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可控多孔结构支架制备及灌注式体外培养
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摘 要 利用 F8M和快速成形技术设计制造具有可控多孔结构的支架。构建灌注式生物反应器系统，实现氧气和营养物质
的大量输送，同时产生一定流体剪应力，调节细胞功能的发挥。根据支架负型结构制造出相应的树脂原型，用磷酸钙骨水泥

进行填充烧结，得到与设计相符的多孔支架。接种兔成骨细胞，分别采用静态和灌注式三维动态培养方法，观察不同培养条

件下细胞在支架表面以及所构造微管道内的生长情况。试验结果表明，灌注式体外培养方法更有利于细胞在支架微管道内

的存活和功能的发挥，此灌注式系统能够改善支架微管道内细胞生存的微环境，增强黏附在支架微管道内细胞的活性，促进

细胞进一步的增殖和矿化基质的产生。
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理想的骨组织工程支架不但要具备良好的生物

相容性和可降解性，而且还要具备合理的三维空间

结构，主要包括内部微孔或微管道的尺寸、形状、空

间走向、分支、分布以及相互连通性。因为支架内部

三维空间结构不但会影响细胞的生存、生长、增殖和

重组［!］，而且还会影响细胞在内部的空间分布以及

新骨的形成［"，#］。应用 $%&和快速成形技术可以预
先设计和精确控制制造出具有复杂形状的三维空间

结构，而且这两项技术在骨组织工程支架构造方面

的应用也越来越广泛［’，(］。在体外构建工程骨组织

时，体外培养环境不仅要为细胞提供充足的氧气和

营养，而且还要能够给细胞一定机械应力刺激，调节

细胞的活性和基因表达的发挥［)］。特别是当支架的

尺寸比较大时，就需要利用生物反应器使在相互连

通的孔或微管道中产生一个动态的微环境，促进黏

附在支架内部细胞的功能发挥和新组织的形成。本

研究的目的是应用立体光固化快速成形间接制造技

术，制备可控多孔结构支架，比较静态培养与自行开

发的一种灌注式培养，这两种体外培养环境下，成骨

细胞在支架表面及微管道内部生长情况。

! 材料和方法

!"! 材料
自固 化 磷 酸 钙 骨 水 泥（ $*+,-./ 012341*56

$6/675，$0$）为瑞邦生物材料有限公司产品，
412341*5689.::6;6< 3*+-76（0=>）溶液、高糖二甲氨基乙
醇（&.+96,,2 ?2<-:-6< @*A+6B3 ?6<-./，&?@?）为
CD=$EF=GH公司产品，!8甘油磷酸钠、地塞米松、H8
抗坏血酸为 >-A/*公司产品。
!"# 方法
!"#"! 可控多孔支架制备：应用 $%& 软件
I7-A;*41-,3设计骨组织工程支架及其负型结构，通
过立体光固化快速成形机制造相应的支架负型树脂

原型。将 $0$材料填充到支架负型中，经过热分解
去除树脂材料，获得可控多孔支架。

!"#"# 兔成骨细胞的获取及培养：无菌条件下，取 "
只出生 # J (<的新西兰大耳白兔（第四军医大学实
验动物中心）颅盖骨，去除骨膜及结缔组织，0=>液
冲洗 # 次，剪碎至体积约为 ! //#大小的骨块，

KL"(M胰蛋白酶 #NO消化 !(/-7，基础培养液（高糖
&?@?含 !KM新生牛血清，青霉素 !KK.F/H，链霉素
!KK.F/H）冲洗 "遍，贴附于 !KK/H玻璃培养瓶底壁，
倒置于 #NO、(M$E"培养箱中，’1后小心翻转并添
加基础培养液，以后隔 "<换液，倒置显微镜（P-Q27）

观察细胞生长情况，细胞生长 N J !K <后长满瓶底，
用 KL"(M 胰蛋白酶、KL"AFH 的乙二胺四乙酸
（651R+676<-*/-76565;**,65-, *,-<，@&S%）消化细胞间连
接，加入 &?@%液稀释至细胞密度为 !K)个F/H时，
接种到新的培养瓶中进行传代培养，传代后细胞换

用条件培养液（基础培养液 T !K/HFH!8甘油磷酸钠
T !KU V/HFH地塞米松 T (K"AFH的 H8抗坏血酸）。
!"#"$ 细胞接种：把制备好的支架浸入 &?@?培养
液，放入 #N O培养箱，’ 1后取出，置入 )孔培养板，
每孔一个。将第 !K 代成骨细胞制成 " W !K)个F/H
细胞悬液，用滴管将细胞悬液滴在支架表面，然后放

回到培养箱中，" 1后取出，并向 )孔培养板的每个
孔加 !K /H培养液，在 #N O、(M$E"培养箱中放置

"’ 1。然后分组进行体外静态培养和灌注式三维动
态培养。

图 ! 灌注式生物反应器示意图
X-AY! >Q65,1 2: :+2Z 46;:.3-27 9-2;6*,52;

!"#"% 培养系统：选择两种不同的培养方式：静态
培养和灌注式三维动态培养。静态培养条件下的支

架放置在 )孔培养板中，每孔一个，隔天换液。灌注
式生物反应器系统为自行研制，其结构示意图如图

!所示。该生物反应器容器是由有机玻璃材料制
成。存储罐内的培养液在蠕动泵作用下，从反应器

的一端进入，流过支架内部微管道，从另一端流出，

返回到培养液存储罐，形成循环流动，灌注速率设定

为 " /HF/-7。存储罐的容积为 (KK /H，每隔 # <换
一次液。支架镶嵌在硅橡胶密封圈内，培养液只能

从支架内部微管道中流过，从而实现氧气和营养物

质大量输送的同时，使黏附在微管道内的细胞受到

一定流体剪应力刺激，达到调节细胞功能发挥的作

用，因此，改善了细胞生存的微环境，使其保持良好

的活性。反应器系统使用前经环氧乙烷熏蒸消毒。

反应器系统的装配在超净工作台内完成，所用泵管

是可透气的，装配完毕后，将系统放置到 #N O、
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!""#湿度、$#%&’培养箱。

!"#"$ 扫描电镜观察：培养 ()后，分别取出两种不
同培养条件下的支架，将其剖开，’#（! *!）戊二醛
固定，+ ,固定 ’ -，用 ./0 清洗 1 次，!# 锇酸（! *
!）固定 ’ -，+ ,条件下系列丙酮中脱水，乙酸异戊
酯置换 ! -，经六甲基二硅胺烷干燥样品，用
23%’!!"" 型离子溅射仪喷金处理，扫描电镜
（4567%45 081"""9）观察支架表面和微管道内部所
黏附的细胞。

# 结果

#"! 可控多孔支架制备
支架外形为圆柱体，直径 !+:$;;，高 !!:’;;，

其内部微管道的尺寸分别设计为!$""";和!1""

";，在支架内部均匀规则分布，<8=平面内结构为轮
辐型，微管道由支架中心向外延伸，贯穿至外表面；

这样的结构在支架内沿 >方向均匀分布着 $ 层，每
层相距 !:$;;，而且沿 >方向有直径为 $""";的微
管道从顶至底部贯穿着支架，并将每层的轮辐型结

构连通。相应的负型 %7?模型如图 ’@所示，以 06A
数据格式存储，经过分层切片处理后输入到快速成

形设备，制造出的负型树脂原型，如图 ’B所示。将
%.%粉末与固化液（9@’ 4.&+，浓度 +#）充分混合，
调制成浆体后填充到备用的支架负型树脂原型中。

待其充分固化后放入到电阻炉进行烧结，去除掉树

脂材料，得到与设计相符合的生物活性三维多孔支

架，如图 ’C所示。测得支架孔隙率为 1$:D#。

图 ’ 多孔支架设计制造
3EFG’ ?HIEFJ @J) K@BLEC@MENJ NK ONLNPI IC@KKNQ)

（@）JHF@MERH %7? ;N)HQ；（B）LHIEJ ;NQ)；（C）1? IC@KKNQ) SEM- CNJMLNQQH) EJMHLJ@Q ONLH @LC-EMHCMPLHIG

#"# 扫描电镜观察
分别在培养 1 )、( )和 !+ )后取出静态培养条

件和灌注式三维动态培养条件下的支架，扫描电镜

观察支架表面以及所构造微管道内部细胞贴附和分

布情况。静态培养条件下，培养 1 )后，成骨细胞贴
附于 %.%支架表面，并开始增殖分化，细胞多呈梭
型，大小约为 !" T 1"";，分布均匀，胞间有多个突
起相互连接，细胞表面有少量基质分泌；培养 ( )后

细胞排列紧密，呈梭型，已基本汇合，呈现重叠生长，

细胞分泌较多基质，少量细胞向所构造微管道内爬

行生长的同时，部分细胞跨越微管道口试图覆盖微

管道，如图 1@所示；培养 !+ )后细胞生长密集，多呈
复层生长，如图 1B所示，部分微管孔口被细胞基本
覆盖，向微管道内部爬行生长的细胞数量明显增多，

如图 1C所示，但是微管道深处未发现细胞。

图 1 静态培养条件下细胞在多孔支架上的生长状况
3EFG1 ULNSM- @J) )EKKHLHJME@MENJ NK CHQQI @MM@C-H) NJ ONLNPI IC@KKNQ)I PJ)HL IM@MEC CPQMPLH

（@）CHQQI @)-HLH) MN M-H HJML@JCH NK ;ECLNC-@JJHQI（ V W""）；（B）;PQMEQ@=HLI NK CHQQI NJ IC@KKNQ) IPLK@CH CPQMPLH) KNL !+)（ V !$""）；
（C）QNMI NK CHQQI EJFLNSM- EJMN ;ECLNC-@JJHQI（ V !""）G
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灌注培养 !"后，黏附在支架表面的成骨细胞排
列紧密，呈梭型，已基本汇合，汇合后呈重叠生长，细

胞分泌较多基质，如图 #$所示，而且微管道口附近
的细胞已经开始向微管道内部爬行生长，黏附在支

架微管道内部的成骨细胞也已基本汇合，且生长旺

盛，保持着良好的增殖功能；培养 %#"后，黏附在支
架表面的细胞生长密集，多呈复层生长，分泌大量基

质，并且已将支架表面的微管道基本覆盖，微管道口

附近的细胞大量汇合后，继续向微管道深处爬行生

长，如图 #&、’所示，并且部分细胞已穿越微管道，到
达另一侧面。

剖开支架，观察支架中心部位微管道中的细胞，

发现黏附在支架微管道内部的细胞排列紧密，呈重

叠生长，并有大量基质分泌，如图 ($、&所示。

图 # 灌注式三维动态培养条件下，细胞在多孔支架上的生长、增殖和分化
)*+,# -./012 $3" "*445.531*$1*/3 /4 ’5667 $11$’25" /3 8/./97 7’$44/6"7 *3 85.497*/3 &*/.5$’1/.

$：’5667 $"25.5" 1/ 125 5:15.3$6 79.4$’5（ ; %<<<）；&：’5667 ’/3+.5+$15" 125 531.$3’5 /4 =$’./8/.57（ ; %><）；’：’5667 ’/31*395" 1/ *3+./012 *31/ 125 *315.*/.

/4 7’$44/6"7（ ; ><<）,

! 讨论
以 ?@A和快速成形技术为基础，完成支架三维

空间结构的预先设计，实现制造过程的精确控制，得

到与设计结构相符合的骨组织工程支架。构建了灌

注式生物反应器系统，降低大尺寸支架体外培养时

氧气和营养物质供给不足的缺陷，改善细胞生存的

微环境，使细胞受到一定的机械应力刺激，调节细胞

功能的发挥。

图 ( 灌注培养条件下，支架中心部位微管道内黏附的细胞
)*+,( ?5667 $"25.5" 1/ *315.3$6 8/.57 /4 7’$44/6"7 *3 85.497*/3 &*/.5$’1/.

（$）’5667 $"25.5" 1/ *315.3$6 =*’./’2$33567 *3 B "*.5’1*/3（ ; C<）；（&）’5667 $"25.5" 1/ *315.3$6 =*’./’2$33567 *3 .$"*$6 "*.5’1*/3（ ; ><<）,

理论上讲，支架的孔隙率越高越好，但是，孔隙

率与支架强度是一对矛盾体，支架孔隙率升高，其强

度必然降低，本文综合考虑这一因素，将支架的孔隙

率设定为 D<E左右，使其机械强度可以达到 !FG$。
因为支架内部孔的尺寸、结构和连通性等特征对细

胞有着重要的影响，众多研究结果表明，孔的尺寸一

般为 ><< H C<<!=对细胞的生长比较有利
［> I #，! I J］。

因此，本文将支架微管道尺寸设计为 D<< H (<<!=。

对于支架内部微孔结构的预先设计与制造过程的控

制，快速成形技术可以实现。K5*3［L］等利用 ?@A和
)AF方法设计制造具有相互连通微管道的 G?M支
架，微管道尺寸为 %C< H !<<!=，支架孔隙率为 #JE
H !!E。由于该方法要求材料具有良好的热塑性，
因此，比较适合聚合物支架的构造。还可以利用快

速成形技术来间接制造具有复杂微管道结构的支

架，即先利用快速成形技术制造支架负型，即模具，

>J( !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 ><<(，N/6O>%，P/O#



并在模具中填充生物材料，然后去除模具，得到具有

预先设计结构的支架。这种方法无论对于有机材料

（如胶原）还是无机材料（如羟基磷灰石）都适合［!"］。

最大的不足就是模具自身的误差会复制到最终的支

架上。

在体外培养尺寸较大的支架时，将培养液灌注

到三维多孔支架内部，不但能够增强细胞的活性和

功能［!!］，而且还能够促进细胞的生长、分化以及钙

化基质的沉积［!# $ !%］。但是，对于不同空间结构的三

维多孔支架，必然需要不同的灌注速率，什么样的速

率是最优的、最有利于细胞生长的，有必要使用专业

的流体力学分析软件（如 &’()*+）来对不同结构的
支架进行预先分析和模拟。得到一些比较有价值的

数据，如：氧气和营养物质的输送情况，支架微管道

内的流场分布，细胞所受剪应力的大小等。

因此，在设计制造骨组织工程支架时，不但要考

虑支架的生物相容性、可降解特性和机械特性，而且

还要重视支架内部微管道的结构特征，以便在各种

三维动态培养条件下促进其活化和新组织的形成。
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