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摘 要 利用自由基聚合法合成了半乳糖糖化温敏凝胶（A（BCADD1$ !"$ED*））和壳聚糖糖化温敏凝胶
（A（BCADD1$ !"$*FD）），对其温度响应性和溶胀性能进行了研究，结果表明，两种糖化温敏凝胶在水中和细胞
培养基中均显示较好的温度响应性，以及比聚（#$异丙基丙烯酰胺）温敏凝胶（ABCADD1）更好的溶胀性能 ?进
一步研究人肝肿瘤细胞（G;7E!）在凝胶表面的细胞行为发现，G;7E!在 A（BCADD1$ !"$ED*）、ABCADD1凝胶表
面吸附量及活性较高，表现出良好的生长趋势，而在 A（BCADD1$ !"$*FD）凝胶表面吸附量和活性很低，其增殖
受到抑制；通过降低环境温度，能使培养在 A（BCADD1$ !"$ED*）和 ABCADD1凝胶表面的 G;7E!细胞发生自动
脱附，避免了酶解法对细胞功能造成的损伤，并且细胞片层比单个细胞表现出更快的脱附速率；研究细胞转载

行为表明，通过温度诱导得到的细胞片层，其生物活性远远大于通过酶解法得到的细胞的生物活性 ?
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近年来，组织工程学的研究与应用取得了飞

速发展，在组织工程研究中，寻找能充分发挥组织

再生潜力的细胞外基质材料是核心内容 ?对材料
与生物体相互作用机制的大量基础研究表明，组

织和器官中细胞的行为除了受基因序列、蛋白质

的调控外，还受外界环境因素的影响［’，!］?支架材
料的化学成分不同，对细胞的吸附、生长及功能等

方面的影响不同，如成纤维细胞在纤粘连蛋白基

质上增殖加快，在层粘连蛋白基质上增殖减慢；而

上皮细胞对纤粘连蛋白及层粘连蛋白的增殖反应

则相反［( H -］；细胞与支架材料的相互作用也影响

着细胞的吸附、增殖与分化 ?在生物环境中，细胞
和材料的相互作用是细胞表面受体与细胞外生物

材料所能提供的相应配体之间的相互分子识别，

即二者产生特异性结合作用，细胞必须与材料黏

附，才能进行迁移、分化和增殖［%，.］?细胞在体外
培养扩增后，要使形成的细胞片层从其支架材料

脱附，传统的方法是以蛋白酶如胰蛋白酶和分散

酶使细胞外基质（0*I）降解，从而使培养细胞脱
附，此时常损及细胞与细胞间连接蛋白和细胞膜

上表达的受体蛋白［& H ’"］，因此，研究支架材料的化

学成分对细胞行为的影响以及增加支架材料的细

胞识别位点，对构建细胞最优体外生长微环境至

关重要；探讨如何实现细胞的无损伤脱附，得到具

有较强生命力的活体组织，达到对受损部位的完

美修复也是组织工程研究中所需解决的关键问

题 ?
聚（#$异丙基丙烯酰胺）（ABCADD1）是最典

型的温敏高分子，独特的温度响应性使其在组织

工程、药物释放等领域得到研究与应用［’’ H ’(］?日
本的冈野光夫（JK2<@）研究小组根据 ABCADD1的
温度响应性，达到了细胞的无损伤脱附 ? ABCADD1
水溶液的最低临界温度（ 4@L;M 9M353924 =@4853@<
5;17;M258M;，N*FO）为 (!P，在此温度下，ABCADD1
发生亲Q疏水性质的转变 ?冈野光夫等将 #$异丙
基丙烯酰胺（BCADD1）接枝聚合于组织培养用聚
苯乙烯（O*AF）板表面，经 ABCADD1 修饰的 O*AF
表面，(.P时相对疏水，但在 (!P下呈现亲水性，
因而在 (.P适于各种细胞黏附、铺展和增殖，降
温至 (!P以下，细胞自动从表面脱附，可避免酶
解法对细胞功能所造成的损伤［& H ’"］? ABCADD1虽
然具有良好的温度响应性，但由于本身生物相容

性较差，它的应用受到很大限制，为增强生物相容

性，许多研究工作将生物相容性好的物质，如葡聚

糖、海藻酸等与 BCADD1结合使用［’/，’-］?
半乳糖由于具有与肝细胞表面去唾液酸糖蛋

白受体（DFEAR）进行特异性结合的功能，多被用
作肝细胞培养支架材料［’% H ’&］?壳聚糖是现今所发
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现的唯一具有明显碱性、带有正电荷的天然多糖，

具有良好的生物可降解性、生物相容性、可利用的

活性基团以及与葡糖胺聚糖相似的结构，在组织

工程中得到广泛的应用［!" # $!］%本研究为增加细胞
结合位点，增强材料的生物相容性，并实现细胞的

无损伤脱附，分别将以含双键的半乳糖基单体

（&’(）和含双键的壳聚糖基单体（()’）与
*+,’’- 共聚，制备了半乳糖糖化温敏凝胶
（,（*+,’’-. !".&’(））和壳聚糖糖化温敏凝胶
（,（*+,’’-. !".()’）），研究了人肝肿瘤细胞
/01&$在其上的细胞行为，比较研究了材料不同
化学成分对细胞行为的影响，并利用材料的温度

响应性，达到了细胞的无损伤脱附 %

! 实验部分

!"! 试剂与仪器
人肝肿瘤细胞（/01&$），天津市药物研究所；

2343干粉培养基，美国 &5678.9:;；胰蛋白酶 ! <
$=>（牛胰），联星生物；特级胎牛血清（?9)），天津
市药物研究所；噻唑蓝（3@@），美国 )5A-B 公司；
)’9(.(CD试剂盒，武汉博士德生物工程有限公
司；青霉素（!>> EF5GHI-;）、链霉素（!>> EF5GHI-;）、
甘油（试剂级）等，天津市血研所 %
细胞培养箱，/4:’型，德国 /0JB0EH公司；光

学倒置显微镜，K2).!9型，重庆光电仪器有限公
司；生物显微镜，K)$./型，重庆光电仪器有限公
司；酶联免疫检测仪，!"L> 型，美国 30G0JG07M 公
司 %
!"# 凝胶的制备与表征
不同比例凝胶制备方法按本实验室方法制

备［$$］%制备半乳糖糖化温敏凝胶 ,（*+,’’-. !".
&’(），以乙二胺对乳糖酸中的羧基改性，然后与
丙烯酸（’’）反应，制得 &’(，其结构如图 !所示 %
&’( 与 *+,’’- 按不同比例（ # N &’(I&’( O
*+,’’-，其中 # 为质量百分比，# 越大表示糖化
温敏凝胶中糖含量越高），以 $，$.亚甲基双丙烯
酰胺（39’’）为交联剂，通过自由基聚合得到 ,
（*+,’’-. !".&’(）凝胶；制备壳聚糖糖化温敏凝
胶 ,（*+,’’-. !".()’），以丙烯酸（’’）与壳聚糖
（()）中氨基反应，制得 ()’，其结构如图 ! 所示 %
()’ 与 *+,’’- 按不同比例（ # N ()’I()’ O
*+,’’-），以 39’’为交联剂，通过自由基聚合得
到 ,（*+,’’-. !".()’）凝胶 %将所得凝胶用直径
为 $P --的模具切成小块，浸泡入蒸馏水中平衡，
去除未反应的残余分子 %将各组凝胶烘干后，通过
红外光谱、核磁共振谱和元素分析等方法对其结

构进行了表征 %

?5A% ! (M0-57BQ HGJE7GEJ0H 8R GM0 -8F8-0J &’( BFS ()’

!"$ 凝胶溶胀性与温度响应性研究
取室温下达溶胀平衡的凝胶，用称重法测定

水凝胶在 $> # =>T间的溶胀率 %水凝胶在每个温
度下保持 $P M后，取出凝胶，用湿润的滤纸拭去
凝胶表面带出的水分，称重，溶胀率（):）定义为
): N % H I%S，式中 % H 为凝胶在某一温度下达到

溶胀平衡时的质量，%S 为凝胶干燥至恒重时的

质量 %
!"% 细胞吸附与形态观察
将不同比例的 ,（*+,’’-. !".&’(）凝胶、

,（*+,’’-. !".()’）凝胶和 ,*+,’’-凝胶用 U=V

医用酒精浸泡 !> -5F后，用灭菌的磷酸盐缓冲溶
液（,9)）冲洗 D次，再用 2343I?!$清洗 D次，以
!= W紫外灯照射 $> -5F，然后在含有 !>V?9)和
双抗的培基中 PT预培养 ! 天 %将经过上述处理
的各凝胶样品，放入 $P 孔聚苯乙烯细胞培养板
（@(,)）内，按 D X !>P 个细胞I-; 的密度种植
/01&$细胞到各凝胶表面，放入 DUT，=V (Y$ 条

件的细胞培养箱中培养，每隔 $天，取一组凝胶片
用光学倒置显微镜观察细胞形态并进行图像采

集，取另一组凝胶片以胰酶消化，以血球计数板对

细胞进行计数，绘制细胞生长曲线 %

=U$!!$期 贺晓凌等：糖化温敏凝胶的制备及其与 /01&$细胞相互作用研究



!"# $%%测试
将细胞接种密度调整为 ! " #$% 个细胞&’(，

吹匀，每孔加入 ) ’(细胞悬液接种到 )% 孔细胞
培养板内的凝胶片上，放置于 !*+、,-./) 培养

箱中培养，每隔 )天换液，在每 )天的时间点利用
011比色试验的方法分析细胞在样品上的活性 2
每板孔加 )$$!( 的 011 溶液（, ’3&’(）于

!*+，,-./) 培养箱中孵化 % 4后，小心吸弃孔内
培养上清液，再向每孔内加入 !$$!(二甲基亚砜
（506/），置于低速摇床上振荡 #$ ’78，使细胞内
的甲#充分溶解，每孔分 ! 次，每次吸出 #$$!(
至 9:孔板，以酶联免疫检测仪测定每孔溶液的吸
光度（/5），选定波长为 ,*$ 8’处 2
!"& 细胞脱附与转载行为研究
细胞以 ! " #$% 个细胞&’(的密度种植在各材

料表面，!*+环境中培养 #天，换液后转至 )$+细
胞培养箱中，每隔一定时间，以血球计数板对凝胶

表面细胞计数，考察单个细胞脱附行为；细胞在

!*+环境中培养 % 天后形成细胞片层，换液后转
至 )$+细胞培养箱中，每隔一定时间，以血球计
数板对凝胶表面细胞计数，考察细胞片层脱附行

为 2将控温脱附所得细胞以 ! " #$% 个细胞&’(的
密度种植在 9:孔细胞培养板，以用胰酶消化液从
细胞培养瓶中消化得到的细胞为参照，以 011法
检测细胞活性，研究细胞的转载行为 2

’ 结果与讨论

’"! 凝胶的结构表征
通过红外光谱和核磁共振谱测试可知，在

;（<=;>>’? !"?@>.）的红外光谱中，#:,# A’B #处出

现酰胺键特征峰，9:! A’B #处的双键吸收峰消失，

说明 <=;>>’与 @>.发生了共聚反应，形成了共
聚凝胶 2在 @>.的核磁共振谱中，!C %D)E F !D##
处的多重峰来源于糖环质子峰，! C :D,, F ,D9,
为 !!. .G)的质子峰，!C ##D99处未出现—.//G
的质子峰，这些结果说明已合成 @>. 单体 2在 ;
（<=;>>’? !"?.6>）的红外光谱中，#:,! A’B #处出

现酰胺键的特征峰，9:# A’B #处的双键吸收峰消

失，说明 <=;>>’与 .6>发生了共聚反应，形成了
共聚凝胶 2通过元素分析可知，.6中 <-（ED)!-
F ED!,-）高于 .6>中 <-（:D!#- F :D%$-），是
因为 >>中不含 <，.6 与 >>羧合后导致 <-下
降；而 ;（<=;>>’? !"?.6>）中 <-（ #$D)!- F
#$D)*-）又升高，是因为引入了含 <的 <=;>>’，

这些结果证明已合成了 ;（<=;>>’? !"?.6>）凝
胶［))］2
’"’ 凝胶的溶胀性与温度响应性
图 )、图 ! 分别为不同比例 ;（<=;>>’? !"?

@>.）凝胶、;（<=;>>’? !"?.6>）凝胶在水中和在细
胞培养基中溶胀率随温度的变化曲线 2由图可知，
各凝胶在水中和细胞培养基中均具有温度响应

性，随温度升高凝胶溶胀率降低，;（<=;>>’? !"?
@>.）系列凝胶体积相转变温度在水中和细胞培
养基中均在 !$ F !,+范围，;（<=;>>’? !"?.6>）系
列凝胶在水中体积相转变温度在 !$ F !,+范围，
而在培养基中体积相转变温度低于 !$+，但随凝
胶中糖含量增加，各凝胶体积相转变温度增加，溶

胀率增大；同一比例凝胶，在水中体积相转变温度

和溶胀率均高于在细胞培养基中 2这是因为半乳
糖和壳聚糖中均含有大量羟基，能与水分子形成

更多的氢键，破坏这些氢键需要更多的能量，导致

体积相转变温度升高，糖中羟基的存在，使凝胶亲

水性增强，从而使凝胶溶胀率增大 2细胞培养基中
含有大量无机盐（如 <H.I，<HG./!），氨基酸，5?
@IJAKLM等组分，其中的盐类会对胶体体系产生
“盐析”现象 2凝胶在水中，水分子在其周围形成一
个规则排列的水化层，当有盐类（如 <H.I、<HG./!

等）加入时，盐离子会破坏凝胶周围高度取向的水

化层，从而使 ;<=;>>’分子链疏水性增强，使其
(.61降低［)!］2

N732 ) 1M’OMPHQJPM RMOM8RM8AM KS Q4M 6T KS OKIU（<=;>>’?

!"?@>.）4URPK3MIL V7Q4 # C $D,（H），# C $D)（W），# C $（A）

78 VHQMP H8R # C $D,（R）， # C $D)（M）， # C $（ S）78 AMII

AJIQJPM ’MR7J’

’"( 不同凝胶材料表面细胞相容性研究
细胞形态是研究细胞在材料表面行为的一个

重要方面，通过相差显微镜观察了 GMO@)细胞在

:*)# 高 分 子 学 报 )$$9年



!"#$ % &’()’*+,-*’ .’)’/.’/0’ 12 ,3’ 45 12 )167（89:;;(<

!"<=4;）37.*1#’6> ?",3 # @ ABC（+），# @ ABDCE（F），# @ A
（0）"/ ?+,’* +/. # @ ABC（.），# @ ABDCE（’），# @ A（2）"/ 0’66

0-6,-*’ (’."-(

不同凝胶支架表面的形态，如图 G所示 $从图中可
以看出，细胞培养 G天后，壳聚糖糖化温敏凝胶 :
（89:;;(< !"<=4;）表面的细胞仍然保持最初的圆
形，未表现出生长的趋势，且吸附量很低，只有零

星单个细胞散落在凝胶表面 $而在半乳糖糖化温
敏凝胶 :（89:;;(< !"<H;=）表面的细胞呈现伸展
状态，表现出良好的生长趋势，细胞吸附量很高，

多个细胞通过细胞间相互作用和细胞运动聚集在

一起，形成聚集状态 $在 :89:;;(凝胶表面的细
胞虽然也表现出较好的吸附能力和生长趋势，但

不及细胞在 :（89:;;(< !"<H;=）凝胶表面的吸附
力强，增殖程度大，这说明半乳糖能有效地促进

I’)HC细胞在材料表面的吸附与增殖，而壳聚糖
不利于 I’)HC细胞在材料表面的吸附 $

!"#$ G :3+>’ 01/,*+>, ("0*1>01)’ "(+#"/’>（DAA J）12 I’)HC 0’66 0-6,-*’. 1/ ,3’ >-*2+0’> 12 ."22’*’/, 37.*1#’6> +2,’* G .+7>

+）:167（89:;;(< !"<=4;）（ # @ ABC）；F）:89:;;(；0）:167（89:;;(< !"<H;=）（ # @ ABC）

通过细胞生长曲线的测绘，以 :89:;;(凝胶
为参照，研究了 I’)HC细胞在不同凝胶材料表面
的生长情况，结果见图 E $从图中可以看出，在
:（89:;;(< !"<H;=）凝胶表面培养的 I’)HC 细胞
表现出最快的增殖速率，在较短的时间内细胞发

生融合，半乳糖的引入促进了 I’)HC 细胞的生
长；而在 :（89:;;(< !"<=4;）凝胶表面培养的
I’)HC细胞虽然在细胞生长初期表现出细微的增
殖现象，但培养 G天后，细胞的生长受到抑制 $这
是因为半乳糖与肝细胞表面去唾液酸糖蛋白受体

（;4H:5）具有特异结合性，将半乳糖引入
:89:;;(凝胶，增加了 I’)HC细胞与材料之间的
结合位点，增强了细胞的吸附力，从而促进了细胞

的分化与增殖；而壳聚糖不具有与肝细胞的特异

结合性，并具有抗癌作用，有报道称壳聚糖在体外

可抑制肝癌、白血病等多种癌细胞的生长，并抑制

肿瘤细胞的 K8;合成［CG，CE］，本实验所选用的细胞
株 I’)HC为肝肿瘤细胞，壳聚糖的引入抑制了其
生长 $从图中还可看出不同含量半乳糖和壳聚糖

对 I’)HC细胞生长情况的影响 $对不同比例的 :
（89:;;(< !"<H;=）凝胶，在细胞培养初期，共聚凝
胶中半乳糖含量对细胞生长无太大影响，而在细

胞指数增殖期，即在细胞培养 G L M天期间，半乳
糖含量对细胞生长影响明显，随半乳糖含量增加，

细胞的生长受到极大促进，M天后，细胞增殖进入
平台区，半乳糖含量对细胞生长的影响又变得不

明显 $对不同比例 :（89:;;(< !"<=4;）凝胶，在细
胞培养初期，与 :（89:;;(< !"<H;=）凝胶对 I’)HC
细胞的影响相类似，无太大影响，但在细胞培养 M
天后，细胞的生长受到抑制，共聚凝胶中壳聚糖含

量越高，细胞生长受抑制程度越明显，在细胞培养

第 N天，细胞的生长受到极大抑制，随壳聚糖含量
增加，凝胶表面活细胞数量锐减 $这些研究结果表
明半乳糖由于与肝细胞具有特异结合性，能促进

I’)HC细胞的生长，而壳聚糖具有抗癌作用，极大
地抑制了 I’)HC细胞的生长 $
为更准确地反映细胞的生长情况，采用 O&&

方法，对细胞的活性进行了检测 $图 M为 I’)HC细
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!"#$ % &’()*+ ,-’./0 (1 2/3&4 ,/55 ,-5*-’/6 (7 *+/ 0-’18,/0

(1 6"11/’/7* +96’(#/50

8）:(59（;<:==>? !"?&=@）（ # A BC%）；D）:(59（;<:==>? !"?

&=@）（ # A BC4）；,）:;<:==>；6）:(59（;<:==>? !"?@E=）

（ # A BCF4%）；/）:(59（;<:==>? !"?@E=）（ # A BC4）

胞在不同凝胶表面培养 4、G、H 天后的细胞活性 $
以 :;<:==> 凝胶为参照，培养在 :（;<:==>? !"?
&=@）凝胶表面的细胞表现出最高的活性，且随培
养时间的延长，细胞活性迅速提高，比如细胞在培

养 G 天后的活性是培养 4 天后活性的 G 倍，而
:;<:==>凝胶表面的细胞活性在 4天和 G天之间
的提高不到 I倍，这说明半乳糖的引入能有效地
提高细胞的增殖速率，在较短的时间里就可以实

现细胞的融合，而在 :;<:==>凝胶表面的细胞增
殖速率则相对缓慢，需要较长的时间达到融合 $同
前两种凝胶相比较，培养在 :（;<:==>? !"?@E=）凝
胶表面的细胞活性远远低于前者，比如培养 H天
后，:（;<:==>? !"?&=@）凝胶表面细胞的活性是 :
（;<:==>? !"?@E=）凝胶表面细胞活性的 FB 倍之
多 $并且不同含量半乳糖和壳聚糖对 2/3&4细胞
活性的影响不同，如图 H所示，凝胶中随半乳糖含
量的增加，细胞活性提高，而随壳聚糖含量的升

高，细胞活性降低，壳聚糖含量仅占凝胶总质量的

4BJ时，就对 2/3&4细胞的生长产生强烈的抑制
作用 $这些实验结果表明半乳糖的引入极大地促
进了 2/3&4细胞的生长，而壳聚糖的引入则抑制
了该细胞的生长，这与通过绘制细胞生长曲线研

究细胞生长情况所取得的实验结果相吻合 $
!"# $%&’!细胞的温度诱导脱附行为研究
细胞在材料表面吸附、分化和增殖后形成的

细胞片层要从材料表面脱附，采用传统酶解法，常

常会破坏细胞片层的完整性，以及损伤细胞功能 $
本研究利用 :;<:==>在其 K@EL 附近的亲M疏水
转变，实现了细胞的无损伤脱附 $由于 2/3&4 细

!"#$ H N"8D"5"*9 (1 2/3&4 ,/55 81*/’ ,-5*-’"7# 4，G，H 6890

1(’ 6"11/’/7* +96’(#/50

8）:(59（;<:==>? !"?&=@）（ # A BC%）；D）:(59（;<:==>? !"?

&=@）（ # A BC4）；,）:;<:==>；6）:(59（;<:==>? !"?@E=）

（ # A BCF4%）；/）:(59（;<:==>? !"?@E=）（ # A BC4）

胞在 :（;<:==>? !"?@E=）凝胶表面的生长受到抑
制，未能得到较好的细胞片层，所以只对 2/3&4
细胞在 :（;<:==>? !"?&=@）凝胶表面的温度诱导
脱附行为进行了研究 $

!"#$ O @(>38’"0(7 (1 *">/?6/3/76/7* 6/*8,+>/7* D/+8."(’ (1

0"7#5/ ,/550 876 ,/55 0+//*0

8）E"7#5/ ,/550 (7 L@:E；D）E"7#5/ ,/550 (7 :;<:==>；,）E"7#5/

,/550 (7 3(59（;<:==>? !"?&=@）（ # A BC%）；6）@/55 0+//*0 (7

L@:E； /）@/55 0+//*0 (7 :;<:==>； 1） @/55 0+//* (7 3(59
（;<:==>? !"?&=@）（ # A BC%）

图 O为 2/3&4细胞培养 F天后得到的单个细
胞和培养 G天后达到融合状态所形成的细胞片层
从 L@:E、:;<:==> 和 :（;<:==>? !"?&=@）（ # A
BC%）凝胶表面脱附行为的比较 $从图 O 中可以看
出，当温度从 IOP降到 4BP，凝胶表面细胞数量
减少，细胞发生自动脱附，这是因为，:;<:==>的
化学结构中具有亲水部分和疏水部分，其水溶液

的 K@EL为 I4P，当温度高于 I4P时，:;<:==>高
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分子链收缩，表现疏水性，适于细胞黏附、铺展和

增殖，当温度低于 !"#时，$%&$’’(高分子链伸
展，表现亲水性，在支架材料和细胞之间形成一个

水化层，使细胞从材料表面自动脱附 )而 *+$,板
因不具备温度响应性，在其表面培养的细胞，当环

境温度降低后，未发生自动脱附 )比较单个细胞和
细胞片层的脱附速率可知，细胞片层的脱附速率

比单个细胞快，-. (/0后，细胞片层有 123的细胞
发生了脱附，而单个细胞只有 !"3发生脱附，!.
(/0后，细胞片层已全部从材料表面脱附，而单个
细胞尚有 "43未发生脱附，这是因为细胞片层形
成细胞与细胞的连接网络，大的收缩力加速了细

胞脱附过程，在 56708的研究中也有相类似的报
道［-.］)从图 9 中还可看出，$%&$’’( 凝胶和
$（%&$’’(: !":;’+）凝胶表面的细胞脱附速率无
太大区别，这是由两种因素决定的，一方面，由前

文所述凝胶温度响应性可知，$（%&$’’(: !":;’+）
凝胶中由于 ;’+ 组分的存在，具有比 $%&$’’(
凝胶更强的亲水性和更高的溶胀率，这一性质有

利于共聚凝胶在低温下的吸水溶胀，从而会加快

细胞从其表面的脱附；但另一方面，由于半乳糖具

有与肝细胞的特异结合性，;’+的引入增强了凝
胶表面与细胞的吸附力，从而阻碍细胞从其表面

脱附 )上述两种相反因素共同作用的结果，就使共

</=) > ?/7@/A/BC 8D EFG;" HFAA IFB7HJFI DK8( I/DDFKF0B LMKD7HFL

7）*+$,；@）$%&$’’(；H）$8AC（%&$’’(: !":;’+）（ # N .O"）；

I）$8AC（%&$’’(: !":;’+）（ # N .O4）

聚凝胶与均聚凝胶表现出对细胞几乎相同的脱附

速率 )
!"# $%&’!细胞转载行为研究
为了验证通过降温而自然回收的 EFG;" 细

胞是否具有活性，研究了其转载行为，通过 P**
法对其活性进行了检测，并以通过酶解法从 *+$,
板消化下的细胞活性为参照，结果见图 > )从图 >
中可以看出，通过温度诱导自然回收的 EFG;"细
胞，随培养时间的延长，细胞数量增多，活性提高，

表现出很好的生长趋势，并且细胞活性均高于使

用消化酶从 *+$, 板得到的细胞的活性，这说明
在温度敏感凝胶表面通过降温脱附可以完整地保

留细胞的活性，避免了酶解法对细胞造成的损伤 )
从图中还可以看出，随半乳糖含量的增多，细胞活

性提高，这说明半乳糖的引入不仅提高了凝胶材

料的细胞相容性，而且提高了脱附细胞的生物

活性 )

( 结论
通过自由基聚合法合成了半乳糖糖化温敏凝

胶（$（%&$’’(: !":;’+））和壳聚糖糖化温敏凝胶
（$（%&$’’(: !":+,’）），对其温度响应性进行了研
究 )通过细胞形态观察、生长曲线绘制和 P**测
试等方法对 EFG;" 细胞在 $（%&$’’(: !":;’+）和
$（%&$’’(: !":+,’）表面的生长情况进行了比较
研究，结果表明，半乳糖的引入有效地提高了凝胶

支架材料的细胞相容性，而壳聚糖的引入则抑制

了 EFG;"细胞在凝胶表面的生长 )进一步研究了
EFG;"细胞在 $（%&$’’(: !":;’+）凝胶表面的温
度诱导脱附行为以及脱附细胞的活性，结果表明，

通过降低环境温度，EFG;" 细胞在凝胶表面可以
发生自动脱附，温度诱导脱附细胞的活性高于酶

解法得到的细胞活性，这证明所制备的 $
（%&$’’(: !":;’+）凝胶不仅具有较高的生物相容
性，而且具有温度响应性，可通过控制温度达到细

胞的无损伤脱附，为研制新型组织工程用支架材

料提供新思路和实验依据 )
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