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摘要:  本文通过静电自组装技术在PLLA膜基质表面构筑聚乙烯酰胺（PEI）/牛血清白蛋白（BSA）多层超薄复合膜。利用PEI对PLLA膜表面进行大分子胺解活化以获得稳定正电性的表面进而实现层层自组装。X射线光电子能谱（XPS）分析表明PEI对PLLA膜表面成功进行了胺解活化，表面接触角（Contact Angle）及紫外吸光光谱（UV）证实PEI与BSA通过静电组装在PLLA基质表面形成多层复合膜。经(PEI/BSA)n修饰的PLLA基质膜表面接触角随组装层数的增加而减小，通过溶解扩散机理，组装膜对模型蛋白BSA具有一定的缓释功能，洗脱实验显示PLLA基体上 (PEI/BSA)n组装膜的稳定性要高于(CS/BSA)n。上述研究为进一步构建原位基因（或蛋白）的缓释体系提供了科学依据。

关键词:  PLLA，(PEI/BSA)n，层层静电自组装，活化，亲水性，缓释，稳定性
Abstract:  Polyethylenimine (PEI) / bovine serum albumin (BSA) ultrathin films were fabricated on poly-(L-lactide) (PLLA) substrates using the electrostatic self-assemble technique. In order to obtain stable positively charged surface and fulfil the Layer-by-Layer (L-b-L) self-assembly, PLLA substrates were activated by PEI molecules first. The properties of multilayer-modified PLLA substrates were investigated by XPS、contact angle and UV. The XPS results verified the activation of PLLA by PEI, while the contact angle and UV data clearly indicated the progressive build-up of the multilayer films by alternate deposition of the polyelectrolyte. What’s more, The (PEI/BSA)n modified PLLA substrates were more hydrophilic than the virgin ones, which could promote cell growth and proliferation. During the process of dissolution and diffusion, it was found that the assembled film had sustained-release function, and besides, (PEI/BSA)n was more stable than (CS/BSA)n on PLLA substrates in the elution experiment. 
Key words:  PLLA, (PEI/BSA )n, Layer-by-Layer Electrostatic Self-Assembly, activation, hydrophile, sustained-release, stability
1. 前言

近年来，随着生物医学工程的不断发展，研究开发良好生物相容性的材料成为新的热点。高分子生物材料由于具备良好的物理机械性能，分子结构更接近于生物体而成为生物医学应用中使用最广泛的材料【1】。

聚乳酸是目前最有潜力的生物高分子材料之一。左旋聚乳酸(PLLA)结构规则，属于经FDA批准可用于人体的可降解聚合物材料。它不仅具有优良的机械强度，化学稳定性，还具备可吸收性及环境可降解性。但是低细胞亲和性成为制约其作为理想组织工程支架材料的主要障碍之一【2】。纯聚乳酸作为组织工程材料植入生物体，通常会引起一些炎症反应，而材料与生物体的相互作用主要集中在界面，所以必须对其进行表面改性。

生物体内复杂、精巧的功能是通过各种生物分子之间弱相互作用的协同效应来实现的【3】。层层自组装技术（Layer-by-Layer Self-Assemble Technique，L-b-L）是基于聚电解质阴阳离子之间电荷相互作用的一种超分子组装技术，具体操作见FigureⅠ。当然，该技术的驱动力不局限于静电相互作用，也可以是氢键、电荷转移和疏水作用力等，多种作用的协同效应能够大大提高膜的稳定性【4】。

因此，本论文的目的在于，一方面利用PEI的胺解活化作用使PLLA表层负载电荷【5-6】，进而实现PLLA膜基质表面（PEI/BSA）n多层超薄复合膜的组装，如FigureⅡ所示；另一方面研究探索层层自组装过程、模型蛋白BSA在组装过程中的增长情况、组装膜的稳定性以及溶解扩散过程等，为进一步实现在材料表面组装质粒DNA，实现原位基因控制释放并转染细胞提供科学依据。
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	FigureⅠ 层－层静电自组装过程示意图
	FigureⅡ PLLA表面静电自组装（PEI/BSA）n示意图


2. 实验部分
2.1 PLLA基体膜的制备

将PLLA溶解于二氯甲烷配成8 mg/mL的溶液，将该溶液浇注于经盐酸、乙醇处理过的玻片或云母片表面，室温下放置24 h，让溶剂缓慢挥发，PLLA在玻片或云母片表面成膜，形成基体。
2.2 PEI胺解PLLA基体表面【5】
将PLLA基体浸泡于50％乙醇溶液中15 min，超纯水充分漂洗，氮气流干燥；再将该基体浸泡于1 mg/mL的PEI溶液中20 min，进行大分子胺解活化，使高聚物材料表面带上正电荷，取出用超纯水充分漂洗，氮气流干燥。

2.3 层层静电自组装制备（PEI/BSA）n复合膜
将胺解活化后的基体浸于1 mg/mLBSA的PBS溶液（0.025 mol/LKH2PO4，0.06 mol/LNa2HPO4）中20 min，超纯水充分漂洗，氮气流干燥；再将该基体浸于1 mg/mL的PEI溶液中20 min，超纯水充分漂洗，氮气流干燥。循环上述过程若干次，最后将样品置于干燥器内抽真空干燥12 h。制备（CS/BSA）n组装膜，过程与上述相仿，先用PEI胺解PLLA表面，而后交替浸泡1 mg/mLBSA的PBS溶液和1 mg/mL CS的水溶液。

2.4 组装过程表征及装膜性能测试

以下表述均以整数表示单个双层结构，如（PEI/BSA）0.5表示PLLA基体上仅附着一层PEI，亦即用于胺解的PEI；（PEI/BSA）1表示PLLA基体上附着了一个（PEI/BSA）双层结构。

2.4.1 X射线光电子能谱（XPS）测试

ESCALAB 250型X射线光电子能谱仪检测（PEI/BSA）0、（PEI/BSA）0.5、（PEI/BSA）1三个样品，比较表面化学组成与结构的变化，证明胺解过程以及静电吸附过程。

2.4.2 表面接触角（Contact Angle）测试

以超纯水为参考液，OCA20型光学接触角测试仪测试组装过程中各层表面接触角的变化，研究PLLA膜基质表面在组装过程中亲水性的变化以及静电自组装的“层层交替增长过程”。

2.4.3 紫外（UV）分析组装过程中BSA增长情况

将面积为5 cm2的（PEI/BSA）1、（PEI/BSA）2、（PEI/BSA）3、（PEI/BSA）4、（PEI/BSA）5、（PEI/BSA）6六个样品分别浸泡于3.5 mL 1％SDS水溶液中24h，BSA充分洗脱，溶于溶液中。以1％SDS水溶液为参比液，测定上述六种溶液在278 nm处的吸光值，确定BSA在组装过程中的吸附增长趋势。

2.4.4 紫外（UV）研究组装膜在类体内环境中的溶解扩散过程

将面积为5 cm2的（PEI/BSA）5样品浸泡于10 mL PBS（pH＝7.4）溶液中，置于控温为36.7℃的DKZ系列电热恒温振荡水槽内，取一定时间间隔检测其在278 nm处吸光值的变化，直至示数稳定为止。通过检测BSA释放量的变化情况，研究该组装膜的溶解扩散过程。
2.4.5 （PEI/BSA）n组装膜与（CS/BSA）n组装膜的稳定性比较

将面积为5 cm2的（PEI/BSA）5样品与（CS/BSA）5样品分别浸泡于3.5 mL1％SDS水溶液中，取一定时间间隔观测二者在278 nm处吸光值的变化，直至示数稳定为止。利用SDS对蛋白质洗脱率的大小来表征吸附的蛋白与聚合物表面相互作用的强弱，从而获得组装膜的稳定性信息【7-8】。

3．结果讨论

3.1 X射线光电子能谱（XPS）
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	FigureⅢ XPS spectra of different PLLA substrates: unmodified (a), modified by PEI (b), modified by PEI/BSA (c).


FigureⅢ为(PEI/BSA)0、(PEI/BSA)0.5、(PEI/BSA)1光电子能谱全貌图，TableⅠ为其计算结果。从FigureⅢ可见，样品(PEI/BSA)0仅出现C1s 和O1s的能谱峰，样品(PEI/BSA)0.5则出现N1s的能谱峰，证实PLLA表面胺解发生。样品(PEI/BSA)1中N1s能谱峰增强，并出现S2p的峰，说明胺解后带正电荷的PLLA表面成功组装吸附BSA，由于BSA主要由氨基酸组成，故N1s能谱峰增强。

TableⅠ Element content of different samples
	At. %
	Sample

	
	(PEI/BSA)0
	(PEI/BSA)0.5
	(PEI/BSA)1

	C1s
	58.79
	60.75
	63.50

	O1s
	41.21
	38.08
	27.13

	N1s
	—
	1.17
	8.98

	S2p
	—
	—
	0.39


FigureⅣ为PLLA基质膜胺解前后的C1s能谱分解图。纯PLLA膜表面C1s可分解为三个谱峰，PLLA经PEI胺解活化后，TableⅡ显示：表征CC=O和CC-O的谱峰相对含量减少，CC-H相对含量明显增大，新出现CC-N以及C-CONH-。XPS结果证实PEI胺解PLLA后，表面主要由带正电荷的PEI组成，为进一步组装吸附带相反电荷的BSA奠定基础。
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	(a)
	(b)

	FigureⅣ XPS carbon signals of PLLA: unmodified PLLA substrate(a) and PEI-activated PLLA substrate(b).


TableⅡ Surface Composition of Different Substrates

	XPS data (atom%)
	Sample

	
	PLLA
	PEI/PLLA

	CC=O
	36.13
	28.41

	CC-O
	31.55
	26.75（including CC-N）

	CC-H
	32.32
	43.06

	C-CONH-
	—
	1.77


3.2 表面接触角（Contact Angle）
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	FigureⅤ Changes of Contact angle with alternate deposition of PEI/BSA by the sessile drop method: 0, PLLA virgin substrate; 1, PEI-activated PLLA substrate; 2-6, BSA and PEI alternate layers.


接触角测试结果显示，胺解后PLLA膜基质表面接触角明显下降，组装一层PEI/BSA后其表面接触角下降到65°左右，继续增加组装层数，表面接触角变化并不明显。此外，从FigureⅤ可以看到接触角随层数的交替变化，这证实了静电自组装的“层层交替增长”过程。

3.3 组装过程BSA增长情况

FigureⅥ紫外分析结果显示，随着组装层数的增加，PLLA表面BSA含量是逐渐增大的。值得注意的是上述曲线斜率在三个双层之后有所下降，亦即前三个双层BSA的平均吸附量要大于三个双层之后BSA的平均吸附量。这是因为开始形成的超薄膜未完全覆盖PLLA表面，不光滑的表面以及分布不均的电荷更有利于BSA的吸附【9】。
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	FigureⅥ The relationship between UV absorbency（278nm）and the number of assembly bilayers for (PEI/BSA)n films.


3.4 自组装膜的溶解扩散过程
为进一步考察这种多层组装膜的稳定性，我们研究了复合膜在水介质中溶解扩散释放BSA的规律。由FigureⅦ可以看出，随时间的延长，膜表面BSA浓度通过溶解扩散逐渐下降，但速率逐渐变小，在大约150h左右释放完全，由此说明该组装膜对BSA具有一定的缓释功能。

3.5 （PEI/BSA）n组装膜与（CS/BSA）n组装膜的稳定性比较

从FigureⅧ可以看出，两种组装膜的洗脱速率都是由大变小，这是因为表层的BSA易于被洗脱，随着时间的延长，洗脱延伸至内层，洗脱较为困难，所以洗脱速率有所下降。但(CS/BSA)n的洗脱速率始终要大于(PEI/BSA)n，并且二者间的差值逐渐拉大，这说明(PEI/BSA)n膜的稳定性要高于(CS/BSA)n膜，这可能是由于CS在水中的溶解性较差，影响它的电性表达，从而组装膜的稳定性下降。
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	FigureⅦ The remaining BSA percent of （PEI/BSA）5 film versus time in PBS(pH=7.4) solution at 36.7℃

	FigureⅧ The remaining BSA percent on (PEI/BSA)5 and (CS/BSA)5 films versus elution time in 1% SDS aqueous solution (remaining BSA％=100％×(稳定后BSA吸收强度-洗脱时刻BSA吸收强度)/稳定后BSA吸收强度).


4．结论
采用层层自组装技术在PLLA膜基质表面构筑(PEI/BSA)n多层复合超薄膜，利用X射线光电子能谱仪、表面接触角测试仪、紫外分光光度计等对自组装过程以及组装膜的表面性能进行了详细的表征。

实验表明：1. PLLA膜基质表面通过PEI的大分子胺解活化后，能够带上电荷，进而实现静电自组装；2. 静电自组装过程呈现“层层交替增长”；3. 组装过程中，BSA总的吸附量随组装层数而增加，粗糙的表面、不均匀的电荷分布有利于BSA的静电吸附；4. 组装后PLLA表面亲水性大大增加，有利于细胞的生长与增殖；5. (PEI/BSA)n组装膜具有一定的缓释功能；6. PLLA表面(PEI/BSA)n组装膜的稳定性要大于(CS/BSA)n组装膜。

致谢  衷心感谢化学与化学工程学院第七届（2006学年）创新化学实验与研究基金项目的支持！本篇论文从实验阶段到撰写过程，都得到了全大萍老师的悉心指导和大力支持，老师的谆谆教诲与严格要求，使我在四年学业的基础上得到很好的锻炼与提高，在此表示最深切的谢意。同时，感谢上官习鹏师兄、何留民师兄、闫晓莉师姐、杨习锋师兄、杨伟红师兄、王暾师姐以及曾晨光师兄在实验和测试阶段给予的大力帮助。最后，诚挚地感激我的爸爸妈妈，没有他们二十几年含辛茹苦的养育，就不会有今天的我！
参  考  文  献
[1] 谭英杰, 梁玉蓉. 生物医用高分子材料. 山西化工, 2005, 25(4): 17-19.

[2] 任杰, 杨爽. 生物医用材料——聚乳酸的表面改性研究进展. 北京生物医学工程, 2004, 23(4): 299-302.

[3] Lehn J M. Supramolecular Chemistry Concepts and Perspectives. Weinheim: VCH Publishers, 1995.

[4] Tang Z Y, Wang Y, Podsiadlo P, et al. Kotov. Biomedical Applications of Layer-by-Layer Assembly: From Biomimetics to Tissue Engineering. Advanced Materials, 2006, 18: 3203-3224.

[5] Zhu H G, Ji J, Shen J C. Construction of Multilayer Coating onto Poly-(DL-lactide) to Promote Cytocompatibility. Chemical Engineering Science, 1995, 50: 4109-4121.

[6] van Ackern F, Krasemann L, Tieke B. Thin Solid Films, 1998, 329: 762-766.

[7] Galisteo F, Norde W. Colloids and Surf, 1995, B4: 389-400.

[8] Bohnert J L, Horbett T A. J Colloid Interface Sci, 1986, 111: 363-377.

[9] Brynda E, Houska M. J Colloid Interface Sci, 1996, 183: 18-2

� EMBED Origin50.Graph  ���








* 指导老师：全大萍 � HYPERLINK "mailto:cesqdp@mail.sysu.edu.cn" ��cesqdp@mail.sysu.edu.cn�





PAGE  
106

[image: image10.wmf]156

158

160

162

164

166

168

170

172

174

176

 

_1243004765.bin

_1243005051.bin

_1243005221.bin

_1243005222.bin

_1243005076.bin

_1243004919.bin

_1243004650.bin

_1242504242.bin

