
!实验研究!

京尼平交联羊膜生物支架的生物物理特性
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!!'摘要(!目的!探讨京尼平交联羊膜作为生物支架的生物特性及可行性)!方法!获取新鲜脐带%采用

贴壁法分离培养人脐带间充质干细胞 " HgWBUW>#) 采用流式细胞技术测定细胞表面标志物 Y(@W8"E*Y(@

W8E'*Y(@W8?%*V:XW@$%' 和 V:XW@96J@E 单克隆抗体及鉴定细胞) 取第 " 代 HgWBUW>进行成脂*成骨诱导培

养%分别用茜素红和油红 9染色鉴定) 无菌条件下取健康剖宫产羊膜%将修剪的组织块固定于硝酸纤维素膜

并按照京尼平质量浓度*交联温度和时间的不同分为 $& 个组%分析质量分数 %_']*$]京尼平在 "; C*E' C

条件下交联羊膜 &E*"# 和 EA H 后羊膜的最大拉伸位移和最大载荷) 将 HgWBUW>分为 HgWBUW>组*新鲜羊膜

组"孔板中铺上新鲜羊膜后加入 HgWBUW>进行培养#*交联羊膜组*交联羊膜z明胶组和明胶组%分别按照分

组在培养孔中铺上相应物质对 HgWBUW>进行培养%采用羟脯氨酸试剂盒检测各组交联羊膜中羟脯氨酸含量)

于培养后第 " 天采用 BXX法检测各组细胞增生值"吸光度%[值#以评估交联羊膜的生物相容性)!结果!与
%_']京尼平交联羊膜相比%$]京尼平交联羊膜最大拉伸位移减小+"A_"$t%_E"#))与"E_E?t%_";#)),%

差异有统计学意义".b#_;A'%Nr%_%'#) %_']京尼平在 "; C和 E' C条件下交联 &E H 羊膜最大拉伸位移分

别为"?_A?t$_%?#))和"'_"?t%_'?#))%差异有统计学意义".b#_"A?%Nr%_%'#$%_']京尼平在 "; C条件

下交联 &E*"# 和 EA H 羊膜最大拉伸位移逐渐减小%但差异无统计学意义"Nx%_%'#) 与 %_']京尼平交联羊

膜相比%$]京尼平交联羊膜最大载荷增大+""_?Et%_"$#T与"'_$?t%_&;#T,%差异有统计学意义".b"_%"E%

Nr%_%'#)%_']京尼平在 E' C条件下交联 &E H 羊膜载荷明显高于 "; C条件下%差异有统计学意义 ".b

'_'&A%Nr%_%'#)$]京尼平交联羊膜*%_']京尼平交联羊膜和新鲜羊膜中羟脯氨酸质量分数分别为"$_&At

%_"##*"&_%"t%_E?#和"&_$$t%_$%#)/</%$]京尼平交联羊膜中羟脯氨酸质量分数明显低于 %_']京尼平交

联羊膜和新鲜羊膜%差异均有统计学意义"均 Nr%_%'#) 新鲜羊膜组*明胶组和 HgWBUW>组培养 " 5 后细胞

增生值均明显低于交联羊膜组和交联羊膜z明胶组%差异均有统计学意义"均 Nr%_%'#%交联羊膜组与交联羊

膜z明胶组间细胞增生值的差异无统计学意义"Nx%_%'#)!结论!不同温度*不同交联时间和不同质量分数

京尼平均影响交联羊膜的力学特性%交联羊膜的细胞毒性小%可塑性更好%有望作为人工角膜的载体支架)!
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!!羊膜薄而透明%且不含血管及神经 +$, %早在 $?$%
年即用于皮肤移植%随后又成功用于角膜损伤的修复)
近年来%羊膜在眼部疾病中的应用日益广泛%尤其是角
膜溃疡及角膜穿孔的治疗%能够控制病变的进展并有
效保存了角膜的形态结构

+&Z", ) 然而%羊膜用于眼病
治疗也存在着不足之处%如单层羊膜薄而柔软%不易塑
形%使用时易撕裂%不易缝合%多层羊膜易出现褶皱*羊
膜与羊膜之间的积液或积气等) 因此%改变羊膜固有
的性状使之成为改良羊膜成为研究的热点) 京尼平是
栀子苷经 #@葡萄糖苷酶水解后的产物%研究表明其细
胞毒性非常小%是一种较为理想的生物交联剂 +EZ', )
但是%京尼平是否可以用于羊膜交联以发挥生物支架
作用尚不清楚) 本研究以去上皮细胞羊膜为研究材
料%经不同质量分数京尼平*不同交联温度*不同交联
时间交联羊膜%以制备新型的羊膜交联生物材料%为其
临床应用提供前期实验数据)

;5材料与方法

;3;5材料

京尼平*明胶"美国 U+/)*公司#$羟脯氨酸试剂盒
"南京建成生物工程研究所#$8B(B培养基*胎牛血
清"美国 C+N60公司#$质量浓度 %_&']胰蛋白酶"美
国 C+N60公司 #$BXX检测试剂盒 "美国 YI0)4/*公
司#) 万能力学试验机"美国 :7>JI07 公司#)
;3<5方法
;3<3;5人脐带间充质干细胞的分离与培养5健康剖
宫产羊膜及脐带由健康产妇自愿捐献%并签署知情同
意书%本研究方案经昆明医科大学附属甘美医院伦理
委员会审核批准"批文号&Uadk@&%$&@&E#) 采用贴壁
法分离培养人脐带间充质干细胞 " H.)*7 .)N+,+6*,
60I5 )4>476HL)*,>J4)64,,>%HgWBUW>#) 无菌条件下
取脐带%置于体积分数 ;']乙醇中消毒灭菌%用生理
盐水漂洗 " 次%去除脐带两端结扎处%将洗净的脐带剪
成 " '̀ 6)小段%浸于 E C YFU 中%剥离脐带中的 & 条
动脉和 $ 条静脉血管%将剥离干净的脐带组织浸入
E C YFU 中清洗 & 次%用剪刀将组织剪成约 $ ))小
块%将剪好的组织块平铺于 # 孔板中%将 # 孔板置于
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"; C*']W9&培养箱中孵育 "% )+7%预热 8B(B完全
培养基至 "; C%向 # 孔板中加入 & ),预热好的8B(B
完全培养基%置于培养箱中培养%每 " 天换液 $ 次%待
细胞融合至 A%]进行传代培养 +#, )
;3<3< 5 HgWBUW>的鉴定及诱导分化!取第 " 代
HgWBUW>%用 Y(@W8"E*Y(@W8E'*Y(@W8?%*V:XW@$%'
和 V:XW@96J@E 单克隆抗体行细胞表面标志物标记%采
用流式细胞技术检测 Y(@W8"E*Y(@W8E'*Y(@W8?%*
V:XW@$%' 和 V:XW@96J@E 在细胞中的表达) 将第 " 代
HgWBUW>接种到 # 孔板中%根据成脂*成骨诱导试剂
盒进行培养%成骨诱导培养基&体积分数 $%]胎牛血
清%$% ))0,<a#@磷酸甘油%$u$%Z; )0,<a地塞米松%
'% !)0,<a抗坏血酸$成脂诱导培养基& %_' ))0,<a
"@异丁基@$@甲基黄嘌呤 ":FBh#%%_$ ))0,<a吲哚美
辛%$%]胎牛血清%$% !/<),胰岛素%$ !)0,<a地塞米
松$分别用诱导培养基连续培养 " 周%每 " 天更换 $ 次
培养液%分别用茜素红和油红 9染色鉴定)
;3<3=5交联羊膜的制备5无菌条件下取健康剖宫产
羊膜%生理盐水反复冲洗干净%钝性分离羊膜层与绒毛
膜层%将羊膜剪成 E 6)uE 6)组织块%固定于硝酸纤维
素膜上%将固定好的羊膜分为 $& 个组%每组按不同的
条件进行交联&选取质量分数 %_']和 $]京尼平分别
在 "; C*E' C条件下处理 &E*"# 和 EA H%然后均用
YFU 清洗%用冻存液浸泡后置于ZA% C冰箱保存备用)
;3<3>5交联羊膜的力学检测5将交联好的羊膜剪成
" 6)u$ 6)的长条状%在万能力学试验机上进行测试%
用夹持钳分别固定住样本的两端单向拉伸%直至样本
断裂%计算机自动输出最大拉伸位移"))#*载荷"T#
和弹性模量"BY*#)
;3<3?5采用组织样本酸水解法测定不同条件下羊膜
中羟脯氨酸质量分数变化5按照羟脯氨酸试剂盒操作
说明%分别检测新鲜羊膜与各不同交联条件下羊膜中
的羟脯氨酸含量%取出羊膜后洗净%液氮研磨后称量%
每 $%% )/样本加入 # )0,<a盐酸溶液 $ ),%沸水中水
浴 ' H%流水冷却后加指示剂 $ 滴%摇匀$各管加入调
GS甲液 $_' ),*乙液 %_& ),%混匀$加双蒸水至 $% ),%
混匀$取 " È ),加入适量活性炭并混匀%离心半径
?_E" 6)%" '%% I<)+7 离心 $% )+7$取上清液依次加入
试剂一*试剂二和试剂三$检测并记录 ''% 7)处吸光
度"[#值)
;3<3@5BXX法评估羊膜的生物相容性!将新鲜羊膜
与交联后羊膜裁剪成 $_& 6)u$_& 6)的小块%YFU 冲
洗干净后浸泡于体积分数 %_&']过氧乙酸灭菌溶液
中"将 $_&' ),过氧乙酸灭菌溶液加入到 $&_' ),无水

乙醇中混匀%用生理盐水定容至 '%% ),#%振荡 ' `
$% )+7后静置 $' )+7%取出%YFU 冲洗) 将羊膜分为 '
个组%交联羊膜组将交联羊膜与 HgWBUW>共培养$交
联羊膜 z明胶组将交联羊膜上铺上明胶后再与
HgWBUW>共培养$新鲜羊膜组将新鲜羊膜与 HgWBUW>
共培养$HgWBUW>组仅单纯培养 HgWBUW>$明胶组在
培养孔板铺上明胶后再加入 HgWBUW>) 各组每天设
置 " 个复孔"EA 孔板#%于培养后第 " 天行细胞增生检
测%吸出原有培养基%用 YFU 清洗干净%加入无酚红基
础培养基 &%% !,和 BXX试剂 E% !,%混匀后放于 "; C
细胞培养箱中静置 E H%吸出上清液 $%% !,于 ?# 孔板
中%于 E?% 7)处检测吸光度"[#值%持续 ; 5%用第 " 天
检测结果进行统计分析"每组 " 个复孔#)
;3=5统计学方法

采用 UYUU $"3% 统计学软件进行统计分析) 本研
究中测量指标的数据资料经 UH*G+I0@l+,c 检验呈正态
分布%以 Kt-表示%组间均数经 a4M474检验方差齐)
采用均衡分组单因素干预两水平或多水平比较研究设

计%不同质量分数京尼平组*不同温度交联组间交联羊
膜的最大拉伸位移和载荷差异比较采用独立样本 .检
验$不同交联时间组交联羊膜的检测指标差异比较采
用单因素方差分析$新鲜羊膜组*交联羊膜组*交联羊
膜z明胶组*明胶组*HgWBUW>组 HgWBUW>增生值和
细胞内脯氨酸含量的总体差异比较采用单因素方差分

析%组间两两比较采用 aU8@.检验) Nr%_%' 为差异有
统计学意义)

<5结果

<3;5培养的 HgWBUW>形态及鉴定
培养的 HgWBUW>呈梭形或不规则形"图 $e#%纯

化培养的 HgWBUW>呈长梭形"图 $F#) 成骨诱导后 &
周%茜素红染色可见红色的致密结节"图 $W#$成脂诱
导后 & 周可见细胞内含大小不等的脂肪颗粒小泡%油
红 9染色脂肪滴染为红色"图 $8#) 流式细胞术检测
显示%培养细胞中的 Y(@W8?%*Y(@$%' 和 Y(@96J@E 表
达阳性细胞率分别为 " A?_%$ t&_"& #]* " ?$_## t
#_$$#]和 ""A_?AtA_# #]%Y(@W8"E 和 Y(@W8E' 表
达阳性细胞率仅分别为 "%_"$t%_$##]和 "%_"']t
%_&%#]"图 &#)
<3<5交联羊膜体外性能的检测

%_']京尼平在 "; C条件下交联的羊膜拉伸位移
能力最大%但最大载荷力较小$%_']京尼平交联温度
升高后羊膜拉伸位移能力轻度下降%而最大载荷力在
交联后各时间点均增加$$]京尼平交联后羊膜拉伸位

!?%$!中华实验眼科杂志 &%$A 年 & 月第 "# 卷第 & 期!WH+7 [(2G 9GHJH*,)0,%V4NI.*IL&%$A%\0,3"#%T03&
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图 ;5培养的 $UCFAC&的形态和鉴定m标尺b$%% !)#!e&原代培
养的 HgWBUW>多呈梭形!F&培养的第 " 代 HgWBUW>呈长梭形!
W&第" 代 HgWBUW>成骨诱导后 & 周可见钙化致密结节m茜素红#!
8&第" 代 HgWBUW>成骨诱导后 & 周可见脂肪滴为红色染色m油红 9#

移能力明显下降%但交联不同温度下和各时间点羊膜
最大载荷力较 %_']京尼平在 "; C条件下均增加)
与 %_']京尼平交联羊膜相比%$]京尼平交联羊膜最大
拉伸位移减小+mA_"$t%_E"#))与mE_E?t%_";#)),%
差异有统计学意义m.b#_;A'% Nr%_%'#) %_']京尼平
在"; C与 E' C条件下交联 &E H 羊膜最大拉伸位移分

别为m?_A?t$_%?#))和 m'_"?t%_'?#))%差异有统
计学意义m.b#_"A?%Nr%_%'#$%_']京尼平在 "; C条
件下交联 &E*"# 和 EA H 羊膜最大拉伸位移逐渐减小%
但差异无统计学意义 mNx%_%'#) 与 %_']京尼平交
联羊膜相比% $] 京尼平交联羊膜最大载荷增大
+m"_?Et%_"$#T与m'_$?t%_&;#T,%差异有统计学意
义m.b"_%"E%Nr%_%'#) %_']京尼平在 E' C条件下
交联&E H羊膜载荷明显高于 "; C条件下%差异有统计
学意义m.b'_'&A%Nr%_%'#m表 $%图 "#)

表 ;5不同条件下交联羊膜的机械性能m*X?#

京尼平含量 交联温度mC# 交联时间m H# 最大拉伸位移m))# 最大载荷mT#

%3']京尼平 "; &E ?3A?t$3%? "3;'t%3?%
%3']京尼平 "; "# ?3?"t%3?' &3?%t%3??
%3']京尼平 "; EA ?3$#t$3E& &3E%t%3'#
%3']京尼平 E' &E '3"?t%3'? E3;%t%3$%
%3']京尼平 E' "# ;3#?t$3#' '3';t$3$A
%3']京尼平 E' EA ;3'%t$3%E E3'"t$3&;
$]京尼平 "; &E ;3&At%3A? '3''t$3&%
$]京尼平 "; "# E3A't%3AE E3$;t$3#;
$]京尼平 "; EA "3?%t%3E' E3"t%3&#
$]京尼平 E' &E "3;%t%3"; #3;"t%3E#
$]京尼平 E' "# &3?"t%3#; '3A%t%3#?
$]京尼平 E' EA &3$'t%3$A E3;"t%3#;
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图 <5$UCFAC&表面标志物在培养细胞中的表达!e (̀分别为 W8"E*W8E'*W8?%*W8$%'*96J@E 流式细胞图mY(#!可见 W8?%*W8$%' 阳性细
胞表达率最高%W8"E 和 W8E' 阳性细胞表达率极低!V&各表面标志物阳性表达率的量化比较
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图 =5京尼平交联对材料力学性能的影响!e&不同质量分数京尼平交联羊膜的最大拉伸位移量化比较!与 %_']京尼平组比较%*Nr%_%'m独立

样本 .检验%(b$?#!F&不同质量分数京尼平交联羊膜的最大载荷比较!与 %_']京尼平组比较%*Nr%_%'m独立样本 .检验%(b$?#!W&%_']京
尼平在 "; C条件下交联 &E H 羊膜应力Z应变曲线!8&$]京尼平在 E' C条件下交联 &E H 羊膜应力Z应变曲线

<3=5不同条件下交联羊膜中羟脯氨酸质量分数变化
$]京尼平交联羊膜*%_']京尼平交联羊膜和新

鲜羊膜中羟脯氨酸质量分数分别为 m $_&A t%_"# #*
m&_%"t%_E?#和m&_$$t%_$%#)/</%" 个组间总体比较
差异有统计学意义mRb;_'&;%Nr%_%'#%$]京尼平交
联羊膜羟脯氨酸质量分数明显低于 %_']京尼平交联

羊膜和新鲜羊膜m图 E#$交联温度 "; C和 E' C交联
羊膜中羟脯氨酸含量分别为 m $_#$ t%_E; # )/</和
m$_;"t%_;'#)/</%差异无统计学意义mNx%_%'#$交
联时间为 &E H 和 EA H 交联羊膜中羟脯氨酸含量分别
为m$_;?t%_"?#)/</和m$_'?t%_#E#)/</%差异无统
计学意义mNx%_%'#)
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a a

图 >5不同条件下交

联羊膜中羟脯氨酸

质量分数比较!Rb

;_'&;a Nr%_%'3与
$]京尼平组比较a
*Nr%_%' "单因素方

差分析aaU8@.检验a

(b'#

<3>5不同方法处理后羊膜生物相容性比较
新鲜羊膜组*交联羊膜组*交联羊膜z明胶组*明

胶组*HgWBUW>组 HgWBUW>增生值"[#分别为 %_$&t
%_%E*%_E# t%_%#*%_"? t%_$#*%_?% t%_"$ 和 $_"& t
%_EEa各组间总体比较差异有统计学意义 " Rb
E"_'&%aNr%_%%$ #a 其 中 新 鲜 羊 膜 组* 明 胶 组 和
HgWBUW>组细胞增生值均明显低于交联羊膜组和交
联羊膜z明胶组a差异均有统计学意义"均 Nr%_%'#a
交联羊膜组与交联羊膜z明胶组间细胞增生值的差异
无统计学意义"Nx%_%'#"图 '#)
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图 ?5各组细胞培

养 后 $UCFAC&

的 增 生 趋 势 !

HgWBUW>组人脐带

间充质干细胞

=5讨论

羊膜不仅形状优良a含有人体最厚的基底膜a而且
其来源丰富a易于获得a因此应用广泛 +;Z$%, a李颖等 +$$,

将角膜基质细胞诱导分化的脂肪间充质干细胞种植在

羊膜上用于兔角膜碱烧伤的治疗a取得了较好的疗效)
但是羊膜薄而透明a故不易塑形a易撕裂且不易缝合a
影响了其在临床上的应用) 近年来a为了使羊膜能更
好地应用于临床a如何改变羊膜固有的生物学特性成
为了研究热点a而交联剂能改变生物材料的胶原结构
及表观a故受到研究者的注意 +$&Z$", ) 化学交联剂戊二
醛能够使羊膜的力学强度增加a改变羊膜的显微结
构

+$E, a但其交联材料的细胞毒性较大 +$', ) 京尼平是
一种新型天然生物交联剂a其首先与氨基酸反应生成
一个芳香族的单体a之后这一芳香族的单体可能由于
基于自由基反应的二聚体作用而形成环状的分子间和

分子内交联结构
+$#Z$;, a其交联反应温和a交联度可控a

形成的交联制品具有稳定性好*细胞毒性小*生物相容

性好*不发生降解及钙化等特点) 随着现代医学技术
和生物学技术的不断发展a异体*异种生物组织的应用
越来越广泛a许多异种生物组织a如心脏瓣膜*血管以
及韧带等已普遍用于各种移植手术中) 在一系列的体
外测试中a京尼平交联处理的生物制品比戊二醛交联
的生物制品变性温度略低

+$A, a其细胞毒性也较低) 细
胞毒性包括交联剂本身的毒性及其交联制品的毒性a
对于植入性交联制品与宿主组织之间的相容性有很大

影响a交联剂的细胞毒性越低a所交联生物组织的组织
相容性就越好a植入宿主体内后所引发的炎性反应程
度就越轻a可加速宿主组织的生长和愈合)

本研究通过对分离培养的 HgWBUW>形态*细胞标
志物及细胞分化潜能的鉴定a发现培养的细胞形态符
合 HgWBUW>的长梭形a流式细胞技术鉴定显示培养细
胞中不表达 W8"E 和 W8E'a但 W8?% 和 W8$%' 表达较
强a96J@E 阳性细胞约占 E%]a同时培养的细胞可诱导
成脂和成骨分化a说明其具备分化潜能a这些特性说明
分离培养的是 HgWBUW>)

本研究还显示a不同质量分数的京尼平*不同的交
联时间和不同交联温度交联的羊膜最大拉伸位移及最

大载荷有所不同a但京尼平质量分数变化的影响较大)
最大拉伸位移反映了样本可塑性的大小a最大拉伸位
移越小其刚性越大a可塑性越大a$]京尼平交联羊膜
比新鲜羊膜和 %_']京尼平交联的羊膜更易成型) 最
大载荷显示了材料强度特性a最大载荷越大其强度也
越大a在实际应用中更不易撕裂) 这 & 个特性的改变
很好地解决了羊膜在实际应用中不易成型*易撕裂的
缺陷a本研究中某些条件下交联的羊膜最大拉伸位移
接近兔角膜"A_%$ ))#和人角膜 "'_%A ))#a最大载
荷可达到兔角膜""_'% T#a但与人角膜"&&_%% T#相
比还有一定差距a这也是我们仍需要进一步研究改进
的问题)

羟脯氨酸质量分数的测定反映了不同交联条件对

样本中胶原蛋白含量的影响a本研究中发现京尼平质
量分数仍是影响交联羊膜中羟脯氨酸含量的主要因

素a与力学性能检测结果相吻合a说明京尼平在交联过
程中改变了羊膜的分子结构a使胶原蛋白变性a从而减
少了样本中胶原蛋白含量a为交联效果的评估提供了
一个新的指标)

本研究中结合生物力学检测结果和羟脯氨酸质量

分数检测筛选实验的交联条件a即 $]的京尼平在
E' C条件下交联 &E H 交联羊膜特性较好a因此我们用
于进一步的实验) 此外研究中还增加了明胶组a因为
明胶有利于细胞的贴壁生长a还有利于干细胞的分化a

!$$$!中华实验眼科杂志 &%$A 年 & 月第 "# 卷第 & 期!WH+7 [(2G 9GHJH*,)0,aV4NI.*IL&%$Aa\0,3"#aT03&
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结果显示新鲜羊膜组细胞毒性最大%交联羊膜组与交
联羊膜z明胶组细胞毒性减低%明胶组比 HgWBUW>组
细胞增生值降低%分析其原因可能与下列因素有关&新
鲜羊膜中生物活性物质多%而这些物质可能存在细胞
毒性%影响细胞的生长$交联羊膜无生物活性物质%对
细胞生长的影响较小$交联羊膜z明胶组羊膜细胞毒
性略低于交联羊膜组的原因可能是加入明胶后更利于

其分化生长%这在明胶组与对照组的比较中也得到了
印证) 另外%与其他组相比%HgWBUW>组和明胶组第 $
天检测的细胞数量就明显高于其他组%但后期生长过
程中各组细胞数量变化不大) 因此%我们认为交联羊
膜和新鲜羊膜主要影响了最初细胞的贴壁%而不是贴
壁后细胞的生长)

综上所述%适宜的交联条件能更好地改变羊膜的
物理性状特征%也使羊膜有更好的细胞相容性%在减轻
组织炎症方面发挥很好的作用) 进一步的研究仍需探
讨用交联羊膜作为载体*以 HgWBUW>作为种子细胞来
制作人工角膜的可行性)
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