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·基础论著· 

一种新型具有内皮祖细胞捕获能力的冠状

动脉支架涂层材料体外血液相容性研究 
李倩 蔡丹 刁鸿英 刘建根 张基昌 鲁洋 李莹 宋春莉 

【摘要】 目的  研究冠状动脉支架材料表面 RGD 修饰 PEG-PLA-PGL 共聚物涂层体外血液相容性，

为该聚合物作为冠状动脉内支架涂层材料的临床应用提供实验依据。方法  以裸钢片、PEG-PLA-PGL 聚合

物涂层钢片为对照组，通过体外溶血实验、血小板吸附数量测定、抗凝血时间测定及蛋白吸附评价 RGD 修

饰 PEG-PLA-PGL 共聚物（PEG-PLA-PGL/RGD）涂层钢片的体外血液相容性。结果  裸钢片、PEG-PLA-PGL
组、PEG-PLA-PGL/RGD 组三组钢片溶血率均＜5%，无溶血作用；与标本血比较，三组钢片 APTT 均表现

出明显差异（P＝0.047、0.044、0.036），均能改善标本血抗凝血性能；PEG-PLA-PGL 涂层与裸钢片相比，

在各项所测指标中未表现出明显差异；接枝 RGD 后 PEG-PLA-PGL/RGD 涂层在血小板吸附及白蛋白吸附

方面优于裸钢片，有统计学差异（P＝0.046、0.043），一定程度上提高了裸钢片的血液相容性。结论  与
裸钢片相比，RGD 在聚合物表面的接枝提高了其血液相容性，PEG-PLA-PGL/RGD 有望成为广阔发展前景

的 EPC 捕获支架生物活性涂层材料。 
【关键词】 冠状动脉支架；  PEG-PLA-PGL/RGD；  血液相容性 
 

Blood compatibility of a new type of EPC capture coronary stent coating in vitro  LI Qian, CAI Dan, DIAO 
Hong-ying, LIU Jian-gen, ZHANG Ji-chang, LU Yang, LI Ying, SONG Chun-li. Department of Cardiology, the 
Second Hospital of Jilin University, Changchun 130041, China 
Corresponding author: SONG Chun-li, Email: songchunli@medmail.com 

【Abstract】  Objective  To investigate the blood compatibility of PEG-PLA-PGL/RGD on 316L stainless 
steel surface in vitro so as to provide further experimental reference for its clinical application. Methods  The 
blood compatibility was evaluated by hemolysis assay, platelet adhesion experiments, anticoagulant time measurement 
and protein adsorption test. Results  The hemolysis rate of each group was less than 5%, which suggested they 
were all avirulent; APTT remarkable prolonged compared with plasma sample, showed anti-coagulant property of 
steel in three groups(P＝0.047, 0.044, 0.036). Compared with bare steel, PEG-PLA-PGL steel had no apparent 
differences in any tests, meanwhile, PEG-PLA-PGL/RGD steel adsorbed less platelets but larger amount of 
albumin(P＝0.046, 0.043). Conclusion  Blood compatibility of PEG-PLA-PGL/RGD steel has been improved 
compared with PEG-PLA-PGL steel and bare steel. PEG-PLA-PGL/RGD might be a potential appropriate material 
for coronary stent. 
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冠状动脉内支架置入术后发生的支架内再狭窄和

支架内血栓形成是目前限制该项治疗手段发展的两大

最主要因素[1]。 随着内皮祖细胞（endothelial progenitor 
cells，EPC）研究的深入，EPC捕获支架诞生，基于其

对EPC的捕获作用，可通过促进内皮形成降低支架内

再狭窄和血栓形成的发生率[2]。研究表明精氨酸-甘-天
冬氨酸三肽聚合物（RGD）体外可吸附EPC，加速内
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皮化[3-4]。目前最常用的支架材料是 316L不锈钢，本实

验组在与中国科学院长春应用化学研究所长期合作基

础上，在 316L不锈钢表面合成生物可降解载体材料聚乙

二醇-聚乳酸-聚谷氨酸[pol（ethyleneglycol） -b-poly
（ -llactide） -b-poly（ -l-glutamic acid） ]三段聚合物

（PEG-PLA-PGL），并通过化合法成功在三段聚合物

表面接枝RGD（PEG-PLA-PGL/RGD）。在前期的研

究中，已证实PEG-PLA-PGL/RGD及PEG -PLA-PGL具
有良好的细胞相容性[5-6]。除了具备良好的细胞相容性

外，冠状动脉支架上与血液直接接触的涂层材料，还

应具有良好的血液相容性，因为血栓和支架内再狭窄

与支架材料本身的血液相容性亦密切相关。因此，本
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文在前期大量研究工作基础上，以裸钢片、PEG-PLA- 
PGL聚合物涂层钢片为对照组，通过体外溶血、血小板

吸附数量测定及蛋白吸附三个实验，评价RGD修饰

PEG-PLA-PGL共聚物（PEG-PLA-PGL/RGD）涂层钢片

的体外血液相容性，为该材料为新型EPC捕获支架涂

层材料的临床应用提供实验依据。 

材料和方法 

一、材料   
316 L 不锈钢钢片，即裸钢片组（购自上海浩程金

属有限公司，规格为直径 6 mm，厚度 1 mm，圆形）；

用强酸性水溶液处理使钢片表面生成活性羟基，以此

羟基为初始基团在钢片上引发聚合反应，使钢片接枝

聚乙二醇-聚乳酸-聚谷氨酸（PEG-PLA-PGL），即得

PEG-PLA-PGL 组；在钢片上的聚合物中引入-COOH
接 口 ， 利 用 化 学 耦 合 接 枝 RGD ， 即 得

PEG-PLA-PGL/RGD 组。上述钢片制备过程由中国科

学院长春应用化学研究所协助完成。各组钢片经环氧

乙烷消毒后，4 ℃冰箱冷藏备用。健康人抗凝血液（长

春市血站提供）；氯化钙、无水乙醇、戊二醛等化学

试剂均为国产试剂，分析纯；PBS（自行配置，

0.067 mol/L，pH 7.4）。酶标仪（Thermo scientifit，
Multiskan MK3）等。 

二、方法  
1. 溶血实验[7]：取新鲜抗凝血 4 ml，加入 5 ml 生

理盐水混匀制得稀释血液备用，分为裸钢片组、

PEG-PLA-PGL 组、PEG-PLA-PGL/RGD 组及阳性对照

组（10 ml 蒸馏水）和阴性对照组（10 ml 生理盐水）。

每组加入物质如下：前 3 组分别加入蒸馏水清洗过的

裸钢片及 PEG-PLA-PGL 钢片、PEG-PLA-PGL/RGD
钢片及生理盐水 10 ml；阳性对照组加入蒸馏水 10 ml；
阴性对照组加入生理盐水 10 ml。将上述组分加至 6 孔

板中，各 37 ℃恒温 60 min，之后分别加入上述制备的

稀释血液。再次 37 ℃恒温 60 min 后将各组液体收集

到 2 ml 离心管中以转速 1500 r/min 离心 5 min。取各组

中上清液 200 μl，转移至 96 孔板，酶标仪测 545 nm
处吸光度值。溶血率按下式计算：溶血率（%）＝（实

验组吸光度－阴性对照组吸光度）/（阳性对照组吸光

度－阴性对照组吸光度）×100%。 
2. 吸附血小板数量计数[8]：首先制备富血小板血

浆（PRP）：将新鲜抗凝血以 1200 r/min，离心 10 min，
取上清液即得 PRP。将 3 组钢片用 PBS 清洗 3 次，分

别置于 48 孔板中，每孔中加入 0.5 ml PRP，37 ℃恒温

培养 30 min。PBS 清洗未吸附的血小板，戊二醛固定，

不同体积浓度梯度的乙醇逐级脱水，干燥后瑞氏染色

剂染色，用全自动血细胞分析仪计数钢片上吸附的血

小板数量。 
3. 抗凝血特性-APTT 检测[9]：首先制备贫血小板

血浆（PPP）：将新鲜抗凝血以 3000 r/min，离心 15 min，
取上清液即得 PPP。将各组钢片 PBS 清洗后置入 6 孔

板中，每孔加入 3 ml PPP，37 ℃共浴 30 min，以 PPP
为对照，从各孔中取出 2 ml 液体，全自动凝血分析仪

检测 APTT（活化部分凝血活酶时间）。 
4. 蛋白吸附实验[7]：采用 BCA 法测定各组钢片吸

附人血白蛋白及纤维蛋白量。 
三、统计学分析  
采用 SPSS 13.0 软件，实验所得数据均以均数±标准

差（ sx ± ）表示，组间比较采用 t 检验。所有的统计检

验均采用双侧检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

1. 溶血实验：各组离心后上层均为无色清亮液体，

下层为红细胞沉淀物，涂片镜检未见红细胞破裂或凝

聚。结果见表 1。材料溶血率大小表示材料对红细胞破

坏作用强弱，溶血率越高，表明材料表面对红细胞破

坏越多。血液相容性合格的材料，一般其溶血率应＜

5%。由表 1 可见，各组钢片溶血率均达标。 

表 1  不同材料的溶血率 

组别 OD 值( x s± ) 溶血率(%) 

裸钢片组 0.112±0.002 2.9 
PEG-PLA-PGL 组 0.105±0.001 0.9 
PEG-PLA-PGL/RGD 组 0.107±0.003 1.4 
阴性对照组 0.102±0.001 0 
阳性对照组 0.450±0.002 100 
 
 

2. 血小板吸附数量测定：结果见图 1。与裸钢片

相比，PEG-PLA-PGL 组吸附血小板数量无明显差异

（P＞0.05）；但 PEG-PLA-PGL/RGD 组与裸钢片及

PEG-PLA-PGL 组比较，吸附血小板数量减少，有统计

学差异（P＝0.046、0.033） 
3. 抗凝血特性-APTT 测定：结果见图 2。与血浆

样本比较，各组 APTT 时间均延长，且统计学分析有

显著差异（裸钢片、PEG-PLA-PGL 组、PEG-PLA-PGL/ 
RGD 组 P 值分别为 0.047、0.044、0.036），但各组之

间无明显差异（P＞0.05）。 
4. 蛋白吸附实验：结果如表 2 所示。与裸钢片相

比，两组涂层钢片吸附白蛋白均增多，有统计学差异

（PEG-PLA-PGL 组、PEG-PLA-PGL/RGD 组 P 值分别

0.032、0.043）；PEG-PLA-PGL 组与 PEG-PLA-PGL/RGD
组比较无明显差异（P＞0.05）；对于纤维蛋白吸附量，

各组两两比较均无明显差异（P＞0.05）。 
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表 2  不同材料蛋白吸附结果（ sx ± ） 

组别 白蛋白(μg/μl) 纤维蛋白(μg/μl) 

裸钢片 17.68±0.491 2.037±0.056 
PEG-PLA-PGL 组 23.59±1.803a 2.102±0.073b 
PEG-PLA-PGL/RGD 组 24.02±1.790ac 1.979±0.095bc 

注：与裸钢片相比，aP＜0.05，bP＞0.05；与 PEG-PLA-PGL 组相比，cP
＞0.05 

讨    论 

以内皮损伤为重要启动因素的支架内再狭窄和血

栓形成是限制冠状动脉支架发展的两大因素。支架表

面再内皮化对恢复血管正常功能、防止血栓和再狭窄

起极其重要的作用；采用不同促内皮化及支架材料表

面改进措施，来改善血液相容性是补救内皮损伤最理

想的治疗途径[10]。EPC，可以通过快速内皮化达到再

内皮化最终促进受损内膜修复的目的[11]。新兴的 EPC
捕获支架也因此成为当今研究的热点。RGD 被国内外

多项研究证实在体外有捕获 EPC 的能力[3-4]，有望成为

新型 EPC 捕获支架生物活性涂层材料。作为与血液直

接接触的支架涂层材料，必须具有良好的血液相容性。

本研究在前期研究基础上进行了对 PEG-PLA-PGL/RGD
体外血液相容性研究，进一步完善了 RGD 的实验资

料。具有良好血液相容性的支架材料应具备[8]：（1）无

溶血作用；（2）不激活凝血系统；（3）黏附血小板

较少，不激活血小板，不发生血栓；（4）不对其他血

液成分产生不利的影响。本实验中三组钢片均有合格

的溶血率。支架置入后，血小板在受到凝血酶、胶原

等影响下会黏附并活化进一步形成血栓，因此血小板

的吸附是评估血液相容性的重要方面[12]。实验中带有

RGD 的涂层表现出 3 个材料组中最好的抗血小板黏附

性能。抗凝血性能测试，尤其是 APTT 通常用于抗凝

药物的药效评价。对于支架材料，基本的要求是不应

引起促凝效应。实验结果显示各组涂层钢片 APTT 时

间均长于裸钢片，均能改善抗凝血能力。血小板的黏

附是形成血栓的基础，其黏附除受凝血酶、补体等影

响外，还受材料表面吸附蛋白的影响。研究表明如果

材料表面吸附的是纤维蛋白原，则易于使血小板黏附，

并释放因子促进凝血；若吸附的是白蛋白，则不易发

生血小板的黏附，从而抵制凝血的发生[13]。与裸钢片

比较，RGD 的修饰减少材料表面纤维蛋白的吸附，这

可能也是 PEG-PLA-PGL/RGD 具有抗血小板黏附作用

且有一定抗凝性能的原因之一。PEG-PLA-PGL 本身是

亲水性聚合物，RGD 又是亲水性很强的分子，增加了

材料界面的亲水性，降低表面自由能，表面自由能对

血液成分的吸附、变性等有密切联系。此外，RGD 表
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面带电荷情况及 RGD 修饰后材料表面形貌、粗糙度等

的改变也可能是提高血液相容性的原因之一[14-15]，在

接下来的研究中会涉及。总之，三组钢片均有合格的

溶血率，均能改善标本血抗凝血性能；PEG-PLA-PGL
涂层与裸钢片相比，在各项所测指标中未表现出明显

差异；接枝 RGD 后 PEG-PLA-PGL/RGD 涂层在血小

板吸附及白蛋白吸附方面均优于裸钢片，一定程度上提

高了裸钢片的血液相容性。因此，PEG-PLA-PGL/RGD，

具有对 EPC 捕获能力且有着良好的细胞相容性和血液

相容性，有望成为广阔发展前景的 EPC 捕获支架生物

活性涂层材料。 
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