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[摘要] 目的 制备大鼠心肌细胞 H9C2的聚己内酯(PCL)/壳聚糖(CS)多元复合支架,并优选有利于 H9C2
细胞生长的支架。方法 通过静电纺丝法制备PCL/CS支架(支架 A)、PCL/CS/氧化锌(ZnO)支架(支架B)、

PCL/CS/ZnO/碳纳米管(CNTs)支架(支架C)三种多元复合支架,采用X射线衍射(XRD)、傅里叶红外光谱(FT-
IR)、热重分析(TG)、拉曼光谱测试等方法验证支架制备是否成功,采用电镜观察及拉伸应力、水接触角、电导率、

膨胀率检测等方法评估三种支架的理化特性,采用DAPI染色、电镜观察、CCK-8实验等方法评估三种支架的生物

相容性。结果 XRD、FTIR、TG、拉曼光谱测试结果显示三种支架制备成功。电镜观察结果显示支架C的纤维直

径显著长于支架A、B(F=73.050,t=8.724、9.747,P<0.05);拉伸应力测试结果显示支架B的拉伸应力显著高于

支架A、C(F=13.833,t=3.641、3.802,P<0.05);水接触角检测结果显示三种支架皆亲水;电导率测试结果显示支

架B、C的电导率显著高于支架A(F=798.780,t=32.155、30.048,P<0.05);膨胀率测试结果显示,在PBS缓冲液

中浸泡后,支架A第5小时膨胀率显著高于第0.5小时(F组内=53.103,P<0.05),支架C在第2~5小时中各时间

点膨胀率显著高于第0.5小时(F组内=103.748,P<0.05);在第0.5~4小时中各时间点,支架A膨胀率显著高于支

架B、C,在第0.5~2小时中各时间点,支架B膨胀率显著高于支架C(F组间=35.226~162.448,P<0.05)。DAPI
染色及电镜图像结果显示,在三种支架上培养96h以后,支架B、C表面H9C2细胞数量较支架A增多。CCK-8实

验结果显示,支架 A、B、C表面 H9C2细胞在第18小时~第5天中各时间点的吸光度值均显著高于第12小时

(F组内=37.159~67.083,P<0.05);在第12小时~第5天各时间点,支架C表面 H9C2细胞的吸光度值均显著高

于支架A、B(F组间=26.039~80.994,P<0.05)。结论 大鼠心肌细胞 H9C2的多元复合支架符合细胞外基质特

征,能够支持心肌细胞生长,其中PCL/CS/ZnO/CNTs支架显示出较高的生物相容性,比纯PCL/CS支架在心脏

组织工程中更具应用潜力。
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PreparationandoptimizationofcompositescaffoldsforratH9C2cardiomyocytes LIUJie,LIU Xu,

ZHUXiaoyi (DepartmentofCardiovascularSurgery,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266003,China)

[ABSTRACT] Objective TopreparecompositescaffoldsforratH9C2cardiomyocytes,andtooptimizethescaffoldsthatfa-

cilitatethegrowthofH9C2cardiomyocytes. Methods Theelectrospinningmethodwasusedtopreparethreetypesofcompo-

sitescaffolds,i.e.,polycaprolactone(PCL)/chitosan(CS)scaffold(scaffoldA),PCL/CS/zincoxide(ZnO)scaffold(scaffoldB),

andPCL/CS/ZnO/carbonnanotubes(CNTs)scaffold(scaffoldC),andthepreparationofscaffoldswasverifiedbythemethodsin-

cludingX-raydiffraction(XRD),Fouriertransforminfrared(FTIR)spectroscopy,thermogravimetric(TG)analysis,andRaman

spectroscopy.Electronmicroscopyandtensilestress,watercontactangle,conductivity,andexpansionratetestswereusedtoeva-

luatethephysicalandchemicalpropertiesofthethreetypesofscaffolds,andDAPIstaining,electronmicroscopy,andCCK-8assay

wereusedtoevaluatethebiocompatibilityofthethreetypesofscaffolds. Results XRD,FTIRspectroscopy,TGanalysis,and

Ramanspectroscopyshowedthatthethreetypesofscaffoldsweresuccessfullyprepared.Electronmicroscopyshowedthatscaffold

ChadasignificantlylongerfiberdiameterthanscaffoldA(F=73.050,t=8.724,9.747,P<0.05).Thetensilestresstestshowed

thatscaffoldBhadasignificantlyhighertensilestressthanscaffoldsAandC(F=13.833,t=3.641,3.802,P<0.05).Thewater

contactangletestshowedthatallthreetypesofscaffoldswerehydrophilic.TheconductivitytestshowedthatscaffoldsBandChad

asignificantlyhigherconductivitythanscaffoldA(F=798.780,t=32.155,30.048,P<0.05).Theexpansionratetestshowedthat

forscaffoldA,theexpansionrateat5hafterimmersedinPBSbufferwassignificantlyhigherthanthatat0.5h(Fintra-group=

53.103,P<0.05),andforscaffoldC,theexpansionrateat2-5hwassignificantlyhigherthanthatat0.5h(Fintra-group=103.748,

P<0.05);ateachtimepointof0.5-4h,scaffoldAhadasignificantlyhigherexpansionratethanscaffoldsBandC,andateach

timepointfrom0.5to2h,scaffoldBhadasignificantlyhigherexpansionratethanscaffoldC(Finter-group=35.226-162.448,P<

0.05).DAPIstainingandelectronmicroscopyimagesshowedthatafterthecultureofH9C2cardiomyocytesonthethreetypesof

scaffoldsfor96h,scaffoldsBandChadasignificantincreaseinthenumberofH9C2cardiomyocytescomparedwithscaffoldA.

CCK-8assayshowedthattheabsorbancevaluesof H9C2 on

scaffoldsA,B,andCateachtimepointfrom18hto5dayswere

significantlyhigherthanthoseat12h(Fintra-group=37.159-67.083,
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P<0.05),andateachtimepointfrom12hto5days,H9C2onscaffoldChadasignificantlyhigherabsorbancevaluethanscaf-

foldsAandB(Finter-group=26.039-80.994,P<0.05). Conclusion ThecompositescaffoldsforratH9C2cardiomyocytescon-

formtothecharacteristicsofextracellularmatrixandcansupportthegrowthofcardiomyocytes,amongwhichPCL/CS/ZnO/

CNTsscaffoldsshowrelativelyhighbiocompatibilityandhaveagreaterpotentialthanPCL/CSscaffoldsincardiactissueengineering.
[KEY WORDS] Carboxymethylcellulosesodium;Chitosan;Extracellularmatrix;Tissueengineering;Tissuescaffolds;

Myocytescardic

  心脏移植是目前临床治疗心脏衰竭的最终手

段,但因其供体有限无法在临床上得到广泛应用。
心脏组织工程(CTE)集合了生物学、材料科学和医

学等学科的技术,是一种很有前途的治疗心功能受

损的手段,其开发的用于重建心脏组织功能的替代

品由种子细胞、生物材料和生物活性因子组成。心

肌细胞可以播种于由生物材料组成的支架中,该支

架为体外形成心肌组织提供了必要的微环境。然

而,能够模拟心肌机电耦合能力的理想细胞支架目

前较少[1],如何较好地构建出符合心肌细胞外基质

电生理特性的细胞支架已成为目前研究热点。本研

究通过添加导电性物质氧化锌(ZnO)纳米颗粒、碳
纳米管(CNTs),使用静电纺丝法合成了基于聚己

内酯(PCL)/壳聚糖(CS)的多元复合纳米纤维支

架,验证并比较所制备支架的理化特性和生物相容

性,优选更符合心肌细胞外基质特征的大鼠心肌细

胞系H9C2多元复合支架,为心脏组织工程支架的

应用提供新选择。

1 材料与方法

1.1 实验材料

PCL购自上海麦克林生化科技有限公司,ZnO
购买于上海西格玛奥德里奇贸易有限公司,CS、

CNTs、甲酸、乙醇购自上海国药集团化学试剂有限

公司,乙酸购自北京西美杰科技有限公司,DAPI、

FITC-鬼笔环肽购自上海碧云天生物技术股份有限

公司,青霉素-链霉素溶液、胎牛血清、多聚甲醛、

PBS缓冲液、大鼠心肌细胞系 H9C2细胞购自武汉

普诺赛生命科技有限公司,CCK-8实验试剂盒购自

美国CellSignalingTechnology公司。

1.2 PCL/CS多元复合支架的制备及验证

向3.5mL99.5%甲酸和1.5mL88.0%乙酸的

混合物中加入0.8gPCL和0.1gCS搅拌过夜,得
到的溶液转移到5mL一次性注射器中,放入静电

纺丝机当中进行静电纺丝(在转速为220r/min、

22℃、相对湿度35%的条件下持续进行8h,施加

电压17kV,流量0.1mL/h,针距10cm),制备出

PCL/CS支架(支架A);向同样的甲酸、乙酸混合物

中加入0.8gPCL、0.1gCS和0.05gZnO,搅拌过

夜后通过静电纺丝机制备出PCL/CS/ZnO支架(支
架B);再向同样的甲酸、乙酸混合物中加入0.8g
PCL、0.1gCS和0.05gCNTs,搅拌过夜后通过静

电纺丝机制备出PCL/CS/ZnO/CNTs支架(支架

C)。采用X射线衍射(XRD)测试[2]、傅里叶红外光

谱(FTIR)测试[3]、热重分析(TG)测试[4]、拉曼光谱

测试[5]验证三种支架的组成及物质结构。

1.3 三种支架的理化特征评估

1.3.1 扫描电子显微镜(SEM)观察支架纤维结构

取三种支架喷金,用SEM(JEM-2100F)在10kV下

对三种支架的纤维形貌进行观察,保存SEM 图像

并用ImageJ软件分析支架的纤维结构。

1.3.2 支架的拉伸应力测试 取三种支架,分别切

成5cm×1cm大小的矩形碎片,放置在电子万能

试验机(CMT6103)的夹具中,以2mm/min的延伸

速度纵向拉伸直至失效,将得到的数据用Origin软

件进行分析,得出支架的拉伸应力。

1.3.3 支架的水接触角测试 取三种支架分别固

定在载玻片上,向表面加入3μL去离子水,待液滴

平衡3s后,使用水接触角分析仪(SCD200)测量水

接触角。

1.3.4 支架的电导率测试 取三种支架,使用超高

电阻测量仪(ST2643)在待测支架上设置三个电极,
通过电流探头输入机器自动调节电流,同时在探头

间测量电压,得到电阻率数据,取其倒数得到支架电

导率。

1.3.5 支架的膨胀率测定 取三种支架测量其干

质量,将支架在PBS缓冲液中浸泡0.5h后取出,用
滤纸吸除支架表面多余的水分后,立即测量支架的

质量。重复上述实验,PBS缓冲液中浸泡时间分别

改为1、2、3、4、5h,其他步骤同前。支架各时间点

的膨胀率通过相关公式[6]计算得到。

1.3.6 支架的孔隙率测定 将三种支架在25℃的

真空烘箱当中放置24h以后,称重,再在体积分数

0.999的乙醇中浸泡24h以后,再次称重,静置挥发

去除乙醇后再称重一次。支架的孔隙率根据相关公

式[7]计算得到。
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1.4 大鼠心肌细胞H9C2在支架上黏附情况评估

将大鼠H9C2心肌细胞加入含质量分数0.1胎

牛血清、100kU/L青霉素和100kU/L链霉素的培

养基中,置于37℃、含体积分数0.05的CO2培养箱

中培养。当细胞融合率约达90%时,以1∶2的比

例传代一次,随后分别将10000个细胞接种到表面

积为1cm2的三种支架上。分别在48、96h以后用

4%多聚甲醛固定支架上的细胞,再用DAPI染色,
使用荧光显微镜(尼康A1RMP)观察并拍摄细胞图

像。取培养96h后用4%多聚甲醛固定的细胞,依
次用体积分数0.30、0.50、0.70、0.80、0.90、0.95、1.00
的乙醇溶液[8]对其进行洗脱,使用SEM 观察并拍

摄细胞图像。

1.5 大鼠心肌细胞 H9C2在支架上面的增殖能力

评估

将三种支架置于96孔培养板中,并加入大鼠

H9C2心肌细胞,置于37℃、含体积分数0.05的

CO2培养箱中培养0.5h,每孔中加入CCK-8溶液

10μL,孵育1~4h。重复上述实验,将细胞在培养

箱中培养的时间分别改为12h、18h及1、3、5、7d,
其他步骤同前。使用酶标仪测量各孔溶液在波长

450nm处的吸光度值,以吸光度值代表细胞的增殖

能力。

1.6 统计学分析

使用SPSS25.0对数据进行统计学分析。每个

实验重复进行3次,结果取均值。符合正态分布的

计量资料以􀭺x±s表示,多组间比较采用单因素方

差分析或者重复测量设计的方差分析,两两比较则

采用独立样本t检验。以P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 结  果

2.1 三种支架制备成功验证

XRD、FTIR检测结果显示,PCL和CS在三种

支架中均存在,ZnO在支架B中存在,ZnO、CNTs
在支架C中存在(图1a、b);TG检测结果显示,支架

B中ZnO含量约为6%,支架C中CNTs含量约为

5%(图1c);拉曼光谱检测结果显示,支架C当中

CNTs的结构缺陷和杂质含量均较少(图1d)。

2.2 三种支架的理化特征比较

2.2.1 SEM观察支架纤维结构 SEM 图像显示,
三种支架的静电纺丝纤维排布取向随机,相互连接,
无明显液滴,支架 A、B、C的平均纤维直径分别为

(65.9±1.4)、(62.6±3.5)和(118.6±4.3)nm,支架

C的纤维直径显著长于支架 A、B(F=73.050,t=
8.724、9.747,P<0.05)。见图2。

a~c分别为三种支架的XRD图、FTIR图及TG图,d:支架C的拉曼光谱

图1 三种支架的XRD、FTIR、TG图和拉曼光谱检测结果

A~C为支架A~C的静电纺丝纤维排布

图2 三种支架扫描电镜图像(10000倍)

2.2.2 三种支架拉伸应力比较 支架A、B、C的拉

伸应力分别为(0.220±0.078)、(4.310±1.120)和
(0.040±0.020)MPa,三种支架的拉伸应力比较差

异显著,支架B的拉伸应力显著高于支架A、C(F=
13.833,t=3.641、3.802,P<0.05)。

2.2.3 三种支架水接触角测试结果 支架A、B、C
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水接触角分别为60.5°、76.1°、0°,表明支架皆亲水。

2.2.4 三种支架电导率比较 支架A、B、C的电导

率分别为(0.404±0.016)×10-10、(0.079±0.025)、
(0.019±0.062)S/m,支架B、C的电导率均显著性

高于支架A(F=798.780,t=32.155、30.048,P<
0.05)。

2.2.5 三种支架膨胀率比较 重复测量设计的方

差分析结果显示,时间、支架类型及其交互作用均对

支架的膨胀率具有显著性的影响(F时间=118.110,

F支架类型=112.327,F交互=30.237,P<0.05)。单独

效应结果显示,支架A浸泡于PBS缓冲液后第5小

时的膨胀率显著高于第0.5小时(F组内=53.103,

P<0.05),支架C浸泡于PBS缓冲液后第2~5小

时中各时间点膨胀率均显著性高于第0.5小时

(F组内=103.748,P<0.05);在第0.5~4小时中各

时间点,支架A的膨胀率显著高于支架B、C,在第

0.5~2小时中各时间点,支架B膨胀率显著高于支

架C(F组间=35.226~162.448,P<0.05)。见表1。

2.2.6 三种支架孔隙率比较 支架A、B、C的孔隙

率分别为(99.011±8.610)%、(93.376±9.870)%、
(94.418±3.700)%,各支架孔隙率均高于90%,但

三种支架间比较无显著差异(P>0.05)。

2.3 三种支架上大鼠心肌细胞 H9C2的黏附能力

评估

DAPI染色结果表明,与支架B、C相比,支架A
表面H9C2黏附数量有限。SEM图像显示,在三种

支架上培养至第96小时时,支架B、C表面 H9C2
黏附数量较支架A增多(图3),黏附的细胞不仅覆

盖在纳米纤维表面,而且穿透支架的孔隙,支架C
上的细胞几乎扩散到整个生物支架上。

2.4 三种支架上大鼠心肌细胞 H9C2的增殖能力

评估

重复测量设计的方差分析结果显示,时间、支架

类型及其交互作用均对H9C2细胞吸光度值有显著

影响(F时间 =139.357,F支架类型 =38.762,F交互 =
12.542,P<0.05)。单独效应结果显示,支架A、B、

C表面的H9C2细胞在第18小时~第5天中各时

间点的吸光度值均显著性高于第12小时(F组内=
37.159~67.083,P<0.05);在第12小时~第5天

中各时间点,支架C表面 H9C2细胞的吸光度值均

显著高于支架 A、B(F组间 =26.039~80.994,P<
0.05)。见表2。

表1 三种支架各时间点膨胀率比较(χ/%,n=3,􀭵x±s)

组别 第0.5小时 第1小时 第2小时 第3小时 第4小时 第5小时

支架A 1.900±0.102 2.036±0.077 2.037±0.070 2.157±0.057 2.215±0.060 2.430±0.068
支架B 1.398±0.045 1.444±0.028 1.502±0.038 1.579±0.075 1.624±0.057 1.773±0.083
支架C 0.692±0.047 0.789±0.020 1.094±0.053 1.570±0.028 1.651±0.039 2.388±0.059

表2 三种支架上大鼠心肌细胞H9C2各时间点增殖能力比较(A,n=3,􀭵x±s)

组别 第12小时 第18小时 第1天 第3天 第5天

支架A 0.378±0.012 0.527±0.019 0.557±0.029 0.742±0.024 0.843±0.026
支架B 0.415±0.022 0.560±0.019 0.661±0.044 0.894±0.021 1.061±0.032
支架C 0.650±0.002 0.820±0.036 0.930±0.025 1.031±0.024 1.178±0.031

3 讨  论

心脏组织工程的发展为体外构建人体组织及器

官带来了希望,其中心脏组织生物支架为受损心肌

的功能修复提供了可能。适用于心脏组织工程的生

物支架应具备良好的生物相容性、三维网状结构和

导电性等功能特征,上述特征对于刺激心肌细胞的

黏附和增殖至关重要。
本研究拉伸应力测试结果显示,支架B的拉伸

应力显著高于支架 A、C。PCL可使支架在拉伸应

力下延展良好,而CS较高的带电基团水平提高了

支架的断裂强度,支架B拉伸应力的增强可归因于

ZnO在支架纤维结构中的有效分散及其自身界面

的相互作用[9-10],而支架 C应力较低可能是由于

CNTs团聚阻碍了ZnO的分散,使支架力学性能表

现较差[11]。既往研究表明,应力强度较小的支架更

能模拟早期心肌组织的机械微环境,促进心肌细胞

某些功能的成熟[12],因此支架A、C比B更符合理

想的心肌组织模拟生长基质环境。本研究水接触角

测试结果表明支架C的亲水性更高,可能是因为

CNTs具有亲水性基团,如羧基基团[13],而支架的

亲水性增加会促进细胞对支架的黏附[14]。SEM 镜

下支架C的纤维直径变大,可能是由于外加场强和

溶液的黏性增加,致使纺丝液射流不稳定引起的[15]。
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图3 三种支架的SEM 图像(箭头处为细胞)

支架纤维直径增大可致拉伸应力降低,更有利于心

肌细胞生长。高孔隙率有利于支架中空气和水分的

渗透,本研究三种支架的孔隙率均大于90%。天然

心肌组织具有一定电导率[16],本研究支架A几乎不

导电,导电性材料ZnO和CNTs的添加使支架B、C
更适用于心脏组织工程。支架的高膨胀率会导致植

入物松动,并对周围组织和微环境造成压力[17]。支

架在PBS溶液中浸泡过久会导致其崩解,从而影响

支架的膨胀率。为更好地测量支架的膨胀率,本研

究在PBS溶液浸泡支架0.5~5h内观察支架膨胀

率,结果显示在第0.5~4小时中各时间点,支架 A
膨胀率显著高于支架B、C,在第0.5~2小时中各时

间点,支架B膨胀率显著高于支架C。ZnO、CNTs
的加入使支架的膨胀率变低,有利于支架微结构的

维持。本研究中含有CNTs成分的支架C在维持

体内形状、支持组织发育和承受体内各向应力方面

更能满足心脏组织工程的需要[18]。另外,高孔隙率

的支架能为细胞在支架上的迁移和增殖提供充足机

会,也保障了支架的保水能力,为细胞的初始生长和

生物活性分子的持续释放创造了合适环境。本研究

中三种支架的孔隙率均大于90%,并且支架间无显

著差异。

为评估支架表面生物相容性,本研究将大鼠心

肌细胞H9C2孵育48、96h后,通过DAPI染色和

SEM图像观察细胞的附着情况,发现支架C显著改

善了细胞在支架上的黏附密度及范围,ZnO、CNTs
的加入明显补偿了支架 A低生物活性的缺陷。已

有研究结果表明,ZnO 可以刺激血管及骨组织形

成,加速器官修复[19-20],CNTs也有利于促进组织再

生及强化[21]。为进一步观察三种支架上的细胞增

殖情况,本研究检测了 H9C2在支架上孵育第12、

18小时及第1、3、5天时的吸光度值,结果表明三种

支架上细胞增殖强度均随时间处长而增高,且各时

间点支架C上的细胞增殖强度均显著高于支架A、

B。心肌细胞H9C2在支架C上表现出良好的生长

潜力,分析原因,可能是由于CNTs增加了细胞黏

附的位点[22],为大鼠心肌细胞的培养提供了更合适

的微环境。
本研究存在的一定的局限性。首先,本研究检

测出添加了ZnO、CNTs的复合支架具有导电性,但
心肌细胞在支架上生长行为的改善与导电性增加间

关系仍待进一步深入研究;另外,本研究对支架上细

胞生长行为的研究时间有限,所获结果可能不适用

于评估更长研究时间内支架上细胞的生长情况。
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综上所述,本研究成功制备了包含ZnO、CNTs
成分的用于心脏组织工程的PCL/CS多元复合支

架。其中,PCL/CS/ZnO/CNTs支架表现出优越的

微观结构,具有与心肌细胞外基质较符合的电生理

特性,更能促进大鼠心肌细胞黏附和增殖,为体外构

建心脏组织提供了一定实验基础。
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