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ＲＧＤ修饰的聚乳酸羟基乙酸骨组织工程材料的研究进展

陶　春，陈　琰，钟延强

第二军医大学药学院药剂学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　聚乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）骨组织工程支架在骨损伤修复和再造方面有着重要的应用，但由于ＰＬＧＡ亲水性差，不

利于种子细胞在支架上的黏附和增殖。ＲＧＤ（精氨酸甘氨酸天冬氨酸，ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ）肽修饰ＰＬＧＡ支架后，材料的细胞亲和性

得到了有效改善，促进了种子细胞黏附和增殖。本文就近年来ＲＧＤ修饰的ＰＬＧＡ骨组织工程材料的相关研究作一综述。
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　　组织工程学是指应用工程学、生物学和化学的原理与方

法修复或重建受损的组织和器官，如皮肤、骨和软骨、周围神

经、心肌和血管等［１］。骨和软骨的损伤如骨折段间缝隙和骨

质疏松在生活中较为常见 。骨组织工程常用的支架材料有

天然材料、人工合成材料和复合材料，天然材料包括处理过

的天然骨组织、天然珊瑚及珊瑚人工骨和天然大分子物质如

胶原、藻酸钙等。人工合成材料主要为陶瓷材料，如羟基磷

灰石（ＨＡ）、双相钙磷陶瓷（ＢＧＣ）等和有机高分子材料如聚

酯类、聚酸酐、聚醚等。复合材料即结合使用天然材料和人

工合成材料以提高材料性能。骨组织工程支架常采用骨髓

间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）作为种子

细胞种植在支架上，再将支架植入骨损伤处，ＢＭＳＣｓ增殖、

分化后使损伤修复［２］。

　　聚乳酸羟基乙酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＰＬＧＡ）

是乳酸（ＬＡ）和羟基乙酸（ＧＡ）开环聚合形成的聚酯，具有较

好的生物相容性和生物可降解性，植入机体后引起的炎症反

应小［３］，已被美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准用于控缓

释制剂等。ＰＬＧＡ制成的骨组织工程支架在骨和软骨修复

方面应用广泛，但ＰＬＧＡ亲水性差，不利于种子细胞黏附。

改善 ＰＬＧＡ 支架亲水性的方法包括：在支架表面覆盖胶

原［４］；将ＰＬＧＡ与透明质酸混合制成支架［５］；用聚乙二醇修

饰成ＰＬＧＡＰＥＧ［６］；用等离子体修饰支架表面，等离子体通

过正负电荷吸引连接蛋白［７］、明胶［８］等。另外，研究发现，用

ＲＧＤ（精氨酸甘氨酸天冬氨酸，ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ）肽修饰ＰＬ

ＧＡ支架，对材料的细胞黏附性能有很好的促进作用。因

此，本文就ＲＧＤ修饰的ＰＬＧＡ支架材料及其在骨组织工程

中的应用进行综述。

１　ＲＧＤ及其修饰方式

　　ＲＧＤ由Ｐｉｅｒｓｃｈｂａｃｈｅｒ在１９８４年首次报道，它是由３个

氨基酸（精氨酸甘氨酸天冬氨酸）构成的短肽，存在于多种

细胞外基质蛋白，如纤维黏连蛋白、层黏连蛋白、玻璃黏连蛋

白、胶原、凝血栓蛋白等，是介导整合素受体（ｉｎｔｅｇｒｉｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ）与其配体连接的最短识别序列。只有在Ｃ端天冬氨酸的

羧基封闭时，ＲＧＤ才能保留其活性，因此人工合成的ＲＧＤ
衍生物常把羧基转变为酰胺基或在Ｃ端连接侧氨基，常用的

有ＲＧＤＳ、ＧＲＧＤ、ＧＲＧＤＳ、ＧＲＧＤＹ和 ＧＲＧＤＳＰＣ等，它们

仅在促进细胞黏附过程中的作用有所差异［９］。ＲＧＤ应用广

泛，可作为主动靶向肝肿瘤组织的靶头［１０１１］，或可对多种材

料进行修饰，以提高材料的亲水性和细胞黏附性能［１２１４］。

　　ＲＧＤ修饰ＰＬＧＡ骨组织工程支架的方式包括两种：（１）

ＲＧＤ直接修饰ＰＬＧＡ，即ＲＧＤ与ＰＬＧＡ结合［１５１６］；（２）ＲＧＤ
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间接修饰ＰＬＧＡ，即先将ＲＧＤ与其他材料结合，如连接在

纤维素（ＣＢＤ）或聚赖氨酸（ＰＬＬ）上，得到 ＣＢＤＲＧＤ［１７］和

ＰＬＬＲＧＤ［１８］，之后该材料与ＰＬＧＡ复合制成支架。

２　ＰＬＧＡ支架的ＲＧＤ修饰

　　由于缺少反应官能团，可在开环聚合制备ＰＬＧＡ时加

入带有活性官能团的化合物，例如制成聚（乳酸羟基乙酸

Ｌ赖氨酸）［１９］、ＰＬＧＡ（ＡｓｐＰＥＧ）［２０］。另一种较常用的方法

是通过改变聚合条件得到末端羧基的ＰＬＧＡ，活化羧基后接

枝ＲＧＤ。

２．１　ＲＧＤ接枝方法　一般采用化学键共价固定法，主要包

括混合酸酐法［１９］、ＳＰＤＰ试剂法［２０］、碳二亚胺法［２１］、光化学

方法［２２］等，其中碳二亚胺类缩合剂和ＳＰＤＰ试剂均属于双

功能交联剂。

２．１．１　混合酸酐法　羰基二咪唑（ＣＤＩ）是形成酰胺的良好

试剂，在多肽合成方面亦有应用。聚（乳酸羟基乙酸Ｌ赖

氨酸）的活性羟基与ＣＤＩ在室温下反应得到酰基咪唑，通常

不需分离该中间产物，反应液与ＧＲＧＤＹ继续反应，聚合物

通过一个酰胺键连接Ｇｌｙ上的氨基，氨基酸分析（ＡＡＡ）结果

显示，接枝率仅为２．５％～５％，而水接触角和四唑盐

（ＭＴＴ）比色实验的结果均表明少量的ＲＧＤ修饰即可使材料

亲水性和细胞黏附性能得到有效改善［１９］。

２．１．２　ＳＰＤＰ试剂法　ＳＰＤＰ试剂是一种重要的异型双功能

交联剂，能够特异性地连接氨基和巯基［２３］。三嵌段共聚物

ＰＬＧＡ（ＡｓｐＰＥＧ）在硫磺基羟基琥珀酰亚胺基６（３’２吡啶

二硫丙酰胺）己酸酯（ｓｕｌｆｏＬＣＳＰＤＰ）的作用下，Ａｓｐ上的

氨基与Ｎ羟基琥珀酰亚胺基团形成酰胺键，然后２吡啶基

二硫基团与ＧＲＧＤＳＰＣ肽羧基端半胱氨酸（Ｃｙｓ）的巯基生成

二硫键，则ＧＲＧＤＳＰＣ与聚合物通过一段间臂连接，接枝率

达到９０％［２０］，具有非常高的反应效率。该反应特异性强，

条件温和，副反应少，但ｓｕｌｆｏＬＣＳＰＤＰ价格较高，不常用

于ＲＧＤ接枝反应。

２．１．３　碳二亚胺法　碳二亚胺类缩合剂是最常用的 ＲＧＤ
接枝试剂。包含碳二亚胺结构的交联剂有二环己基碳二亚

胺（ＤＣＣ）、１（３二甲胺基丙基）３乙基碳二亚胺（ＥＤＣＩ或

ＥＤＣ）和二异丙基碳二亚胺（ＤＩＣ）等。

　　 Ｙｏｏｎ 等［１５］采 用 具 有 末 端 羧 基 的 ＰＬＧＡ（ＰＬＧＡ

ＣＯＯＨ），经 ＤＣＣ／ＮＨＳ（Ｎ琥珀酰亚胺）活化后，与过量

ＮＨ２ＰＥＧＮＨ２的一个氨基连接形成酰胺键，然后将ＰＬＧＡ／

ＰＬＧＡＮＨ２以不同比例制成支架，再将支架表面的氨基活化

后浸入ＧＲＧＤＹ的ＰＢＳ中反应，即可得到接枝了 ＧＲＧＤＹ
的ＰＬＧＡ支架。但是，ＤＣＣ有一个不足，即反应副产物二

环己基脲（ＤＣＵ）在一般的有机溶剂中溶解度很小但又都有

一些微溶，常用的纯化方法如重结晶、柱层析等都很难将其

彻底清除。ＥＤＣ反应后产生的脲是水溶性的，易于清洗纯

化，因而ＥＤＣ更为常用。此外，在反应的第一阶段，羧基对

碳二亚胺的加成中间体不稳定，若不使用酰化催化剂将其转

化为相应的活性酯或活性酰胺，中间体会重排成相应的稳定

副产物，所以一般反应时需合用缩合活化剂，如４Ｎ，Ｎ二

甲基吡啶（ＤＭＡＰ）、１羟基苯并三氮唑（ＨＯＢｔ）和 ＮＨＳ等，

缩合活化剂的使用对反应效率有非常大的提高。

２．１．４　光化学方法　光化学方法的原理是将带有热活性基

团和光活性基团的组分在紫外或可见光区域下活化后进行

接枝修饰。将ＰＣＬＰＥＧ和硫磺基羟基琥珀酰亚胺基６（３′

２吡啶二硫丙酰胺）己酸酯［Ｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ４（ｐａｚｉｄｏｐｈｅ

ｎｙｌ）ｂｕｔａｎｏａｔｅ］溶于ＣＨ２Ｃｌ２后，蒸干溶剂，将固体粉末在氩

气氛围下，在２５４ｎｍ波长射线照射２０ｍｉｎ，再浸入ＧＲＧＤＳ
的ＰＢＳ／乙腈（１１，Ｖ／Ｖ）溶液室温反应２０ｈ［２２］，即得到接枝

了ＲＧＤ的材料。但这种方法较为繁琐，不常用于ＲＧＤ接枝

反应。

２．２　ＰＬＧＡ材料修饰后的性质

２．２．１　材料表面形态　原子力显微镜（ＡＦＭ）可观察２Ｄ膜

表面的形态，ＰＬＧＡ膜和ＰＬＧＡＧＲＧＤＳＰＣ膜的 ＡＦＭ 图片

显示：ＰＬＧＡ膜平滑，因ＰＬＧＡ水解而产生少量突起；ＰＬ

ＧＡＧＲＧＤＳＰＣ膜稍显粗糙，但比较均匀，有很多不连续且

大小相似的突起，高约 １０ｎｍ［１６］。这些突起可能是因

ＧＲＧＤＳＰＣ连接在ＰＬＧＡ上而形成的，粗糙、不连续的表面

更利于细胞黏附，并且ＲＧＤ的比例增加，表面不均匀现象

更明显［２４］。因此，ＲＧＤ修饰改变了 ＰＬＧＡ 材料的表面形

态，进而促进细胞在支架表面的黏附。

２．２．２　材料亲水性　根据水接触角、吸水率和细胞黏附力的

改变考察材料修饰前后的亲水性变化。ＲＧＤ修饰ＰＬＧＡ

ＮＨＡ（聚乳酸羟基乙酸纳米羟基磷灰石）制备膜和支架，结果

显示，ＰＬＧＡ／ＮＨＡＧＲＧＤＳＰＣ膜、ＰＬＧＡ／ＮＨＡ膜、ＰＬＧＡ膜

的水接触角分别为（５４．０２±２．３９）°、（７５．３４±２．３９）°、（７９．０５±

２．６２）°，即接枝ＲＧＤ后材料表面的水接触角显著减小，证明

ＲＧＤ修饰可以改变材料的疏水性，增加表面润湿性；同时，检

测了支架的吸水率，ＰＬＧＡ／ＮＨＡＲＧＤ支架的吸水率是ＰＬ

ＧＡ／ＮＨＡ支架吸水率的１．８倍，是ＰＬＧＡ支架的７．５倍［１６］。

吸水率结果同样表明 ＲＧＤ修饰的材料的亲水性明显提高。

细胞黏附力测定采取微吸管吸允法，结果发现，ＢＭＳＣｓ在

ＰＬＧＡ和多聚赖氨酸结合ＧＲＧＤＳＰＣ（Ｋ１６ＧＲＧＤＳＰＣ）修饰的

ＰＬＧＡ（ＡｓｐＰＥＧ）材 料 表 面 的 黏 附 力 分 别 为 （３３８．４±

４８．７）×１０－１０Ｎ和（５２８．２±６５．６）×１０－１０Ｎ，ＲＧＤ修饰后材料

的细胞黏附力是未修饰的１．５倍，显著增加了ＰＬＧＡ材料的

细胞黏附性能［２５］。

３　支架种类

３．１　膜型支架　通常，将ＰＬＧＡ材料制成２Ｄ膜以利于检

测ＲＧＤ修饰前后的水接触角和细胞黏附性能。将聚合物溶

解后，均匀分布到玻璃片或模具上，挥去有机溶剂即可得到

聚合物的２Ｄ膜［１６１７］。Ｇｕ等［１９］通过静电纺纱法（ｅｌｅｃｔｒｏ

ｓｐｉｎｎｉｎｇ）制得了一种表面呈纤维状的膜。首先合成ＰＬＧＡＬ
［聚（乳酸羟基乙酸赖氨酸）］，接枝ＲＧＤ后，将ＰＬＧＡ／ＰＬ

ＧＡＬＲＧＤ通过静电纺纱法制成表面纤维状的膜，与人胚胎

成纤维细胞 ＷＩ３８共培养。扫描电镜观察发现，细胞多顺着

纤维的方向生长，并且相比ＰＬＧＡ膜，ＰＬＧＡ／ＰＬＧＡＬＲＧＤ
膜上细胞数目更多，促进了细胞的黏附、铺展和增殖。

３．２　刚性支架　刚性支架具有一定的力学强度、适宜的孔径

和孔隙率，可以荷载各类生长因子，促进种子细胞生长、分
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化，模拟体内组织、器官修复的微环境，是骨组织工程学常用

的细胞移植载体，对临床上的骨损伤修复具有重要意义。

　　刚性支架较多采用溶液浇铸／粒子沥滤（ｓｏｌｖｅｎｔｃａｓｔｉｎｇ／

ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｌｅａｃｈｉｎｇ）或发泡法（ｇａｓｆｏａｍｉｎｇ）制备。支架从模

具中取出后，可根据骨损伤的大小切割成特定的大小和形

状。Ｈｕａｎｇ等［１６］制备了孔径约２５０μｍ 的 ＰＬＧＡ／ＮＨＡ

ＧＲＧＤＳＰＣ多孔支架，并切成直径７．２ｍｍ、厚２．０ｍｍ的小

圆盘，初步考察了ＲＧＤ修饰的ＰＬＧＡ支架对骨损伤修复的

影响。支架与ＢＭＳＣｓ共培养后发现，细胞在ＲＧＤ修饰的支

架上生长更快，铺展广泛，与支架表面结合密切，并与周边

细胞产生桥接。支架润湿后植入大小为１５ｍｍ×５ｍｍ×

３ｍｍ的兔下颌骨损伤。１２周后 Ｘ射线检查发现，ＰＬＧＡ／

ＮＨＡ支架修复的下颌骨上存在黑色区域，指示骨修复不全，

而植入ＰＬＧＡ／ＮＨＡＲＧＤ支架的骨损伤处，呈现均一的白

色，指示骨修复完全，表明ＰＬＧＡ／ＮＨＡＲＧＤ骨组织工程支

架更好地促进了骨损伤的修复。支架的多孔结构允许种子细

胞向内生长，渗透整个支架［１８］，促进了细胞增殖和物质代谢。

　　为促进细胞生长、分化，可在支架中混入载生长因子的

微球，即能防止生长因子突释造成异位骨和重度炎症，又能

缓释生长因子促进细胞生长分化。在ＰＬＧＡ支架制备过程

中混入载模型药物白蛋白（ＢＳＡ）的ＰＬＧＡ微球［（６５±３４）

μｍ］，扫描电镜下可以看到处在支架表面的微球，在荧光显

微镜下观察到ＦＩＴＣ标记的微球随机分布在支架中，证明微

球成功混入支架。体外释放实验结果表明，与未植入支架的

微球相比，支架中的微球突释现象不明显，ＢＳＡ释放更稳

定、平缓［２６２７］。Ｚｈａｎｇ等［２８］在 ＲＧＤ修饰的多孔支架中混入

载骨形态发生蛋白２（ＢＭＰ２）的纳米粒后，种植ＭＳＣｓ，再嵌

入到兔桡骨的损伤处，结果表明，２４周后各组的损伤处均形

成桥连，但ＲＧＤ修饰组的新骨更大，融合界面也更好。

３．３　微球支架

３．３．１　普通微球支架　刚性支架需以手术方式植入骨伤

处，手术过程会对机体造成伤害。如果能将支架以注射方式

植入，就可以实现无创伤治疗，并提高操作简便性。有研究

将ＰＬＧＡ微球作为载体种植软骨细胞［２９３０］，注射植入机体，

取得了不错的效果。用ＲＧＤ修饰微球表面，可进一步提高

微球作为细胞移植载体的性能［３１］。

　　以此为基础，Ｐａｒｋ等［３２］报道了一种性能更好的微球支

架，将ＲＧＤ修饰并表面覆盖ＢＭＰ２的ＰＬＧＡ微球和载地塞

米松（ＤＥＸ）的纳米球混合，与人骨髓间充质干细胞（ＨＭ

ＳＣｓ）共培养一段时间，注射到裸鼠背部皮下。对照组没有

细胞黏附增殖，ＲＧＤ修饰组（３％～１０％，ｗ／ｖ）促进了接种

在微球上的 ＨＭＳＣｓ黏附、增殖和分化。与对照组相比，实

验组的Ⅰ型胶原、核心结合因子（Ｃｂｆａ１）、骨涎蛋白（ＢＳＰ）、

骨钙素（ＯＣＮ）水平提高，证明 ＨＭＳＣｓ已分化为成骨细胞，

ＢＭＰ２和ＤＥＸ的加入促进了细胞定向分化。

３．３．２　多孔微球支架　在制备微球时加入致孔剂，可得到

与刚性支架相似，具有一定孔径和孔隙率的多孔微球支架。

与普通微球相比，多孔微球表面的孔隙提高了支架的细胞黏

附面积，３Ｄ结构为细胞生长提供更多空间，微球内部相互

连通的孔道促进物质的交换，多孔微球降解产生的酸性产物

易于排出而使其ＰＬＧＡ降解更缓慢，并使黏附细胞周围的

ｐＨ变化更小，给予细胞良好的生长环境［３３］。有研究者通过

复乳溶剂挥发法制备微球，在内水相中加入０～１０％的

ＮＨ４ＨＣＯ３ 作为发泡剂，可得到孔隙率３０％～９５％的多孔微

球，微球粒径在２００～４５０μｍ，表面微孔孔径约４μｍ，然后应

用热压结技术使多孔微球在模具中互相粘连，形成具有一定

形状的支架，微球之间的大孔促进血管和骨组织向内生长，

而微球表面的孔洞利于物质交换［３４］。将滑膜间充质干细胞

（ＳＭＳＣｓ）与热压结后的支架共培养，与普通微球支架相比，

多孔微球支架促进了细胞黏附和生存活力。但是，热压结后

的微球支架与普通刚性支架一样，不能以注射方式到达骨损

伤处。因此，有必要保留多孔微球作为细胞培养和移植的载

体。对于多孔微球支架，增大表面孔径可允许种子细胞进入

微球内部［３３，３５］，从而实现３Ｄ培养。虽然目前尚未有 ＲＧＤ
肽修饰多孔微球的报道，但已有针对改善多孔微球细胞亲和

性的研究。用Ⅰ型胶原的类似物Ｐ１５肽修饰ＰＬＧＡ多孔微

球，ＭＴＴ检测结果显示，与普通微球相比，在７ｄ内，肽修

饰后的多孔微球具有更高的细胞黏附数量，并且孔隙率和孔

径最大时，细胞黏附最多［３４］。

４　小　结

　　骨组织工程支架的主要作用是作为荷载和移植细胞的

载体，同时能缓释促进细胞生长、分化的生长因子，根据需

要定向分化细胞以适应不同的骨或软骨损伤。ＰＬＧＡ是优

良、安全的骨组织工程支架材料，而ＲＧＤ修饰能改善其亲水

性和细胞黏附性差的缺点。新型ＲＧＤ衍生物的合成，采用

不同ＲＧＤ修饰的方式以适应制备各种形状的ＰＬＧＡ支架，

使ＰＬＧＡ支架提供细胞增殖分化的３Ｄ多孔结构并能同时缓

控释生长因子，达到修复和重建骨或软骨损伤的目的，这仍

然是目前研究的热点。
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