[_.>$ HCR !H- ET-" VHICAQA6R AVHI6B3Q!HET"

图 "!典型静电纺丝原理图

GAI5"!.TK6VHPATRAHIOHV3QHPM7ATH4646TPO3B7ACCACIBMBP6V

图 9!静电纺丝接收装置图!H$ N"及制备的静电纺丝人工血

管照片!T"

GAI59!*46TPO3B7ACCACIT3446TP3O!H$ N" HCR UHBTS4HOIOHQPIOH7K3P3

7O67HOHP6R NMT3446TP3O!T"

!!在静电纺丝的同时$ 向纤维内部喷入水溶性 D*F

微球$ 最后将微球溶解掉$ 产生需要的孔结构& 图 > 显

示的是采用 D*F致孔的 D/-静电纺丝膜& D*F溶液在

电喷条件下形成直径可调的微球$ 均匀混合在D/-纤维

中间& 将D*F微球洗掉以后$ 形成结构更加疏松的支

架材料&

静电纺丝支架的不足之处是孔径偏小$ 不利于细胞

的迁移和向内生长& 研究人员尝试各种静电纺丝技术&

如混合电纺$ 将两种材料的纤维均匀地混合在一起$ 两

种高分子具有不同的降解速率$ 随着其中一种纤维的快

速降解$ 可以提供更多的细胞生长空间& 如 D/-和明胶

复合材料$ 通过控制两种高分子溶液的浓度' 流速和接

触距离$ 来控制两种纤维的直径和含量比例& 对纺丝膜

进行后交联$ 可调节明胶的溶解和降解速率& 静电纺丝前

将明胶和D/-分别用G,)/和罗丹明=染色$ 用共聚焦显

微镜观察两种颜色纤维的直径' 分布和混合程度& 如图 :

所示$ 两种纤维能够均匀混合形成组成均匀的材料&

最近有文献报道疏松静电纺丝支架的制备技术& 作

者在管状接收器上钻孔$ 将接收管与高压气体钢瓶连接

!如图 ;"$ 在静电纺丝过程中调节气流压力$ 可以产生

结构疏松的既有足够力学性质$ 又有良好细胞穿透效果

的支架材料*#"+

&

以往的大量研究表明$ 血管移植后内皮形成在几周

内完成$ 但是$ 平滑肌再生却困难得多& 如果植入的人

工血管不能形成有功能的平滑肌$ 血管缺乏收缩和舒张

功能$ 势必影响血管内皮的功能& 血管内皮会发生老

化$ 血管壁发生钙化$ 血管变硬' 变脆$ 最终导致动脉

粥样硬化' 新内膜增生' 血栓形成等&

$
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图 >!静电纺丝支架材料表面的 .*'像% !H" 传统静电纺丝制备的D/-膜材料$ .*'显示其纤维结构致密$ 孔径较小$ !N" 静电纺丝

D/-的同时$ 电喷D*F微米球所得到的复合支架材料$ 纤维与球的结合良好$ 且球的分布均匀$ !T" 通过梯度酒精脱水$ 将

!N"中的D*F微米球洗去$ 进行冷冻干燥得到只含有 D/-纤维的 "Z膜材料$ 与!H"相比其纤维结构疏松$ 孔径增大

GAI5>!.*'AVHI6B3QBSOQHT63QBTHQQ34RB% !H" D/-V6VNOHC67O3RST6R NMPOHRAPA3CH4646TPO3B7ACCACI$ .*'BK3WACIQAN6OBT3V7HTPBPOSTPSO6HCR

BVH4473O6$ !N" D/-[D*FT3V73BAP6BTHQQ34RB7O3RST6R NM646TPO3B7ACCACID/-HCR 646TPO3B7OHMACID*FVATO37HOPAT46BHPPK6BHV6PAV6$

.*'AVHI6BBK3W6R SCAQ3OVRABPOANSPA3C 3QD*FVATO37HOPAT46B$ D/-QAN6OB6XT6BBAU64MT3VNAC6R WAPK D*FVATO37HOPAT46B$ !T" "ZD/-3Q

D*FVATO37HOPAT46O6V3U6R NMIOHRA6CPH4T3K34P3WHP6OHCR PK6C R6KMROHP6R WAPK 8%& a HCR QO3c6C ROM4M$ .*'AVHI6BBK3W6R BTHQQ34RB3Q

433B6BPOSTPSO6T3V7HO6R WAPK ). D/-BTHQQ34RBHCR 73O6RAHV6P6OAC "ZD/-BTHQQ34RBV3O6NAII6OPKHC ). D/-BTHQQ34RB!H"

图 :!明胶与D/-共纺纤维的共聚焦像% 明胶纤维和D/-纤维

GAI5:!/3CQ3TH4AVHI6B3QQ4S3O6BT6CT6BPHAC6R QAN6OBN46CR% I64HPAC

QAN6OHCR D/-QAN6O

!!瑞士 kH473PK 实验室对静电纺丝技术制备的聚已

内酯!D/-"小口径血管$ 进行了大鼠腹主动脉长期移

植研究 *#9+

& 他们发现 D/-具有很好的生物相容性和

组织顺应性$ 即使不做任何修饰$ D/-血管的内皮形

成在 % E9 周内完成$ #< 个月以后新内膜增生轻微$

血管管腔几乎没有狭窄& 然而$ 他们发现在血管植入

大鼠体内 #5> 个月后出现一些软骨样细胞& #% 个月

后$ 软骨样细胞继续增多$ 在 #< 个月时大部分支架

呈现钙化& 同时发现$ 迁移进入血管支架内的细胞密

度和微小血管密度在 : 个月时达到最大$ 在后期细胞

!!

图 ;!实验所用的穿孔模芯% !H"标注尺寸的模芯$ ! N"连接有

空气流的模芯装置$ 上方箭头所指处为气流进口压力$

下方箭头所示方向为气流方向

GAI5;!,VHI6BR67ATPACI76OQ3OHP6R VHCRO64SB6R AC 3SO6X76OAV6CP%

!H" VHCRO644HN646R WAPK RAV6CBA3CB$ ! N" VHCRO64R6UAT6

T3CC6TP6R WAPK HAO4AC6$ HN3U6HOO3WBK3WACI43THPA3C 3QAC46P

7O6BBSO6$ HCR R3WC HOO3WBK3WACIRAO6TPA3C 3QHAO[Q43W

和微血管密度反而下降!如图 <

*#9+

" & 这些现象表明$

平滑肌再生不完善$ 血管壁内部没有实现很好的细胞

化$ 支架孔径小$ 纤维降解慢$ 小血管密度低$ 血管

壁细胞缺乏足够的营养$ 是导致后期血管钙化的主要

原因&

人工小口径血管移植后$ 血管的再生过程涉及到细

&#
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!!

图 <!血管壁随时间的生物学响应示意图

GAI5<!.TK6VHPATO67O6B6CPHPA3C 3QNA343IATH4O6B73CB6AC UHBTS4HOIOHQPWH443U6OPAV6

胞重塑$ 细胞的形态' 结构与功能发生改变$ 也称为表

型转化& 在正常状态下$ 血管平滑肌细胞主要表现为收

缩型$ 位于血管壁中层$ 通过细胞收缩使血管壁维持一

定张力& 但在动脉粥样硬化' 高血压等疾病出现时$ 血

管平滑肌细胞便会发生表型转化$ 以增殖型为主$ 在各

种刺激因素和生长因子作用下$ 由中层迁入内膜并大量

增殖$ 导致血管壁增厚& 在人工血管移植治疗中$ 平滑

肌细胞将首先表现为增殖型$ 然后转化为收缩型&

血管平滑肌再生$ 可以从人工血管结构设计和活性

修饰方面去解决& _S3NH3k6AA等*#>+已经将生长因子控

释技术与三维静电纺丝支架结合起来$ 制备出能够稳定

控释血小板衍生生长因子!DZ_G[=="的支架& 在下一步

实验中$ 他们准备将二者结合起来$ 进一步研究体外培

养平滑肌细胞$ 形成人工血管的技术手段& hAHCI0S

*#:+

等采用复合相分离与电纺技术构建了含大孔的高孔隙

率' "Z贯通孔结构 D--(支架!如图 $

*#:+

"$ 并用于人

平滑肌细胞的体外培养$ 诱导平滑肌细胞进行表型转

变$ 起到了良好效果!如图 #&

*#:+

"& 他们将人大动脉平

滑肌细胞!0(.'/B"种植于该管状支架!内径 " VV$ 外

径 > VV$ 长 9 VV"上$ 体外培养 %9 K$ 然后$ 将其或空

白支架!未种植细胞"分别植入裸鼠皮下$ % 周后取材$

进行相应的组织学检测& 0n*染色结果表明$ 实验组与

对照组都有组织的形成$ 这是由于D--(血管支架的 "Z

多孔结构为组织的形成提供了可能性!图 #& H"& 马氏染

色证实材料周围及其内部分布大量胶原蛋白!图 #& T"$

为形成细胞外基质$ 加速平滑肌细胞的快速增殖创造了

条件& ,I_对照的免疫组化染色说明了材料中未发生抗

原抗体反应!图 #& R"$ 证实了实验组结果的真实性&

利用平滑肌细胞[

%

[肌动蛋白抗体!.'[

%

[HTPAC"对鼠源的

平滑肌细胞着色$ 发现在材料中有一些平滑肌肌动蛋白

的分布!图 #& 6"& 人线粒体抗体对皮下埋植后的材料染

色$ 看到材料内部有线粒体的存在!图 #& Q"$ 说明平滑

肌细胞分化作用的发生& 实验结果充分证明了 D--(血

管支架特有的 "Z多孔结构$ 可以允许体外种植的

0(.'/B迁移到支架内部$ 而且有分化作用的发生$ 同

时也有宿主自身细胞的迁移& 该研究显示$ 这种含大孔

的高孔隙率' "Z贯通孔结构的支架材料$ 对于细胞向

!!

图 $!含大孔的管状纳米纤维多孔支架% !H"管状支架全貌$

!N"支架横截面$ !T"大孔和贯通孔结构及! R"纳米纤

维结构的 .*'照片

GAI5$!DK3P3IOH7KB3QPSNS4HOCHC3[QAN6OBBTHQQ34RB% IO3BBUA6W3Q

PSNS4HOBTHQQ34R !H"$ .*' VATO3IOH7KB3QBTHQQ34R TO3BB[

B6TPA3C !N"$ VHTO3[73O6BHCR 73O6ACP6OT3CC6TPA3CBBPOSTPSO6

!T"$ HCR CHC3[QAN6OBBPOSTPSO6!R"

##
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图 #&!0(.'/B细胞在支架上种植培养 %9 K 后体内移植情况%

!H"0[*染色$ !N"空白支架$ !T"移植 % 周后'HBB3C染

色$ !R"移植 % 周之后 ,I_免疫组化染色!胶原 */'染

蓝色"$ !6"用 .'([HTPAC抗体染色植入宿主 .'/B$ !Q"

用人线粒体抗体染色的植入0(.'/B

GAI5#&!,C UAU3AV74HCPHPA3C 3Q0(.'/B[BTHQQ34R T3CBPOSTPBHQP6O%9 K

3QT644B66RACIHCR TS4PSO6% 0[*BPHACACI3QB6TPA3CB3Q

T3CBPOSTPA3C !H"$ N4HC\ BTHQQ34RB! N"$ VHBB3CoBPOATKO3V6

HQP6O% W66\B3QAV74HCPHPA3C ! T"$ BPHACACI3Q% W66\B

AV74HCPB3QT3CBPOSTPA3C !T344HI6C3SB*/'BPHAC6R N4S6"$

AVVSC3KABP3TK6VATH4BPHACACI3Q,I_T3CPO34% W66\BHQP6O

AV74HCPHPA3C !R"$ AV74HCP6R K3BP.'/BBPHAC6R WAPK .'([

HTPAC HCPAN3RM!6"$ HCR AV74HCP6R 0(.'/BBPHAC6R WAPK

KSVHC VAP3TK3CROAHHCPAN3RM!Q"

内生长和构建组织工程血管都极为重要&

&

!支架材料表面功能化修饰

人工血管表面修饰$ 主要是抗凝血修饰和促内皮细

胞黏附修饰& 抗凝血修饰$ 主要是表面肝素化*#; 8#<+和

接枝两性离子如磷酰胆碱!'D/"

*#$ 8%#+等& 这类研究开

展得很多$ 方法比较成熟$ 这里不再重点介绍&

&

5

!

!内皮祖细胞#

0%$

$捕捉

近年来人工血管表面修饰$ 主要是针对内皮祖细胞

!*D/"的特异修饰$ 实现对外周血*D/的捕捉$ 使血管

材料植入体内后在原位实现快速内皮化*%%+

& 这种手段

可以避免组织工程方法中的种子细胞来源' 体外培养'

内皮层脱落' 产品储存等问题& 可用于捕捉 *D/并促

进干细胞分化的生物分子包括% 血管内皮生长因子

2*_G$ 神经生长因子 1_G等# 内皮干细胞特异抗体

/Z"9

*>+

$ LZ+$ /Z#"" 等# 其它细胞粘附分子 +_Z和

Z1(适配体*>+等& 图 ## 是 *D/B在涂覆了 *D/特异捕

获分子的人工血管支架的捕获情况示意图*%%+

& 图中表

示多肽' 蛋白' 抗体' 磁性分子' 适配体都可作为

*D/B的捕获分子$ 这些分子与 *D/B上的靶点键合$ 将

内皮祖细胞固定在移植物表面$ 然后$ 捕获的 *D/B能

够分化成内皮细胞$ 并在人工血管上形成内皮层& 高分

子支架表面具有血液相容性和抗凝血性的涂层$ 可以阻

止其它血细胞或丝素蛋白黏附于表面&

图 ##!*D/B在涂覆了 *D/特异捕捉分子的人工血管支架上

的捕获情况示意图

GAI5##!,VV3NA4ABHPA3C 3Q*D/B3C HOPAQATAH4UHBTS4HOIOHQPBT3HP6R

WAPK *D/[B76TAQATTH7PSO6V346TS46B

FONSB16ATK公司将/Z"9 抗体固定到冠状动脉支架

表面$ 生产出可捕获内皮干细胞' 快速实现内皮化的支

架_6C3SB!)'" =A3[6CIAC66O6R +.P6CP!)'"

*%"+

$ 已进

入临床试验阶段& _6C3SB血管支架表面固定 /Z"9 抗

体$ 在植入体内 # K 后$ 可观察到大量的细胞粘附$

9< K后$ 可形成几乎完整的类似血管内皮的单层& 表明

/Z"9 表面捕捉细胞的效率很高$ 这些被捕捉的细胞$

加速了血管内皮的进程& 临床研究表明$ 该支架可募集

血液循环中的内皮祖细胞到支架表面$ 加速血管损伤部

位的内皮自然修复$ 促使支架更好地与周围血管组织相

容$ 减少血栓形成的机率$ 降低再狭窄的发生& 在植入

%: R后可形成完全正常的血管内皮&

+3PVHCB实验室*%9+将 /Z"9 抗体固定到以 6D)G*为

材料的人工血管上$ 植入猪体内后$ " R 可以实现快速

内皮化& 但是$ 该研究发现 /Z"9 抗体修饰的血管材

料$ 同样会发生内膜增生&

国内许多实验室在近几年也开始了类似的研究$ 如

黄楠实验室开展了用于改善心血管植入金属支架的研

究& 他们利用层层自组装技术$ 在 )A表面涂布了多层

%#
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的/Z"9 抗体& 这种方法是先在1HF0处理的 )A基质表

面沉积一层抗生物素蛋白$ 再沉积一层生物素化的蛋白

(与之前一层相结合$ 最后$ /Z"9 抗体通过其 GT片

段与蛋白 (结合$ 露出与抗原结合的 GHN 段& 在这种

修饰了的 )A表面培养 *D/$ 并将其植入狗的腹主动

脉$ 结果表明$ /Z"9 抗体修饰的表面$ 能够增强

*D/的粘附和捕捉$ 在体内能诱导内腔表面的快速内

皮化 *%>+

& 除此之外$ 他们还利用一种结合了静电作用

和共价修饰的方法$ 在氨基硅烷化的 )A表面$ 形成肝

素和纤连蛋白涂层& 首先将两种生物活性分子混合通

过静电作用来形成超分子复合体$ 之后用基于硅烷的

方法$ 将复合物共价连接在 )A表面& 初步的工作结果

表明$ 肝素和纤连蛋白的 +_Z多肽位点都是有功能

的& 这种修饰后的材料$ 具有良好的血液相容性& 而

且相对于 )A材料$ 修饰后促进了内皮细胞的粘附增

殖等 *%:+

&

&

5

"

!抗菌和抗凝血修饰

计剑实验室在 %&&" 年通过静电自组装!*.("的方

法成功地在不锈钢支架表面加入了 D*,和肝素$ 通过接

触角和电化学阻抗分光学的方法证明了 %# R 后在 )OAB[

0/4缓冲液中这种涂层仍然是稳定的$ 而通过血小板粘

附和静态凝血时间实验表明$ 这种带有 D*,?肝素涂层

的不锈钢支架$ 具有一定抑制血小板粘附' 延长凝血

时间的作用 *%;+

& 该实验室在 %&&> 年通过层层自组装

的方法构建了一种能够抗粘附和抗菌的材料& 他们利

用壳聚糖抗菌和肝素抗粘附的性质在氨化的 D*)表面

层层自组装壳聚糖和肝素& 大肠杆菌的粘附实验$ 说

明了在 D*)表面粘附的大肠杆菌大大高于自组装后的

材料$ 而且粘附的细菌数量会随着组装后 70的降低而

减少$ 表明多层的壳聚糖?肝素能够有效杀死细菌& 这

种简单而有效的方法为抗粘附和抗菌的表面修饰提供了

选择*%<+

&

&

5

&

!材料表面修饰方法

材料表面的修饰方法有多种$ 包括共价键形式的基

团修饰和化学接枝$ 包括分子之间的生物结合$ 如抗原

与抗体' 生物素与结合素' 蛋白与蛋白等之间的亲和作

用$ 还包括非共价键形式的吸附' 涂层和自组装& 化学

修饰往往是对材料表面进行改性$ 如改变电荷性质$ 由

电正性表面转变为电负性表面$ 或者由疏水表面变为亲

水表面& 在生物材料研究中$ 往往需要对材料进行活性

修饰$ 即向材料内部或表面引入活性分子$ 如生长因

子' 酶或 Z1(& 如果采取化学接枝方法$ 会导致这些

活性分子的失活$ 而物理吸附方式达不到对活性分子的

稳定固定&

张等采用一种具有两亲性的蛋白 0G=,在 D/-静

电纺丝支架表面自组装$ 将D/-表面的疏水性转变为亲

水性$ 提高了支架的细胞相容性和血液相容性& 同时通

过蛋白8蛋白之间的相互作用$ 将 /Z"# 抗体吸附固定

在0G=,自组装涂层的D/-支架表面$ 提高了支架材料

表面对内皮细胞的黏附能力!见图 #%

*%$+

"& 由于 0G=,

可以结合多种蛋白$ 这是一个通用性方法$ 可以用于对

其它蛋白分子的固定& 这种固定方法是分子之间的相互

作用$ 是生物结合$ 非化学键固定& 既具有足够的稳定

性$ 又能很好地保持固定分子的生物活性&

图 #%!0G=,固定 /Z"# 抗体捕捉内皮细胞

GAI5#%!,VV3NA4AcHPA3C 3QHCPA[/Z"# HCPAN3RM3C BSOQHT63Q646TPO3B7SC D/-BTHQQ34RBPKO3SIK 0G=,HCR

BSNB6]S6CP4MB76TAQATTH7PSO63Q6CR3PK64AH4T644B

!!对人工血管进行表面功能化修饰时$ 往往需要固定 多种生物分子$ 包括肝素' 抗体' 多肽或生长因子& 作

"#



中国材料进展 第 "# 卷

者实验室报告了一种基于环糊精8金刚烷之间主客体相

互作用的表面修饰方法*"&+

& 首先向材料表面固定环糊

精分子$ 根据需要控制环糊精在材料表面的接枝密度&

同时$ 对客体分子进行金刚烷修饰& 然后$ 通过金刚烷

与环糊精分子之间的主客体组装$ 实现活性分子在材料

表面的固定& 环糊精与金刚烷之间的结合不仅特异性

强$ 而且结合牢固& 这种修饰方法的优点是%

"

等量反

应$ 由于主客体识别专一性强$ 材料表面的环糊精分子

数目决定活性分子的固定量& 该方法具有(模块化)的特

点$ 可以根据实际应用选择不同类型的生物活性分子进

行修饰$ 获得所需的表面性质&

#

组成比例可控$ 有些

!!

情况下需要多种活性分子共同修饰$ 如支架材料表面需

要肝素' 抗体' 生长因子等& 由于活性分子的固定只取

决于环糊精和金刚烷之间的分子识别$ 与活性分子的性

质无关$ 因此$ 可以根据需要确定两种或多种活性分子

的投料比$ 即可以准确控制其在材料表面的相对比例$

这是其它方法$ 如共价键结合或物理吸附所不能实现的&

实验方法如图 #" 所示& 在实验中选用了纤维素基

支架材料$ 首先将环糊精分子共价偶联到纤维素纤维表

面& 同时合成了分子链两端带有金刚烷基团的聚己内酯

!D/-"客体分子& 最后$ 通过环糊精与金刚烷之间的主

8客体相互作用将D/-分子链固定在纤维表面$ 实现了

图 #"!采用主客体自组装方法的支架材料表面修饰示意图

GAI5#"!.MCPK6BAB7HPKWHMQ3OT644S43B6[/ZHCR D/-[(ZHCR PK6T3CT67PSH4A44SBPOHPA3C BSOQHT6V3RAQATHPA3C

Q3OB64Q[HBB6VN4M7O3T6BB3QT644S43B6[/ZWAPK IS6BP734MV6OD/-[(Z

对纤维的表面修饰*"&+

&

孔德领实验室合成了一种带有 +_Z肽的可自组装

成胶的小分子1H7[GG_+_Z& 该分子在一定条件下可形

成水凝胶$ 可以在 D/-静电纺丝支架表面自组装涂层$

将D/-纤维表面改性$ 提高亲水性$ 抑制血小板黏附$

并改善细胞的黏附与伸展*"#+

& 接下来$ 该实验室利用

1H7[GG_+_Z涂层修饰的小口径人工血管开展了兔子颈

动脉移植研究& 在体外实验中$ 修饰材料显著提高了捕

捉内皮细胞' 抑制血小板粘附与聚集的能力& 通过 (2[

BKSCP模型检测修饰后 D/-支架!D/-[+_Z"的血液相容

性& 对体外循环 % K后的血管支架进行 .*'分析$ 观察

到D/-支架内表面粘附有大量血小板$ 而 D/-[+_Z支

架表面基本上没有血小板粘附&

在体内实验中$ 植入 " R 后$ 通过 .*'观察材料

内表面$ 在 D/-支架上有大量的血小板' 红细胞' 炎

症细胞及纤维蛋白构成的血栓基质沉积$ 但是修饰后

的材料内表面是光滑的$ 基本没有血小板粘附$ 证明

了其很好的血液相容性& 植入 9 周后! ( b>" $ 利用数

字减影血管造影!Z.("测定 D/-[+_Z支架全部通畅$

而 D/-由于血栓的形成$ 支架通畅率只有 :&d& 取材

后用 .*'观察支架材料内表面$ 发现在D/-支架粘附

有一些血栓基质$ 而在D/-[+_Z支架是没有的$ 说明

该修饰改善了材料的血液相容性!如图 #9" & 此外$ 通

过 0*染色可以看到在 D/-[+_Z支架上细胞浸润显著

增加$ 而且细胞分布更加均匀# 通过 /Z"# 免疫荧光

染色$ D/-[+_Z支架的内皮化进程大约是 D/-支架的

" 倍# 通过
%

[.'(染色观察平滑肌再生发现$ 9 周时

支架内表面在内皮层下均不同程度的长有平滑肌细胞

层$ D/-[+_Z的平滑肌细胞平均覆盖面积有 :>d$ 比

其在 D/-支架上高出 %"d& 说明了 +_Z的修饰促进

了细胞在 D/-材料内部的迁移$ 加速了血管支架的内

皮化和平滑肌进程!如图 #>

*#%+

" &

9#
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图 #9!(2[BKSCP检测修饰后D/-支架!H"和D/-[+_Z支架!N"的血液相容性的 .*'照片及血管支架植入兔颈动脉 " R后D/-支架!T"

和D/-[+_Z!R"支架内表面$ 血管支架植入 9 周后的 D/-支架!6"和 D/-[+_Z!Q"支架内表面的 .*'照片

GAI5#9!.*'AVHI6BBK3WACI74HP646PHRK6BA3C 3C PK6IOHQPBHQP6O6X73B6R P3N433R Q3O% K AC (2[BKSCP6X76OAV6CP% !H" D/-IOHQPBHCR !N" D/-[+_Z

IOHQPBY)K6HRK6BA3C 3Q74HP646PBHCR V3C3CST46HOT644BAC D/-HCR D/-[+_ZIOHQPBQ3O" R HQP6OAV74HCPHPA3C% !T" D/-HCR !R" D/-[+_Z

O6B76TPAU64MY.*'AVHI6BQ3O4SVACH4BSOQHT63Q6X74HCP6R IOHQPBHP9 W66\BHQP6OAV74HCPHPA3C% !6" D/-IOHQPBHCR !Q" D/-[+_ZIOHQPB

图 #>!通过/Z"# 免疫荧光染色观察内皮化情况& 9 周取材后的

内皮化比率是通过纵切计算的&

##

Bp&5&#5D/-组! ( b

""$ D/-[+_Z组 !( b>"

GAI5#>!*CR3PK64ASVTKHOHTP6OAcHPA3C NMAVVSC3Q4S3O6BT6CT6BPHACACI

SBACI/Z"# HCPAN3RMY)K6OHPA33Q6CR3PK64AH4AcHPA3C HP% HCR

9 W66\BHQP6OAV74HCPHPA3C WHBTH4TS4HP6R NHB6R 3C PK6BPHACACI

3Q43CIAPSRACH4B6TPA3CBY

##

Bp&5&#5D/-IO3S7 ! ( b""#

D/-[+_ZIO3S7 !( b>"

'

!血管再生微环境的构建

支架材料的组织再生微环境非常重要& 向支架材料

中复合各种细胞外基质$ 以及与血管再生相关的各种生

长因子$ 可以促进内皮细胞' 平滑肌细胞的迁移' 黏

附' 增殖以及分化$ 为人工血管植入后内皮形成和平滑

肌再生提供适宜的微环境*#: 8#;+

&

'

5

!

!生长因子复合于支架材料

杜凤仪等制备了壳聚糖?聚己内酯!/.?D/-"质量梯

度静电纺丝支架$ 并负载肝素和 2*_G$ 仿生构建血管

壁微环境*"%+

& 该支架材料抗凝血性增强$ 能稳定持续

释放2*_G$ 促进快速诱导内皮化& 通过两种高分子纤

维的梯度分布控制$ 实现肝素与 2*_G在血管壁内层高

密度固定$ 达到抗凝血和诱导内皮化形成的作用$ 同时

减弱肝素和2*_G对血管壁内部平滑肌细胞增殖的抑制

作用& 该研究为小口径血管组织再生微环境的构建提出

了新思路&

图 #:是血管组织工程支架梯度电纺与均匀电纺的示

意图*"%+

& 均匀电纺是在/.!&5> V4?K"与D/-!# V4?K"稳

定流速下进行$ 梯度电纺在质量梯度流速 !/.% & E

&5> V4?K$ D/-% & E# V4?K"下进行$ 由于肝素和 2*_G

负载于壳聚糖$ 因此$ 梯度电纺更有利于血管内壁抗凝

血和快速诱导内皮化&

袁晓燕与孔德领两个课题组合作$ 通过同轴共纺$

以血小板衍生生长因子!DZ_G[NN"与葡聚糖!Z*̀ "为芯

层$ 以D-/-为壳层$ 研究了血管平滑肌细胞在多孔纤

维膜上的粘附' 增殖和细胞形态& 结果表明$ 负载

DZ_G[NN的多孔纤维膜材料能促进细胞粘附$ 其细胞活

性也显著提高*""+

&

'

5

"

!

12

原位控制释放

内皮细胞通过1F合成酶!1F." 氧化-[精氨酸产生

一氧化氮!1F"$ 对心血管系统的生理与功能发挥重要

调节作用& 从内皮细胞表面持续释放的 1F能够有效地

防止血小板在正常血管壁上的粘附和活化$ 能抑制平滑

>#
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图 #:!血管组织工程支架梯度电纺与均匀电纺示意图

GAI5#:!.TK6VHPATRAHIOHV3QIOHRA6CPHCR SCAQ3OVCHC3[QANO3SBBTHQQ34RBQ3OUHBTS4HOPABBS66CIAC66OACI

肌细胞的增殖$ 调节免疫应答及促进伤口愈合$ 有助于

减少血管再狭窄& 由于 1F分子对心血管系统的重要

性$ 近年来人们尝试各种方法制备可释放 1F的生物材

料& 这些方法包括%

"

将1F供体作为分散的分子掺入

聚合物材料或者共价连接到聚合物骨架上$ 形成了早期

的1F释放材料$ 可用于制备成皮下植入或透皮给药的

固体膜或凝胶以及其它医学装置的包衣材料& 优点是可

以通过改变聚合物基质或 1F供体结构来调节 1F释放

速率$ 增加这些包衣材料或医学装置的效率并延长其使

用周期*"9 8">+

#

#

先制备 1F供体衍生物$ 再将这些衍

生物加入不同的聚合物基质中$ 通过调整聚合物基质比

例以及种类控制 1F的释放速率*": 8";+

#

$

前面两种方

法只有固定的 1F储存量$ 不能保持持续' 长期的 1F

释放& 人体内存在着 .[亚硝基硫醇类和亚硝酸盐等内源

性的可释放1F的物质& 内源性 1F在体内多与蛋白质

连接$ 如 .[亚硝基蛋白!(N4.1F"$ 其可以与低分子的硫

醇!+.0B" 如-[半胱氨酸!/MB" 之间发生快速的亚硝基

转换反应$ 转化后得到的 /MB1F在体内是不稳定的$

可快速释放 1F& 因此$ 可将诸如 -[半胱氨酸或包含

-[半胱氨酸的复合物固定在材料表面或者将还原剂以及

1F前体混合进聚合物基质中$ 利用上述的反应来释放

1F$ 发挥其生物活性& 这种方法的优点是利用体内存

在的1F供体$ 保证长期稳定的1F供给$ 1F的释放也

是发生在材料的植入部位*"<+

&

作者实验室直接将1F供体分子混合到D/-溶液中$

制备静电纺丝支架& 发现 1F突释现象和材料的细胞毒

性明显& 采用芯壳结构的静电纺丝技术$ 1F供体分子包

埋在纤维的内芯$ 使 1F突释和材料的细胞毒性得到了

一定程度的改善*"$+

& 芯壳结构材料上培养的细胞活性明

显高于非芯壳结构的材料$ 接近于纯 D/-支架& 1F释

放材料表面的血小板粘附显著低于D/-材料!图 #;

*"$+

"$

说明1F的释放有效地抑制了血小板的粘附&

图 #;!材料表面粘附血小板的 .*'照片% !H"单纯 D/-纺丝

膜$ !N"负载 1F供体分子的 D/-纺丝膜

GAI5#;!.*'VATO3IOH7KB3QHRK6O6R 74HP646PB3C T3CPO34646TPO3[B7SC

QA4V% !H" 7SO6D/-646TPO3[B7SC QA4VHCR !N" D/-646TPO3[

B7SC QA4VWAPK BS774A6O43HR6R 1FV346TS4HOB

:#
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最近$ 作者实验室合成了半乳糖基修饰的 1F供体

分子$ 利用半乳糖基团稳定 1F供体分子$ 同时实现酶

催化控制1F的释放& 该 1F供体分子在储存条件下很

稳定$ 不被空气和水分解$ 只有在半乳糖苷酶存在的条

件下1F才能释放& 将这种新型 1F供体分子结合到静

电纺丝血管支架材料中$ 构成了酶催化 1F释放血管材

料& 由于人体内含有这种半乳糖苷酶$ 因此$ 可以预见

这种新的1F释放材料$ 可能具有潜在的应用价值&

'

5

&

!转基因技术应用

基因治疗手段常在组织工程中用于提高生长因子和

酶的表达$ 加快组织的形成& 基因治疗往往希望基因表

达发生在病灶部位$ 而不是全身和系统表达& 针对这一

特点$ 文献报道了多种支架材料介导的基因投递体系&

如将基因载体与 Z1(的复合物纳米粒子固定到材料表

面*9&+

$ 这类支架材料介导的非病毒基因转染体系主要

是提高了细胞对 Z1(纳米复合物的摄取率$ 因而显著

提高了转染效率& 张琳华等将抗 Z1(抗体通过化学键

结合到血管支架表面$ 进而固定质粒 Z1($ 并应用治

疗猪动脉再狭窄$ 显示出支架局部基因转染与表达*9#+

&

作者实验室应用了一种不同的方法将 Z1(固定到

电纺丝纤维材料表面& 首先将 D*_修饰的非病毒载体

D*,与D/-溶液混合$ 制备复合的静电纺丝支架$ 再将

Z1(通过Z1([D*,的相互作用吸附到材料表面& 采用

D*_修饰的D*,的目的是改善 D*,的细胞相容性$ 并降

低D*,在基因转染中的血清抑制作用& 当基因载体分子

D*,[D*_从纤维中释放时$ 与纤维表面吸附的 Z1(结

合$ 形成 D*,[D*_?Z1(纳米复合物$ 粒径约 %&& CV&

图 #< 是D*,[D*_?Z1(在溶液中和在纤维支架上颗粒尺

寸的分布$ 图 #$ 是其在溶液中和在纤维支架上形成的

颗粒的)*'照片*9%+

&

图 #<!光散射测量的D*,[D*_?Z1(在溶液中!H"和在纤维支架上!N"形成的颗粒大小的分布

GAI5#<!.Ac6ROPOANSPA3C 3QD*,[D*_?Z1(7HOPAT46BV6HBSOP6R NM4AIKPBTHPP6OACIAC B34SPA3C !H" HCR 3C QANO3SBBTHQQ34RB!N"

图 #$!D*,[D*_?Z1(在纤维支架上!H"及在溶液中!N"形成的颗粒的 )*'照片

GAI5#$!)*'AVHI6B3QD*,[D*_?Z1(7HOPAT46BO646HB6R QO3VQANO3SBV6BK6B!H" HCR 7O67HO6R AC B34SPA3C !N"

(

!结!语

人工血管需要同时解决抗凝血' 促内皮细胞生长和

平滑肌再生的问题& 血管内皮和平滑肌都有复杂的生物

学特性$ 人工血管的研究涉及多学科的交叉& 在材料方

面$ 应重点开展新材料' 结构设计' 功能修饰' 降解问

题' 新制备工艺等内容& 同时$ 应从分子和细胞水平研

究材料与心血管系统的生物应答$ 探讨材料学因素对心

血管组织修复的影响&

人工血管的研究不单是材料制备的问题$ 生理和病

理等各种生物学因素直接影响材料的植入效果和转归&

因此$ 需要在心血管生物学方面深入研究巨噬细胞' 内

皮细胞与动脉粥样硬化等信号传导及其他生物学机制&

在心血管生理病理方面深入研究内皮细胞' 平滑肌细胞

;#
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的生理与功能$ 研究二者在疾病状态下的损伤' 修复与

再生过程的信号传导与干预机制&

此外$ 深入系统地开展心血管生物材料基础研究$

需要多学科交叉和研究团队建设$ 这是解决人工血管研

究的复杂问题和加速该研究方向产业化进程的关键&
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