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聚吡咯（6().7.88()9）由于其具有的优良性质［!!1］，如导

电、表面特性可控、生物兼容、稳定、易于制备，以及良好的物

理、化学和机械性质，使其作为一种新型生物材料，得到了越

来越广泛的重视和研究。一些文献报道了聚吡咯在神经再

生、组织修补、细胞培养等方面的应用［#!"］，并取得了较好的

结果。本文研究聚吡咯膜对大鼠肝细胞体外培养的生物兼

容性和促进其生长的作用。

! 材料与方法

!"! 材料

!*!*! 制备聚吡咯薄膜的材料：吡咯单体，（:9级，德国原

装进口），对甲苯磺酸钠（江苏昆山年沙化工厂），去离子水。

!*!*# 培养液成分：每2%%;<培养液含有基本培养液=60
>?0!"#%培养基#2%;<；小牛血清2%;<；双抗!%%-／;@。

!"# 方法

!"#"! 聚吡咯薄膜的制备及装配：5*采用单池三电极系

统在?AB导电玻璃表面恒电流电化学聚合聚吡咯薄膜，电

聚合实验系统如图!所示，其中电解液为%C%!;()／<对甲

苯磺酸钠，%C!;()／<吡咯水溶液，?AB导电玻璃（工作电

极），铂片（对电极），5@／5@D)参比电极（参比电极）聚合反应

前均经过预处理，聚合电流为!E!%F1;5／G;$。H*聚吡咯

薄膜用导电银胶连出导线，并以硅胶绝缘，用高温消毒的凡

士林粘在$#孔培养板底部。细胞培养实验装置如图$所示。

图! 电聚合实验系统

图$ 细胞培养实验装置

!*#*# 肝细胞悬液制备：选用体重$%%@左右大鼠，脱颈

椎处死消毒，取出肝脏，用6HI洗净，并用眼科弯剪剪成糜

状，6HI反 复 漂 洗，然 后 用 胰 蛋 白 酶（%C$2J）1&K消 化

$2;LM，不停振荡，用#层纱布滤去碎组织，!%%%8／;LM离心

";LM，用%C4&J+N#D)溶液$;<振荡!;LM破坏红细胞，

再加入6HI，!%%%8／;LM离心";LM，如此用6HI离心洗涤1
次，用台盼蓝染色法计数细胞数，将细胞悬浮于培养液中至

所需细胞密度。

!*#*$ 聚吡咯薄膜与肝细胞生物兼容性的研究：将肝细胞

以1E!%2 个／;<的 密 度 种 植 在 底 部 放 置 有 聚 吡 咯 薄 膜

（66.）的$#孔板中，每孔加!;<细胞悬液，在1&K，2JDB$
培养箱中培养，同样条件将肝细胞培养在无聚吡咯膜的$#
孔板（AD6I）中作为对照组；$#O后观察结果。

!"#"% 加电刺激后聚吡咯薄膜与肝细胞相互作用的研究：

5*将肝细胞以$E!%2个／;<的密度种植在底部放置和不

放置聚吡咯薄膜的$#孔板中，培养条件如上，$#O后换培养

液；H*将聚吡咯薄膜作为工作电极，给予!%%;’恒电压#O
培养，以不锈钢丝为对电极，5@／5@D)丝为参比电极；同样条

件作三组对照：!）无聚吡咯膜，不加电刺激；$）有聚吡咯膜，

但不加电刺激；1）无聚吡咯膜，但在培养孔中放置两根不锈

钢丝和一根5@／5@D)丝分别作为工作电极、对电极和参比

电极，在工作电极上加!%%;’恒电压；D*再培养$#O后取

出，用台盼蓝染色后血细胞计数板人工细胞计数法测细胞总



数及细胞存活率，用噻唑蓝（!""）染色法测定活细胞量。

!#"## 聚吡咯薄膜上肝细胞的生长曲线实验：$#将肝细

胞以%&’()个／*+的密度种植在底部放置有聚吡咯薄膜的

%,孔板中，同上培养，同样条件将肝细胞培养在无聚吡咯薄

膜的%,孔板中作为对照组；-#培养%,.后取出，用同样方

法测细胞总数，细胞存活率及活细胞量；/#换培养液，将聚

吡咯薄膜作为工作电极，给予’((*0恒电压,.培养，以不

锈钢丝为对电极，$1／$1/2丝为参比电极；3#再培养%,.后

取出，用同样方法测细胞总数，细胞存活率及活细胞量；4#
如步骤/和3，重复两遍。

!#"#$ 聚吡咯薄膜上肝细胞传代实验：$#将肝细胞以%&
’()个／*+的密度种植在底部放置有聚吡咯薄膜的%,孔板

中，同上培养，同样条件将肝细胞培养在无聚吡咯薄膜的%,
孔板中作为对照组；-#换培养液，将聚吡咯薄膜作为工作电

极，同上述条件予以电刺激,.；/#再培养%,.后取出，测细

胞总数，细胞存活率及活细胞量；3#肝细胞分孔传代，一孔

分为两孔，聚吡咯薄膜上生长的细胞仍传至有聚吡咯薄膜的

孔中，每孔加(5)*+培养液，同上培养，同样条件肝细胞培

养在无聚吡咯薄膜的%,孔板中作为对照组；4#换培养液，

将聚吡咯膜作为工作电极，同上述条件予电刺激,.；6#再

培养%,.后取出，用同样方法测细胞总数，细胞存活率及活

细胞量；7#重复3、6步骤%次。

" 结 果

"%! 聚吡咯与肝细胞生物兼容性的研究

结果显示聚吡咯薄膜上生长的细胞呈较为明显的生长

优势，细胞数明显多于对照组，几乎长满孔底，呈亚融合状

态；而观察聚苯乙烯%,孔板表面细胞状态，细胞量较前者明

显为少（照片略）。

"%" 加电刺激后聚吡咯薄膜与肝细胞相互作用的研究

如前述实验’#%#,，各实验组细胞计数及 !""法测得

数据如表’所示，其中“细胞总数”是用血细胞计数板法测得

的细胞总数；“活细胞数”是用细胞板计数法测时不被台盼蓝

染色的细胞数；“细胞活率”8活细胞数／细胞总数；“!""
值”是用!""法测得的吸光度值；“细胞倍数”8各组!""
值／对照组!""值。每个数据是9个平行组的均值。

表! 各实验组及对照组大鼠肝细胞生长情况

细胞总数

／（&’()／*+）

活细胞数

／（&’()／*+）

细胞活率

／:
!""值

（$;）

细胞倍数

聚苯乙烯对照组 9#,% %#)9 <, (#99< ’#((
聚吡咯膜加电刺激 =#(> ,#%= <( (#=?( %#()
聚吡咯膜无电刺激 ,#%) 9#,, >’ (#,(9 ’#%(
无吡咯膜加电刺激 9#’< %#9> <) (#99= ’#((

由表’可见，聚吡咯膜加电刺激实验组生长的细胞在细

胞总数、活细胞数、!""值和细胞倍数几方面均明显大于其

他9组，与一般使用的聚苯乙烯培养板对照组比较，细胞数

约为其%倍，细胞活率似乎稍低；聚吡咯膜不加电刺激实验

组在以上几方面似乎较另两组稍高，但用!检验示聚吡咯加

电刺激组与其它三组有明显差别（"!(5()），聚吡咯不加电

刺激组与另两组三者之间无明显差别（""(5()）；由此可见，

仅有电刺激并不能促进肝细胞生长，仅有聚吡咯膜也不能达

到这样的促进作用，聚吡咯膜加电刺激实验组的结果是聚吡

咯本身表面特性如易于吸附细胞外基质蛋白等和所加电刺

激综合作用的结果。@AB1CD［%］的工作也显示，当将同样条

件的电刺激加在E"F导电玻璃表面后，其上细胞在形态及功

能上与无刺激组无区别，可见电刺激本身不是引起细胞生长

加强的原因。0G2HB;IBIJ6［’］等的研究也说明增强细胞生长

的效应并非仅由聚合物原来具有的表面特性引起，而是和加

电刺激后的表面电荷效应密切相关，通过施加不同电压可迅

速且可逆性地改变导电聚合物的表面特性，从而改变细胞在

其上的贴壁、生长性质。KL.*IM;，/#4［,］等的研究也显示了

这一点。

"%& 聚吡咯薄膜上肝细胞的生长曲线实验

如前述实验’#%#)，各实验时间细胞计数及 !""法测

得数据如表%所示，各指标意义如上述，其中细胞倍数是实

表" 聚吡咯薄膜上及对照组大鼠肝细胞生长情况

培养时间

／.
细胞总数

／（&’()／*+）

活细胞数

／（&’()／*+）

细胞活率

／:
!""值

（$;）

细胞倍数

( %#(( ’#>( ?( — —

聚吡咯膜上细 %, ’#?% ’#=’ >, (#%’9 ’#’(
胞生长情况 ,> )#,% 9#?= <9 (#=,< ’#<>

<% >#?% =#?= <> (#>?) ’#=>
?= >#== =#?9 >( (#>)? ’#%<
( %#(( ’#>( ?( — —

聚苯乙烯上细 %, ’#=< ’#,% >) (#’?% ’#((
胞生长情况 ,> 9#=< 9#9, ?’ (#9=, ’#((

<% )#99 ,#9< >% (#)9% ’#((
?= =#%) ,#>> <> (#=<< ’#((

%%) 生 物 工 程 学 报 ’=卷



验组!""值同培养时间对照组!""值之比。

由表#可见，在实验电刺激条件下，聚吡咯膜上肝细胞

生长良好，较聚苯乙烯培养板有较大优势。作实验组与对照

组细胞总数与时间的关系图，也即生长曲线，如图$（细胞总

图$ 实验组与对照组生长曲线

数，活细胞数，!""值三者与时间的关系图与之类似，略）。

由该图可见聚吡咯膜上的肝细胞生长较对照组明显迅速，先

达到最大细胞密度，所达到的最大细胞密度也较对照组大，

第$天后细胞数略减少。由图%可看出，培养第&天，两组

图% 细胞倍数随时间变化关系

细胞数相近，第#天聚吡咯膜促进肝细胞增殖较对照组最明

显，约为对照组&’(倍，第$天后两者差别逐渐减小，可能是

因为实验组细胞增殖快，密度太大，已近铺满孔底，细胞彼此

间接触抑制，并且随细胞大量生长，培养液中营养成分消耗

和代谢产物积聚的缘故；!检验结果显示各天实验组与对照

组的细胞总数、活细胞数、!""值均有明显差别（"!)’)*），

细胞活率均无明显差别（"")’)*）。

!"# 聚吡咯薄膜上肝细胞传代实验

如前述实验&+#+,，各代肝细胞计数及 !""法测得数

据如表$所示，其中各指标意义如上述，细胞倍数是实验组

!""值同培养代数对照组!""值之比。

由表$作聚吡咯膜上和聚苯乙烯上肝细胞系演化图（图

*），每代细胞总数以每孔细胞总数-#./&计，其中#0细胞

图* 细胞系演化曲线

代数。可见肝细胞可在聚吡咯膜上连续传代生长，且聚吡咯

膜上的肝细胞生长较对照组生长迅速，先进入对数生长期，

图,示细胞倍数随时间无明显变化；!检验结果示各代实验

组与对照组的细胞总数、活细胞数、!""值均有明显差别

（"!)’)*），细胞活率均无明显差别（"")’)*）。

图, 细胞倍数随时间变化关系

表$ 聚吡咯薄膜上及对照组各代大鼠肝细胞生长情况

细胞代数 时间

／1

细胞总数

／（-&)*／23）

活细胞数

／（-&)*／23）

细胞活率

／4

!""值

（56）

细胞倍数

聚
原代 %( %+($ %+#) (7 )+*,# &+,&

吡
第二代 8, *+8# %+$( 7% )+,%) &+*,

咯
第三代 &%% ,+($ *+*$ (& )+7%8 &+%8

第四代 &8# (+#* *+,8 ,8 )+7,, &+,#

原代 %( $+%# #+7% () )+$*) &+))

对 第二代 8, $+7* $+&* (% )+%&) &+))

照 第三代 &%% %+* $+#% 7# )+*)# &+))

组 第四代 &8# %+8# $+,8 7* )+%7% &+))

$#*%期 江 怡等：聚吡咯薄膜上大鼠肝细胞生长的研究



! 讨 论

我们采用电化学聚合法在恒电流下制备聚吡咯膜，所制

得聚吡咯薄膜均匀透明，性质稳定，不溶于水，可耐生物工作

中常用的高温消毒。

实验结果显示聚吡咯膜对大鼠原代肝细胞具良好的生

物兼容性，加电刺激后对其生长有明显的促进作用，并设置

了几组对照，结果支持聚吡咯膜上的肝细胞生长较对照组明

显迅速是聚吡咯本身特性如表面性质等和所加电刺激综合

作用的推论。我们又绘制了大鼠肝细胞在聚吡咯膜表面生

长的生长曲线，发现聚吡咯膜上细胞较对照组先达到最大细

胞密度，所达到的最大细胞密度也较大，另外大鼠肝细胞在

聚吡咯膜上的传代实验证明大鼠肝细胞可在聚吡咯膜上连

续传代生长，且聚吡咯膜上的肝细胞生长较对照组生长迅

速，先进入对数生长期。

从以上工作可以看出，聚吡咯生物兼容性良好，加电刺

激后对大鼠肝细胞生长具有一定的促进作用，!"#$［%］的工作

显示聚吡咯能支持细胞的正常功能，同时聚吡咯又具备可根

据需要制成各种形状结构的优点，因而我们认为聚吡咯可能

成为肝细胞体外大量培养和肝移植支持物的适宜候选材料。

目前提出的关于聚吡咯促进细胞生长作用机理的主要

观点有：在电场作用下细胞膜表面各种生物活性分子，生长

因子，粘附受体，离子通道和细胞骨架蛋白，如肌动蛋白重新

分布［&，’］；细胞外基质蛋白组合变化，形成有利于细胞生长

的薄膜［(］；细胞蛋白质合成增加［)*］；培养液中电场诱导的离

子分子梯度等。我们的工作显示，聚吡咯膜对细胞生长的促

进作用是聚吡咯本身特性如表面性质等和所加电刺激综合

作用的结果，因此尚不能支持最后一种观点。更深的有关导

电聚合物促进细胞生长机理的工作，尚待进一步研究。
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