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生物可降解聚合物结合碱性成纤维细胞生长因子与内皮细胞的黏附***☆◇ 
武  欣1，谷涌泉1，张  建1，叶  霖2，段红永1，吴英峰1，陈  兵1，李建新1，张淑文1，冯增国2，汪忠镐◇1 

Adhesion of endothelial cells with biodegradable polymer and basic fibroblast growth factor 
 
Wu Xin1, Gu Yong-quan1, Zhang Jian1, Ye Lin2, Duan Hong-yong1, Wu Ying-feng1, Chen Bing1, Li Jian-xin1, Zhang Shu-wen1,  
Feng Zeng-guo2, Wang Zhong-gao◇1 
 

Abstract 
 
BACKGROUND: The application of biodegradable materials is the important research component of small-caliber tissue 
engineered vessels in vitro. How to modify degradable materials so as to facilitate in vitro anticoagulant and promote endothelial 
cell adhesion, is one of the hotspots in the study of vascular tissue engineering.   
OBJECTIVE: To in vitro load basic fibroblast growth factor (bFGF) by using biodegradable polycaprolactone (PCL) graft heparin 
materials, and to observe the effects on endothelial cell adhesion.  
METHODS: Applying PCL biodegradable materials, the activated heparin esterified with PCL hydroxyl end and then anchored at 
both ends of the PCL. The vascular scaffold was prepared with electrospinning technique. Using the electrostatic adsorption 
between heparin and growth factors, the scaffold was loaded with bFGF. After low-density short-term static cultivation of 
endothelial cells, the bFGF-loaded biodegradable PCL on the adhesion of endothelial cells was investigated. 
RESULTS AND CONCLUSION: The bFGF-loaded biodegradable PCL graft heparin scaffold is successfully fabricated. 
Endothelial adhesion experiments demonstrated that the biodegradable scaffold was conducive to endothelial cell adhesion. 
Biodegradable PCL graft heparin material loading bFGF is beneficial to endothelial cell adhesion in vitro. 
 
Wu X, Gu YQ, Zhang J, Ye L, Duan HY, Wu YF, Chen B, Li JX, Zhang SW, Feng ZG, Wang ZG.Adhesion of endothelial cells with 
biodegradable polymer and basic fibroblast growth factor. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(8): 
1336-1340.         [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：可降解材料的应用是体外构建小口径组织工程血管的重要研究部分。如何对可降解材料进行改性，以利于材料本身体

外抗凝与促进内皮细胞黏附，是目前血管组织工程研究的热点之一。 
目的：利用可降解聚己内酯接枝肝素材料体外负载碱性成纤维细胞生长因子，观察其对于内皮细胞黏附的影响。 
方法：应用聚己内酯可降解材料，将肝素活化后并与聚己内酯的端羟基发生酯化反应从而被锚定在聚己内酯两端。经过电纺

丝技术，制备血管支架。同时利用肝素和生长因子间的静电吸附作用，使支架负载碱性成纤维细胞生长因子。采用低密度内

皮细胞短期静态种植，观察负载细胞生长因子的可降解聚己内酯材料对内皮细胞生长黏附情况的影响。 
结果与结论：成功地制备了负载成纤维细胞生长因子的可降解聚己内酯接枝肝素支架。内皮黏附实验证实，该支架利于内皮

细胞黏附。提示可降解聚己内酯接枝肝素材料负荷碱性细胞生长因子支架对内皮细胞有很好的体外黏附性。 
关键词：可降解；聚已内酯；肝素；支架；内皮细胞；碱性成纤维细胞生长因子；组织工程 
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0  引言 
 
大中口径人工血管替代人体大中动脉已获

成功，但当所需血管内径< 6 mm或血流速度较
低时，作为替代人体小动脉的人工血管一直未

能获得满意的效果
[1]
。小口径血管移植失败的具

体原因尚不清楚，可能是血栓形成和新生内膜

增厚使人工血管闭塞。因此，目前小血管重建

仍多采用自体血管移植。然而，由于自体可供

采集的血管数量有限，或者由于患者自身原因

而不能使用自体血管，因此研制一种优良的小

口径血管替代品就显得特别迫切
[2]
。 

组织工程学的兴起为从根本上解决以上存

在的问题带来了新的曙光
[3-4]
。聚己内酯

(polycaprolactone, PCL)结晶度高，强度高，
降解速率、孔径人工可调且易加工，在体内逐

渐降解成乳酸，最终转化成二氧化碳和水，还

具有较好的机械强度、弹性模具和热成型性，

广泛应用于再生医疗、药物缓释、防粘连等领

域
[5]
。由于PCL的初始强度高而且降解速率慢，

因此作为可生物降解支架材料可以维持较长时

间而不被破坏
[6]
，尤其适合作为血管组织工程

支架材料使用。 
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近年来，人们逐渐认识到，对于生物材料

而言，材料的表面性能决定了材料的用途
[7]
。

材料表面的改性能够显著增强材料与生物体之

间的相互作用，同时材料本身所具有的各种性

质如力学强度，降解性能等并不会因表面改性

而受到影响。因此，支架材料表面改性是提高

支架与细胞间的相互作用，促进细胞在材料表

面的贴附和增殖具有非常重要的意义
[8]
。相关

研究表明，将如肝素以及生长因子等生物活性

分子引入到材料表面会明显提高材料的生物相

容性，促进细胞对材料的贴附和生长
[9]
。肝素

具有优良的抗凝作用，在临床上作为抗凝药物

而被长期使用并且对内皮细胞也有一定的调控

作用，血管内皮生长因子以及成纤维细胞生长

因子家族则被证明能够促进内皮细胞黏附，有

效地促进局部的血管化
[10-12]

。 
本文利用可降解聚己内酯接枝肝素材料，体

外负载碱性成纤维细胞生长因子，观察其对于内

皮细胞黏附的影响。 
 

1  材料和方法 

 
设计：细胞水平的对比观察实验。 
时间及地点：于2010-03/05在首都医科大

学宣武医院再生医学实验室完成。 
材料：  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

PCL-H组织工程血管支架的制备：以辛酸亚锡/
丁二醇为催化体系，通过ε-己内酯的开环聚合
制备了可降解的PCL。然后通过1- (3-二甲氨基
丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)/N-羟基硫
代琥珀酰亚胺(NHS)体系在水/四氢呋喃混合溶
液中将肝素活化后并与PCL的端羟基发生酯化
反应从而被锚定在PCL两端，再利用电纺丝技

术制备管状支架。该部分实验由北京理工大学

材料科学与工程学院协助完成。 
bFGF-PCLH支架制备：利用肝素和生长因子

间的静电吸附作用，将支架浸于含生长因子 
500 μg/L bFGF的PBS(pH=7.4)溶液中成功地
制备了负载bFGF组织工程人工血管支架。即
将PCL-H支架浸泡于含有500 μg/L的PBS缓冲
液，浸泡液放于室温下净化工作台1 h，即可以
获得利用bFGF-PCLH支架。 

可降解支架材料的内皮黏附实验：为比较可降

解支架负载bFGF因子后，构建的血管支架对
内皮细胞黏附性的影响，实验设计了可降解支

架材料及负载bFGF因子支架的内皮黏附比较
实验，主要观察低密度内皮细胞接种，内皮细

胞黏附情况。实验分为4组，分别是PCL组、
PCL-H组、bFGF-PCL组及bFGF-PCLH组。支
架材料由北京理工大学材料学院提供。 

具体步骤：①支架消毒：可降解4组材料分
别裁剪成1 cm×1 cm大小的小块，用体积分数
75%乙醇浸泡1 h消毒后，用无菌PBS冲洗浸泡
3遍，每次1 h，以去除消毒乙醇。②负载bFGF：
消毒好的bFGF-PCL组、bFGF-PCLH组支架材
料，浸泡于含有500 μg/L bFGF的PBS液1 h后，
获得bFGF-PCL和bFGF-PCLH支架。③细胞的
选择：取采用犬间充质干细胞诱导分化的内皮样

细胞，用2.5 g/L胰酶和0.2 g/L的EDTA消化后，
细胞计数。④支架准备：消毒好的可降解支架材

料(PCL组与PCL-H组)及负载bFGF的支架材料
(bFGF-PCL组与bFGF-PCLH组 )置于24孔板
内，用EBM-2培养液浸泡12 h。⑤细胞种植：消
化计数好的内皮细胞第2代，采用低密度种植即
1×104/cm2

的密度接种到24孔板的可降解材料
的支架上，接种6 h后，将每组材料各取出2块，
20 g/L戊二醛固定，留取扫描电镜标本，观察低
密度、短时间内皮细胞种植材料细胞生长情况。 

主要观察指标： 

内皮细胞黏附情况：每天于倒置相差显微镜

下观察材料边缘内皮细胞黏附生长情况。 
内皮细胞生长情况：将种植内皮细胞的4组

材料用20 g/L戊二醛固定，留取扫描电镜标本，
观察低密度、短时间内皮细胞种植材料细胞生

长情况。 
MTT观察结果：于种植的第3，5，7天，分

别每孔加入MTT试剂20 μL，置于37 ℃、体积
分数5%CO2饱和湿度的细胞培养箱内培养   
4 h。取出后，小心吸去培养液，再加入150 μL 
DMSO溶液，轻轻振荡10 min后，用酶联免疫

主要材料 来源 

聚己内酯接枝肝素(PCL-H) 
血管支架 

北京理工大学 

碱性成纤维细胞生长因子 
(basic fibroblast growth 
 factor，bFGF) 

北京中科物源生物 
有限公司 

EBM-2培养液(包含体积分数 
5%FBS、血管内皮生长因子、 
hFGF-b、IGF-1、hEGF、 
Hydrocortisone和 Ascorbic  
acid等) 

Lonza，瑞士 

LG-DMEM Gibco，美国 
犬间充质干细胞诱导分化的 
内皮样细胞 

中国药品生物制品 
检定所馈赠与鉴定 
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检测仪检测LP-400分光光度每孔的吸光度(A)值，测定
各组570 nm波长的A值，取平均值。通过下面的公式计
算相对增殖率(RGR)。以时间(d)为横坐标，A值(表示细
胞相对数量)为纵坐标，分别绘制3，5，7 d内皮细胞的
生长曲线，分析细胞生长规律，绘制细胞生长曲线。 

 

RGR=(实验组A值/对照组A值)×100% 

 
统计学分析：由本文作者采用SPSS 11.5软件包进

行数据处理，数据均采用x
_

±s表示，应用方差分析，P < 
0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  PCL-H组织工程血管支架形态  支架外观呈乳
白色，质地均匀且具有良好柔韧性及弹性，支架内径

2.5 mm，外径3.5 mm。扫描电镜下，可以看到超细纤
维粗细均匀、外表平滑，纤维直径范围1~5 μm，孔隙
直径为10~30 μm，平均15 μm。见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2  内皮细胞种植6 h电镜细胞形态  见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图2可见，种植6 h，观察内皮细胞低密度短时间种
植，负载生长因子对内皮细胞黏附的影响。实验电镜观

察到负载bFGF的支架上细胞数量要多于没有负载
bFGF的支架，而且细胞的伸展比较好，呈扁平的形态，
贴附比较好。以bFGF-PCLH组内皮细胞黏附最多。 
2.3  MTT结果  见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表1中MTT实验统计学分析结果显示，PCL组、

PCL-H 组、bFGF-PCL组与bFGF-PCL-H 组内皮细胞
黏附结果比较，第3，5，7天差异均具有显著性意义(P < 
0.05)，显示bFGF-PCLH组负载bFGF内皮细胞黏附最
多。内皮细胞黏附生长曲线见图3，显示bFGF-PCLH组
内皮细胞生长状况最好。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3  讨论 

 
采用可生物降解的合成材料制作组织工程血管，是

血管组织工程目前研究的热点。目前常用的可降解材料

有聚乙醇酸、聚乳酸、PCL、聚乙醇酸与聚乳酸共聚物、
聚羟基丁酸酯、聚三亚甲基碳酸酯等

[13]
。用此类材料构

建的血管支架，有良好的组织相容性和可塑性，在完成

一定时间的机械支撑后，在体内可逐渐降解为小分子物

质，降解速率和三维结构易于调控
[14]
。 

PCL结晶度高，强度高，降解速率、孔径人工可调

Figure 1  Polycaprolactone grafted heparin scaffold and 
electron micrograph 

图 1  聚己内酯接枝肝素人工血管支架及其电镜照片 

Figure 3  Cell growth curve of endothelial cell adhesion at 
different time points 

图 3  各种支架材料上内皮细胞黏附不同时间的细胞生长
曲线 

Figure 2  Scanning electron microscopy of endothelial cell 
adhesion at 6 h (×500) 

图 2  各组材料内皮细胞黏附 6 h扫描电镜结果(×500) 

表 1  各组细胞种植不同时间黏附情况比较 
Table 1  Adhesion of cells at different time points   (x

_

±s, A) 

Group 3 d 5 d 7 d 

PCL 0.257±0.11a 0.275±0.13a 0.280±0.10a

PCL-H 0.258±0.06 0.281±0.09a 0.296±0.07a

bFGF-PCL 0.395±0.04a 0.399±0.04a 0.405±0.13a

bFGF-PCLH 0.458±0.17 0.503±0.06 0.623±0.14 

PCL: polycaprolactone; H: heparin; bFGF: basic fibroblast growth factor; 
aP < 0.05, vs. bFGF-PCLH group 

PCL 
PCL-H 
bFGF-PCL 
bFGF-PCL-H 

3             5           7 
 

Time (d) 

0.7 
 
0.6 
 
0.5 
 
0.4 
 
0.3 
 
0.2 

a: Polycaprolactone group      b: Polycaprolactone-heparin group

c: Polycaprolactone-basic 
fibroblast growth factor group 

d: Basic fibroblast growth factor- 
polycaprolactone-heparin group

Ab
so

rb
an

ce
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且易加工，在体内逐渐降解成乳酸，最终转化成二氧化

碳和水，还具有较好的机械强度、弹性模具和热成型性，

广泛应用于再生医疗、药物缓释、防粘连等领域
[15]
。通

过静电纺丝技术所成型出的由纳米到微米级纤维组成的

多孔支架，能够模仿细胞外基质的组成和结构，为细胞

提供良好的生长环境，从而在组织工程领域得到了广泛

应用
[16]
。本文采用接枝肝素抗凝可交联PCL材料成功应

用静电纺技术加工成型血管支架，电镜检测超细纤维粗

细均匀、外表平滑，纤维直径范围1~5 μm，孔隙直径在
10~30 μm之间，平均15 μm[17]

。 
天然材料所制备的支架的降解性能以及其在体内产

生的异物残留会不会对于人工血管长期使用性能产生不

良影响一直也是人们所关注的问题。人工合成的可降解

材料的缺点也是十分明显的，此类材料普遍是生物惰性

的材料，其表面没有任何可供细胞识别的位点，不利于

细胞的生长和黏附
[18]
。而且，如果不采取有效的抗凝措

施，这类材料也极易诱发急性血栓的发生
[19]
。因此，人

工合成的可降解材料必须经过一系列的改性，才有可能

成为合适的血管组织工程支架材料
[20]
。 

近年来，人们逐渐认识到，对于生物材料而言，材

料的表面性能决定了材料的用途。材料表面的改性能够

明显增强材料与生物体之间的相互作用，同时材料本身

所具有的各种性质如力学强度，降解性能等并不会因表

面改性而受到影响
[21]
。因此，支架材料表面改性是提高

支架与细胞间的相互作用，促进细胞在材料表面的贴附

和增殖具有非常重要的意义
[22]
。相关研究表明，将如肝

素、精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸多肽以及生长因子等生物

活性分子引入到材料表面会显著提高材料的生物相容

性，促进细胞对材料的贴附和生长。肝素具有优良的抗

凝作用，在临床上作为抗凝药物而被长期使用并且对内

皮细胞也有一定的调控作用，精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸

多肽可以促进各种细胞对材料的黏附，生长因子血管内

皮生长因子以及成纤维细胞生长因子家族则被证明能够

有效地促进局部的血管化
[23-25]
。在血管组织工程领域，

采用生物活性分子对支架材料的表面进行改性，提高自

体细胞对人工血管支架表面的贴附和增殖能力显然也是

非常必要的，甚至可以说是影响组织工程人工血管成败

的关键技术
[26-27]
。 

肝素自从1937年在临床上用作抗凝剂以来一直是一
种主要的临床用抗凝药物，因此也有人提出将肝素涂覆

在人工血管内表面以解决人工血管移植后初期的抗凝问

题。但是，由于游离的肝素的半衰期很短，只有几十分

钟或几个小时，这种方法的抗凝效果不佳。实验证实对

于固定化肝素的稳定性和效率而言，通过化学键，特别

是共价键结合的化学结合法远较物理吸附高。作者前期

实验证实，可降解PCL接枝肝素材料可以实现肝素的持
续释放，并能体外凝血实验表明达到很好的抗凝效果

[28]
。 

肝素改性后的组织工程支架非常适宜植入体内，这

不但是因为肝素化材料的抗凝作用，更因为肝素与很多

生长因子能够结合(如血管内皮生长因子、bFGF)。生长
因子是由细胞分泌的具有特定功能的一类蛋白质，其可

以促进细胞的趋化和有丝分裂，从而反过来可以调控细

胞的生长，促进组织的再生
[29]
。通过引入具有特定功能

的生长因子，将支架植入体内后，生长因子能在肝素的

调控下实现长期缓慢释放，使材料更适宜细胞的附着、

生长、分化和增殖。 
Cucina等[30]

则在四臂的星形PEG的4个端基上引入
了肝素，然后分别加入血管内皮生长因子和bFGF，发现
两种生长因子均可以很好地与PEG端基上的肝素相结
合。并且由于PEG的星形结构，生长因子加入使得材料
形成了“物理交联”的结构，动态黏弹谱的测试发现生

长因子加入后，材料的贮存模量明显增加。但如果再加

入生长因子的受体，如含有细胞的培养液，则贮存模量

明显降低，交联结构破坏，从而验证了“物理交联”的

结构。 
Cucina等[30]

还全面的研究了生长因子的吸附率和释

放行为，特别是发现肝素结合的生长因子在水溶液中的

释放率只有20%~30%，但是其在含有细胞的培养液中的
释放率却高达80%左右。这说明采用肝素结合的生长因
子是具有生物活性的。 
本实验采用PCL接枝肝素可降解材料，并负载

bFGF，其目的就是希望接枝肝素的可降解支架，能够缓
慢释放肝素，并能够达到抗凝血作用，来抑制移植物早

期的血栓形成。又通过肝素与bFGF的静电引力作用，吸
附bFGF，通过bFGF的缓慢释放，生长因子的支架更有
效地促进了植入部位附近新的内皮黏附生成，促进新生

内膜生长。 
MTT法是利用活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使

外源性的四唑盐还原为蓝紫色甲臢结晶而沉积于细胞

内，DMSO则可溶解细胞内的结晶物，并通过测定A值间
接反映活细胞的数量

[31]
。其优点在于操作简单，灵敏度

好，仅反映活细胞的情况。本实验中采用低密度内皮细

胞种植，种植5 d后，从PCL支架上释放出bFGF的生物
活性和作用，通过它刺激内皮细胞生长来评估。结果证

实，肝素化的PCL负载bFGF的内皮黏附结合效率高于未
肝素化的PCL负载bFGF及PCL材料，因为bFGF在生理
pH下是一种正电荷蛋白，其多肽链功能区主要包括肝素
结合区和受体结合区两部分，肝素结合区主要包括N末端
的1个和C末端的2个碱性氨基酸富集区，两者通过静电作
用结合，缓慢释放，增强了bFGF的释放活性，实验发现，
随着bFGF的缓慢释放，促进了内皮细胞的黏附，达到了
预期的效果。 
结论：可降解PCL接枝肝素材料负荷bFGF支架具有

良好的细胞，利于内皮细胞黏附，可用于小口径组织工
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程血管支架的研究。 
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