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　　【摘要】　目的　探讨以聚乳酸乙醇酸共聚物（ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃ－ｃｏ－ｇｌｙｃｏｌｉｃ　ａｃｉｄ），ＰＬＧＡ）与纳米羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａ－
ｔｉｔｅ，ＨＡ）为原料，利用静电纺丝的技术制备出的三维多孔支架构建组织工程纤维环的可行性。方法　将ＰＬＧＡ与 ＨＡ
溶解于丙酮中，配制２０％ （ｗ／ｖ）的溶液，磁力搅拌均匀后，进行静电纺丝，制备三维多孔支架。支架通过扫描电镜和磷

酸盐缓冲液降解（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）的方式，观察支架的形貌和降解性能；利用ＣＣＫ－８和伊红染色的方法

观察支架的生物相容性。结果　支架具有良好的纤维形貌，直径均匀，扫描电镜下可见 ＨＡ结晶。支架在磷酸盐缓冲

液中降解速度较快，８周时支架失重可达４０％，表现出良好的降解性能。细胞毒性试验和伊红染色均表明细胞在支架上

的生长情况较好，支架具有良好的生物相容性。结论　ＰＬＧＡ与 ＨＡ共混制备的纳米纤维支架具有良好的空间结构和

生物相容性，因此该支架是一种良好的组织工程纤维环支架材料。
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　　椎间盘退行性变疾病（Ｄｉｓｃ　Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　Ｄｉｓ－
ｅａｓｅ，ＤＤＤ）是一类高发病率及高致残率的疾病，是引
起下腰痛（Ｌｏｗ　Ｂａｃｋ　Ｐａｉｎ，ＬＢＰ）的主要病因。目前
临床上对椎间盘退行性变疾病的治疗主要分为非手

术保守治疗和外科手术治疗。但保守治疗措施只能

缓解临床症状，并不能逆转已经发生退行性变的椎间
盘细胞和组织的生物学功能，而且只在椎间盘发生退
行性变的早期有效。同样现有的外科手术治疗手段
已被证明只能在手术后短期内缓解症状和维持脊柱

运动功能和稳定性。并且长期随访发现大部分外科
手术患者手术邻近椎间盘会相继出现退行性变和生

物力学特性改变［１］。近年来，利用组织工程技术体外
构建后在体移植具有生物学活性和功能的组织来置
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换或修复发生退行性变椎间盘的研究，让椎间盘退行
性变的治疗出现了新的希望。

ＰＬＧＡ是一种常用的合成类生物材料，近年来被
广泛应用于构建组织工程［２，３］；ＨＡ是钙磷灰石的自然
矿物，是脊椎动物骨骼和牙齿的主要成分，具有良好
的生物相容性和力学性能，被广泛的用作骨科和齿科
填充剂、修补剂和组织工程支架材料［４，５］。本研究拟
以这两种材料为原料，以静电纺丝的方式构建一种新
型的组织工程纤维环支架。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　ＰＬＧＡ（Ｍｗ＝３２．３ＫＤａ，Ｍｗ／Ｍｎ＝
１．１７，ＬＡ∶ＧＡ＝８５／１５，山东岱罡），ＨＡ（中国阿拉
丁），水溶性伊红Ｙ（北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ），ＣＣＫ－８试剂盒（日
本同仁），ＤＭＥＭ高糖培养基（美国ＨｙＣｌｏｎｅ），胎牛血
清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ），胰蛋白酶（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），Ⅱ型
胶原酶（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。其他各种试剂均为市售分
析纯试剂。

１．２　主要仪器　高压电源（ＤＷ－Ｐ５０３－１ＡＣ，天津东
文），恒流注射泵（ＬＳＰ０１－１Ａ，保定兰格），扫描电子显
微镜 （ＪＳＭ－７５００Ｆ，荷 兰 ＦＥＩ），荧 光 倒 置 显 微 镜
（ＴＳ１００，日本Ｎｉｋｏｎ）。

１．３　实验方法

１．３．１　支架材料的制备　称取一定量的ＰＬＧＡ与

ＨＡ溶解于丙酮中，磁力搅拌２４小时，制备成２０％
（ｗ／ｖ）的均匀溶液，其中ＰＬＧＡ与 ＨＡ的质量比为１０
∶１。高压静电纺丝制备纳米纤维支架，铝箔接收。纺
丝方式条件为：温度３０℃，湿度５０％，电压２０Ｋｖ，速度

１５ｍｌ／ｈ，接收距离１５ｃｍ。收集纳米纤维，真空干燥箱
室温下干燥，备用。

１．３．２　支架的物理性能检测　①扫描电镜检测支架
形貌和直径 纳米支架剪成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小块，利
用导电胶将其固定在铜托上，表面喷金后用扫描电镜
观察支架的形貌与直径，扫描电压为５Ｋｖ。所得图片
经软件ＩＭＡＧＥ　６．０处理，测量不少于２００处纤维的
直径，计算平均直径及偏差。②体外降解实验 称取一
定量的样品置于１０ｍｌ的 ＰＢＳ（ｐＨ　７．４）中，３７℃，

１００ｒｐｍ，空气浴振荡，每隔一周更换一次缓冲液。在
预定的时间点取样，倾去缓冲液，去离子水清洗３次，
真空干燥箱室温干燥至恒重，记录支架的剩余重量，
计算支架的失重率。

１．３．３　支架的生物学性能检测　①兔原代纤维环细
胞的分离与培养：取２周龄乳兔（雌雄不限），空气注
射致死。７５％酒精消毒３次后，取新鲜椎间盘，分离
髓核和纤维环。生理盐水反复冲洗纤维环，并剪碎为

０．１ｃｍ×０．１ｃｍ的碎块。０．２５％的胰酶消化１小时，

１５００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ分离，弃去上清液；０．２％的Ⅱ型
胶原酶消化４小时，１５００ｒｐｍ，５ｍｉｎ离心分离，装瓶，
含２０％ＦＢＳ的高糖ＤＭＥＭ培养，备用。②ＣＣＫ－８毒
性实验：纳米支架剪成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小块，紫外辐
射过夜灭菌。灭菌后的支架置于２４孔板中，加入浓
度为１×１０６ 个／ｍｌ的纤维环细胞悬液１００μｌ，培养箱
培养４小时后，补加１ｍｌ培养液继续培养。在预定时
间点取出样品，弃去培养液，加入ＣＣＫ－８的工作液，培
养箱中孵化４小时后，４５０ｎｍ处测吸收，计算细胞的
存活率。ＣＣＫ－８的工作液为储存液ＤＭＥＭ培养液稀
释１０倍。③伊红染色实验：按照细胞毒性实验所述
方式进行种植，培养７天后，４％福尔马林固定２小时，
去离子水清洗３次。０．２５％的伊红染色５ｍｉｎ，弃去多
余染料，去离子水清洗３次，倒置显微镜下观察细胞
的生长情况。

２　结果

２．１　纳米支架的物理学性能　扫描电镜观察支架结
构，可见纳米支架的纤维形貌良好，具有多孔结构。
纤维直径均匀，约为（８２６±３０）ｎｍ。纤维上可见 ＨＡ
结晶，结晶分布较为均匀，证明 ＨＡ颗粒被成功的加
入到纤维中，且与ＰＬＧＡ混合均匀（图１）。为了观察
支架的降解性能，研究者将纳米支架浸泡于ＰＢＳ缓冲
液中（ｐＨ　７．４）观察支架的失重情况。图２可见支架
在缓冲液中降解速度较快。降解１周，支架剩余重量
为６９．７％；２周后，支架剩余重量为６１．２％。２周后支
架降解速度减缓趋于稳定，此后６周内支架失重率仅

４％。研究者认为，这是因为 ＨＡ与ＰＬＧＡ是以共混
的方式制备纤维支架，ＨＡ与ＰＬＧＡ之间没有形成有
效的共价键，因此 ＨＡ是以颗粒的形式分布在以ＰＬ－
ＧＡ为基质的纤维中。降解发生时，ＨＡ颗粒溶出，在
纤维表面形成空洞，造成纤维断裂，从而加速的了支
架的降解［６］。

图１　扫描电镜下支架的形貌与直径（×５０００）

Ｆｉｇ　１　Ｔｈｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｄｉａｍｅｔｅｒ　ｏｆ　ｓｃａｆｆｏｌｄ（×５０００）
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２．２　纳米支架的生物学特征　利用ＣＣＫ－８检测支架
的细胞毒性，图３表明细胞在支架上的存活率较高，
支架没有明显的细胞毒性。从图３中可知，细胞种植

３天后，细胞在支架上的存活率接近８０％；培养７天
后，细胞存活率约为９０％；１４天时细胞存活率约为

１００％。这表明细胞不仅可以在支架上粘附，还可以
进一步的生长增殖，纳米纤维支架没有明显的细胞毒

性。为了进一步观察细胞在支架上的生长情况，研究
者利用伊红染色方法，观察支架上细胞的分布情况。
图４表明，细胞在支架上生长７天后，细胞呈多角形，
偶见圆形，成片生长，并铺满支架。结果表明，细胞在
支架上粘附增殖情况良好，具有生长为组织工程纤维
环的潜力。

图２　支架在磷酸盐缓冲液中的降解曲线

Ｆｉｇ　２　Ｔｈｅ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｓｃａｆｆｏｌｄ　ｉｎ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ

图３　支架的细胞毒性试验

Ｆｉｇ　３　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｓｃａｆｆｏｌｄ

图４　细胞在支架上的生长情况。Ａ：×１００；Ｂ：×２００

Ｆｉｇ　４　Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ．Ａ：×１００；Ｂ：×２００

３　讨论

组织工程纤维环的构建难度来自于纤维环本身

的特殊组织结构和细胞分布差别。纤维环组织呈片
层状环绕髓核，从组织结构上纤维环分为外纤维环和
较疏松的内纤维环两部分。外纤维环主要分布的是
成纤维细胞样的纤维环细胞，主要合成和分泌大量的

Ｉ型胶原等细胞外基质；而内纤维环主要分布的是软
骨细胞样的纤维环细胞，主要合成和分泌Ⅱ型胶原和
蛋白聚糖等细胞外基质蛋白。目前有几类生物材料

曾被尝试用于纤维环的组织工程构建，如有机高分子
聚己内酯ＰＣＬ［７］，聚乳酸ＰＬＡ［８］，也有天然高分子材
料丝素蛋白结合硫酸软骨素构建的定向支架［９］。但
是这些材料都未能完全的模拟纤维环的片层结构和

径向分布的不同致密性的特性。
本研究利用静电纺丝技术将成分上与自然骨组

织钙盐一致，且具有良好的生物相容性和骨传导性的

ＨＡ与ＰＬＧＡ材料结合，制备出新型的纳米三维支架
材料用于构建组织工程纤维环。从扫描电镜的结果
可见支架具有良好的纤维形貌和较为均匀的直径，纤
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维的直径和孔隙率可以通过改变纺丝参数实现。因
此，该支架可以较好地模拟纤维环致密或疏松的片层
结构。ＰＬＧＡ合成工艺简单，可塑性好，是组织工程
支架材料的研究热点。但单纯的ＰＬＧＡ构建的支架
表现出较强的疏水性，细胞在其上不易粘附，且支架
降解性能较差，在体内降解时间可达数年，有效地改
善了单纯ＰＬＧＡ支架的降解性能和生物相容性。

４　结论
将具有骨诱导性的 ＨＡ与ＰＬＧＡ共混，通过静电

纺丝方式构建的纳米纤维支架，可以较好地模拟纤维
环致密或疏松的片层结构，同时具有良好地降解性能
和生物相容性，具有构建组织工程纤维环的潜力。
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于比较初级的阶段，离最终的临床应用还有比较远的
距离，但随着现代生物技术的发展，这些治疗手段仍
然是极具希望的。基因治疗的研究重点应继续寻找
一种或几种能显著改善髓核细胞功能的关键基因；细
胞治疗的方向应主要集中在进一步明确髓核细胞的

特性，干细胞定向分化为髓核细胞的诱导方案以及能
真实模拟髓核细胞外基质的可注射生物支架材料的

研究。完整的组织工程椎间盘构建应重点研发仿生
学纤维环、髓核和软骨终板的支架材料。由同一干细
胞诱导分化为纤维环细胞、髓核细胞核软骨细胞的技
术，以及完整组织工程椎间盘体外培养条件和移植到
体内的固定等等。
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５４（１）：２４－３２．
［１１］ Ｙａｎｇ　Ｘ，Ｌｉ　Ｘ．Ｎｕｃｌｅｕｓ　ｐｕｌｐｏｓｕｓ　ｔｉｓｓｕｅ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：ａ　ｂｒｉｅｆ　ｒｅ－

ｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｅｕｒ　Ｓｐｉｎｅ　Ｊ，２００９，１８（１１）：１５６４－１５７２．
［１２］ Ａｒａｉ　Ｋ，Ｉｗａｎａｇａ　Ｓ，Ｔｏｄａ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｉｎｋｊｅｔ

ｂｉｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ｉｍａｇｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，

２０１１，３（３）：０３４１１３．
（收稿日期：２０１３－０６－２６；编辑：张文秀）
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