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【摘 要】目的：通过调节左旋聚乳酸(Poly(L—lactic acid)，PLLA)／13一磷酸三钙(beta—tricalcium phosphate，B—TCP)复合多孔支架 

中 p—TCP的比例，制备出一种可生物降解、具有一定强度及骨引导性、细胞相容性及生物相容性良好的支架。方法：采用溶剂 自 

扩散一模压成型——盐沥滤、冷冻干燥法制备了 B—TCP含量分别为 0、10％、20％、30％、40％、50％的PLLM[3一TCP复合多孔支架。 

用扫面电镜观测不同 —TCP含量的复合多孔支架的微观形貌，用量重法测量其孔隙率，用动静态疲劳试验机检测各组复合多 

孔支架的力学强度。各组复合多孑L支架接种相同量的骨髓间充质干细胞培养 3 d后固定，用扫描电镜观察多孔支架爬行细胞的 

数量以评价骨支架的细胞相容性。用各组骨支架浸提液培养骨髓间充质干细胞，分别于细胞培养第 1天、第3天、第5天及第7 

天规定时间点用 CCK8测试盒检测各组细胞的吸光度以评价骨支架的生物相容性。结果：纯左旋聚乳酸为疏水性材料，不利于 

细胞的粘附生长；PLLM[3一TCP复合多孑L支架表面粗糙，13-TCP的引入可以改善支架材料的亲水性及骨引导性，有利于细胞的 

爬行生长，其中13-TCP含量为30％(PFF30)组支架细胞接种面扫描电镜下观察细胞爬行生长的数量最多：[3-TCP的掺入可使复 

合支架的x线显影良好，可为支架植入体内降解的体外摄片评估提供方便；PLLA／13一TCP复合支架具备良好的细胞相容性及生 

物相容性。结论：通过溶剂 自扩散一模压成型～盐沥滤、冷冻干燥法制备的 PuA／B—TCP复合支架孔隙较丰富、具备一定的强 

度，细胞相容性及生物相容性良好，有望通过调节其组分而得到一种降解可调的理想的组织工程骨支架。 
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【Abstract]Objective：To develop a biodegradable scaffold with a certain mechanical strength，osteoconduction and good cytocompa— 

tibility and biocompatibility by adjusting the proportion of beta-tricalcium phosphate(13一TCP)in Poly(L—lactic acid)(PLLA)／[3-TCP 

composited porous scaffolds．Methods：The PLLM13-TCP composited porous scaffolds，in which the content of 13-TCP was respectively 

0％ ，10％，20％ ，30％，40％ ，50％，was synthesized by Solvent self diffusion—molding-salt leaching and freeze—drying method．Its micro— 

structure，porosity，mechanical properties，cyt0compati—bility and biocompatibility were studied．Results：PLLA is hydrophobic material 

and its scaffold is bad for cell adhesion．PLLA／13-TCP composited porous scaffold has rough surface；the addition of p—TCP can 

improve the hydrophilicity and osteoconduction of scaffold，which is good for cell craw1．In all groups，the P／T30 group scaffold had the 
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largest number of crawling cells．The composite scaffold mixing 

13-TCP has good X-ray imaging，which can provide convenience 

for in vitro X ray assessing the degradation of scaffold in vivo． 

PLLA／[3-TCP composited porous scaffolds have reliable cytoco— 

mpatibility and biocompatibility．Conclusion：The PLLA／13-TCP 

composited scaffolds fabricated by Solvent self diffusion——mold—_ 

ing—salt leaching and freeze—drying method have rich porosity， 

certain mechanical strength，osteoconduction and good cytoco— 
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mpatibility and biocompatibility．It is hopeful to obtain an ideal tissue engineered bone scaffold with adjustable degradation rate by 

adjusting the composition proportion． 

【Key words]bone defect；bone tissue engineering；Poly(L-lactic acid)；13-tricalcium ph0sphate；osteoinducti0n 

骨组织缺损因创伤、肿瘤、畸形及感染等原因 

引起．目前发生率较高。由于传统骨移植等治疗方 

法增加创伤且组织来源不足，骨植人材料的需求较 

大。运用生物材料与组织工程等再生医学方法修复 

骨组织缺损具有明显的社会和经济效益。因此 ，研 

究、开发新型医用修复材料成为生物医学材料科学 

领域的重中之重。左旋聚乳酸(Poly(L—lactic acid)。 

PLLA)材料是 目前少数被美国 FDA批准的可降解 

性生物医用材料 ，而 8一磷酸三钙 (beta—tricalcium 

phosphate，p—TCP)由于具备优良的性能在研究中得 

到广泛的应用【l_3】。PIJLA类材料具有 良好的机械性 

能和生物降解性，但其亲水性差，缺乏骨引导性，降 

解产物呈酸性 ，可导致降解过程的“自加速效应”与 

生物体无菌『生炎症反应 本课题根据人体骨组织 

无机／有机骨板的构成 ，制备了 PLLA／[3一TCP复合材 

料。B—TCP具备骨引导性，其降解后释放出的钙和 

磷离子可转化为植入区新骨基质中的无机成分或 

成为机体钙磷库的一部分 ，且其降解产物呈碱性 

这一特性可以降低PLLA降解产生的酸性，从而消除 

或减轻由PLLA引起的无菌性炎症。B—TCP材料的 

脆性较大，可塑性较差 ，PLLA的加入可使 B—TCP材 

料的韧性得到提高，改善了材料的加工性能。本文 

通过溶剂 自扩散一模压成型一盐沥滤、冷冻干燥法 

制备 PLLA／I3-TCP复合多孑L支架．通过调节复合多孔 

支架中p—TCP的比例，对复合支架的性能进行研究， 

拟制备一种可生物降解、孔隙率丰富、具有一定强 

度及骨引导性 、细胞相容性及生物相容性良好的复 

合支架。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

左旋聚乳酸(PLLA，Mw=100000，济南姝远生物科技有限 

公司)、p一磷酸三钙(13一TCP，d50=0．2～5 m，99％，南京埃普 

瑞纳米材料有限公司)、二氯甲烷(分析纯，成都市科龙化工 

试剂厂)、NaC1颗粒(100—400um，自制)。 

1．2 实验仪器 

动静态疲劳试验机(美国BOSE公司，型号 3330，重庆大 

学生工材料室)、扫描电镜(日本 日立公司，型号 S-3000N，重 

庆医科大学生科院)。 

1_3 复合多孔支架的制备 

采用溶剂自扩散——模压成型——盐沥滤 、冷冻干燥法 

制备 PLLA／[3一TCP复合多孔支架，具体方法：取一定量的 

Pu|A溶于适量的二氯甲烷，直至 PLLA完全溶解 ，按在复合 

材料中占O％、10％、20％、30％、40％、50％的比例(以下简称纯 

PLLA、P／T10、P／T20、P／T30、P／T40、Pfr5o)力口人 p—TCP和 70％ 

(质量分数)制孔剂 NaC1颗粒 ，搅拌直至形成以二氯甲烷为 

液相的均匀混合体系。待体系展开半干燥成膜，将膜注入压 

力数显模具中．以3 MPa的压力保压成型直至复合支架完全 

干燥后取出。然后经过充分盐沥滤、冷冻干燥 24 h得到外径 

为 6 mm，厚度为 1．5 mm，高为 2 am的白色空心圆柱状多孔 

复合支架。 

1．4 复合支架的大体观和微观形貌 

复合支架试样喷金后，用扫描电子显微镜观察其微观形 

貌。 

1．5 不同配方复合多孔支架孔隙率测定 

采用量重法 测量 PLLA／13一TCP支架的孔隙率 ．每组测 

试样品数 7个 ，计算公式如下(恒温 25℃时测定)：Vs=W1+ 

Ws—W2；Vp=W2一W3一Ws；8=Vp／(Vs+Vp)=(w2一W3一Ws)／ 

(W1一W3)；式中：vs为支架本身体积；Vp为支架孔体积；8为 

支架孔隙率；Ws为支架质量；W1为小瓶装满乙醇后的总重 ； 

W2为支架浸泡于乙醇中完全润湿，排除多余乙醇后，样品、 

小瓶与乙醇的总重：W3为把支架从乙醇中取出后．剩余乙醇 

和小瓶的质量：p为 25℃时乙醇的密度。 

1．6 弹性模量、抗弯强度测定 

弹性模量及抗弯强度是骨支架材料力学性能检测中极 

其重要的指标，由动静态疲劳试验机测定。弹性模量检测样 

品外径为 3 mm，内径为 1．5 mm，长 0．9 cm。弹性模量=应力／ 

应变(Eapp=Kh／A，K=F／d，其中 F为应力，d为压缩长度 ，A为 

材料横切面积。h为材料长度)。将压缩过程的应力作为纵 

轴、应变作为横轴，通过 Matlab软件(The MathWorks)编程生 

成应力应变关系曲线，较为固定的一段直线区域的斜率即为 

材料弹性模量191。三点抗弯强度样品材料外径为 3 mm，内径 

为 1．5 mm、长 2 am。抗弯强度为在样品的两支点之间施加载 

荷，至试件破坏时的单位面积载荷值，由公式 Bfmax=8FmaxL／ 

ard 计算出样品的抗弯强度(其中Fmax为最大载荷。L为两支 

点跨度，d为样品直径)㈣。其中试验机加载速度为0．1 mm／s， 

每组测试样品7个 

1．7 复合多孔支架x线片检测 

将支架充分盐沥滤，冷冻干燥后，x线摄片观察复合支 

架的显影情况 

1．8 复合支架的骨髓问充质干细胞培养 

支架经紫外光照射 1 h，75％消毒酒精消毒(3次 ，每次 

1 h)及 PBS清洗(3次 ，每次 30 min)后，将部分 MSCs细胞悬 

液(6×106个／m1)滴人支架的横截面(以细胞悬液刚刚溢出 

支架为宜)，1 h后翻转，再滴入剩余的细胞悬液，37℃、5％CO： 

培养 3 h后加入血清培养基。继续培养 3 d后将支架取出。 

O．9％的生理盐水冲洗支架 ，4％的戊二醛固定过夜．叔丁醇于 
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3 讨 论 

自 1995年 Crane[ 41提出骨组织工程概念以来 ， 

骨组织工程技术已成为国内外治疗骨缺损的热点。 

理想的组织工程骨材料应具备以下几个条件㈣：材料 

表面结构及性质有利于细胞吸附、增殖和分化；具有 

良好的生物相容性 ：易制成三维多孔状及加工成不 

同的几何形态以满足临床的应用：能保持对细胞的 

分化，不会使细胞产生变异；具备生物活性，即支架 

材料能与活体骨化学键合产生生物性羟基磷灰石 

层 ：具备骨诱导性，即材料直接诱导间充质细胞分 

化为骨原细胞、成骨细胞，进而形成骨组织的性能： 

降解速度与新组织的产生相匹配．降解产物无毒、易 

被人体吸收或排出体外。 

早期的人工骨支架材料属于非生物降解型的。 

这些材料的特点是机械强度高，生物惰性 ，但存在 

二次手术问题，因此人们开始研究使用可生物降解 

并具有生物活性的材料。PLA类材料与多孔的 3一 

D—B—TCP支架可生物降解，降解产物无毒，已通过 

美国FDA认证作为药物辅料和医用材料上市。目前 

PLA类材料已被制成缝线、螺钉、胶囊等广泛用于 

临床，而 B一磷酸三钙更多的是用于制备骨水泥及复 

合支架材料。研究证实纳米羟基磷灰石与 B一磷酸 

三钙复合的双相磷酸钙陶瓷具备骨诱导性，B一磷酸 

三钙支架具有骨引导性，但对其是否具有骨诱导性 

的观点目前还不统一。Tsukanaka等【】 认为酸性磷酸 

酶阳性细胞的募集是高纯 B一磷酸三钙骨支架具有 

骨诱导性的关键所在。Polini等 在未加成骨生长因 

子的条件下研究发现 pcup—TCP支架组较单纯 

PCL支架组的成骨指标变化更明显。并认为复合材 

料中添加无机相比支架本身的三维微环境更能诱 

导骨髓间充质干细胞向成骨分化。 

自然骨是无机纳米羟基磷灰石与有机胶原纤 

维有规律结合的产物，x线显影佳，具有典型的骨小 

梁结构，孔隙构造极为丰富，其孔隙率为50％～90％， 

允许骨母细胞、间充质干细胞在孔隙内部的增殖分 

化以及血管的生成f18】。Bai等[19研究证实多孔材料促 

进血管化和成骨细胞黏附、增殖、分化的最佳孔径 

是 400 I,zm．大于该尺度的孔径对血管新生无显著影 

响。在孔径 90 120 m的羟基磷灰石中先诱导软骨 

形成然后再骨化，而在大于 350 m的羟基磷灰石 

中可以直接诱导骨组织形成。所以，组织工程骨应 

该尽量仿生自然骨，其孔径、孔隙率及强度可通过 

调节制作工艺来实现。然而，三维骨支架的机械性 

能与孔隙构造是支架制备过程需要平衡的一个关 

键问题。本研究中控制支架的孔隙率为 50％～70％． 

孔隙的生成通过 NaCI的沥滤及支架冷冻干燥来实 

现，孑L隙的直径为 100～400 m，骨支架弹性模量达 

到松质骨水平，更大的弹性模量可通过调节支架成 

型加压的强度来实现。 

影响骨支架孔隙形成的因素包括加压强度，造 

孔剂的比例以及组分的影响等。Kucharska等【 01研究 

发现 B一磷酸三钙的加入可增加壳聚糖／磷酸三钙复 

合支架的致密度而使支架的孔隙率随着 B～磷酸三 

钙的比例增加而降低，本研究于加压强度与造孔剂 

比例固定的条件下研究B—TCP对孔隙率的影响，研 

究结果与之报道基本相符。在一定范围内，支架的 

机械性能与孑L隙率成反比。然而，本研究 P／T50的骨 

支架孔隙率是所有组分中较低的，但其强度并未随 

之增大，是因为 B一磷酸三钙本身脆性较大，p一磷酸 

三钙的加入可影响复合支架的可塑性，当 B一磷酸三 

钙比例达到 50％时，复合支架可塑性减小 ，复合支 

架的强度自然减小 

骨支架细胞培养是检测支架细胞相容性的重 

要方法，支架的细胞相容性决定细胞能否于支架表 

面攀附生长并向支架内部迁徙增殖，为骨缺损的修 

复奠定基础。本研究中纯 PLLA骨支架未观察到骨 

髓问充质干细胞的黏附，这可能是由PLLA材料本身 

的疏水性导致的，疏水性材料不利于细胞的定植。而 

含钙组骨支架扫描电镜下均可见不同程度的细胞 

粘附生长。这是由8一磷酸三钙良好的亲水性及骨引 

导性决定的，复合支架的亲水性及骨引导性由于 p一 

磷酸三钙的加入而得到改善。其中P／T30组复合支 

架细胞接种面扫描电镜下观察细胞爬行数量最多， 

是因为此比例的复合支架在较好的亲水性的前提 

下具有较高的孔隙率。P／T20组复合支架亲水性较 

弱．而P／T50组复合支架亲水性理论上最佳，但其孔 

隙率随着B一磷酸三钙比例的增加而降低，与P／T30 

组复合支架比较，缺乏细胞定植的空间。因此，这些 

比例的复合支架都较P／T30组复合支架细胞爬行数 

量少。 

具备生物相容性是生物材料用于体内的首要 

前提。目前对生物材料的生物相容性评价方法主要 

有两类I2 ：(1)体外实验：即采取细胞毒性实验来 

评价医疗器械或其浸提液可滤出成分中急性细胞 

毒性的潜在性。(2)动物体内实验：即将材料置人体 

内，分阶段将置人体与周围组织取出，做组织学检 

查，观察材料及周围组织的病理变迁；本实验采取 

第一种方法对材料进行了生物相容性的评价。本组 
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的实验结果提示制备的多孔支架无细胞毒性 ，具备 

良好的生物相容性。尽管在细胞毒性方面，本研究 

制备的支架生物相容性表现良好，然而全面的安全 

性评价还需进行肝肾毒性、溶血实验、生殖和发育 

毒性等方面的评价，仍需要后续实验进一步完善。 

目前研究支架材料的降解情况主要通过体外 

模拟体液降解以及体内动物实验来观察[23剖。支架 

体外降解实验简单、直观，但不能很好的反映体内 

降解方式。支架体内负载降解更符合生理，但降解 

情况不易观察。B一磷酸三钙与羟基磷灰石具有相似 

的成分 ，如本研究所示 ，左旋聚乳酸／B一磷酸三钙复 

合支架 x线显影良好，与兔子桡骨显影效果相当，可 

通过体外x线摄片初步评估支架的体内降解情况 

支架的降解性与支架材料本身的分子量、体积、支架 

结构以及配方等有关系，其中配方是影响支架降解 

的重要因素之一 嘲。骨支架体内降解速率与新骨 

生成速率是否相匹配以及骨支架降解过程机械强 

度的变化是支架研究的难点。纯左旋聚乳酸支架在 

体内呈现早期降解缓慢，晚期降解加速的特点．而 

p一磷酸三钙降解速度相对较陕。本文将二者按不同 

的比例混合 ，制备复合多孔支架 。有望得到一个降 

解速率与新骨生成速率相匹配的复合支架的比例， 

下一步将进行支架体内降解时间及规律的研究 
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