
前 言

羟基磷灰石（HA）是人体硬组织的主要无机成

分，如骨骼和牙齿等，为组织结构提供良好刚性。人

工合成的纳米级羟基磷灰石（nHA）具有良好的生物

传导性能与生物相容性，埋入骨组织内可直接与骨

结合，且易吸收、可被骨替代，因而在骨组织工程领

域得到深入的研究和应用［1-3］。然而，nHA脆度大、柔

韧性差，为此，有研究者将nHA与高分子聚合物材料

复合，从而改善nHA的柔韧性，获得具有良好力学性

能和传导性能的纳米复合材料［4-8］。
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天冬氨酸修饰纳米羟基磷灰石/聚乳酸复合物制备软骨组织工程
支架及其生物性能研究

黄术，吴江怡，杨君君，周益昭，刘宝荣，夏铎，刘仁峰
湖南师范大学第一附属医院（湖南省人民医院）骨科医学中心，湖南 长沙 410005

【摘 要】目的：通过天冬氨酸修饰的纳米羟基磷灰石（Asp-nHA）和左旋聚乳酸（PLLA）复合，制备软骨组织工程支架，并

进行体外实验研究，探索其作为软骨组织工程支架的可行性。 方法：以碳二亚胺盐酸盐/N-羟基琥珀酰亚胺偶联法制备

Asp-nHA，并与PLLA复合，获得新型Asp-nHA/PLLA纳米复合支架。比较成骨细胞在该新型材料表面的粘附、生长和增

殖的情况。 结果：加入nHA后，Asp-nHA/PLLA复合材料可显著增强细胞的粘附、生长、增殖；Asp-nHA/PLLA的生物学

性能明显优于PLLA及HA/PLLA，且Asp-nHA/PLLA具有最强的体外诱导成骨细胞分化能力。结论：Asp-nHA/PLLA制

备简单，具有良好的生物相容性和成骨活性，是一种性能良好的骨组织工程支架材料。

【关键词】纳米羟基磷灰石；左旋聚乳酸；天冬氨酸；复合材料；生物相容性
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Preparation of bone tissue engineering scaffold with aspartic acid-modified nano-hydroxyapatite/

poly L-lactic acid and its bio-characterizations
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Abstract: Objective To design and prepare surface modified cartilage tissue scaffolds with the use of aspartic acid-modified nano-

hydroxyapatite (Asp-nHA) and poly L-lactic acid (PLLA), and evaluate its feasibility as a scaffold for cartilage tissue engineering

through in vitro experiment. MethodsAsp-nHA was synthesized with the standard EDC/NHS coupling method, and the resultant

Asp-nHA was conjugated to PLLA to form Asp-nHA/PLLA composite scaffold. The osteoblast adhesion, expansion and

proliferation on Asp-nHA/PLLA composite scaffold were evaluated. Results Osteoblast adhesion, expansion and proliferation

on Asp-nHA/PLLA composite scaffold were significantly increased due to the addition of nHA. The in vitro analysis illustrated

that Asp-nHA/PLLA composite was superior to PLLA and HA/PLLA in bio-characterizations and had the strongest ability to

induce osteogenic differentiation in vitro. Conclusion Asp-nHA/PLLA is simple to be prepared and its good biocompatibility

and osteogenic activity make it become a good kind of scaffold for cartilage tissue engineering.
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左旋聚乳酸（PLLA）是美国 FDA 批准可应用于

临床的可降解高分子材料，是以乳酸为单体聚合形

成的直链型脂肪族聚酯。PLLA以其优良的力学性

能、生物相容性、生物可降解性等，广泛应用于药物

缓释、新型药物载体研制、组织修复工程等领域［9-12］。

例如，将 PLLA与 nHA复合，可将 PLLA的生物相容

性及柔韧性与 nHA的成骨性能结合，获得性能优异

的可用于组织工程的复合材料。然而，nHA的分散

性及与PLLA的界面相容性差，易聚集，增加了该复

合材料的制备难度。

有研究证实，通过在 nHA表面修饰有机高分子

材料，可有效改善其与聚合物的界面相容性，有利于

其与聚合物材料的复合［13- 15］。为此，本研究通过对

nHA 表面修饰天冬氨酸构建 Asp-nHA，根本上改变

nHA的亲水性，并改善 nHA与PLLA的界面相容性，

提高二者的相互作用，实现 nHA在聚乳酸材料中的

均匀分散，制备Asp-nHA/PLLA复合材料，为其应用

于骨组织工程提供基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

PLLA、天冬氨酸（山东岱罡生物材料有限公

司）；磷酸氢二铵、硝酸钙、氨水、KH-550、L-谷氨酸、

苯甲醇、乙酸乙酯、四氢呋喃、石油醚（北京化工厂）；

DMEM 培养液、胎牛血清、胰蛋白酶、青链霉素（美

国 Hyclone 公司）；FITC（异硫氰酸荧光素，Sigma公

司）；噻唑蓝（MTT）、细胞增殖及细胞毒性检测试剂

盒（美国 Gibco 公司）；流式细胞检测试剂盒（美国

Sigma 公司）。CO2培养箱（德国 SANYO 公司），超净

工作台（苏州净化设备厂），荧光倒置显微镜（Nikon

公司）。

1.2 Asp-nHA的合成与表征

依据参考文献［15］合成 nHA，产物以冷冻干燥

法纯化，并进一步氨基化，用于天冬氨酸的键合，具

体过程如下：磁力搅拌下，将乙醇（90 mL）、水（10 mL）

及 γ-氨丙基三乙氧基硅烷混合，进一步搅拌 30 min。

室温下，nHA（1 g）加入至混合溶剂中，超声使分散。

室温反应3 h后，加入氨水调节pH值至10，继续反应

3 h，过滤后收集产物沉淀，晾干后于130 ℃烘箱中完

全干燥。乙醇对干燥物进一步洗涤5次，除去nHA中

的残余硅烷偶联剂，真空干燥，获得表面含有氨基的

HA。

以碳二亚胺盐酸盐（EDC）/N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）

交联法将天冬氨酸通过其羧基末端键合于氨基修饰的

HA，具体过程如下：取40 mg天冬氨酸，加入40 μL 500

mmol/L MES缓冲液（pH 6.0）、40 μL 25 mmol/L EDC、

40 μL 25 mmol/L NHS于35 ºC下反应过夜，即得活化酯

Asp-NHS。加入1 g nHA室温反应12 h，冷冻干燥，得

Asp-nHA。以傅里叶变换红外，X射线光电子能谱及扫

描电镜对产物进行表征。

1.3 Asp-nHA/PLLA的制备与表征

以超声分散法将Asp-nHA分散于1，4-二氧六环

中，分散均匀后加入PLLA，形成悬浊液，室温下继续

搅拌至PLLA完全溶解。超声20 min后，将样品置入

液氮中冷冻，在冷冻干燥机中进行冷冻干燥，即得介

孔Asp-nHA/PLLA。以场发射扫描电镜观察孔隙结

构和微观形貌。

1.4 成骨细胞接种于支架材料

取4代以内处于对数生长期的成骨细胞，胰蛋白

酶消化后于 1 000 rpm离心收集细胞，将细胞重悬于

培养基中，调整浓度至1×105个/mL。取1 mL上述细

胞置于6孔细胞培养板内，加入Asp-nHA/PLLA复合

物，加入2 mL的培养液，于37 ℃、5% CO2培养箱中分

别培养24和48 h。

1.5 细胞活性测定

将Asp-nHA/PLLA复合物与成骨细胞混合培养

于 24 孔板内，在 24、48 h 使用两种细胞（活/死）对细

胞行双染，使用倒置荧光显微镜观察细胞活力。活

细胞中钙绿黄素染色后在 494 nm下呈现绿光荧光，

通过观察该荧光强度，定性研究细胞活性。

1.6 细胞黏附及形态分析

将Asp-nHA/PLLA复合物与成骨细胞混合培养

于24孔板内，分别培养24、48 h后，弃上清，PBS洗涤

3次后，加入3%戊二醛溶液固定细胞，30 min后弃去

戊二醛，加入FITC溶液对细胞染色。30 min后，移去

剩余FITC，以倒置荧光显微镜观察细胞形态。

1.7 细胞形态和细胞增殖

将 Asp-nHA/PLLA 复合物放入 96 孔板内，加入

DMEM培养基孵育过夜。吸出培养液后，加入50 μL

成骨细胞悬液（1×105个），同时加入150 μL新鲜培养

液，于 37 ℃、5% CO2条件下培养。3 d 换液一次，以

PBS冲洗2次，除去未粘附的细胞。加入预先配制的

MTT 80 µL，同时加入400 µL无血清培养液继续培养

4 h后，弃上清并加入 700 µL DMSO，振荡 12 min，取

溶液 150 µL 至 96 孔板中。吸光光度值以酶标仪在

490 nm 处测定。

扫描电镜及荧光显微镜观察间细胞形态。接种

方法同上，上述细胞在Asp-nHA/PLLA复合物上培养

7 d后，以 2.5%戊二醛固定，扫描电镜及荧光显微镜

观察。
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1.8 统计学处理

实验结果均采用计量数据，用均数±标准差表

示，均数间比较采用 t检验和方差分析，所有数据均

由 SPSS 17.0 统计软件分析数据。P>0.05 表示差异

无统计学意义。

2 结 果

2.1 Asp-nHA结构表征

以红外光谱法表征 Asp-nHA（图 1a）。nHA 在

1 034、960、604、565 cm-1均有PO4
3-的振动吸收峰。与

nHA相比，Asp-nHA在1 736和1 650 cm-1处出现两个

吸收峰，表示酰胺键的和苄氧基团相连的羰基伸缩

振动，从而证实Asp已成功连接于nHA上。
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图1 HA与Asp-nHA的（a）傅里叶变换红外光谱图及（b）X射线光电子能谱；（c）nHA与（d）Asp-nHA的扫描电镜图

Fig.1 (a) Fourier transform infrared spectrogram and (b) X-ray photoelectron spectroscopy of HA and Asp-nHA; scanning electron
micrographs of (c) nHA and (d) Asp-nHA

HA: Hydroxyapatite; nHA: Nano-hydroxyapatite; Asp-nHA: Aspartic acid-modified nano-hydroxyapatite
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以X射线光电子能谱进一步对Asp-nHA进行表

征（图 1a~b）。HA 结构中不含氮元素，而 Asp-nHA

的 XPS 谱中具有明显的氮元素峰，证实了Asp已成

功地接枝在nHA表面。

以扫描电镜观察Asp-nHA的微观结构，以及Asp的

改性对nHA的表面性质的影响。颗粒聚集成团（图1c），

而Asp-nHA成分成均匀分散状（图1d），与单纯成分对

比，其粒子未见明显聚集效应产生。以上结果证实，天

冬氨酸的修饰可有效改善粒子的聚集特性。

2.2. 复合物材料的结构表征

以扫描电镜分别对 PLLA、nHA/PLLA 及 Asp-

nHA/PLLA进行表征（图 2）。结果表明，三者在形态

上有不同，且都形成了孔隙均匀的多孔支架，约为

30~200 μm。孔隙结构完整，且相互之间的孔壁较

薄，孔隙之间串通小孔交错相连。相对而言，PLLA

材料的内壁比较光滑，而Asp-nHA/PLLA复合物内壁

包含微孔和粗糙结构，确保在其内壁的无机微粒可

有效暴露。其中，PLLA、nHA/PLLA 及 Asp- nHA/

PLLA的孔隙率分别为88%±3%，86%±2%以及87%±

3%。因此，在相同条件下，材料组成对孔隙率无显著

影响。

2.3 成骨细胞在nHA/PLLA复合物中的生长

分别将成骨细胞接种于 PLLA、nHA/PLLA 及

Asp-nHA/PLLA材料表面，持续培养 48 h后，经FITC
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特殊染色30 min，使用倒置荧光显微镜观察表面细胞

的粘附（图 3）。结果表明，细胞生长状态均较为良

好。Asp-nHA/PLLA材料的表面成骨细胞数量明显

高于PLLA、nHA/PLLA的表面成骨细胞数量。

图2 扫描电镜法分别表征（a）PLLA、（b）nHA/PLLA及（c）Asp-nHA/PLLA的表面结构

Fig.2 Surface structure of (a) poly L-lactic acid (PLLA), (b) nHA/PLLA and (c) Asp-nHA /PLLA characterized with scanning electron microscopy

图3 成骨细胞在（a）PLLA、（b）nHA/PLLA及（c）Asp-nHA/PLLA材料的生长情况

Fig.3 Growth of osteoblasts on (a) PLLA, (b) nHA/PLLA and (c) Asp-nHA/PLLA materials

a b c

2.4 细胞增殖研究

以 CCK8 法检测测定成骨细胞在 PLLA、nHA/

PLLA 及 Asp-nHA/PLLA 材料中的增殖活性（图 4）。

结果表明，接种 1 d后，各实验组的细胞增殖无统计

学差异；随着孵育时间的延长，在接种3、7 d后，细胞

在 Asp-nHA/PLLA 材料中的增殖数目明显多于

PLLA及 nHA/PLLA组，证实Asp-nHA/PLLA能促进

细胞的粘附和增殖（P<0.05）。

3 讨 论

与HA比较，n-HA具有良好的生物传导性能与生

物相容性等。与此同时，n-HA与聚合物材料具有更好

的界面间相互作用，且可增强复合材料的力学性能［16-17］。

然而，nHA表面积大、表面自由能高，导致其易于团聚，

使制备稳定的单分散纳米粒子成为困难。本研究对nHA

进行多肽修饰，以EDC/NHS偶联法制备Asp-nHA，根

本上改变nHA的亲水性，增强胶体稳定性。本研究进

一步将合成的Asp-nHA与PLLA进行复合，制备Asp-

nHA/PLLA，方法操作简单，可用于获得不同形貌的组

织工程支架材料。

在体外水平研究骨细胞与材料的作用，可在排

除体内多种生物因素的影响下单纯专注研究其生物

性能，为下一阶段的体内研究提供预实验和理论基

础。支架材料具备活性高、易相容及毒性低等特

图4 CCK8法检测测定成骨细胞在PLLA、nHA/PLLA及Asp-nHA/
PLLA材料的增殖情况

Fig.4 Osteoblasts proliferation on PLLA, nHA/PLLA and Asp-
nHA/PLLA detected by CCK8 method

a b c
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点［18-20］，体现为易粘附、快速生长繁殖。体外水平研

究表明可将细胞直接接种于材料其表面，观察生长

与粘附情况，分析细胞与材料之间的相互影响作用，

从而直观地表征材料的生物学性能。本研究结果表

明，Asp-nHA/PLLA具有最高的细胞粘附效率，nHA/

PLLA 略高于 PLLA，其原因是 nHA 可改善 PLLA 的

疏水性，有利于细胞在材料上的粘附［21-22］。

影响细胞粘附与分化的另一重要参数是材料表面

的粗糙度。nHA通过形成三维多孔结构，可显著增加

PLLA的表面粗糙程度，促进细胞的粘附、繁殖和分化。

Asp-nHA均匀分散于PLLA基质，不仅提高了材料的机

械性能，还增加了比表面积，有利于细胞粘附其上。本

研究显示，细胞在PLLA材料中的增殖速度明显低于在

Asp-nHA/PLLA和nHA/PLLA材料中，其中，Asp-nHA/

PLLA材料的增殖效果最优。这一结果表明，Asp-nHA

不仅利于成骨细胞的粘附与铺展，还具有显著的促增

殖作用。本研究通过对Asp-nHA的系统性表征包括成

骨活性和生物相容性，为该材料下一阶段体内实验和

成批制备，以及最终临床应用提供了理论和预实验依

据，证实了Asp-nHA/PLLA复合物材料具有良好的成

骨性能，有望应用于骨组织工程。
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