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支架材料。本研究的实验内容分为3个部分进行：

一高分子纳米材料的制备及表征

1本实验以赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物通过超临界抗溶剂结

晶技术(sAS)成功制备出多孔隙高分子支架材料，其平均孔径为

100．0"--'400．0№(276．O±87．2啪)，孔隙率为75．6％。

2通过一系列方法对高分子材料进行表征，证实该高分子材料具

有作为组织工程支架材料所需要的理化性能。

3制备高分子支架材料的全过程均采用无毒原料和无毒工艺，

有机溶剂基本去除，获得的高分子材料对机体无毒，符合“绿色化学”

观点。

二高分子纳米材料的生物相容性评价

通过对高分子支架材料(LDIG)进行急性毒性实验、溶血反应、

热原实验和肌肉内植入实验，结果表明，该材料无毒性，无热原性、

不引起溶血反应，植入后局部组织反应小，生物相容性良好。

三高分子纳米材料与骨髓源成骨细胞的生物相容性研究

大鼠成骨细胞能在多孔高分子支架材料表面正常粘附、爬行、增

殖并分泌细胞外基质，说明该材料具有良好的骨细胞相容性。

关键词：组织工程，支架材料，高分子，生物降解，生物相容性
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Tissue engineering emerge as the times require in 1980s of the 20th

century．One of its charactedstics is that seed cells are planted on

scaffolds materials and the tissue enginecring tissue is#anted into the

bone defect area once it form．Nowadays，scaffolds research is the hotspot

in tissue engineering field．An ideal tissue engineering material should

meet the demands as follows：(1)right biocompatibility；(2)right

biodegradability or resorbabtity；(3)its degradation speed corresponds with

the bone growth capability；(4)porous fabrication with aperture fTom

200Van to 400“m；(5)very strong penetration power；(6)exact lacuna size

for growth of seed cells；(7)mechanical strength providing micro-stress

circumstance for cells；etc．

Scaffold materials in existence involve in natural and synthetic

materials．The scaffold materials which received considerable

investigation include collagen,PLA,PGA,PMMA,HA，Tel' and

coral．Synthetic macromolecule matedals have advantages such as

controllable capability,no immunogenicity and right biocompatibility．

PLA,PGA and PLGA are the biodegradable materials appHed most

broadly．Their disadvantages include as following：low mechanical

strength,acid degradation outcomes unfavorable to ceils growth，not

corresponding biodegradaton speed with bone growth,toxic organic
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solvents remained．

In this study,the obtained macromoleeule material--LDIG polymer

was purified and nanometerized by moans of SAS．A macromolecule

scaffold material with certain aperture and lacuna rate was acquired．The

experimental study was divided into 3 portions嬲follows：

1．Preparation and characteristics of polymeric scaffolds nano-

(1)The polymeric scaffolds material Was measured by scanning

electron microscope as 100．0～400．0 pm(average 276．0_87．2 rtm)，

(2)The maeromolecule material was revealed as a potential tissue

engineering material by a series of characterization in physical capability．

(3)The obtained maeromoleeule material was pure and nontoxic due

to innoxious raw material and process which accorded with the viewpoint

of‘green chemistry’and elimination of organic solvent in the eOUl'Se of

2．Biological evaluation of macromolecule nano—materials

According to the correlative regulations of Technical Evaluation

Standards of Biomedical Materials and Medical Instruments promulgated

by National Ministry of Health，the experiments of acute toxicity，pyrogen，

hemolysis and implantation into muscles were investigated to evaluate

the bioeompatibility of the polymer．The results of experiments On acute
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toxicity,pyrogen,hemolysis，implantation into muscles met the regulatons

3．Biocompatibility of macromolecule nallo—material and marrow

(1)Mice osteoblasts sticked to the surface of the material and

proliferated in the course of nature normally since they were seeded 011

the scaffolds．As the time of osteoblast culture extended，the density of

cells on the macromolecule material scaffolds increased and osteoblasts

secreted extracellular matrix．It was proved that the polymer material had

favourable biocompatibilit)，of osteoblasts and was all ideal material in

KEY WORDS：tissue engineering，scaffold material，nanometer,

polymer，biodegradation，bioeompatibility
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缩略词英汉对照表

缩写 英文全称 中文全称

Association of Dental Academy

American Society of Materail Testing

bone defect

bone marrow stromal cell

double—distilled water

environmental benign chemistry

Food and Drug Administration

fused deposition modeling

green chemistry

hydroxyapatite

hematoxylin and eosin

hour

International Standardization Organization

lactic acid

lysine diisocyanate

minute

molecular weight

nitro—blue-terazolium

nano—technology

osteoblast

optical density

phosphate—buffered saline

poly—dextrogyr-lactic acid

poly—dextrogyr，levogyr-lactic acid

polyglycolic acid

poly一6一hydroxybutyrate

polylactic acid

poly—。levogyr。’lactic acid

polymetbyImethacrylate

propylene fumarate

polyurethane

国际牙科学会

美国材料实验学会

骨缺损

骨髓基质细胞

双蒸水

环境无害化学

美国食品与药品管理局

熔融成型

绿色化学

羟基磷灰石

苏木素一伊红

小时

国际标准化组织

乳酸

赖氨酸二异氰酸酯

分钟

分子量

四唑氮蓝

纳米技术

成骨细胞

光密度

磷酸盐缓冲液

聚右旋乳酸

消旋聚乳酸

聚乙醇酸

聚B一羟基丁酯

聚乳酸

聚左旋乳酸

聚甲基丙烯酸甲酯

聚反丁烯二酸酯

聚氨酯
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RESS

SAS

SCF

SCFE

SCFT

SC／PL

SEM

SE／SD

S0／ED

SR-PU^

TIPS

、h

豫h

rapid expansion of supercritical solution

supercritical anti—solvent precipitation

suDercritical fluid

supercritical fluid extraction

super critical fluid technology

solution casting／particulate leaching

scanning electron microscopy

spontaneous emulsification／solvent

diffusion

salting out／emulsification-difusion method

self-reinforced poly-L-lactic acid

thermally induced phase separation

volume／volume

weight／volume

超临界流体快速膨胀技术

超临界流体抗溶剂结晶

超临界流体

超临界流体萃取

超临界流体技术

溶液浇铸／颗粒沥滤

扫描电镜

自乳化／溶剂扩散法

盐析／乳化一扩散法

自增强聚左旋乳酸

热致相分离技术

体积／体积

重量／体积
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前言

20世纪80年代，随着细胞生物学、分子生物学、生物化学等学科的发展和

生物医学材料的开发与应用，出现了组织工程学(Tissue enigeering)，这门新

学科为组织缺损修复提供了一种新的选择。其方法是将种子细胞种植于细胞支架

材料上，形成组织工程复合材料，这是最理想的修复材料，它具有自体组织的优

点，同时避免了供体有限和二次创伤等缺点。骨组织是由骨基质和细胞两大部分

构成的复合物，从仿生出发，工程化骨组织替代物的设计常遵循以下原则：骨细

胞+E伽s(细胞外基质)+支架+信号分子=骨替代物。其中支架材料是骨组

织工程研究的重点。

90年代，人们对骨组织工程细胞支架材料做了大量研究，认为支架材料的骨

传导性、生物相容性与生物降解性、孔隙大小与孔隙率、表面拓扑结构等因素对

细胞的粘附与生长产生重要影响，并最终决定对骨缺损部位的修复效果，据此提

出12条骨组织工程支架材料应具备的条件：(1)便于手术操作；(2)支架材料的吸收

速率与骨生长速率相匹配；(3)可以塑形；(4)具有骨传导性或骨诱导性；(5)保证精

确的力学性能：(6)促进骨质沉积；(7)促进骨生长；(8)可防止软组织向移植物一骨

组织界面生长；(9)平均孔径在200’400pm之间：∞对周围组织无不良影响；OD

消毒过程不影响支架材料的性能：∞降解产物无毒。

现有支架材料包括天然和人工合成两类，研究较多且较理想的有胶原

(collagen)、聚乳酸(polylatic acid，PLA)、聚羟基乙酸(polyglycolic

acid，PGA)、聚甲基丙烯酸甲酯(polymethylmethacrylate，P～14A)、羟基磷灰

石(姒)、磷酸三钙(tricalcium phosphate，TCP)、珊瑚(coral)等。其中

合成聚合物具有性能可控、无免疫排斥反应以及生物相容性好等优点，从20世

纪60年代中期就开始用作骨修复材料，PLA、pGA以及PLGA是目前应用最广的

几种可降解性材料，其不足之处在于：机械强度不够，降解产物呈酸性不利于骨

细胞生长，降解速度与成骨速度欠协调，植入局部无菌性炎症，残留溶剂对机体

有毒，等等。

鉴于当前组织工程支架材料存在的不足点，人们一直设想利用现代高科技手

段人工合成理想的支架材料，并进而制备出性能优异的仿生型人工骨。该研究已

成为生物材料学、组织工程学及临床医学共同努力的目标，高分子技术为制备这

种支架材料提供了可行的途径。从理论上讲，纳米聚合物材料较传统支架材料具

有更精确的微细结构与更好的可控性，便于根据需要制备出符合仿生原理的组织

工程支架，为骨细胞的生长繁殖提供三维空间和营养代谢环境。目前关于用纳米

级聚合物作为组织工程材料的研究很少报道。
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本研究选择赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物，采用超临界抗溶剂结晶过程

(SAs)等技术将高分子材料纯化，并获得具有一定孔径和孔隙率的高分子支架

材料。聚合物制备过程符合国际上“绿色化学”的要求。本课题重点研究高分子

材料支架的制备工艺、理化特性和生物相容性，旨在获得一种无毒、可以生物降

解、具有生物活性的组织工程支架材料，为制造理想的骨组织工程复合材料并用

于骨修复提供理论和实验依据。
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第一部分组织工程用高分子支架材料的制备与表征

引言

20世纪90年代以来，人们对组织工程细胞支架材料傲了大量研究，认为支架

材料的生物降解性与生物相容性、孔隙大小与孔隙率、表面拓扑结构等“1因素对

细胞的粘附与生长产生重要影响，并最终决定对组织缺损部位的修复效果。

生物可降解支架材料的研制是组织工程研究中的重要内容之一，它可为细胞

生长提供附着载体和生长空间。最终形成具有一定形态和功能的组织或器官．现

有支架材料包括天然和人工合成两类，研究较多且较理想的有胶原(collagen)、

聚乳酸(polylatic acid，PLA)、聚羟基乙酸(polyglycolic acid，PGA)、聚

甲基丙烯酸甲酯(polymethylmethacrylate，PMMA)，等等隅”。这些聚合物具

有性能可控、无免疫排斥反应以及生物相容性好等优点，PLA、PGA以及PLGA是

目前应用最广的几种可降解性材料，但真正用于组织工程的材料多为国外厂家生

产，价格昂贵，购买困难。

本研究旨在利用卫生部纳米生物技术重点实验室研制的新一代高分子材料

—赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物(LDIG)，通过加工成型制备组织工程用细胞支

架材料，并加以表征分析，探索其作为组织工程支架的可行性。

1 材料与方法

1。1实验材料和仪器设备

1．1．1材料和试剂

赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物(LDIG)

二氯甲烷

氮气

二氧化碳

聚苯乙烯

无水乙醇

氯仿

I．1．2仪器设备

三颈圆底瓶、圊底烧瓶、量杯

玻璃仪器气流烘干机

P砸-52旋转蒸发器

DSC2910热分析仪

H-800透射电镜

卫生部纳米生物技术重点实验室

长沙汇虹化玻仪器试剂有限公司

中南大学湘雅医学院试剂中心

中南大学化工学院

上海振兴化学一厂

中南大学湘雅医院试剂中心

汕头光华化工厂

长沙汇虹化玻仪器试剂有限公司

长沙汇虹化玻仪器试剂有限公司

上海青浦沪西仪器厂

中南大学分析测试中心

德国Hettich公司
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超声粉碎仪 德国Hettich公司

JB90-D型强力电动搅拌机 中国标本模型场制造

电热恒温真空干燥箱 上海市精慧仪表公司

电子天平 湖南湘仪医疗器械厂

600型三用水箱 江苏金坛市富华仪器有限公司

wRS一1A数字熔点仪 上海物理光学仪器厂

5DXFT-IR红外光谱仪 美国Nicolt公司

乌氏粘度计 上海天平仪器厂

Dataphysics 15表面接触角分析仪 德国

凝胶色谱仪 湖南师范大学化工研究院

JEOL JSM-5600LV型扫描电子显微镜 湖南师范大学分析测试中心

生物力学试验杌(sHIMADzU AG_20l【NG) 日本岛津试验机株式会社

超临界萃取与反应装置 北京新特科技发展公司

1．2实验方法

1．2．， 高分子多孔支架材料的制备

采用卫生部纳米生物技术重点实验室提供的赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物

(LDIG)材料，以SC25-42型(容积25×2 L，压力42御a)超临界流体装置制备。

操作流程为(图I-I)；实验前调好高压釜水浴、冷凝槽，启动高压柱塞泵，将

c仉输入高压釜中，调节压力为8．0～12．0 Mpa，温度为35℃～38℃，将溶有50 g

聚合物的氯仿输入到高压釜中，COs继续输入，维持温度和压力恒定(温度为36

℃，压力10．0 Mpa，C0b密度700 kg／m'，C如与氯仿流量比为36)，输入溶液30 min

后停止。继续输入C仉30 min，然后打开高压釜喷嘴，排放C0。至1个大气压，于

流化床收集结晶聚合物。

测支架材料孔隙率的方法如下：取已知体积的3个样品，置于不锈钢板上，

重物锤击，破坏其孔隙结构，然后测其体积，孔隙率=[(初始体积一锤击体积)／

初始体积]x100％。

1．2．2高分子多孔支架材料的表征

(1)熔点(TI)和玻璃化温度eL)测定”

采用WRS—lA数字熔点仪检测。测定范围：室温至120℃，“起始温度”控制

精度±O．8"C。线性升温速率偏差：小于10％。测定熔点精度：小于20℃范围内：

±0．5"C，100～200℃：±0．8℃。标准毛细管尺寸：外径由I．4衄，内径西I．0珊。

样品填装高度：3唧。LDIG聚合物在室温、真空条件下干燥后，密封于铝制器皿

中，然后用USADSC2910微分扫描热量计检测TI，在氮气持续净化下以10℃／min

的速度升温。
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(2)亲水性能测试

用德国Dataphysics 15表面接触角分析仪，测试范围0～180。(误差<0．1

。)．将聚合物样品溶于氯仿中，在载玻片上流延成膜。将载玻片水平放在接触

角分析仪的平台上，用微量注射计将三蒸水滴在样品膜上，然后迅速计量接触角

大小．

(3)生物力学测试

用SHIMADZU A6-20KNG型生物力学试验机(日本岛津试验机株式会社)对聚

合物样品(5X20 mm圆柱体)进行抗压缩强度、断裂强度测试。

“)红外吸收光谱测定

以压片法用5DXFT-IR红外光谱仪测定LDIG聚合物的红外光谱图，以表征各

分子键的波数和吸热峰特征。

(5)电子显微镜观察

将高分子支架材料经过酒精系列脱水及液态二氧化碳临界点干燥，于其表面

喷金，JEOL JSM-5600LV型扫描电子显微镜观察材料表面形态，并测量颗粒大小，

加速电压：20 Kv，分辨率：1024×1024。

1．2．3统计学分析

所有计量数据均以均数±标准差(霉±I)表示，统计学分析均以SPSSIO．0

软件行t检验；计数资料行x 2检验。以P<O．05表示差异具有显著统计学意义，

P<O．Ol表示差异具有非常显著性统计学意义。

2结果

2．1熔点(T-)和玻璃化温度(T1)

经WRS-IA数字熔点仪测得熔点(T-)为93．4℃，熔程为93．4～94．7℃。以

USA DSC 2910微分扫描熟量计测得聚合物的玻璃化温度(T1)为88．612。

2。2亲水性

用Dataphysics 15表面接触角分析仪测试聚合物的接触角为67．3。。

2．3力学性能

用SHIMADzU AG-20KNG型生物力学试验机(日本岛津试验机株式会社)对聚

合物样品(5X20衄圆柱状)进行抗压测试，样品10个，获得其平均初始压缩

强度为4．26±0．78 Mpa、抗断裂强度为11．63士2．30 Mpa。

2．4红外吸收光谱测定

以压片法测得的红外光谱图在2260～2270 cm-1处有数个与异氰酸基团相关

的特征性增强峰，在I 107．3 cm-'有_c．o-c一吸收峰，于1677．8cm-1处有一强吸

收带(图I-2)，这一吸收带的形成是由于反应过程中一NHcO旷基团的生成伴随着

2262 cm-1处异氰酸酯基团(-NCO)的定量消失。

5
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2．5电子显微镜观察

该支架材料经超临界流体抗溶剂结晶技术(SAS)得到泡沫状多孔材料，不

同部位的孔隙率不一，其孔径大小在10 J蜘，2岫，平均在100～400岫，孔隙

率为75．6％。通过进一步控制SAS过程的相关参数(T 32℃， F 12．0 Mpa，CO,

密度p 600kg／m3，O如与氯仿流量比为40)，得至q孔径为100～300烟，孔隙率达

到82．既，材料的孔径相对均匀，扫描电镜下呈网状交织(图1-3a’b)。

图I-I，COt超临界流体抗溶旁J结晶技术工艺流程示意图

1-coz气瓶；2一纯化器；3一冷凝器；4-高压阀；5-加热器；

6一萃取器；7-分离嚣；8-放油器；9-减压阀；10、1l，12一阀门

t“qⅫ如q-s(a-’)

图i-2，高分子支架材料(LDIG)的红外吸收特征光谱

6
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图卜3a(S蹦x1500)

图1-3b(S19,1 x 2000)

图1-3a，b：扫描电镜下，高分子支架材料

断面显示大小不一的孔隙，其孔径大小在

lO印。2∞，平均为100．0—400．0岬

(276．0±87．2)灿．

7
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3． 讨论

3．1超临界流体抗溶剂结晶技术””(SAS)

应用超临界流体技术(scFT)制备超净物质的方法较多，主要有超临界流体

快速膨胀技术(RESS)、超临界流体抗溶剂结晶技术(SAS)、超临界流体包覆

技术等。RESS技术是先将溶质溶解在超临界流体中，然后在极短时间内通过一个

喷嘴快速减压，使流体膨胀到低压或常压体系，利用强烈的机械扰动达到极高的

过饱和度，从而产生粒径分布均匀的超细微粒。关于这方面的报道"“1很多，但

RESS对高分子量(>500)的聚合物不适用，原因是聚合物在c仉中溶解度太低。

超临界流体包覆技术“”是将溶解有两种不同溶质的ScF通过一个喷嘴进行减压膨

胀，通过控制萃取和预膨胀条件使包覆剂在细颗粒析出后即刻析出，包覆在细颗

粒周围形成球形包覆颗粒。

本实验采用的SAS技术是以超临界C砚作为反萃取剂，溶剂氯仿与超临界c魄

互溶，溶质为LDIG共聚物，在超II缶界CO,中的溶解度很小，当SCF溶解到溶液中

时，使溶液稀释膨胀，降低氯仿对溶质的溶解能力，在短时间内形成较大的过饱

和度，使溶质结晶析出，形成纯度高、尺寸分布均匀的微粒或微丝，微粒或微丝

成型后得到一定孔径和孔隙率的材料。其特点““”是操作温度较低，残留溶剂少，

造粒、干燥一步完成。而且溶剂和抗溶剂可以回收循环利用。大大减少了有机溶

剂的用量，减少了对环境的污染。与RESS相比，SAS不需要考虑溶质溶解，。操

作的温度和压力相对温和；与液体抗溶剂法相比，减少了在液体抗溶剂过程中，

复杂的后处理过程。超临界流体的扩散系数可以达到液体扩散系数的两倍数量

级，超临界流体抗溶剂可以快速扩散到液体溶液中，形成的过饱和度是液体抗溶

剂过程无法达到的，故沉析微粒的粒径比用液体抗溶剂过程小。

自Gallagher等“””于1989年首先应SAS以来。人们相继用相平衡、结晶

动力学，喷嘴雾化和质量传递解释超临界抗溶剂结晶过程，但许多现象目前未得

到满意的解释。有报道‘”2叮降低温度有利于聚合物结晶生成离散体，而较高的温

度会使之塑化，溶液浓度的增加，不利于聚合物结晶形成微粒；另外，在超临界

状态下搅拌作用及CO,所含杂质亦不利于聚合物的结晶。SAS过程的独立参数乜1～

剐包括溶液浓度、溶液流量、气体流量、高压釜温度、高压釜压力等。本实验控

制温度为36"C，压力10．0 Mpa，C也密度700 kg／m'，C如与氯仿流量比为36和

40，得到的材料在宏观上呈网状多孔隙分布。

综上所述，本研究制备高分子纳米粒的原料选择、设计实施、微粒化过程及

其产物均符合国际上绿色化学瞌‘捌(Green chemistry)的要求。绿色化学又称

为环境无害化学(environmental benign chemistry，EBC)，是利用化学来防止

污染的一门科学。目的是通过利用一系列的原理与方法来降低或消除化学产品设

8
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计、制造与应用中有害物质的使用与产生，使所设计的化学产品或过程更加环境

友好。绿色化学包括所有可以降低对人类健康与环境产生负面影响的化学方法、

技术和过程．

3．2高分子材科的表征

一种用于缀织工程的高分子材辩，必须有适当的玻璃化温度(五)。以便在

应用时提供稳定的结构强度．对LOIG共聚物的玻璃化温度评价表明，熔点(L)

和玻璃化温度(T1)分别为93．4℃、88．6℃，其热容量在低于88．6℃时不会发

生改变，故适用于生物体．经Dataphysics 15表面接触角分析仪测得本聚合物

的接触角为67．3’，这与当前组织工程中应用广泛的聚羟基乳酸非常接近，后

者接触角为64。47。可见本最具有是够的亲水性。允许营养液和代谢产物的接

触及细胞粘附生长。理想的组织工程材料应具备一定的支撑强度，本研究采用的

共聚物平均初始压缩强度为4．26±O．78 Mpa、抗断裂强度为11．63士2．30 Mpa，

这个强度用于组织工程细胞支架及非承重部位的骨缺损填充随刎完全适用。

该共聚物支架材料(LDIG)的红外光谱图在1107．3 c酊1处有_c_o-c一吸收峰，

于1640 c皿。处是e：O伸缩振动峰。与Storey、Knolker等“劫学者报道的一致，在

1720 cffl处有～强吸收带，是由于反应过程中_NHc0旷基团的生成伴随2262 c皿．‘

处异氰酸酯基团(—NcO)的定量消失形成的。

扫描电镜发现，高分子支架材料不同部位的孔隙率不一，其孔径大小在10

岫～2 m，平均在100．0～400．0岫(276．O士87．2蛐)，孔隙率为75．傩，经改

进工艺后达到82，6％，共聚物的断面观显示，由纳米晶须交织形成的内部孔隙不

仅为细胞生长提供了巨大的表面。而且这些孔隙相互交通允许营养液和代谢产物

自由流动。这～结构特征类似于当前生物医学领域应用的多孔聚亚氨酯㈨圳。

4小结

(1)本实验以赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物通过超临界抗溶剂结晶技术(sAs)

成功制备出多孔隙高分子支架材料，其平均孔径为100．0～400．0岫(275．O±

87．2岫)，孔隙率为75．麟。

(2)通过一系列方法对高分子材料进行表征，证实该高分子材料具有作为组织工

程支架材料所需要的理化性能。

(3)制备高分子支架材料的全过程均采用无毒原料和无毒工艺，有机溶剂基本去

除，获得的高分子材料对机体无毒，符合“绿色化学”观点。
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第二部分组织工程用高分子支架材料的生物相容性研究

引言

生物祖容性是组织工程材料的一个基本条件。赖氨酸二异氟酸酪一甘油共聚

物具有作为组织工程支架材料所必需的理化性能，要成为骨组织工程材料，尚需

要对其进行生物相容性检测。

生物学评价标准“阁主要是针对直接与人体接触或在体内使用的医疗器械，提

供一套生物学评价程序，通过微生物实验(体外实验)和动物实验(体内实验)

评价医疗器械对细胞和动物体的有害作用，并通过以上实验综合评价推测在临床

使用时是否安全。如何保证生物材料的安全性越来越受到国内外学术界的重视．

为了保障医疗器材在临床使用时的安全有效性，1976年美国最早立法、授权食

品药物管理局(FDA)管理医疗器械嘲，并实行售前审批制度。同时，国际各

学术机构和团体也加强了医疗器械的安全性评价研究。

1979年的国际牙科会议制订了口腔材料的生物学评价标准哺”。1982年美国

材料实验学会枷(American Society of Material Testing，AS硼)制订了生物

材料和医疗器材生物学评价项目选择以及相关评价方法、标准。我国卫生部于

1997年11月颁布了‘生物材料和医疗器械生物学评价技术要求》m【卫药发(1997)

第81号]。

本实验旨在根据当前国内外生物材料和医疗器械生物学评价的相关标准和

办法，对制备的高分子支架材料迸行生物学评价，为迸一步研究提供实验依据。

1 材料与方法

1．1实验材料和仪器设备

1．1．1材料和试剂

75％酒精 中南大学湘雅医院药剂科

2．5％戊巴比妥钠 湖南岳阳市制药一厂

2％草酸钾液 长沙丽欣生物技术有限公司

1嘶甲醛 湖北化工厂

环氧乙烷 上海振兴化学一厂

生理盐水 中南大学湘雅医院药剂科

1．1．2仪器设备

试管、玻璃瓶，烧杯 长沙汇虹化玻仪器试剂有限公司

水银肛表 长沙汇虹化玻仪器试剂有限公司

O．2|I m分子筛 长沙博美生物科技有限公司

自动三重纯水蒸馏器 上海青浦沪西仪器厂
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电热恒温水浴箱

TGL一18G型台式高速离心机

台式恒温水浴振荡器

U啊分光光度计

光学显微镜

1，2 实验方法

湖南湘仪医疗器械厂

上海医疗器械厂

江苏金坛市富华仪器有限公司

上海市精慧仪表公司

上海物理光学仪器厂

1，2．1材料浸提液的制备

将高分子材料置于3713水浴箱中用生理盐水持续浸泡72 h(0．I g／m1)，将

获得的材料浸提液用0．2 11 m分子筛加压过滤，以此除去细菌及病毒，得到生物

大分子。然后密封于无菌瓶，置于4℃冰箱中备用。

1．2，2溶血实验

(1)新鲜稀释兔血的制备

经股静脉抽取新西兰兔(雄性，2．2～2．5 ks)静脉血5 m1，加入2％草酸

钾0．5 m1，取此兔血4 m1加入生理盐水5 m1进行稀释即制备出新鲜稀释兔血。

在0．2ml兔血样本中加入10m1蒸馏水，用UIr分光光度计(波长为540加)

测量，其吸光度为0．67。如果材料符合要求，则标准的吸光度应在0．8--+0．5范

围内。

‘(2)实验过程

实验组：将高分子材料制备成5 mm大小，分为3份，每份5 g，用蒸馏水

冲洗2次，每次1 min，然后分别浸泡于3支含10 m1生理盐水的试管内，在37

℃水温中维持30 min，然后加入0．2 ml稀释兔血，缓慢混合，在3713水温中维

持60 min。

阴性对照组：在lO ml生理盐水中加入0．2 ml稀释兔血。

阳性对照组：在10Ⅲl蒸馏水中加入0．2 ml稀释兔血，轻轻振动，使之100％

溶血。

阴性和阳性对照均需要3只试管，所有实验条件与实验组相同。

以2000 r研n×5 min将所有试管离心，取上清，用UI『分光光度计测量吸光

度(optical density，oD)，波长540 nm，每组取3只试管oD平均值。溶血程

度按以下公式计算：

溶血率=(实验组0D一阴性对照组OD)／(阳性对照组oD一阴性对照组Or)

x 100％

(3)判定标准咖：溶血率≤5％，合格；溶血率>5％，不合格。

1．2．3热原实验

(1) 筛选动物
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选用中南大学湘雅医学院实验动物中心提供的新西兰兔8只，体重2．2～2．5

kg，雌雄不限，在实验前7 d开始测体温，室温20～22"C，相对湿度75～80％。

测肛温前禁食、水2 h，用2．5％戊巴比妥钠经耳缘静脉注射麻醉(Iml／kg)成功

后，将温度计插入兔肛门内，深度为5，6 cm，10 min后读数。每小时测1次，

共4次。体温在38．4～39．6℃之阔，最高和最低的差距不超过0．4℃者符合实验

要求，予以编号备用。

(2) 实验方法

将浸提液置于37"C恒温水浴箱中备用。按上述方法将兔麻醉，每30 min测

1次肛温，共2次，以两次温度的平均值为正常体温。测定正常体温15 min，自

耳缘静脉缓慢推注高分子材料浸提液，剂量为10 ml／kg，注射后每隔60 min测

肛温1次，共3次，最高的1次减去正常体温，即为升高的度数。

(3)判定标准嘲

每组3只，体温升高均在0．612以下，且3只兔肛温升高度数在1．412以下，

则材料合格；每组3只，有1只体温升高≥O．612或3只合计≥1．4"C，则应该增

加2只重复实验；每组3只，体温升高≥0，612的动物超过1只，则不合格。

1．2．4急性毒性实验

(1)动物分组及实验方法

”选用中南大学湘雅医学院实验动物中心提供的健康成年小鼠40只，体重

20～259，雌雄各半，随机分为实验组和对照组，每组20只，实验组用材料浸提

液进行小鼠尾静脉内注射(50ml／kg)，对照组用生理盐水尾静脉注射(50ml／kg)。

观察注射后第24、48、72 h动物的生存状态、毒性表现和死亡情况。

(2)毒性程度分级(见表2-1)

表2一l 材料毒性程度评价

毒性程度 症状

无毒

轻度毒性

中度毒性

重度毒性

死亡

无任何异常症状

有轻度症状，但无运动减少、呼吸困难或腹部症状

有腹部刺激症状，呼吸困难，运动减少，眼睑下垂，

腹泻，体重明显下降至15～17 g

衰竭、发绀、震颤，严重腹部刺激症状，眼睑下垂，

呼吸困难，体重下降至<15 g

注射后死亡

(3)结果判断“”：在72 h观察期内实验组反应不大于对照组，认为符合要求；

实验组中40％死亡或60％出现明显毒性反应或小鼠普遍出现进行性体重下降，则

认为不符合要求；在72 h内实验组40％轻度毒性或20％明显毒性或全部小鼠体重

14
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下降，则小鼠数量加倍，重复实验。

1．2．5肌肉内植入实验

(1)植入手术

将高分子材料LDIG和PDLLA切成直径4 rim×4 m，形状规则的圆盘体，尽

量使边缘光滑，紫外线照射消毒后备用。选用中南大学湘雅医学院实验动物中心

提供的SD大白鼠24只，雌雄不限，体重200～2509。用3％戊巴比妥钠经耳缘静

脉注射麻醉后(3ml／kg)，大白鼠股部常规备皮、消毒、铺巾，切开双测股部皮

肤，等距离各选取2个植入点，选无血管区，用蚊式止血钳分离肌肉，植入支架

材料，深度为0．5～1．0 cm，缝合肌膜和皮肤。左侧为实验组(植入LDIG材料)，

右侧为对照组(植入PDLLA材料)。术后l、7、15、30、90、180 d取材，每个

时相点2只，切取样品周围0．5～1．0 till范围的肌肉，于10％甲醛溶液中固定，

石蜡包埋切片，切片厚度为5 l‘m，脏染色，每个标本做2张组织学切片，在

光学显微镜下观察。

(2)评价标准“4

①大体观察

观察植入物周围组织的大体形貌，注意不同时间材料与组织间发生的变化。

②组织学评价：包括炎症细胞反应与纤维囊形成分级(见表2-2、表2_3)。
⋯ 表2—2 炎症细胞反应分级 ，

分级 炎症细胞反应程度

I级

Ⅱ级

Ⅲ级

细胞反应

Ⅳ级

周围仅见极少量的淋巴细胞

周围可见少量的淋巴细胞

周围可见少量的嗜中性粒细胞、淋巴细胞浸润和巨

周围可见以嗜中性粒细胞浸润为主的炎性反应、可见

吞噬细胞

表2-3 纤维囊形成分级

分级 炎症细胞反应程度

I级

II级

Ⅲ级

Ⅳ级

囊壁厚度稳定≤0．03 mill，无继续增生现象

纤维化囊壁致密，壁的厚度比形成初期薄

周围纤维母细胞与胶原纤维，并已形成纤维囊腔结构

周围可见小血管与纤维母细胞增生，可见形成疏松的

囊壁
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③评定标准(见表2-4)

表2-4 组织学评价标准。

’每期试样组织学观察，反应程度超过标准I级的切片数不得多于意教的t／4．

1．2．6统计学处理

所有计量数据均以均数±标准差(善生·)表示，统计学分析均以SPSS 10．0

软件进行处理。以P<O．05表示差异具有显著统计学意义，P<O．01表示差异具有

非常显著统计学意义。

2 结果

2．1溶血实验

溶血实验结果见表2-5。根据计算公式：溶血率=(实验组oD一阴性对照组

OD)／(阳性对照组oD一阴性对照组0D)×100％----3．83％。因此，根据中国卫生

部颁布的《生物材料和医疗器材生物学评价的技术要求》的相关评价标准，高分

子纳米材料浸提液引起的溶血率(5％，符合生物医学要求．

表2—5 溶血实验的吸光度值

2．2热原实验

热原实验结果见表2-6。可以看出，8只兔体温升高均为O'C，符合热原检

测要求，即LDIG材料对动物无致热作用。

表2-6 热原实验结果
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2，3急性毒性实验

所有实验动物未发生死亡，无惊厥、瘫痪、呼吸困难、腹泻、运动减少和体

重下降等不良反应。按毒性剂量分级，LDIG高分子材料属于无毒级。

2．4肌肉内种植实验

2．4．1大体观察

植入术后。大鼠进食、活动情况如常，未见伤口红肿、流脓及破溃裂开，所

有伤口均愈合良好。肉眼观察植入体周围肌肉无变色、硬化、肿胀现象。

2．4．2组织学观察

(1)植入7 d，实验组中有18张切片的炎症细胞反应程度为Ⅱ级(图2-1)，另

外6张为Ⅲ级，全部切片未见囊壁形成。

(2)植入14 d，实验组中有20张切片的炎症细胞反应程度为I级(图2-2)，4

张为Ⅱ级；19张切片的囊壁形成程度为Ⅱ级，另外1张为I级，4张未见囊壁形

成。

(3)植入28 d，实验组中有22张切片的炎症细胞反应程度<I级(图2—3)，2

张切片的炎症细胞反应程度为I级，所有切片囊壁形成<I级。

“)植入60 d、90 d、180 d，实验组中24张切片的炎症细胞反应程度和囊壁形

成均<I级。

(5)材料植入4周，大白鼠心、肝、肺、肾等重要器官组织切片未见明显病理改

变(见图2-4，图2-5，图2-6，图2-7)。

17
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困2-1：材料植、1罔，炎症细胞反应

为Ⅱ级，未晃囊壁形成(腿x40)

图2-2，材料植、2用，炎症细胞反应程

度为I级。囊壁形成为I级(髓x40)
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图2-3，材料植八4周，炎症细胞反应

程度和囊壁形成<I级(腿x200)

图2-4，材料植入4周，心肌无明显炎瘴

细胞浸润(衄x60)

19
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困2-5，材料植八4用，肝组织无明亚

炎症细胞浸润(腿x60)

图2-6，材料植^4用，肺组织未见

明显异常(弛x60)
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图2-7。材料植入4用，肾脏未见明正

异常改变(腿x60)

3讨论

3．T生物相容性评价的意义

生物材料用于临床前必须对其进行生物相容性评估，通过体外细胞培养来评

定材料的细胞毒性“2。啪是目前国际上一种评价生物材料安全性的标准方法。当生

物材料释放成分在机体内达到一定浓度时，可能导致全身毒性。急性全身毒性实

验“”是一种非特异性急性毒链实验，是指24 h内一次或多次大剂量给予机体后

造成机体全身代谢的毒性反应，从而评价材料对生物体的急性毒性作用。本实验

采用鼠尾静脉注射途径。将无菌的材料浸提液直接注入血液循环，这是材料与动

物体接触的最直接和最快速的一种方式。溶血实验作为体外细胞毒性实验的重要

补充，在材料筛选初期评价中发挥作用。该实验的目的是通过试样在体外与血液

直接接触，测定红细胞释放的血红蛋白量以评价材料是否对红细胞的功能和代谢

造成不良影响。当材料有溶血活动时，提示材料具有细胞毒性。结果表明制备的

高分子材料在体外实验无明显溶血反应，可以满足医用生物材料的应用要求。热

原实验是将一定量材料浸提液经静脉注入兔体内，在规定时间内观察其体温变

化，以确定浸提液中热原含量是否符合人体应用要求的一种方法。体内植入实验

主要用于从宏观和微观水平来评价生物材料对组织的局部反应。以上几种实验均

为中国卫生部‘生物材料和医疗器材生物学评价的技术要求》[卫药发(1997)

第8l号]中的标准要求，对于客观评价本课题中所研制的LDIG高分子纳米材料

的生物学特性有重要指导作用。

3．2高分子支架材料符合生物学评价标准

21
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医用材料生物学评价方法及结果判断标准“”删已被各国药典、ISO、ASTg等

有关标准中收入的方法约有40多种，仅牙科材料评价就有多种标准。总的归纳

为体外、半体内和体内试验三个方面。本实验挑选部分项目吼嘲对新合成的高分

子纳米材料进行生物学评价，方法是有效可靠的。理想的骨组织工程材料必须具

有良好的生物特性，即无毒性及热原性，对周围组织无刺激性，不发生过敏反应，

不引起溶血反应和血液成分改变，能逐步被降解吸收和被机体组织取代。通过急

性毒性实验、溶血实验、热原实验及肌肉内植入实验，我们发现该材料无毒性、

无热原性、不引起溶血反应，在家兔肌肉内种植实验中也发现该纳米材料能逐渐

降解，植入早期发生的急性炎性细胞浸润系创伤反应所致，这些实验结果符合中

国卫生部《生物材料和医疗器材生物学评价的技术要求》中的相关条文，表明新

型高分子纳米材料具有良好的生物相容性，用于骨组织工程是安全可靠的。

由于生物学实验依赖于动物模型和微生物模型口1一，因此在某些情况下，在

动物体内出现的组织反应，可能在人体内不一定同样出现；同时由于人体与动物

的差异，在生物学评价中符合要求的产品，也许会在某些病人身上产生不良反应。

这就需要在l临床研究中进一步验证，以确保大范围临床应用时的安全性。同时，

必须从分子水平上瞬”羽去考察生物材料对细胞DNA、RNA以及细胞外基质的胶原

蛋白和非胶原蛋白的mRNA基因表达的影响。由于时间和条件所限，本实验未能对

材料进行遗传毒性、致癌作用、生殖和发育毒性等方面的实验，骨细胞相容性(即

成骨细胞与高分子纳米材料的生物相容性)实验留待下一章实施。

4 小结

通过对高分子支架材料(LI)IG)进行急性毒性实验、溶血反应、热原实验和

肌肉内植入实验，结果表明，该材料无毒性，无热原性、不引起溶血反应，植入

后局部组织反应小，生物相容性良好。
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第三部分组织工程用高分子支架材料与大鼠成骨细胞

复合培养的观察

引言

组织工程材料的生物相容性研究一般分为体内直接植入法和体外复合细胞

培养法o～。体内直接植入由于受多种体内环境因素的影响，不能准确反映生物

材料与组织细胞的相容性。而体外复合细胞培养可以直接观察细胞与生物材料复

合生长的情况，较前者更为敏感、客观，并且迫于现代社会动物保护和减少动物

实验的压力，体外评价方法∞是近年来研究生物材料相容性的主要方法。体外成

骨细胞培养模型可以排除体内多种因素的影响，控制实验条件，也便于观察。同

时，成骨细胞作为材料植入部位的主要功能细胞，可以直接反映材料与细胞之间

的相互作用。成骨细胞与细胞支架的联合培养也是骨组织工程由体外研究向在体

研究的重要环节。本实验选用经鉴定具有成骨细胞多种生物学特性的家兔成骨细

胞，与新型高分子纳米材料(LDIG)复合培养，并以消旋聚乳酸(PDLLA)材料作

为对照，从细胞学角度评价该材料的生物相容性，通过倒置相差显微镜和扫描电

子显微镜等观察细胞生长情况，为构建临床应用的组织工程化纳米人工骨提供实

验依据。

1 材料与方法

1．1实验材料和仪器设备

1．1．1材料和试剂

多孔高分子支架材料(LDIG)

消旋聚乳酸(PDLLA)

F12培养基

小牛血清(FCS)

兔抗鼠I型胶原单克隆抗体

ABc染色试剂盒

DAB显色剂

APEc涂片剂

BCIP mBP显色盒试剂

D-Hanks液

马血清

碱性磷酸酶试剂盒

肝素、青霉素、链霉素

1．1．2仪器设备

自制

长沙丽欣生物技术有限公司

Sigma

Sigma

Boster

Boster

Boster

Sigma

Boster

中南大学湘雅医学院试剂中心

Sigma

长沙博美生物科技有限公司

哈尔滨制药六厂
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0．2岫分予筛 长沙博美生物科技有限公司

微量加样器 长沙丽欣生物技术有限公司

培养用器．n(25 ml培养瓶、吸管、离心管等) 长沙丽欣生物技术有限公司

96孔培养板 长沙丽欣生物技术有限公司

血细胞计数板 长沙博美生物科技有限公司

石蜡自动包埋脱水机、连续切片机 德国

净化工作台 山东蚌埠净化设备厂

SHEL—LAB2000型C02孵箱 美国

恒温水浴箱 上海跃进医疗器械厂

恒温真空干燥箱 上海市精慧仪表公司

自动三重纯水蒸馏器 上海青浦沪西仪器厂

^MARY-1000电子扫描显微镜 美国

低温冰箱 上海跃进医疗器械厂

电子天平 湖南湘仪医疗器械厂

全自动CO,培养箱 日本

超净工作台 苏州净化器厂

倒置相差显微镜及照像系统 [g本Olympus

高、低速离心机 北京医用离心机厂

1．2实验方法

1．2．1材料准备

(1)多孔三维高分子支架的制各

①实验组：采用已制备的高分子支架材料，其孔径大小为100～300Pm，孔隙率

为82．6％，材料的孔径相对均匀，呈网状交织。

②对照组：参照文献"”采用溶剂浇铸／颗粒滤沥法：在半球形容器中按一定比

例加入消旋聚乳酸(PDLLA)(分子量3．8×104道尔顿)、二氯甲烷和氯化钠(粒

径50～150岫)，搅拌均匀，静置至定形。样品置通风柜48 hff$去溶剂，然后用

蒸馏水反复浸泡、滤沥除去盐粒，所得多孔聚合物支架于100珊Hg真空干燥48 h

备用。制得的支架材料大小孔隙相互连通，孔径100～200胁，同法测得孔隙率

85．3％。

<2)支架成型、灭菌

将两种高分子材料制备成直径5．O×5．0×1．5衄的方形薄片，将材料置于

96孔培养板的孔底，75％的乙醇浸泡2 h，然后用三蒸水冲洗15 min，反复5次，

置真空干燥箱(370c)除去水分，在超净工作台上用高效紫外灯照射1 h，灭菌

后的材料用培养基浸泡lh备用。
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(3)0．25％胰蛋白酶液的配制

电子天平称取胰蛋白酶0．1 g，用2 ml D-Hanks液将胰蛋白酶粉调成糊状，

加适量D-}hnks液，室温下磁力搅拌3天后溶解，溶解后的胰蛋白酶液以0．2岫

分子筛滤过除菌分装，一20。C冻存备用．

1．2．2成骨细胞与支架复合培养

(1)成骨细胞的获取传代

实验用成骨细胞(osteoblast，∞)由中南大学湘雅医学院细胞中心提供，

系sD大白鼠骨髓基质细胞(bone marrow stromal cell，眺sc)经分离、诱导获

得，性状稳定，生长活跃，光镜下贴壁生长，呈多角形或三角形，胞浆丰富清晰，

为典型的成骨细胞形态特征弧”。成骨细胞贴壁生长至80％以上时，倾去培养液，

PBS液冲洗2次，加入0．25％的胰蛋白酶液，没至瓶底，放入细胞孵箱4～6min，

倒置显微镜下观察细胞收缩变园，即加入1，2 ml含10％FCS的培养基终止消化，

并以吸管反复吹打制成单细胞悬液，按1：3传代接种于25 m1培养瓶，置于37。C、

5％c啄饱和湿度下培养，隔日换液，显微镜下观察细胞形态。选用第三代成骨

细胞用于实验。

(2)细胞接种支架培养

①用96孔培养板，每孔先加100 m培养基，再放入材料，两种材料均设1 d、

3 d、5 d、7 d、9 d组，每组3孔。

②将细胞浓度为2．OX lOe／m1的成骨细胞悬液100 m接种于消毒备用的两种材

料表面，静置予37。C、5％C0,、饱和湿度下培养2 h，取出翻转材料，另一面加

100蛆细胞悬液，再置于3T'C、5％C0。、饱和湿度下培养2 h，然后加入培养基

没过材料。

③继续培养7～14d，隔日换液1次，倒置相差显微镜下观察材料边缘情况。

1．2．3 I型胶原蛋白检测

(1)细胞样本的制备

取常规培养的处于指数生长期的细胞，仿上述方法用F12培养基制备成1×

10‰nl细胞悬液，接种于放置有洁净无菌盖玻片的6孔培养板中，待细胞贴壁后，

以PBS液洗涤2次，4℃丙酮固定20 min，自然干燥后用于免疫组化和碱性磷酸

酶染色。

(2)I型胶原∽“1免疫组化染色

按ABC试剂盒说明操作步骤如下：①3％双氧水孵育10 min，消除内源性过

氧化氢酶活性；②蒸馏水漂洗，PBS液浸泡3 minx3后，以大白鼠血清工作液

封闭，室温下孵育15 min，倾去血清液；③滴加一抗(1：80)，4℃过夜，PBS

洗3 minx 3；④滴加生物素标记二抗工作液，室温下孵育15 min，PBS洗3 min
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×3；⑤滴加辣根酶标记链酶卵白素工作液(s—A／HllP)，室温下孵育15 min，

PBS漂洗3 rain×3；@DAB显色，显微镜下控制显色程度；⑦自来水冲洗，脱

水、透明，中性树胶封片；⑧用PBS液替代一抗作为阴性对照。

(3)结果判定

光镜下，阳性产物于成骨细胞的胞浆内或胞膜上可见棕黄色颗粒。

1．2．4碱性磷酸酶。2’伽(ALP)染色

(1)成骨细胞碱性磷酸酶染色步骤如下：①揭去盖玻片，用PBS液洗涤6孔培养

板5 minx4；②在l ml PBS液中加20lll BCIP／NBP显色盒试剂，混匀；③标

本风干后，加显色液至标本；④室温避光显色20 min；⑤自来水冲洗后，梯

度酒精脱水，干燥封片。

(2)结果判定：阳性染色为蓝色颗粒。

1．2．5支架联合培养成骨细胞计数

从培养液中将培养1 d、3 d、5 d、7 d的标本取出，PBS液冲洗3次，加

入1．0 ml消化液(含0．25％胰蛋白酶，0．02％EDTA)消化5 min，用吸管吹打，加

入0．1 ml PBS终止消化，用细胞计数板计数，每孔重复3次，取平均值。

1．2．6统计学处理

所有计量资料均以均数±标准差(霉±‘)表示，统计学分析均以SPsS 10．0

软件进行处理。以P<O．05表示差异具有显著统计学意义，P<O．01表示差异具有

非常显著性意义。

2 结果

2，1成骨细胞的联合鉴定及光镜观察

第三代大鼠成骨细胞增殖活跃，接种4 h开始附壁生长，沉降贴壁后展开成

为不规则形，有多个突起，呈三角形、多角形，1～3个核仁，胞浆丰富清晰，

汇合时可见铺路石状外观(图3-1a、b)。在高分子支架上培养9～12 d后，可

见成骨细胞呈现复层生长，排列里条索状，并见小钙化灶出现(图3-2)。光镜

下可见两种高分子材料边缘成骨细胞生长，LDIG组较PDL随组略多(图铲3、图

3—4)。I型胶原免疫组化染色呈强阳性，光镜下可见部分成骨细胞的胞浆内或胞

膜上有棕褐色颗粒，形态不规则，大小不一(图3—5)。碱性磷酸酶染色则表现

为大多数细胞内出现不规则蓝色或蓝紫色颗粒，大小深浅不一，边界清楚(图

3-6)。

2，2细胞在两种支架上的增殖

经光镜下细胞计数板计数，成骨细胞增殖情况见表3—1，图5—7。材料表面

的细胞数量随着时间延长而逐渐增加，两组细胞自第3 d开始，成骨细胞增殖较

快，与第l d相比，差异具有显著统计学意义(P<0．05)。至5 d后，同PDLLA
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支架相比，成骨细胞在LDIG支架材料表面增殖较快，差异具有显著统计学意义

(P<O．05)，尤其9 d后，两组差异具有极显著性意义(<O．001)．

表3-1 两组支架材料上成骨细胞增殖情况(xlO‘)

图3-1a，成骨细胞(013)接种4 h开始附

壁生长，沉降贴壁后展开成为不规则形，

有多个突起，呈三角形、多角形(x100)

图3-1b，成骨细胞(OS)沉降贴壁后展

开成为不规则形，有多个突起，1—3

个核仁，胞浆丰富，汇合时呈铺路石状

外观(x100)．

29
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图3-2，在高分子支架上培养9 d后，

可见成骨细胞呈现复层生长，排列呈条

索状，有小钙化灶出现(x100)．

图3-3，光镜下可见PDLLA材料边缘成骨

细胞生长，数量较少(x40)
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图3-4，光镜下可见LDIG材料边缘成骨

细胞生长，数量较PDLLA组略多(x40)．

图3-5，I型胶原免疫组化染色呈强阳

性，光镜下可见部分成骨细胞的胞浆内

或胞膜上有棕褐色颗粒，形态不规则，

大小不一(x100)．
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图3-6，碱性磷酸酶染色阳性：大多

数细胞内出现不规则蓝色或蓝紫色颗

粒，大小深浅不一，边界清楚(x100)．

图3—7，两组支架上成骨细胞增殖较快，与第1 d相比，差异

具有显著统计学意义(P<0．05)．互5 d后，同PDLLA支架相比，

成骨细胞在LDIC,纳米材料表面增殖较快，差异具有显著统计学

意义(p<o．05)，至9 d后，两组差异具有极显著性意义<P<0．001)
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3讨论

3．1组织工程骨组织的构建

组织工程骨组织的建造总体上分为体内建造和体外建造两种形式““町。体内

建造是将成骨细胞一支架复合物直接植入体内修复骨缺损。体外建造是通过体外

组织培养的方法应用水降解支架材科接种成骨细胞建造骨组织。其基本步骤是：

在体外分离培养细胞，将一定量的细胞种植到具有一定空间结构的三维立体支架

上，然后将细胞一支架复合体植人体内或在体外继续培养，通过细胞之间的相互

粘附，生长繁殖，分泌细胞外基质，形成具有一定结构和功能的组织器官。体外

建造具有某些体内建造无法替代的优越性，如直观、可控，重复性好等。

组织工程骨按其构成原理“”1有三种：支架材料+成骨细胞，支架材料+生

长因子，支架材料+成骨细胞+生长因子。不论哪一种构成方式均离不开支架材

料，应用孔隙状可降解聚合物为支架是当前研究最多乜1’矧的课题。本实验就是将

两种多孔高分子材料制备成直径5．0X5．0X1．5衄的方形薄片，然后接种成骨细

胞复合培养。光镜下可见细胞生长活跃，并分泌骨基质，约5～7天时，扫描电镜

下显示细胞在材料表面呈锚状牢固贴附，分泌的细胞外基质包绕于细胞周围。

3．2孔径和孔隙率对成骨细胞的影响

孔径和孔隙率是骨组织工程支架材料的两个主要评价指标嗡堋，也是学者们

普遍关注∞“制的指标。在体外悬液中，成骨细胞直径约20 u m，附着时细胞直径

约30 II m，一个成骨细胞占据的面积约700 lI m2，一般认为孔径小于100 II m，不

利于骨长入。Robinson等嘲认为孔径在200～300|I m有利于骨介导。孔隙率要求

在能维持一定外形的情况下，应尽可能高而有利于细胞种植，常规细胞种植技术

只能在使用75％以上的孔隙率的材料才能成功。

Widmer等忉在注模过程中加入不溶于溶剂的结晶颗粒(盐、糖等)，通过筛网

控制颗粒的大小，通过改变颗粒的重量分数控制孔隙率，得到了孔隙率在80％

以上的的泡沫材料。而采用层加技术，可以将PDLLA加工成均匀多孔，三维立体

聚合物泡沫材料。Attawia等瞰—蛳用三维立体的多孔聚乳酸一乙醇酸共聚物(PLGA)

培养成骨细胞，12 h后有80％的细胞粘附在PLGA材料上，24 h后细胞已经开

始增殖。

本实验使用的LDIG支架材料孔径为100～300岫，孔隙率达到82．既，大小

孔隙相互连通；PDLLA支架材料孔径为100～200帅，孔隙率85％以上。两种材

料孔径和孔隙率均适于足量成骨细胞的存留和迁入，支架有效空间大，可以为种

子细胞粘附、分化及成骨提供适宜的场所。另外，聚合物支架中小孔相互连通，

大孔中还包含有无数小孔，这种多孔结构为细胞生长、营养物质和代谢产物的运

输、组织的长入和血管形成创造了条件。本实验观察到高分子支架材料与成骨细
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胞在体外环境中有良好的复合能力，并随培养时间的延长，细胞支架中成骨细胞

的数量有明显的增加，证明成骨细胞在支架中进行了正常的增殖，且性能优于对

照组。

3．3高分子支架材料的骨细胞相容性

可降解的组织工程支架材料应具有良好的生物相客性，即要求材料不仅在使

用的全过程对组织细胞无毒副作用，而且与细胞有好的亲和力或相互作用。骨细

胞相容性研究属于骨组织工程材料生物相容性检测的范畴。体外细胞培养法直接

方便、敏感快捷、条件可控、直观性和重复性好，现已被广泛用于对材料细胞相

容性、界面结合机制研究以及新材料的筛选等沁甄踟。生物材料的细胞相容性与

生物学评价中提到的细胞毒性不同，前者侧重的是材料与细胞之问的相互关系，

即材料与细胞的双相影响。所以，我们选用植入部位的功能细胞一成骨细胞，既

能反映材料的细胞毒性。又能考察材料与细胞之间的相互作用，从更深层次探讨

材料与细胞界面结合的机制，与体内环境更为接近。

骨组织是通过骨基质钙化形成的，而骨基质由成骨细胞所合成、分泌。成骨

细胞的主要功能跚“嘲是分泌碱性磷酸酶(ALP)，合成I型胶原等细胞外基质，进

一步基质矿化形成骨组织，成骨细胞的这些特征被作为其鉴定及成骨作用的评价

标准。ALP“3“1是成骨细胞分化的重要标志酶之一，ALP活性越高，说明前成骨

细德向成熟成骨细胞分化越明显。在基质开始钙化时j成骨细胞的碱性磷酸酶

(ALP)活性最高，在钙化接近结束时，活性则最低，其活力在一定程度上反映

了成骨细胞的分化程度和功能状态。I型胶原免疫组织化学染色阳性，表明培养

的细胞具有旺盛的合成和分泌功能，对骨的钙化起着关键作用。

成骨细胞作为骨组织的主要功能细胞，承担着骨的修复和改建功能，因而将

成骨细胞接种在高分子支架上，以此考察其形态与功能变化，实验证明，新型高

分子支架材料具有良好的骨细胞相容性。选择PDLLA作为对照，一方面是因为该

材料是当前骨组织工程领域研究和应用广泛的聚乳酸类聚合物，另一方面是因为

该材瓣具有良好的加工性能和较高的分子量(3．8x104道尔顿)，其作为细胞支架

材料的生物相容性已被大量研究峨删所证实。本实验结果显示，成骨细胞在LDIG

材料表面的增殖速度快于PDLLA，说明LDIG高分子材料的骨细胞相容性优于PDLLA

材料。

4小结

大鼠成骨细胞能在多孔高分子支架材料表面正常糙附、爬行、增殖并分泌细

胞外基质，说明该材料具有良好的骨细胞相容性。
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全文结论

1．本研究以赖氨酸二异氰酸酯一甘油共聚物通过超临界抗溶剂结晶技术(SAS)

成功制备出多孔隙高分子支架材料，其平均孔径为100．0～400．0衄(276．0

±87．2 pm)，孔隙率为75．雠；通过一系列方法对高分子材科进行表征，证实

该高分子材料具有作为组织工程支架材料所需要的理化性能；制备高分子支

架材料的全过程均采用无毒原料和无毒工艺，有机溶剂基本去除，获得的高

分子材料对机体无毒，符合“绿色化学”观点。

2．通过对高分子支架材料(LDIG)进行急性毒性实验、溶血反应、热原实验和

肌肉内植入实验，结果表明，该材料无毒性，无热原性、不引起溶血反应，

植入后局部组织反应小。生物相容性良好．

3．大鼠成骨细胞能在多孔高分子支架材料表面正常粘附、爬行、增殖并分泌细

胞外基质，说明该材料具有良好的骨细胞相容性。
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综述

高分子组织工程材料的应用进展

齐贵新综述 张阳德审校

摘要：高分子材料在组织工程领域的研究日益广泛深入，可降解、多孔隙的

细胞外支架对调节细胞生长和功能分化有重要意义，高分子支架材料的选择和制

各技术是组织工程的关键。本文综述了组织工程领域常用的高分子材料和最新进

展。

关键词：高分子材料：组织工程：多孔支架；制备技术

Prowess of application of polymeric materials

for tissue engineering

Abstract：Research of polymeric materials in the tissue engineering

field is increasingly extensive and profound，porous biodegradable

polymeric materials provide a scaffold and for cell proliferation and play

锄 important role in regulating cell growth and functional

differentiation．To choose and prepare available polymeric materials is

crucial to constructing tissue-engineered bone successfully．In this

article，polymeric materials usually employed in tissue engineering，

the latest progress are systematically reviewed．

Keywords：polymericmaterials；tissue engineering；porous scaffolds；

preparative methods

1 引言

组织工程的关键技术之一就是将具有良好生物相容性和生物降解的生物材

料制备成具有特定形状和相连孔结构的三维多孔细胞支架(细胞外基质替代物)。

40
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组织工程学是应用生命科学与工程学的原理和方法来设计、组建、维护人体细胞

和组织的生长， 以恢复损伤的组织或器官的功能和形态的一门新兴学科“1。其

基本方法是将体外培养的高浓度的功能相关的活组织细胞扩增，种植于一种生物

性能良好、可降解的天然或人工合成的细胞支架上，然后将它们共同移植至Ⅱ所需

部位，在机体内细胞继续增殖，而生物支架结构则逐渐被降解、吸收，结果形成

新的有功能的组织器官，从而达到修复结构、恢复功能之目的乜~”．高分子生物

材料是组织工程研究的重要内容，其中骨组织工程支架材料的研究已成为当前的

热点之～。

2常用于组织工程的高分子材科

2．1天然高分子材料

常用的天然高分子生物材料主要包括多糖类和蛋白质两大类。前者有纤维

素、甲壳素、硫酸软骨素、透明质酸等； 后者主要是结构蛋白如胶原和纤维蛋

白等。天然高分子的优点是包含许多生物信息，有很好的生物相容性， 与活体

组织接触后一般不会发生血液凝固、炎症或排异反应等现象，缺点是来源有限、

难以规模化生产。

2，1．1透明质酸

透明质酸(hyaluronic acid， 姒)是一种结构简单的氨基聚糖， 存在于

脊椎动物的连接组织、关节滑液和软骨中，因结构疏松、含水及多孔性而特别适

于细胞的迁移及增殖， 可作为软骨细胞在体外培养的基质。将姒植入物的三维

支架可使软骨细胞和间充质干细胞在支架上有效地增殖旧。其它多糖类还有琼脂

糖、明胶、硫酸角质素等。

2．1．2纤维素

纤维素(cellulose)是含量最多的有机高分子物质，是植物细胞壁的主要

成分。纤维素具有良好的吸水性，主要用于创面处理，在酸作用下降解得到葡萄

糖。

2．1．3甲壳素

甲壳素(chitin)是一种来源于甲壳动物的天然多糖，常与蛋白质以共价键

结合形式存在，在碱液中脱乙酰基即得壳聚糖(chitosan)。壳聚糖生物相容性良

好，制成钉或棒形材料， 可在皮下和骨内埋植， 有助于骨折愈合叭”，并有镇

痛、杀菌、干燥和止血的效果。

2。1，4胶原蛋白(∞Ilagen)

即胶原，是动物体内含量最丰富的蛋白质， 约占人体蛋白质总量的30％以

上，其基本结构单位是由3条肽链构成的三股螺旋结构嘲。在细胞培养中，胶原

能促进多数细胞的生长、分化、生殖和代谢。胶原与羟基磷灰石和磷酸三钙制成

4l
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糊状复合材料，可治疗急性骨折和创伤骨缺损伽．胶原也是软骨组织工程中培养

软骨细胞的支架材料，Wkitanis报道用包埋于胶原凝胶中的软骨组织进行修复

兔关节软骨的研究．胶原的缺点是机械强度小、降解太快．

2．1．5纤维蛋白

纤维蛋自作为天然细脆外基质， 有较好介导细胞闯信号传导及其相互作用

的性能。Haisch等“”用纤维蛋白凝胶和另一种聚合物材料构建一种体外组织工

程软骨的新模型，将软骨细胞与纤维蛋白质交联后以生物相容性可吸收的聚合

物进行包裹是体外软骨产生的较理想方法n11。纤维蛋白胶也是表皮细胞培养的基

质和载体“”．

2．2人工合成高分子材料

人工合成的高分子材料由于具有良好的物理机械性能，可以精确地控制其分

子量，设计制造过程中能对材料的许多性能进行控制，易加工成不同的形状等

特点而广泛用作生物材料。合成高分子材料在组织工程中的应用可分为二个方

面，一是与细胞或组织复合，形成具有特定功能的人工器官；二是与细胞或组

织复合，高分子起暂时支架的作用，在组织生长过程中逐步降解。

2．2．1鹰肪族聚醋

有良好的生物相容性，在生物体内降解，并随生物组织的生长而逐渐消失。

常用的有聚乳酸(polyletic，PLA)、聚乙醇酸(polyglycolic acid，PGA)和

聚羟基丁酸等。高分子量的PLA通常用丙交酯的开环聚合来制备∽⋯．PLA可用作

骨折内固定及组织修复材料、软骨组织培养支架及人工真皮等““埘。PLA与聚氨

酯共聚可改善其机械性能“”，与聚氧化乙烯(PEO)共混制备可生物降解PLA多孔

膜“”。聚乙醇酸(PGA)也是一类用得较多的生物降解材料，与PLA共混形成复合

聚合物(PGA-PLA)n町，以提高支架对细胞的粘附力。

2．2．2医用聚氨酯(PU)

PU具有优异的力学强度、高弹性、耐磨性、润滑性、耐疲劳性、生物相容性、

可加工性等性能，因此被广泛用于生物材料，尤其是血液接触材料以及组织工

程中的支架材料， 以促进细胞和组织的再生。采用热致相分离(TIPs)法制备PU

微孔膜，并对膜表面进行光化学接枝和固定生物活性分子，能得到氨基化、羟

基化、羧基化、酰胺化及阳离子化聚氨酯表面， 使聚氨酯材料具有良好细胞相

容的嘶棚。

2．2．3聚氨基酸

是一类新型聚合物，具有良好的生物相容性，其降解产物体内可吸收。但

目前尚缺乏理想的生成高分子量聚氨基酸的聚合方法，使其实际应用受到限制。

2．2．4医用硅橡胶
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有机硅橡胶主要采用薄膜形式，当前主要用于制作人工皮。硅橡胶具有很多

医学材料的性能：①良好的生物惰性；②很高的透气性和透气选择性； ⑧耐生

物老化性；④无味无毒无致癌性；⑤)有较好的抗血栓性能；⑥易于消毒灭菌．

2。2。5聚甲基丙烯酸羟乙醋(湖E蚴
PHEMA不含水时和有机玻璃一样，是一种透明无色的固体，可进行机械加

工， 吸水后变成柔软而富有弹性的水凝胶。该材料亲水、透氧，具有良好的生

物相容性，可煮沸消毒。PHEMA可用作喷雾的粉状烧伤敷料，适用于皮肤的Ⅲ、

Ⅳ度烧伤。

其它用于组织工程的高分子材料有聚四氟乙烯、聚酐类、聚乙烯酵等。

3 组织工程支架的制备

3．1组织工程支架的制备要求

在骨组织工程中，多孔支架起到细胞外基质的作用，是对细胞外基质的结构

和功能的仿生嘲。用于骨组织工程的支架材料一般应具备以下性能嘶州：①良好

的生物相容性，即无明显的炎性反应、免疫性和细胞毒性；②合适的生物可降解

性，即与细胞、组织生长速率相适应的降解吸收速率；③合适的孔径(200～400

p m)和高孔隙率(>90％)以及相连的孔结构；④具有很强的渗透能力；⑤具有良好

的力学性能为细胞提供适宜的微应力环境；⑥具有适宜的表面结构以促进细胞的

粘附；⑦促进细胞分泌细胞外基质的能力；⑧充当信号分子如生长因子的载体：

⑨易于塑形和重复制作：⑩易于消毒、 消毒过程不影响支架材料的性能。

骨组织工程的关键技术之一就是将生物材料制成具有特定形状和孔隙结构

的三维支架。关于多孔支架的制备方法已有不少报道船删。组织工程多孔支架
孔结构具有4个尺寸等级：解剖外形和尺寸(～cm)、大孔尺寸(～10211 m)、孔壁尺

寸(～p m)、孔壁内微细结构尺寸(如微纤，微孔，50～500 rim)。从制备方法上

看，大孔尺寸、孔壁尺寸、孔壁内微细结构取决于致孔方法，而解剖外形和尺寸

则取决于成型方法。因而，组织工程支架的制备通常分为致孔和外形成型两个层

次，二者必不可少，相互结合才能制得满足要求的支架。因而，组织工程多孔支

架的制备也主要有两个方面的问题需要解决，即获得相连的多孔结构和合适的外

形。

3．2组织工程支架的制备方法

3．2．1纤维桔接

组织工程中最早采用的一种方法是以PG^纤维作为支架材料。Mikos等采用纤

维固定技术将PGA纤维浸入到PLLA的氯仿溶液中， 待溶剂挥发后，PGA纤维网

嵌入到PLLA中。另一种方法是通过雾化或喷雾对纤维表面进行涂层嘲。

3．2．2溶液浇铸／粒子沥滤



硕士学位论文 综述

溶液浇铸／粒子沥滤技术甑“的优点是可形成孔径和孔隙率可控的聚合物骨

架．其方法是：将聚合物溶解在氯仿中，然后将溶液浇铸到充满致孔剂(盐粒)

的陪替氏培养皿上，溶剂挥发后，将混合物在水中沥滤除去致孔剂。骨架的孔隙

率由所加盐的用量来控制，孔的直径由盐晶粒的大小决定．当盐的重量百分比达

刭或超过?傀对，死与孔之闰赛度裙互连通。将采用这一技本割各的泡沫材辩应

用于不同类细胞的培养， 并未观察到材料对新组织的形成有任何不良的影响。

然而，泡沫暴露在空气中的外侧部分比浸润在培养皿中的部分粗糙，即两部分

具有不同的形态，故采用该技术不能制备太厚的骨架， 一般在2咖以下。

3．2．3熔融成型

与控子沥出相似，不使用有机溶剂，方法是：将PLGA粉末与明胶粒子混合

物放在四氟乙烯模具中，将模具加热到超过PLGA的玻璃化温度(Tg)。 加压使

PLGA和明胶粒子结合在一起。冷却后将复合物放入水中，明胶粒子溶解后得到

P1 G^骨架。所制备的骨架可用于生物活性分子的控制释放，也可以构造复杂的三

维骨架伽。

3’2．4气体发泡

以气体作为致孔剂。方法是：在加热模具中通过模压成型制备PC,．4．PLLA或

PLGA固体片材。将固体片材置于高压C0：(515MPa)室内3天，然后使压力快速下

降到大气压，使聚合物中形成气穴。所得支架的孔隙率高达9396，孔直径达100

11 m。其优点是不需滤除， 不使用有机溶剂01’锄， 但孔隙之间大多数是非连通

的。

3．2．5籀分离／乳化

包括乳化／冷冻干燥和液一液相分离嘶叫。方法是：PLG,～溶于cIl殂z届， 加

水形成乳状液，浇铸到模具中，置于液氮中骤冷，然后将支架于一55"C下冷冻干

燥。制各的支架孔隙率高达9596，但孔径很小(13～35 11 m)。孔隙率和孔直径

的大小主要取决于高分子溶液／水的比以及乳状液的粘度，因为这些参数在骤冷

之前可影响乳状液的稳定性。因茈，对这些参数进行调控，可望提高孑L的尺寸。

该技术具有许多优点， 也不需特殊的洗涤／沥滤步骤， 但有机溶剂的使用限制

了细胞和生物活性分子的引入：同时考虑到该技术所得到的孔尺寸较小，表明

这一技术目前在组织工程领域中的应用还存在局限性。

3．2．6热致凝胶化

纳米经纤维基质由聚合钫溶液经过热致凝胶亿、溶兼}交捷和冷冻干爆过程铆

备嘲。高凝胶化温度得到的一般为片晶状结构；低凝胶化温度得到的是纳米级结

构。此法制备的支架孔隙率高达98．5％，孔径在50～500 II In范围内。纳米级纤维

基质的表面／体积比较纺织技术所得无纺网状织物或粒子一沥滤技术制备的泡沫
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高出2～3个数量级。这一新技术制备的高度多孔结构因结合了生物可降解聚合

物和细胞外基质的纳米结构而更类似于天然细胞外基质，因此，有可能为细胞

的贴附和功能化提供一个更好的环境。

3。2。7聚合物微球聚集法

将可降解高分子微球加入模具中，加热至玻璃化温度(Tg)以上，保持一定时

间后冷却、脱模可制得烧结微球支架。热处理时微球相互接触处由于链运动而连

结在一起，冷却至室温后该结构被固定下来，因而得到多孔的烧结微球支架。微

球紧密堆积产生的孔隙成为支架的孔，孔尺寸范围为37～150 Il m，与微球尺寸

成正比，孔隙率则随微球尺寸增大略有增加，为31～39％，孔相连性很好。支

架压缩模量为241～349 Mpa，随微球尺寸减小而增大。该支架的孔隙率与松质

骨中组织分率(30％)相近，力学性能也与松质骨相当，因而可作为松质骨修复的

。负”模板，修复完成后孔的部分成为组织，聚合物微球部分降解后成为松质骨

的空隙。该法优点在于孔相连性好，孔尺寸易调控，力学强度大，缺点则在于孔

尺寸偏小，孔隙率亦低。

3，2．8相连管道“负”支架法

将永溶性糖纤维预构具有特定结构的三维“负”支架，“负”支架经水蒸汽

处理后形成连结，然后将聚合物溶液滴在“负”支架上，冷冻使聚合物溶液凝胶

化，用水浸出糖纤维，然后冷冻干燥脱除溶剂，得到的多孔支架孔隙率高达90％

以上，并具有纳米纤维孔壁结构跚。“负”支架的构建既可手工完成，也可用

快速成型技术来实现自动化。与通常的快速成型技术不同的是，首先形成的是最

终的多孔支架的“负”复制品。该支架韵相连管状孔道结构更有利于支架内的传

质过程，其纳米纤维孔壁结构则更有利于细胞粘附。

3．3组织工程多孔支架外部成型技术

将传统的模压成型与粒子浸出等致孔方法相结合，将聚合物／致孔剂混合物

在聚合物玻璃化温度(Tg)以上进行模压，然后浸出致孔剂粒子，可制备外形复杂

的三维多孔支架。或采用特殊的模具设计模压成型，如基于溶剂的冷压／粒子浸

出法和热压／粒子浸出法卿。前者利用含少量溶剂的可降解高分子／致孔剂混合物

在室温下的可塑性和尺寸稳定性、后者利用可降解聚合物／致孔剂混合物在Tg

以上的可塑性和Tg以下的尺寸稳定性，分别将加工对象以模压方法成型，脱模

后浸出致孔剂粒子，从而获得外形复杂、孔隙率高于90％的多孔支架。这两种新

的制备方法具有设备和过程简单、脱模容易、所得支架外形复杂、孔隙率高、孔

分布均匀、孔结构相连通等特点。

应用机械制造领域的快速成型法(rapid prototyping manufacturing，RP岫

亦可制备骨组织工程三维多孔支架。三维打印(3一dimensional printing，3-DP)
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和熔融堆积成型(fused deposition modeling，FD岫是目前用于多孔支架制备

的两个主要的快速成型方法．三维打印(3-dimensional printing， 3-DP)和

熔融堆积成型(fused deposition modeling， FDM)是目前用于多孔支架制备

的两个主要的快速成型方法．三维打印技术首先由MIT开发成功，并很快用于组

织工程多孔支架的制备嘲。三维打印法制备多孔支架时，打印喷头依次。打印”

出高分子粉末和粘合剂，粘合剂将粉末粘合成一层，在计算机控制下，按预定程

序逐层打印，即可形成三维支架。三维打印在室温下进行，但所得支架的孔尺寸

偏小，力学性能和成型精度尚有待于提高。

4高分子材料的新技术

4．1高分子纳米粒子的制备

4．1．1分散法

包括溶剂蒸发法、自乳化／溶剂扩散法(spontaneous emulsification／

solvent difusion method)、盐析／乳化一扩散法(salting out／

emulsification—difusion method)等嘲。①溶剂蒸发法：聚合物先溶于有机

溶剂，然后加入水中，形成水包油的乳液，再将有机溶剂蒸发。此法也用于制备

载药的高分子纳米粒子。②自乳化／溶剂扩散：采用与水互溶的有机溶剂(如丙

酮)与水同时扩散，因界面湍流形成较小的粒子。纳米胶粒具有典型的核一壳结

构，粒径均匀，大小可控。③盐析／乳化一扩散法㈨：美国的Allemann实验室采

用此法，不需有机溶剂。

4．1．2 聚合法

用自由基(单体)聚合可以合成大小可控的温敏性高分子纳米凝胶。该凝胶

在室温下处于膨胀状态，而高于体温时则收缩。

4．2超临界流体技术“1’枷

4．2．I应用超临界流体技术制备纳米粒子

(1)超临界流体快速膨胀技术⋯“”(REsS)

RESS技术是先将溶质溶解在超临界流体中，然后在极短时间内(1旷～lO气)

通过一个喷嘴(25～6011m)快速减压使流体膨胀到低压或常压体系，利用强烈

的机械扰动达到极高的过饱和度(约lo‘)和均相成核条件，从而产生粒径及形

态分布均匀的亚微米级至纳米级的超细微粒。T伽等∽用超临界c0：制备了多乳酸

和豆甾醇微粒。Turk帆删则用超临界c仉在预膨胀压力为13～30 MPa，预膨胀温度

为350～420K，喷嘴直径为50 lI m条件下制备了粒径为100～150 nm的灰黄霉素纳

米粒。

(2)超临界流体抗溶剂结晶技术(SAS)

许多物质溶于有机溶剂但不溶于超临界流体，同时超临界流体在许多有机溶
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剂中溶解度很大，以SCF为抗溶剂与溶液相混合，使溶液膨胀形成微滴，在较短

的时间内形成较高的过饱和度，溶质结晶析出，得到粒度分布均匀的晶体颗粒．

SAS技术已在物质重结晶、天然产物的分离及微粒制备等嘶叫方面得到广泛的应

用。

(3)超临界流体包覆技术制备纳米胶囊

Tom等呻1认为SAS有利于制造蛋白颗粒，而RESS更适合药物颗粒的包覆控释。

其原理是溶解有两种不同溶质的SCF通过一个喷嘴进行减压膨胀，通过控制萃取

和预膨胀条件来控制细颗粒和包覆剂成核的先后顺序，包覆剂在细颗粒析出后即

刻析出，包覆在细颗粒周围形成较理想的球形包覆颗粒。

5 问题和展望

高分子材料在组织工程中的应用研究已取得了很大进展，然而，在已知的天

然高分子、合成高分子材料及其复合材料中，当前尚没有一种符合所有条件、真

正理想的骨组织工程支架材料，组织工程需要继续深入研究。当前，对已有材料

的性能进行改进，以改善其加工、机械性能以及提高其生物相容性是十分必要

的。可以采用表面改性、生物因子固定化等手段，或将人工合成的高分子材料与

天然生物材料偶联起来，以制备兼有二者优点的新型材料，这是比较方便的方

法。针对不同组织、器官的特点，设计与合成新型生物材料，进而制备专用的骨

组织工程支架，将是高分子组织工程材料发展的重要方向之一。相信随着科学技

术的发展和各学科的相互渗透，理想的组织工程骨必将从实验研究转入临床应

用。

【1】．

【2】．

【3】，

【41．

15】，

[6】．

【刀．
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攻读学位期间主要的研究工作

一主要发表的论文

l齐贵新，张阳德．高分子组织工程材料的应用进展[J]．中国医学工

程，2006，4(4)：65—70．

2李坚，齐贵新，张阳德，等．直肠癌根治术中吻合器应用的若干问题及对策[J]．
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二主要参加的科研活动
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