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蚕丝蛋白和明胶复合组织工程材料与肝细胞相容性的实验研究 *
徐丽莎 1 刘文晶 2 申少波 3 杨 照 1 陈蕊蕊 1 韩 英 1 尹 芳 1 时永全 1 周新民 1△

（1 第四军医大学西京消化病医院 陕西 西安 710032；2 第四军医大学训练部医学教育教研室 陕西 西安 710032；

3 第四军医大学军事预防医学系卫生勤务教研室 陕西 西安 710032）

摘要 目的：研究蚕丝蛋白 - 明胶三维材料支架对人永生化肝细胞系 QZG 贴附及增殖的影响。方法: 采用四氮唑盐比色法(MTT)、
细胞计数法检测 QZG 细胞在纯蚕丝生物材料上与在蚕丝蛋白 - 明胶复合材料上的增殖情况，用扫描电镜观察 QZG 细胞在两种

三维生物材料上的贴附与增殖情况。结果: QZG 细胞可以在蚕丝蛋白生物材料贴附及增殖，在引入明胶的蚕丝蛋白材料上细胞贴

附更紧密，增殖更明显。结论: 蚕丝蛋白与明胶复合材料支架具有良好的细胞贴附性能，通过改进在肝组织工程应用方面将具有

一定应用前景。
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ABSTRACT Objective: To study the silk fibroin material's effect on proliferation of human normal hepatic cell line QZG，and to
testify the cytocompatibility when blending of silk fibroin and gelatin into 3D scaffold. Methods:The activity of cell proliferation and
relative growth rate (RGR) were assessed by MTT colorimetric assay and viable cell counting, The effect of silk protein materials on
growth of cells was observed by scanning electron microscopy (SEM). Results: Human normal hepatic cell line QZG were cultivated in
vitro directly on pure silk protein materials and silk fibroin/ gelatin materials. Cells solidly adhered to the materials. The activity of cell
proliferation on silk fibroin/ gelatin materials was significantly more than that in the group of pure silk fibroin materials. The result of
viable cell counting was compatible to MTT colorimetric assay. Conclusion:The silk fibroin materials together with gelatin has a good
cytocompatibility with human normal hepatic cell line QZG. It will be useful in liver tissue engineering.
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理想的肝组织工程可作为有效的生物人工肝替代支持系

统，为急性肝功能衰竭及终末期肝病患者提供有效的替代治

疗，为患者自身肝脏的再生及等待肝源争取宝贵时间。近年来

肝组织工程在组织工程发展的大背景下获得了巨大的成效，载

体材料和种子细胞是肝组织工程的两大关键，而这两者的相容

性是构建理想肝组织工程的关键环节。蚕丝蛋白是一种生物相

容性较好的材料，其具有较高强度和韧性[1]，被广泛应用于骨组

织工程和皮肤组织工程。胶原是软骨组织中的主要结构蛋白,
使软骨组织具有其独特的力学性质。而且胶原蛋白也有利于细

胞的黏附、增殖和分化,可降解并为新生组织提供足够的空间[2]。
近年来，研究者尝试将蚕丝蛋白与胶原复合支架应用于肝组织

工程，借以充分发挥二者的特性[3]。本文拟研究蚕丝蛋白 / 明胶

复合材料及纯蚕丝材料与体外建系的肝脏细胞相容性，为选择

更好的载体材料奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料及仪器

SD 雄性大鼠购于第四军医大学试验动物中心；DMEM
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培养基、胎牛血清购于 Hyclone 公司；MTT 粉购于 Sigma 公

司；DMSO 购于 Sigma 公司；蚕丝蛋白 / 明胶材料由西安交通

大学机械学院提供；Thermo Steri-Cycle CO2 培养箱；倒置相差

显微镜 （CKX-31,Olympus，Japan）；TD5M-WS 赛特湘仪离心

机；SW-CJ-1F 水平层流洁净工作台；Thermo 酶标仪。
1.2 蚕丝蛋白 / 明胶复合材料支架的制备与灭菌处理

1.2.1 蚕丝的脱胶

为获得蚕丝蛋白，需要先对蚕丝进行脱胶处理，本研究中

采用在 0.5wt%的 Na2CO3 溶液中将蚕丝煮沸 1 小时，然后分别

用自来水和超纯水将脱掉的丝胶蛋白冲洗干净。
1.2.2 蚕丝蛋白的溶解

本研究中选用 CaCl2/C2H5OH/H2O（摩尔比 1:2:8）三相溶液

作为蚕丝蛋白的溶解液，将适量蚕丝蛋白加入三相溶液中在

80℃水浴中放置数小时即可得到蚕丝蛋白溶液。
1.2.3 纯蚕丝蛋白水溶液的制备

溶解后得到的蚕丝蛋白溶液中含有大量的无机盐离子以

及乙醇，本研究中选用截留分子量 3500D 的透析袋对溶液进

行透析。
1.2.4 混合溶液的制备

研究中选用的是来源于牛皮的 B 型明胶，当温度低于

30℃时，在水溶液环境中，明胶自然地从无规则卷曲结构转变

为三螺旋结构进而形成凝胶，当温度升高时，螺旋结构又转变

为无规则结构，形成均质的水溶液。在本研究中，利用 40℃水

浴帮助明胶充分溶解。然后将 4%蚕丝与 3%明胶溶液充分混

合得到混合溶液。
1.2.5 蚕丝蛋白 / 明胶三维多孔支架的制备

本研究中应用冷冻干燥法制备蚕丝蛋白 / 明胶多孔支

架。具体工艺是将配制好的混合溶液注入硅胶模具，置于

-20℃预冻 24h，然后将预冻支架冻干 24h 得到三维多孔支架。
支架孔径为 250±30um 之间。孔隙率为 85.4±2.1%。将所制

备的蚕丝蛋白 / 明胶材料送第四军医大学钴 60 辐照中心照

射灭菌（25℃,25KGY）。复合材料使用前用无菌 1×PBS 洗三

遍。
1.3 体外人永生化肝细胞系 QZG 培养

复苏冻存的人永生化肝细胞系 QZG 至 10cm 培养皿，置

CO2 孵箱中以 DMEM（高糖）培养液 +20%胎牛血清培养，隔天

换液一次。
1.4 体外人永生化肝细胞系 QZG 在支架上接种与培养

分为两组，第一组 4%蚕丝蛋白与 3%明胶复合材料支架

与人永生化肝细胞系 QZG 组，第二组纯蚕丝蛋白与人永生化

肝细胞系 QZG 组。将支架材料预先铺于 96 孔板中，消化长至

70-80%的人永生化肝细胞系 QZG 细胞成单细胞悬液，以 1×
104 个 /ml 的密度以悬滴法分别接种至 100%纯蚕丝及蚕丝蛋

白 - 明胶材料支架上，CO2 孵箱中静置 1 小时后补加 DMEM
（高糖）培养液 +20%胎牛血清，CO2 孵箱中连续培养 7 天，隔天

换液一次。
1.5 细胞增殖活力测定（MTT 法）

每天分别于每组培养细胞的材料中取 5 个孔，每孔加入

20ulMTT 液，37℃,CO2 孵箱中孵育 4 小时。4 小时后取出培养

板，小心吸弃上清液，加入 200ulDMSO 后振荡 10min 溶解。溶

解后吸出 200ul 溶解液至 96 孔板中，标记后将 96 孔板置于酶

标仪中 490nm 检测读数，每组 5 个读数求平均值[4]，另一组操

作步骤同上所述。
1.6 细胞收集计数

将支架材料预先铺于 6 孔板中，消化长至 70-80%的人永

生化肝细胞系 QZG 细胞成单细胞悬液，以 1×105 个 /ml 的密

度以悬滴法接种至 100%纯蚕丝及蚕丝蛋白 - 明胶材料支架

上，连续七天，每天分别于每组培养细胞的材料中取 3 个孔，吸

弃培养液后加入 1ml0.25%胰酶消化液, 37℃消化 5min，加入

2ml 培养液终止消化。反复吹吸后收集全液至离心管中，

1000rmp 离心 5min，弃上清后用 1ml 培养液重悬细胞，对此细

胞悬液用细胞计数板进行细胞计数，每组 3 个计数求平均值，

另一组操作步骤同上所述。
1.7 扫描电镜观察

将材料分为两组，A 组为 4%的蚕丝蛋白和 3%的明胶复

合生物材料组，B 组为纯蚕丝蛋白材料组。消化长至 70-80%的

人永生化肝细胞系 QZG 细胞成单细胞悬液，以 1×104 个 /ml
的密度以悬滴法接种至 100%纯蚕丝及蚕丝蛋白 - 明胶三维材

料支架上，分别取 1、3、7 天培养细胞的材料，置于 2%戊二醛固

定液中固定，送第四军医大学基础部电镜中心进行扫描电镜观

察，另一组操作步骤同上所述。
1.8 数据处理

数据采用 SPSS 12.0 for Windows 软件进行分析，组间比较

以单因素方差分析进行显著性检验, P < 0.05 差异有显著性意

义。

2 实验结果

2.1 细胞增殖活力比较

MTT 比色法测定 490nm 吸光度（OD 值），检测细胞增殖

活力。各个时间点两组间比较如（图 1）。连续七天，两组间 MTT
读数间比较(p < 0.05)，其中 4%蚕丝蛋白与 3%明胶复合材料支

架组人永生化肝细胞系 QZG 细胞增殖活力明显优于纯蚕丝蛋

白材料支架组。

图 1 MTT 检测 QZG 细胞增殖活力（MTT Assay of QZG Cell
proliferation）

注：1. 中红色柱状图代表 4%蚕丝蛋白与 3%明胶复合材料支架组人永

生化肝细胞系 QZG 细胞增殖活力测定结果；蓝色柱状图代表纯蚕丝

蛋白材料支架组人永生化肝细胞系 QZG 细胞增殖活力测定结果。连

续七天，两组间 MTT 读数间比较(p<0.05)
Fig.1 MTT assay of QZG cells cultured for 7 days on silk fibroin s-
caffolds（red histograms） and silk fibroin /gelatin blending scaffolds

（blue histograms） (n=4, mean±standard deviation, *P<0.05)
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2.2 细胞数量比较

两组表面各时间点收获细胞数量比较如 （图 2）。连续七

天，两组间细胞计数间比较(p < 0.05)，其中 4%蚕丝蛋白与 3%
明胶复合材料支架组人永生化肝细胞系 QZG 细胞计数量明显

大于纯蚕丝蛋白材料支架组。

图 2 细胞计数（Cell Counting）
注：2. 中红色柱状图代表 4%蚕丝蛋白与 3%明胶复合材料支架组人永

生化肝细胞系 QZG 细胞计数结果；蓝色柱状图代表纯蚕丝蛋白材料

支架组人永生化肝细胞系 QZG 细胞计数结果。连续七天，两组间计数

间比较(p < 0.05)
Fig.2 QZG cells counting for 7 days on silk fibroin scaffolds（red h-
istograms） and silk fibroin /gelatin blending scaffolds（blue histogra-
ms） (n=4, mean±standard deviation, *P<0.05)

2.3 扫描电镜观察

两组间扫描电镜观察细胞生长情况：细胞均与支架材料完

全贴附，细胞间连接紧密，细胞在材料的微孔中成聚集态，第 3
天与第 7 天，4%蚕丝与 3%明胶复合材料支架组上细胞成团片

状生长，状态明显优于纯蚕丝蛋白材料支架组。

图 3.扫描电镜观察（Scanning Electron Micrographs Observation）
注：3. 中 A、B 两组分别为：4%蚕丝蛋白与 3%明胶复合材料支架组和

纯蚕丝蛋白材料组。图中白色箭头所指为在蚕丝蛋白 / 明胶复合生物

材料表面贴附和增殖的人永生化肝细胞系 QZG 细胞。
Fig.3. Scanning electron micrographs representing sequential steps of
cell attachment and growth on silk fibroin scaffolds（grey histograms）
and silk fibroin /gelatin blending scaffolds （black histograms）: (A)
silk fibroin /gelatin blending scaffolds; (B) silk fibroin scaffolds;
White arrows=QZG cells.

3 讨论

近年来，人们特别关注到了组织工程在肝脏方面的应用研

究，尤其是应用何种细胞和细胞外基质以及创造什么样的环境

来构建组织工程肝脏[5]。肝组织工程材料种类甚多，评价生物材

料的方法有多种，其主要关注点还是其与受体的相容性及种子

细胞的相容性。体内埋植试验是检测生物材料生物相容性必不

可少的方法之一。通过体内埋植试验可以直接观察动物机体对

材料中的同种或异种抗原或材料中的化学物质产生的免疫应

答[6、7]。
Johnson 等[ 8、9]认为,在区别生物材料的毒性及对细胞影响

方面,体外实验较体内植入更敏感。近年来研究者将目光转移

至机械和生物性能均良好的蚕丝蛋白材料，拟将其应用于肝组

织工程。蚕丝不溶于绝大多数的溶剂，包括水、稀酸和稀碱。丝

素蛋白间的构造特征使纤维内产生β- 折叠晶体，甚至在很小

的结晶区域内也存在液晶态及多态现象[10-12]。这些纳米级特征，

小范围因素，定向晶体和大量β- 折叠晶体，晶体和微小结晶

区域间的模糊界面，为蚕丝纤维新机械性能的开发利用提供了

基础[13]。另外，与天然蛋白相比，交联可以从本质上改变胶原的

性质[14、15]。
明胶提取自天然胶原蛋白，其组织相容性好，适合细胞贴

附。明胶被广泛地应用于医疗领域，例如多孔生物材料制造、药
物缓释系统、组织工程修复等[16-21]。特别将明胶与其他生物材料

混合交联后，能够产生既能满足生物材料支架多孔的要求，又

能保证混合材料一定的生物力学性能以及合适生物降解程度

的混合生物材料支架，从而为确立组织工程合适的细胞外基质

提供了良好的选择。
本实验经过细胞相容性验证，证明引入明胶后的蚕丝蛋

白材料能明显促进细胞贴附与增殖。我们下步将在蚕丝蛋白与

明胶的复合材料上进行进一步加工修饰，从而优化该材料载

体，以求获得能适合于肝组织工程的细胞载体。
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