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摘　要：采用造孔剂方法，制备羟基磷灰石－聚二甲基硅氧烷（ＨＡ－ＰＤＭＳ）弹性多孔细胞支架，并将大鼠骨髓间充质

干细胞（ｒＢＭＳＣｓ）接种到材料上，研究细胞的黏附状态。制备的弹性材料孔隙率可调，调节范围为６２％～７６％。采

用不同造孔剂（ＮａＣｌ、石蜡），可制备出不同孔型（方形、圆形）的材料。三维支架孔内壁在ＳＢＦ溶液中能够长出羟基

磷灰石（ＨＡ）晶体，表明其具有良好的生物相容性，且支持ｒＢＭＳＣｓ的黏附铺展。
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引言

生物支架作为 组 织 工 程 中 的 重 要 组 成 部 分，一

方面提供细胞成长的支撑环境，另 一 方 面 提 供 细 胞

新陈代谢的物质交换通道，同时为 新 生 组 织 提 供 立

足空间。因此，通常要求支架材料具有生物相容性、
生物可降解性、可控的孔隙率以及 一 定 的 力 学 性 能

等。在细胞生物力学领域，目 前 的 研 究 多 是 关 注 细

胞在二维基质表面，由于表面特 殊 拓 扑 结 构 或 者 在

外加力学刺 激 下 的 生 长 分 化 问 题［１－６］。而 真 实 的 生

物体内部，细胞位于一个三维的多孔组织内，其受力

环境和组织受力后的物质输运变化与二维基质有较

大的差别。因此，营造一 个 细 胞 三 维 受 力 环 境 需 要

对材料进行特别的制作。这一材料需要满足如下条

件：具有良好的生物相容性和一定的强度，在外力作

用下能进行一定范围的形变，同 时 物 质 输 运 保 持 顺

畅。
目前，制备支架所用的材料包括高分子材料（多
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糖、水凝胶、热塑性橡胶等）以及无机活性材料（磷酸

钙、生物玻璃等）［７－１２］。为了改善支架材料的力学性

能，研究者将高分子材料和无机材料复合，制备力学

性能优异的支架材料［１３－１４］。
羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＡ）是人体骨组

织的主要无机成分。人工合成的 ＨＡ作为一种重要

的生物材料在很多方面都有重要 的 应 用，例 如 与 高

分子材料复合制备成骨水泥来对骨损伤部位进行修

复，也 可 以 制 备 成 多 孔 支 架。聚 二 甲 基 硅 氧 烷

（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ，ＰＤＭＳ）膜 是 常 用 的 研 究 细

胞二维受力的基质，具有良好的生物惰性、较大的弹

性形变以及良好的可加工性［１５－１６］。本实验研究中将

ＰＤＭＳ与 ＨＡ按一定比例复合，通过造孔剂法制备

成孔径均一的弹性多孔细胞支架材料。通过生理溶

液灌流实验研究其生物相容性，并 在 支 架 材 料 中 进

行了大 鼠 骨 髓 间 充 质 干 细 胞（ｒａｔ　ｂｏｎｅ　ｍａｒｒｏｗ　ｄｅ－
ｒｉｖｅｄ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ，ｒＢＭＳＣｓ）培养实验。

１　材料和方法

１．１　材料

ＰＤＭＳ（道康宁１８４），预聚体与固化剂按照１０∶
１的质量 比 混 合 使 用；乙 酸 乙 酯（北 京 化 工 厂）；ＨＡ
（国药集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司）；ＮａＣｌ（中 盐 工 业 食

盐）；石蜡（河南东洋蜡业有限公 司）。不 锈 钢 模 具：
模具内径为６ｍｍ。

１．２　制备

ＰＤＭＳ／ＨＡ浆 料 制 备：乙 酸 乙 酯 与 ＰＤＭＳ混

合，ＰＤＭＳ∶乙酸乙酯＝３∶１（质量比）。加入一定量

ＨＡ后球磨混合５ｈ。
多孔 材 料 制 备：将 筛 分 后 的 ＮａＣｌ与 ＰＤＭＳ／

ＨＡ浆料 灌 入 模 具 中，在８０ ℃施 加 一 定 压 力（约

１．７７ＭＰａ）以保证孔的连通性，２ｈ后固化。将固化

后的材料 从 模 具 中 取 出，浸 泡 于 超 纯 水 中，超 声 处

理，每２ｈ换水一次，ＮａＣｌ完全溶解后（１～２ｄ）得到

所需的弹性多孔材料。

１．３　支架力学性能表征

压缩试样是长度为６ｍｍ、直径为６ｍｍ的圆柱

体，造孔剂为 ＮａＣｌ，在 力 学 性 能 测 试 仪 上 测 试 其 压

缩力学 曲 线。试 样 中 ＨＡ的 含 量 分 别 为０％、４０％
和４５％。

１．４　支架孔隙率的测定

测定了支架 材 料 的 孔 隙 率，造 孔 剂 为 ＮａＣｌ，将

材料烘干后称重Ｗ０，再放入超纯水中浸泡，抽真空，
支架内部充满水后将样品取出，用 滤 纸 吸 干 表 面 水

分，称重Ｗ１，Ｖ 为测量得到的样品的体积，孔隙率按

以下公式计算：

ｐ＝
Ｗ１－Ｗ０

ｖ ×１００％

１．５　孔型控制

球型造 孔 剂 制 备：将４０ｇ固 体 石 蜡 和２００ｍＬ
一定浓度（１％或２％）的明胶溶液置于锥形瓶中，水

浴加热至８０℃，石 蜡 变 为 液 态。加 热 的 过 程 中 搅

拌，将液态的石蜡分散 为 小 液 滴。等 悬 浮 液 稳 定 以

后，快速倒入０℃的冰水中淬冷。过 滤，烘 干，得 到

固体的石蜡微球。
球形孔材料的制备：将石蜡球置于模具中，堆积

加压，成型后，边抽真空边灌入浆料，６０℃固化３ｈ。
将固化后的材料从模具中取出，浸泡于甲苯溶液中，

超声处理，并定时更换 溶 液，将 石 蜡 球 去 除，得 到 连

通孔的多孔弹性材料。

１．６　生理溶液灌流培养实验

将弹性多孔 材 料（ＮａＣｌ造 孔 剂）放 置 在 灌 流 器

中，进行生理溶液灌流培养。ＳＢＦ溶液置于３７℃的

恒温水槽中，在蠕动泵的作用下，溶液在支架材料的

连通孔内流动，灌流３ｄ。图１为灌流培养器的装置

图及 样 品 放 置 情 况，生 理 溶 液 配 比［１７］按 照 顺 序 在

１Ｌ超 纯 水 中 依 次 加 入 下 列 物 质：ＮａＣｌ（８．０３５ｇ）、

ＮａＨＣＯ３（８．０３５ｇ）、ＫＣｌ（０．２２５ｇ）、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ
（０．２３１ｇ）、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ（０．３１１ｇ）、１．０ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ
（３９ｍＬ）、ＣａＣｌ２（０．２９２ｇ）、Ｎａ２ＳＯ４（０．０７２ｇ）、Ｔｒｉｓ
（６．１１８ｇ）、１．０ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ（０～５ｍＬ）。

图１　灌流培养器装置

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｄｅｖｉｃｅ

１．７　ｒＢＭＳＣｓ的分离培养

ｒＢＭＳＣｓ原代培 养 方 法 与 之 前 工 作 类 似［１８］，本

实验把２～４代的ｒＢＭＳＣｓ接种到上述材料中（造孔

６２６
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剂为ＮａＣｌ），用含１０％血清的ＤＭＥＭ 培养基培养，
培养时间为３ｄ，然后用２．５％的戊二醛固定３０ｍｉｎ
后，梯度脱 水，喷 金，进 行 扫 描 电 镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｅｌｅｃ－
ｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观察。

２　实验结果

２．１　造孔剂

图２为分筛前后造孔剂ＮａＣｌ的光学显微图像。

ＮａＣｌ为晶体 结 构，分 筛 前 ＮａＣｌ的 粒 径 为５０～６００

μｍ不等，经分筛后，造孔剂的粒径较为均一。

２．２　支架外观及力学性能

图３为制备的支架材料的外观及切片，支架的结

构完整，直径为６ｍｍ，支架长度可调，且支架材料为

弹性材料，可进行弯曲、拉伸、压缩等，便于力的施加。

　　图４为支架材料压缩时的应 力 应 变 曲 线，三 条

线对应的支架 材 料 中 ＨＡ的 含 量 分 别 为０％、４０％
和４５％。初始的线性阶段对应材料的弹性变形，在

弹性极限的范围内，应力与支架的应变成正比。

２．３　多孔材料ＳＥＭ图

图５为以ＮａＣｌ为造孔剂制得的多孔材料的剖

面ＳＥＭ扫描图，孔的形貌取决于造孔剂的形貌。

２．４　材料孔隙率

根据造孔剂量 的 不 同，制 备 所 得 的 多 孔 支 架 的

孔隙 率 可 达 到６０％～８０％。混 合 浆 料 与 造 孔 剂

（ＮａＣｌ）的质量比分别为１∶２、１∶２．５、１∶３、１∶３．５、１∶４
时，对 应 的 孔 隙 率 分 别 为 ６２．３０％、６６．７９％、

６８．０２％、７１．０４％、７６．２７％。孔 隙 的 形 状 取 决 于 造

孔剂的形状，而孔隙率与造孔剂的含量有关。

２．５　孔型控制

为了改善孔型 及 连 通 性，我 们 利 用 球 型 造 孔 剂

石蜡制备了支架材料。
图６为经分筛后几种不同粒径的石蜡球的光学

显微图像。制得的石蜡球 为 规 则 的 球 型，且 经 分 筛

后，粒径较为均一。

图２　分筛前后造孔剂ＮａＣｌ光学显微图像

（ａ）分筛前；（ｂ）分筛后

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ａｇｅｎｔ　ＮａＣｌ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ａｆｔｅｒ　ｓｕｂｓｉｅｖｅ
（ａ）ｂｅｆｏｒｅ　ｓｕｂｓｉｅｖｅ；（ｂ）ａｆｔｅｒ　ｓｕｂｓｉｅｖｅ

图３　支架材料的外观及切片形貌图

（ａ）支架外观；（ｂ）切片外观；（ｃ）支架大挠度变形

Ｆｉｇ．３　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｌｉｃｅ
（ａ）ａｐｐｅａｒａｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ；（ｂ）ａｐｐｅａｒａｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｌｉｃｅ；（ｃ）ｓｃａｆｆｏｌｄ　ｉｎ　ｌａｒｇｅ　ｄｅｆｌｅｃｔｉｏｎ　ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
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图４　支架材料的应力应变曲线

Ｆｉｇ．４　Ｓｔｒｅｓｓ－ｓｔｒａｉｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ

图５　多孔材料ＳＥＭ扫描图（造孔剂为不同尺寸ＮａＣｌ晶体）

Ｆｉｇ．５　Ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＳＥＭ）ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ

ｃｒｏｓｓ－ｓｅｃｔｉｏｎ（ｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ａｇｅｎｔ：ｖ　ＮａＣｌ　ｃｒｙｓｔａｌ）

　　图７为采用石蜡造孔剂制备 的 多 孔 支 架 材 料。
孔为规则 的 球 型，且 孔 的 连 通 性 较 好，连 通 孔 为 圆

形。

２．６　生理溶液灌流培养

按照 上 述 生 理 溶 液 灌 流 培 养 的 方 法，灌 流３ｄ
后，孔内壁长满了岛状晶体，如图８所示。图９为材

料的ＸＲＤ结果，支架材料的各衍射峰的晶 面 间 距、
强度等与 ＨＡ的标准图谱一致。图１０为生长的晶

体的ＥＤＳ图谱，结果显示Ｃａ／Ｐ为１．５３。

２．７　ｒＢＭＳＣｓ的分离培养

图１１为三维弹性材料内部细胞状态。材料为

ＰＤＭＳ－ＨＡ复合材料，孔径为３００μｍ。

图６　自制石蜡球分筛后的光学显微图像

Ｆｉｇ．６　Ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐａｒａｆｆｉｎ　ｓｐｈｅｒｅｓ

３　讨论

细胞与细胞支架之间的相互作用力是影响细胞

增殖、分化的重要因素。为 研 究 细 胞 在 各 种 力 学 刺

激下增殖分化等生物行为，力学 性 能 优 异 的 细 胞 支

架显得尤为重要。在本 文 中，所 制 备 的 支 架 材 料 结

构完整，长度可调，具备 良 好 的 力 学 性 能，可 以 进 行

压缩、弯曲、拉伸等力学刺激下的细胞培养实验。如

图３（ｃ）所示，所制备的支架材料在大挠度变形下仍

能恢复，证明其具备良 好 弹 性。为 进 一 步 定 量 研 究

该类型支架材料在不同 ＨＡ含量时的力学行为，利

用力学性能测 试 仪 进 行 压 缩 实 验 予 以 表 征，如 图４
所示。实验所得三条应力应变曲线对应的支架材料

中 ＨＡ的含量分别 为０％、４０％和４５％。三 条 应 力

应变曲线都表现出两个变形阶 段：弹 性 变 形 段 和 密

实强化段。在弹性极限 的 范 围 内，应 力 与 支 架 的 应

变成正比，应力除去时无残余应变，在应力应变曲线

上表现为直线段，该直线斜率代表了材料弹性模量。
通过计算弹性段的斜率，可以得 到 三 个 试 样 的 弹 性

模量分别为０．１２８、０．３３６和０．５５６ＭＰａ，其 数 量 级

和高分子材料接近，证明所制备 生 物 支 架 具 有 优 异

的柔度。同 时 可 以 看 出，所 制 备 支 架 材 料 在 不 含

ＨＡ时，弹性段应 变 约 为０．５，加 入４５％ ＨＡ时，弹

性段变形仍可维持在０．２左 右，证 明 该 支 架 材 料 优

异的弹性变形能力。在 第 二 阶 段 变 形 过 程 中，由 于
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图７　多孔材料ＳＥＭ扫描图（造孔剂为不同粒径石蜡球）

（ａ）粒径４５０～５００μｍ；（ｂ）粒径５００～５５０μｍ；（ｃ）粒径５５０～６００μｍ

Ｆｉｇ．７　ＳＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ　ｃｒｏｓｓ－ｓｅｃｔｉｏｎ（ｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ａｇｅｎｔ：ｐａｒａｆｆｉｎ　ｓｐｈｅｒｅｓ）

（ａ）４５０－５００μｍ；（ｂ）５００－５５０μｍ；（ｃ）５５０－６００μｍ

图８　孔内壁ＨＡ生长ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．８　ＳＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＨＡ　ｃｒｙｓｔａｌｓ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｗａｌｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｏｌｅ

图９　支架材料ＸＲＤ图谱

Ｆｉｇ．９　ＸＲＤ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄ

孔隙被压缩，材料变得密实，从曲线上表现不再是直

线段，出现密实强化。ＨＡ含量为４５％的弹性支架

拥有最大的弹性模量和弹性极限，而不含 ＨＡ的弹

性支架拥有最大的弹性变形范围。ＨＡ对支架材料

有强化作用，随着 ＨＡ含量的增多，支架材料强度上

升同时丧失了一部分的弹性变 形 能 力，调 控 支 架 材

料中 ＨＡ含量，可以得到不同力学性能的支架材料。
通过力学性能表征可以看出，本 文 中 所 制 备 的 生 物

支架材料具有优异的弹性变形 能 力，且 可 以 通 过 调

节 ＨＡ含量来制备不同力学性能的支架材料，为研

究细胞在大变形环境中的生物学行为提供可能。
孔的形态会影 响 细 胞 的 黏 附 生 长 状 态，好 的 连

通性能够保证在细胞培养过程中生理溶液输运及细

胞代谢废物的排放等，因此孔隙形态、孔隙率和连通

性对于生物支架材料是非常重要的参数。所制备生

物支架ＳＥＭ扫描 如 图５所 示，当 造 孔 剂 采 用 ＮａＣｌ
时，由于其结晶结构为方形，孔型取决于造孔剂形状

故为方形。同时由于ＮａＣｌ变形能力较差，造孔剂堆

积多为点接触，连通性 相 对 较 差。为 了 改 进 该 类 型

弹性支架材料的孔型及连通性，我 们 利 用 球 型 造 孔

剂石蜡制备了具有优良连通性和球形孔隙的支架材

料（见图７）。经 实 验 发 现，孔 的 连 通 性 取 决 于 粒 子

间相互作用力，当石蜡球堆积后施加的压力较大时，

９２６
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图１０　支架材料孔内壁ＥＤＳ图谱

Ｆｉｇ．１０　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ａｐａｔｉｔｅ　ｆｏｒｍｅｄ　ｏｎ　ｐｏｒｅ　ｉｎｎｅｒ　ｗａｌｌ

图１１　细胞在支架中培养的ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．１１　ＳＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｏｒｏｕｓ　ｓｃａｆｆｏｌｄ

连通孔较大。而不施加外 力 时，孔 间 的 连 通 性 会 较

差，甚至出现闭孔。因此在 制 备 球 形 孔 三 维 支 架 材

料过程中，首先要将球形造孔剂石 蜡 微 球 放 置 模 具

中外加震动，使得粒子之间保持充分接触；再通过施

加外力使得粒子发生变形，粒子间形成面接触；最后

利用负压 进 行 浆 料 灌 注。对 比 图５和 图７可 以 看

出，通过改进，利用球形造孔剂石蜡微球制备的生物

支架材料具有更好的连通性。
生物相容性是 生 物 支 架 材 料 的 基 本 要 求 之 一。

为验证所制备生物支架材料的生 物 相 容 性，本 文 分

别进行了生理溶液灌流培养实验 和 细 胞 培 养 实 验，
对形貌和成 分 分 别 进 行 了 分 析 和 观 察。ＸＲＤ结 果

显示（见图９），支架材料的各衍射峰的晶面间距、强

度等与 ＨＡ的标准图谱一致，证明支架材料中含有

ＨＡ。因为生长的晶体较薄，衍射峰的强度并不强，
并且包含了复 合 ＨＡ信 息。生 长 晶 体 的ＥＤＳ结 果

（见图１０）表明Ｃａ／Ｐ为１．５３，接近 ＨＡ完整晶体的

Ｃａ／Ｐ＝１．６７，从而证明经过培养孔内壁生成的晶体

为磷 灰 石［１７］。Ｃａ／Ｐ小 于１．６７也 说 明 生 理 溶 液 灌

流生长的磷灰石结晶并不完善。支架材料中的成分

之一 ＨＡ为 ＨＡ晶体的生长提供成核位点，ＳＢＦ溶

液中的Ｃａ２＋ 与ＰＯ４３－ 在孔内壁表面沉积，形成ＨＡ，
表明制 备 的 多 孔 材 料 具 有 良 好 的 生 物 相 容 性。在

ＳＢＦ灌流处理以后，孔内壁形成的岛状 ＨＡ为细胞

提供了立足点，利于细胞的黏附生长。
细胞培养实验结果如图１１所示，可以看出电镜

下细胞以点状接触的模式黏附 在 支 架 材 料 内 壁 上，
形成了具有三维立体结构的生物复合体。细胞在三

维支架中的黏附状态与在二维平面上的黏附明显不

同。二维基质培 养 时，细 胞 铺 展 在 二 维 平 面 上。在

三维的孔腔里，细胞可以黏附在不同面上，可以呈现

一定的立体构型，这表明细胞能 够 在 此 三 维 弹 性 支

０３６
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架材料内部较好地黏附，证明了该 支 架 具 有 良 好 的

生物相容性。ＰＤＭＳ具 有 高 弹 性 和 生 物 惰 性，对 细

胞无毒 害，在 细 胞 生 物 力 学 研 究 中 常 用 作 培 养 基

底［１５］。在该生 物 支 架 制 备 过 程 中，采 用ＰＤＭＳ与

ＨＡ等生物活 性 材 料 复 合 的 制 备 工 艺，生 物 活 性 材

料可以改善材料的表面浸润性，使 细 胞 很 好 地 黏 附

生长，有利于排除这些表面修饰物 质 对 细 胞 分 化 的

影响。可以看 出，ＨＡ的 加 入 在 改 善 材 料 强 度 的 同

时也提高了所制备支架材料的生物相容性。

４　结论

本文将ＰＤＭＳ与 ＨＡ复 合，分 别 以 ＮａＣｌ与 石

蜡球为造孔剂制备了不同孔型的三维弹性细胞支架

材料。通过压缩试验证明该种类支架材料具有优异

的弹性变形能力，且可以通过调节 ＨＡ含量来制备

不同力学性能的支架材 料。同 时，该 类 生 物 支 架 材

料孔隙率可调，调节范围为６２％～７６％。经ＳＢＦ溶

液灌流，孔内壁 ＨＡ晶体生长表明材料具有良好的

生物相容性。ｒＢＭＳＣｓ经培养贴附在支架材料三维

孔内壁中，未经修饰的支架内壁，细胞仍然可以很好

地黏附在三维孔腔内的不同面上，形 成 了 具 有 三 维

立体结构的生物复合体，表明细胞 能 够 在 此 三 维 弹

性支架材料内部较好地黏附。实验证明该类生物支

架材料具有良好的弹性和生物相 容 性，同 时 有 利 于

细胞进行表面黏附等，可以作为研 究 力 学 刺 激 对 细

胞生物行为影响的三维支架材料。
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