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医用高分子材料表面血浆蛋白吸附

对血小板粘附的影响
`

潘 仕荣 周 群

( 第一附属医院人工心脏研究 室 )

许教文 唐华欣

( 生物化学教研室 )

提 要 本文通过电泳法研究了五种高分子材料表面对血浆蛋白的吸附
,

使用扫描电镜观察 了材

料表面的血小板粘附状况
。

研究表明
,

疏水性的高分子材料表面有较高的白蛋白吸附浓度
,

其 表 面 粘

附的血小板数 目较少
,

变形较轻
,

可 以获得较好的抗凝血性
。

关镇词 血浆蛋白吸附 血小板粘附

高分子材料是制造人工器官的主要材料之

一
,

高分子材料的抗凝血性是用作生物材料的

首先要求
,

研究材料与血液间的界面现象是设

计具有优越抗凝血性的材料的重要依据
。

高分

子材料与血液接触时表面会发生一系列复杂的

现象
,

首先是血浆蛋白吸附
,

相继是血小板的

粘附
,

变形和聚集
,

最后导致纤维蛋白原的沉

积
,

形成血栓
〔” 。

在研究材料的表面性质与抗

凝血性关系时
,

首先要弄清材料表面血浆蛋白

吸附对血小板粘附的影响
。

近十多年来
,

国外

学者对材料表面的血浆蛋白吸附进行过广泛的

研究
。

主要方法有傅利叶 红 外 光 谱 A T R一 I R

法 〔 2
’ “ ’ ,

同位素标记法
〔` , 石 〕,

电泳 法
〔’ , 6

,

” 等
。

这些方法各有优缺点
,

从不同的 方 面 说 明间

题
。

电泳法是一种简便的方法
,

由于材料表面

吸附的蛋白量一般只 有 0
.

1~ 10 林g c/ m
Z ,

因此

必须使用很大的表面积才能保证电泳有足够的

蛋白浓度
。

我们对 O w en 的方法
〔 7 ’
作一定的改

进
,

分析了五种医学上常用的高分子材料的血

浆蛋白体外吸附
,

研究其对血小板 粘 附 的 影
11!句

。

材 针 与 方 法

主要材料

硅橡胶 P is
,

上海橡胶制品研究所

聚碳酸醋 P C
,

四川晨光三厂

聚氯 乙烯 P v C ,

广西梧州 日用塑料厂

聚氨醋 /聚硅氧烷共 聚 物 z H一 l
,

本室合

成
` S J

聚氨醋 B i o m e r ,

美国 E t h i c o n 公司

牛血 白蛋 白
,

美国 iS g m a
公司

牛血 卜球蛋白
,

美国 iS g m a 公司

方法

1
.

血 装蛋 白的吸附 将 0
.

15 一 o
.

25 m m 直

径玻璃珠分别涂覆上述五种高分子材料溶液
,

外膜干燥后
,

装入 内径 7
.

s m m
,

长 28 Om m 的 玻

璃管 内
,

每管玻璃珠重童为 17 克
。

称量 牛 血

蛋 白溶解于磷酸盐缓冲溶液中
,

(P H = 7
.

4 )
,

浓

度为白蛋白 49 / 1 0 0m l , r一球蛋白 2 9 / 1 0 0m l 。 以

注射器吸取 6m l 蛋白溶液注入球柱内
,

注意不

要让气泡进入液柱
。

在预定时间后以 1 0m l磷酸

盐缓冲溶液 ( p H = 7
.

4 ) 排除 球柱内的蛋白溶

液
,

随后 以注射筒吸取空气尽量排净柱内之缓

冲液
,

最后以 12 m l T ir ot n X 一 1 00 的 1% 溶液把

球柱内
{
汾玻璃珠全部排出

,

收集到一烧杯内
,

在冰箱内 ( 4~ 6 ℃ ) 浸泡洗脱 48 小时
。

将上述

洗脱液装入透析 袋 内 ( U n i o n C a r b id e
公司

,

分子量 1
.

2
`

万 以下 )
,

袋 外 填 充 聚 乙 二 醉

2 0 0 0 0 粉 末脱水
,

在冰箱内静置 4 ~ 6 小时
,

洗脱液浓缩至 I ln lo

*
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作电泳用的聚丙烯酞胺凝胶 长 6 om
,

直径

o
.

s c m
, 3%浓缩胶

, 6 %分离胶
,

放 入 rT i s一 G l y

电极缓冲液 ( p H S
.

3 )
。

蛋白的浓缩洗 脱 液加

入量为 50 川
, 3

.

Om A 通 电 分离 3小时
, 0

.

1 %

考马斯亮兰 G一 2 50 液染色
, 7% H A C 液洗脱

,

在 S h im a d z u U v 一 2 0 0 型 电 泳 扫描仪上扫描
,

入 “ 6 o 6n m
,

测出各蛋 白区带的含量
。

2
.

血 小板 的拈附 按 文献 〔9」进 行 经 甲

基硅油处理的注射器从健康雄兔心脏中穿刺采

血
,

注射器 内先吸取 1 / 1 0 体积的 3
.

8 %构椽酸

钠溶液
。

所采的兔血 以 8 00 转 /分速度离心 20 分

钟
,

制得富血小板血浆 PR P
。

取 o
.

sm lP R P 备

用
,

并计算血小板数
。

其余 P R P再 以 3 , 0 00 转 /分

离心 20 分钟
,

制得贫血小 板 血 浆 P P P ,

通 过

G 6 漏斗过滤
,

即得贫小血板 血 浆 P F P
。

通过

计算将适量的 P R P 与 P F P 配制成 2 , 0 00 个 /时

浓度的稀释血小板悬浮液
。

将普通的离心管的内腔改成平底 ( 用有机

玻璃浇注并固化 )
,

把上述材料的试片分别贴

在底部平面上
。

实验时分别在每样品管上加入

l m l 血小板悬浮液
,

5 个样品同时以 3 , 5 00 转 /

分 的速度离心 1分钟
,

然后倒出悬浮液
,

用台

氏缓冲液漂洗 3 次
。

注意从滴加到漂洗期间
,

血小板悬浮液与试片接触时间不超过 5分钟
。

试片用 2
.

5 %戊二醛的磷酸盐缓冲液 (P H 7
.

4 )

固定
,

台氏缓冲液漂洗
, 2 % 四氧化俄溶 液 固

定
,

台氏缓冲液再漂洗
,

由系列浓 度 乙醉 脱

水
,

醋酸正戊酷浸泡
,

临界点干燥
,

镀金
,

最

后在 H I T A C H 一 4 50 型 扫 描电镜上观察血小板

的粘附情况
。

3
.

临 界表面 张力的浏 定 在 J y 一 82 型 接

触角测定仪上进行
。

不问样尼
;

的蛋 白质吸附

量与百分组成

吸 附时间
样 品

蛋 白质
吸附量

林g / c m Z

吸附蛋白质的
百分组成 %

白蛋 白 }丫
一

球蛋 白

Z H一
1 5 0

.

1 8 8 5 1 5

2 0 0
。

12 8 1 1 9

4 0 0
。

4 7 8 2 1 8

6 0 0
。

6 0 8 2 1 8

P S i 5 0
。

2 1 7 8 2 2

2 0 0
。

J 7 7 5 2 5

4 0 0
。

6 9 7 9 2 1

6 0 0
。

5 6 8 0 2 0

B i o m e r 5 0
。

2 1 7 5 2 5

2 0 0
。

1 4 7 3 2 7

4 0 0
。

2 8 7 0 3 0

6 0 0
。

5 5 7 2 2 8

P V C 5 0
.

1 8 7 7 2 3

2 0 0
。

1理 7 4 2 6

4 0 0
。

4 8 7 5 2 5

6 0 0
。

3 8 7 5 2 6

P C 5 0
。

2 1 7 7 2 3

2 0 0
。

3 6 6 2 3 6

10 0
。

3 9 6 8 3 2

6 0 G
。

5 2 6 8 3 2

结 果 与 讨 论

一
、

高分子材料表面对血浆蛋白的吸附

由表 1 我们可以看到
,

在吸附的初期
,

吸

附的白蛋 白占较高的比例
,

随着吸附时间的延

长
,

白蛋白吸附浓度相应减少
,

逐渐达到一稳

定值
。

对于 z H一 !
, B i o m e r 和 p V C ,

在 2 0 `

时

白蛋白吸附浓度达到稳定值
, P iS 和 P C 在 40

`

时白蛋白吸附浓度达到稳定值
,

该白蛋 白吸附

浓度的稳定值大小决定于材料的性质
,

与吸附

时间长短无关
。

z H一 l 有较高的吸附白蛋白浓

度
, p s i , p v c , B i o m e r , p c 的白蛋白吸附浓

度依次递减
。

材料的总蛋白吸附量在开始 接 触 5 `

时的

数值已相当于最后的 60
`

时数值 的 30 %以上
,

说明接触早期有较大的蛋白吸附速率
。

随着时

间的推移
,

蛋白质吸附量逐渐增加
,

但吸附速

率已明显减慢
。

表 1 的个别 数 据 出 现一些波

动
,

但总的趋势如上所述
。

二
、

血小板在材料表面的粘附

z H一 l 与 P iS 粘附血小板数量鼓少
,

变形

最轻
, B i o m e r , p V c 依次增加

, p c 表 面粘附

的血小板发生大量聚集变形
。



表 2
.

血 小 板 在 试 样 表 面 的 粘 附 状 况

血小板粘附数( 个 ) / 1 () o叩m 么
血 小 板 粘 附 形 态

P S i

Z H 一

l

B i o m e r

P V C

P C

4 8
。

4 9
。

8 1
。

1 0 5

1 1 1

单个血小板粘附
,

仲出伪足
,

变形较轻

单个血小板粘附
,

伸出伪足
。

变形较轻

单个血小板粘附
,

密度较大

血小板三两成群聚集

大量血小板网状聚集

*

血小板粘附数由 4 个视野几何平均 数

表
. 七

J

, 二` `
` 口 ` .仍 . , 巴 , , .油目山 . . 曲

五种材料的临界表面张力

与表面 自由能

材 料
临界表面张力
(达因 /厘米 )

表面自由能
(尔格 /厘米

2 )

P S
a

Z H 一

l

B i o m e r

P V C

艺2 2公

3 1

3连

P C 3 9 谨0

三
、

材料的临界表面张力

临界表面张力 p s i 最小
, z H 一 l

, B i o m e r ,

P v C , P C 依次增大
,

其疏水性随上次序减少
。

四
、

材料表面血浆蛋白吸附对血小板粘附

的形晌

疏水性较大的高分子材料如 P is 和 Z H 皿
,

有较高的白蛋白吸附浓度
,

其表面粘附的血小

板较少
,

材料表现较高的抗凝血性
。

疏水性较

低的高分子材料如 P C ,

有较低的白蛋 白 吸附

浓度
,

表面血小板粘附较多
,

材料的抗凝血性

最差
。

BI O
me

r 是一种抗凝血性的材料
,

其白蛋

白吸附浓度稍低
,

血小板粘附数中等
,

出现这一

偏差我们认为是在制样时表面存在许多微孔
,

表面粗糙不平所致
。

在材料与血液接触时
,

表面吸附的血浆蛋

白浓度越高; 其粘附的血小板数目就越少
,

该

材料有较好的抗凝血性
,

我们的研究支持了上

述的结论
。
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〔 1〕 L y口an O J , e t a l . T h e e f r e e t o丈 e h e m 让. 1

s t r u t e u r e a n d s u r f a e e P r o P e r t i e s o f s y n t h e -

t i c Po l y m e r s o n t h e e o a g u l a t i o n o f b l o o d
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,
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i v o a d s o r P t io n o f P r o t e i n o n Po ly
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T r a n s A m S o e A r t i f I n t
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〔艺〕 B r a s h J L
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A d s o r P t i o n o 士 P l a , m a

P r o t e i n i n s o l u t i o n t o u n e h a r g e d h y d r o Ph
-

o b i e P o l y m e r ` u r f a e e s ,

J B io m e d M a t e r
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〔 3 ] R a n dy G L
, e t a l

,

A d s o r p t io n o n t o h y d r o -
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t h e r m s a n d k i n e t i e s ,

J B io m e d M
a t e r R e s

1 9 7 4 , 8 : 2 5 1
。

〔 4〕 S u n g W K
, e t a l

.

R o l e o f P r o t e i n a n d f a t t y

a e id a dso r P t i o n o n P l a t e l e t a d h e s io n a n d

a g g r e g a t i o n a t t h e b l o o d一 P o l y m e r i n t e r f a c e
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T r a n s i e n t i n v i v o
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,
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E f f e e t o f P l a s m a rP to e i n A d s ro P t i o n o n P l a t e ld

A d h se io n no PO ly m e r S u r f a c e s

Pa n S h i ro n g Z h o n Q u n

( D e P a r t m e n t o f A r t i f i e i a l H ea r t
,

F 五r s t A f f i l i a t e d H o s P i t a l )

X u J i a o w e n sT n s H u a x l n

( D e P a r t m e n t o丈 B IO e h em l s t r y )

A b s t r a C t

I n v i t r o a d s o r P t i o n o f P l a s m a P r o t e i n o n f i v e P o l y m e r s u r f a e e s w a s s t u d i ed b y e l e e -

t r o Ph o r e s i s
.

A d h e s i o n o f P l a t e l e t O n t il e s e p o l y m e r s u r全a e e s w a s o b s e r v e d b y s e a n n i n s

e l ec t r o n m i e r o s e o P y
.

E x P e r im e n t a l r e s u l t s i n d i e a t e tha t e o n e e n t r a r i o n o 全 a d s o r b e d a lb u m i n

o n h y d r o Ph o b i e P o l y m e r s u r f a e e s 15 h i g h e r
,

n u m b e r o f a d h e r e d P l a t e le t s 15 l e s s a n d t h es e

P o l y nZ e r a r e

K e P w o r ds

n o n 一 t h r o m b o g e n i e m a t er i a l s
·

P l a s m a P r o t e i n a d s o印 t i o n P l a t e l e t a d h e s io n

.

令州卜
.

弓卜州卜
.

嘴目洲卜
.

T he C h a n ge s o f t h e E n ke P h a l i n s ,

C o n t e n t S i n t h e B r a i n A r e a s

o f 取 t s D ur ign H e m o r r h a g i c S h o kC a n d T he i r

P a t h o g e e n t i c S i g in f ica n ce

C h a n g Y o n g e h a n g H o u C a n

( D e P a r t m e n t O f p a t h o Ph y s i o l o g y )

A b s tr a C t

I n o r d e r t o e v a l u a t e t h e r o l e o f e n k e Ph a l i n s i n t h e Pa t h o g e n s i s o f h e m o r hr a g i e s h o e k
,

w e m ea s u r e d M E K a n d L E K i n 4 b r a i n a r e a s o f r a t s d u r i n g t h e s h o e k b y R I A
, a n d o b s

-

e r v e d t h e e f f e e t s o f i n t r a v e n t r i e u l a r P r e v e n t i v e t r e a t m e n t w i t h n a l o x o n e o r a n t i s e r a o f

M E K a n d L E K o n t h e s h o e k
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t : ( 1 ) T h e l e v e l s o f M E K i n m e d
-

u l l a o b l o n g a t a a n d L E K i n P i t u i t a r y d e e r e a s e d s i g n i f i e a n t l y a t 6 0 m i n
.

O f h e m o r r h a s i e

sh o e k o f r a t s
, a n d d e c r ea s e d f u r t h e r a t 2 1 0 m i n

·

a n d 3 6 0 m i n
.

( 2 ) I n t r a v e n t r i c u ls r l y P r e -

v e n t i v e t r ea tm e n t w i t h 1 0 0 协9 O f n a l o x o n e e o u l d p a r t l y p r e v e n t t h e b r : 。 y e a r d i a i n t h e

e a r l y s t a g e o f s h o c k a n d S im u l t a n e o u s l y i n c r e a s e t h e v o l u m e o f sh e d b l o o d ( 3 ) A n t i s e r u m
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