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基于多巴胺自聚合及多肽固定的聚三亚甲基碳酸酯
的细胞相容性评价
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摘 要: 针对聚三亚甲基碳酸酯( PTMC) 内皮细胞
相容性不足的特点，通过在其表面沉积聚多巴胺涂层

并固定精氨酸-谷氨酸-天冬氨酸-缬氨酸( ＲEDV) 多肽
改善 PTMC的细胞相容性。水接触角测试表明 PTMC
表面沉积聚多巴胺及固定 ＲEDV后亲水性得到显著改
善;原子力显微镜观察可以发现相比于 PTMC，沉积聚
多巴胺及固定 ＲEDV后的表面粗糙度明显增加; QCM-
D 结 果 显 示 表 面 固 定 的 ＲEDV 密 度 可 达 到
98． 4 ng /cm2，证明 ＲEDV 可实现对 PTMC 薄膜的固定
修饰。体外内皮细胞和平滑肌细胞粘附与增殖评价表
明 ＲEDV改性的 PTMC薄膜可促进内皮细胞的粘附与
增殖，但对平滑肌细胞粘附增殖的促进作用并不显著。
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1 引 言

药物洗脱支架是治疗冠状动脉粥样硬化性心脏病

的主要手段，其开创了介入治疗新的里程碑［1］，随着药

物洗脱支架的广泛应用，其弊端也逐渐显露［2］。临床
陆续报道药物洗脱支架引发晚期血栓等不良事件［3］，

主要由于支架涂层在抑制平滑肌细胞增生的同时也抑

制内皮细胞的修复，从而造成内皮愈合延迟及愈合不

完全［4］。因此，支架表面内皮化对支架植入后抗晚期
血栓及再狭窄具有重要作用。
聚三亚甲基碳酸酯是一种聚碳酸酯类高分子，其

较高的力学性能和表面溶蚀的降解特点显示其作为支

架药物载体的潜力［5-6］。然而，侯瑞霞等［7］研究表明
PTMC 表面几乎无内皮细胞的粘附增殖，其内皮细胞
相容性较差。因此有必要对 PTMC 进行表面改性，改
善其内皮细胞相容性。
多巴胺( dopamine) 是一种生物体内的神经传导物

质。Lee等［8］发现多巴胺在碱性溶液中可发生氧化交
联反应，在高分子、金属等表面形成具有超强粘附力的
聚多巴胺涂层。研究表明［8-10］，多巴胺粘附机理来自
于分子中邻苯二酚与氨基官能团，其可与材料表面建

立共价和非共价相互作用，通过物理化学作用稳定牢

固附着在材料表面。Lee 等［8］在多种聚合物表面沉积
多巴胺，反应 12 h后涂层厚度达 50 nm; Xi 等［11］在聚
四氟乙烯表面沉积多巴胺，显著改善疏水聚合物表面

亲水性。此外，聚多巴胺层富含邻苯二酚，这些基团易
被氧化成醌基，可与含硫醇、氨基的分子发生迈克尔
加成和席夫碱反应 ( 图 1 ) ，将功能分子引入材料表
面［12-13］。

图 1 醌基与氨基反应原理
Fig 1 Ｒeaction principle of quinine and amino
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ＲEDV是由精氨酸-谷氨酸-天冬氨酸-结氨酸组成
的四氨基酸序列，属细胞外基质纤维粘连蛋白 CS5 区
域的功能性短肽。ＲEDV 能特异性识别整合素 α4β1，
而整合素 α4β1 是一种存在于内皮细胞膜表面的具有
调控内皮细胞粘附功能的蛋白，其可通过识别内皮细

胞膜表面的整合素 α4β1 介导内皮细胞在材料表面的
粘附［14-15］。Hubbell等［16］发现 ＲEDV 可增强内皮细胞
的粘附，且具有内皮细胞特异性粘附作用。Plouffe
等［17］研究了固定 ＲEDV 的微流道在剪切力作用下对

内皮和平滑肌细胞的选择性粘附，发现微流道吸附内

皮细胞的能力显著增强。魏雨等［18］发现 ＲEDV 修饰
的支架涂层呈现内皮细胞选择性粘附生长。
本文通过在 PTMC 表面沉积聚多巴胺涂层，并以

该涂层为平台，利用聚多巴胺涂层表面大量的醌基，通

过迈克尔加成和席夫碱反应将含氨基 ( —NH2 ) 的
ＲEDV固定在聚多巴胺修饰的 PTMC 表面，改善 PTMC
的细胞相容性( 图 2) 。

图 2 不锈钢表面沉积多巴胺并固定 ＲEDV示意图
Fig 2 Illustrations of dopamine self-polymerization and subsequent ＲEDV immobilization

2 材料和方法

2． 1 材料
PTMC( Mn = 500 000) ，山东岱罡生物工程有限公

司; CH2Cl2，成都金山化学试剂有限公司，分析纯; Do-
pamine，Sigma-Aldrich公司; ＲEDV，上海科肽生物科技
有限公司。
2． 2 PTMC薄膜的制备、表面沉积多巴胺及多肽固定
用溶液浇注法在不锈钢表面制备纯 PTMC 薄膜;

将 PTMC样品置于 2 mg /mL 多巴胺-Tris 缓冲液 ( pH
值 = 8． 5) 中反应 48 h，然后超声清洗 3 次并吹干，得到
表面沉积聚多巴胺的 PTMC 薄膜，标记为 P-D-48 h;将
ＲEDV溶于 1． 2 mg /mL的 Tris 缓冲液中得到 0． 1 mg /
mL的多肽溶液，然后将 P-D-48 h 薄膜置于多肽溶液
中，37 ℃下反应 24 h，用蒸馏水洗去未反应的多肽，烘
干备用，标记为 P-D-ＲEDV。
2． 3 材料学表征
采用型号为 DSA100 的接触角测量仪 ( KＲSS，

Germany) 对样品表面的水接触角进行测量。采用石英
晶体微天平 ( QCM-D，Q-Sense AB，Sweden) 动态检测
表面 ＲEDV 多肽的组装过程。采用原子力显微镜
( AFM，CSPM5500，北京本原) 对薄膜表面形貌和粗糙
度进行分析，扫描区域 10 μm ×10 μm。
2． 4 体外细胞相容性评价
2． 4． 1 体外细胞粘附与增殖实验
将取自于人脐静脉的内皮细胞和人脐动脉的平滑

肌细胞分别滴入装有样品的 24 孔板中，置于恒温细胞
培养箱中培养 1 和 3 d。之后，取出样品，吸干细胞悬

液，每孔加入 350 μL 含有 10% ( 体积分数) CCK-8 试
剂的 M199 全液。恒温培养箱中孵化 4 h后，溶液移入
96 孔板中，用酶标仪读取其在 450 nm处的吸光度。
2． 4． 2 细胞罗丹明染色和 DAPI细胞核染色
取出培养内皮细胞和平滑肌细胞不同时间的样

品，用磷酸盐缓冲液洗去未粘附的细胞，用 2． 5%的戊
二醛溶液固定。在样品表面滴加 50 μL 罗丹明试剂，
避光静置 15 min，清洗 3 次，再向样品表面加入 50 μL
DAPI，避光静置 5 min 后，用生理盐水清洗 3 次，避光
保存。用荧光显微镜观察内皮细胞和平滑肌细胞并拍
照。
2． 5 统计学分析
应用 SPSS Statistics 17． 0 软件，采用最小显著差法

( LSD) 对数据进行单因素方差分析。

3 结果和讨论

3． 1 水接触角测量
材料表面水接触角大小主要与表面化学组成和形

貌有关。图 3 为样品表面水接触角测量结果。结果表
明，PTMC较疏水，其水接触角为 ( 85 ± 0． 7 ) °; 表面沉
积聚多巴胺后，由于多巴胺的结构中带有亲水的酚羟

基和氨基，水接触角明显下降，为( 53． 9 ± 2． 3 ) °; 固定
ＲEDV后薄膜的表面水接触角与 P-D-48 h相比几乎没
有变化，为( 52． 5 ± 0． 9 ) °。经统计学分析沉积聚多巴
胺以及固定 ＲEDV 后其表面亲水性显著提高 ( P ＜
0． 001) 。材料表面的水接触角变化表明生物分子成功
固定在 PTMC表面。
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图 3 PTMC、P-D-48 和 P-D-ＲEDV 表面的水接触角
Fig 3 Water contact angle of PTMC，P-D-48 h and P-D-

ＲEDV surface

3． 2 薄膜表面 AFM结果
图 4 为 PTMC、P-D-48 h 和 P-D-ＲEDV 表面 AFM

结果。相比于 P-D-48 和 P-D-ＲEDV，PTMC 薄膜表面
较为平整，其表面平均粗糙度( Ｒa ) 为 2． 03 nm;沉积聚
多巴胺涂层后表面有颗粒状凸起，这主要是由于多巴

胺分子在 PTMC 薄膜表面沉积聚合所致，其 Ｒa 为

5． 07 nm;固定 ＲEDV后的表面更加粗糙，且表面由于
多肽在聚多巴胺涂层上固定而呈现出均匀颗粒状，其

表面平均粗糙度 Ｒa 为 18． 3 nm。

图 4 PTMC、P-D-48 h and P-D-ＲEDV表面原子力显微镜结果
Fig 4 AFM results of PTMC，P-D-48 h and P-D-ＲEDV surface

3． 3 QCM-D检测薄膜表面 ＲEDV定量分析结果
聚多巴胺涂层表面的醌基( C O) 与 ＲEDV 多肽

上的氨基( —NH2 ) 可以通过迈克尔加成或希夫碱反应

进行共价固定。图 5 为 QCM-D 检测实时动态追踪 P-
D-48 h样品表面固定 ＲEDV 的定量结果。QCM-D 结
果表明，P-D-48 h 表面固定的 ＲEDV 密度达到
98． 4 ng /cm2。Massia等［19］将短肽固定在玻璃表面，其
多肽浓度在 10 fmol /cm2 ( 10 －4 ng /cm2 ) 即可观察到细

胞粘着斑的形成，对细胞的粘附发生作用。

图 5 QCM-D定量检测 ＲEDV的固定
Fig 5 Quantitative result of ＲEDV-immobilization on sam-

ple surface by QCM-D
3． 4 体外内皮细胞( EC)粘附与增殖评价
图 6 为内皮细胞培养 1 和 3 d 的荧光照片。1 d

时，内皮细胞在不锈钢( SS) 表面生长良好，开始铺展，

3 d时，表面内皮细胞数量增大，呈长梭形，细胞伪足明
显，表明内皮细胞在 SS 表面有较好的粘附增殖能力。
与 SS 相比，PTMC 表面粘附的内皮细胞数量极少，形
态较差，说明 PTMC与内皮细胞的相容性较差，这与侯
瑞霞等［8］的研究结果一致。表面沉积聚多巴胺涂层后
的 P-D-48 h样品，1 d 时有少量内皮细胞粘附，3 d 时，
内皮细胞数量增加，开始铺展呈长梭形。ＲEDV 多肽
改性后的样品 1 d时内皮细胞均在表面粘附铺展，3 d
时内皮细胞几乎铺满样品表面，呈现内皮细胞典型的

“铺路石”状，且样品表面细胞排列紧密，该结果说明
ＲEDV短肽的固定显著改善了 PTMC 薄膜的内皮细胞
相容性问题。
图 7 为内皮细胞在样品表面培养 1 和 3 d的 CCK-

8 结果。CCK-8 是一种表征细胞活性和数量的评价方
法，纵坐标的吸光度值越高表示细胞活性和数量越大。
1 d时，PTMC表面活细胞的数量最少，沉积聚多巴胺
涂层后表面的细胞数量和活性有所增加，但比 SS 样品
表面少，而经 ＲEDV 多肽改性的样品表面细胞活性和
数量比 SS显著增加，表面内皮细胞增殖最快。SS、PT-
MC、P-D-48 h和 P-D-ＲEDV样品表面内皮细胞的活性
及数量的显著性差异( P ＜ 0． 001) ，表明 ＲEDV 短肽固
定改性的 PTMC薄膜可以促进内皮细胞的增殖，与内
皮细胞相容性良好。
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图 6 PTMC、P-D-48 h and P-D-ＲEDV表面内皮细胞染色结果
Fig 6 Staining of endothelial cells seeded onto PTMC，P-D-48 h and P-D-ＲEDV surface

图 7 PTMC、P-D-48 h and P-D-ＲEDV 表面内皮细胞
CCK-8 结果

Fig 7 CCK-8 of endothelial cells seeded onto PTMC，P-D-
48 h and P-D-ＲEDV surface

3． 5 体外平滑肌细胞( SMC)粘附与增殖评价
图 8 为平滑肌细胞培养 1 和 3 d 的荧光照片。结

果表明，平滑肌细胞培养 1 d 时几乎铺满 SS 表面，呈
现典型的长梭形，3 d时，细胞已完全铺满样品表面，而
且细胞呈现一定的取向，平滑肌细胞的这种取向更加

接近其在体内的生长状况，从平滑肌细胞在 SS 表面生
长趋势看，SS有利于平滑肌细胞的粘附增殖。在 PT-
MC表面培养 1 d时只有少量平滑肌细胞的粘附，细胞

呈球形，未出现铺展，培养 3 d 后呈无规则细长型，数
量仍很少，表明 PTMC 可抑制平滑肌细胞的粘附和增
殖。P-D-48 h样品 1 d时表面只有少量平滑肌细胞粘
附，3 d时细胞开始在表面增殖，呈长梭形有一定取向
性，说明 PTMC表面沉积聚多巴胺后有利于平滑肌细
胞的粘附增殖。P-D-ＲEDV 表面 1 和 3 d 平滑肌细胞
的粘附数量远少于其它样品，且没有呈现出平滑肌细

胞典型的长梭形，说明平滑肌细胞的增殖能力较差，这

表明 ＲEDV多肽接枝的表面未表现出对平滑肌细胞粘
附增殖能力的显著促进。
图 9 为平滑肌细胞在样品表面培养 1 和 3 d 后

CCK-8 的检测结果。对比各个样品的吸光度值可知，
SS样品表面 1 和 3 d 的吸光度值均为最高; PTMC 样
品表面的活细胞数量在各个时间点都是所有样品中最

少的，这也与图 4 中平滑肌细胞荧光照片相一致，说明
PTMC可抑制平滑肌细胞的增生; P-D-ＲEDV样品表面
的平滑肌细胞相比于 SS 增殖速度较缓慢，说明 ＲEDV
固定的样品表面并未促进平滑肌细胞在样品表面的增

殖。
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图 8 PTMC、P-D-48 h and P-D-ＲEDV平滑肌细胞染色结果
Fig 8 Staining of smooth muscle cells seeded onto PTMC，P-D-48 h and P-D-ＲEDV surface

图 9 PTMC、P-D-48 h and P-D-ＲEDV表面平滑肌细胞
CCK-8 结果

Fig 9 CCK-8 of smooth muscle cells seeded onto PTMC，
P-D-48 h and P-D-ＲEDV surface

4 结 论

通过在 PTMC 薄膜表面沉积聚多巴胺涂层，利用
其表面的醌基成功实现了多肽 ＲEDV 的固定。AFM
结果显示沉积聚多巴胺及固定 ＲEDV后的 PTMC 薄膜
表面粗糙度明显增加; QCM-D 检测表明薄膜表面固定
的 ＲEDV多肽密度为 98． 4 ng /cm2 ;体外细胞相容性评

价表明固定 ＲEDV的 PTMC薄膜可显著促进内皮细胞

的粘附与增殖，但未表现出对平滑肌细胞粘附与增殖

的显著促进作用。因此，PTMC 表面固定 ＲEDV 多肽，
可较显著地改善内皮细胞相容性，有望成为药物洗脱

支架的表面涂层载体。
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Study on cytocompatibility of poly( trimethylene carbonate)
viaself-polymerization of dopamine and covalent immobilization of peptide

ZHANG Jiang，LIU Yang，YUAN Shu-heng，WEN Xu，XU Zhi-han，YANG Xiao-ting，
WANG Jin，HUANG Nan

( Key Laboratory of Advanced Technology for Materials of Education Ministry，
School of Material Science and Engineering of Southwest Jiaotong University，Chengdu 610031，China)

Abstract: In this study，due to the poor compatibility of poly ( trimethylene carbonate) ( PTMC) with endothelial cells
( ECs) ，the polydopamine coating and further immobilization of the peptide ＲEDV ( Arg-Glu-Asp-Val) were used to pro-
mote adhesion and proliferation of ECs． The hydrophilicity of PTMC film modified by polydopaminecoating and immobi-
lization of the peptide ＲEDV was significantly improved; compared to the surface of PTMC，the surfaces of P-D-48 h and
P-D-ＲEDV had higher average roughness． The result of QCM-D indicated that 98． 4 ng /cm2 ＲEDV was immobilized on
the PTMC． Endothelial cells in vitro indicated that the PTMC film immobilized with ＲEDV peptidescan promote the ad-
hesion，spreading and proliferation of ECs，but this ＲEDV-modified PTMC film had no significant influence on the adhe-
sion and proliferation of smooth muscle cells．
Key words: drug-eluting stents; poly( trimethylene carbonate) ; dopamine; ＲEDV; biocompatibility
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