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不同配比羟基磷灰石／胶原海绵复合物作为组织工程支架材料的比较

龚志云，徐志飞，秦　雄，赵学维
第二军医大学长征医院胸心外科，上海２００００３

［摘要］　目的：选用不同配比羟基磷灰石和胶原海绵制备成复合材料，研究其结构和生物学特性，为构建组织工程人工胸壁支

架材料提供实验依据。方法：按质量比１１和１２制备不同配比羟基磷灰石／胶原海绵复合材料，纯胶原海绵作为对照，进行

扫描电镜检查，观察材料结构特性；进一步进行体内植入试验，通过大体标本检查及组织学检查观察植入材料生物相容性和降解

性能。结果：纯胶原海绵呈三维网状结构，胶原蛋白呈细纤维丝状，结构蓬松，强度差；植入体内２周内多孔海绵结构破坏，４周

完全降解吸收。１２配比羟基磷灰石／胶原海绵复合材料羟基磷灰石粉末与胶原蛋白完全混合均匀，孔径大小１００～４００μｍ；植

入体内后生物相容性良好，４周时仍保持多孔结构，８周降解吸收。１１配比复合材料羟基磷灰石粒子团聚成块，植入体内可见

明显钙磷颗粒聚集，组织反应相对较大。结论：胶原海绵复合一定比例羟基磷灰石后，结构改善，孔径大小适中，在体内保持结构

时间及降解时间延长，生物相容性良好，具备开发应用价值，可作为支架材料应用于组织工程人工胸壁的研究。
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　　大面积胸壁缺损往往需要应用假体材料进行重

建，传统上采用有机玻璃、钢板及聚丙烯网、聚四氟

乙烯等补片材料进行修复，胸壁稳定效果满意，但材
料长期存留于体内可能带来远期并发症［１］。可降解
材料重建胸壁早期可以有效恢复胸壁稳定性，后期

逐步降解吸收避免远期并发症的发生，具有一定优
越性［２］，但仍难以恢复胸廓的骨性结构。达到胸壁
的解剖重建需要进一步应用组织工程技术［３］，但目
前尚无理想的解决方法。我们在设计制备可降解网
状人工胸壁材料的基础上［４］，进一步选用羟基磷灰
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石／胶原海绵（ＨＡＣＳ）复合物作为被覆层材料覆盖

于可降解网状材料表面，构建既能满足胸壁重建机

械力学要求又具生物活性的复合结构组织工程人工

胸壁支架材料。

　　本实验旨在通过对不同配比 ＨＡＣＳ进行微观

结构观察和体内植入实验的比较研究，为组织工程

人工胸壁支架材料的筛选提供依据。

１　材料和方法

１．１　ＨＡＣＳ的制备　将５０ｍｌ胶原溶液（牛Ⅰ型胶
原蛋白，质量百分数为２％，无锡贝迪生物工程有限
公司提供）分别与１ｇ、０．５ｇ羟基磷灰石粉末（纳米
级，上海交通大学材料科学与工程学院提供）混匀；
进行超声波分散（功率１０００Ｗ，６０ｓ／次×５次 ＮＰ
１０００超声波分散仪，广州新栋力超声电子设备公
司），形成均匀分散体系，５００×ｇ离心１０ｍｉｎ去泡，
静置１ｈ，浇入预制容器，－２０℃预冻１２ｈ后，进行
真空冷冻干燥（－４０℃，真空度０．１３ｋＰａ×４８ｈ），制
备成不同质量比（１１，１２）的 ＨＡＣＳ。同法制备
纯胶原海绵作为对照。

１．２　扫描电镜观察　将不同配比 ＨＡＣＳ样品进行
真空干燥后，置于离子溅射仪中，真空度为０．０１Ｐａ；
在海绵样品表面喷镀一层金属薄膜后，将试样放入
扫描电镜（ＳＥＭ，ＪＥＯＬＪＳＭ５６００ＬＶ）中观察分析。
纯胶原海绵由于喷镀会造成形状改变和结构破坏，
采用导电胶固定直接电镜（ＸＬ３０ＥＳＥＭ）观察。

１．３　体内植入实验　将所制备样品环氧乙烷消毒
后备用。选择健康新西兰大白兔８只，雌雄不限。
采用３％戊巴比妥钠（３５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，背
部剃毛备皮、消毒，沿背部正中线切开皮肤、皮下组
织至肌层，沿背部肌层向脊柱两侧作潜行分离，形成
囊状间隙，囊底部距切口部位１０ｍｍ以上；将不同
配比 ＨＡＣＳ及纯胶原海绵裁减成 １０ ｍｍ×１０
ｍｍ×５ｍｍ大小，分别植入组织囊状间隙，关闭皮肤
切口。分别于术后２、４、８、１２周任选２只实验动物
处死后取出埋藏的实验材料及周围附着组织，进行
大体观察及组织学检查，观察材料组织相容性及材
料降解情况。

２　结　果

２．１　材料大体结构　１２配比的羟基磷灰石与胶
原蛋白经超声分散后分散均匀，羟基磷灰石／胶原蛋
白呈半透明胶冻状，经真空冷冻干燥制备而成的羟
基磷灰石／胶原海绵结构均一；１１配比羟基磷灰
石与胶原蛋白虽经超声分散仍难以完全分散均匀，

局部可见到羟基磷灰石聚集沉淀，制备而成的羟基
磷灰石／胶原海绵表面较为粗糙，结构欠均一。

２．２　材料微观结构　采用扫描电镜观察纯胶原蛋
白海绵和不同配比 ＨＡＣＳ样品的微观结构。由于
纯胶原海绵强度差，喷镀会造成形状改变和结构破
坏，实验中对其不进行喷镀，直接固定进行观察，观
察效果满意。镜下纯胶原海绵呈现三维网状结构，
胶原蛋白呈细纤维丝状结构，结构蓬松，海绵内部网
孔孔径大小为１０～１００μｍ（图１Ａ、１Ｄ）。１２配比
的 ＨＡＣＳ呈现三维立体网孔状结构，羟基磷灰石粉
末分散于胶原蛋白之间，与胶原蛋白完全混合均匀、
融为一体，呈粗纤维状或膜片状结构，高倍电镜下亦
不能分辨羟基磷灰石与胶原纤维独立结构，材料网
孔大小为１００～４００μｍ，网孔间相互交错沟通（图

１Ｂ、１Ｅ）。１１配比的 ＨＡＣＳ呈网孔结构，羟基磷
灰石粉末与胶原蛋白出现分离分布，羟基磷灰石结
成不均匀小团块状，胶原蛋白呈粗纤维状交错缠绕
于羟 基 磷 灰 石 团 块 之 间，材 料 孔 径 大 小 为

１００～２００μｍ（图１Ｃ、１Ｆ）。

２．３　材料降解特性　纯胶原海绵植入后２周，植入
材料明显吸收减少，纤维结构包绕并长入材料内部，
多孔海绵结构不复存在，４周时胶原蛋白已完全降
解吸收，被纤维组织取代，８周时植入部位组织趋于
致密（图２Ａ～２Ｃ）。１２配比 ＨＡＣＳ材料植入后，
被纤维结缔组织包裹，４周时植入材料仍保持其多
孔海绵状结构，纤维组织长入海绵材料内部，镜下可
见钙磷颗粒均匀散布，植入后８周大体检查见植入
材料降解吸收，组织学检查见富含新生血管的纤维
组织取代植入材料，组织中残留少量钙磷颗粒，１２
周时钙磷颗粒基本消失（图２Ｄ～２Ｆ）。１１配比

ＨＡＣＳ材料植入后可见钙磷颗粒聚集成巢状，８周
时海绵结构消失，组织中残留钙磷颗粒较多，１２周
时仍有少量残余颗粒（图２Ｇ～２Ｉ）。

２．４　组织相容性　ＨＡＣＳ及纯胶原海绵试样植入体
内后动物均正常活动，切口无感染、积液、坏死或窦道
形成，植入材料均未见明显排异现象。按期处死动
物，完整取出植入材料及周围组织行组织学检查。纯
胶原海绵植入后被纤维结构包绕并逐步取代，周围组
织炎细胞浸润，２～４周时炎反应较明显，８周后炎细
胞浸润明显减少。ＨＡＣＳ植入材料周围组织有较多
炎细胞浸润，８周时仍有较明显炎性反应，周围组织中
新生血管较多。１２配比 ＨＡＣＳ材料植入１２周后
炎细胞浸润明显减少，而１１配比材料植入部位１２
周时仍有较多组织细胞浸润。各组均未观察到成骨
细胞及新生骨组织生长。详见图２。
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图１　扫描电镜观察材料的微观结构
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３　讨　论

　　为适应胸壁重建的要求，理想的人工胸壁修复
材料应该具备［１，５］：（１）良好的生物相容性，降解产物
对细胞、人体无毒害作用；（２）具有一定生物活性，有
利于细胞黏附、增殖和分化，促进机体恢复解剖结构
及生理功能；（３）适宜的机械强度，能满足维持胸壁
稳定的要求；（４）合适的降解时间，支架材料为新生
组织提供支撑，并能保持一定时间直至新生组织具
有自身生物力学特性，在完成支架作用后能降解，降
解率应与组织修复速度相适应。为达到胸壁的解剖
重建和良好的远期效果，组织工程化人工胸壁成为
必要，但是目前仍没有理想的胸壁修复材料。我们
采用可降解高分子材料聚对二氧环己酮，利用其良
好的力学强度、合适的降解特性和加工性能，制备成
网状支架材料作为人工胸壁主体部分，以获得满意
的胸壁稳定［４］，同时，选用 ＨＡＣＳ采用真空冷冻干燥
方式覆于支架材料之上，以期获得具备一定生物活性
并具有成为组织工程支架材料潜力的人工胸壁。

　　胶原蛋白属于天然生物活性材料，具有良好的
生物相容性、极低的免疫原性和极强的组织亲和力，
并可促进组织生长［６］。但胶原海绵强度差，在体内
降解速度快，一般１０～１４ｄ左右就被完全降解吸
收，难以保持其支架形态，无法满足胸壁组织再生和
修复的要求。复合羟基磷灰石后，胶原海绵理化性
能和生物学特性发生明显变化。我们观察到 ＨＡＣＳ
较纯胶原海绵降解吸收时间明显延长，植入４周后
仍然保持多孔结构，羟基磷灰石在体内也会通过溶
解等方式缓慢降解。作为支架材料，降解时间的适
当延长有利于其满足机体组织再生和修复的需要。

　　研究表明［７８］，复合材料中分布的羟基磷灰石颗
粒，与胶原纤维形成复合结构，可大大增强胶原材料
的机械性能，同时还起到物理屏障作用，可减慢水分
子等降解介质的进入和降解产物的释放速度，同时
由于处于微碱性环境中的羟基磷灰石可与酸性降解

产物发生反应，降低了材料内部酸性降解产物的自
催化效应及其产生速度，因而降低了复合材料的降
解吸收速度，同时也对材料周围ｐＨ 值下降有一定
的缓冲作用，有利于植入材料周围微环境的改善。

　　羟基磷灰石胶原复合材料的理化性能和生物
学特性受羟基磷灰石和胶原含量、羟基磷灰石粒子
和胶原纤维的大小及其分散度、相界面的结合程度
等因素的影响［９］。由于纳米羟基磷灰石粒子易于团
聚，高浓度悬浮液粒子很难均匀分散，尤其是与有一
定黏度的胶原溶液混合时，团聚的粒子很难分散均

匀并与胶原溶液形成均匀的复合凝胶。在混合过程
中进行超声波分散处理，可促进羟基磷灰石均匀分
散于胶原分子中，形成稳定的分散体系［１０］，这种均
匀的分散状态得以保持到固态，从而制得结构稳定
的 ＨＡＣＳ复合材料。本实验中１２配比的 ＨＡＣＳ
材料形成完全均匀的分散体系，羟基磷灰石粒子均
匀分布于胶原蛋白之间，与胶原蛋白有机结合，形成
稳定、均一的多孔海绵结构，其网孔结构孔径大小

１００～４００μｍ，适于组织细胞长入
［１１］。

　　研究表明，羟基磷灰石胶原复合材料具有诱导
成骨作用［１２］。实验中，ＨＡＣＳ表现出良好的生物相
容性，但相对于纯胶原海绵，复合材料炎性反应较明
显，周围组织中新生血管较多。Ａｎｄｒａｄｅ等［８］认为

羟基磷灰石促进再血管化的作用在其诱导骨形成过

程中具有重要意义。适度的炎性反应所带来的趋化
因子可能是其促进再血管化的一个重要机制。

　　本实验表明，合适比例的羟基磷灰石与胶原蛋
白制备而成的 ＨＡＣＳ复合材料结构均一稳定、生物
相容性良好、降解时间合适，具备作为组织工程支架
的潜力，通过真空冷冻干燥方法被覆于可降解网状
人工胸壁支架之上，可能为组织工程人工胸壁研究
提供一个新的解决方案，值得深入研究。
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泼尼松联合来氟米特治疗ＨＢＶ抗体阳性肾病综合征的安全性观察１例报告
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１　临床资料　患者男性，４６岁。因双下肢出现“紫癜”、水肿、

蛋白尿２６ｄ于２００３年２月２１日入院。９年前曾有“乙肝”史，

未治“自愈”。入院时皮疹已完全消退。查体除双下肢水肿外

无明显异常发现。尿常规：蛋白５．００ｇ／Ｌ，红细胞（ＲＢＣ）１５０／

μｌ（１５～２０／ＨＰ），白细胞（ＷＢＣ）２５／μｌ（５～８／ＨＰ），２４ｈ尿蛋白

定量７．９２ｇ。肝功能：白蛋白（Ａｌｂ）２５ｇ／Ｌ，球蛋白（Ｇｌｏｂ）２７

ｇ／Ｌ，ＡＬＴ２０ＩＵ／Ｌ，ＡＳＴ１４ＩＵ／Ｌ。血脂：总胆固醇（Ｔｃｈ）

７．７８ｍｍｏｌ／Ｌ，三酰甘油（ＴＧ）１．６０ｍｍｏｌ／Ｌ。ＨＢｓＡｇ（－），

ＨＢｓＡｂ（＋），ＨＢｅＡｇ（－），ＨＢｅＡｂ（＋），ＨＢｃＡｂ（＋），ＨＢＶ

ＤＮＡ（－）。肾功能：尿素氮（ＢＵＮ）２．７ｍｍｏｌ／Ｌ，血肌酐（Ｓｃｒ）

７７μｍｏｌ／Ｌ，尿糖（Ｇｌｕ）４．９ｍｍｏｌ／Ｌ。血常规：ＷＢＣ５．１×１０
９／

Ｌ，ＲＢＣ４．９×１０９／Ｌ，血红蛋白（Ｈｂ）１５８ｇ／Ｌ，血小板（Ｐｌｔ）

９３×１０９／Ｌ。ＩｇＧ５．８６ｇ／Ｌ，ＩｇＡ２．６３ｇ／Ｌ，ＩｇＭ１．５６ｇ／Ｌ，Ｃ３
１．３１，Ｃ４０．４３。Ｘ线胸片、心电图均未见异常。Ｂ超：右肾１０．７

ｃｍ×４．９ｃｍ，左肾１１．７ｃｍ×５．５ｃｍ。未见明显异常。肾穿刺

活检：光镜下见肾小球毛细血管襻不规则增厚。系膜区呈局

灶节段性分布的轻至重度增宽伴系膜细胞轻度至中度增生；

数个节段可见单个核、多形核细胞浸润伴明显球囊粘连及小

新月体形成；血管襻系膜区可见团块状嗜复红蛋白。肾小管

上皮细胞颗粒变性，刷状缘脱落，管腔轻度扩张，小片萎缩。

间质散在及１处小片状炎细胞浸润。小动脉未见明显异常。

免疫荧光：ＩｇＡ（）在系膜区沉积。ＩｇＧ、ＩｇＭ、Ｃ３、Ｃ１ｑ均阴性。

免疫酶标：ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ、ＣｏⅣ均阴性。电镜下肾小球基底

膜未见增厚，毛细血管襻腔内可见多形核细胞浸润。上皮细

胞胞质空泡变性。系膜区节段性轻度至中度增宽，细胞增生

不明显。间质可见少量炎细胞浸润。病理诊断为：继发性ＩｇＡ
肾病，紫癜肾炎。于２００３年３月１日始给予泼尼松７０ｍｇ／

（ｋｇ·ｄ），治疗２个月后加用来氟米特５０ｍｇ／ｄ×３ｄ；３０ｍｇ／ｄ

×３ｄ；２０ｍｇ／ｄ，维持半年。泼尼松按疗程逐步减量，维持１
年。治疗期间密切随访蛋白尿、血清蛋白及肾功能变化，并着重

监测肝功能及ＨＢＶ标志物变化。在泼尼松治疗６个月、来氟米

特治疗４个月时，尿蛋白下降一半（３．６８ｇ／ｄ），Ａｌｂ升至４１ｇ／Ｌ。

肾功能正常，肝功能正常，ＨＢＶ相关血清学及病毒学指标无变

化。至来氟米特治疗半年时，尿蛋白转阴，临床完全缓解。

２　讨　论　ＨＢＶ肾小球肾炎（ＨＢＶＧＮ）的发病率虽无精

确统计，但临床所见甚多。ＨＢＶＧＮ诊断标准中必须具备的

一项是肾组织中 ＨＢＶ抗原阳性。但组织中 ＨＢＶ抗原是呈

局灶节段性分布的，因此，血清 ＨＢＶ抗原阳性的患者肾组织

中不一定能检测到 ＨＢＶ抗原。无论肾组织中 ＨＢＶ抗原是

否阳性，ＨＢＶＧＮ尤其是肾病综合征（ＮＳ）应该得到积极的

治疗。血清 ＨＢＶ抗原阳性时，糖皮质激素及免疫抑制剂可

能会延缓宿主对 ＨＢＶ的清除，甚至糖皮质激素可能诱使

ＨＢＶ复制，使慢性肝脏病变活动，甚至转化为重症肝炎而丧

失生命，此类例子临床已非少见。以至于临床遇到血清学示

ＨＢＶ相关抗原阳性的ＮＳ患者，是否可单独应用免疫抑制剂

治疗需进一步探讨。该患者临床表现为ＮＳ；病理诊断为紫癜

肾炎。因其血清ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ及 ＨＢｃＡｂ阳性，应该考虑有

ＨＢＶＧＮ的可能。虽然肾组织中未检出 ＨＢＶ，不能确诊

ＨＢＶＧＮ。根据其血清学表现，可以认为伴发。但是，ＨＢＶ相

关抗体阳性的ＮＳ患者的治疗尚无统一标准。结合该患者治

疗结果分析，在密切监测肝功能、ＨＢＶ抗原、抗体变化的基础

上，应用激素加来氟米特治疗，肾病获得临床完全缓解，肝功

能及ＨＢＶ血清学指标稳定。来氟米特通过抑制嘧啶的从头

合成途径而影响激活状态下的淋巴细胞增殖，从而发挥其免

疫抑制作用，并且可通过抑制酪氨酸激酶活性影响细胞内信

号转导而干扰淋巴细胞活化。近年来，有较多文章研究报道

来氟米特除了免疫抑制作用外，还具有抗病毒作用。来氟米

特主要的不良反应为骨髓、肝脏及毒性。该患者在治疗过程

中未观察到上述问题，提示该药物在临床使用是安全的。
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