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纳米羟基磷灰石 / 明胶仿生复合材料的制备及其细胞相容性

李斯日古楞1，胡晓文2

(1. 广州医科大学卫生职业技术学院，广州 510450；2. 中山大学光华口腔医学院附属口腔医院，广州 510055)

[摘要] 目的：评价纳米羟基磷灰石/明胶仿生复合材料的一般理化性质及细胞相容性。方法：采用冷冻干燥技术

将纳米羟基磷灰石与明胶复合物制成3D多孔支架材料，并用扫描电镜、傅里叶红外光谱、万能试验机等对复合材料

进行表征；原代培养BALB/c小鼠成骨细胞，取第3代与复合材料共培养，采用扫描电镜、细胞毒性实验、细胞增殖实

验和碱性磷酸酶活性测定法观察支架材料对细胞分化、增殖的影响。结果：扫描电镜显示复合材料为三维多孔状，

孔径大小约150~400 μm；傅里叶变换红外光谱显示复合材料无机相和有机相之间有较强的化学键合；复合材料抗压

强度为(3.28±0.51)MPa，孔隙率为(80.6±4.1)%，接近人松质骨。扫描电镜观察和MTT实验结果显示复合材料具有良好

的细胞相容性，小鼠成骨细胞在材料上黏附和伸展情况良好；细胞毒性I~II级；与材料共培养第5，7天的细胞增殖

率与对照组差异有统计学意义(P<0.05)；第1，3天的碱性磷酸酶活性与对照组之间的差异有统计学意义(P<0.05)。结

论：明胶与纳米羟基磷灰石在一定比例和条件下，采用冷冻干燥法可制备出具有较高孔隙率、适宜孔径大小的三维

连通多孔结构的仿生支架材料，具有良好的细胞相容性，有望成为一种新型骨组织工程支架材料。

[关键词]   纳米羟基磷灰石；明胶；骨组织工程；细胞相容性；冷冻干燥；仿生

Biomimetic nanohydroxyapatite/gelatin composite material 
preparation and in vitro study
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ABSTRACT	 Objective: To prepare nHA/gelatin porous scaffold and to evaluate its physical and chemical 
properties and biocompatibility.

	 Methods: We used nanopowders of HA and gelatin to prepare 3D porous composite scaffold 
by freeze-drying technique, and used scanning electron microscope, fourier transform infrared 
spectroscopy and universal testing machine to characterize the composite material. Osteoblasts 
were primarily cultured, and the third-passage osteoblasts were co-cultured with the composite 
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material. The cell adhesion and morphology were examined under scanning electron microscope. 
The cell viability analysis was performed by MTT assay, and the alkaline phosphatase activity was 
measured with alkaline phosphatase kit.

	 Results: Scanning electron microscope showed that the scaffold possessed a 3-dimensional 
interconnected homogenous porous structure with pore sizes ranging from 150 to 400 µm. Fourier 
transform infrared spectroscopy showed that the composite material had a strong chemical bond 
between the inorganic phase and organic phase. The scaffold presented the compressive strength 
of (3.28±0.51) MPa and porosities of (80.6±4.1)%. Composite materials showed features of had 
good biocompatibility. Mouse osteoblasts were well adhered and spread on the materials. The grade 
of the cell toxicity ranged from I to II. On the 5th and 7th day the proliferative rate of osteoblasts 
on scaffolds in the composite materials was significantly higher than that in the control group. The 
activity of alkaline phosphatase was obviously higher than that in the control group on Day 1 and 3.

	 Conclusion: Nano-hydroxyapatite and gelatin in certain proportions and under certain conditions 
can be prepared into a composite biomimetic porous scaffolds with high porosity and three-
dimensional structure using freeze-drying method. The scaffold shows good biocompatibility with 
mouse osteoblasts and may be a novel scaffolds for bone tissue engineering.

KEY WORDS	 nano-hydroxyapatite; gelatin; bone tissue engineering; biocompatibility; freeze-drying technique; 
biomimetic

充足的骨量是牙种植体植入及获得长久成功

率的先决条件。然而临床上经常见到因各种原因

引起的受植区骨量不足情况，所以骨修复材料的

研究和开发是目前的热点问题，是生物材料研究

中一个非常活跃的领域。

纳米羟基磷灰石(nanohydroxyapatite，nHA)是

目前公认具有生物活性的材料，与人体骨骼成分

和结构更为相似，有助于细胞及体内的大分子对

其进行识别，从而使得材料的生物活性、利用度

和生物相容性得以提高，并在表面面积、细胞亲

和性和体内降解速率等方面也具有更佳的性能。

研究 [ 1 ]表明在成骨分化的晚期，成骨细胞分泌大

量胞外基质并发生矿化，其产物就是纳米级的羟

基磷灰石( hy d ro x y a pat i te，H A )  。在骨缺损修复

方面也展现良好的生物相容性和骨传导性 [2-3]。尽

管n H A作为骨修复材料优势明显，但仍存在脆性

大、骨诱导活性低、机械强度和力学性能相对较

差及塑型困难等问题 [4-5]。复合材料是近几年研究

和应用最为广泛的一种骨修复材料，是两种或两

种以上材料的合成。材料之间的复合可以满足机

体多样性的要求，又可以同时发挥它们各自的优

势，更好地实现其在生物体内的修复功能。因此

n H A与其他材料复合是提高生物相容性和力学性

能的一种有效途径。目前有很多复合材料表现出

较好的生物相容性和力学性能[6-8]，如nHA/胶原、

nHA/壳聚糖及nHA/聚乳酸等。

明胶是胶原在酸、碱、酶等的作用下发生化

学变化或在光、紫外线、热等物理条件作用下的

变性产物，与胶原一样由氨基酸组成，是一种天

然高分子蛋白类材料。明胶具有很多优异的物理

化学性能，如胶体保护性、成膜性、表面活性、

凝胶与溶胶态可逆转变、两性聚电解质特性以及

侧基的高化学反应活性，使其成为最早并且最重

要的商品化蛋白质；明胶来源丰富，具有良好的

细胞相容性，还具有较好的黏附作用和被人体降

解吸收等特点，且相对胶原而言，具有水溶性、

无毒、无抗原性、价格相对便宜等优点[9]。另外，

研 究 [ 1 0 ]表 明 ： 明 胶 的 氨 基 酸 成 分 里 富 含 羧 酸 根

负离子，在适当温度条件下，能与羟基磷灰石的

钙离子形成化学键，诱导羟基磷灰石的成核和生

长，利于复合材料的自组装和生成。天然的骨间

质是由纳米级低结晶的磷灰石和少量碳酸钙与胶

原纤维有机组合而成的三维结构。从仿生学的角

度看，n H A与明胶复合不仅可以提高生物相容性

和力学性能，而且两者的复合从成分和结构上更

好地模拟天然骨。因此nHA/明胶复合物有望成为

新型骨组织工程支架材料。本研究拟利用冷冻干

燥方法将n H A和明胶制备成与天然骨组织相似成

分的仿生多孔支架材料，旨在为其在骨缺损修复

领域中的临床应用提供实验依据。
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1  材料与方法

1.1  材料和主要仪器

n H A和明胶系上海晶纯实业有限公司产品；

戊二醛、乙醇系广州化学试剂厂产品；恒温磁力

搅拌器(MR3001)系德国Heidolph公司产品；冷冻

干燥机系美国L abconco公司产品；扫描电镜(FEI 
Q u anta  2 0 0 )系荷兰F E I公司产品；傅里叶变换红

外光谱仪(EQUINOX 55)系德国Bruker公司产品；

DMEM低糖培养基、胰蛋白酶及II型胶原酶系美国

Gibco公司产品；胎牛血清为以色列Bioind公司产

品；MTT粉剂为美国Sigma公司产品；碱性磷酸酶

试剂盒系南京建成生物工程研究所产品；TECAN 
SUNRISE酶标仪为瑞士Tecan公司生产。

1.2  方法

1.2.1  多孔支架材料制备方法

在Azami等[11]的实验方法基础上略有改进。将 
2 g明胶溶于20 mL去离子水中，加入1 g nHA，于 
4 0  ℃ 恒 温 、 磁 力 搅 拌 器 1  0 0 0  r / m i n 持 续 搅 拌 
45 min。待反应结束后将悬液倒入塑料模具中，放

入−20 ℃冰箱过夜，冷冻干燥24 h，将复合物制成

理想大小和形状后用1%戊二醛于4 ℃交联24 h，之

后分别用75%乙醇和去离子水漂洗3次，逐步除去

多余的戊二醛和乙醇，置− 8 0  ℃冻存后冷冻干燥

24 h，得nHA/明胶多孔支架材料，将材料封装，

用钴 - 6 0灭菌( 2 5  k Gy，广州华大生物科技有限公

司)，备以后实验中应用。

1.2.2  扫描电子显微镜观察表面结构及微形貌

把干燥的复合材料修整成小块，粘于小圆形

金属板上，用离子溅射仪喷金镀膜后用Quanta 200
环境扫描电子显微镜观察支架材料的微形貌、孔

径大小、连通性、孔壁等结构。

1.2.3  支架材料的红外光谱

采 用 溴 化 钾 ( K B r ) 压 片 法 制 备 样 品 ， 在 
4 000~400 cm−1光谱范围内测定样品红外光谱。

1.2.4  力学性能测试

采用WD -5A型电子万能材料试验机测试样品

的抗压强度，待测样品加工成直径8 mm，长度为

15 mm的圆柱状，加载速率0.5 mm/min，抗压测试

记录最大压力，计算最大压缩强度及其压缩模量

(n=5)。

1.2.5  材料孔隙率的测定

将待测样品加工成直径8 mm，长度为15 mm的

圆柱状，记录已知体积V0和测得重量W0，之后把样

品浸泡于无水乙醇中48 h，使样品吸收无水乙醇至

饱和状态，小心拿出样品，用滤纸轻蘸去表面多余

液体后称重得质量W 1。最后计算材料孔隙率 [12]：

P=W1−W0/ρV0，ρ为无水乙醇的密度(n=5)。

1.2.6  小鼠成骨细胞的原代培养和传代

酶 消 化 法 ， 在 司 徒 镇 强 等 [ 1 3 ] 的 方 法 上 略

有 改 进 。 取 2 4  h 内 新 生 B A L B / c 小 鼠 1 0 只 ( 中 山

大 学 实 验 动 物 中 心 提 供 ) ， 7 5 % 乙 醇 溶 液 中 浸 泡

3 ~ 5  m i n 。无菌条件下剪开头部皮肤，取下头盖

骨 ， 将 头 盖 骨 置 于 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液 ( p h o s p h a t e 
b u f f e r e d  s o l u t i o n ， P B S) 内，清除骨膜、血管等

结 缔 组 织 ， 用 P B S 洗 2 次 后 将 洗 净 的 头 盖 骨 剪 成

约 1  m m × 1  m m × 1  m m 大 小 碎 片 。 将 骨 片 移 入 5 
m L  0 . 2 5 % 胰蛋白酶溶液内，于 3 7  ℃恒温下消化

2 0  m i n ， 以 清 除 纤 维 组 织 。 弃 去 胰 酶 加 入 5  m L 
0.1%I I型胶原酶，于37 ℃继续消化细胞20 min。

加上含1 0 %血清的D M E M培养基终止消化，将混

合液移到离心管，1  0 0 0  r / m i n离心5  m i n，弃上

清 ， 用 含 2 0 % 胎 牛 血 清 的 D M E M 培 养 液 重 悬 细

胞，吹打数次，再次离心。弃上清，添加上述培

养基，接种到培养瓶中于37 ℃，5%CO 2培养箱中

培养，每两天换 1 次液。细胞铺满瓶底 7 0 % ~ 8 0 %
后，即可进行传代。

1.2.7  材料浸提液的制备及细胞毒性检测

钴-60灭菌处理过的nHA/明胶复合材料，按质

量/浸提介质=1 g/10 mL的比例加入含10%血清的

DMEM培养液，置于37 ℃环境下24 h后离心，即

得材料浸提液，过滤除菌，于4 ℃保存备用。

第 3 代 小 鼠 成 骨 细 胞 ， 按 每 孔 1 × 1 0 4个 细 胞  
接种到9 6孔板中，每孔接种细胞悬液1 0 0  µ L。在

37 ℃，5% CO2及饱和湿度环境下培养24 h。细胞

贴壁24 h后，吸去上清液，加入浸提液200 µL(浸

提液组，又分为全浸提液和50%浸提液组)，阴性

对照为含10%血清的DMEM培养液，每组同时设6
个平行孔，于37 ℃，5% CO2及饱和湿度环境下培

养。在培养第1 ，3，5天时，每孔加入M T T 溶液  
( 5  g / L) 2 0  µ L ，于 3 7  ℃， 5 %  C O 2及饱和湿度环

境 下 继 续 孵 育 4  h ， 小 心 吸 弃 孔 内 培 养 液 ， 每 孔  
加入二甲基亚砜1 0 0  µ L，震荡1 0  m i n，在酶标仪

490 nm波长下测定各孔吸光度值，计算相对增殖

率(relat ive grow th rate，RGR)=实验组吸光度值/
对照组吸光度值×100%。按6级毒性分级法确定材

料毒性[14](表1)。

表 1   细胞毒性分级标准

Table 1   Standard of cytotoxic levels

等级 0 I II III IV V
RGR/% ≥100 75~99 50~74 25~49 1~24 0
毒性程度 无 轻度 轻度 中度 中度 重度
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1.2.8  细胞与材料共培养

将材料制成直径8 mm，厚度约1.5 mm的圆片

装，钴-60灭菌后置入24孔培养板中，用PBS漂洗2
次，吸去PBS，加入含10%血清的DMEM培养基，

置于37 ℃，5% CO2及饱和湿度环境下浸泡30 min
后吸去大部分培养基，准备接种。取第3代小鼠成

骨细胞，按每孔2×10 4个细胞接种到24孔板中，每

孔接种细胞悬液500 µL(材料组)，以未加材料的孔

为阴性对照，每2 d换液1次。细胞接种后1，3 d，

各取1片材料，用2.5%戊二醛在4 ℃下固定24 h，以

PBS冲洗，乙醇梯度脱水，丙酮置换乙醇，乙酸异

戊酯置换丙酮，临界点干燥，把干燥的复合材料

修整成小块，粘于小圆形金属板上，用离子溅射

仪喷金镀膜后用Quanta 200环境扫描电镜观察细胞

在材料上的黏附及伸展情况。

分别于细胞接种后1，3，5，7  d，每孔加入

100 µL的MTT，37 ℃，5%CO 2及饱和湿度环境下

继续孵育4 h，小心吸弃孔内培养液，每孔加入二

甲基亚砜500 µL，震荡10 min，从每孔取150 µL上

清液移入96孔酶标板，置酶标仪490 nm波长下测

定各孔吸光度值。

分别于细胞接种后第 1 ， 3 ， 5 天吸去孔内培

养液，以PBS漂洗两遍，然后加入0.5%TritonX-100 
500 µL，置于4 ℃冰箱过夜，按照碱性磷酸酶检测

试剂盒操作说明，检测碱性磷酸酶活性。

1.3  统计学处理

实验所得数据以均数±标准差(x±s)表示，采用

SPSS16.0统计分析软件对每个时间点的实验组和对

照组之间进行t检验，方差不齐者采用校正t检验，

P<0.05为有统计学意义。

2  结   果

2.1  支架材料的电镜观察

nHA/明胶支架材料为三维立体多孔状，孔洞

丰富，分布较均匀，孔径约150~400 μm，且孔孔

相通，利于成骨细胞等的长入及营养物质的传递，

也有助于材料自身的降解。在高倍镜下可见，孔壁

上沉积着大小不一的HA结晶簇及直径<5 μm的微孔

(图1)。

2.2  支架材料的红外光谱

图2A为nHA的红外光谱。HA的特征性吸收峰

较为明显，如3 570 cm−1对应HA中OH−的伸缩振动

吸收峰；603 cm−1和566 cm−1对应PO4的v4振动吸收

峰；962 cm−1对应PO4的v1振动吸收峰；1 034cm−1为

PO4的v3振动吸收峰。从图2B中可以看出复合材料

的组成成分，无机和有机相之间形成的化学键。如

1 336 cm−1对应的吸收峰表示来自明胶的羧基与HA
的钙离子之间已形成Ca-COO化学键(表2)。

2.3  力学性能及孔隙率

合 成 的 多 孔 支 架 材 料 的 压 缩 强 度 为

(3.28±0.51) MPa，孔隙率达(80.6±4.1)%(表3)。

2.4  成骨细胞的形态观察

小鼠成骨细胞呈贴壁生长，接种培养瓶3~4 h
后即可贴壁并部分伸展，形态呈梭形、三角形和

鳞片形；细胞质透明颗粒较少，生长密集区形成

“铺路石”样结构，细胞边界模糊，在暗视野下

呈浮雕状(图3)。

2.5  成骨细胞在材料上的黏附、伸展情况

细胞接种后第1天，细胞呈梭形，丝状伪足附

着在材料孔壁上，部分细胞还伸展出板状伪足，

细胞伸展不彻底。接种后第3天，细胞伸展良好，

胞质在板状伪足之间扩展或完全伸展，呈多角形

或三角形(图4)。

2.6  材料的细胞毒性

浸提液组吸光度值随时间延长而逐渐降低，

随浓度降低而升高，对照组随培养时间的延长而

逐渐升高。材料的细胞毒性评级为I~II级，为轻度

(表4)。

2.7  细胞在材料上的增殖情况

MTT法检测细胞在支架材料上增殖的结果，

材料组和对照组吸光度值随时间延长而逐渐升高，

而材料组大于对照组，第5天和第7天的材料组与对

照组之间的差异有统计学意义(P<0.05，表5)。

2.8  细胞在材料上的分化

采用碱性磷酸酶试剂盒检测细胞在支架上的

碱性磷酸酶活性表达的结果显示：随着时间的延

长，材料组和对照组碱性磷酸酶活性都升高，材

料组活性高于对照组，接种后第1天和第3天两组

之间比较差异有统计学意义(P<0.05，表6)。

碱性磷酸酶

(金氏单位/100mL)
测定管吸光度

标准管吸光度

标准管含酚的量

(0.005 mg)
100 mL
0.05 mL
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图1   nHA/明胶支架材料的微形貌

Figure 1   Micromorphology of nHA/Gel scaffold

A–C: At low magnification, the pore size and the interconnected structure; D–F: At high magnification, the nHA precipitated 

clusters and micropore (black arrows)

A

C

E F

D

B

图2   傅里叶变换红外光谱图谱

Figure 2   Spectrogram of fourier transform infrared spectroscopy

A: nHA; B: nHA/Gel composite material
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图3   倒置显微镜下的成骨细胞形态(第3代)，呈梭形、三角形、短杆状

Figure 3   Morphology of osteoblasts undere the inverted microscope (the third-passage)

A: Dense cell growth, like paving stone (×50); B: Cells under dark field, like relief (×200)

A B

表 2   nHA/ 明胶复合物的傅里叶变换红外光谱

Table 2   Fourier transform infrared spectroscopy of prepared 

nHA/Gel composites

复合物 红外波数/cm−1 对应官能团

HA 565~1 036 PO4

HA 875 CO3
2−

Gel 1 241 N-H
HA/明胶 1 336 Ca-COO
明胶 1 452 COO
明胶 2 938 C-H

表 3   多孔支架材料以及人体松质骨的抗压缩强度或孔隙率

的比较

Table 3   Comparison of the anti-compressive intensity or 

porosity between the porous nHA/Gel scaffold and spongy 

bone

样品 孔径/μm 抗压强度/MPa 孔隙率/%
nHA/明胶材料 150~400 3.28±0.51 80.6±4.1
人松质骨 300~1 500* 4~12† 30~90†
CHA500R‡ 100~600 1.5 30~70

*数据来源于Koëter等 [15]的研究；†数据来源于Mur ugan 

等 [16]的研究；‡CHA：珊瑚羟基磷灰石，数据来源于天

博齿固羟基磷灰石生物陶瓷说明书(北京市意华健科贸

有限责任公司)

A C

E FD

B

图4   成骨细胞在材料上黏附、伸展情况

Figure 4   Electron micrographs of the osteoblasts on the scaffold material after cultured for 1 day (A and B) and for 3 

days(C–F)
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表 4   支架材料的细胞毒性 (x±s)

Table 4   Cytotoxicity of scaffold materials (x±s)

组别
第1天 第3天 第5天

吸光度值 RGR/% 毒性 吸光度值 RGR/% 毒性 吸光度值 RGR/% 毒性

A组 0.2058±0.0304 90.9 I 0.2017±0.0175 70.6 II 0.1665±0.0309 58.2 II
B组 0.2124±0.1261 93.8 I 0.2175±0.0334 76.1 I 0.1894±0.0337 57.1 II
C组 0.2262±0.0965 100.0 0 0.2857±0.0737 100.0 0 0.3313±0.0935 100.0 0

A组：全浸提液；B组：50%浸提液+DMEM；C组：阴性对照组

表 5   细胞在支架材料上的增殖 (x±s)

Table 5   Proliferation of cells on the scaffold (x±s)

组别 第1天 第3天 第5天 第7天

材料组 0.4354±0.021 0.4811±0.006 0.5300±0.011* 0.5866±0.038*
对照组 0.3349±0.051 0.3620±0.052 0.3802±0.045 0.4748±0.007

与对照组比较，*P<0.05

表 6   碱性磷酸酶测定 (x±s，金氏单位 /100 mL)

Table 6   Determination of alkaline phosphatase (x±s, King 

unit/100 mL)

组别 第1天 第3天 第5天

材料组 4.702±0.513* 5.058±1.297* 5.385±1.441
对照组 3.037±0.163 3.204±0.079 3.490±0.178

与对照组比较，*P<0.05

3  讨   论

目前，用于骨修复的材料根据其化学组成主

要分为以下4大类 [17]：1)金属类，如钛、钛合金；

2 )陶瓷类，惰性陶瓷主要有氧化铝和氧化锆，活

性陶瓷如HA、磷酸三钙等；3)高分子材料，不可

吸收材料主要有聚乙烯和聚甲基丙烯酸甲酯等，

可 吸 收 材 料 主 要 有 胶 原 、 壳 聚 糖 等 ； 4 ) 复 合 材

料，两种或两种以上材料的合成。金属材料属于

惰性材料，没有生物活性，具有高强度和抗腐蚀

性等优点，但比较容易出现应力集中，有时会影

响或损坏周围好的骨组织；此外，医用金属材料

长期在体液中浸泡，容易腐蚀。陶瓷类材料相对

而言具有良好的生物相容性和骨传导性，但缺乏

骨诱导性和机械脆性大等特点限制其广泛应用。

高分子材料的种类繁多、质量轻、容易制备，但

由于它们的使用寿命较短，力学性能较差，在体

内降解不易控制，且降解速度和骨生长速度不一

致等缺点还不能满足骨修复的需要。复合材料是

近 几 年 研 究 和 应 用 得 最 为 广 泛 的 一 种 骨 修 复 材

料，可以满足人体机体多样性的要求，把几种材

料复合在一起使复合材料同时发挥它们各自的优

势，更好地实现其在生物体内的修复功能。

本实验利用冷冻干燥技术将把按一定比例混

合的n H A和明胶溶液制备成具有三维多孔状结构

的复合支架材料。目前，文献报道中HA和明胶复

合物的制备方法主要有两种：一种是采用直接在

明胶基体中合成沉积H A，使H A和明胶共沉积沉

淀，之后再进行交联、成型和干燥，这种方法也

被称为原位合成 [18]；第二种方法是直接在明胶溶

液中加入已合成的HA粉末，充分均匀混合后，交

联、成型和干燥 [11]。第一种方法采用的是液相反

应，在此状态下钙离子和磷酸根更容易结合形成

纳米级颗粒尺寸的HA，使得HA直接沉淀在明胶的

C轴上，但要求在特定pH和准确钙磷比例下才能

进行反应，对操作技术和反应环境的要求高。本

实验采用第二种方法，即直接在明胶溶液里加入

已合成的纳米级的HA制备复合物。

制备复合材料多孔状结构的方法很多，其中

冷冻干燥技术一直被广泛应用在制备聚合物支架

材料的过程中 [19]。冷冻真空干燥又称冷冻干燥或

冻干，是进行物质干燥的方法之一。该方法是将

含有大量水分的生物活性物质先行降温预冻成固

体，再在真空和适度加温条件下使固体分子直接

升华成水汽抽出，最后使生物活性物质形成疏松

多孔、体积不变的干燥物的过程。由于冷冻真空

干燥全过程都在低温真空条件下进行，所以能有

效地保护热敏性物质的生物活性，更不会使体系

中的聚合物热降解。采用冷冻干燥法制备的支架

既能维持其在冻干前的外形，又能根据冷冻干燥

时间长短来可调孔隙结构。

孔 隙 的 形 状 及 大 小 对 种 子 细 胞 的 附 着 和 长

期生存、分化具有深远的意义，也是衡量骨代用

材料优劣的重要指标。支架材料的高孔隙率和孔
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孔相通的结构能提高材料的内表面积，这不仅利

于细胞的黏附和长入，而且有助于新生组织的重

组及血管化 [19]。目前对适宜的微观孔径大小一直

存在争议，有研究 [20]指出骨组织长入的适宜孔径

是200~400 μm。而有些学者认为孔径大于150 μm
的孔结构更有利于细胞的增殖、血管的长入以及

矿化骨的形成 [21]。对于多孔支架材料而言，单一

的孔隙大小适宜是不够的，若孔隙之间连接不充

分则新生骨很难向材料内部生长，这在以往的研

究 [22]中已经得到证实。相互连通孔径大于100 μm
时，才能形成矿化的骨质；当40~100 μm时，类骨

质长入；而10~40 μm时只有纤维组织能长入 [23]。

对 此 国 内 学 者 严 宁 等 [ 2 4 ]提 出 ： 人 工 骨 材 料 的 孔

径在200~500 μm，且孔隙率大于75%时，利于骨

组织的生长。一直以来材料的孔隙率和强度是相

互矛盾的，高孔隙率实质上是以牺牲材料的抗压

强度为代价的。本实验所制备的支架材料孔径约

150~400 μm，孔隙率为(80.6±4.1)%，孔隙分布较

均匀，且相互连通，接近人松质骨，基本符合上

述植骨材料要求，利于体液和营养物质的传送、

细胞的长入和组织血管的形成，但抗压强度略低

于人松质骨。

制 备 和 研 究 支 架 材 料 的 最 终 目 的 是 为 了 植

入体内，修复组织缺损。机体组织要想长入材料

内部首先要细胞长入材料内部，并在材料上能黏

附、伸展和增殖。所以细胞相容性是组织工程对

支架材料最基本的要求之一。

本实验以24 h内新生BALB/c小鼠颅骨为组织

来源，采用胰蛋白酶消化离心法获得成骨细胞，

此方法已被广泛地应用在细胞原代培养，并得到

大家的认可。原代培养的最大优点是组织和细胞

刚刚离开机体，生物学特性及形态尚未发生明显

变化，在一定程度上能够反映机体内的状态，而

且本实验中制备的材料是为骨组织修复所用，故

采用成骨细胞来评价材料的细胞相容性能一定程

度上模拟体内状态，除了孔径大小、孔隙率及相

互连通的结构、表面粗糙度、化学组成等理化特

性外，组成材料的颗粒级别也影响材料与细胞之

间的相互作用 [ 1 1 ]。纳米级的H A比普通级的H A更

具有细胞亲和性，因为纳米级的HA更容易蛋白吸

附及释放钙离子。有研究[25-26]报道成骨前体细胞及

成骨细胞等具有成骨功能的细胞表面具有钙敏感

受体；而细胞黏附材料表面，不是直接接触，而

是通过细胞外基质蛋白(ECM)作为中间体来实现

的，纳米级的HA在介质中容易吸附这些蛋白，进

而黏附成骨细胞。明胶是胶原的水解产物，与胶

原有着相同的氨基酸成分，而胶原是ECM的主要

组成成分，其中含有天冬氨酸 -甘氨酸 -谷氨酸 -丙

氨酸细胞结合结构域，利于成骨细胞黏附、迁移

和分化 [27]。本实验所制备的nH A与明胶的复合支

架材料，从仿生学的角度来讲，很好地模拟了骨

组织的化学组成及物理特性，利于成骨细胞的迁

移、黏附和伸展。

交 联 是 优 化 胶 原 来 源 材 料 力 学 性 能 的 一 种

有 效 方 法 [ 2 8 ]。 戊 二 醛 是 最 常 用 的 一 种 化 学 交 联

剂，可在较短时间内有效交联明胶，但主要缺点

在于具有细胞毒性 [29-30]。戊二醛含量低于8%时，

复合物中未交联的交联剂能被除去，可以减少对

成骨细胞的危害，过去2 0年大量戊二醛交联胶原

类材料植入体内的实践表明，这种材料可以用于

临床，并具有提高材料的力学性能而且还解决了

明胶易吸水溶解的特性，延缓支架材料的降解时

间，为骨组织的长入及矿化提供充分的时间等优

点 [31]。本实验以1%的戊二醛为交联剂，发现材料

浸提液的细胞毒性在I~II级，第3，5天时表现为轻

度毒性，这也与Wang等[32]的实验结果相似。

本实验结果表明：一定比例的明胶与n H A混

合后，在一定条件下，采用冷冻干燥法可制备出

具有良好细胞相容性、较高孔隙率、适宜孔径大

小的三维连通多孔结构的仿生支架材料，类似人

松质骨，有望成为新型骨组织工程支架材料。
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