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摘!要! 模似生物体组织的结构与状态& 研制细胞与支架材料三维复合体$ 将有望开发出用于修复受损组织和器官的生物替

代品' 细胞的正常生物活动需要来自细胞外微环境中的信号分子持续刺激' 作为人工细胞外基质的重要组成部分$ 材料的物

理及化学信号能够影响细胞基因及蛋白表达$ 但远不足以达到体外重建组织器官的长远目标' 利用基因与蛋白质工程技术对

天然蛋白结构进行融合改造$ 设计并生物合成具有多重结构与功能的融合蛋白生物材料$ 可用于改善天然或化学合成生物材

料的生物活性' 综述了国内外基于融合蛋白的生物材料发展动态$ 概括了融合蛋白的设计思路与制备技术$ 重点详述了与细

胞生长因子以及细胞粘附因子相关的融合蛋白在组织工程领域的应用'

关键词! 融合蛋白# 组织工程# 细胞外基质# 细胞外微环境# 血管化# 干细胞

中图分类号! ,"&A6%A!!文献标识码! )!!文章编号! &EQ# 9"FE$"$%&'#%" 9%$%# 9&$

)'&-3@(%$%9B0*(-%:+-9'(%=$*'"=(-3$9'+($6*

.-+C(**0'D%;(%''+(%;

B1)2We7P$ VX?N$ W)b0U74$ e)2W@LP

!/<7<N?N>.7c487<48>4Y(NOH:HP750UNGH:75ZH454K>$ 0455NKN4Y.HYN/:HNP:N$ 27P^7HXPH[N8;H<>$

*H7P=HP "%%%Q&$ 0UHP7"

$%&'()*'%

*UN:4P;<8L:<H4P 4Y"CcH454KH:75;Lc;<H<L<N;:4P;H;<HPK4Y:N55;7PO ;:7YY45O;H;7P Ng̀N:<NO 7̀`847:U Y48<H;;LN8NT

`7H87PO 48K7P 8N;<487<H4PS248G75cH454KH:757:<H[H<HN;4Y:N55;8N\LH8N;<UN:4P<HPL4L;;<HGL57<H4P 4Y;HKP75HPKG45N:L5N;Y84G

<UNNg<87:N55L578GH:84NP[H84PGNP<S);7P HG̀48<7P<̀78<4Y<UN78<HYH:H75Ng<87:N55L578G7<8Hg$ c4<U :UNGH:75;HKP75;7PO `U>;HT

:75Y48:N;4Y<UNcH4G7<N8H75;8NG4ON5HPK8NKL57<N:N55KNPN7PO `84<NHP Ng̀8N;;cL<Y78P4<NP4LKU <4Ng<87:48̀48N75>8NT;:L5̀<

<H;;LN;<8L:<L8NSX;HPKKNPN7PO `84<NHP NPKHPNN8HPK<N:UP454K>$ 7YL;H4P `84<NHP :4L5O cNON;HKPNO JH<U GL5<H̀5NYLP:<H4P;7PO

HG̀84[NO <UNcH454KH:757:<H[H<HN;4YP7<L87548;>P<UN<H:G7<N8H75;S-P <UH;78<H:5N$ JN;LGG78HIN<UNON[N54̀GNP<;4YcH4G7<N8HT
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!前!言

组织工程的核心是建立由细胞和生物材料构成的

功能化三维复合体 *&+

' 生物材料作为人工细胞外基

质$ 形成了组织工程种子细胞的细胞外微环境模板'

材料本体及其表面理化性质诱导产生的生物学效应不

仅决定了生物材料的安全性$ 也对细胞的形态& 增殖

与分化以及组织结构& 功能的修复与重建具有重要的

调控作用 *$+

' 随着组织工程和再生医学的快速发展$

设计开发具有良好生物相容性& 结构与功能仿生天然

细胞外基质的生物材料$ 正在成为材料科学和生命科

学共同关注的研究热点'

纵观生物材料的发展$ 经历了第一代惰性材料$ 第

二代具有活性或降解性质的材料$ 现已发展到兼具可降

解和生物活性的第三代生物材料$ 并开始从生命科学的

角度研究和设计生物材料的分子结构与功能*"+

' 其中$
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蛋白质是以氨基酸为基本单位构成的具有一定空间结构

的天然高分子$ 是生命活动的主要承担者' 机体内细胞

外微环境中各种细胞外基质蛋白& 酶以及多种细胞因子

等蛋白组分$ 通过协同调控多个细胞信号通路$ 参与组

织器官的发生& 发育以及功能表达& 修复等一系列生命

活动$ 是人体组织更新和修补的主要物质基础' 通过组

织和细胞水平上的生物操作$ 模拟自然组织的结构与状

态$ 将细胞与天然或人工合成的支架材料结合起来$ 将

有望研发出用于修复或改善缺损组织和器官的生物替代

品!图 &"

*#+

' 目前$ 已有多种蛋白!如胶原& 纤维蛋白&

细胞生长因子等"广泛用于组织工程支架的研究$ 表现出

改善组织工程支架与种子细胞的相互作用$ 促进并诱导

组织再生及其结构与功能的重建的优良性质' 然而天然

蛋白多由动物组织分离提纯获得$ 且病毒感染& 抗原反

应& 结构与功能的稳定性和机械强度不足等问题$ 仍始

终制约着天然蛋白在组织工程中的进一步开发与

应用 *'+

'

图 &!仿生构建细胞外基质调控细胞行为示意图*#+

DHK6&!/:UNG7<H:OH7K87G4YcH4GHGN<H:Ng<87:N55L578G7<8Hg8NKL57<HPK:N55cNU7[H48

*#+

!!近年$ 基于基因和蛋白质工程原理与技术$ 人们

根据特定组织的需要!如目标蛋白的分子量大小& 序

列& 功能组成等"将编码目标蛋白的 C2)分子进行

(剪切) & (拼接)设计重组基因序列$ 不仅实现了生

物合成具有可控结构与多重功能的融合蛋白$ 并且其

用于制备具有特定生物学功能的仿生人工细胞外基质

的研究$ 也取得了很大进展$ 为人们体外构建功能性

组织或器官提供了新的发展机遇 *E+

' 如今已经得到学

者普遍关注的的融合蛋白主要有结构蛋白构成的融合

蛋白!如具有弹性蛋白& 丝蛋白特性的重组蛋白" & 细

胞生长因子的融合蛋白& 以及细胞粘附因子!如整合

素& 07粘素等"的融合蛋白 *Q+

' 本文将重点介绍基于

细胞生长因子以及细胞粘附因子融合蛋白的生物材料

及其在组织工程中的应用'

"

!基于融合蛋白的生物材料结构设计与

制备

!!用于组织工程的材料不仅为组织再生提供结构支

持$ 还要综合考虑体内温度& `1及细胞粘附& 增殖&

迁移等因素$ 并应满足细胞增殖与材料降解的动态平

衡 *A+

' 基于蛋白的生物材料能够以生物化学信号引导

细胞行为$ 因而其生物活性片段的种类& 结构& 结合

及释放的调控在材料开发过程中均至关重要' 蛋白材

料用于生物材料的生物功能化改性方法主要有物理吸

附& 共价固定& 材料包封等$ 但这些方法均有明显的

缺陷' 在自组装和生物技术领域$ 重组 C2)的方法为

新一代蛋白质生物材料的发展奠定了基础!图 $"

*F+

'

目前常用的融合蛋白生物材料主要有以下 " 种设计思

路%

$

改变粘附蛋白及多肽片段的种类#

%

调整蛋白

及多肽片段的密度和空间分布#

&

优化蛋白及多肽片

段的时间可控性'

"

6

!

!融合蛋白的结构设计

构建融合蛋白的基本方法是将具有特定功能的天然

或人工编码的多肽序列模块化$ 并使用基因编码的 C2)

序列模板合成*&%+

$ 随后将第 &个蛋白的终止密码子删除$

'%$
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图 $!模拟天然+0(构建复杂生物材料的设计策略*F+

DHK6$!CN;HKP ;<87<NKHN;Y48<UN:8N7<H4P 4Y;>P<UN<H:cH4G45N:L578G7<N8H75;<U7<GHGH:<UN:4G̀5NgH<>4YP7<L875+0(;

*F+

再接上带有终止密码子的第 $ 个蛋白基因$ 以实现两个

基因的共同表达' 通过控制每一个功能肽模块在整体蛋

白材料中的确切位置和密度$ 人们便能够根据实际需要

改变融合蛋白的组成' 融合蛋白的设计大致分为基于重

复结构& 基于生长因子以及基于细胞粘附分子 " 类!表

&

*&&+

"' 第 & 类融合蛋白中最典型的是来源于弹性蛋白

!+57;<HPT.ĤNa45>GN8;$ +.a;"及丝素蛋白!/H5̂T.ĤNa45>T

GN8;$ /.a;"的融合蛋白' +.a;是一种由数个重复的氨

基酸序列组成的细胞外基质蛋白$ 由两种短肽段交替排

列构成$ 主要包括 3aWBW& 3aW3W& )aW3W3& 3aWDT

W0W)W以及 3aWW等 ' 种 *&$+

' 最著名的当属 3aWBW

融合蛋白!B可换为除了脯氨酸外任意氨基酸"' 重复的

3aW3W序列能够使融合蛋白具有温敏特性*&"+

$ 将温敏

性+.a与化学& 酶& 物理等多种交联方式的水凝胶结合

起来能够衍生出多种应用方式' +.a;主要由甘氨酸& 丙

氨酸和丝氨酸组成$ 极易形成反向平行的
!

9折叠片层

结构$ 具有多样侧链化学修饰位点$ 良好的热稳定性和

机械性能$ 在生物医学上常用作手术缝合线$ 人工皮肤

及软骨修复材料*&#+

' 对于此类融合蛋白$ 只需通过调节

其氨基酸序列和分子链长度$ 便能够精确控制其对温度&

`1& 离子强度的响应敏感性$ 从而实现可逆的溶解

转变*&'+

'

E%$
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表 &!蛋白质工程生物材料中常用的肽段序列&&&'

1)%2,&!;,5(,&,:')'9<,5,5'90,& =&,09:5(/',9:9,:>9:,,(,0%9/6)',(9)2

*&&+

C4G7HP;4Y7̀`5H:7<H4P 27GN4YaǸ<HON /7G̀5N;7̀`5H:7<H4P

1Ǹ78HPTcHPOHPK D)?.)),.e,?) )P<H<U84GcHP

-

0N55TG7<8HgHP<N87:<H4P ,WC (L5<H̀5NNg<87:N55L578G7<8Hg̀ 84<NHP;

,+C3 DHc84PN:<HP

-?3)3 .7GHPHP

e-W/, .7GHPHP

0N55T:N557OUN;H4P W,).),W+)2D 2NL875:N557OUN;H4P G45N:L5N

C]3-aa-/0a+2+?WaDa?2.3d-?/2,C? +T:7OUN8HP

/<8L:<L8N; WW,a/C/eW)aWWW2 ,N;H5HP

3aWVW +57;<HP

W)W)W/ /H5̂YHc84HP

084;;5HP^HPK /?WaW7PO 3aWdW *H;;LN<87P;K5L<7GHP7;NcHPOHPKO4G7HP

/HKP75HPK 0C+1eeW+W0/3D0,a, UCN5<7&!24<:U ;HKP75HPK̀ 7<UJ7>"

-P48K7PH:cHPOHPK ,' `Ǹ<HON /H57YYHP

,1*CW.,,-)), *875:4̀`N8TcHPOHPK̀ 84<NHP

CNK87O7<H4P 378H7c5N (7<8HgGN<7554T̀84<NHP7;N:5N7[7KN;H<N

W*),$ */1,$ C,-, *H;;LǸ 57;GHP4KNP 7:<H[7<48:5N7[7KN;H<N;

C2,,$ DD/,$ /-., X84̂HP7;Ǹ 57;GHP4KNP 7:<H[7<48:5N7[7KN;H<N;

!!目前对于生长因子及细胞粘附因子功能域多肽的筛

选研究尚未取得突破$ 因此基于全长蛋白分子的融合蛋

白$ 通过具有特异材料亲和性的蛋白片段赋予其新功能

的设计理念仍属主流' 例如$ 将蛋白分子连接在胶原蛋

白结合域*&E+和免疫球蛋白 D:段*&Q+上制备的融合蛋白$

不仅能提高蛋白与多种支架材料亲和性$ 还能够大大延

长这些因子的半衰期$ 并使其长期发挥效用' 胶原蛋白

是细胞外基质的主要成分$ 作为细胞生长的依附与支架$

能诱导上皮细胞等的增殖和分化' 在胶原酶的胶原结合

区中有一段肽序列为 *??*.,*$ 具有特异的胶原结合能

力$ 被命名为胶原结合区 !04557KNP ZHPOHPKC4G7HP$

0ZC"' 采用基因工程的方法$ 在生长因子上融合 0ZC

能够赋予生长因子更强的特异结合胶原蛋白的能力' 从

而制备适用于不同组织损伤修复的功能性胶原生物材

料*&A+

' 基于以上原理$ 戴建武教授课题组*&F+进一步开发

出能够特异性结合细胞外间质中一种非胶原性结构蛋

白---层连蛋白的多肽片段 !.7GHPHP ZHPOHPKC4G7HP$

.ZC"用以融合蛋白设计$ 并将其应用于大鼠坐骨神经损

伤模型$ 表明该片段能够维持神经生长因子!2WD"的活

性$ 并定位于天然神经细胞外基质成分的层粘连蛋白且

持续集中在神经损伤部位$ 以提高周围神经再生!图 "" '

免疫球蛋白!-KW" $ 由 # 条肽链组成的对称结构组成'

# 条肽链有两条重链和两条轻链$ 链间具有二硫键$

根据各结构的氨基酸组成和功能的不同$ 分为可变区

和恒定区$ 位于肽链 2端的是可变区结合抗原$ 恒定

区在肽链 0端$ 称为 D:段' D:段可与其他多种蛋白结

图 "!坐骨神经损伤大鼠植入材料 Q O后神经恢复情况*&F+

DHK6"!,N:4[N8>4Y;:H7<H:HP=L8>87<7Y<N8cH4G7<N8H75;HG̀57P<NO Y48Q O

*&F+

Q%$
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合$ 构建基于D:的融合蛋白$ 可作为纯化标签使用$ 半

衰期持久$ 可介导)C00及0C0作用 $ 在药物和疫苗研

发& 蛋白纯化等诸多领域有着十分广泛的应用*$%+

'

"

6

"

!融合蛋白的制备

基于重复结构的融合蛋白大多为短肽$ 不具有复

杂的空间结构$ 因此只需简单的多肽合成过程即可获

得目标蛋白' 由单个氨基酸合成多肽主要通过两个氨

基酸之间脱水形成肽键来实现$ 主要包括以下基本步

骤% 首先对两性离子结构的氨基酸进行相应的氨基或

梭基保护$ 其次将羧基活化为活性中间体$ 待耦合过

程结束后$ 对肽链上氨基酸的保护基团选择相应的方

式进行选择性的脱除或者是全脱除' 目前常用的多肽

合成方法为液相合成和固相合成两种' 液相合成法是

将所需的氨基酸配制成溶液$ 并对其中一个氨基酸的

氨基& 其余氨基酸的羧基和不参与反应的侧链基团进

行化学基团保护$ 只活化参加反应的氨基酸的羧基$

待耦合反应完成后再将没有参加反应的原料& 活化剂

等分离除去$ 得到纯化多肽产物' 这种方法虽然操作

繁琐$ 却具有目标产物纯度高的优势' 而固相合成

法$ 则是将多肽序列 0端的第 & 个氨基酸的羧基通过

酯化反应固定于不溶性的树脂上$ 进而以此氨基酸作

为氨基组分$ 脱除其氨基保护基团并同过量的活化后

的羧基组分耦合形成肽键$ 重复脱保护& 缩合& 洗涤

过程持续合成$ 获得所需的肽链' 合成完成后$ 再试

用三氟乙酸将产物从树脂上切割下来$ 同时脱除所有

保护基团$ 纯化回收获得所需多肽 *$&+

'

相对来说$ 具有一定空间结构且序列复杂的其他两

种融合蛋白的合成过程则复杂得多' 精确构建所需 C2)

模版是保证融合蛋白多样性及稳定性的基础' 在获得目

标C2)序列后$ 将其连接进入特定的载体之中$ 以获得

充足融合蛋白质粒$ 见图 #

*$$+

' 由于遗传基因的简并性$

同一种融合蛋白可对应着多种C2)序列$ 但序列合成蛋

白效率却与扩增时选取的宿主种类有关!大肠杆菌& 酵母

菌及真核细胞等"' 例如$ ())W及 )W))片段如果出现

在需要使用大肠杆菌表达体系的质粒中便会大大影响蛋

白产率*$"+

' 当然$ 重组质粒中密码子的优化还有许多影

响因素---密码子偏倚& <,2)可用性& G,2)稳定性和

G,2)结构都在基因表达中起重要作用$ 而且选择 C2)

片段时也应尽量避免在重组基因载体中存在高度重复的

部分以避免发生错配$ 影响G,2)转录*$#+

'

图 #!重组融合蛋白制备与应用流程*$$+

DHK6#!D54J:U78<4Y<UǸ 8Ǹ787<H4P 7PO 7̀`5H:7<H4P 4Y8N:4GcHP7P<YL;H4P `84<NHP

*$$+

!!最优化后的 C2)序列需要引入到合适的生物体中

表达' 大肠杆菌是目前最常用的表达系统$ 相对便

宜& 扩增迅速$ 并且可以通过基因修饰提高蛋白表达

水平' 但由于大肠杆菌为原核生物$ 没有高尔基体和

内质网结构$ 无法对重组蛋白进行转录后修饰!糖基

化" $ 且重组蛋白过表达会产生包涵体$ 需进一步处

理以恢复蛋白活性' 酵母菌也是广泛应用于重组蛋白

表达的宿主$ 同样具有易于扩增& 费用低廉的优势$

属真核表达体系$ 能够对重组蛋白进行修饰' 但酵母

菌的蛋白糖基化仍与哺乳动物有较大差异$ 使用昆虫

细胞及哺乳动物细胞表达的重组融合蛋白往往与天然

蛋白的结构和功能更为接近 *$'+

' 一般来说$ 重组融合

蛋白的表达效果越好$ 所需的转染及细胞扩增过程便

越复杂$ 所需时间和成本也就越高'

#

!基于融合蛋白的生物材料在组织工程中

的应用

#

6

!

!基于细胞生长因子的融合蛋白生物材料在组织工程

中的应用

!!正常细胞的生物活动受到细胞外微环境中信号分子的

持续刺激与调控$ 同时细胞也会通过分泌多种因子$ 使其

微环境更利于其增殖& 分化及功能表达*$E+

' 生长因子作

A%$
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为细胞之间的信号传导分子调控多种细胞行为$ 其由多种

细胞分泌$ 并与靶细胞表面的特异性受体结合而发挥作

用$ 能够促进细胞增殖& 分化和功能表达$ 在伤口愈合和

组织再生过程中具有重要作用*$Q+

' 然而$ 大多数生长因

子在体内均具有容易自由扩散且难以长期保持稳定的特

点$ 在机体内存在潜在的风险$ 并影响组织修复*$A+

' 如

图 '所示$ 将生长因子固定于生物材料的本体或表面$ 能

够显著改善其稳定性并控制其定量持续对细胞形成刺激*$F+

'

! 图 '!材料表面固定化生长因子与细胞相互作用示意图*$F+

!DHK6'!/:UNG7<H:OH7K87G4Y:N55HP<N87:<H4P;JH<U ;L8Y7:NHGG4cH5HINO

K84J<U Y7:<48;

*$F+

"6&6&!+WD融合蛋白

+WD!表皮细胞生长因子"是由 '" 个氨基酸组成的单

链多肽$ 能够启动 C2)复制$ 促进细胞增殖及蛋白合

成$ 促进伤口愈合及上皮组织角质化*"%+

' 由于表皮生长

因子受体!+WD,"在肿瘤生长& 侵袭和转移过程中起着

重要作用$ 并在相当一部分人类肿瘤中均有表达$ 其配

体+WD更多地应用在抗癌药物靶标$ 应用于肿瘤靶向治

疗' e7PKVH74̀HPK

*"&+等将+WD与改性白喉毒素!CH̀U<UNT

8H7*4gHP$ C*"通过组T丙氨酸相连$ 所得融合蛋白能够对

早期膀胱癌细胞进行靶向定位和治疗$ 经由动物实验证

明有效且无全身毒性反应' .7P ?NPKT.H

*"$+等构建了具有

放射性标记的3+WDT+WD融合蛋白并作为双靶向剂用于

癌症诊断和治疗$ 也取得了相似结论'

"6&6$!DWD融合蛋白

cDWD!碱性成纤维细胞生长因子"是由 &'% f$%% 个

氨基酸组成的多肽$ 相互之间的氨基酸序列有 $%o f

'%o是相同的$ 其中心区域有大约 &$% 个氨基酸序列存

在高度的同源性' 它是一种重要的信号分子$ 参与调控

许多胚胎发育和器官形成过程$ 如原肠胚时期细胞迁移$

中胚层形成$ 以及脑& 肺& 肾& 肢体等器官发育*""+

' 同

时$ 它也具有促进纤维原细胞和内皮细胞增殖的作用$

调控组织创伤修复' 17;UH1实验室*"#+构建了由纤连蛋

白和碱性成纤维细胞生长因子的细胞结合结构域的融合

蛋白$ 并将其固定于培养皿表面以及胶原水凝胶中$ 用

于1X3+0细胞培养$ 实验结果表明$ 该融合蛋白能够

刺激1X3+0的生长并刺激鸡胚中绒毛尿囊膜的血管生

成' 有学者将胶原蛋白结合域!04557KNP ZHPOHPKC4G7HP$

0ZC"与 cDWD结合起来制备0ZTcDWD融合蛋白$ 能够在

体外培养中促进骨髓间充质干细胞增殖$ 且在与可注射

的胶原蛋白粉末混合后用以治疗鼠骨折$ 较单纯使用 cDT

WD用量更低$ 效果更佳*"' 9"E+

'

"6&6"!1WD融合蛋白

1WD!肝细胞生长因子"是一种旁分泌细胞因子$ 是

具有调节细胞存活& 形态& 粘附& 迁移等功能的多效生

长因子$ 参与胚胎器官发育& 成人组织再生及伤口愈合

过程' 此外$ 1WD与其受体 :T(N<与癌细胞增殖& 转移

也高度相关*"Q+

' 日本 *7̂7;UH?H<7=HG7实验室*"A+将 1WD

与胶原结合域结合起来构建0ZCT1WD融合蛋白' 实验表

明$ 相较于液态添加 1WD$ 固定化 0ZCT1WD可稳定融

合生长因子结构& 延长因子活性& 更长时间地促进内皮

细胞!+0;"生长' 此外$ 该课题组还将该融合蛋白应用

于大鼠颈动脉球囊损伤的治疗$ 发现结合有 0ZC91WD

的胶原支架能够更好地促进体内损伤部位内皮化及内膜

形成*"F+

' 同样地$ 赤池敏宏课题组*#%+将 1WD与 -KW的

D:段融合构建而成的 1WDTD:融合蛋白不仅能够促进

1ǸK$ 细胞在材料表面的粘附及伸展!图 E"$ 还可调控

细胞a-" 9̂ 及)?*& +,?磷酸化信号通路活化'

"6&6#!3+WD融合蛋白

3+WD!血管内皮细胞生长因子"是一种具有肝素结

合活性的同源二聚体糖蛋白$ 能够特异性作用于血管内

皮细胞' 3+WD&E' 是其最常见的亚型$ 具有诱导内皮细

胞增殖& 迁移& 功能表达等作用$ 并参与体内创伤愈合&

慢性炎症& 肿瘤的血管增生过程' 它主要从两个方面参

与血管新生%

$

作为血管内皮细胞分裂素$ 促进 2b释

放$ 提高血管渗透性和扩张性#

%

产生细胞趋化作用$

募集游离细胞形成细胞群*#&+

' 于美华等*#$ 9#"+利用基因

重组技术构建了具有 3+WD&E' 与免疫球蛋白 -KW的 D:

功能域基因序列的质粒载体$ 经真核细胞体系表达& 纯

化得到了3+WDTD:融合蛋白' 研究结果表明$ 3+WDTD:

经D:的疏水结合可在聚苯乙烯平板表面稳定形成 3+WD

蛋白层$ 不仅显著改善聚苯乙烯平板的表面亲水性$

而且有效提高了平板表面1X3+0细胞粘附$ 并促进1XT

3+0增殖以及[]D和3+T:7OUN8HP的表达# 细胞骨架染色

结果显示% 细胞丝状伪足丰富$ 肌动蛋白纤维转化为较大

的应力纤维$ 有利于微血管网络的形成!图 Q"' 此后$ 祝

传顺等*##+进一步将 3+WDTD:用于 a0.多孔支架表面改

性$ 发现其能够显著改善a0.支架表面亲水性$ 提高支架

吸水速度及吸水量$ 同时诱导细胞快速增殖& 均匀地浸入

支架内部$ 并保持良好细胞活性'

F%$
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图 E!1WDTD:固定化平板及普通板培养的表面1ǸW$ 细胞骨架染色的显微照片$ 图!c"$ !:"是图!7"中方框区的放大*#%+

!!DHK6E!(H:84K87̀U;4Y:N55;;̂N5N<4P ;<7HPHPK4Y1ǸW$ :N55;:L5<L8NO 4P 1WDTD:HGG4cH5HINO `57<N7PO P48G75̀57<N$ YHKL8N!c"$ !:"78N

G7KPHYH:7<H4P 4Y;\L78NI4PNHP YHKL8N!7"

*#%+

图 Q!3+WDTD:基质化平板培养1X3+0细胞的[]D表达% 培育 & U!7"$ #A U!c"

*#$ 9#"+

DHK6Q!*UN[]DNg̀8N;;H4P 4Y1X3+0;:L5<L8NO 4P 3+WDTD::47<NO `57<N% :L5<L8NO Y48& U !7" 7PO #A U !c"

*#$ 9#"+

#

6

"

!基于细胞粘附因子的生物材料在组织工程中的应用

细胞9细胞& 细胞 9细胞外基质间相互作用也是细

胞外微环境的重要组成部分$ 主要包括 07粘素蛋白家

族& 整合素家族等$ 其可介导细胞 9细胞间特异性链接

以及细胞9基质间非特异性连接*#'+

' 目前$ 细胞粘附分

子可以分为 '类$ 分别为整合素家族& 07粘素家族& 免

%&$
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疫球蛋白超家族& 选择素家族及其他家族!如透明质酸粘

素& 血管附着素族粘附分子& 19细胞粘附分子超家族

等"

*#E+

' 整合素是细胞表面受体的一大家族$ 包含由 &#

种
"

及 A种
!

两大类亚单元构成的 $%多种杂二聚体跨膜

蛋白$ 参与细胞选择性粘附及信号传递$ 进而调控细胞

的生长& 增殖和凋亡' 目前较为成熟的一类重组蛋白材

料,WC短肽的主要受体便是整合素家族' ,WC序列由

精氨酸& 甘氨酸和天冬氨酸组成$ 是细胞外基质中与细

胞粘附相关的多种糖蛋白共同含有的高度保守序列$ 也

是整合素受体可以识别的最小多肽序列' ,WC序列于 $%

世纪 A%年代发现并实现了人工合成$ 至今已在多种生物

材料改性中应用$ 其可在短期内促进细胞的粘附& 迁移

和生长' 但在长期体外培养及体内实验中$ ,WC肽的变

性& 脱落以及肽链的构象改变仍有待进一步研究

解决*#Q+

'

细胞07粘素蛋白是粘着连接的重要组成成分$ 最早

被认为是一种07

$ r依赖性的粘附蛋白分子$ 以多种形式

分布于不同组织中*#A+

' 07粘素蛋白为 -型跨膜蛋白$ 其

胞外域由 ' 个结构域组成$ 胞外近 2端为 07

$ r结合部

位$ 其胞内域与
"

$

!

$ `&$%连环蛋白等分子结合$ 并与

骨架蛋白相结合*#F+

$ 其不仅通过蛋白胞外域的同源结合

介导细胞间连接$ 并参与调控细胞的分化和迁移$ 在细

胞组织化过程中起着重要作用!图 A"

*'%+

' 以下将重点介

绍07粘素融合蛋白在组织工程中的研究及应用现状'

图 A!07粘素胞内信号通路示意图*'%+

DHK6A!/:UNG7<H:OH7K87G4Y:7OUN8HP HP<87:N55L578;HKP75HPK̀ 7<UJ7>;

*'%+

"6$6&!07粘素融合蛋白对功能细胞的影响

)?7ĤN*课题组*'&+率先构建了鼠源 +T:7OUN8HP 胞外

域和 -KW蛋白 D:结构域的重组蛋白 G+T:7OUN8HPTD:' 实

验结果表明$ 与胶原对照$ 鼠肝原代细胞能够在细胞膜

蛋白+T:7OUN8HP介导下更好地粘附于G+T:7OUN8HPTD:涂膜

的平板表面$ 且细胞C2)合成活性降低& 色氨酸合酶的

表达保持不变' D7L^N等*'$+同样通过构建重组质粒转化

表达得到了+T:7OUN8HPTD:重组蛋白$ 并将此重组蛋白制

备成基质材料$ 考察(C0?细胞粘附和形态的影响' @4T

U7P7等*'"+将2T:7OUN8HPTD:融合蛋白通过固定剂 a1())T

KTa+W21/固定于聚苯烯酰胺水凝胶及丙烯酰胺取代的

玻璃表面$ 发现 2T:7OUN8HP 能够调控皮层及胶质细胞粘

附$ 同时对神经突的生长有明显促进作用S此外$ ?4̂H

等*'#+还将2T:7OUN8HP利用杆状病毒T脂质体膜融合方法与

脂质体相结合应用于药物传递系统$ 发现 2T:7OUN8HP 脂

质体能均匀粘附于.2T$$F 胶质瘤细胞膜表面$ 展示了2T

:7OUN8HP脂质体作为纳米载体生物材料用于肿瘤治疗的

潜能' 由于细胞微环境的复杂性$ 还有不少研究者考察

了多种细胞粘附因子融合蛋白材料对细胞功能的影响'

如ZNUH7<H等*''+将 .T;N5N:<HPTD:和 3+T:7OUN8HPTD:共同固

定于*H材料表面$ 大大提高了 +a0和 1X3+0细胞的粘

附& 细胞活性& 细胞增殖潜能' @48KN等*'E+首先制备了具

有控制神经细胞粘附和生长功能的聚!"6#T乙烯二氧噻

吩"%聚!#T硫磺酸"T:4T顺丁烯二酸!a+Cb*%a//T:4T()"$

固定在金基质和碳微纤维表面$ 随后将 2T:7OUN8HP 和 .&

重组蛋白修饰在 a+Cb*% a//T:4T()上$ 结果表明$ 该

材料能显著促进神经生长和迁移' 由此可见$ 基于07粘

素家族构建的融合蛋白能够稳定吸附于多种基质材料表

面$ 应用形式丰富$ 均表现出与体内相似的功能特性$

对不同细胞的粘附& 增殖及功能表达起到良好的促进

作用'

"6$6$!07粘素融合蛋白对干细胞分化的影响

干细胞是具有高度自我更新及多向分化潜能的细胞$

具有构建复杂组织器官的可能' 将分离的干细胞在某种

刺激下形成新的组织用于替代损失的器官或组织$ 即干

细胞治疗法已进入临床实验阶段$ 但在干细胞治疗过程

的不确定性和不可控性仍然是这一技术的主要瓶颈*'Q+

'

因此$ 开发能够(控制)干细胞命运的生物活性材料具有

极高的临床价值和应用前景'

ZH7P等*'A+将2T:7OUN8HP 加入到丙烯酰胺 9透明质酸

水凝胶中培养间充质干细胞!(/0"$ 发现2T:7OUN8HP在体

外培养及体内实验中均表现出促进(/0向软骨分化及产

&&$
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生特异软骨基质的作用' BU7PK等*'F+利用纤连蛋白---QT&%

片段与 :7OU8HP&& 胞外域 & 和 $ 片段构建融合蛋白 8D2R

0C1$ 并将其固定在磷酸氢钙陶瓷表面$ 发现该融合蛋白

能够促进(/0在活性材料表面的粘附& 增殖及成骨分化'

而后$ 他们又利用层层!5c5"自组装的方法构建了 Z0aR

5c5R0UHT8D2R0C1缓释材料$ 探究骨髓间充质干细胞在材

料表面的粘附和增殖能力$ 发现 (/0的成骨分化能力明

显提高*E%+

' )?7ĤN课题组*E&+使用 G+T:7OUN8HPTD:基质培

养鼠源胚胎干细胞$ 诱导其向肝实质细胞定向分化$ 所得

分化后细胞形态与功能上均与肝原代细胞十分接近' 此

外$ 他们还将 +T:7OUN8HPTD:和 2T:7OUN8HPTD:共同涂膜$

获得了表达
! -

T<LcL5HP$ `7gE和*>84;HPN1>O84g>57;N等神

经元阳性标志蛋白$ 而不表达神经胶质指标蛋白$ 获得了

具有高同源性的原始外胚层和神经祖细胞*E$+

' 由此可见$

基于07粘素家族融合蛋白的基质材料能够模拟细胞与细

胞间相互作用$ 刺激细胞产生分子水平的响应性变化$ 最

终达到调控干细胞增殖与分化的目的'

与胚胎干细胞相比$ 间充质干细胞具有来源广泛& 免

疫原性低& 无伦理问题等独特优点$ 现已成为再生医学领

域最受关注的细胞*E"+

' 然而随着体外培养的(/0细胞不

断传代扩增$ 其增殖及分化潜能也会逐渐降低*E#+

' 因此

要真正将(/0细胞在临床治疗中应用并推广$ 则必须开

发能够获得大量维持干性的(/0的体外培养体系' 已有

研究发现在纤维粘连蛋白涂膜的培养皿中培养 (/0能够

更好地维持细胞多向分化潜能*E'+

' 因此$ 模拟体内干细

胞生长微环境$ 构建人工细胞外基质$ 将会成为解决这一

问题的最有效手段之一' 通过生物材料的分子设计$ 仿生

调控组织工程支架的生物& 化学及力学信号$ 构建三维细

胞外微环境$ 可实现组织工程支架对细胞粘附& 增殖& 迁

移& 分化及相关功能表达的诱导与调控*EE+

'

作者课题组通过基因工程手段$ 将人源+T:7OUN8HP与

免疫球蛋白 -KW& 的 D:结构域融合构建了 U+T:7OUN8HPTD:

融合蛋白$ 并探讨了其对人骨髓间充质干细胞增殖及定向

分化的影响' 实验结果表明*EQ+

$ 材料表面 U+T:7OUN8HPTD:

基质化后$ 通过与细胞表面 +T:7OUN8HP 形成同亲性结合$

显著提高了 U(/0;的粘附' 与一般的细胞培养基质*0Ta/

平板及WN57<HP涂膜平板相比!图 F$ &%"$ 在 U+T:7OUN8HPT

D:改性平板表面培养 U(/0细胞形态为长梭状$ 更接近成

纤维状态$ 并在保持较高增殖速率的同时维持了良好的细

胞未分化性' 此外$ 在 U+T:7OUN8HPTD:平板表面进行 U(T

/0;向肝细胞的定向诱导分化$ 所得肝样细胞更多$

0C&&Q高表达$ 且肝样细胞白蛋白分泌& 尿素合成能力均

高于对照组!图&&"' 在后期实验中$ 本课题组还尝试将 U+T

:7OUN8HPTD:融合蛋白用于a0.三维纳米纤维支架的表面

图 F!聚苯乙烯培养板!a/"& 组织培养处理培养板!*0Ta/"& 明胶涂

膜!WN57<HP"及 U+T:7OUN8HPTD:涂膜对间充质干细胞!(/0"增殖

活性的影响!00?TA法"!7"# *0Ta/!曲线 &"& WN57<HP!曲线 $"

及 U+T:7OUN8HPTD:!曲线""涂膜对(/0细胞0C&%'表达的影响

!流式细胞分析"!c"

*EQ+

DHKSF!*UǸ 845HYN87<H[N7:<H[H<>4YU(/0;4P <UNa/T$ *0Ta/T$ WN57<T

HPT7PO U+T:7OUN8HPTD:T:47<NO ;L8Y7:N;!7"# D54J:><4GN<8>7T

P75>;H;4YLPOHYYN8NP<H7<NO ;<7<NY48U(/0;L;HPK<UNONYHPH<H[N

LPOHYYN8NP<H7<NO ;<7<NG78̂N80C&%'S*0Ta/!:L8[N&"$ KN57<HT

PT:47<NO ;L8Y7:N!:L8[N$"7PO U+T:7OUN8HPTD:T:47<NO ;L8Y7:N

!:L8[N"" !c"

*EQ+

图 &%!*0Ta/!7"& WN57<HP!c"及 U+T:7OUN8HPTD:!:"涂膜对(/0细

胞形态的影响!细胞骨架蛋白荧光染色"

*EQ+

DHKS&%!(48̀U454KH:757P75>;H;4YU(/0;:L5<L8NO 7<#$ $# 7PO #A U 4P

*0Ta/ !7"$ KN57<HPT:47<NO ;L8Y7:N!c" 7PO U+T:7OUN8HPTD:T

:47<NO !:" ;L8Y7:NSD-*0T̀U7554HOHP 57cN5NO DT7:<HP !K87>"

7PO a-PL:5N78;<7HPHPK!HP:7PL;" JN8NL;NO Y48HGGLP4Y5L48N;T

:NP:N;<7HPHPK

*EQ+

$&$
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改性$ 发现该融合蛋白在纳米纤维支架表面形成了稳

定的 07粘素单分子层$ 促进 U(/0;粘附& 增殖及成

骨分化!图 &$"

*EA+

' 上述结果表明% U+T:7OUN8HPTD:融

合蛋白改性组织工程支架可显著改善 U(/0;的体外增

殖能力$ 并与相关细胞分化诱导因子和支架的物理结

构特性协同调控 U(/0;的定向分化$ 进一步显示了基

于 07粘素融合蛋白的组织工程支架在再生医学领域

的应用前景'

图 &&!U+T:7OUN8HPTD:融合蛋白基质化平板上(/0细胞向肝细胞定向诱导分化图% !7"0C&&Q 染色$ !c"白蛋白分泌和!:"尿素分泌

DHK6&&!1Ǹ7<4:><NT5ĤN:N55;OHYYN8NP<H7<NO Y84G(/0;4P U+T:7OUN8HPTD:T:47<NO `57<N% !7" 0C&&Q ;<7HPHPK$ !c" 75cLGHP ;N:8N<H4P$ 7PO !:" L8N7;N:8N<H4P

图 &$!U+T:7OUN8HPTD:修饰的取向R非取向电纺丝!左"及培养

(/0细胞成骨分化潜能!右"的形貌% !7" 8a0.$ !c"

+T8a0.$ !:" 7a0.$ !O" +T7a0.

*EA+

DHK6&$!(48̀U454K>4YU+T:7OUN8HPTD:T:47<NO P7P4YHc84L;;:7YT

Y45O;!5NY<"7PO OHYYN8NP<H7<H4P `4<NP<H754YU(/0;:L5T

<L8NO 4P <UNG!8HKU<"% !7" 8a0.$ !c" +T8a0.$ !:"

7a0.$ 7PO !O" +T7a0.

*EA+

&

!结!语

进入 $& 世纪$ 生命科学发展日新月异$ 随着国家综

合国力的增强$ 经济的稳步提升$ 人们对个人生活质量

越来越重视$ 特别是对健康问题尤为关注' 我国生物材

料在国家重点扶持之下$ 历经了近 #% 年的发展$ 取得了

累累硕果$ 其中生物材料科学在整个生命科学中起到了

举重若轻的作用$ 为人们研究生命科学提供了一个全新

的平台与手段'

作为材料科学与生命科学的交叉学科$ 生物材料研

究内容已逐渐涉及到医学& 生物学& 工程学等诸多领域$

并且从单一考察材料的化学& 物理和力学加工性能逐步

深入到植入材料对受体细胞和分子层面上的影响' 通过

基因重组技术$ 精确筛选具有特定分子量& 氨基酸组成

及序列& 空间结构和功能的蛋白$ 连接融合形成具有多

结构域的人工蛋白$ 并与高分子支架材料结合$ 仿生构

建具有生物功能的新型复合人工细胞外基质的方法$ 逐

渐展现出引人注目的应用前景'
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