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壳聚糖及其衍生物在生物工程领域中的应用研究 m
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郎刚华 陈西广 刘成圣 刘万顺

k青岛海洋大学海洋生命学院 uyyssvl

壳聚糖是甲壳质部分和全部脱乙酰基的产物 o由

于其分子中含有 2��和 2�� u o所以可酰基化 !磺化 !

羧甲基化 !羟基化 !酯化 !醚化 !交联 !螯合等 o获得溶

解性和生物活性不同的衍生物 o从而拓宽了壳聚糖的

应用领域 ∀本文对壳聚糖及其衍生物在生物工程领域

中的应用研究进行评述 ∀

t 在细胞工程领域中的应用研究

利用动物细胞大规模培养技术 o可以制备出稀有

的生化药物和细胞活性因子等医疗产品 ∀微载体是直

径在 ys ∗ uxs Λ°能够适于贴壁细胞在其上附着生长

的微珠 o研究表明 o壳聚糖是一种新型的细胞大规模

培养用优质材料 ∀

≥¦«²̄½ � q等 t||s年用胶原和壳聚糖制成漂浮床

状或多孔纤维状细胞载体 o利用一个特制的细胞反应

器 o进行了重组人细胞 2u|v生产 ≤蛋白的研究 ∀陈西

广等 ≈t ou 以壳聚糖为主要原料 o通过戊二醛交联和分

散 o研制出了一系列微载体 o研究证明 o壳聚糖微载体

耐高温高压 o可方便地用湿热法进行除菌 ~其密度稍

大于 to在轻微搅拌条件下可悬浮 o当停止搅拌时 o微

载体即下沉 o从而便于将它与培养基分离 ∀通过对

���2uto ∂ µ̈²o��等细胞的培养实验 o证明来源于不

同物种的细胞株均能在其表面进行高密度生长 ∀而且

此微载体可反复使用多次 ∀

u 在组织工程领域中的应用研究

组织工程是利用组织或细胞以及有关的生长因

m 国家自然科学基金资助项目 v||zsutu号 ∀

收稿日期 }usss2sw2tw}修回日期 }usss2sw2vs

以上资料 o都应迅速进行分析 o去伪存真 o转换

为计算机输入资料 ∀

uqvqu 预测计算内容

ktl 流场预报 }根据溢油地点和时间 o预报影响

范围内自溢油时刻起各时间步长的流场 ∀

kul 海面油膜扩展与漂油的预测 }扩展过程中考

虑油的蒸发和进入水中而减少的量 ∀

kvl 水中浮游油的扩散 !输运的预测 o考虑油微

粒的沉降 ∀

uqvqv 预测结果的审编

计算结果包括图象和文字数据 o尚需根据现场

监测资料进行修正 ∀修正采用人机界面方式 o由计算机

进行 o经过修正后的图文最后编辑输出 ∀预测结果的

处理方式 }ktl预测结果立即传输给指挥中心 ~kul收集的

信息资料和计算结果 o存入资料库 o备以后查用 ∀

uqw 溢油应急处理系统

它担负对流出的原油进行团围栏 !回收 !消油 !焚

化和灭火等任务并及时通知可能受到污染的单位 o

如 o养殖场 !旅游区等 o做好防护措施 o以便能使损失

减小到最小 ∀总之 o在指挥中心指导下开展溢油应急

工作 ∀

v 结语

海上溢油应急反应系统的框架是建立溢油应急

反应系统的基础 o其框架的工作流程 o可有效地组织

溢油的应急处理 o实施抗溢油措施 ∀为我国政府及有

关部门建立溢油应急反应系统提供参考 ∀
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子和做为载体的生物材料 o培养出相应的组织或器

官 o用于替代或修复损伤 ! 病变或老化的组织与器

官 ∀组织工程所使用的载体材料主要有聚羟基乙酸 !

明胶 !胶原 !聚乳酸或它们的复合物等 ∀壳聚糖及其衍

生物具有良好的组织相容性和抑菌活性 o可被生物组

织降解 o能够加速组织的修复 o易于进行分子改造 !改

性及加工成型 ∀人们利用壳聚糖及其衍生物已开发出

了人造皮肤 !手术缝合线 !人造肾膜 !止血海绵 !烧伤

膏等生物医用材料 ∀目前 o壳聚糖及其衍生物已被用

在培养皮肤 !肝 !肾 !软骨 !神经等器官或组织的骨架

材料中 ∀

uqt 在皮肤修复及组织工程中的应用研究

我国是最早将壳聚糖及其衍生物应用于生物医

学领域中的国家之一 o t|{y年楼宝城等研制成功壳

聚糖人工皮肤 o并应用于临床 ot|{z年该技术获国家

发明专利 ~t|{z年 z月 o美国 �¬ª« ×̈ ¦«±²̄²ª¼杂志报

道了伊利诺斯大学 ∂¬̈§µ̈等用蟹壳 !人发等材料制成

人造皮肤 ∀动物实验及大量临床病例证明壳聚糖人工

皮肤不致敏 !无刺激 !无吸收中毒及占位排斥现象 o透

气性好 !可促进皮肤生长 o且有止血和抑制斑痕生长

效果 ∀

包括糖胺多糖在内的细胞外基质在细胞的贴附 !

生长分化和形态发生中起重要作用 o壳聚糖具有类似

糖胺多糖的结构 o而且拥有上述有利于皮肤修复的特

性 o所以在皮肤组织工程中是理想的骨架材料之一 ∀

t||s年法国 ≥«¤«¤¥̈§§¬± �q等用壳聚糖将 ´型胶原 !

¶型胶原及糖胺聚糖交联后制成了一种多孔的支架 o

然后将人皮肤成纤维细胞接种在此支架上 o从而得到

了适合于上皮细胞生长的类真皮层 ∀培养的角质层细

胞可迅速贴附于这种类真皮层上 o经过有丝分裂后 o

形成一层连续的上皮层 ∀培养 u周后 o进行组织切片 o

可以看到一层附着于类真皮层上的柱状基底层细胞

和几层包括生长旺盛的生发层在内的细胞 ∀此皮肤从

形态上与人正常皮肤相当 o所以可以作为体外毒性检

验的实验工具和治疗皮肤深度烧伤的医用材料 ∀

⁄¤°²∏µ� q等 t||w年将胶原 2黏多糖 2壳聚糖类真皮

应用于临床 o他们将这种类真皮移植于皮肤切除后的

区域 o然后在其上移植剪碎的或经培养的自体皮块 o

此类真皮通过与下部组织粘附而代替切除的真皮 ∀tx

§后 o类真皮可上皮化 o而且用类真皮与经培养的自

体上皮结合所得到的修复效果比用类真皮与剪碎的

自体皮肤相结合的效果好 ∀虽然此种类真皮仍不能取

代高质量的自体供皮 o但它方便易得 o便于保存 o而且

可免于微生物的污染 o所以仍是一种较理想的真皮代

用材料 ∀�∏ª∏¶·¬± ≤ q等 ≈x 将人成纤维细胞接种于由壳

聚糖与胶原 !黏多糖交联成的基质材料上 o制备成了

一种离体皮肤模型 o他们以 �××还原反应 !乳酸还原

酶活性和白细胞介素 2y的释放作为毒性反应鉴定指

标 o研究了此模型对刺激的反应 ∀通过对氯化镉 !硫酸

十二醇 !氯化苯并蒽这 v种化工产品刺激的反应 o对

这种皮肤模型的用途及对预测人皮肤对刺激反应的

能力进行了评价 ∀证明此皮肤模型可以代替在体实验

进行化妆品 !家用化工产品及药物等对皮肤或眼睛的

刺激性实验 ∀欧盟关于化妆品性能的测试必须用非动

物手段的规定大大推进了这种体外药物毒性实验模

型的研究进展 ∀此外 o �̄¤¦® � qƒ q等 ≈y 研制了一种在

皮肤中血管发生的模型 o即将内皮细胞与皮肤细胞共

培养于由壳多糖与胶原 ! 糖胺多糖交联而成的基质

上 o在只含有由成纤维细胞和角质层细胞合成的细胞

外基质的条件下 o可形成毛细血管样结构 o并在体外

研究了血管形成过程中管状结构的组织 !基底膜的沉

积 o以及细胞间连接的形成过程 ∀由弹性纤维组成的

复杂的网状结构对结缔组织的弹性起重要作用 o弹性

蛋白网的改变将引起多种器官的病变 ∀ ⁄∏³̄¤±2°̈ µµ²·

ƒ q等 ≈z 用此皮肤模型研究了角质细胞对弹性蛋白网

成熟和组织的影响 o他们将成纤维细胞接种于胶原 2
糖胺多糖支架上构成一种皮肤模型 o在平行组中同时

接种上角质层细胞 ∀研究发现 o培养 tx §后 o通过免

疫染色的方法可以检测到纤层蛋白 2t和弹性蛋白的

合成 o并且通过扫描电子显微镜观察到了弹性蛋白网

的典型结构 o从而在皮肤模型中检测到了弹性纤维的

合成 o并证明角质层细胞影响着弹性蛋白网的组织和

成熟 ∀

uqu 在神经组织工程中的应用研究

作为神经修复材料 o必须有良好的组织相容性 !

可适时地被组织降解 !具多层结构 !并可以提供神经

生长所需的通道 ∀清华大学生命科学与工程研究院用

海洋活性多糖为原料 o进行了开发周围神经修复材料

的研究 o并已证明 o经修饰 !改构后的壳聚糖及其衍生

物对神经细胞有良好的亲和性和组织相容性 o能够诱

导神经纤维生长 ≈v ∀吴德升等 ≈w 将 uh的壳聚糖充入

硅胶管再生室中 o然后将之套接在 ts °°间距的大鼠

坐骨神经缺损处 o对照组以空白硅胶管再生室套接 o

手术后 ty周时 o取再生室进行电镜观察和图象分析 o

结果显示 o壳聚糖可促进再生轴突数目的恢复以及横

断面髓鞘面积的增加 o而髓鞘横断面积是有髓神经再

生成熟程度的标志 o且与其功能密切相关 ∀利用壳聚

糖作为神经修复导管的新技术 o有望克服移植法的弊

端 o该材料可粘合或缝合于患者断裂的两段神经之

间 o用作神经组织生长的/脚手架0 ∀当神经纤维长到
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所需长度并开始执行正常功能时 o此修复材料则开始

降解 ∀∞¶̈µ∞̄¦¬± �等 ≈| 研究了嗜铬细胞在胶原与壳聚

糖组成的基质上的贴附性和活性 o发现在此基质上生

长的细胞在体外可存活两周 o并植入大鼠蛛网膜下也

获得了成功 ∀

uqv 在肝组织工程中的研究

当肝脏发生病变或损伤时就必须将其切除 o可

能时将不得不移植入异体肝 o但是 o合适的异体肝不

易获得 o而且即使获得 o也可能会因发生排异反应 o而

使移植失败 ∀所以 o如果通过组织工程技术 o将病人自

身的健康肝细胞经培养后 o移植到适当的细胞支架

上 o制备成有功能的肝组织 o然后将其植入病人体内 o

这将更完善地解决异体移植中所存在的问题 ∀为实现

上述设想 o大量研究人员以胶原 !明胶 !褐藻酸钙等聚

合物作为细胞支架 o进行了培养动物肝细胞的研究 o

以期培养出具有肝功能的肝组织 ∀而以壳多糖为材料

进行肝组织培养是近几年才开展起来的研究 ∀�¤º¤¶̈

� q等 t||y年以戊二醛交联的壳聚糖作为大鼠肝细

胞附着的基质 o发现这些肝细胞不但保持了与体内一

样的球形状态 o而且具有肝细胞的许多功能 ∀

∞̄¦¬± ≠ q� q等 ≈{ 将壳聚糖与胶原 !明胶或白蛋白

等混合后制备成膜 o再将胎猪和大鼠的肝细胞接种于

其上 o确定了细胞的最适接种密度并对细胞的粘附动

力学特性进行了分析 ∀在两周的培养过程中 o通过每

天测定尿素和总蛋白的合成研究了细胞的代谢活性 o

结果表明 o胶原与壳多糖混合组成的膜适于大鼠肝细

胞帖附 o白蛋白 !明胶和壳多糖混合制成的膜非常适

于胎猪肝细胞贴附 ∀当用分子量 zxs sss ⁄k道尔顿l

的壳多糖制成的膜 o每平方厘米接种 vs sss ∗ ws sss

个细胞时可获得最适的贴附效率 ∀经细胞形态观察和

代谢物分析 o证明此材料可为细胞生长和形成拟肝组

织提供适当支持 ∀

uqw 在骨组织工程中的应用研究

寻找一种生物亲和性好 ! 可被降解和吸收的高

分子材料 o作为骨骼替代材料或骨骼细胞的支架 o一

直是临床上治疗开放性骨折 !关节软骨损伤等骨损伤

时所面临的课题 ∀ �∏½½¤µ̈̄ ¬̄等 t||w年研究发现与咪

唑基共价交联的壳聚糖可以促进羊股骨的损伤修

复 ∀ �̄²®®̈ √²̄§°q� q等 t||y年研究了壳聚糖在体外

对成骨细胞分化和骨形成的作用 o结果表明 o壳聚糖

能促进骨源细胞的分化 o并且促进骨骼的形成 ∀倪斌

等 t||x年用壳聚糖制成 t °°厚的膜 o然后将之环形

包裹在兔桡骨骨干 { °°缺损处 o以另一侧桡骨骨干

{ °°缺损作为对照 o对愈合情况采用 ÷ 射线及组织

学检查 ∀实验组在最初 v周无任何骨痂生长及钙化征

象 o第 wox周时 o在壳聚糖的近端及远端有骨膜反应 o

同时有稀疏 ! 不连续 ! 密度增高影在两骨断端处形

成 ∀第 y周时 o特殊的 !薄形的 !连续性较好的外骨痂

在壳多糖表面形成 o成为较为清晰的外骨桥 o两骨断

端有少量骨痂生长 ∀空白组无外骨痂形成 o在最初 w

周 o ÷ 线片上可见密度稍高影在骨断端出现 ~第 xoy

周 o骨端变得圆钝 o并形成硬化骨组织 o断端间无骨痂

连接 o导致愈合失败 o呈典型骨不连接表现 ∀因此证

明 o壳聚糖对骨组织修复有传导成骨作用 ∀大量临床

病例也已证明 o壳聚糖对促进人骨折的愈合有一定的

作用 ∀ ≥̈ ¦«µ¬̈¶·∂ qƒ q
≈tv 等将硫酸软骨素与甲壳胺结

合后制成了一种支持软骨生长的材料 o他们将原代培

养的牛关节软骨细胞接种于此材料制成的薄层上 o发

现它们保持了分化软骨的许多表型特征 o从而证明这

种材料非常适合作为自体软骨细胞移植或骨骼代用

品的材料 ∀

v 在酶工程领域中的应用研究

据 ⁄∏°¬·µ¬± ≥q等 t||y年报道 o固定化酶是被结

合到特定支持物上并能发挥作用的一类酶 o甲壳质r

壳聚糖是一种很有前途的固定化载体 ∀可将其制备成

凝胶 o对酶或微生物进行直接包埋 ∀又据 �̈ ±§¬®¬̈±̈

∂ q等 t||y年报道 o因其分子中存在有氨基 o所以可

用多功能试剂使酶与其共价结合 o也可直接用物理吸

附法对某些酶进行固定化 ∀另外 o据 �µ¤­̈ º¶®¤等 t||t

年研究报道 o因壳聚糖能络合重金属离子 o从而可保

护酶的活性 ∀

t||s年 �µ¤­̈ º¶®¤等报道了以壳聚糖为载体制备

出固定化的青霉素酰化酶的研究 ∀ ÷∏等 t||s年将

tqwh的壳聚糖溶液用 tuqxh的戊二醛交联 o然后分

别用 tqxh o³� xqx和 tqxh o³� {qx的多磷酸使之

发生离子转变而凝胶化 o并使此介质有良好的机械性

能和通透性 ∀再用 sqxh的戊二醛和甲苯磺酰氯使之

双活化 o最后使青霉素酰化酶与之交联 ∀同其他青霉

素酰化酶固定化载体相比 o壳多糖亲水性强 o酶活半

衰期时间长 ∀在生物医学领域 o�²º̈ µ¶t|{y年报道了

用壳聚糖固定化尿素酶在体外循环装置中清除尿素

的研究 ∀ ×¤±ª等 t|{|年将短刀豆脲酶和杆菌脲酶分

别用 sqth的戊二醛一步交联法固定在壳聚糖上 o结

果表明 o固定化杆菌脲酶比固定化短刀豆脲酶的最适

³� !最适温度和活性均高 o而米氏常数低 ∀但固定化

短刀豆脲酶较固定化杆菌脲酶稳定性高 ∀将固定化脲

酶装入小柱中进行血脲降解实验 o发现此固定化酶性

能稳定 o并可重复使用 ∀在食品工业上 o壳聚糖已被用

于固定化葡萄糖异构酶 ~陈盛等 t||y年以甲壳素为
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原料进行了纤维素酶的固定化研究 ∀姜涌明等以高分

子壳聚糖为载体 o以戊二醛为交联剂 o对木瓜蛋白酶 !

�≥ qtqv|{中性蛋白酶 !胰蛋白酶 !胃蛋白酶进行了固

定化 o其活力回收率分别达 wzh o zwh o xsh以上 o

xxh ow种酶对热 !酸 !碱 !乙醇 !{ °²̄r�尿素的稳定性

明显提高 o前 v种酶的操作半衰期分别达 vso{{ows §

以上 ∀实验表明 o壳聚糖固定化木瓜蛋白酶能使啤酒

澄清 ~壳聚糖固定化 �≥ qtqv|{中性蛋白酶能有效地

水解猪血清蛋白质和大豆蛋白质 o这将有助于猪血和

大豆的综合利用 ∀

w 在发酵工程领域中的应用研究

壳聚糖已被广泛应用于工业废水的净化和食品

加工废水中蛋白质的沉降及发酵液中菌体的絮凝 ∀

• ¬̈µ等 t||v年成功地将难以与发酵液分离的酵母用

壳聚糖进行了絮凝 ∀刘万顺等用壳聚糖作为絮凝剂 o

用于谷氨酸发酵液菌体絮凝技术的研究 ∀结果表明 o

发酵液中菌体的去除率达 |{h以上 o工艺路线简便 o

降低了成本 o缩短了工时 o提高了谷氨酸的回收率和

产品质量 o还回收了大量蛋白酵母饲料 o而且减轻了

废液对环境的污染 ∀目前 o此项技术已获得国家发明

专利 ∀陈盛等利用固定化细胞技术 o用壳聚糖将厌氧

菌群进行了固定化 o通过 ��≥�k上流式厌氧污泥床l

生化反应器 o研究了固定化前后 o及不同 ³�值条件

下其处理味精生产后废水的能力 ∀

x 在基因工程领域的应用研究

壳聚糖这种天然阳离子多糖 o还是一种潜在的转

基因非病毒性载体 ∀ ∞µ¥¤¦«̈µ等 ≈ts 通过扫描电镜观

察 !沉淀实验 !动态光散射及荧光素酶报告基因转染

实验 o证明质粒 ⁄��可与壳聚糖形成均匀而稳定的

复合体 o其直径约 xs ∗ tss ±°o并用其有效地转化了

�¨̄¤细胞 ∀�¤¦̄¤∏ª«̄¬±等 ≈tu 研究了血清 !盐溶液及 ³�

敏感性肽对壳多糖基因转移系统的影响 o发现虽然在

特定组织中报告基因表达有所增强 o但表达水平较

低 o并认为这种复合体的吸收和降解是这一基因被细

胞吸收的限速步骤 ∀ �̈²±ª等
≈tt 以盐诱导法制备了

¦⁄��与壳聚糖凝聚而成的小球 o其直径在 uss ∗ zxs

±°范围内 o并可用以转化各种细胞系 ∀虽然对于培养

的细胞 o其转化效率比脂质体转化法和磷酸钙共沉淀

转化法低 o但它在 ����r¦小鼠肌肉细胞中表达 Β半

乳糖苷酶的能力比裸 ⁄��或脂质体系统转染的表达

能力高且持久 ∀研究结果表明 o壳聚糖转基因系统有

以下诱人的特点 }ktl目的 ⁄��可结合到用来刺激受

体介导的内吞作用的壳多糖微球上 ∀kul溶酶体组分

可参与降低 ⁄��在胞内体或溶酶体中的降解 ∀kvl一

些生物活性成分或多个质粒可被共包裹 ∀kwl因为此

微球可以保护 ⁄��免受血清核酸酶的降解 o所以改

善了 ⁄��的生物活性 ∀kxl此微球可以在液态保存条

件下保护 ⁄��生物活性 ∀

y 结语

随着科学的发展和人们对生命现象认识的不断

深入 o糖生物学的研究成了生命科学研究领域的新前

沿 o而壳聚糖及其衍生物的研究是该研究领域中最为

活跃的分支之一 ∀生物工程是生物学与工程技术结合

的产物 o是 ut世纪技术革命的主角 ∀作为自然界唯一

大量存在的碱性氨基多糖 ) ) ) 壳聚糖及其衍生物具

有不同于其他多糖的独特作用 o壳聚糖及其衍生物的

应用研究已渗入到生物工程的各个分支中 o并已显示

出其独到的应用价值 ∀因此 o壳多糖及其衍生物与生

物工程的密切结合必将极大地造福于人类 ∀
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