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摘要"目的E研究 (\打印&磷酸三钙’&%25("YT)$ !#&%R2Y(多孔复合支架的力学和生物学特性#为进一步动物实
验中复合支架的设计提供指导& 方法E用新型可降解材料聚柠檬酸%##&%辛二醇酯’P;7D"##&%;BM5C@A6;7B6MO5M@$#
YT2(为粘合剂#采用熔融成型"8>Q@A A@P;Q6M6;C 4;A@76CH#1\J$技术实现&%R2Y支架的 (\打印#并用多肽甘氨酸%
精氨酸%甘氨酸%天冬氨酸%丝氨酸"Z7D%-OH%Z7D%-QP%0@O#ZKZ\0$对复合支架修饰#以改善复合支架的细胞黏附性&
使用光学显微镜和扫描电镜观察复合支架的微观孔隙结构#使用材料试验机对复合支架进行压缩测试#并测量支
架的水表面接触角!通过体外细胞实验检测支架的细胞黏附率和促细胞增殖能力!利用支架修复 0\大鼠颅骨缺损
模型#进一步研究其体内成骨能力& 结果E多肽在复合支架上均匀分布且不失活!复合多肽后支架的微观孔隙结
构发生改变#细胞黏附率提高#但支架压缩模量)水表面接触角和体内成骨能力等特性未受明显影响& 结论E多肽
修饰后的&%R2Y多孔复合支架细胞黏附能力明显改善#而力学)亲水性和体内成骨能力等未受明显影响& 研究结
果为临床骨缺损修复支架的构建提供新思路#也为该支架技术的进一步临床应用提供实验室依据&
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EE&磷酸三钙’&%25("YT)$ !#&%R2Y(因其优良的
生物学特性#在骨缺损修复中被广泛应用& 然而#
&%R2Y可塑性较差#临床上骨缺损往往不规则#如何
实现&%R2Y的个性化定制成为研究热点& 随着 (\
打印技术的发展#尤其是熔融沉积成型"8>Q@A A@P;%
Q6M6;C 4;A@76CH#1\J$技术在支架制备中的广泛应
用’#%!( #已经有多种材料被用做粘合剂#与 &%R2Y复
合后实现 (\打印’(%)( & 1\J的原理是利用高温将
材料融化成液态#类似喷墨打印#通过高压喷头挤出
材料#在立体空间上排列形成立体实物&

聚柠檬酸%##&%辛二醇酯 ’ P;7D"##&%;BM5C@A6;7
B6MO5M@$#YT2(是近年来被合成的生物可降解材料#
它是一种具有优良生物相容性的热固性弹性体#合
成过程简单无毒’’%+( & YT2的预聚物与 &%R2Y复合
后#能够实现 &%R2Y的个性化定制#同时能够改善
&%R2Y的机械性能#支架孔隙率)降解速率等指标也
能根据需要进行调整& 但是复合 YT2后的 &%R2Y
表面粗糙度明显降低#导致支架的细胞黏附性急剧
下降#不利于骨缺损的快速修复’$( & 此时需要对支
架表面进行修饰#例如%细胞外基质覆盖’&( )激光表
面蚀刻’*( )离子束辐射’#"( )等离子体表面改性’##( )
化学修饰’#!( )多肽修饰’#(( & 物理方法只是改善支
架表面孔隙结构#随着支架降解#促进细胞黏附的作
用将急剧下降!化学修饰复杂且细胞毒性较大!细胞
外基质和蛋白修饰因免疫排斥反应#实用性较差#故
目前应用较为广泛的修饰方法主要是多肽修饰& 内
源性短肽甘氨酸%精氨酸%甘氨酸%天冬氨酸%丝氨酸
"Z7D%-OH%Z7D%-QP%0@O#ZKZ\0$是一种常用的修饰
多肽& ZKZ\0是各种基质蛋白中最常见的结构单
元#也是广泛存在的细胞间识别系统的基本单位&
ZKZ\0通过形成一个&转角从而形成一个亲水环#

因而能够与其他细胞发生黏连’#)( &
本文利用 1\J技术#设计 &%R2YIYT2IZKZ\0

和&%R2YIYT2两种复合支架!利用扫描电镜和光学
显微镜观察复合支架的微观孔隙结构#并通过压缩
测试对比其力学性能!利用 22S%& 法测定支架细胞
黏附率和细胞在支架上的增殖情况!通过进一步的
动物实验#修复 0\大鼠颅骨缺损模型#观察复合支
架的体内修复效果#探讨支架的生物学特性&

%!材料与方法

%O%!材料与设备
%O%O%!实验动物E健康 # 周 0\大鼠"雄性$#" 只#
! 月龄 0\大鼠"雄性$!) 只#由上海交通大学医学
院附属第九人民医院中心实验室提供&
%O%O#!材料和设备E&%R2Y支架"上海贝奥路生物
材料有限公司$!&%R2Y粉末"颗粒度 #" $4$)YT2
"华东理工大学材料科学与工程学院提供$!纯度 n
*’!异硫氰酸荧光素 "87>;O@QB@6C 6Q;M:6;BD5C5M@#
1.R2$标记的ZKZ\0 活性短肽"上海波泰生物科技
有限公司$!\J3J培养基"Z6=B;公司#美国$!胎牛
血清"WD27;C@公司#美国$!光学显微镜"T7D4P>Q公
司#日本$!扫描电镜"b>5CM5公司#美国$!(\打印机
"华东理工大学材料科学与工程学院提供$!万能材料
试验机./0RKT/’ *)("./0RKT/公司#美国$&
%O#!多孔支架建模

利用三维计算机辅助设计 "B;4P>M@O56A@A%
A@Q6HC#2-\$软件设计支架的三维图像& 支架设计
为厚约 ! 44)直径 & 44的薄片#孔径 "F’ 44#孔隙
率约 ’"!#孔隙连通率 #""!#每层纤维成 *"j交叉&

合成 YT2的预聚体#将 YT2预聚体采用去离
子水洗涤)纯化)冻干& 取纯化后的 YT2预聚体溶
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解于相应体积的无水乙醇中#搅拌#形成一定浓度的
YT2I乙醇均一溶液& 制成的 YT2预聚体溶液与
&%R2Y粉末通过溶液共混的方式混匀 "YT2
(’[M!$#磁力搅拌#制成可用于打印的膏状物"实
验组以直接共混的方式在混合物中加入 ([M!
ZKZ\0%1.R2#搅拌均匀$& 将设计完成的图像使用
2-\软件转换成 0R_格式并输入 (\打印机& 调整
(\打印机相关属性参数进行1\J打印& 打印好的
支架在 &" a下使YT2预聚体交联固化 ( A#可以酌
情调节聚合温度与时间的关系#温度越低#所需交联
时间越长&
%O"!支架力学特性测试

支架纵向压缩模量可以反映支架强度和机械性
能#利用压缩试验机测量两种支架在纵向的压缩模
量以反映支架力学特性#检测 ZKZ\0 对复合支架
力学特性的影响& 分别制备 &%R2YIYT2)&%R2YI
YT2IZKZ\0 两种复合支架#规格均为 #" 44i
#" 44i) 44& 采用万能材料试验机测定材料的压
缩性能#载荷施加速度为 # 44I46C#仪器可生成压
缩模量结果& 每组支架设置 ( 个平行样本&
%OU!支架亲水性检测

材料亲水性是影响蛋白吸附和细胞黏附的重要
因素#由柠檬酸和 ##&%辛二醇缩聚合成的YT2表面
存在大量亲水基团111羟基和羧基#测量两种支架
表面水接触角#以研究加入 ZKZ\0 后支架亲水性
的变化& 利用接触角测定仪测定复合支架表面的静
态接触角&
%OV!支架生物学特性研究
%OVO%!支架微观孔隙结构观察E使用倒置荧光显
微镜观察 (\打印的 &%R2YIYT2IZKZ\0 复合支架
中#1.R2标记的多肽在支架上的分布情况& 扫描电
镜观察两种支架表面微观孔隙结构& 取 # 周龄 0\
大鼠全骨髓培养#分离贴壁的骨髓间充质干细胞
"=;C@4@Q@CB:D457QM@4B@77Q#,J02Q$& 在 !) 孔板
中分别放 &%R2YIYT2和 &%R2YIYT2IZKZ\0 两种
支架各 ) 个#分别加完全培养基’含 #"!胎牛血清
和 #!双抗"青霉素 #"" VI4_)链霉素 #"" VI4_$(
的\J3J培养基$! 4_#($ a)’!2T! 培养箱浸泡
)& :后吸除培养基备用& #" B4培养皿培养 Y! 代
,J02Q( A"待细胞 &"! ‘*"!融合时$#胰酶消化
! 46C制成细胞悬液#稀释 #" 倍后细胞计数& 每个

支架滴 #"" $_细胞悬液"细胞数约 #"’ 个$#($ a)
’!2T! 培养箱孵育 ( :#缓慢加入全培养基! 4_#孵
育 !) : 后电镜固定液"!F’!戊二醛$固定)& :#干
燥#喷金#扫描电镜观察支架表面细胞黏附和微观孔
隙结构&
%OVO#!支架细胞黏附率测定E在 !) 孔板中分别放
&%R2Y)&%R2YIYT2和 &%R2YIYT2IZKZ\0 两种支
架各 ( 个#分别加全培养基 ! 4_#($ a)’!2T! 培
养箱浸泡 )& :后吸除培养基备用& #" B4培养皿培
养Y! 代,J02Q( A#胰酶消化 ! 46C制成细胞悬液#
稀释 #" 倍后细胞计数& 每个支架滴 #"" $_细胞悬
液"细胞数约 #"’ 个$#($ a)’!2T! 培养箱孵育
( :#加 ! 4_全培养基 ($ a)’!2T! 培养箱培养&
分别在 ))&)#! :移除每组支架#Y,0 溶液轻轻冲洗
( 遍#加入 )’" $_全培养基和 ’" $_22S%&#测量其
在 )’" C4波长处的吸光度& 同样方法测出相应时
间点的总吸光度#其比值即为在相应时间点 ,J02Q
在支架上的黏附率&
%OVO"!支架细胞增殖实验E支架对细胞增殖的影
响是支架重要的生物学特性#利用 22S%& 法测定
0\大鼠 ,J02Q与支架共培养 ")#)()’ A 后的 T\
值#来反映细胞在支架上的增殖情况&
%OVOU!支架体内成骨能力研究E将 !) 只 ! 月龄 0\
大鼠分成5)=)B( 组& 制作 0\大鼠颅骨缺损模型#
常规消毒铺巾#沿颅骨矢状缝逐层分离皮肤及骨膜#
用牙科钻头在颅骨表面造直径为 ’ 44的缺损#5组
作为空白对照#直接缝合骨膜!= 组使用&%R2YIYT2
支架修复缺损"支架进行简单的修边处理以适应缺损
大小#下同$!B组使用&%R2YIYT2IZKZ\0 支架修复
缺损& #!周后以过量麻醉法处死大鼠#取材颅骨#多
聚甲醛固定 )& :#$2R扫描后脱钙#切片后进行 W3
染色#显微镜下观察#以对比两种支架的成骨情况&
%OV!统计方法

采用 0Y00 #$F" 统计软件包进行分析& 数据以
均数 G标准差表示#所测数据比较采用 5检验#
/m"F"’表示差异有统计学意义&

#!结果

#O%!多孔支架力学特性和亲水性的测试
&%R2YIYT2IZKZ\0 支架)&%R2YIYT2支架压

缩模量分别为"$"F"$ G!F’)$)"$!F"$ G)F+($ JY5&
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&%R2YIYT2IZKZ\0支架)&%R2YIYT2支架的表面
接触角分别为 $!jG+j)$"jG&j&

两种支架的压缩模量和表面接触角无明显差异
"/m"F"’$& 复合多肽ZKZ\0后#支架的机械强度
和亲水性未受明显影响&
#O#!支架表面微观孔隙结构和生物学特性

两种支架在扫描电镜下微观孔隙结构的差异显
示#&%R2YIYT2IZKZ\0支架由于加入多肽#导致支
架脆性增大#表面更毛糙#表面的颗粒大而不均一#
而&%R2YIYT2支架表面颗粒细而均匀’见图 #"=$)
"@$(&

图 %!"<打印多孔支架
P3H:%!"<WR+3,A12R)+)*884-//).2! "5$ &%R2YIYT2QB588;7A#

"=$ 03J645H@Q8;O&%R2YIYT2QB5q;7AQ# "B$ 03J645%

H@Q8;O&%R2YIYT2QB5q;7AQB>7M>O@A [6M: ,J02Q#" A$ &%

R2YIYT2IZKZ\0 QB588;7A# "@$ 03J 645H@Q8;O&%R2YI

YT2IZKZ\0 QB588;7AQ# "8$ 03J645H@Q8;O&%R2YIYT2I

ZKZ\0 QB5q;7AQB>7M>O@A [6M: ,J02Q

1.R2标记的短肽 ZKZ\0 在 &%R2YIYT2I
ZKZ\0支架上呈现强阳性均一分布#说明多肽活性
良好#在支架中分布均匀"见图 !$&

图 #!"WBIE_E=I_SNS<@支架荧光图
P3H:#!P.*)+1841,41R34A*+1)/"WBIE_E=I_SNS<@84-//).28

两组支架与细胞共培养后#可见 &%R2YIYT2I
ZKZ\0支架表面黏附细胞密度略高#支架表面被大
量细胞外基质覆盖#可见到大量隆起卵圆形的细胞
核#而&%R2YIYT2支架表面细胞较稀疏#细胞外基
质尚不能完全覆盖支架表面’见图 #"B$)"8$(&

利用22S%& 法计算支架上活细胞数量#从而定
量支架上细胞的黏附率#反映支架对细胞的亲和力&
结果表明#&%R2YIYT2IZKZ\0 支架表面细胞黏附
率明显高于&%R2YIYT2支架"/m"F"’$#与常用的
&%R2Y多孔支架黏附率相比无明显差异#均达 +"!
以上’见图 ("5$(& 22S%& 法测相应时间点的 T\
值反映支架对细胞增殖的影响#显示出 &%R2Y生物
学特性的优势’/m"F"’#见图 ("=$(&

图 "!不同支架生物学特性对比"!/m"F"’#%/n"F"’$

P3H:" !I)6R-+38),)/bC3).)H34-.47-+-4A1+38A348/)+23//1+1,A

84-//).28!"5$ 2@775A:@Q6;C# "=$ 2@77PO;768@O5M6;C

支架植入 #! 周后取材#行 $2R扫描"见图 )$#
同时半定量分析骨量占缺损体积百分比",kIRk$&
对照组)&%R2YIYT2IZKZ\0 组)&%R2YIYT2组的
,kIRk分别为 "#(F! G#F$ $!) ")’F’ G!F"$!)
")"F’ G#F#$!& 结果表明#&%R2YIYT2IZKZ\0 组
,kIRk比&%R2YIYT2组略低"/m"F"’$&

从样本的W3染色结果可知#对照组只有一层
纤维结缔组织覆盖缺损部位#而植入支架组有明显
的骨组织和血管内皮形成"见图 ’$&
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图 U!样本!IB图像
P3H:U!034+)WIB36-H18)/A718R14361,8!"5$ 2;CMO;7HO;>P#

"=$ &%R2YIYT2HO;>P# "B$ &%R2YIYT2IZKZ\0 HO;>P

图 V!%# 周取材样本的GX染色"#"" i$

P3H:V!GX36-H18)/A718R14361,8-/A1+%# F11Q8!"5$ 2;CMO;7

HO;>P# " = $ &%R2YIYT2 HO;>P# " B$ &%R2YIYT2I

ZKZ\0 HO;>P

"!讨论

骨缺损修复是临床上常见而棘手的问题& 因为
自体骨来源局限#往往不能满足修复需要#而且骨缺
损的形态往往复杂多样#需要个性化设计& &%R2Y
在骨传导和骨诱导性方面具有良好的生物学特性#
是经典的骨缺损修复材料’#’%#+( #很有希望进入临床
大面积应用& 但是#&%R2Y的机械强度和降解速率
不易调整)易碎而难成型#这些特性也限制了其在临
床上的应用’$( &

随着对 (\打印技术在支架制造中的应用和新
材料的研究#&%R2Y的个性化定制已经成为现
实’(%)#$( & YT2是新型有机可降解材料#本身无毒#

降解产物可被细胞代谢利用’$( #合成简便#价格便
宜#所需打印温度不高#是实现 &%R2Y个性化定制
的理想复合材料& 但是复合 YT2后#&%R2Y的表面
粗糙度下降#导致细胞不易黏附’$( & 本研究通过分
析#选用多肽修饰的方法提高支架的细胞黏附性&
其中#ZKZ\0是研究较多的多肽#容易合成#价格便
宜#性质稳定#不易失活#促进细胞黏附的特性稳定
可靠#是理想的改善支架细胞黏附性的材料& 本研
究利用 (\打印的 1\J技术#将新型有机可降解材
料YT2作为粘合剂#复合促细胞黏附多肽 ZKZ\0#
制造出&%R2Y个性化定制的新型复合支架& 通过
扫描电镜观察比较加入多肽前后支架微观结构的变
化#测定支架实际孔隙率)表面接触角和压缩模量#
探讨多肽对复合支架力学性能的影响!利用细胞黏
附率和细胞增殖的对比#反映支架在体外生物学特
性的变化!最后#通过进一步的动物实验研究支架在
体内的成骨能力#比较其生物学特性&

为了检测ZKZ\0在支架制作过程中是否失活#
或者分布不均一#或者丢失过多#本研究在ZKZ\0末
端标记细胞学研究常用的荧光物质1.R2& 荧光显微
镜下可观察到多肽分布均匀而丰富"见图 ($#由于
ZKZ\0比1.R2稳定#这也间接反映了多肽活性’#$( &
制作完成的支架#加入多肽组由于荧光物质的作用#
为黄色#而对照组为白色’见图 #"5$)"A$(& 在扫描
电镜下观察可见#实验组支架表面明显较对照组粗
糙#颗粒大小不均一#这种形态更利于细胞的黏附’见
图 #"=$)"@$(& 两种支架表面接触角和压缩模量比
较结果说明#多肽的复合并不会对支架力学特性造成
明显的影响& 细胞黏附率的定量测定反映了多肽对
复合支架的细胞黏附率有很大的改善’见图 ("5$(#
细胞共培养后的电镜扫描图片也间接反映了这一结
果’见图 #"B$)"8$(& 但是多肽促进细胞黏附的机制
主要是因为信号转导还是因为改善了支架表面微观
孔隙结构#并不明确#有待进一步研究& 支架的体外
细胞增殖实验结果表明#&%R2Y显示了强大的促进细
胞增殖能力#复合ZKZ\0并没有显示出在促进细胞
增殖方面的优势’见图 ("=$(& 随后的动物实验中#
在支架植入后 #!周的$2R图像上可以看出#复合多
肽后支架的成骨能力并不比原来有多大改善"见
图 )$#,kIRk的半定量结果证实了这一结果& 通过
对样本染色后在显微镜下观察可以发现#复合多肽对
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于支架的体内成骨能力没有提升& 这可能是因为
ZKZ\0只是促进了细胞黏附#并不能很好促进细胞
增殖& 在动物实验的实施过程中#支架并没有事先与
,J02Q共培养#故最终体内成骨的效果并不能体现多
肽在促进细胞黏附上的优势&

综上所述#(\打印 &%R2YIYT2IZKZ\0 多孔复
合支架与&%R2YIYT2支架相比#微观孔隙结构更利
于细胞黏附#多肽ZKZ\0 的复合并不会对支架强度
造成较大影响#1\J技术复合的 ZKZ\0 保持了活
性#并且明显改善了&%R2YIYT2支架的细胞黏附性&
然而#复合多肽后的支架细胞黏附性只是接近&%R2Y
的某些生物学特性#还有一定差距#其骨传导)骨诱导
能力有待后续研究#ZKZ\0 促黏附作用的相关机制
也有待更深入的研究& 在细胞增殖和体内成骨方面#
复合多肽后#支架的上述生物学特性提升不多#具体
原因值得进一步研究& 随着生物打印技术的发展)新
材料的应用)低温1\J技术的实现#能够实现支架)
药物或者生长因子和种子细胞同步 (\打印的新型支
架必将成为最为理想的支架修复材料&
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