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!研究简报!

基于电聚多巴胺技术一锅法快速构建生物活性界面的研究!

李紫珺%任科峰!!%王金磊%计%剑!!
#浙江大学高分子科学与工程学系 教育部高分子合成与功能构造教育部重点实验室%杭州%8!##"F$

摘%要%通过精确控制电化学参数采用循环伏安法在中性无氧水环境中制备得到膜厚可控的电聚多巴胺

膜!并将这种电聚多巴胺技术与生物活性分子的负载相结合!通过一锅法电聚得到含 /.Ko活性短肽的聚多

巴胺活性膜!快速便捷地构建了具有促内皮细胞粘附的生物活性界面4椭圆偏振仪%扫描电子显微镜证实了材

料界面上形成了均一的聚多巴胺膜(m射线光电子能谱以及荧光分析结果证实了 /.Ko短肽已负载于电聚多

巴胺涂层中4内皮细胞体外黏附实验证实 /.Ko短肽保持了良好活性!可有效促进内皮细胞黏附%铺展及粘

着斑的形成4这种一锅法快速制备具有生物活性的电聚多巴胺涂层技术有望为复杂的导电生物材料和装置

的多功能界面修饰提供新的途径4

关键词%电聚合! 聚多巴胺! /.Ko短肽! 一锅法! 内皮细胞

%%界面修饰方法对生物材料的物理化学性质和
生物学应用等具有重要影响4目前常见的材料表
面功能化修饰法技术!如层层自组装法 )!* %表面
等离子体处理 )"* %单分子自组装法 )8*等往往因为
繁琐的制备步骤%苛刻的反应条件或基底材料与
修饰基团严格的化学反应配对等原因而受到限
制4

-DMMDNM;<L? 等 )$*发现仿贻贝粘连蛋白的多
巴胺分子在碱性有氧水环境下能够自聚合!在包
括金属%金属氧化物%高聚物甚至超疏水表面等多
种材料表面沉积成膜!且该过程不受三维结构限
制 )H \F* !显示出极为巨大的潜在应用!已经成为表
面修饰领域的研究热点之一 ):*4虽然聚多巴胺形
成机理还不甚清楚 )I* !但由于其可以进一步与氨
基或巯基发生加成反应!由此可以实现膜表面生
物活性分子 #多糖%生长因子%蛋白质等 $的固
定 )!#! !!* !因而被广泛应用于生物材料表面修饰领
域 )!"*4然而!该经典聚多巴胺膜的制备极大依赖
于碱性有氧环境!并且生物分子的引入需要通过
二次反应!整个过程耗时且步骤繁琐4

研究发现多巴胺分子沉积成膜的首要条件是
多巴胺被氧化为多巴醌 )!8* !而电化学是调控氧化
还原反应的有效手段4即使在中性或弱酸性环境

中!多巴胺在电化学作用下也会在电极表面聚合
成膜 )!$* !有研究将酶通过表面固定或同步负载与
电聚 多 巴 胺 相 结 合! 应 用 于 生 物 传 感 器 领
域 )!8! !H*4本研究以此为启示!将电聚多巴胺技术
与具有特异性诱导内皮细胞黏附的 /.Ko生物
活性短肽相结合!通过一锅法制备得到具有促进
内皮细胞黏附的功能界面4与传统的碱性溶液自
聚合方法比较!电聚多巴胺一锅法技术使聚合膜
的形成%增长和生物活性分子的捕捉或负载在溶
液中同步进行!具有简单快速的特点4该技术有望
应用于各种成分%形状的导电性装置表面!为快速
构建导电材料活性界面寻求切实可行的途径4
!"实验仪器与原料

所有电化学实验均在 ’U0JJ#’电化学工作
站上进行4电化学研究采用经典三电极体系!工作
电极为金电极或 0(*玻璃#有效工作面积为 !h#
>;i!h# >;$!涉及细胞实验时使用 0(*玻璃!其
余均使用金电极4参比电极为饱和甘汞电极
#1’.$!铂片作为辅助电极4实验中所给出的电位
值均 相 对 于 1’.4多 巴 胺 盐 酸 盐 # E3X6;<7D
?REN3>?=3N<ED$购自 1<Q;6(活性短肽 /.Ko#序列
O/.Ko,d!O=R9&NQ9O=A9&MX9o6=9(RN$和参比短肽
/.oK# 序 列 O/.oK,d! O=R9&NQ9O=A9o6=9&MX9
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(RN$以及荧光标记的活性短肽 /.KoP0(’购自上海
科肽生物技术有限公司4
#"电聚多巴胺膜 &&CBJ’及含活性短肽的复合
膜&&CBJd:;BW’制备

工作电极每次使用前用丙酮和水 #-<==<9s$
依次超声 H ;<7!氮气吹干!最后在 #hH ;3=G+
U"1*$ 溶液中从 _#h" o到 !h$ o进行循环伏安
扫描!直到获得稳定的伏安曲线4然后将电极置于
!h# ;QG;+多巴胺的磷酸缓冲溶液 #)Y1!#h#!
;3=G+!XU]Fh$$中采用循环伏安法聚合一定时
间后 )Y1 清洗 8 次!2" 吹干4其电位扫描区间为
_#hH \#hH o!扫描速度为 H# ;oGM4对于一锅法
负载活性短肽膜的制备!在 !h# ;QG;+多巴胺溶
液中加入 /.oK或 /.Ko短肽##hH ;QG;+$!然
后以上述循环伏安法进行电聚 $ ? 制备得到
#D)K&B/.Ko$复合膜4对涉及 m)1 测试与荧光
测试的 复 合 膜 的 制 备! 采 用 /.KoG/.KoP0(’

#"{8!Z{Z$混合的荧光标记体系4所有电聚合反
应均在通氮除氧环境下室温中进行4
*"材料的表征及细胞实验

为证实多巴胺在电极表面电聚成膜的过程!
椭圆偏振仪 #椭偏!;3ED=o&1.!54&4e33==6;
07>4!+<7>3=7!2.$观察了电聚多巴胺膜厚度的动
力学增长!场发射扫描电子显微镜 #P.91.-!
U<L6>?<19$:##$观察了膜表面形貌4

对于一锅法负载活性短肽体系!采用 m射线
光电子谱#m)1!dN6L3M&Z<Mv=LN6K+K$检测电极
表面修饰前后元素组成变化4复合膜中负载的活
性短肽在模拟生理环境的 )Y1# XU]Fh$$中的稳
定性通过孔板荧光计检测#P=A3N3MC67 &M>D7LP+!
(?DN;31><D7L<T<>$4

为检验 D)K&B/.Ko复合膜对内皮细胞黏
附行为的影响!在 D)K&%D)K&B/.Ko及参照体
系 D)K&B/.oK表面按 !$### >D==MG>;" 的种植
密度种上人脐带静脉内皮细胞 #Uvo.’M$!在
8F j!Hk ’*" 的培养箱中培养 ! ?4然后多聚甲
醛#8hFk$室温固定细胞 !# ;<7 后进行免疫荧光
染色4使用罗丹明9鬼笔环肽 # ! {:##! 1<Q;6$及
$c!J9E<6;<E<739"9X?D7R=<7E3=D#K&)0$ #" $QG;+$
分别染色细胞骨架和细胞核4使用一抗 #!{$##!
oI!8!!1<Q;6$和二抗#!{H##!&!!#"I!07W<LN3QD7$
对纽蛋白 #W<7>A=<7$ 染色4细胞在荧光显微镜
#[D<MM&Z3WDNL"## ;<>N3M>3XR$或激光共聚焦显微
镜#+D<>6eDLS=6N$下观察!每组 8 个平行样!每个

样品至少取 H 张照片!用 0;6QD5软件对图片处理
以及细胞计数!统计不同表面的细胞黏附情况4
3"多巴胺电聚膜的表征

首先用椭偏跟踪了电聚多巴胺膜的增长!图
! 显示电聚多巴胺膜的厚度在电聚合刚开始的
! ?内迅速增大!随后膜厚增速渐缓!至 :h8 ? 时
膜厚达到 ":hJ 7;4由于聚多巴胺为不导电膜!因
此我们认为这个现象的主要原因可能是由于聚多
巴胺膜层的电绝缘性阻隔了电极表面与溶液中多
巴胺分子的电子传递!导致氧化聚合反应逐渐受
到抑制4随后通过 1.-观察了电聚多巴胺膜的表
面形貌!从图 " 可以清楚地观察到电极表面形成
了具有一定粗糙度的聚多巴胺膜!但该膜整体均
匀平整4这些数据均证明了电聚多巴胺膜的成功
制备4

P<Q4!%(?<>C7DMMQN3@L? 3TX3=RE3X6;<7DT6VN<>6LDE 37

Q3=E MANT6>DWDNMAML<;DV6MDE 37 D=D>LN3>?D;<MLNRLND6L;D7L

4":;BW活性短肽的一锅法负载
为了进一步探索利用电聚技术便捷地实现复

杂功能界面的构建!我们在上述电聚多巴胺膜的
技术基础上引入生物活性分子!希望能够一锅法
制备生物活性聚多巴胺界面4/.Ko活性短肽是
一种内皮细胞特异性分子!它可以通过与 #$$! 整

合素亚基作用诱导内皮细胞黏附和迁移 )!J! !F*4将
多巴胺和 /.Ko短肽分子混合溶液进行一锅法
电聚 $ ? 后!椭偏测试 D)K&B/.Ko膜厚达到
"8h" 7;!和单纯 D)K&膜厚 ""h$ 7;相比无差
异!说明 /.Ko短肽对膜厚的增长没有影响!这
可能与短肽自身的分子量比较小有关4m)1 谱图
#图 8$显示!经一锅法修饰的表面除了多巴胺沉
积膜所含有的’%2%*8 种元素峰外!在 !J# Do处
还出现了属于 /.Ko9P0(’的 1 元素峰!表明多巴

$F!
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%

P<Q4"%1.-X?3L3QN6X?M3TV6NDQ3=E #6$ 67E X3=RE3X6;<7D# V$ 3VL6<7DE VRD=D>LN3X3=R;DN<S6L<37 T3N$ ?

P<Q48%m)1 MXD>LN63TD)K&! D)K&B/.Ko67E D)K&B

/.Koc

D)K&B/.KocNDXNDMD7LM6;3E<T<DE MANT6>D3VL6<7DE VR

<;;DNM<37 3TD)K&9/.Ko<7 )Y1 T3N!H ?4(?D<7MDLM?3@M

6MA=TANXD6C 6LL?DN67QD3T!## DoL3"## Do4

P<Q4$ % /D=D6M<7QVD?6W<3N3T/.KoP0(’ TN3; D)K&B

/.KoT<=;<7 )Y1 # XU]Fh$$

胺沉积膜通过一锅法成功负载了 /.Ko短肽4为
研究 /.Ko短肽负载后其在膜内的稳定性!将该
膜置于模拟生理环境的 )Y1 缓冲溶液中!通过荧
光强度变化观察复合膜内 /.Ko分子的释放行
为4荧光数据表明#图 $$!溶液荧光值随时间增加

而迅速增大并在 J ? 后趋于平缓!表明膜中有部
分 /.Ko短肽释放进入溶液中!然而膜表面的
m)1 谱图#图 8$显示仍有 1 元素的存在!说明一
锅法制备的 D)K&B/.Ko膜在仿生理条件下!最
终仍有部分 /.Ko短肽可稳定修饰于膜表面4这
种现象可能与 /.Ko短肽负载于聚多巴胺膜的
方式有关4数据表明!/.Ko短肽既有物理吸附和
包埋进入膜中!也有部分通过化学共价方式修饰
于膜内!短肽的氨基与聚多巴胺的醌式结构发生
-<>?6D=加成反应从而与膜形成共价连接4因此荧
光数据表现出 /.Ko短肽短时间内的快速释放4
8"&CBJd:;BW复合膜促进内皮细胞黏附

我们在 D)K&B/.Ko复合膜表面进行内皮
细胞的培养!以验证该种生物活性膜的作用4内皮
细胞在 8 种膜表面黏附 ! ? 后!对其细胞骨架进
行染色!并对细胞黏附密度和铺展面积进行了统
计和分析4从荧光照片数据中!可以看到!内皮细
胞均能够在 8 种表面黏附和铺展 #图 H$4然而!
D)K&B/.Ko膜表面能够明显促进内皮细胞的
黏附和铺展!相对于负载了参照短肽 #/.oK$的
膜与单纯 D)K&膜!表现出更高的细胞黏附密度
和平均铺展面积#图 H!H#68$%H#V!$%H# V"$$4由
此说明 D)K&B/.Ko膜中负载的 /.Ko短肽显
现出了对内皮细胞特异的促黏附效果4我们进一
步考察了黏附后内皮细胞的骨架和黏着斑4图 J
为内皮细胞在 8 种膜表面的 P96>L<7 和 W<7>A=<7 的
荧光标记4可以观察到!当内皮细胞在 D)K&B
/.Ko膜表面黏附 ! ? 后!可以观察到明显的斑
点状的黏着斑结构4而在另 " 种膜的表面还未能
观察到类似的黏着斑!由此说明!/.Ko短肽的确
是通过促进整合素与黏着斑的形成!从而加快内
皮细胞的黏附和铺展4这些内皮细胞黏附实验证
明!一锅法 D)K&B/.Ko膜中的 /.Ko短肽保持
了其特有的生物活性4

HF!



高%%分%%子%%学%%报 "#!$ 年

% %

%

P<Q4H%-<>N3<;6QDM3TUvo.’M6E?DNDE L3D)K&#6!$ ! D)K&B/.oK#6"$ 67E D)K&B/.Ko#68$ T3N! ?

’D==M@DNDML6<7DE @<L? 7A>=DAM# V=AD$ 67E P96>L<7 #NDE$ $ ( (?DlA67L<T<>6L<37 NDMA=LM3T>D==ED7M<LR# V!$ 67E MXND6E<7Q6ND6# V"$4

% %

% %

% %

P<Q4J%’37T3>6=<;6QDM3TUvo.’M6E?DNDE L3D)K&#6! \>!$ ! D)K&B/.oK#6" \>"$ 67E D)K&B/.Ko#68 \>8$ T3N! ?

’D==M@DNDML6<7DE T3NP96>L<7 #6! \68$ ! W<7>A=<7 # V! \V8$ 67E ;DNQD#>! \>8$4
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9"结论
多巴胺通过电化学聚合方法可在导电材料表

面聚合成膜!并且通过与生物活性分子相结合!一
锅法制备带活性短肽 /.Ko的聚多巴胺膜!实现
生物活性分子的快速负载4细胞研究结果表明通
过上述方式修饰了 /.Ko的膜表面可有效促进

内皮细胞的黏附%铺展和黏着斑的形成!提高材料
表面细胞亲和力!为电聚技术实现更复杂材料和
器件表面的多功能修饰提供依据4该种电聚多巴
胺表面修饰技术将在生物材料%医用装置等领域
有着潜在的重要应用4

:;<;:;=>;?

!% KD>?DNO41><D7>D!!IIF!"FF#H88#$ "!"8" \!"8F

"% P6W<6)!E,&Q3ML<73/41ANT’36L(D>?!!II:!I:#!$ "!!#" \!!#J

8% UAE6==6O&!-ANX?Re +413TL-6LLDN!"#!!!F#"#$ "IHJ! \IHF!

$% +DDU!KD==6L3ND1 -!-<==DNe -!-DMMDNM;<L? )Y41><D7>D!"##F!8!:"$"J \$8#

H% e67Q5+!/D7 dP!’?67QU!5<6P!+<Y’!5<,!5<54-6>N3;3=Y<3M><!"#!8!!8#$$ "$:8 \$I8

J% [?67Qm!e67Q1!mA +!PD7Q+!5<,!(63+!+<1!eD<,42673M>6=D!"#!"!$#!:$ "HH:! \HH:$

F% [?67Qm!+<A -![?67Q,!,67QY!5<,!PD7Q+!(63+!+<1!eD<,4/1’&EW!"#!"!"#8"$ "!"!H8 \!"!HH

:% ,Ds![?3A P!+<A e4’?D;13>/DW!"#!!!$##F$ "$"$$ \$"H:

I% U37Q1!26,1!’?3<1!137Q0(!d<;e ,!+DDU4&EWPA7>L-6LDN!"#!"!""#""$ "$F!! \$F!F

!#%+R7QD-.!W67 EDNeDMLD7 /!)3ML;6&!1L6E=DNY42673M>6=D!"#!!!8#!"$ "$I!J \$I":

!!%+DD,Y!1?<7 ,-!+DD5U!5A7 0!d67Q5d!)6NC 5’!1?<7 U4Y<3;6LDN<6=M!"#!"!88#88$ ":8$8 \:8H"

!"%eD<s!+<Y!,<2!1A Y!,<7 [![?67QP!+<5![?63’45Y<3;DE -6LDN/DM)6NL&!"#!!!IJ#!$ "8: \$H

!8%UDU!m<Ds!,63145’3==3<E 07LDN1><!"##H!":I#"$ "$$J \$H$

!$%+<,+!+<A -+!m<67Q’U!m<Ds5!,631 [4(?<7 13=<E P<=;M!"##J!$IF#!9"$ ""F# \"F:

!H%PA ,!+<)!m<Ds!mA m!+D<+!’?D7 ’![3A ’!KD7Qe!,6314&EWPA7>L-6LDN!"##I!!I#!!$ "!F:$ \!FI!

!J%)=3ATTDYK!2q3C6K2!U6NN<M5!+<635U!U3N<>C 2d!/6E<M<>-!-ANL?R1 d4+67Q;A<N!"##F!"8#I$ "H#H# \H#HH

!F%eD<,!5<,!m<63++!+<7 sd!mA 5)!/D7 dP!5<54Y<3;6LDN<6=M!"#!8!8$#!!$ ""H:: \"HII
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[(&/G,0C1&G6160-,(,FR-,6+0-a&?I1F6+&7D
;.&+01,G,.DE&1-L60-,(,FB,G6E-(&

[<9qA7 +<! dD9TD7Q/D7! ! 5<79=D<e67Q! 5<67 5<!

# )̂ $@KR’F"Q/FLQ/RQ&)FG/QVQ(KGC(F/0R;LTKUMUF;> %C;GLMQ;F(M]FLMQ;! #K+F/LVK;LQ&
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