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　　[摘要 ]　目的　观察聚乳酸—聚乙醇酸共聚物 ( PLGA ) 2Ⅰ型胶原—壳聚糖复合人工硬脊膜的生物相容性。
方法　制作 PLGA膜 (膜Ⅰ)、PLGA2Ⅰ型胶原复合膜 (膜Ⅱ)、PLGA2Ⅰ型胶原—壳聚糖 (9∶1)复合膜 (膜ⅢA )、PL2
GA2Ⅰ型胶原—壳聚糖 (5∶5)复合膜 (膜ⅢB) ,对其行接触角、吸水率测定及细胞毒性实验。结果　吸水率 :膜Ⅰ <

膜ⅢB <膜ⅢA <膜Ⅱ, P均 < 0. 01;接触角 :膜Ⅱ <膜ⅢA <膜ⅢB <膜Ⅰ, P均 < 0. 01;细胞毒性实验 :第 1天 ,各

膜间 OD值比较 , P > 0. 05;第 3、7天 ,膜Ⅰ与膜Ⅱ、膜ⅢA,膜ⅢA与膜ⅢB比较 , P均 < 0. 05。结论　PLGA膜经Ⅰ

型胶原和壳聚糖改性后 ,可以促进细胞在膜上的黏附、贴壁能力。膜ⅢA在生物相容性方面基本符合人工硬脊膜

的要求。
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　　Abstract:O bjective　To observe the biocompatibility of PLGA2type2Ⅰcollagen2Chitosan composite membrane as arti2
ficial sp inal dura mater. M ethods　To p roduce PLGA membrane (MⅠ) , PLGA2type2Ⅰ collagen composite membrane

(MⅡ) , PLGA2type2Ⅰcollagen2Chitosan (9∶1) composite m (MⅢA) and PLGA /2type2Ⅰcollagen2Chitosan (5∶5) compos2
ite (MⅢB). Contact angle, absorp tion rate and cytotoxicity study were used to research all type m s. Results　Contact an2
gle:MⅡ <MⅢA <MⅢB <MⅠ, P < 0. 01; Absorp tion rate:MⅠ <MⅢB <MⅢA <MⅡ, P < 0. 01; Cytotoxic experiment: at

1 st day, the OD value between each membrane didn’t have significant difference, P > 0. 05. A t 3 rd and 7 th day, there is sig2
nificant difference between MⅠand ⅡorⅢA, (MⅢA and ⅢB, all P < 0. 05. Conclusion s　After being modified by type2Ⅰ
collagen and Chitosan, PLGA membrane could striking enhance the adhesion and p roliferation of L929 cell. On the whole,

(MⅢA can meet the biocompatibility as a type of material of artificial sp inal dura mater.
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　　硬脊膜损伤临床常见。由于自体组织、异体组

织、动物来源的硬脊膜替代材料因质地欠佳、可诱发

排斥反应及传播疾病等 ,均难以成为理想的修复替

代材料 ,而人工硬脊膜替代材料的生物相容性较差。

聚乳酸—聚乙醇酸共聚物 ( PLGA)是脂肪族聚酯类

生物可降解、毒性小、强度可调节的高分子材料 ,符

合人工硬脊膜材料的基本条件 [ 1 ]。Ⅰ型胶原是人

体硬脊膜组织和细胞外基质的主要成分 ,对细胞的

黏附和增殖有明显促进作用。而壳聚糖具有良好的

生物相容性和特殊机械性能 [ 2, 3 ]。鉴此 , 2006年 12

月～2008年 1月 ,我们以 PLGA、Ⅰ型胶原及壳聚糖

[基金项目 ]上海市科研基金资助项目 (08411963800)。

为原料 ,做成多孔 PLGA膜、PLGA2Ⅰ型胶原膜和
PLGA2Ⅰ型胶原—壳聚糖复合膜 ,观察其对细胞生

物相容性的影响。

1　材料与方法

1. 1　材料　多孔 PLGA膜 (济南岱罡生物科技有限

公司提供 ) , Ⅰ型胶原蛋白 ( Sigma公司 ) ,壳聚糖
(上海其胜生物制剂医疗器械公司 ) ,成纤维细胞

L929 (中科院上海生命科学院细胞所提供 )。电子

天平 ,接触角仪 ,海鸥 37XA倒置相差生物显微镜 ,

CO2培养箱。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　实验用膜的制作　①多孔 PLGA膜 (膜Ⅰ) :

取 0. 5 g的 PLGA溶解于 5 m l氯仿中 ,待聚合物完
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全溶解后 ,加入粒径为 80～100μm的 NaC l晶体 ,

用磁力搅拌均匀后 ,浇注于模具中。静置 24～48 h,

脱模后再静置 ,然后在真空干燥 24 h。在搅拌作用

下用双蒸水浸泡 48 h,脱去其中的 NaCl,取出后沥

干水 ,空气、真空干燥各 48 h,直至恒重 ,进行 PLGA

支架的制作。60 Co照射消毒 ( 25 kGy)。②多孔

PLGA2Ⅰ型胶原复合膜 (膜Ⅱ)的制作 :在 10 ℃环境

下将 20 g/L的Ⅰ型胶原蛋白液倒入底层铺有膜 Ⅰ

的模具中 。层流清洁台内 40 ℃下风干 ,用 0. 25%

戊二醛溶液交联处理 24 h,真空干燥 24 h, PBS液反

复浸泡、漂洗 ,其余步骤同膜Ⅰ。③多孔 PLGA2Ⅰ型
胶原—壳聚糖复合膜 (膜 ⅢA和膜 ⅢB )的制作 : Ⅰ

型胶原蛋白液中加入 20 g/L的壳聚糖液 ,两者的体

积比分别为 9∶1 (膜ⅢA )和 5∶5 (膜ⅢB ) ,将混合液

倒入底层铺有多孔 PLGA膜的模具中 ,其余的制作

流程同上。分别制作出膜ⅢA和膜ⅢB。

1. 2. 2　吸水率测定　将各种膜用电子天平称重后 ,

浸于 37 ℃蒸馏水中 , 4 h后将其取出并快速拭干称

重。吸水率根据下式计算 (每个数据测 5组 ,取其

平均值 ) ,吸水率 = (吸水后质量 -吸水前质量 ) /吸

水前质量 ×100%。

1. 2. 3　接触角的测定　用接触角仪测定。测定温

度为 20 ℃,双蒸水滴在样品表面 ,取相互距离 5 mm

3点 ,用悬滴法影像分析 Q /2切线法计算接触角。

1. 2. 4　细胞增殖实验 　将 4种膜材料裁成直径 6

mm的圆片 ,放入 96孔培养板 ,分别为膜 Ⅰ、Ⅱ、

ⅢA、ⅢB组 ,另设空白对照组 (膜 0组 ) ,每组 6个

标本 ,膜上加入成纤维细胞 L929 (4. 0 ×10
3

m l)。各

孔加入 RPM I1640细胞悬浮培养液、10%胎牛血清。

在 37 ℃、5% CO2培养箱内孵育 1、3、7 d, 1、3、5 d时

更换新的培养液 ,镜下观察 L929形态、贴壁及大体

增殖情况。吸出原培养基后每孔加入 RPM I1640培

养基 200μl及噻唑蓝 (MTT) 40μl, 37 ℃孵育 4 h,

在酶联免疫检测仪上测定波长 490 nm的光密度
(OD)值 (代表细胞增殖情况 )。细胞增殖情况佳 ,

提示材料的细胞毒性小。

1. 2. 5　统计学方法　采用 SPSS13. 0统计软件 ,对

数据进行方差分析。α = 0. 05。

2　结果

2. 1　吸水率及接触角测定结果　吸水率 :膜Ⅰ <膜

ⅢA <膜 ⅢB <膜 Ⅱ, P < 0. 01。接触角 :膜 Ⅱ <

膜ⅢA <膜 ⅢB <膜 Ⅰ, P < 0. 01。膜 Ⅰ吸水率为

16. 37% ±4. 37% ,接触角为 87. 30°±10. 98°;膜 Ⅱ

分别为 30. 70% ±5. 51% , 71. 05°±6. 54°;膜ⅢA分

别为 28. 90% ±4. 80% , 73. 04°±9. 88°;膜ⅢB分别

为 24. 23% ±3. 82% , 79. 54°±8. 02°。

2. 2　L929形态学观察 　膜Ⅱ、膜ⅢA、膜ⅢB接种后

约 3 h,L929开始贴壁 ; 6 h大量贴壁 ,细胞分布均匀、

伸展 ,形态良好 ; 24～28 h完全贴壁生长 ,细胞片状融

合 ,铺满各膜上面。膜Ⅰ约在接种 4 h,L929开始贴壁 ,

8～10 h大量贴壁生长 , 36 h完全贴壁生长。

2. 3　细胞毒性实验结果　培养第 1天时 ,膜Ⅰ、膜Ⅱ、

膜ⅢA、膜ⅢB和膜 0组的 OD值分别为 1. 07 ±0. 19、

1. 50±0. 23、1. 48 ±0. 20、0. 98 ±0. 26、1. 53 ±0. 22 ( P

均 > 0. 05) ;第 3天时 ,OD值分别为 1. 66 ±0. 37、1. 99

±0. 29、2. 32 ±0. 31、1. 62 ±0. 14、2. 41 ±0. 27,膜Ⅰ组

与膜Ⅱ、ⅢA组 ,膜ⅢA组与膜ⅢB组比较 , P均 < 0. 05;

膜 0组与膜Ⅱ、ⅢA组比较 , P > 0. 05,膜 0组与膜Ⅰ、ⅢB

组比较 , P均 < 0. 05;第 7天 , OD值分别为 1. 95 ±

0. 39、2. 35±0. 30、2. 42 ±0. 28、2. 02 ±0. 26、2. 78 ±

0. 25,膜Ⅰ组与膜 Ⅱ、ⅢA组比较 , P < 0. 05;膜 ⅢA

组与膜ⅢB组比较 , P < 0. 01。

3　讨论

组织工程技术的发展为硬脊膜的修复与重建提

供了一种新的途径 ,支架材料的制备是该技术的一

个关键点 ,理想的硬脊膜组织工程支架应具有满意

的力学强度、柔韧性、良好的生物相容性、可控可降

解性及无毒、无致癌、无致畸的三无特性和不传播疾

病等条件。PLGA是目前人工硬脊膜支架组织工程

研究的热点。以 PLGA为主要原料制成强度及柔软

性满意的人工硬脊膜 ,在体内有较长的降解时间 ,可

在坚实的硬膜替代组织形成前不被降解 ,避免了迟

发性脑脊液漏的可能性 ,膜的表面及内部有空隙 ,便

于成纤维细胞的黏附及爬行。

Ⅰ型胶原是构成硬脊膜的主要成分 ,具有其他

合成材料无法比拟的生物相容性、降解性及生物活

性 ,并具有细胞识别信号 ,可诱导细胞的黏附与生

长。但单一胶原成膜的机械强度低、降解时间

快 [ 5 ]。壳聚糖是由广泛存在于自然界虾、蟹外壳中

的天然高分子化合物几丁质为原料制成 ,其化学名

为 N2已酰氨基葡萄糖多聚体 ,经脱已酰基后 ,衍生

为氨基葡萄糖。其具有良好的成膜性、力学强度 ,并

具有一定的亲水性和吸水率 ,是一种组织相容性良

好的可吸收降解的体内植入生物材料。有学者认为

壳聚糖材料的微纤维膜对兔骨肉瘤 MG63细胞的生

物相容性佳 ,没有发现明显的炎性反应 ,并有促进颅

骨缺损后新骨的再生修复作用 [ 4 ]。此外 ,它还具有

促进上皮细胞生长、抑制成纤维细胞生长、防粘连及

抗菌等功能 [ 7, 8 ]。大量的壳聚糖可以抑制成纤维细

胞的生长 ,机理可能与壳聚糖膜表面大量氨基存在

有关。因此 ,我们设想通过 PLGA表面复合不同比

例的胶原和壳聚糖成分 ,以期改善膜的生物相容性 ,
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增加 PLGA表面胶原的降解时间 ,促进成纤维细胞

在膜上的贴附、爬行及增殖能力。

细胞生物相容性研究是组织工程研究的主要方

面。细胞在支架材料上黏附是细胞迁移、分化和增

殖的基础。吸水率可以间接反映材料的亲水性 ,吸

水率和材料的亲水性成正比。同时 ,吸水率和材料

的空隙率及材料的孔径大小亦呈正相关。本研究中

4种膜的吸水率比较是 ,膜Ⅰ <膜ⅢB <膜ⅢA <膜

Ⅱ ( P < 0. 01) ,这与 Ⅰ型胶原的吸水率 >壳聚糖 >

PLGA有关 [ 9 ]。材料的亲水性和湿润性还可以接触

角大小来验证。接触角指材料表面和液滴与材料的

切线之间的夹角。接触角越小 ,润湿性越好。习惯

上我们把θ> 90°为不润湿 ;θ≤90°为润湿。本实验

结果提示 ,接触角为膜Ⅱ <膜ⅢA <膜ⅢB <膜Ⅰ ( P

< 0. 01)。接触角的大小与材料的表面能、表面的

清洁程度及液滴的表面张力等因素有关。膜Ⅰ的接

触角较大 ,可能与其表面有大量的孔结构、表面粗糙

以及高分子聚合物较大的表面自由能有关。膜Ⅱ的

表面均为Ⅰ型胶原 ,因此它的接触角较纯胶原稍大 ,

为 71. 345°,其原因与膜的表面较为粗糙有关 [ 9 ]。

复合膜表面材料中复合了不同比例的壳聚糖后 ,其

接触角均有增高 (壳聚糖含量较高则接触角较高 )。

但我们认为 ,不能单纯以接触角的大小来衡量材料

亲水性的高低 ,在干燥膜的情况下获得的结果 ,与体

内湿润条件下所获得的结果可明显不同。

本研究中细胞增殖实验结果显示 ,Ⅰ型胶原和

壳聚糖材料均可以改善早期 L929在膜的黏附率 ,缩

短完全黏附时间。与膜 Ⅰ比较 ,膜 ⅢA可以促进

L929第 3、7天的增殖 ,膜ⅢB可以明显促进在第 1

天的增殖 ,但在第 3、7天抑制细胞的生长。我们认

为 ,这可能与 5∶5的壳聚糖和 I型胶原材料的表面

存在大量的壳聚糖和氨基、羟基等极性基团 ,抑制了

L929的后期生长有关。因此 ,在对 PLGA膜改性的

过程中 ,应考虑到壳聚糖在复合膜表面材料含量 ,选

择满意的Ⅰ型胶原和壳聚糖的比例。膜ⅢA在生物

相容性方面符合人工硬脊膜的要求 ,对复合膜生物

相容性的改善有重要意义。
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·临床札记·

非霍奇金淋巴瘤误诊为大脑镰旁
脑膜瘤 1例报告

王　凯 ,杨莎莎 ,杨连松

(文登中心医院 ,山东文登 264400)

　　患者女 , 71岁 ,因头晕渐重伴左侧肢体乏力 20 d于 2008

年 11月入院。6 a前曾行卵巢肿瘤切除术 ,病理诊断为良性

肿瘤 ,术后恢复较好。查体 :患者神志清 ,眼底水肿 ,左侧肢

体肌力Ⅳ级 ,余神经系统查体阴性。MR I示右侧额叶见形态

不规则异常信号影 , T1W I及 T2W I呈等信号 , T1W I见斑片

状高信号影 ;周围脑组织受压 ,并见水肿信号 ,中线左侧偏

移。增强扫描病灶明显均匀强化 , 5. 2 cm ×5 cm ×3. 7 cm,

边界清楚 ,见脑膜尾征 ;局部脑膜强化增厚 ,侧脑室受压。胸

部 CT及腹部 B超均未见异常。拟诊大脑镰旁脑膜瘤 ,行肿

瘤切除术 ,术中见颅内压高 ,给予甘露醇静滴及过度换气后

好转。肿瘤呈紫红色、血运丰富、质脆易碎、位于大脑镰旁 ,

未侵犯硬脑膜与矢状窦 ,肿瘤周围有出血 ,右侧大脑前动脉

被包绕于肿瘤中。分块切除肿瘤 ,为完整保留右侧大脑前动

脉 ,残存少量包绕动脉的肿瘤组织。术后患者左侧肢体肌力

基本恢复。病理示非霍奇金弥漫小 B细胞淋巴瘤。修正诊

断 :脑原发非霍奇金淋巴瘤。辅助化疗 ,病情好转后出院。

讨论 :原发中枢神经系统淋巴瘤在颅内肿瘤中较罕见 ,

男性略多于女性 ,就诊平均年龄约为 52岁。本病单靠影像

学资料而无细胞学和组织学检查诊断较困难。本例为高龄

女性 ,颅脑 MR I示有脑膜尾征 ,结合发病部位及流行学特点

易误诊为大脑镰旁脑膜瘤。

61

山东医药 2009年第 49卷第 14期


