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脉冲激光沉积类金刚石膜和细胞相容性研究
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摘要 � 为了解决机械瓣膜的凝血问题,在相同的实验条件下, 用脉冲激光沉积( PLD)法在机械瓣膜, Al2O3 , 316 L

不锈钢和 Si衬底上沉积类金刚石( DLC)膜,结果表明类金刚石膜与机械瓣膜之间的黏附性最好。用拉曼光谱仪

( Raman) , X射线光电子能谱仪( XPS)和原子力显微镜( AFM )对机械瓣膜上的类金刚石膜进行检测,然后把人脐

带静脉血管内皮细胞( H UVEC)种植在类金刚石膜的表面并进行体外培养。结果表明, R aman 光谱的 D 峰出现在

1341. 66 cm- 1处, G 峰出现在 1528. 17 cm- 1处。薄膜中 sp3 的含量达到21. 45%。平均粗糙度为 26. 4 nm。血管内

皮细胞能够正常生长、增殖并融合成片, 因此可以实现机械瓣膜表面的血管内皮化, 达到抗凝的目的。
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Abstract� The experiment was to avoid cruor on the surface of the mechanical heart valve. Firstly diamond�like
carbon (DLC) films were deposited on the mechanical heart valve, Al2O3 , 316 L stainless steel and silicon substrates

by the pulsed laser deposition ( PLD) at same experiment condition. The result demonstrated that diamond�like carbon
film exhibited the best adhesion to the mechanical heart valve. Secondly the structure and composition and topography

of diamond�like carbon film on the mechanical heart valve were measured by the visible Raman spectroscopy and the

X�ray photoelectron spectroscopy ( XPS) and the atomic force microscopy (AFM) . Finally human umbilical cord vein

endothelial cells ( HUVEC) were seeded on diamond� like carbon film on the mechanical heart valve and cultured in

vitro. Raman spectroscopy revealed that disorder peak was at 1341. 66 cm- 1and graphite peak was at 1528. 17 cm- 1 .

XPS spectroscopy revealed that there was 21. 45% of sp3 in the film. AFM revealed that the roughness average of the

film was 26. 4 nm. Human umbilical cord vein endothelial cells could proliferate on diamond�like carbon film very

well. The result demonstrated that diamond�like carbon film on the mechanical heart valve deposited by pulsed laser

deposition had good cell compatibility and could be covered with human umbilical cord vein endothelial cells fully so

that it is possible to avoid cruor on the surface of the mechanical heart valve.
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1 � 引 � � 言
由热解碳( Low�temperature isot ropic pyr olyt ic

car bon, LT IC)制成的机械瓣膜是临床应用最多的

一种人工心脏瓣膜,具有经久耐用等优点,最大的缺
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点是表面出现凝血
[ 1]

,因此解决机械瓣膜的凝血问

题具有重要意义和经济价值。由于类金刚石膜

( Diamond like carbon, DLC)具有很高的化学稳定

性、很小的摩擦系数和良好的生物相容性,被广泛用

于人工移植物的表面改性[ 2~ 4]。但是,由于类金刚

石薄膜和衬底之间的黏附性较差,当薄膜沉积到一

定厚度时容易起皱和脱落[ 5~ 7 ] , 因此限制了类金刚

石薄膜的临床应用。

脉冲激光沉积 ( Pulsed laser deposit ion, PLD)

法是利用脉冲激光巨大的功率密度使固体靶材在瞬

间被气化电离, 在靶材表面的法线方向上形成等离

子体羽辉,当等离子体羽辉碰撞到衬底时,在衬底表

面沉积成膜。脉冲激光沉积法具有许多独特的优

点,被广泛地应用于各种功能薄膜、梯度膜或多层膜

的制备与研究
[ 8~ 11]

。在医学领域,主要利用脉冲激

光沉积法在各种医用材料上制备各种类金刚石薄

膜,以提高人工移植物表面的生物相容性[ 12~ 15]。

本文采用热解碳制作的机械瓣膜作衬底, 用脉

冲激光沉积法制备类金刚石膜, 以解决薄膜与衬底

之间的黏附性问题。同时, 把机械瓣膜上的类金刚

石薄膜作为过渡层,在它的表面种植人脐带静脉血

管内皮细胞( Human umbilical cor d vein endothelial

cell, HU VEC)并进行体外培养,以便在机械瓣膜表

面形成一层人的血管内皮层。由于正常的人体血管

内皮层具有很好的抗凝性能, 因此只要在机械瓣膜

表面实现人体血管内皮化, 就可以彻底解决机械瓣

膜表面的凝血问题。

2 � 实 � � 验
实验采用 PLD�301 型脉冲激光沉积装置 (日

本) ; 采用热解碳机械瓣膜, Al2O3 , 316 L 医用不锈

钢和 Si作衬底。在沉积之前,对各种衬底进行丙酮

超声清洗 10 m in,去离子水超声清洗 2 m in,去除丙

酮残留液,并用 N 2 气吹干。在沉积过程中,采用纯

度为 99. 99%的石墨圆片(直径 20 mm,厚 2 mm)作

靶材,靶材与衬底之间的距离为 2. 50 cm。主腔的

真空度为 2. 83 ∀ 10- 5 Pa。脉冲激光采用波长为

248 nm的 KrF 准分子激光,脉冲能量 150 mJ, 输出

频率 5 Hz。4种衬底的温度都控制在 30 # 。机械

瓣膜的沉积时间分别取 15 min, 40 min和 50 m in。

Al2O 3的沉积时间分别取 15 min 和 40 m in。Si的

沉积时间分别取 15 min 和 40 m in。316 L 医用不

锈钢的沉积时间分别取 15 min 和 40 m in。采用光

学显微镜观察薄膜表面情况。

采用 LABRAM�HR 型 Raman 光 谱仪 和

ESCALA B 250型 X射线光电子能谱仪( XPS)对沉

积在机械瓣膜上的类金刚石薄膜 (沉积时间为

40 m in的样品)的微观结构与组成进行检测。采用

CSPM 3400型原子力显微镜 ( AFM )对沉积在机械

瓣膜上的类金刚石膜(沉积时间为 40 m in的样品)

的表面形貌和粗糙度进行检测。

将传代的人脐带静脉血管内皮细胞制成细胞悬

液,在培养板(美国 Corning公司生产)中接种在类金

刚石薄膜(沉积时间为 40 min的样品)上,放置在体

积分数为 5%的 CO2 , 37 # 的恒温培养箱内静态培

养,并在倒置显微镜 (美国 Leica 公司) 下观察

HUVEC细胞在类金刚石膜表面的附着、增殖和生长

发育情况。

3 � 实验结果与分析
沉积时间为 15 min时,在 4种衬底上沉积的薄

膜都没有出现起皱现象。当沉积时间增加到 40

m in 时, 沉积在 Al2O 3和 316 L 医用不锈钢衬底上

的薄膜从真空室中取出后就出现起皱并和衬底剥离

的现象, 沉积在 Si衬底上的薄膜一周后也出现起皱

并和衬底剥离的现象, 沉积在机械瓣膜衬底上的薄

膜则始终都没有出现起皱的现象。当沉积时间增加

到 50 m in时,沉积在机械瓣膜衬底上的薄膜仍然没

有出现起皱的现象。当沉积时间取 40 m in, 机械瓣

膜衬底温度升高到 150 # 时,沉积在机械瓣膜衬底

上的薄膜也没有出现起皱的现象。这些现象表明沉

积在机械瓣膜衬底上的薄膜的黏附性最好。

类金刚石膜与衬底之间的黏附性主要和薄膜内

的残留应力、薄膜与衬底之间的化学键、薄膜的厚度

等因素有关。由于 Al2O 3 , 316 L 医用不锈钢和 Si

衬底与类金刚石薄膜的热膨胀系数不同, 薄膜内会

产生较大的残留应力, 并且随着薄膜厚度的增大而

增大, 因此当薄膜沉积到一定厚度时 (沉积时间

40 m in)就会起皱和脱落。在机械瓣膜上沉积类金

刚石薄膜时,由于薄膜与衬底都是由碳元素组成的,

它们的热膨胀系数相近, 因此可以有效地减小薄膜

内的残留应力。与此同时, 由于短波长、大功率密度

的 KrF 准分子激光所产生的碳离子具有很高的能

量,撞击到热解碳衬底中,不仅等离子体羽辉中的碳

离子能够相互结合形成化学键, 而且也可能和衬底

中的碳原子形成化学键合。因此在机械瓣膜上沉积

的类金刚石膜具有很好的黏附性。

在机械瓣膜上所沉积薄膜的 Raman光谱如图
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1所示。对图 1 的 Raman 光谱进行高斯分解后可

以看出: D ( disorder)峰出现在 1341. 66 cm- 1处, G

( g raphite ) 峰出现在 1528. 17 cm- 1 处, I D / I G =

1. 033。Raman谱是研究碳膜结构最常用的方法,

在类金刚石膜的 Raman 谱中, G 峰一般位于

1550 cm- 1处, D峰位于 1350 cm- 1处。如果 G峰向

低频方向移动, 则对应变形的 sp2 键和 sp3 键含量

增加。如果 G峰和 D峰同时向低频方向移动,则表

明薄膜中 sp3 键含量增加。从图 1 中可以看出, 沉

积在机械瓣膜上的类金刚石薄膜的 G峰和 D 峰同

时向低频方向移动。

图 1 沉积在机械瓣膜上的类金刚石膜的 Raman 光谱

Fig . 1 Raman spectra of DLC film deposited

on mechanical va lve

图 2 沉积在机械瓣膜上的类金刚石薄膜的 XPS 全谱图

F ig . 2 XPS spectra o f DLC f ilm depo sited

on mechanical va lve

图 2是沉积在机械瓣膜上的类金刚石膜的

XPS 全谱图, 图 3是 XPS 谱图中 C1s电子能谱图。

从图 2和图 3中可以看出薄膜主要由 C 元素组成,

并含有少量的 O 元素和微量的 H 元素。由于在

XPS 的测量中, 类金刚石薄膜中的 sp3 和 sp2 包含

在 C1 s电子能谱图中,因此通过对 C1s电子能谱进行

解谱分析可知 sp
3
和 sp

2
的含量。通过对图 3进行

解谱分析可知, 薄膜中含有 21. 45%的 sp3 ; 61. 73%

的 sp2和 C�C; 6. 31%的 C�O; 2. 90%的 C= O和

1. 18%的 COOH。

图 3 XPS 中的 C1s电子能谱图

F ig. 3 C1s spectr a of DLC film XPS spectr a

图 4 类金刚石膜表面形貌的原子力显微镜图像

F ig. 4 Topogr aphy AFM image of DLC

图 4是沉积在机械瓣膜上的类金刚石薄膜表面

形貌的原子力显微镜图像。扫描范围为 10 �m ∀

10 �m, 通过分析计算可得薄膜表面的粗糙度参数

为: Sa (平均粗糙度) = 26. 4 nm , Sq (均方根值) =

33. 8 nm。

图 5 培养 7 天后的人脐带静脉内皮细胞

F ig . 5 H UVEC cult ivated after 7 day s

把人脐带静脉血管内皮细胞种植在类金刚石膜

上进行体外培养和观察,当培养到第 7 天时类金刚

石膜表面已有大量的细胞附着、增殖并融合成片,如

图 5所示。这说明沉积在机械瓣膜上的类金刚石膜

具有良好的细胞相容性, 血管内皮细胞可以在它的

表面形成一层血管内皮细胞层, 从而可以实现人工

机械瓣膜表面的血管内皮化。
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4 � 结 � � 论
采用脉冲激光沉积法在热解碳机械瓣膜上可以

沉积出类金刚石膜,并且类金刚石薄膜与热解碳衬

底之间具有很好的黏附性。与此同时, 人脐带静脉

血管内皮细胞能够在类金刚石薄膜表面很好地生

长、增殖并融合成片,从而实现人工心脏机械瓣膜表

面的血管内皮化,达到抗凝血的目的。
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