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海藻酸钠 /壳聚糖微胶囊生物相容性的研究
`
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摘要 以天然高分子材料海藻酸钠 ( al ig na t e )和壳聚糖 ( hc i t os an )为原料制备海藻酸钠 / 壳聚糖 ( a l
-

ig n at e 一

hc ito sa
n 一

al ig n at e ,

CA A )微胶囊
,

用于动物和微 生物细胞 的微 囊化培养与移植
.

考察 了壳聚

糖材料对细胞生长的影响
.

采用活体实验方法
,

将制备 的 A C A 微胶囊移植入小 鼠腹腔
,

8 个月后

微胶囊能够成功回收
,

且囊内细胞 出现聚集现象
,

小鼠腹腔无炎症等免疫排斥现象发生
,

初步证

明了 A C A 微胶囊具有 良好的生物相容性
.

关键词 壳聚糖 海藻酸钠 微胶囊 生物相容性

众多的研究表明
:

移植具有分 泌功能的组织细

胞或基因修饰细胞可望治疗很多疾病川
.

但是细胞移

植过程中免疫排斥反应的发生
,

限制了细胞移植在临

床疾病治疗中的推广与应用
.

目前
,

在克服免疫排斥

反应的各种方法中
,

微囊化免疫隔离方法受到了各国

研究者的广泛关注
.

即
:

将组织细胞或基因修饰细胞

包封在一层半透的微囊膜内
,

通过控制微囊膜的选择

透过性使细胞所需的小分子营养物质
、

细胞代谢产物

和分泌物自由通过微囊膜
,

而有害的大分子物质如
:

抗体
、

免疫活性细胞等被阻隔在微囊膜外
,

从而达到

培养
、

免疫隔离或基因运载的目的 12, 3〕
.

海藻酸钠和

聚赖氨酸 (州 -y 1
一

Ivis ne )是目前最常用的制备微囊膜的

材料 [’]
.

海藻酸钠是从海洋的褐藻中提取的直链阴离

子多糖
,

生物相容性好
.

而聚赖氨酸是人工合成的阳

离子聚合物
,

价格昂贵
,

目前全部需要进 口
.

本实验

室在聚赖氨酸替代材料的筛选和改性方面取得了成

功
,

获得了具有理想成膜性能的壳聚糖材料
,

并成功

制备出 A C A 微胶囊
.

对于用于细胞培养与移植的 A C A 微胶囊而言
,

生物相容性是首要的性能指标
,

通常采用活体试验方

法
,

即将空微胶囊或微囊化细胞植入动物体内
,

定期

回收
,

考察微胶囊的物理形态
.

包括
:

微胶囊表面光

洁度和膜的完整性
,

微胶囊周围是否为宿主细胞所浸

润
,

以及宿主体是否出现炎症等异体排斥反应
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

壳聚糖 (本实验室改性所得 )
,

海藻酸钠 ( K el co

D iv o f M e r e k oC I n e ,

U S A ) ; 其他试剂均为 国产分

析纯
.

肿瘤细胞 ( T C ) 由上海细胞 生物学研究所惠

赠
,

16 4 0 培养基 S i g m a ,

昆明系小白鼠 ( 1 8 一 2 0 9
,

解放军大连高等医学专科学校实验动物中心提供 )
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 肿瘤细胞的微囊化 参照王勇等5[]
,

` )制备

A C A 微胶囊的方法 略加改动
:

将贴壁培养 所得的

T C 细胞用质量分数 二 为 0
.

25 % 的胰酶消化
,

离心

分离后
,

与 w 为 1
.

5 % 的海藻酸钠均匀混合
.

在高

压电场作用下滴入 1 00 m m ol / L 的氯化钙溶液中进行

凝胶化反应
,

制备海藻 酸钙凝胶珠
,

然后与 w 为

0
.

3 % 的壳聚糖溶液 进行 成膜反 应
,

最后 用 w 为

2 0 0 1
一

0 6一 3 收稿
,

2 0 0 2
一

0 2
一

30 收修改稿
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0
.

1 5 %的海藻酸钠覆膜
,

以 55 m m dl / L 的柠檬酸钠

液化其内核
.

1
.

2
.

2 微囊化肿瘤细胞的培养 将 A C A 微囊化肿

瘤 ( T C )细胞放入 50 m L 螺 口细胞培养瓶中
,

于 5 %

C姚 碳自动培养箱 中
,

37 ℃条件下培养
,

培养液用

体积分数 沪为 10 % 胎牛血清的 16 4 0 培养液
,

隔天

换液
.

1
.

2
.

3 壳聚糖材料的生物相容性 采用平板菌落

计数法考察壳聚糖材料的引入对微生物细胞生长状

况的影 响
.

将一 定量 的壳聚糖 粉末溶解 后与含

1
.

5 % 琼脂糖的 L B 培养基混合
,

配制成壳聚糖 甲 为

0
.

2 % 和 0
.

6 % 的 L B 培养基
,

高压灭菌后制成琼脂

糖平板
.

将含有大肠杆菌的菌悬液 ( O D 值为 0
.

45 )
,

经一 系列 10 倍 稀释后
,

取稀 释倍数分 别为 10 4 ,

10 5 ,

10 “
的 3 种稀释倍数的菌体各 0

.

1 m L 接种在

已制成的琼脂糖平板上
.

然后用无菌涂棒将菌液涂

布整个平板表面
,

放入培养箱
,

在 37 ℃ 条件下静止

培养 10 h
,

计算菌落数
.

1
·

2
·

4 A C A 微胶囊的生物相容性 本实验采用将

A C A 微胶囊 口服和腹腔移植两种方法考察微胶囊的

生物相容性
.

( i) 口服实验 将 0
.

2 m L 一定粒径的 A C A 微

胶囊通过管饲法灌注入实验小 鼠的体 内
,

隔时处死

小鼠
,

解剖小鼠的 胃和小肠
,

取样
,

于倒置显微镜

下观察微胶囊的形态及数 目
.

( ii) 腹腔移植实验 将 0
.

2 m L 包埋有 T C 细胞

的 A C A 微胶囊移植入实验小鼠的腹腔 内
,

定期回

收
,

考察微胶囊的表面形态
、

微囊膜内细胞的生长

情况以及在与对照组 (未移植微胶囊组 )饲养条件相

同的情况下实验小鼠生理状况的变化
.

2 结果与讨论

2
.

1 壳聚糖材料对微生物细胞生长的影响

壳聚糖是甲壳素经过脱 乙酞化反应的产物
,

即

使甲壳素结构单元—
乙酞氨基葡萄糖脱去 乙酞基

,

生成氨基葡萄糖而得到的产物 6[]
.

本实验所用的壳聚

糖材料是经过浓碱脱乙酞化反应后再经过强氧化剂氧

化降解等一系列处理后得到的
.

在壳聚糖改性过程

中
,

浓碱和氧化剂等化学试剂的残留可能会对微生物

细胞的生长产生不利影响
,

因此
,

有必要考察实验过

程中所用壳聚糖材料自身的生物相容性
.

不同浓度的壳聚糖材料对大肠杆菌的生长的影

响如表 1 所示
.

表列数据是在含有壳聚糖的琼脂板

上的菌落数
.

从表 1 可以看 出壳聚糖材料本身对大

肠杆菌的生长没有影响
,

表 明该壳聚糖具有 良好的

生物相容性
.

另外
,

壳聚糖作为一种天然多糖
,

不

仅不影响微生物细胞的生长
,

而且还可能为微生物

细胞提供营养源
.

表 1 壳聚糖材料对大肠杆菌生长的影响

稀释倍数
壳聚糖浓度 w

Q卫匹
1 8 9

鱼二坐
2 U I

10
0

2 8 2 1 2 3

10 6 2 3 6

2
·

2 A C A 微胶囊的动物 口服实验

如果实现 A C A 微 囊化细胞直接 口 服
,

使囊 内

细胞的 目的表达产物通 过微囊膜 释放到 患者 的体

内
,

不仅可以避免 目前工业生产中细胞产物的分离

纯化步骤
,

而且还可以利用微囊膜的控制物质跨膜

传递作用达到对 目的产物的控制释放作用 v[]
.

在这

里
,

A C A 微胶囊起到了口服药物载体的作用
.

药物载体的粘附性能是决定药物在体内停留与

发挥疗效时间长短的关键性因素
,

口服药物载体在

肠道 内的停留时间长短
,

直接影响到药物的利用度

和给药频 率
,

停留时 间越 长
,

药物 的作用 时 间越

长
,

给药频率越低
.

为考察 A C A 微胶 囊的体内停留时间
,

将粒径

为 4 0 0 拌m 的 A C A 微胶囊 0
.

2 m L 通过管饲法灌注到

实验小鼠的体内
,

隔时处死 小鼠并解剖小肠 与胃
,

于显微镜下观察
,

同时以价昂的海藻酸纳 /聚赖氨

酸 ( A P A )微胶囊作为对 比实验
.

实验发现
:

s h 后

A P A 微胶囊 已经全部排出小肠
,

而 A C A 微胶囊 Z d

后在小肠部位仍停留很 多且形 态完好
,

如图 1 所

示
,

说明 A C A 微胶囊具有较强的亲小肠粘膜性能
,

并能经受胃液 和肠液 的长时间作用
.

灌注 A C A 微

胶囊的小 鼠的生理状态与正常饲养条件下的小鼠相

比没有差异
.

图 1 口服 Z d 后从实验小鼠肠道内回收的 A C A 微脱囊
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上述实验结果表明
:

A CA微胶囊具有 良好的生

物相容性和较强的亲 小肠粘膜性能
,

具备作为 口服

药物载体的基本性能

2
.

3 A C A 微胶囊的动物腹腔移植

考察 A C A 微胶囊生物相容性 的一个重要方 法

就是采用将微胶囊移植入动物体内
,

定期 回收
,

考

察微胶囊的表面形态变化以及宿主体是否发生免疫

扫诉 反 应 等
.

将包 埋 有 T C 细 胞 的 A C A 微 胶 囊

0
.

2 m L移植入实验小 鼠腹腔后
,

于 2
,

30 和 2 4 0 d后

回收 (图 2)
.

可以看
一

出
,

回收后的 A C A 微胶囊表面

光洁
、

球型度好
、

微囊膜完整且薇胶囊表面没有细

胞浸润现象发生
.

同时实验小 鼠腹腔无炎症等异常

情况出现
,

小鼠的生长状态没有发生变化
,

移植组

体重与对照组相 比没有差异
,

初步表 明了 A C A 微

胶囊具有良好的生物相容性
.

图 2 腹腔移植不同时间后回收的 A C A 微囊化 T C 细胞

( a ) 移植 Z d ; ( b ) 移植 3 o d ; (
C

) 移植 2 4 0 d ; ( d ) 移植 2 4 o d 后 回收的微囊化 T C 再培养

值得注意的是
,

实验 中还观察到
,

微胶囊 内的

T C 细胞不仅可以在小鼠腹腔内可以存活以及正 常

生长
、

繁殖
.

而且
,

在移植一个 月后
,

开始形成一

定大小的团块 (如图 2 ( b)
,

( c ) )
.

为证明移植后 囊

内细胞的生理活性
,

将移植回收的包埋有肿瘤细胞

的 A C A 微胶囊破壁 后
,

对囊 内细胞 进行 再培养
,

结果如图 2 ( d) 所示
:

移植 2 40 d 后 回收的微囊化肿

瘤细胞
,

经培养能够继续贴壁生长
,

表明肿瘤细胞

在微囊内保持较高的生理活性
,

说明了 A C A 微胶

囊对细胞无毒副作用
,

进一步证明了 A C A 微胶囊

具有 良好的生物相容性
.

以上实验结果表 明
:

( i) 壳聚糖材料对微生物

和动物细胞的生长无抑制作用
.

( ii) 壳聚糖和海藻

酸钠为原料制备的 A C A 微胶囊也具有 良好的生物

相容性和免疫隔离性能 ( iii ) A C A 微胶囊对细胞具

有保护和支持作用
,

而且细胞不会 因为扩增而涨破

A C A 微胶囊
.

A 〔: A 微胶囊可望作为 口 服药物的 良

好载体以及组织细胞移植的免疫隔离工具或基因修

饰细胞的运载工具
.
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