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选择性激光烧结法构建纳米羟基磷灰石与聚己内酯复合材料人工骨支架
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目的
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%人工骨支架并探索其力学特性(生物相容性和生物活性'
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%人工骨支架#并测定其孔隙率及抗压强度'将分离培养的兔骨髓间充质干细胞$
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%接种至上述
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种支架中#观

察细胞黏附及增殖情况#并通过碱性磷酸酶$

'QD

%表达测定(茜素红法钙结节染色比较其成骨分化情况'

结果
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各组支架均

具有良好的力学强度和细胞黏附性#且未见明显的细胞毒性&接种后第
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含量增高#其钙结节

数量增多#染色的阳性强度也随之增加'

结论
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本研究通过
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技术所构建出的
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人工骨支架具有良好的生

物力学强度(生物相容性及骨诱导性#有望成为一种新型骨修复替代材料'
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骨修复材料是进行骨移植(修复骨缺损的重要

材料'自体骨虽然一直是骨修复材料的金标准)
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但存在供体不足(患者的二次损伤(出血量高(供骨

部位容易出现并发症等缺点#而异体骨取代自体骨

移植存在着排斥反应等风险#因此越来越多的研究

关注于人工骨修复材料)
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相容性和生物活性#植入骨组织后能在界面上和骨

形成很强的化学性键合#具有骨传导和骨诱导性#
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陶瓷已用于临床上骨的修复替换#但其脆性(不

容易吸收的缺点制约了
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的应用范围)
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的研究热点之一#这些高分子材料被证明具有良好

的生物相容性与生物降解性#但不足之处在于生物

活性弱'相比于单纯的
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或高分子材料#复合型

材料兼具有两种材料优点的同时又能相互弥补两者

的不足#是目前骨移植材料的研究热点之一)
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成像系统$
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%(数字
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的设计对多孔支架的外形及内部结构如孔隙率(孔

尺寸(孔分布等影响多孔支架骨修复效果的关键特

征实现精确和灵活的控制#具有材料制备时间短(可

批量化生产(能满足临床上患者不同的骨缺损修复

需求从而实现个体适配性等优点)
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观察混合效果'
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察
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软件来设计人工骨支架的模型!外观

结构为直径
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(高
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来进行加工'烧结完成
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中的饱和湿质量#
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%

为支架悬浮在液体中的湿质

量'采用电子万能材料试验机对支架样品的力学强

度进行测定#读取支架被压缩至原长度
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选择性激光烧结法构建纳米羟基磷灰石与聚己内酯复合材料人工骨支架
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周龄新西兰兔过量麻醉处死#取其双侧股骨#彻底

去除周围附着的肌肉组织#小勺刮取骨髓组织#使用
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<6M6

"

J#!

培养液将细胞密度

调整到
#g#"

E

"

,Q

#接种于培养瓶内#置于
%Be

(

$YK@

!

孵育箱中培养'

B*

后首次换液#以后每周

换液
!

次'细胞传至第
%

代时即可用于实验'

#=&

!

实验分组及细胞接种
!

实验分为
S'

质量分

数分别为
$Y

(

#"Y

(

#$Y

的
?)2/FS'

"

DKQ

支架
h

65K;

共培养组 $

$Y ?)2/FS'

"

DKQ

组(

#"Y

?)2/FS'

"

DKQ

组(

#$Y ?)2/FS'

"

DKQ

组%#

DKQ

支架
h65K;

共培养组$

DKQ

组%和
65K;

单独培养

组$空白对照组%'将各组人工骨支架切割切成

$,,

薄片后置入培养瓶中#环氧乙烷熏蒸灭菌防止

污染'将传至第
%

代的兔
65K;

用胰蛋白酶消化脱

壁#制成密度为
#g#"

$

"

,Q

的细胞悬液#

?)2/FS'

"

DKQ

组与
DKQ

组均将
65K;

接种于
!C

孔板中的支

架上#空白对照组直接将
65K;

接种于
!C

孔细胞培

养板中'各组所使用的培养液均为成骨诱导培养液

$

<6M6

"

J#!h#"Y

体积分数的胎牛血清
h"=#

#

,/3

"

Q

地塞米松
h#",,/3

"

Q

)

F

甘油磷酸
h$"

#

,/3

"

Q

抗坏血酸%'细胞接种后#将培养瓶置于

%Be

(

$YK@

!

的细胞培养箱中培养'

#!L

后取出

支架置入
!=$Y

的戊二醛溶液中浸泡
!CL

#而后乙

醇梯度脱水并自然干燥#

5M6

下观察各组人工骨支

架上的细胞黏附情况'

#=B

!

检测指标

#=B=#

!

细胞毒性和增殖能力
!

使用
6OO

比色法测

定人工骨支架对细胞的毒性作用以及细胞在支架上

的增殖能力'各组分别于接种后第
#

(

C

(

B

天取
$

孔#

弃原培养液#每孔加入
6OO

溶液
E"

#

Q

#再加入无血

清的
<6M6

"

J#!

培养液
C""

#

Q

#

%Be

(

$YK@

!

细胞

培养箱中孵育
CL

后#弃上清#每孔加入二甲亚砜
&""

#

Q

#振荡
#$,-2

#各孔吸取
#$"

#

Q

溶液至
G&

孔细胞

培养板中#酶标仪检测
D

值#测定波长为
CG"2,

'

#=B=!

!

碱性磷酸酶!

'QD

"的表达
!

各组分别于接种

后第
#

(

B

(

#C

天取
$

孔#弃原培养液#

DT5

液冲洗
!

次#

加入
"=!$Y

胰蛋白酶消化
%,-2

#加入无血清的

<6M6

"

J#!

培养液终止消化#吸入离心管中#

#%!Eg

2

离心
$,-2

#弃上清#每管加入
!""

#

Q!Y

的

O1-7-/2[F#""

#置于
Ce

冰箱过夜以裂解细胞'第
!

天

反复吹打后#再次以
#%!Eg

2

离心
#",-2

#而后取
$"

#

Q

上清液按照
'QD

试剂盒$

'D"#""

#

5-

N

,)

%说明操

作'酶标仪检测
D

值#测定波长为
$!"2,

'

#=B=%

!

茜素红法钙结节染色
!

各组分别于接种后

第
B

(

#C

(

!#

天取
%

孔#弃原培养液#每孔中加入
CY

多聚甲醛溶液#覆盖孔板底部即可'固定
#L

后移

除固定液#

DT5

液清洗
%

次#而后加入茜素红液$

#Y

浓度#

H

S%=B

%#覆盖孔板底部即可#

%Be

恒温振荡

箱中振荡
C$,-2

#移除茜素红液#

DT5

再清洗
%

次以

彻底移除茜素红液#倒置显微镜下观察染色结果'

#=E

!

统计学处理
!

采用
5D55#B="

统计软件进行

统计学分析#所有数据均以
#

4X(

表示'多组均数的

多重比较用方差分析$

'?@>'

%的
Q5<

检验或

<022+77

检验'检验水准$

%

%为
"="$

'

C

!

结
!

果

!=#

!

表面形貌和微观结构分析
!

结果显示#支架的

模型被设计成圆柱状#支架内含有相互联通的孔隙

结构$图
#'

%&烧结完成后#支架高
#$,,

#底面直径

为
&,,

#在支架的侧面与底面均可以观察到预先设

计好的孔隙结构#同时支架的孔隙中无粉末残留$图

#T

(

#K

%'

5M6

下观察#相互粘结的
DKQ

颗粒构成

该人工骨支架的骨架#同时在支架的底面及侧面可

以清楚观察到预先所设计好的较大的孔隙结构#孔

隙直径约
$""

"

E""

#

,

$图
!'

(

!T

%'此外#相互粘

连的
DKQ

颗粒之间还存在着微小的(相互连通的不

规则孔隙结构$图
!K

%&同时在
DKQ

颗粒表面#还非

常均匀地黏附着
?)2/FS'

颗粒粉末$图
!<

%'

图
>

!

G%)(0H3

'

!:D

人工骨支架的模型图

#

3

$%实物的侧面#

K

$与底面#

:

$

?'

1

>

!

:(A

$

-&#"0%'*#**#2'

1

)A(*#,2

(.&8#2/%..(,*2

#

3

$&

,%&#"%,+'#=

#

K

$

%)*4(&&(A+'#=

#

:

$

(.2')&#"#*2/%..(,*2

?)2/FS'

!

?)2/FL

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2++

!=!

!

?)2/FS'

%

DKQ

人工骨支架的孔隙率及力学

强度
!

结果显示#

?)2/FS'

"

DKQ

人工骨支架较

DKQ

人工骨支架孔隙率有所下降$

7

$

"%"$

%#力学

强度也得到了明显改善$

7

$

"%"$

%'随着
S'

含量

比例增加#

?)2/FS'

"

DKQ

人工骨支架的孔隙率逐

+

#G!#

+
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!

!"#$

年
#!

月#第
%&

卷

渐降低$

7

$

"%"$

%#但仍然处于比较理想的范围&而

力学强度却明显改善$

7

$

"%"$

%#已经达到了松质

骨的强度范围'详见表
#

'

图
C

!

G%)(0H3

'

!:D

人工骨支架的扫描电镜图

?'

1

C

!

I/%))')

1

#,#/&"()'/A'/"(2/(

$<

A'/"(

1

"%

$

82(.&8#

$

"#

$

%"#*2/%..(,*2

'

#

T

!

T/77/, :-+̂

$

'

%

)2*3)7+1)3:-+̂

$

T

%

/47L+2)2/F

L

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

"

H

/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+

$

DKQ

%

;()44/3*; -̂7L +̂33F

/1*+1+*)2*-27+1(/22+(7+*,)(1/

H

/1+;41/,&""

#

,7/E""

#

,

&

K

!

6-(1/;710(701+/47L+;()44/3*;=OL+,-(1/

H

/1+;

$

L̂-7+)11/̂;

%

)

HH

+)1+*I+7̂++2DKQ

H

)17-(3+; -̂7L

H

/1+;-P+;/4;+:+1)3,-(1/2;-2

*-),+7+1

&

<

!

OL+ DKQ

H

)17-(3+; +̂1++:+23

8

)77)(L+*7/7L+

2)2/;()3+ L

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

H

)17-(3+;= ?)2/FS'

!

?)2/F

L

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+=@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g$"

$

'

#

T

%#

g#"""

$

K

%#

g$"""

$

<

%

表
>

!

各组人工骨支架的孔隙率和抗压强度

M%4>

!

!("(2'&

<

%)*/(A

$

"#22'+#

2&"#)

1

&8(.&8#2/%..(,*2')#%/8

1

"(-

$

,c$

#

#

4X(

!!

5

H

+(-,+2 D/1/;-7

8

$

Y

%

K/,

H

1+;;-:+

;71+2

N

7L7

"

6D)

DKQ E$=B$X%=!& C=CG!BX"=#CE%

$Y ?)2/FS'

"

DKQ BG=!&X!=#B

"

$=$$G&X"=#CC%

"

#"Y ?)2/FS'

"

DKQ

B$=CCX#=$&

"

&=%$CBX"=#!&C

"

#$Y ?)2/FS'

"

DKQ

B"=&EX#=%B

"&

&=GB&CX"=#%"!

"&

! !

?)2/FS'

!

?)2/FL

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+=

"

7

$

"="$:;DKQ

N

1/0

H

&

&

7

$

"="$:;#"Y ?)2/FS'

"

DKQ

N

1/0

H

!=%

!

细胞黏附
!

细胞接种后
#!L

#

?)2/FS'

"

DKQ

组及
DKQ

组均可以观察到细胞很好地黏附于支架

表面$图
%

%#同时所有的细胞均表现出良好的延展#

表明
?)2/FS'

"

DKQ

及
DKQ

人工骨支架均具有优

良的生物相容性#适于后续的体外细胞实验'

图
J

!

各组人工骨支架表面细胞的黏附情况

?'

1

J

!

:#,,%*8#2'()(.2/%..("*2')#%/8

1

"(-

$

-)*#"2/%))')

1

#,#/&"()A'/"(2/(

$<

'

!

DKQ

N

1/0

H

&

T

!

$Y ?)2/FS'

"

DKQ

N

1/0

H

&

K

!

#"Y ?)2/FS'

"

DKQ

N

1/0

H

&

<

!

#$Y ?)2/FS'

"

DKQ

N

1/0

H

=?)2/FS'

!

?)2/F

L

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+=OL+ L̂-7+)11/̂;)1+7L+

L0,)2I/2+,)11/̂ ;71/,)3(+33;

!=C

!

细胞毒性和细胞增殖情况
!

结果$图
C

%显示#

接种后第
#

(

C

(

B

天时各组的
D

值均逐渐提高&但在

每个时间节点#各组之间的
D

值差异无统计学意义

$

7

'

"="$

%#表明
?)2/FS'

"

DKQ

人工骨支架具有

良好的生物相容性#能为细胞生长提供合适的环境'

图
O

!

7MM

法测得各组不同时间点的
'

值

?'

1

O

!

@#)2'&

<

(.7MM&#2&.("#%/8

1

"(-

$

%&*%

<

2>

&

O%)*X(./-,&-"#

?)2/FS'

!

?)2/FL

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+=

"

7

$

"="$:;7L+;),+

N

1/0

H

)7*)

8

#

&

&

7

$

"="$:;7L+;),+

N

1/0

H

)7

*)

8

C=,c$

#

#

4X(

!=$

!

'QD

表达情况
!

结果$图
$

%表明#接种后
#*

各组的
'QD

表达均较低#差异无统计学意义

$

7

'

"="$

%#但随着培养时间的延长#

?)2/FS'

"

DKQ

组
'QD

的表达水平逐渐高于
DKQ

组与空白对

照组$

7

$

"="$

%#且含
?)2/FS'

的比例越高#

'QD

的表达也越强$

7

$

"="$

%#表明
?)2/FS'

具有良好

的生物活性#可以促进兔
65K;

向成骨细胞方向

分化'

+

!G!#

+
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第
#!

期
=

金光辉#等
=

选择性激光烧结法构建纳米羟基磷灰石与聚己内酯复合材料人工骨支架

图
P

!

各组不同时间点
3D!

的表达

?'

1

P

!

3,B%,')#

$

8(2

$

8%&%2#

')#%/8

1

"(-

$

%&*%

<

2>

&

X

&

%)*>O

?)2/FS'

!

?)2/FL

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+

&

'QD

!

)3a)3-2+

H

L/;

H

L)7);+=

"

7

$

"="$:;I3)2a(/271/3

N

1/0

H

)7;),+

7-,+

&

&

7

$

"="$:;DKQ

N

1/0

H

)7;),+7-,+

&

(

7

$

"="$:;$Y

?)2/FS'

"

DKQ

N

1/0

H

)7;),+7-,+

&

!

7

$

"="$:;#"Y ?)2/FS'

N

1/0

H

)7;),+7-,+=,c$

#

#

4X(

!=&

!

钙结节形成情况
!

茜素红染色结果$图
&

%显

示#随着时间的推移#各组植入区域组织中的钙结节

数量均增多'同一时间点
?)2/FS'

"

DKQ

组钙结节

的数目多于
DKQ

组#且随着
?)2/FS'

含量的增加#

钙结节的数量增多#表明
?)2/FS'

可以促进
65K;

的成骨分化'

图
Q

!

各组不同时间点钙结节茜素红法染色图

?'

1

Q

!

3,'N%"')9#*I2&%')')

1

(./%,/'-A)(*-,#2

')#%/8

1

"(-

$

%&*'..#"#)&&'A#

$

(')&2

?)2/FS'

!

?)2/FL

8

*1/_

8

)

H

)7-7+

&

DKQ

!

D/3

8

F

'

F()

H

1/3)(7/2+=

@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g!"

J

!

讨
!

论

三维多孔支架内部优良的
%<

结构为细胞的生

长和组织的重建提供了一个理想的空间'已有研究

表明#当支架的孔隙率大于
B"Y

且支架的孔径在

#""

"

G""

#

,

之间时#有利于负载于其上的细胞增

殖与分化$特别是成骨分化%

)

#&F#B

*

'为了更好地模拟

天然骨的形态结构#本研究使用了纳米级的
S'

来

作为人工骨中无机成分的原材料#以期能提高人工

骨支架的力学性能与生物活性)

#EF#G

*

'本次研究成功

地利用
5Q5

技术构建出了
?)2/FS'

"

DKQ

人工骨

支架#该支架孔隙率为
B"Y

"

B$Y

#抗压强度为

$=$$G&

"

&=GB&C6D)

#虽然未能达到皮质骨的强

度$

E"

"

#$"6D)

%#但是已经处于松质骨的强度范

围)

!"

*

#这可能是由材料高度的孔隙率及
DKQ

颗粒本

身较差的力学强度导致的'而
?)2/FS'

"

DKQ

人工

骨支架的力学强度强于
DKQ

人工骨支架#表明无机

与有机材料的结合可以增加支架的力学强度'

5Q5

技术作为
%<

打印技术的一种#将影像学

与计算机技术相结合#可以根据骨缺损的形状与生

物力学的要求制作出高度个体适配性的人工骨支

架'本研究制备的
?)2/FS'

"

DKQ

人工骨支架除了

具有预先设计的(相互连通的孔隙结构外还存在着

许多不规则但也相互连通的微孔隙结构'这些四通

八达的孔隙结构为血管的生长(营养物质的输送以

及细胞代谢废物的排出提供了十分有利的条

件)

!#F!!

*

'通过细胞黏附(细胞毒性(细胞增殖的实验

结果可以看出#各组支架均展现出了非常优秀的生

物相容性#细胞毒性极小'而通过
'QD

表达以及茜

素红染色的实验结果可以看出#

?)2/FS'

"

DKQ

人

工骨支架相比于
DKQ

人工骨支架具有更加良好的

生物活性#能很好地促进
65K;

的成骨分化#且随着

?)2/FS'

含量比例的增加#

?)2/FS'

"

DKQ

人工骨

支架生物活性也愈强)

B

*

'

本研究成功利用
5Q5

技术制备出了
?)2/FS'

"

DKQ

人工骨支架#并通过一系列力学与细胞学实验

证明了该支架具有较好的力学强度(生物相容性与

生物活性#为后续动物体内实验研究奠定了一定的

前期基础'
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