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摘要
目的:探索以电子加速器合成具有温度敏感特性的聚异丙
基丙烯酰胺凝胶(ＰＮＩＰＡＡｍ)及接枝有 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶
的培 养 皿 的 方 法ꎬ 及 兔 角 膜 基 质 细 胞 在 温 敏 材 料
ＰＮＩＰＡＡｍ 水 凝 胶 上 的 生 长 条 件 及 特 性ꎬ 以 及 利 用
ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶获得的细胞片ꎮ
方法:５５％ Ｎ－异丙基丙烯酰胺(ＮＩＰＡＡｍ)单体和 ０.５％的
ＮꎬＮ􀆳－亚甲基双丙烯酰胺的异丙醇溶液 ７０ μＬꎬ加入到
３５ ｍｍ培养皿上ꎬ 电子加速器下辐射合成温敏材料
(ＰＮＩＰＡＡｍ)ꎬ后续处理后ꎬ接种兔角膜基质细胞体外
培养ꎮ
结果:按本实验中的单体配方以及辐射合成方案ꎬ能够在
培养皿表面合成 ＰＮＩＰＡＡｍꎬ角膜基质细胞能在部分接枝
了 ＰＮＩＰＡＡｍ 的培养皿上生长ꎬ并能成片脱离ꎮ
结论:使用辐射合成温敏培养皿能够获得单层及多层无载
体的角膜基质细胞片ꎮ
关键词:聚异丙基丙烯酰胺凝胶(ＰＮＩＰＡＡｍ)ꎻ温敏材料ꎻ
细胞片ꎻ角膜基质ꎻ细胞培养
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０引言

角膜病是世界范围内的严重致盲眼病之一ꎮ 角膜移

植手术是角膜盲的主要治疗手段ꎮ 但是ꎬ由于供体来源的

匮乏ꎬ制约了角膜移植术的广泛开展[１]ꎮ 应用组织工程角

膜为供体进行分层和全层角膜移植将是解决供体缺乏的

６８６

国际眼科杂志　 ２０２４ 年 ５ 月　 第 ２４ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２０５９０６　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



理想途径[２－３]ꎮ 但是ꎬ由于培养细胞和生物材料在体内的

存活、转归和降解、体内炎性和排斥反应等问题ꎬ迄今仍未

获得满意的结果ꎮ 如何解决以上问题ꎬ已成为国际上眼科

和组织工程学领域的研究重点ꎮ 因此ꎬ必须用新的研究手

段突破这些难题ꎮ 有研究发现具有温度敏感特性的聚异

丙基丙烯酰胺凝胶(ＰＮＩＰＡＡｍ)的独特特性ꎬ当环境温度

稍稍高于 ＰＮＩＰＡＡｍ 的最低临界溶解温度 ( ｌｏｗ ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ＬＣＳＴ)时ꎬ其体积会突然剧烈收缩ꎬ此
时其表面是疏水的ꎬ由于细胞膜的亲脂性ꎬ细胞可以黏附

生长ꎬ此时接种细胞ꎬ可以进行细胞培养及其增殖ꎮ 当细

胞生长汇合成片后ꎬ降低温度到 ＬＣＳＴ 以下ꎬ使水凝胶表

面亲水ꎬ这样细胞就脱离水凝胶ꎬ从而整个细胞片以及

其下面的细胞外基质都会自动脱落ꎬ而不必传统的酶消

化ꎬ所以很好地保持了细胞的表面结构以及功能[４] ꎮ 本

实验通过与佛山塑料股份有限公司合作ꎬ使用电子加速

器辐射合成了 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶及接枝了 ＰＮＩＰＡＡｍ 水

凝胶的温敏培养皿ꎮ 本课题对智能型温敏材料进行了

系统研究ꎬ并用其作为载体培养细胞ꎬ观察细胞在其表

面的生物活性和生长条件ꎬ降低温度获得了不含任何载

体的细胞片ꎮ
１材料和方法

１.１材料

１.１.１实验动物　 健康清洁级新西兰白兔 ４ 只ꎬ体质量约

２.０－２.５ ｋｇꎬ广东省医学实验动物中心提供ꎬ本研究已通过

暨南大学动物伦理委员会审查ꎮ
１.１.２主要试剂　 Ｎ－异丙基丙烯酰胺(ＮＩＰＡＡｍꎬ上海物竞

科技有限公司)ꎻ异丙醇(广州化学试剂厂)ꎻ亚丙基丙烯

酰胺(ＮꎬＮ􀆳－Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅꎬ ＭＢＡ) (上海物竞科

技有限公司)ꎻＤＭＥＭ 培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ胎牛血清

(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ) (杭州四季清)ꎻ胰蛋白酶(美国

Ａｍｒｅｓｃｏ 公司)ꎻ乙二胺四乙酸二钠(ＥＤＴＡ)(美国 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司)ꎻⅡ型胶原酶(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ苯乙烯培养皿

(ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅꎬ ＴＣＰ)(Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ美国)ꎮ
１.２方法
１.２.１辐射交联合成 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶的温敏培养皿　 配
制 ５５％的 ＮＩＰＡＡｍ 和 ０.５％ ＭＢＡ 的异丙醇溶液ꎬ取 ７０ μＬ
单体溶液于 ３５ ｍｍ 的 ＴＣＰ 培养皿中ꎬ电子加速器单次给
予 ５０ ｋｇｙ 辐射ꎬ辐射总量给予２５０ ｋｇｙ辐照ꎮ
１.２.２ ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶的表征及测试　 傅立叶红外分析
合成的水凝胶官能团ꎬ从而确定是否合成 ＰＮＩＰＡＡｍꎻ扫描
电镜及原子力显微镜研究温敏材料的表面结构及形貌
特征ꎮ
１.２.３接枝有温敏材料的培养皿培养前处理
１.２.３.１ 去离子水的浸泡 　 通过去离子水的长期浸泡
(７ ｄ)ꎬ每天更换新鲜的去离子水ꎬ可以达到去除未发生聚
合反应的单体ꎮ
１.２.３.２干燥　 干燥采用 ６０ ℃的烤箱干燥 ６ ｈ 左右ꎬ去除
水凝胶内部的水分ꎬ有利于消毒ꎮ
１.２.３.３封口消毒及后续的血清处理 　 使用封口机封口ꎬ
封口之前贴环氧乙烷消毒标签ꎬ然后使用环氧乙烷消毒柜
消毒ꎬ当环氧乙烷标签由蓝色变为红色提示达到消毒效果
(图 １)ꎮ 经过环氧乙烷消毒的培养皿有一定的毒性ꎬ不利

　 　 图 １　 封口、环氧乙烷消毒待用的培养皿ꎮ

于后续的细胞培养ꎮ 我们选用血清长时间处理 (大概

４－５ ｄ)ꎬ这样可以减少环氧乙烷消毒以及残留的单体对

后续细胞培养的负面影响ꎮ
１.２.４角膜基质细胞在温敏培养皿上的培养

１.２.４.１眼球来源及处理方法　 健康新西兰大白兔ꎬ耳缘

静脉空气栓塞处死ꎬ取双侧眼球ꎬ放入含 １×１０５ Ｕ / Ｌ 青霉

素和 １００ ｍｇ / Ｌ 链霉素的 ＰＢＳ 液中浸泡 ２０ ｍｉｎꎬ再用含

１×１０５ Ｕ / Ｌ青霉素、１００ ｍｇ / Ｌ 链霉素、６４０ ｍｇ / Ｌ 庆大霉素

的 ＰＢＳ 液清洗 ３ 次ꎮ
１.２.４.２ 角膜基质的原代培养　 参照丁勇等[５]的胶原酶消

化法培养兔角膜基质细胞ꎮ 无菌条件下ꎬ用 １５°角膜刀在

角膜缘做浅层小切口ꎬ虹膜恢复器水平浅层分离板层角膜

组织ꎬ 弃去ꎬ 自角膜缘内侧 １ ｍｍ 剪下全层组织 片ꎬ
Ｄ－Ｈａｎｋｓ液冲洗 ２ 遍ꎬ解剖显微镜下撕去角膜后弹力层及

内皮层ꎬ将获得的基质片剪成碎块ꎬ碎块应尽量小ꎬ加入

１.５％Ⅱ型胶原酶消化液ꎬ３７ ℃振荡消化 ４５ ｍｉｎꎬ待见仅有

少许组织块剩余时ꎬ加入基质细胞完全培养液终止消化ꎬ
离心 ２ 次ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ制成细胞悬液ꎬ将细胞

悬液(１×１０５ / ｍＬ)种植于培养皿或培养瓶中ꎬ置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２的细胞培养箱中静置培养ꎮ ４８ ｈ 后换液ꎬ以后每

２ ｄ换液一次ꎮ
１.２.４.３角膜基质细胞的传代培养 　 当细胞生长融合达

７０％－８０％时即可传代ꎮ 吸出培养液ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗细胞ꎬ去
除细胞表面的血清成分及衰老死亡细胞碎片ꎮ 吸出 ＰＢＳ
液ꎬ加入适量 ０.２５％胰蛋白酶－０.０２％ＥＤＴＡ 混合消化液

(消化液能覆盖瓶底或板底即可)ꎮ ３７ ℃消化 ５ ｍｉｎꎬ显微

镜下观察细胞形态变化ꎬ见胞质回缩ꎬ细胞间隙增大ꎬ轻轻

摇动有细胞从细胞培养瓶底脱落时ꎬ立即滴加含血清的培

养基终止消化ꎬ反复吹打后收集细胞悬液ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
５ ｍｉｎꎬ离心ꎬ弃上清ꎬＰＢＳ 冲洗后加入培养基ꎬ混匀计数ꎬ
按 １∶ ２ 或 １∶ ３ 接种新的培养瓶ꎬ３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱

继续培养ꎬ隔日换液ꎬ每天观察细胞的生长情况ꎮ
１.２.４.４兔角膜基质细胞在处理过的接枝有温敏型水凝胶

的培养皿上的培养　 取第二代长势良好的兔角膜基质细

胞ꎮ 吸出培养液ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗细胞ꎬ去除细胞表面的血清

成分及衰老死亡细胞碎片ꎮ 吸出 ＰＢＳ 液ꎬ加入适量 ０.２５％
胰蛋白酶－０.０２％ ＥＤＴＡ 混合消化液(消化液能覆盖瓶底

或板底即可)ꎮ ３７ ℃消化 ５ ｍｉｎꎬ显微镜下观察细胞形态
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变化ꎬ见胞质回缩ꎬ细胞间隙增大ꎬ轻轻摇动有细胞从细胞

培养瓶底脱落时ꎬ立即滴加含血清的培养基终止消化ꎬ反
复吹打后收集细胞悬液ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬＰＢＳ
冲洗后加入培养基ꎬ混匀计数ꎬ按 １∶ ２ 或 １∶ ３ 接种到接枝

有温敏水凝胶的培养皿上ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱继续

培养ꎬ隔日换液ꎬ每天观察细胞的生长情况ꎮ
１.２.５降低温度获得无任何载体的细胞片　 待接种到温敏

培养皿上的角膜基质细胞长成片后ꎬ将其放入 ２０ ℃细胞

培养箱继续培养 １０、３０ ｍｉｎꎬ观察细胞与温敏材料的分离

情况ꎬ照相记录获得的无任何载体的细胞片ꎮ
１.２.６细胞观察和鉴定　 倒置显微镜下观察细胞的生长情

况ꎬ包括细胞的形态、大小、生长状态、生长速度及有无污

染等ꎮ 等细胞生长成片后ꎬ降低温度时获得无任何载体细

胞片ꎬ并照相记录细胞生长及细胞片的情况ꎻＨＥ 染色观

察无任何载体细胞片的形态结构ꎮ 扫描电镜下观察获得

的无载体的角膜基质细胞片结构ꎮ
２结果

２.１ ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶的表征及测试

２.１. １ 傅立叶红外光谱测试 　 加入少量交联剂后的

ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶傅里叶红外图谱图像与化学合成的

ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶的图像一致ꎬ提示 ＮＩＰＡＡｍ 单体经过电

子加速器辐射聚合后产生的 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶成分与化

学交联产生的 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶主要成分相近ꎮ
２.１.２扫描电镜观察　 扫描电镜观察发现ꎬ接枝在培养皿

底部的温敏材料呈较多的微孔结构ꎬ并且各个区域孔的密

度不同ꎻ整个水凝胶呈现网络状(图 ２)ꎮ
２.１.３原子力显微镜观察　 原子力显微镜观察显示温敏培

养皿的表面形貌有一定的粗糙面ꎬ而不是平滑的表面ꎬ这
样有利于后续的细胞培养(图 ３)ꎮ
２.２角膜基质细胞生物学特征及获得的无载体细胞片的

形态

２.２.１倒置显微镜观察　 消化法接种培养原代兔角膜基质

细胞ꎬ细胞呈圆形ꎬ４ ｈ 后开始贴壁ꎬ细胞仍呈圆形ꎮ 培养

２４ ｈ 后ꎬ细胞开始延伸变形ꎬ呈纺锤形或梭形ꎬ相对透明ꎮ
此后细胞分裂增殖迅速ꎬ并向周围延伸ꎮ 形成漩涡状或呈

平行排列ꎬ培养 ５－６ ｄ 细胞达到融合状态ꎮ
兔角膜基质细胞接种于温度敏感培养皿的第 １ ｄꎬ发

现贴壁的细胞比正常的培养瓶(板)上的细胞要少的多ꎬ
　 　

细胞呈稀疏的长梭形(图 ４Ａ)ꎮ 随着时间延长ꎬ贴壁生长

的细胞越来越多ꎬ细胞密集生长ꎬ至第 １０ ｄ 细胞长成片ꎮ
并且在培养皿接枝了温敏材料的区域和没有接枝温敏材

料的区域出现明显的无细胞区(图 ４Ｂ)ꎮ 降低温度培养

１０ ｍｉｎ 后ꎬ发现在培养皿的局部有细胞片脱离温敏材料的

表面ꎬ呈卷曲状ꎬ随时间的延长(３０ ｍｉｎ)发现脱离的细胞

片越来越大ꎬ后续随着时间继续延长ꎬ整个细胞从温敏培

养皿脱离ꎬ但是最终并未形成一个完整的细胞片ꎬ而是形

成相互独立的几个细胞片(图 ５)ꎮ
２.２.２ ＨＥ 染色 　 ＨＥ 染色显示ꎬ可获得单层细胞片ꎬ细胞

片叠加可获得复层细胞片ꎮ 所有的细胞片基底部都未发

现任何载体及其他材料黏附ꎬ细胞之间连接紧密(图 ６)ꎮ
２.２.３扫描电子显微镜观察　 细胞向两极拉长ꎬ呈树枝状ꎬ
细胞间生出许多伪足互相呈网状连接ꎬ细胞排列紧密成片

(图 ７)ꎮ

图 ２　 扫描电镜观察发现接枝在培养皿底部的 ＰＮＩＰＡＡｍ 温敏

材料呈疏松的多孔结构ꎮ

图 ３　 原子力显微镜显示温敏培养皿的表面形貌有一定的粗糙

面ꎬ而不是平滑的表面ꎮ

图 ４　 兔角膜基质细胞接种于温度敏感培养皿ꎬ随着时间延长ꎬ逐渐生长成片ꎬ并且在培养皿接枝了温敏材料的区域和没有接枝温敏

材料的区域出现明显无细胞区域　 Ａ:第１ ｄꎻＢ:第 １０ ｄꎮ

８８６

国际眼科杂志　 ２０２４ 年 ５ 月　 第 ２４ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２０５９０６　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



图 ５　 降低温度培养不同时间ꎬ发现培养皿的兔角膜基质细胞成片脱离　 Ａ:培养 １０ ｍｉｎꎻＢ:培养 ３０ ｍｉｎꎮ

图 ６　 ＨＥ染色显示获得的无任何载体的细胞片　 Ａ:单层ꎻＢ:多层ꎮ

图 ７　 获得的角膜基质细胞片的细胞向两极拉长ꎬ呈树枝状ꎬ细
胞间生出许多伪足互相呈网状连接ꎮ

３讨论

无载体细胞片的构建是目前组织工程研究的热点ꎮ
用酶消化法可获得组织工程细胞片ꎬ但是ꎬ其细胞表面的

一些受体、表面蛋白、细胞之间的连接蛋白及离子通道等

均遭到不同程度的破坏ꎬ基底细胞的极性消失[６]ꎮ 而用温

敏材料构造及分离获得的细胞片保持了细胞表面的一些

受体、表面蛋白、细胞之间的连接蛋白及离子通道等表面

标志ꎬ基底细胞的极性得到保持ꎬ从而能够更好地保持细

胞片的活性与发挥其功能[７－８]ꎮ 本实验通过辐射合成了

能用于后续细胞培养的接枝了温敏材料的培养皿ꎮ
辐射合成的温敏培养皿的培养前处理中ꎬ首先需要去

离子水的浸泡ꎮ 去离子水的浸泡可以去除胶体中没有聚

合的单体和交联剂ꎬ因为单体和交联剂有一定的毒性ꎬ不
利于后续的细胞培养ꎮ 离子水浸泡后ꎬ再使用 ６０ ℃烤箱

干燥水凝胶ꎬ烤箱不破坏其表面结构ꎮ 本实验也使用过冻

干处理ꎬ但是使用冻干处理后发现ꎬ其容易破坏材料的表

面结构ꎮ 干燥后ꎬ就封装温敏培养皿进行消毒处理ꎮ 考虑

温敏培养皿的特点ꎬ我们选用环氧乙烷消毒ꎮ 环氧乙烷具

有广谱高效的杀菌作用ꎬ但属于有毒气体ꎬ易吸附于温敏

培养皿上ꎬ从而明显影响体外培养的细胞生长及形态[９]ꎮ
环氧乙烷在从细菌到哺乳类细胞的有机体中是一种有效

的诱变剂ꎬ其从多数材料和器械上的扩散遵循一级动力

学ꎬ即随着时间延长其浓度(残留量)会逐渐降低[１０]ꎮ 因

此ꎬ使用环氧乙烷消毒温敏培养皿后ꎬ应该在细胞培养前

放置较长的一段时间ꎬ待其降解后充分浸泡冲洗后再

使用ꎮ
对于后续的细胞培养实验我们选择角膜基质细胞ꎮ

它属于成纤维细胞类ꎬ体外生长活跃ꎬ生命力旺盛ꎬ这样有

利于我们研究温敏培养皿支持细胞生长的条件以及细胞

在其表面的生物学特性ꎮ 经过研究我们发现:(１)接种前

血清浸泡处理温敏培养皿十分必要ꎬ血清浸泡处理的培养

皿表面细胞容易贴壁生长ꎬ相反未进行血清处理的培养皿

表面贴壁生长的细胞很少ꎮ 有研究发现 ｂＦＧＦ 接枝的温

敏培养皿[１１] 或者血浆纤维连接蛋白处理过的温敏培养

皿[１２]更能促进细胞的生长及成片ꎮ (２)培养皿表面的水

凝胶只有处于疏水状态时才支持细胞的生长ꎬ所以接种细

胞前ꎬ必须将其放 ３７ ℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中数十分钟ꎬ
观察其表面呈现疏水状态时也即由透明无色变为白色的

表面时再接种细胞ꎬ相反如果在其亲水状态也就透明无色

时接种细胞ꎬ第 ２ ｄ 观察发现贴壁生长的细胞很少或基本

无细胞贴壁生长ꎻ(３)换液时ꎬ必须将培养基放培养箱中

放置 ３０ ｍｉｎ 左右ꎬ这样避免由于培养基直接从 ４ ℃冰箱

中拿出来然后加入温敏水凝胶表面ꎬ造成细胞从培养皿表

面脱离ꎮ
通过适当的处理以及按照一定的实验步骤ꎬ使用第一

部分合成的温敏培养皿ꎬ能够获得没有任何载体的细胞

片ꎮ 但是温敏培养皿的实验方案仍需要改进ꎬ才能使其能
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够像普通的培养皿一样支持细胞的生长ꎮ 后续的细胞培

养当中ꎬ我们发现部分培养皿不支持细胞的生长ꎮ 还有部

分培养皿不同的区域细胞的生长状态不同ꎬ可能是与培养

皿表面各区域接枝的 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶厚度不一样有关ꎮ
有研究发现ꎬ培养皿 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶的质量浓度在 ０.８－
２.２ μｇ / ｃｍ２之间支持细胞的贴壁生长以及降低温度能够

分离获得细胞片ꎬ质量浓度为 １.４ μｇ / ｃｍ２时(厚度大约为

２０ ｎｍ)ꎬ最有利于控制各种细胞在水凝胶的表面贴壁和

分离ꎮ 相反超过 ３.０ μｇ / ｃｍ２时ꎬ细胞不能贴壁生长增殖ꎬ
当低于 ０.８ μｇ / ｃｍ２时ꎬ细胞能够贴壁生长ꎬ但是降低温度

不能脱离水凝胶[１３]ꎮ 同时加入的培养液的深度也极大地

影响细胞的黏附和增殖ꎬ培养液深度为 １.３ ｍｍ 时最利于

细胞的增殖ꎬ同时及时地更换培养液(１５ ｈ)也有利于细胞

增殖ꎬ这些做法都有利于细胞获得更多的环境中的氧

气[１２]ꎮ 同时众多研究也发现可以通过 ＰＮＩＰＡＡｍ 水凝胶

再接枝别的基团ꎬ从而更有利于细胞的增殖[１４]、降低温度

时的脱离[１５]、甚至细胞的诱导分化[１６－１７]ꎮ 另外ꎬ实验中发

现环氧乙烷消毒影响后续的细胞生长ꎬ有必要探索一种新

的更好的温敏培养皿消毒方法ꎮ
本实验局限于单纯的无载体细胞片的构建ꎬ但没有足

够的生物力学强度ꎬ后续是否可以使用全飞秒激光小切口

微透镜摘除术(ｓｍａｌｌ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｌｅｎｔｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬＳＭＩＬＥ)来源

的角膜基质透镜解决这个问题值得研究ꎮ 纪佳月等[１８] 使

用纤维蛋白粘合剂将 ＳＭＩＬＥ 来源的双层角膜基质透镜黏

贴后ꎬ行板层角膜移植获得良好效果ꎮ 如果将本实验中获

得的受体无载体的角膜上皮细胞片甚至内皮细胞片与

ＳＭＩＬＥ 获得的角膜基质透镜共培养后ꎬ再进行移植ꎬ是否

效果更明显ꎬ值得本团队继续研究ꎮ
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