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　　摘要:可生物降解高分子在组织工程中有十分重要的作用。本文从组织工程对支架材料的生物学要求出

发, 对可生物吸收高分子的本体改性引入功能基团, 进而通过化学键合促进细胞特异性黏附的短肽序列

( RGD) 、含功能性基团的水凝胶通过化学键合或物理包覆固定 RGD以及聚合物表面修饰固定 RGD三个方面进

行了综述。

　　关键词:组织工程;RGD;本体改性;水凝胶;表面修饰

引言

组织工程中细胞支架的设计应模仿天然细胞外基质( ECM)的组成和结构, 为特定的细胞提供力学和

生物学信息,作为模板,引导组织再生和控制组织结构 。目前,充当细胞外基质作用的材料除少数天然材

料外, 大多数为合成高分子材料如聚乳酸( PLA) 、聚乙醇酸( PGA)以及它们的共聚物( PLGA)等
[ 1]
。ECM

由蛋白和糖通过物理和化学交联网络构成,采用天然材料(胶原蛋白 、多糖 、珊瑚等)作为细胞支架材料在

化学组成上和生物学功能方面具有独特的优势,但研究表明这类材料存在部分抗原性,力学性能不理想,

质量难以稳定控制。合成高分子材料可以通过分子设计精确控制其组成 、结构和力学性能, 材料的性能

易于重复,支架的三维复杂结构也可以比较容易地加工制作, 但这类材料缺乏对细胞的特异性黏附 。因

此,在高分子材料中引入天然材料的生物学功能, 制备组织工程仿生材料, 是组织工程第三代支架材料研

究的重要内容
[ 2]
。

精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸( Arg-Gly-Asp, RGD)是细胞外基质中黏附蛋白的活性序列,能与细胞表面黏

附家族中的整合素配体( integrin receptors)键合
[ 3]

, 因此可将这种序列固定在生物降解材料表面以介导细

胞黏连。研究表明, 细胞在基质上的黏附是以黏着斑的形式黏连,既能黏连又能移动, RGD组装成的纳米

尺度的团簇结构比无规肽结构更能有效地诱导细胞的黏附和移动,所以修饰材料表面的 RGD密度也要

适宜 。

在组织工程中广泛使用的 PLA类材料的分子结构上缺乏可进一步修饰的基团,目前许多文献报道了

在PLA类聚合物分子主链或侧链引入功能基团(氨基 、羧基 、羟基等) ,进一步形成含 RGD肽链的杂化聚

合物, 也就是第三代组织工程支架材料。但通过分子设计控制功能基团在聚合物链上的密度和分布, 以

进一步控制 RGD的密度和分布文献很少报道。也有报道对可形成水凝胶的主要成分 PEG端基进行修饰

固定 RGD, 本文对此也进行了综述 。最后还讨论了通过物理或化学修饰在聚合物支架表面固定 RGD的

方法 。

1　通过本体聚合在PLA 类聚合物主链或侧链引入功能基团,形成含 RGD肽链

的杂化聚合物

1.1　吗啉-2, 5-二酮衍生物单体与丙交酯类单体共聚
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吗啉-2, 5-二酮衍生物(α-氨基酸和α-羟基酸的环状二聚体)的结构通式见图 1,当 R1 是—CH3 时, 此

结构可看作是乳酸与 α-氨基酸的二聚体,当 R1 是 —H时,可看成是羟基乙酸与 α-氨基酸的二聚体 。R2

通常带有被保护的活性基团。用于制备这类吗啉-2, 5-二酮的氨基酸主要有赖氨酸 ( Lys) 、天冬氨酸

(Asp) 、丝氨酸( Ser) 、半胱氨酸( Cys)等。

图 1　吗啉二酮的结构式

Figure 1　The structure of morpholine-2, 5-dione

吗啉-2, 5-二酮单体可以进行自身开环均聚,也可以与其它内

酯进行共聚 。Lys 、Asp 、Ser、Cys的吗啉-2, 5-二酮衍生物与消旋丙

交酯( DLLA)
[ 4]

, 乙交酯( GA)
[ 5]

, 或 ε-己内酯
[ 6]
反应共聚, 可以把

—NH2 、—COOH 、—OH 、—SH等官能团分别引入到生物降解型聚

酯中 。

Langer等
[ 7]
报道采用2mol%含 Lys的吗啉-2, 5-二酮单体与 L-

LA( L-丙交酯)共聚,合成主链含 Lys和乳酸的共聚物。吗啉-2, 5-

二酮含量从1.3mol%增加到 10mol%,共聚物分子量降低,共聚物的玻璃化转变温度和熔点也随之下降 。

在此基础上,利用 Lys侧氨基在碳酰二咪唑( 1, 1' -carbonyldimidazole, CDI)偶联作用下固定了甘氨酸-精氨

酸-甘氨酸-天冬氨酸-酪氨酸序列( Gly-Arg-Gly-Asp-Tyr, GRGDY) , 浓度为 3.1μmol g 。文献
[ 8]
报道, 只要很

低表面密度( 1fmol cm
2
)的 RGD就能有效提高细胞对材料表面的黏附力 。同时其它含有另外一些细胞调

节官能团的配体也能通过这种方法吸附到聚(乳酸-赖氨酸)上 。

Feng等
[ 9]
将天冬氨酸的吗啉-2, 5-二酮与 DLLA共聚, 聚合时间从 9h 增加到 24h, 聚合物的产率由

35%增加到 37%,平均分子量由 3200增加到 4100;吗啉二酮含量从 2.5%增加到 100%, 分子量从 55000

下降到3200。这种含有侧羧基的聚合物亲水性明显好于 PLA。

Cook等
[ 10]
通过 3-[ N-苄氧羰基-L-赖氨酸-6-甲基]-2, 5-吗啉二酮开环自聚合得到赖氨酸和乳酸的交

替聚合物,通过偶联剂CDI固定 RGD后, 细胞在材料表明的黏附数与单纯 PLA材料相比有明显改善, 偶

联固定RGD的效率可控制在1%～ 26%之间 。RGD的存在促进了细胞在材料表面的扩散, RGD序列可以

模拟血清蛋白的功效 。

但吗啉二酮均聚或者与 LA 、GA 、CL 共聚存在一定的不足:首先是吗啉二酮单体与交酯共聚时只能以

很小的比例进行共聚,引入的功能基团有限;其次是脱保护方法比较麻烦, 只能用催化加氢的方法
[ 11]

, 而

且催化剂不易除去;最后共聚物的分子量较低,作为细胞支架材料使用时其力学性能尚不理想 。

1.2　苹果酸( MA)的均聚 、苹果酸和乙醇酸制成的交酯(BMD)与丙交酯类单体共聚

MA是体内柠檬酸循环的中间产物。可以通过 MA 直接缩聚合成侧链含羧基的聚苹果酸( PMA) , 但

所得到的聚合物数均分子量最高只有 3600。Kajiyama 等
[ 12]
采用这种直接聚合的方法在 130℃,使用二价

锡的化合物(如氧化锡 、氯化锡 、醋酸锡)得到了聚 α, β-苹果酸。而将 MA或 Asp环化为苹果酸内酯(见图

2a) ,通过开环聚合可得到更高分子量的 PMA, Cammas等
[ 13]
采用此法合成了数均分子量高达 6100聚 β-苹

果酸酯 。改变 R(见图 2a)的种类和选择性的脱保护可以得到不同亲疏水性和降解速率的 PMA
[ 14～ 16]

, 利

用不同脱保护度的聚苹果酸酯可以固定不同密度的生物因子 。Viviane 等
[ 16]
以天冬氨酸为原料制得三种

环状苹果酸衍生物, 阴离子开环共聚得到三元共聚物。将其中一元组分的侧链进行脱保护后负载肝磷脂

黏附生长因子( HBGF) ,并通过调节三种组分比例调节生长因子的密度 。结果表明, PMA 衍生物可以促进

骨伤修复,骨伤恢复率可达到 49.87%, 是聚合物羧甲基苄胺磺酸葡聚糖的两倍多。

采用苹果酸和乙醇酸制成的交酯 BMD(见图 2b)均聚或共聚可以获得更高分子量 、侧链含功能基团

的可降解聚合物 。BMD的合成一般是从苹果酸出发,在一个羧基被保护的情况下制备六元环单体。BMD

的反应活性与 LA 、GA比较接近,由于自身均聚分子量不高,一般是将 BMD与LA或GA共聚, 合成主链含

乙醇酸-苹果酸两元或乙醇酸-苹果酸-乳酸三元共聚物,这种共聚物结构和性能可以很方便地通过调节各

组成的比例进行控制,在药物缓释和组织工程中更有应用价值。
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图 2　苹果酸内酯( a)和 BMD( b)结构图

Figure 2　The structure of malic ester and BMD

　　Kazuhiro 等
[ 17]
研究了 BMD分别在二价锡 、二价锌 、三价铝化

合物催化作用下开环得到主链含 GA 和 MA, 侧链含羧基的共聚

物,最高分子量可达 21400。

Kimura等
[ 18]
以天冬氨酸为原料合成了 BMD,该交酯与 LA共

聚合, 合成主链含 LA 、GA和 MA 的共聚物。共聚物在 Pd C作用

下脱去保护,溶液浇铸成膜,或先成膜,在碱性条件下水解脱去保

护基团, 使其表面为羧基, 可以通过偶联剂二环己基碳二亚胺

( DCC)将小肽序列精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸-丝氨酸( RGDS)接枝到 —COOH 上 。结果显示, 固定 RGD 后

的膜比未固定的膜显示出更好的细胞黏附性,而且共聚物中苹果酸单元的成分越高,固定 RGD的数量越

多,细胞黏附性越好 。

1.3　Asp与聚乙二醇( PEG)的聚合物大分子引发乙丙交酯共聚

作者课题组设计合成了侧链含氨基的聚[ 乙 酸酯-(天冬氨酸-alt-聚乙二醇) x-乙 酸酯]嵌段共聚物 。

具体方法是在对甲苯磺酸催化下将不同分子量的多缩或聚乙二醇( EG 或PEG)分别与 N -苄氧基天冬氨

酸酐缩聚,合成系列侧链含氨基的Asp-alt-EG( PEG)交替共聚物, 再以它们为大分子引发剂,引发 LA 和

GA开环共聚,合成出含侧氨基的[ PLGA-(Asp-alt-PEG) x-PLGA]聚[乙 酸酯-(天冬氨酸-alt-聚乙二醇) x-乙

 酸酯]嵌段多元共聚物 。结果显示,通过调整PEG链段的长度,可以控制调整聚合物中氨基密度和分布,

为进一步调整多肽的密度和分布创造了条件 。

1.4　链端修饰引入功能基团

在高分子主链末端引入功能基团固定 RGD也是制备聚合物-含 RGD肽链的杂化分子的一条途径 。

邓先模等
[ 19,20]

使用末端为氨基的聚乙二醇单甲醚-己内酯( MPEG-PCL)为大分子引发剂引发带有苄氧基

保护基团的天冬氨酸酐, 最终合成端基为氨基和甲氧基的聚乙二醇-聚己内酯-天冬氨酸共聚物(MPEG-

PCL-PBLA) 。他们
[ 21]
还采用乳酸的亚硫酸酯酐( LAAS) , 带有保护基团的丝氨酸酐和甲氧基聚乙二醇胺

(MPEG-NH2 )共聚, 得到含有 PLA 、PEG和聚氨基酸的三嵌段共聚物, 在高聚物链末端引入了氨基,为进一

步固定 RGD等生物因子创造了条件 。

图 3　PLA-PEG键合

( a)琥珀酰亚胺酒石酰胺;( b)琥珀酰亚胺琥珀酰胺;

( c)马来酰亚胺丙酰胺

Figure 3　Structures of polymers derived from poly

( D , L-lactic acid)-block-poly ( ethy lene glycol):

( a) succinimidyl tartrate PEG PLA( ST-NH-PEG x PLA y ) ,

( b) succinimidyl succinate PEG PLA( SS-NH-PEG x PLAy ) ,

( c) maleinimido propionate PEG PLA(MP-NH-PEG x PLA y ).

Cannizzaro等
[ 22]
将 HO-PEO-NH2 上的 —NH2 与抗

生物素 ( Avidin)基团相连接,另一端的—OH 引发 LA

聚合,合成了 PLA-PEO-X二嵌段共聚物, 并在共聚物

上的官能团上固定蛋白质和多肽, 进行细胞培养实

验。结果发现,与未修饰材料相比,共聚物黏附细胞

的数量,细胞的扩散面积均有很大提高 。

为克服蛋白在生物材料表面的非选择性吸附,

促进细胞的特异性黏附, Jörg 等
[ 23]
采用一端为氨基

的聚乙二醇 ( H2N-PEG-OH) 引发 LA 开环共聚得到

H2N-PEG-PLA二嵌段共聚物, 利用聚合物末端氨基

分别键合琥珀酰亚胺酒石酰胺 、琥珀酰亚胺琥珀酰

胺 、马来酰亚胺丙酰胺,合成出三种端基含活性基团

的聚合物(见图 3) 。可以利用聚合物中氨基 、双羟基

键合蛋白和多肽( RGD, 生长因子) ,这种具有反应活

性的聚合物既可用作多孔的组织工程支架, 也可用

作药物缓释材料 。在琥珀酰亚胺酒石酰胺末端固定

胰岛素和生长激素抑制素后的结果表明, 修饰过的

聚合物对于蛋白的黏附具有更好的选择性
[ 24]

, 对于

调节细胞的功能促进组织的再生有重要的价值。

·72· 高　　分　　子　　通　　报 2005 年6 月



2　制备水凝胶交联体系负载 RGD

水凝胶体系由于具有高亲水性,与软组织的类似

性,能为细胞和生物活性因子提供温和的生存环境,在负载 RGD等生物因子方面具有更潜在的应用价值。

蛋白和多肽可以被水凝胶物理包覆,也可以与形成水凝胶的聚合物键合 。组织工程研究中常采用的是由聚

乙烯醇( PVA)和 PEG制备的水凝胶,如 Burdick等
[ 25, 26]

将 PEG4600一端丙烯酰化, 一端由 N-羟基琥珀酰亚

胺活化后键合RGD肽(见图 4) ,光引发聚合形成水凝胶,发现可以提高小鼠成骨细胞在聚合物表面的黏附,

扩散,而且 RGD密度越大,细胞扩散程度越大,显示了这种材料在体内注射成型方面有巨大潜力 。

图4　使用肽的末端氨基偶联在 N-羟基酒石酸酯活化的 PEG 的丙烯酰物上的反应式

Figure 4　N-hydroxysuccinimidyl-activated esters were used to couple the N-terminal α-amine of

the peptide to an acrylate moiety to a PEG spacer

Schmedlen等
[ 27]
以 PVA为起点,将 RGD共价连接到聚合物(见图 5)上, 然后紫外光聚合得到凝胶 。

结果显示,细胞可以均匀分布在凝胶支架上, 光聚合之后保持活性。

图 5　氨基化并具有光化学活性的 PVA

Figure 5　Aminated, photoactive PVA

为开发具有生物降解性的水凝胶, Hubbell研究小组
[ 28]
以甘油为引发剂,辛酸亚锡催化 LA聚合,制备

三臂含端羟基的甘油-聚乳酸, 端羟基丙烯酰化, 与丙烯酰化的 PEG 在紫外光下交联形成水凝胶 。

Elisseeff等
[ 29]
接枝天冬氨酸在乳酸和赖氨酸聚合物上,端基酰化后将其通过光聚合或者氧化还原聚合与

甲基丙烯酸-2-羟乙酯( HEMA)得到交联共聚物 。John 等
[ 30]
用含丝氨酸的吗啉二酮单体与 L-LA 开环共

聚,合成主链含丝氨酸 、羟基乙酸和乳酸的共聚物, 并采用溶液聚合, 本体聚合和光聚合三种方法分别与

HEMA共聚为交联网络, DSC测定表明在通过交联分子量增大的同时, 玻璃化温度值有所提高。共聚物

能在水和 DMSO中膨胀,显示了在潜在很好的水凝胶方面的应用前景。

聚反丁烯二酸丙二醇酯( PPF)是一种含有很多不饱和双键的链状聚酯,由于其交联聚合物的水解产

物是人体自然存在的物质,成为目前水凝胶研究的一个热点 。Theresa 等
[ 31]
制备了负载有 TGF-β1生长因

子的乙二醇和反丁烯二酸丙二醇酯的寡聚物( OPF)水凝胶微球, 并研究了生长因子的缓释。结果发现,

OPF的构成 、负载的数量和交联程度都会影响聚合物的溶胀和生长因子的缓释速度和程度 。Mikos

等
[ 32, 33]

采用聚(反丁烯二酸丙二醇-co-乙二醇)共聚合,丙烯酰化聚乙二醇和丙烯酰化聚乙二醇-生物素

(或多肽)在过硫酸铵存在下交联制得了偶联有生物素(或多肽)的水凝胶,并证实可通过控制 PEG 链段

的长度 、PEG在聚合物中的比例和PPF-PEG的分子量,控制生物素(或多肽)在凝胶表面的含量。

3　聚合物表面修饰固定 RGD

聚合物表面修饰固定生物活性分子快速 、简单,在一定程度上可以有效改善聚合物对细胞的黏附性

能。表面修饰法可分为物理方法和化学方法两大类。
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物理方法主要是通过吸附将 RGD固定在合成材料表面 。如文献报道采用胶原 、海藻酸 、聚赖氨酸

( PLL)等与氨基酸序列具有良好相容性的材料包覆 RGD, 通过负压吸附在合成高分子材料如 PLGA 类多

孔支架表面。

最近 Robin等
[ 34]
提出了一种利用聚合物良溶剂和不良溶剂的混合溶液将表面修饰分子截留在聚合物

材料表面的方法,并采用PEG和PLL在 PLA表面吸附的实验证明了其可行性。在修饰后的 PLA表面吸附

纤维蛋白和 PLL-GRGDS并进行细胞实验, 结果表明此法可以很好提高材料的细胞黏附和扩散的性能
[ 35]
。

Yang 等
[ 36]
采用此法在PLA膜表面和PLGA三维支架上吸附纤维蛋白和 PLL-GRGDS,实验证明对于人骨髓细

胞黏附 、繁殖和分化起到了有利的作用 。这种方法简单易行,效果明显,缺点是表面易于脱落 。

化学方法是在聚合物表面通过改变其化学结构, 如通过聚合物表面水解
[ 37, 38]

、等离子沉降
[ 39]
、紫外

辐照
[ 40,41]

、自组装
[ 42, 43]

、模板技术
[ 44 ～ 48]

等在聚合物表面来引入能够与生物活性物质键合的功能基团如 —

OH, —COOH, —NH2 等,从而键合 RGD。

Menemse等
[ 37]
采用表面水解的方法将无纺聚酯织物-聚对苯二甲酸乙二酯( PET)表面全部变为羧基,

然后使用 CDI 为偶联剂在羧基上固定胰岛素和 RGD,有效促进了细胞的黏附 、生长。Gao 等
[ 38]
将 PGA 表

面水解为羟基和羧基,细胞实验表明,表面水解后的材料的细胞黏附数量是未修饰材料的两倍多。

Hu等
[ 39]
利用等离子法在 PLA表面引入氨基(见图 6) ,并利用戊二醛的醛基与甘氨酸 、聚赖氨酸和

RGD的氨基反应,将氨基酸序列引入生物可降解材料表面。结果表明,固定有 RGD的材料可以有效的促

进成骨细胞的黏附和分化 。

图 6　等离子法在 PLA 表面引入氨基

Figure 6　Introduce amino group into PLA by plasma process

吴刚等
[ 40]
用紫外辐照和低温等离子体技术分别将—NH2 、—COOH引入 PET膜材料表面,并比较了连接

肽链的效果,发现采用从氨基端延长肽链在产率 、方便性 、选择性 、减少副反应方面有更多的优势,而用紫外

辐照的方法可以较好控制表面氨基的引入量。万昌秀等
[ 41]
通过光化学反应首先在PET 表面接枝丙烯酰胺,

活化氨基后采用固相肽合成的技术将精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸-甘氨酸( RGDG)固定到材料表面。

自组装是分子通过化学键 、生物分子之间的特异识别或静电作用将生物大分子连接到材料的表面,

形成单分子薄膜,然后重复循环这个过程,制得大分子的多层自组装膜。Roberts等
[ 42]
先将 RGD与使用末

端修饰有 RGD的六缩乙二醇( EG) 6O-RGD和二缩三乙二醇( EG) 3OH 的混合溶液在 PEG 表面制备了单分

子自组装膜,在高分子材料的表面引入了活性位点 RGD, 将牛血管内皮细胞黏附在了材料表面 。Chluba

等
[ 43]
先使聚赖氨酸和短肽荷尔蒙通过二硫桥偶连在一起, 后在 PGA表面形成自组装膜, 并固定 B16-F1

黑素瘤细胞在材料表面, 结果表明,这类细胞对短肽荷尔蒙存在特异反应 。

模板技术是功能单体与印迹分子在乳液界面处结合, 通过功能单体的共聚将结合物印在聚合物表

面。模板技术快速 、简单,可以有效控制黏附肽的数量和形状, 但除个别情况(细胞对印迹区域有特别高

的选择性
[ 44]

,或者未印迹区域的基底质自身对细胞黏附有钝化作用
[ 45]

) ,都需要封闭未印迹的区域,避免

细胞的非特异性黏附 。Kam等
[ 46]
先用模板技术固定一定形状的纤维蛋白在玻璃上,然后单层自组装流动

性的双层油脂在未覆盖纤维蛋白的区域,从而使牛血管内皮细胞以一定的形状和分布固定在材料表面 。

Wheeler等
[ 47]
在表面印迹不同种蛋白之后, 利用 PEG 对蛋白质的非特异性阻抗作用, 采用聚乙二醇填充

未印迹过域,从而精确控制神经细胞的生长 。Csucs等
[ 48]
在聚赖氨酸-聚乙二醇( PLL-g-PEG)的共聚物表

面的 PEG末端引入生物活性的配体 Χ, 在印迹 PLL-g-PEG-Χ层之后,用非功能化的 PLL-g-PEG 封闭了

未印迹区域。这样对肽和活性位点的数量可以精确的控制,而且扩大了基材的选择范围 。
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这类方法的优点是不破坏聚合物材料的本体结构和性能(如力学强度 、降解速率等) , 改变的仅仅是

聚合物材料的表面, 具有较强的使用价值 。缺点是随着表面的脱落, 聚合物本身的细胞黏附性并没有得

到根本的改善。

展望

生物材料的 RGD固定在组织工程发展中起着重要作用 。通过在材料上固定特异性蛋白质 、肽或其

它生物分子,将细胞特异性识别的因子整合在聚合物本体或表面,起到连接材料与细胞的中介作用,是组

织工程的重点和难点 。它是一个复杂的系统工程, 需要兼顾到材料科学和生物科学两个方面,以期在两

者中取到最佳平衡点 。目前对于材料构象的保持, 活性基团的密度, 分布与细胞黏附的关系等方面还有

待于进一步认识 。各国组织工程学者给予此方面很多的关注,相信在不远的将来会有所突破 。
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Abstract:Injectable temperature-sensitive polymers have been widely used as drug delivery carriers and tissue

engineering scaffolds.This review summarizes the latest progress in sol-gel thermoreversible polymeric systems

covering natural and modified natural polymers, N-isopropylacrylamide copolymers and poly ( ethylene glycol ) poly

(D, L-lactide-co-glycolide) block copolymers.Their applications in biomedical field are also introduced briefly.
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Abstract:Biodegradable polymers with functional groups play an important role in tissue engineering.The main

approaches of functioning and biological modifying of biodegradable polymers are reviewed and the immobilization of

RGD( Arg-Gly-Asp) sequence via bulk modification, gelation and surface modification are discussed in detail.
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