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摘要 : PHA 具有良好的力学性能并能完全被生物降解 , PHB HHX 是短链和长链单体共聚的

PHA ,具有硬度和韧性都好的特点。研究 PHB HHX 的亲水性、保持蛋白质在材料上有序结构变化

的情况及 Hela 细胞和鼠大脑皮层神经细胞在材料上的生长情况 , 说明 PHB HHX 是很有希望的神

经修复材料 ,并且通过热分析法 (DSC)得到其熔点 ,使之便于以后的处理加工。
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Fig. 1 The molecular st ruct ure of PHB HHx
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神经细胞通常不分裂 ,神经受损会导致其功能丧失。目前应用于临床的神经修复方法有直

接缝合法和自体移植法。前一种方法只适合于断损较小的情况 , 后一种方法以肢体的其它功

能受损为代价。针对上述两种方法的缺陷 ,人们提出了人工神经导管法 ,与自体移植相比 ,该

方法具有明显优越的组织学性能 , 使之成为神经修复工作的热点。人工神经导管材料要求有

良好的生物相容性、生物可降解性、较高的机械强度和亲水性等。聚羟基脂肪酸酯( PHA)是细

菌胞内的一类具有相似结构的碳源和能源的储备物[1 ]。它的力学性能与聚乙烯、聚丙烯等热塑

性材料类似 ,并且可以完全降解进入自然界的生态循环。PHB HHX 是以 HB (3 - 羟基丁酸酯)

单体为主要成分 ,含有少量 HHX (3 - 羟基己酸酯)单体的一种 PHA ,其分子式如图 1 所示。随

着 HHX 浓度的增加 ,拉伸强度降低 ,延展度增加 ,使它包含了短链 PHA 和长链 PHA 的优点 ,

具有硬度和韧性都好的特点。最近 ,在人的血细胞中发现较多量的 100 - 200 个单体的小分子

PHB [2 ] , 为其作为生物相容性及可降解材料提供了依据。我们以明胶为对照来评价 PHB HHX

的神经亲和性。
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明胶 PHB HHX
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Fig. 2 The water contact angle of PHB2
HHX and gelatin . The number of test of

every meterials is exceed 6 times

1 材料与方法
1. 1 材料

PHB HHX : PHB HHX 由水性需氧单胞菌合成的 , 含 11mol %HHX 的共聚物 , 分子量是

750kD～1000kD ;由江门生物技术开发中心提供。1 克 PHB HHX 溶于 100 毫升氯仿中 ,使溶液

清澈 ,最终浓度为 1 %。

明胶 :本实验使用的明胶是电中性材料 (p H7. 1) 。5 克明胶 (BBL ) 溶于 50 毫升去离子水

中 ,60°C 水浴使其溶解。最终得到浓度为 10 %清澈的水溶液。

1. 2 材料接触角的测量

在载玻片上铺膜 ,PHB HHX 自然风干 ,明胶烘干。用 J Y - 82 型接触角仪对两种材料表面

的静态接触角进行测量。测量前将去离子水滴加在材料表面。

1. 3 吸附在材料表面蛋白的圆二色( CD)谱测量

在特殊的石英片上铺膜 ,膜尽可能的薄。PHB HHX 自然风干 ,明胶烘干。先将材料的本底

用 J ASCOJ - 715 型极化光谱仪进行测量。配制 20mg/ ml 的牛血清白蛋白 (Sigma)溶液 ,将铺

好膜的石英片浸泡于蛋白溶液中 ,37°C 下吸附 1 小时 ,用 0. 01mol/ L PBS 缓冲液冲洗。然后测

量 ,波长范围 190 - 250nm ,叠加次数为 10 次。

1. 4 DSC 测试

取 PHB HHX 薄膜 2mg , 然后用 U niversal DSC 2910 热分析仪测量。升温速度为 10°C/

min。

1. 5 Hela 细胞的培养

实验前在 «60 的培养皿内铺膜 ,PHB HHX 和明胶各 5 个 ,明胶烘干 ,PHB HHX 自然风干。

平衡后 ,紫外灭菌。取细胞 ,用 0. 25 %的胰酶于 37°C 下消化后 1000r / min 离心。去上清 ,加含

血清培养液 (低糖 DM EM + 双抗)制成 5 ×104 细胞/ ml 的细胞悬液。将细胞悬液以 400ml/ 个

接种在培养皿中 ,于 37°C ,5 %CO2 下培养细胞。培养 1 天、3 天分别采图 ,观测材料对细胞的吸

附、铺展和生长的影响。

1. 6 胎鼠神经细胞的培养

实验前在 «60 的培养皿内铺膜 ,PHB HHX 和明胶各 5 个 ,明胶烘干 ,PHB HHX 自然风干。

紫外灭菌。取胎鼠大脑皮层组织 ,用 0. 25 %胰酶

消化 30 分钟后弃去胰酶 , 加入培养液 (DM EM

高糖培养基 + 10 %胎牛血清 + 50u/ ml 青霉素与

链霉素 + 0. 6mg/ ml 胰岛素) 吹打组织块 ,制成浓

度为 5 ×105cells/ ml 的细胞悬液 , 以每培养皿

4ml 接种于培养皿 , 37°C , 5 %CO2 及饱和湿度下

培养。3 天后 ,弃去上清 ,加入 2ml 培养液继续培

养。定期用显微镜 (Axiovert 10) 观察细胞 ,并用

图象采集卡采集细胞图象。

2 结 果
2. 1 材料的亲水性测定
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Fig. 3 The CD spect rum of serum albumin

adsorbed on PHB HHX and gelatin
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Fig. 4 Result of DSC experiment on PHB HHX

材料的接触角越小 ,表明其亲水性越高。

从图 2 中可以看到 ,两种材料的静态接触角均

小于 90 度 ,但 PHB HHX 的接触角大于明胶的

接触角。

2. 2 材料表面吸附蛋白的圆二色谱

图 3 为牛血清白蛋白吸附在 PHB HHX 和

明胶材料上的 CD 谱线 ,其结构分析见表 1。

2. 3 材料的熔点

图 4 为 PHB HHX 薄膜的 DSC 测试谱图 ,

在 111. 52°C 有一个强烈的吸收峰 ,可知其为熔点。

2. 4 Hela 细胞的生长状况

图 5a 为在 PHB HHX 材料表面培养

Hela 细胞 1 天 (上) 、3 天 (下)的结果 ;1 天后

许多细胞已经贴壁、铺展 , 并且变成树叶型

的扁平状 , 3 天后细胞在材料上已经长满。

说明 PHB HHX 有利于 Hela 细胞的生长。图

5b 为在明胶材料上细胞 1 天 (上) 、3 天 (下)

的生长情况 , 1 天后只有少数细胞贴壁 , 3 天

后只有数量不多的细胞变成树叶型的扁平

状。

2. 5 胎鼠神经细胞的生长状况

图 6 为胎鼠大脑皮层神经细胞在两种材料上培养 6 天的情况。培养 1 天的图象反映神经细

胞贴壁和铺展的状况 , 而培养 6 天的图象反映神经细胞生长的状况。a 图为在 PHB HHX 材料

上培养细胞 1 天 (上) 、6 天 (下) 的情况 ,1 天后 , PHB HHX 材料上的细胞已经变成扁平圆形 ,表

明细胞已经贴壁 ,但没有铺展 ;培养 6 天之后 ,在 PHB HHX 材料上可清晰地看到神经元和神经

元的轴突 ,某些轴突已开始聚集成束 ; b 图为明胶材料上培养细胞 1 天 (上) 、6 (下) 天的情况 ,1

天后 ,细胞仍是细胞悬浮圆状 , 6 天后 ,明胶材料上只有细小的轴突长出。可以看出 PHB HHX

薄膜上细胞的生长情况好于明胶薄膜。

Table 1 The f raction of secondary st ruct ure of serum albumin in

solution and adsorbed on materials measured by CD spect rum

NA T IV E PHB HHX GELA T IN

α- Helix ( %) 36. 4 31. 5 30. 1

β- sheet ( %) 23. 0 11. 8 30. 8

β- Turn ( %) 11. 7 21. 4 8. 6

Random ( %) 28. 9 35. 3 30. 6
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3 讨 论
我们的主要目的是评价 PHB HHX 材料的神经细胞亲和性。当我们评价材料的神经细胞亲

和性时 , 胎鼠大脑皮层神经细胞的培养结果应作为主要指标 , 而 Hela 细胞的培养结果则为辅

助指标。神经细胞在材料上的贴壁、铺展和生长受多种因素的影响。 一方面 , 材料表面的性

质 ,如亲水性和表面电荷都会影响材料与细胞的相互作用。另外一些因素 ,如材料表面的粗糙

程度、材料的孔径和表面形貌等 ,也会影响细胞在材料表面的行为。另一方面 ,材料吸附细胞

外基质粘附分子 (laminin 和 fibronectin) 和保持其结构的能力也影响细胞的贴壁、铺展和生

长[3 ,4 ]。

我们从 PHB HHX 的分子式可知 ,其没有表面电荷。并且通常作为生物材料的明胶是一种

中性材料。通过测量材料的接触角可知 ,PHB HHX 材料的亲水性略小于明胶材料。一般认为亲

水性的表面有利于细胞的粘附和生长 ; 但非常亲水的表面 ,如水凝胶和琼脂糖 ,同样不利于细

胞的粘附和生长 ;有利于细胞粘附和生长的基质是中等吸湿度的材料。本研究组的龚海鹏等[6 ]

以明胶为对照 ,在对壳聚糖材料进行神经亲和性研究时 ,发现明胶材料的亲水性好于壳聚糖材

料 ,但培养神经胶质瘤细胞的情况逊于壳聚糖材料。

根据 M . Lampin 等人的研究 , 疏水性材料比亲水性材料吸附的蛋白更多 , 但亲水性材料

能促进对蛋白的弱可逆吸附 ,从而保持被吸附蛋白的结构不变 [5 ]。但奇怪的是 ,通过 CD 谱可

知 , PHB HHX 材料对蛋白吸附的性质与明胶材料类似 , 对有序结构的改变都比较小 , 而且从

(a) (b)

Fig. 5 The growt h condition of Hela cells cult ured on (a) PHB HHX and (b)

gelatin for 1 day (top) and 3 days (below)
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(a) (b)

Fig. 6 The growt h stat us of fetal mouse cerebral cortex nerve cells on (a)

PHB HHX and (b) gelatin for 1 day (top) and 6 days (below)

α- Helix 的改变来看 , PHB HHX 材料吸附蛋白的改变量为 13. 45 % , 而明胶材料吸附蛋白的

改变量为 14. 59 % ,说明 PHB HHX 材料吸附蛋白的二级结构更接近天然态。并且 ,尽管明胶能

大量吸附 fibronectin ,但对 laminin 的吸附较差 [6 ] ,这也表明 , laminin 在神经细胞的贴壁和铺

展方面起更重要的作用[7 ]。

PHB HHX 是由菌株合成的天然材料 , 一般来说 , 天然材料往往含有某些有助于细胞粘附

和保持细胞分化功能的信息。从在两种材料上培养 Hela 细胞和培养胎鼠大脑皮层神经细胞的

情况来看 , PHB HHX 材料上两种细胞的生长情况明显好于明胶材料上细胞的生长 ,说明 PHB2
HHX 材料的神经亲和性好于明胶材料 , 这是作为评价神经修复材料的一个重要指标。并且 ,

X - ray 射线衍射的结果证明 PHB HHX 共聚物的结晶度随 HHX 单体的增多而下降 ,结晶速率

不会随 HHX 单体的引入而降低太多 [8 ] , 而且通过 DSC 实验可知 PHB HHX 有明确的熔点 , 从

而使其易于后处理加工。所以 ,通过以上实验和分析 ,PHB HHX 是很有希望的神经修复材料。
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STUD IES O N THE NERVE CELL AFFINITY OF POLY
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Abstract : PHA is a kind of materials wit h excellent mechanical p roperties and

complete biodegradabilit y. PHB HHX , long chain and short chain monomer polymerized

PHA , has a bet ter tenacit y and rigidit y. In our experiment , Hela cells and fetal rat

cerebral cortex nerve cells were cult ured on PHB HHX respectively , and t he nerve cell

affinit y of t he materials were evaluated by measuring t he water contact angle of t he

materials and t he circular dichroism (CD) of p roteins adsorbed on t he materials. Result s

indicate t hat PHB HHX is one of t he p romising nerve restoring materials. DSC met hod

was used to determine t he melting point of t he materials so t hat it will be convenient

to p rocess t he materials later .

Key Words : PHB HHX ; Hela cells ; Nerve cells ; Protein adsorption ; Melting point
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