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生物材料表界面与蛋白质及细胞的相互作用的研究进展

于!谦#刘小莉#吕仲林#王!蕾#石秀娟#李!鑫#陈!红"

!苏州大学材料与化学化工学部"苏州!!#$#!’#

!!摘要%材料接触生物环境首先是通过其界面$这种材料界面与生物环境中的生物分子及细胞之间的相互作

用决定着材料生物功能的实现(因此$调控材料与生物体的界面相互作用几乎是所有生物材料的研究及应用

首先和必然面对的关键共性问题(本文综述了近年来我们课题组在生物表界面领域的研究及其最新进展(从

分子层面上设计生物功能表面入手$建立了一系列普适)高效)简单易行的表面功能化新方法用于改变材料表

面的物理化学性质$进而调控材料表面与蛋白质或细胞#细菌之间的相互作用(

!!关键词%生物材料表界面-蛋白质-细胞-细菌-相互作用

引言

材料与生物环境相互作用的表界面问题是研究生物材料的核心问题(在组织工程)蛋白质分离纯
化)药物控制释放)人工植入材料)生物传感器及生物芯片等领域$材料都是通过其表面与生物体环境发
生相互作用$正是这种作用来诱导生物过程的发生并导致材料生理功能的实现.#$!/(例如$当合成材料
植入体内后$细胞膜表面的受体或其它识别分子会对与之接触的材料表面所能提供的信号产生迅速的响
应$并对该材料的异体属性加以区别(因此$材料表面的性质直接关系到材料是否被生物体认可!即生物
相容性"$以及对生命过程的诱导!即功能诱导性"$即材料的表面特征决定了材料的生物响应性.’"$/(由
此可见$生物材料表界面是连接材料和生命体的桥梁$是材料与生命体系相互识别的关键场所(深入理
解材料和生物体的界面相互作用规律$寻求合适的表面设计和修饰方法以调节材料表面性质$进而实现
材料和生命体的生物相容和功能诱导$不但具有重要的理论价值$也是发展新一代生物材料的基础(

作者课题组长期从事生物材料表界面的相关研究$利用生物医学与高分子学科的交叉融合优势$围
绕生物医用高分子材料研究中亟待解决的基本科学问题$在生物材料的生物相容性与功能化新途径方
面$开展了一系列工作.)"#!/(本文综述了近年来我们在生物表界面领域的研究及其最新进展$具体包括
以下三个方面%!#"建立了几类具有简便)高效)可控等特点的高分子材料表面功能化新方法-!!"考察了
改性材料表面与蛋白质的相互作用$特别是对功能性蛋白质的特异性吸附$以实现表面的特定生物功能
以及应用具有纳米级拓扑结构的材料表面对蛋白质吸附的调控-!’"考察了改性材料表面与细菌)细胞的
相互作用$得到了一系列具有高效抗菌性能和促进干细胞黏附分化的表面(

#!材料表面改性新方法的建立

通常表面化学改性方法可以分为以下两类%*接枝到表面+法!50/:774"和*从表面接枝+法!50/:7
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:04<"(*M0/:774+方法是指预先设计带有活性端基的聚合物$再通过化学反应将其接枝到基材表面的一
类方法.#’"#*/(该方法能够对接枝聚合物的分子量和组成等性质进行预先调控$但由于接枝反应过程中
高分子量的线性聚合物在溶液中不能完全伸展$由于空间位阻作用导致分子链之间难以紧密地排列$因
此较难制备出高接枝密度的聚合物层(*M0/:7:04<+方法是指单体小分子在材料表面发生聚合反应$最
终形成一层聚合物刷(与*50/:774+方法相比$该方法能够获得较高的接枝密度$同时可以简单地通过聚
合时间控制接枝层的厚度.#+"!#/(

材料的表面特性是决定其生物相容性和功能诱导性的关键因素(因此$如何在不同性质的固体材料
表面建立普适)高效)简单易行的表面改性新方法是影响材料后续功能化的关键问题.!!$!’/(近年来$我
们已经在多种临床广泛应用的生物材料上建立了几类材料表面化学修饰的新方法(

3>3!材料表面双键化方法
聚氨酯!3D"因其良好的机械性能和生物相容性而被广泛应用于生物医学领域和分离领域.#’$!(/(

但未经改性的3D表面在实际生物医用领域!如与血液相接触的人工血管"中仍存血液相容性不够理想
这一缺陷$需要进行进一步修饰改性(我们根据,LB>基团能够与活泼质子发生加成反应的原理$提出
了一种简单易行)具有普适性的新方法.!$/(如图#所示$利用甲基丙烯酰异硫氰酸酯的,LB>基团与

3D表面的,L,N官能团发生加成反应$简便)高密度地在3D表面引入了碳碳双键(该双键作为起始
反应官能团$可与不同结构的乙烯基类单体在表面直接聚合$达到对3D表面的各种接枝改性$调控其表
面特性的目的.!)"’"/(例如$在3D表面接枝了亲水性聚合物聚!!H甲基丙烯酸羟乙酯"!3NPQK"$赋予
了表面优异的排斥非特异性蛋白质吸附的功能.!$/(而后$通过将3NPQK侧链上的羟基活化$高密度地
链接了特异性的生物活性分子$进一步实现了高效的功能诱导.!)/(此外$我们采用类似的方法接枝了温
度敏感性聚合物聚!!H异丙基丙烯酰胺"!3L83KK<"$通过改变聚合条件有效地控制了接枝聚合物的分
子量并获得了聚合物分子量与表面对蛋白质吸附和细胞黏附情况的相关规律.!+/(

图#!3D表面引入双键进而引发自由基聚合接枝聚合物刷

\95?0-#!>12-</791S041-A?0-4::?617946/=9U/79464:3D.?0:/1-.Z9/9614S40/79464:

B,BA4?W=-W46A.:4==4@-AWV.?0:/1-H96797/7-AS4=V<-09U/7946

此外$结合多巴胺分子优异的粘附性能以及传统自由基聚合物适用单体范围广的特点$我们提出了
一种简单普适的材料表面功能化方法.’#/(如图!所示$利用含有碳碳双键的多巴胺衍生物分子在碱性
溶液中发生的氧化自聚反应将其粘附到基材表面(而后通过自由基聚合接枝具有不同性质的聚合物刷(

结果表明$该方法操作简单易行$并可以适用于聚合物)金属)非金属等多种材料的表面改性(

3>:!可见光引发聚合制备聚合物刷改性表面
聚二甲基硅氧烷!3TQ>"弹性体具有透明度高)透气性好)生理惰性和生物相容性好等一系列优良

的特性$被广泛应用于多种生物医疗领域.’!$’’/(近年来$通过化学方法对3TQ>改性也成为一个研究热

点(基于之前的工作.’(/$我们提出了一种普适性强的)简便)快速)高效的3TQ>表面改性方法.’$/(该

法首先通过简单的混合及固化过程制备表面含有烷基;0的3TQ>表面$然后在 Q6!!BY"#"和乙烯基单
体存在下可见光引发3TQ>表面自由基接枝聚合!如图’所示"(醋酸乙烯酯模型单体在3TQ>表面的
接枝动力学研究表明$该接枝聚合过程具有快速)高效的特点$且所接枝的聚醋酸乙烯酯转化为聚乙烯醇
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图!!材料表面通过多巴胺衍生物引入双键进而引发自由基聚合接枝聚合物刷.’#/

\95?0-!!>12-</791S041-A?0-4::?617946/=9U/79464:</7-09/=.?0:/1-.Z9/9614S40/79464:B,B

A4?W=-W46A.WVA4S/<96-A-09Z/7-.:4==4@-AWV.?0:/1-H96797/7-AS4=V<-09U/7946.’#/

后$赋予了3TQ>表面良好的抗细胞)抗细菌粘附功能(该方法适用于多种非共轭乙烯基单体及共轭乙
烯基单体$因此可以方便地根据所接枝聚合物的性质赋予3TQ>表面不同的性能(

图’!可见光引发聚合在3TQ>表面接枝聚合物刷.’$/

\95?0-’!>12-</791S041-A?0-4:Z9.9W=-=9527H96A?1-AS4=V<-09U/7946:04<3TQ>.?0:/1-.’$/

3>?!通过主客体相互作用构建生物活性表面
生物活性表面就是在材料表面固定特异的生物活性分子$进而实现或者促进特殊的生物功能的材料

表面(建立有效)简便)可控的制备生物活性表面的方法具有重要的基础理论研究和实际应用价值(我
们利用!H环糊精!!HBT"与金刚烷!KA/"之间的主客体相互作用构建了多种生物活性表面$并详细研究了
生物活性表面的多样性)可逆性和可调控性.’)"’%/(首先应用点击化学在!HBT上修饰了多种生物分子得
到其衍生物$如甘露糖衍生物.!HBT!</664.-"/)生物素衍生物.!HBT!W94796"/以及赖氨酸衍生物.!HBT
!=V.96-"/-而后通过表面引发活性自由基聚合在硅片表面接枝了L83KK<或 NPQK与KA/单体的无
规共聚物刷!3!L83KK<H"#HKA/"或3!NPQKH"#HKA/""-最后通过主客体相互作用将!HBT衍生物固定
在聚合物刷表面!如图(所示"(我们发现$固定了!HBT!</664.-"或!HBT!W94796"的3!L83KK<H"#H
KA/"改性表面能够通过温度和金刚烷含量调节其对特异性蛋白质刀豆蛋白!B46K"或亲和素的吸附$并
且表面都具有极好的抗非特异性蛋白吸附的性能(另外$简单通过十二烷基硫酸钠浸泡就能使共聚物刷
上的!HBT衍生物分子从表面解离$从而使表面得到再生和再运用$这些性能有望用于生物传感器)生物
分析)微流道设备等.’*/(另外$通过改变!HBT上修饰的赖氨酸个数以及利用纯!HBT稀释的简单方法可
以调节表面的赖氨酸密度和表面对纤溶酶原!3=5"的吸附量和亲和力.’+/(此外$我们应用一步双键法在

3D表面接枝了3!NPQKH"#HKA/"共聚物刷$分别利用共价固定法和主客体相互作用在表面逐步固定了

,PTb多肽和!HBT!=V.96-"这两种功能分子(生物测试的结果表明$改性后表面同时具有了两种分子各
自的生物学功能$即可以促进内皮细胞在表面的黏附与增殖以及溶解初生血栓$显著地提高了表面的血
液相容性(特别地$由于两种分子是通过不同的方法逐步引入到表面$因此可以在不影响二者生物功能
的前提下方便地调控二者的含量.’%/(

!!材料表面与蛋白质的相互作用

:>3!特异性吸附功能性蛋白质实现溶解血栓功能
蛋白质是具有特定结构和活性的生物大分子$是构成生物体的主要物质$在生物体的生命活动中起
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图(!利用!HBT的衍生物与3!L83KK<H"#HKA/"修饰的表面之间的主客体相互作用制备温敏性生物功能平台的示意图
.’*/

\95?0-(!>12-</7919==?.70/79464:72-S0-S/0/79464:W94H:?617946/=/6A72-0<4H0-.S46.9Z-.?0:/1-.WV72-

24.7H5?-.7967-0/17946W-7@--63!L83KK<H"#HKA/"/6A!HBTH!G"*
.’*/

着至关重要的作用(蛋白质在界面行为的研究$尤其是与生物材料表面的相互作用研究不仅是生物表界
面研究中的核心$同时在很多生物医用和生物技术领域有着重要的意义(特别地$对于血液接触材料$需
要材料表面具有排斥非特异性蛋白质吸附的能力以提高其血液相容性$从而抑制血栓的形成.(""(’/(作
者课题组一直致力于发展一种能够溶解初生血栓的表面!纤溶表面"$该表面的核心概念是模拟人体内纤
维蛋白凝块表面自发激活纤溶系统的过程$通过引入纤溶酶原!3=5"及组织型纤溶酶原激活剂!$H3K"的
亲和性配体,,,"H氨基自由的赖氨酸!"HFV.96-"$从血液中选择性结合3=5并在$H3K的激活作用下转化
为纤溶酶$进而溶解初生血栓.*/!如图$所示"(

图$!基于赖氨酸的能够溶解初生血栓的抗凝表面机理示意图.*/

\95?0-$!>12-</7919==?.70/79464:72-=V.96-HW/.-A1=47=V.965.?0:/1-.*/

最初我们在生物医用高分子材料$如3D和3TQ>表面通过*50/:796574+的方法接枝具有优异的抗
非特异性蛋白吸附能力的聚乙二醇!3PM"$并在链末端固定"HFV.96-$实现了对非特异性蛋白质的排斥
以及对3=5的特异性吸附-结合了3=5的表面在$H3K的激活作用下表现出溶解初生血栓的功能$由此实
现了表面纤溶系统的构建.#("#*/(为了提高表面"HFV.96-的接枝密度$我们进一步通过自由基聚合
!*50/:7965:04<+"的方法在3D表面接枝3NPQK$并利用其末端大量的羟基固定"HFV.96-$该表面"H
FV.96-密度!"!‘+#6<4=#1<!"比3PMHFV.96-修饰的表面!"‘*)6<4=#1<!"更高$从而进一步提高了对

3=5的结合能力以及溶解血栓效率.!)/(我们还将该改性策略应用于F)"$钴铬合金冠状动脉支架上$同

样在体外实现了纤溶功能$该方法为解决支架表面血栓问题提供了一条新的途径.((/(为了进一步简化
富含"HFV.96-的材料表面的制备$我们设计合成了一种含"HFV.96-的单体$该单体可与 NPQK共聚合$
从而可通过直接成膜或在3D表面接枝聚合的方式制备富含赖氨酸的材料表面.($$()/(与之前的方法相
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比$该法步骤简单$且省去了"HLN! 保护H脱保护!需在强酸中进行"的过程(此外$该法制备的材料表面
具有优异的抗非特异性蛋白质吸附的能力$并且其"HFV.96-含量高达"%‘+$6<4=#1<!$能够更为快速地
溶解初生血栓(目前$我们仍在努力完善纤溶表面$并致力于构建和优化可原位产生纤溶酶的表面.’"$(*/$
相信不断完善后的纤溶表面将会为解决血液接触材料的血栓问题带来突破性的进展(

:>:!具有纳米级拓扑结构表面对蛋白质吸附的调控
当材料的尺寸到达纳米范围以后$会表现出许多块体材料所不具有的独特优异性能(硅纳米线阵列

!.9=91466/64@90-/00/V.$>9LJK."因其具有优异的电学)光学性能和纳米结构所带来的化学特性已日益
受到科学工作者的关注.##/(研究表明$将纳米级粗糙结构引入材料表面在显著增加材料表面积的同时$
也能够对表面的某些性质!特别是浸润性"产生放大效应.(+/(基于此$我们利用表面引发聚合的方法在

>9LJK.上修饰了几种刺激响应性聚合物$研究二者的协同效应对改性表面与蛋白质相互作用的
影响.(%"$!/(

我们发现修饰了聚甲基丙烯酸!3QKK"的>9LJK.表面表现出明显的蛋白质吸附SN响应性.(%/(
对于模型蛋白质溶菌酶$其在SNc(时的吸附量是其在SNc%时的吸附量的约*"倍(此外$绝大多数
于SNc(时吸附在>9LJK.H3QKK表面的蛋白质都可以通过升高SN值得以释放$且释放的蛋白质仍
保持活性(特别地$这种具有SN响应性的蛋白质吸附行为具有可重复性$表明该表面对于蛋白质的控
制释放和固定化酶领域具有一定的意义(另外$我们发现修饰了3L83KK<的>9LJK.表面具有独特
的蛋白质吸附行为.$#$$!/(一方面$对于具有正常构象的蛋白质$与3L83KK<改性的平整硅表面相比$
纳米级粗糙结构的引入导致蛋白质吸附的温敏性降低(与未改性的>9LJK.表面相比$3L83KK<改性
后对三种模型蛋白质!纤维蛋白原)人血清白蛋白和溶菌酶"的吸附量都降低了超过%%‘%d(这种排斥
非特异性蛋白质吸附的性能可能是来源于表面形成的水合层阻碍了蛋白质与表面的接触.$#/-另一方面$

>9LJK.H3L83KK<表面对变性蛋白质表现出较强的温敏性吸附能力(如图)所示$在温度高于其低临
界溶解温度!FB>̂ "时$该表面能够在正常蛋白质和变性蛋白质的混合溶液中选择性吸附变性蛋白质$同
时吸附的蛋白质能够在温度降低到FB>̂ 以下时得到释放$达到选择性分离变性蛋白质的目的.$!/(

图)!修饰了3L83KK<的>9LJK.在温度低于FB>̂ $高于FB>̂ 以及在处于温度循环条件下时与正常蛋白质和

变性蛋白质之间的相互作用示意图.$!/

\95?0-)!>12-</7914:72->9LJK.H3L83KK</6A97.967-0/17946@9726/79Z-/6AA-6/7?0-AS047-96./77-<S-0/7?0-.

W-=4@72-FB>̂ $/W4Z-72-FB>̂ $/6A?6A-07-<S-0/7?0-1V1=965146A97946..$!/

’!材料表面与细菌$细胞的相互作用

?>3!高性能抗菌表面的设计
抗菌材料在食品包装)水处理和植入医学装置等领域具有重要的应用价值和研究意义.$’$$(/(壳聚

糖和聚甲基丙烯酸H!$!H二甲氨基乙酯!3TQKPQK"等多种抗菌聚合物由于其高稳定性和较小的环境
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影响而广泛应用于抗菌材料的表面改性(我们发现了一种基于季铵化3TQKPQK的高效抗菌材料.$$/(
通过表面引发原子转移自由基聚合!>8HK̂ ,3"的方法将3TQKPQK接枝到>9LJK.表面$然后用氯化
苄实现3TQKPQK的季铵化(聚合物在>9LJK.表面的接枝密度显著高于同样处理的平面硅$导致大
肠杆菌在>9LJK.上的黏附量更高!’(‘)e"‘’%f#") 细胞#1<! 与$‘"e"‘#$f#") 细胞#1<!"(而细
菌在季铵化纳米材料表面孵育#+2后细菌死亡率达%$d$而硅平面上的死亡率仅为($d(这些结果表
明$季铵化3TQKPQK改性的硅纳米线阵列表面抗菌聚合物的接枝密度较高$由此导致细菌黏附和死
亡率的提高$从而使其成为一种高效的抗菌材料(此外$’$)H%H磺化壳聚糖改性的硅平面具有很好的水
解细菌细胞壁的活性$而且该改性表面可以进一步吸附大量的溶菌酶并保持溶菌酶的原有活性(这种负
载了大量杀菌试剂的表面可以杀死绝大部分粘附的大肠杆菌$而且可以通过简单的高盐处理实现材料表
面的再生和抗菌活性的恢复.$)/(

?>:!材料表面与干细胞的相互作用
胚胎干细胞是一类具有无限增殖能力的细胞系$几乎可以分化成为机体的所有细胞类型(由于胚胎

干细胞可以在体外培养的条件下大量扩增并诱导分化成为特定的细胞类型$因此在基因筛选)药物开发)
器官移植和细胞治疗等方面有着广泛的应用前景(材料表面拓扑结构以及可溶性细胞因子作为胚胎干
细胞行为调控诸多因素中非常重要的两个因素$其研究受到越来越广泛的关注(

一方面$作者课题组利用葡萄糖还原氯金酸的方法$成功制备了具有纳米)较低亚微米)亚微米)较高
亚微米和微米级表面粗糙度的金纳米粒子聚集体薄膜!简称金膜"$并系统研究了表面粗糙度对胚胎干细
胞全能性的调控作用.$*/(我们发现$与光滑的金表面相比$具有纳米和较低亚微米级表面粗糙度的金膜
!&X%’%!6<"可以很好地维持胚胎干细胞长期培养时的全能性$而具有较高亚微米和微米级表面粗糙度
的金膜!&X&$*’6<"明显导致胚胎干细胞全能性的降低$加速了细胞不定向分化的速率-并且这种全能
性的丧失会直接降低其后续定向诱导分化的能力!如图*所示"(进一步$通过分析钙黏蛋白介导的细
胞H细胞间相互作用和整合素介导的细胞H基材间相互作用对不同粗糙度金膜表面胚胎干细胞全能性产
生差异的原因进行了探讨(

图*!胚胎干细胞分别在具有纳米和微米级表面粗糙度的金膜上培养后的全能性

!Y17H(基因表达量越高代表细胞全能性越好"以及后续成骨诱导分化图.$*/

\95?0-*! 2̂-S=?09S47-61V.7/7?./6A4.7-496A?17946W-2/Z940.4:<4?.--<W0V4691.7-<1-==.1?=7?0-A466/64H04?52

/6A<9104H04?52ML3F0-.S-179Z-=V_N952-0-RS0-..946=-Z-=4:Y17H(5-6-0-S0-.-67.W-77-01-==S=?09S47-61V.$*/

另一方面$糖胺聚糖!5=V14./<9645=V1/6$MKM"是一类由生物体产生的多功能性活性大分子$它在
细胞黏附)增殖)分化以及抗凝血等生理过程中都发挥着十分关键的作用(我们发现$廉价易得的壳聚糖
作为糖胺聚糖类似物的一种$经过简单的化学方法改性$所得到的磺化壳聚糖也具有类似天然肝素的定
向诱导胚胎干细胞向神经方向分化的生物功能.$+/(同时$不同磺化位点的磺化壳聚糖对胚胎干细胞的
神经诱导效果各不相同$相比于!H!H磺化壳聚糖$)H%H磺化壳聚糖的神经诱导效果更好(此外$磺化程度
也影响着神经分化的效率$磺化度为"的壳聚糖不能诱导胚胎干细胞的神经分化$随着磺化度的提高$其
诱导胚胎干细胞神经分化的能力也随之提高(然而$通过增加磺化位点来提高磺化度却并不一定能提高
神经分化的效果(由此表明$磺化壳聚糖对胚胎干细胞的神经诱导是通过磺化度及磺化位点两者的协同

0)0 !!!!!!!高!!分!!子!!通!!报 !"#$年#"月!



#"‘#("!+#O‘16a9‘#""’H’*!)‘!"#$‘#"‘""#

作用共同完成$但相比于磺化度$磺化位点的作用显得更为重要(

(!结论

本文综述了作者课题组在最近几年来在生物表界面领域的研究进展(一方面$我们发展了多种普
适)高效)简单易行的表面功能化新方法$为材料表面的后功能化奠定了理论基础并提供了切实可行的技
术平台-另一方面$我们围绕调控生物材料表界面与生物环境之间相互作用这一核心科学问题$开发了一
系列具有特定生物功能的材料表面$并应用其调控蛋白质)细菌)细胞与表面的相互作用(这些表面为生
物医用材料与器件$特别是抗凝血材料与器件$组织工程材料)抗菌材料和医用植入材料的发展提供了重
要的科学依据并具有潜在的应用价值(
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