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壳聚糖季铵盐基杂化支架的制备及其作为ｒｈＢＭＰ－２载体的研究
＊

胡园园，王　靖，刘昌胜
（华东理工大学 教育部医用生物材料工程研究中心，上海２００２３７）

摘　要：　采用环氧衍生物开环法制备壳聚糖季铵盐，
通过其与甘油磷酸钠的分子间作用力交联成 凝 胶，冻

干后得多孔支架，用于装载骨形态发生蛋白－２应用于

骨修复 领 域；同 时 引 入β－ＴＣＰ作 为 物 理 交 联 点，在 提

高支架力学强度的同时，更好地调控支架的溶胀行为，
延长ｒｈＢＭＰ－２的释放时间，并且在异位诱导成骨的动

物实验中取得良好效果。
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１　引　言

骨组织损伤是常见疾病，为 满 足 临 床 大 量 骨 修 复

材料的需求，安全有效的人工骨成为 研 究 热 点。特 别

是将骨修复材料与生长因子结合，可以得到兼 具 骨 传

导性和成骨活性的活性修复材料。壳聚糖因其来源广

泛以及良好的生物相容性，已被广泛应用于骨 修 复 和

药物载 体 研 究［１－４］。Ｃｈｅｎｉｔｅ等 首 次 报 道 了 利 用 壳 聚

糖／β－甘油磷酸钠间的静电力、分子间力以及氢键作用

力制备了 一 种 壳 聚 糖 水 凝 胶 支 架［５－６］，该 体 系 制 备 简

单，无需外加交联剂，可用于包裹细胞、装 载 和 输 送 药

物及生长因子，因而受到关注。但由于 壳 聚 糖 水 溶 性

差，需溶解于稀酸中，不仅对组织有一 定 的 刺 激 性，而

且酸的存在会削弱壳聚糖与甘油磷酸钠间的静电作用

力而导致难以形成凝胶；另外，壳聚糖与甘油磷酸钠间

的相互作用力弱，导致凝胶力学强度差，也使其应用受

到限制。
本文通过对壳聚糖改性，制 备 正 电 性 更 强 的 水 溶

性壳聚 糖 季 铵 盐（ＨＴＣＣ），可 避 免 稀 酸 溶 液 的 使 用。
与壳聚糖相比，壳聚糖季铵盐与甘油磷酸钠间 的 静 电

作用力更强，因而形成的凝胶强度提高。同时，本文还

在 ＨＴＣＣ／ＧＰ体系 中 引 入 无 机β－磷 酸 三 钙（β－ＴＣＰ），
一方面提高成骨活性，另一方面借助无机颗粒 与 季 铵

盐的相互作用力，加快凝胶化进程，并进一步提高凝胶

的强度。在此基础上，将其装载促进成 骨 的 生 长 因 子

骨形态发 生 蛋 白－２（ｒｈＢＭＰ－２），在 异 位 成 骨 动 物 实 验

中考察壳聚糖季铵盐基杂化支架作为成骨生长因子载

体应用于骨修复的可行性。

２　实　验

２．１　壳聚糖季铵盐（ＨＴＣＣ）的制备及表征

２．１．１　试剂

壳聚糖（ＣＳ，Ｍ Ｗ＝５．０５×１０５，上海卡博工贸有限

公司），２，３－环氧丙基三甲基氯化铵（ＧＴＭＡＣ，山东东

营国丰精细 化 工 有 限 责 任 公 司），β－甘 油 磷 酸 二 钠 盐，
五水（β－ＧＰ，国药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司），ＢＣＡ蛋 白

浓度测定试剂盒（碧云天生物技术研究所），重组人骨

形态蛋白（ｒｈＢＭＰ－２，上海瑞邦生物材料有限公司），β－
ＴＣＰ粉末由本实验室采用液相沉淀法自行制备。
２．１．２　ＨＴＣＣ的制备及表征

称取２ｇ壳聚糖置于烧杯中，倒入９９ｍＬ去离子

水，磁 力 搅 拌 下 滴 加１ｍＬ冰 醋 酸，待 壳 聚 糖 完 全 溶

解，用１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ溶液沉淀，调节ｐＨ值至１０，静

置４ｈ后，抽滤，去 离 子 水 洗 至 中 性，用 纱 布 将 处 理 后

的壳聚糖滤干备用。
参照文献［７－９］称 取 一 定 量 的２，３－环 氧 丙 基 三 甲

基氯化铵，置于烧杯中，加入异丙醇，搅 拌 至 溶 解 完 全

后，倒入滴定管备用。将经过预处理的 壳 聚 糖 分 散 在

８０ｍＬ异丙醇中，油浴加热至８０℃。搅拌下缓慢滴加

２，３－环氧丙基三 甲 基 氯 化 铵 溶 液，当 溶 液 加 至 一 半 时

停止滴加，直至反应３．５ｈ后开始滴加剩余溶液，继续

反应３．５ｈ后，停 止 反 应，静 置 待 反 应 装 置 冷 却 至 室

温，抽滤，得 到 淡 黄 色 沉 淀，无 水 乙 醇 洗３遍，烘 干 备

用。将干燥的淡黄色沉淀置于烧杯中，加 适 量 去 离 子

水，磁力搅拌１２ｈ后，用砂芯漏斗进行抽滤，除去不溶

于水的杂质，得到澄清的淡黄色壳聚糖季铵盐水溶液。
将壳聚糖季铵盐水溶液缓慢倒入丙酮中，抽滤 得 到 淡

黄色絮状沉淀，无水乙醇洗３遍后，索氏提取２４ｈ，抽

滤，烘干备用。
采用ＫＢｒ压片法，测定壳聚糖和ＨＴＣＣ红外光谱

图，测量范围为４　０００～５００ｃｍ－１。
２．２　壳聚糖季铵盐杂化支架的制备及性能研究

２．２．１　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架的制备及表征

将 ＨＴＣＣ粉末溶 于 去 离 子 水 配 制 成 一 定 浓 度 的

ＨＴＣＣ水溶液。配制β－ＧＰ水溶 液（１．２ｇ／ｍＬ），并 称

取一定量的β－ＴＣＰ分 散 在β－ＧＰ水 溶 液 中，超 声 分 散

均匀，取适量 ＨＴＣＣ水 溶 液 于 小 烧 杯 中，磁 力 搅 拌 下
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加入配制好的β－ＴＣＰ／β－ＧＰ混合液，待 ＨＴＣＣ粘度增

大即停 止 搅 拌。静 置 即 可 得 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ凝

胶。将该水凝胶置于－２０℃预冻１２ｈ后，冻干机中冻

干４８ｈ得到 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ多孔支架。
将冻干支架放入液氮中淬 冷 急 断，取 新 鲜 断 面 喷

金后在扫描电镜下观察形貌。
２．２．２　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架的力学性能

将凝 胶 填 入 圆 柱 形 模 具 中 冻 干，制 备 出 ＝
１０ｍｍ，Ｌ＝２０ｍｍ的 小 圆 柱 体，采 用 万 能 试 验 机 进

行压缩试验，压 缩 速 度 为２ｍｍ／ｍｉｎ。每 组 测 试３个

样品，绘制压缩应力－应变曲线，计算压缩模量。
２．２．３　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架的溶胀度

配制磷酸缓 冲 溶 液（ＰＢＳ），将 冻 干 支 架 切 成 厚 度

约为１ｍｍ，直径约为１０ｍｍ小圆片，称量并记录小圆

片初始质量，浸泡于ＰＢＳ缓冲溶液中，在相同时间点，
将小圆片捞出，用滤纸吸取圆片周围多余水分 后 称 量

并记录圆片吸水后质量。按照下式计算冻干凝胶支架

的溶胀度。
ＳＤ ＝Ｗｔ／Ｗ０

式中，Ｗｔ 为不同浸泡时间点，凝胶的质量；Ｗ０ 为未浸

泡前，冻干凝胶支架的初始质量。
２．２．４　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架的细胞相容性

采用 ＭＴＳ法 考 察 凝 胶 的 细 胞 相 容 性，操 作 步 骤

如下：（１）将 不 同 组 分 的 杂 化 凝 胶 按 样 品 表 面 积 每

３ｃｍ２ 加１ｍＬ含 牛 血 清 的 细 胞 培 养 液，置 于３７℃，
培养２４ｈ，制得凝胶浸提液；（２）将ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１单细胞

悬液接种于９６孔 板 内，每 孔１０　０００个 细 胞。将 浸 提

液 １５０μＬ加入到孔板内与细胞共培养，置于３７℃含

有５％ＣＯ２的培养箱中分别培养２４和７２ｈ；（３）在测

定时间点，每孔加入２０μＬ的 ＭＴＳ溶液，置入培养箱

中３７℃下继续培养５ｈ；（４）采用酶标仪以４９０ｎｍ波

长测定吸光度（ＯＤ值）。
根据相对 增 值 率（ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ，ＲＧＲ）来

评 价 细 胞 毒 性。相 对 增 值 率 ＲＧＲ＝ＯＤ均 值（实 验 组）／
ＯＤ均 值（阴 性 对 照 组）×１００％。按照我国医疗器械 生 物 学 评

价标 准，根 据 以 下 评 分 标 准 来 衡 量 材 料 的 细 胞 毒 性：
ＲＧＲ≥１００为０级，ＲＧＲ＝７５～９９为１级，ＲＧＲ＝５０
～７４为２级，ＲＧＲ＝２５～４９为３级，ＲＧＲ＝１～２４为

４级，ＲＧＲ＝０为５级，其中，０～１级为合格，２级需要

结合细胞形态分析来综合评价，３～５级表示不合格。
２．３　壳聚糖季铵盐杂化支架作为ｒｈＢＭＰ－２载体的研究

２．３．１　携载ｒｈＢＭＰ－２的 ＨＴＣＣ杂化支架的制备

携载ｒｈＢＭＰ－２的 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ采 用 同 上

方法 获 得：按 上 述 步 骤 制 备 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支

架，按需求切取适当尺寸，环氧乙烷灭菌。在无菌条件

下量取一定量ｒｈＢＭＰ－２（０．５ｍｇ／ｍＬ）水溶液，滴加到

支架表面，静置１０ｍｉｎ，再置于无菌的冷冻干燥机中冻

干２４ｈ，取出备用。
２．３．２　体外缓释

材料分为３组：（１）β－ＴＣＰ浓 度 为０；（２）β－ＴＣＰ

浓度为２０ｍｇ／ｍＬ（β－ＴＣＰ／ＨＴＣＣ）；（３）β－ＴＣＰ含量

为４０ｍｇ／ｍＬ（β－ＴＣＰ／ＨＴＣＣ）。每个样品装载２０μｇ
ｒｈＢＭＰ－２。每组３个 平 行 样。将 每 个 样 品 放 入 装 有

５ｍＬ　ＰＢＳ（ｐＨ值＝７．２）的１０ｍＬ离心管中，将离心

管置于３７℃ 恒温 恒 湿 振 荡 箱 中，转 速８０ｒ／ｍｉｎ。在

预定的时间点（１，２，３，５，７，１０，１４，２１，２８和３５ｄ），取

出离心管。离心 后 取 出 上 清 液，加 入５ｍＬ新 鲜ＰＢＳ
（ｐＨ值＝７．２），放 回 振 荡 箱 继 续 振 荡。采 用ＢＣＡ试

剂盒法测量清液中蛋白含量，每个样品测量３个 平 行

样。计算ｒｈＢＭＰ－２累 计 释 放 比 例 并 绘 制 体 外 释 放 曲

线。
２．３．３　异位成骨实验

（１）制样及 分 组：将 不 同 组 分 的 冻 干 支 架 切 割 成

等重小颗粒，环氧乙烷灭菌备用，无菌环境下，按２．２．
１所 述 的 方 法，每 一 颗 粒 准 确 复 合４０μＬ　ｒｈＢＭＰ－２
（０．５ｍｇ／ｍＬ）溶液；１２只昆明种小鼠，随机分为３组，
每组４只动物。分组情况如下：① ＨＴＣＣ／β－ＧＰ＋ｒｈ－
ＢＭＰ－２；② ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ（ｃ（β－ＴＣＰ）＝２０ｍｇ／
ｍＬ）＋ｒｈＢＭＰ－２；③ ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ（ｃ（β－ＴＣＰ）
＝４０ｍｇ／ｍＬ）＋ｒｈＢＭＰ－２。

（２）肌袋植入手术：动物实验在无菌环境中进行，
实验中所用器具均事先进行灭菌处理。将昆明种小白

鼠（２３～２５ｇ）按体重的３％进行戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉。将小鼠的右后腿部内侧毛发剃除，固定小鼠四肢，
用酒精擦拭消毒。然后用手术小剪纵向切口约３ｍｍ，
分离肌袋内软组织，植入样品后，用手术线逐层缝合肌

膜和皮肤。在无菌环境中按标准进行日常饲养。
２．３．４　新骨湿重和骨灰含量测定

采用新骨 湿 重 和 骨 灰 分 量 来 评 价 异 位 形 成 的 新

骨。在术后第４周处死小鼠，解剖小鼠 的 右 后 腿 取 出

诱导成骨 组 织。其 中 一 个 带 周 围 软 组 织 样 品 浸 泡 在

４％的福尔马林溶液中固定，用于组织学检测。其余３
个去除周围 软 组 织 后 拍 照 并 测 定 新 骨 鲜 重 和 灰 分 含

量。准确称量新鲜骨重量，然后将其置 于 马 弗 炉 中 在

６００℃下煅烧６ｈ，随炉冷却 后，取 出 称 量 煅 烧 后 骨 灰

质量，骨灰量可以表示新生骨中无机盐矿物的含量。
２．３．５　组织学评价

将术后４周取出的新骨标本分别浸入４％的中性

甲醛溶液中固 定２４ｈ以 上；随 后 在３０％甲 酸－福 尔 马

林脱钙液脱钙７２ｈ；脱钙后的标本进行洗涤、乙醇梯度

脱水、二甲苯透明处理、浸蜡、包 埋、切 片 与 粘 片，然 后

石蜡切片进 行 Ｈ－Ｅ染 色 和 三 色 染 色。在 倒 置 显 微 镜

下观察新骨形成情况及材料与周围组织的相容性。

３　结果与讨论

３．１　壳聚糖季铵盐及其凝胶的制备与表征

采用傅 里 叶 红 外 光 谱 对 ＨＴＣＣ进 行 结 构 表 征。
图１为壳聚糖和 ＨＴＣＣ的红外谱图，从图１可以观察

到，壳 聚 糖 的ＦＴ－ＩＲ图 谱 中１　５９６．７８ｃｍ－１ 处 存 在

Ｎ—Ｈ 变 形 振 动 峰，在 ＨＴＣＣ 的 ＦＴ－ＩＲ 图 谱 中，
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１　５９６．７８ｃｍ－１ 处 的 Ｎ—Ｈ 变 形 振 动 峰 消 失，而 在

１　４８２．６１ｃｍ－１ 处 出 现 了 新 的 振 动 吸 收 峰，为—ＣＨ３
变形振动 峰。ＨＴＣＣ红 外 图 谱 未 改 变 壳 聚 糖 图 谱 中

１　１０３．２３ｃｍ－１ 处 伯 醇 羟 基 特 征 吸 收 峰 及１　０８９．１４
ｃｍ－１ 处仲 醇 羟 基 特 征 吸 收 峰。红 外 图 谱 分 析 表 明，
ＨＴＣＣ只在壳聚 糖 分 子 链 的—ＮＨ２ 处 引 入 了 羟 丙 基

三甲基氯化铵。

图１　壳聚糖与 ＨＴＣＣ红外光谱图

Ｆｉｇ　１ＦＴ－ＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｆｏｒ　ｃｈｉｔｏｓａｎ　ａｎｄ　ＨＴＣＣ
ＨＴＣＣ／β－ＧＰ体系凝胶化转变机理主要是由于壳

聚糖分子链中引入了带正电的季铵根，与β－ＧＰ分子中

带负电的磷酸根发生静电吸引，ＨＴＣＣ分子链以β－ＧＰ
为中心发生物理交联形成三维网络结构的凝胶。图２
为 ＨＴＣＣ水溶液和 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ凝胶化示意图。

图２　ＨＴＣＣ水溶液与 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ凝胶图

Ｆｉｇ　２Ｔｈｅ　ｐｈｏｔｏ　ｏｆ　ＨＴＣＣ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ
ｈｙｄｒｏｇｅｌ

３．２　β－ＴＣＰ含量对支架断面形貌的影响

采用扫描 电 镜 考 察β－ＴＣＰ含 量 对 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／

β－ＴＣＰ支架断面微观形貌的影响，如图３所示。

图３　不同β－ＴＣＰ浓度的 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架断面扫描电镜图

Ｆｉｇ　３Ｔｈｅ　ＳＥＭ　ｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ　ｈｙｄｒｏｇｅｌ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｍｏｕｎｔｓ　ｏｆβ－ＴＣＰ
　　从图３可以看出，凝胶断面形貌均为多孔结构，不
含β－ＴＣＰ的 支 架 孔 壁 单 薄，孔 径 不 均 匀，孔 的 连 通 性

差，在 放 大 倍 数 为３　０００倍 时，可 见 孔 壁 光 滑 细 致 均

一。比较不同β－ＴＣＰ含量下的支架表面形貌，可以看

出，随着β－ＴＣＰ浓度的增大，支架孔径略有减小，多孔

结构分布更加均匀，并且孔壁变厚，孔 的 连 通 性 增 强。
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在放大倍数为３　０００倍时，可以看到随着β－ＴＣＰ浓度

的增大，孔壁上的磷酸三钙颗粒逐渐增多，孔壁粗糙度

增加；当 β－ＴＣＰ 浓 度 为 ２０ ｍｇ／ｍＬ 时，孔 壁 上 的

β－ＴＣＰ均匀分布；当β－ＴＣＰ浓度达到４０ｍｇ／ｍＬ时，

β－ＴＣＰ轻微团聚。由 此 可 见，β－ＴＣＰ的 引 入 使 凝 胶 孔

结构均匀分布，连通性增强，孔壁变厚 变 粗 糙，有 利 于

细胞粘附生长。
３．３　β－ＴＣＰ浓度对支架力学性能的影响

图４为 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支 架 的 压 缩 应 力－应
变曲线，在相同应力下，随着β－ＴＣＰ浓度的增加，支架

的压缩应变减小，说明支架的抗压强度增加。

图４　β－ＴＣＰ浓 度 为０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ 时 ＨＴＣＣ／

β－ＧＰ／β－ＴＣＰ凝胶压缩应力－应变曲线

Ｆｉｇ　４Ｔｈｅ　ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔｒｅｓｓ－ｓｔｒａｉｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ＨＴＣＣ／

β－ＧＰ／β－ＴＣＰ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ

β－ＴＣＰ
随着β－ＴＣＰ浓 度 的 增 大，凝 胶 的 压 缩 模 量 增 大，

当β－ＴＣＰ＝４０ｍｇ／ｍＬ时，压缩模量从１．２５ＭＰａ增

强到３．３６ ＭＰａ。由 此 可 见，β－ＴＣＰ的 引 入 增 强 了

ＨＴＣＣ／β－ＧＰ凝胶的力学强度。
３．４　支架的溶胀度

图５为ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ凝胶分别在酸性（ｐＨ
值＝６．０）、中性（ｐＨ 值＝７．０）、碱 性（ｐＨ 值＝８．０）溶

液中的溶胀度曲线。由图５（ａ）可 知，在 酸 性ＰＢＳ中，
凝胶首先快速吸水溶胀，纯 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ凝胶瞬时 溶

胀度达到１５．８；随着β－ＴＣＰ浓 度 增 加，凝 胶 的 瞬 时 溶

胀度有所降 低；当β－ＴＣＰ浓 度 为２０ｍｇ／ｍＬ时，凝 胶

瞬时溶胀度为１３．９；当β－ＴＣＰ浓度为４０ｍｇ／ｍＬ时，
瞬时溶胀度 下 降 到１１．２。在 保 持 溶 胀 度 不 变 一 段 时

间后，３组凝胶均逐渐崩解，β－ＴＣＰ粒子从凝胶体系中

溃散出，随着β－ＴＣＰ浓度的增加，凝胶崩解速度减慢，
纯 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ凝 胶 大 约９０ｍｉｎ时 崩 解 完 全，随 着

β－ＴＣＰ浓度的增加，凝胶完全崩解的时间增加，β－ＴＣＰ
浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时 崩 解 时 间 为１３０ｍｉｎ，β－ＴＣＰ浓

度为４０ｍｇ／ｍＬ时崩解时间为２２０ｍｉｎ。
由图５（ｂ）可知在中性ＰＢＳ中，３组凝胶瞬时吸水

溶胀达到饱和后，溶胀度不随时间延长而改变，随着β－
ＴＣＰ浓度的增 加，凝 胶 的 溶 胀 度 降 低，β－ＴＣＰ浓 度 为

０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ时，凝胶在ｐＨ 值＝７．０的中性ＰＢＳ
中的溶胀度分别为１３．４，１１．９和９．３。

由图５（ｃ）可知，在碱性ＰＢＳ（ｐＨ值＝８．０）中，３组

凝胶的溶胀行为与在中性溶液中的溶胀情况 相 似，首

先是瞬时吸水溶胀达到饱和，然后保持不变，但是总体

溶胀度有所下降，β－ＴＣＰ浓度为０、２０、４０ｍｇ／ｍＬ时，
凝胶在ｐＨ 值＝８．０的 碱 性ＰＢＳ中 的 溶 胀 度 分 别 为

１１．３，１０．１和７．２。

图５　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ凝胶在ｐＨ值＝６．０，７．０和８．０的缓冲溶液中的溶胀度曲线

Ｆｉｇ　５Ｓｗｅｌｌｉｎｇ　ｄｅｇｒｅｅ（ＳＤ）ｏｆＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ　ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ　ｈｙｄｒｏｇｅｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ

β－ＴＣＰ（０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ）ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ：ｐＨ＝６．０，７．０，ａｎｄ　８．０
　　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ凝 胶 在 酸 性 环 境 中 溶 胀 迅

速，允许更多的酸溶液进入凝胶内部，与β－ＧＰ相中和

使物理交联网络溃散，所以凝胶在酸性溶液中 会 迅 速

溶解。随着β－ＴＣＰ浓 度 的 增 加，凝 胶 的 溶 胀 度 降 低，
可 能 是 由 于 β－ＴＣＰ 带 负 电 的 磷 酸 根 与 带 正 电 的

ＨＴＣＣ分子链间也存在静电吸引力，所以β－ＴＣＰ的引

入也起到了物理交联点的作用，ＨＴＣＣ分子链在β－ＧＰ
和β－ＴＣＰ两种物理交联剂的作用下凝胶化更完全，得

到的三维网状结构也更加紧密，结合扫描电镜 分 析 得

出结论：β－ＴＣＰ的引入使凝 胶 孔 径 降 低，孔 壁 增 厚，结

构更为 规 整，所 以 随 着β－ＴＣＰ浓 度 的 增 加，杂 化 凝 胶

的溶胀 度 降 低。由 此 可 见，ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ凝 胶

具有ｐＨ值响应性，并且随着β－ＴＣＰ浓度的增加，凝胶

的溶胀度降低。
３．５　ｒｈＢＭＰ－２体外缓释曲线

由图６（ａ）可以看出，不同β－ＴＣＰ浓度的３组材料

对ｒｈＢＭＰ－２的体 外 缓 释 趋 势 相 似。但 是 随 着β－ＴＣＰ
含量的增大，材 料 对ｒｈＢＭＰ－２缓 释 速 度 有 所 降 低，第

７ｄ时，β－ＴＣＰ浓度为０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ的３组支架对

ｒｈＢＭＰ－２的累计缓释量分别为９３％，８２％，７４％；图６
（ｂ）解释了产生这种结果的原因：当 ＨＴＣＣ与β－ＧＰ交

联成凝胶的过程中，β－ＴＣＰ粒子也充 当 了 物 理 交 联 点

的角色，ＨＴＣＣ分子链一方面与β－ＧＰ发生物理交联，
形成网 络 结 构，一 方 面 以β－ＴＣＰ粒 子 为 中 心，分 子 链
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之间发生互相缠结，使得凝胶的三维网状结构 更 为 致

密，对ｒｈＢＭＰ－２的结合也就更牢固，并且β－ＴＣＰ降低

了凝胶支架 的 溶 胀 度。当 装 载 了ｒｈＢＭＰ－２的 凝 胶 支

架浸泡到缓冲溶液中时，未添加β－ＴＣＰ的支架迅速吸

水溶胀，大量的缓冲溶液进入到凝胶内部，松散的结构

使得ｒｈＢＭＰ－２很快扩散出来，这也是水凝胶通常存在

很高的突释的原因。而添加了β－ＴＣＰ后，相对较紧密

的网络结构 和 狭 窄 的 扩 散 孔 道 能 够 比 较 有 效 地 束 缚

ｒｈＢＭＰ－２，所 以β－ＴＣＰ的 添 加 可 以 让 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／

β－ＴＣＰ杂 化 凝 胶 支 架 对ｒｈＢＭＰ－２有 更 好 的 缓 释 作

用。

图６　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架对ｒｈＢＭＰ－２的缓释曲线及机理示意图

Ｆｉｇ　６Ｒｅｌｅａｓｅ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ｒｈＢＭＰ－２ｆｏｒ　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ
３．６　支架的细胞相容性

采用 ＭＴＳ比色法考察凝胶的细胞相容性。由图

７（ａ）可知，培养２４ｈ后，β－ＴＣＰ浓度为０，２０，４０ｍｇ／
ｍＬ的３组 凝 胶 支 架 浸 提 液 ＲＧＲ 值 分 别 为７８％，
８２％，９５％，均在７５％～１００％之间，毒性等级为１级。

图７　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ浸提液对 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１的体

外细胞毒性

Ｆｉｇ　７Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ
ｂｙ　ＭＴＳ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　２４ａｎｄ　７２
ｈ

由图７（ｂ）可 知，培 养７２ｈ后，β－ＴＣＰ浓 度 为０，
２０，４０ｍｇ／ｍＬ的３组凝胶支架浸提液ＲＧＲ值分别为

８５％，８８％，９７％，毒性等级仍然为１级，说明材料具有

良好的细胞相容性，同时，比较３组材 料，可 以 看 出 随

着β－ＴＣＰ浓 度 的 增 加，支 架 的 体 外 细 胞 毒 性 降 低，这

主要是因为β－ＴＣＰ与人体骨骼中的无机成分相近，具

有良好的生物 相 容 性，从 而 提 高 了 ＨＡＣＣ／β－ＧＰ支 架

的生物相容性。
３．８　异位成骨量

由图８可知，３组材料载ｒｈＢＭＰ－２植入小鼠大腿

肌袋后４周，均 诱 导 了 新 骨 的 生 成，且 随 着β－ＴＣＰ浓

度的增加，新骨尺寸增大。实验中采用 新 骨 和 骨 灰 重

量 来 进 一 步 评 价 携 载 ｒｈＢＭＰ－２ 的 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／

β－ＴＣＰ支架在动物体内异位诱导成骨的能力。

图８　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ载ｒｈＢＭＰ－２异位诱导新骨

照片

Ｆｉｇ　８ Ｅｃｔｏｐｉｃ　ｂｏｎｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｈＢＭＰ－２－ｌｏａｄｅｄ－
ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ　ｓｃａｆｆｏｌｄ

图９为 术 后４周 新 骨 湿 重 和 灰 分 重，可 知 含 有

β－ＴＣＰ的两组材料载ｒｈＢＭＰ－２后诱导的新骨质量明显

大于纯的ＨＴＣＣ／β－ＧＰ支架，而含β－ＴＣＰ的两组支架间

没有显著性差异。骨灰重是骨头被灼烧或被完全氧化

后剩余的无机残留物，这些残留物多为含有Ｋ、Ｎａ、Ｃａ、
Ｍｇ等元素的氧化物。骨灰含量可以代表骨矿含量的多

少。随着β－ＴＣＰ含量的增加，新骨灰重明显增加，其中

含有β－ＴＣＰ的两组要明显高于未添加β－ＴＣＰ的ＨＴＣＣ／

β－ＧＰ组，含有β－ＴＣＰ的两组间无显著性差异。
３．９　组织学分析

采用组织切片观察 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ／ｒｈＢＭＰ－
２复合支架的异位成骨效果，如图１０和１１所示。
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图９　材料植入４周后ｒｈＢＭＰ－２诱导生成的新骨湿重和骨灰重（＊Ｐ＜０．０５）
Ｆｉｇ　９Ｗｅｔ　ａｎｄ　ａｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｎｅｗ　ｂｏｎｅ　ｆｏｒ　４ｗｅｅｋｓ（＊Ｐ＜０．０５）

图１０　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ／ｒｈＢＭＰ－２复合支架异位成骨（术后４周）ＨＥ，其中ＮＢ为新生骨，Ｆ为纤维组织
Ｆｉｇ　１０ＨＥ　ｏｆ　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ／ｒｈＢＭＰ－２ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆβ－ＴＣＰ（０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ）
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图１１　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ／ｒｈＢＭＰ－２复合支架异位成骨（术后４周）三色染色组织切片图，其中ＮＢ为新生骨，Ｆ
为纤维组织

Ｆｉｇ　１１Ｍａｓｓｏｎ＇ｓ　ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ／ｒｈＢＭＰ－２ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ
β－ＴＣＰ（０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ）ｉｍｐｌａｎｔｅｄ　ｉｎｔｏ　ｒａｔ　ｈｉｎｄ　ｌｉｍｂ　ｍｕｓｃｌｅ　ｆｏｒ　４ｗｅｅｋｓ
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　　由 图１０和１１的 ＨＥ和 三 色 染 色 切 片 中 可 以 看

出，３组材料植 入 小 鼠 腿 部 肌 袋４周 后 均 有 新 生 骨 组

织生成，而且周围没有发现炎症和不良免疫反应，说明

３组支架材料的组织相容性好。且４周时３组材料均

降解完全，新生骨组织出现大量骨陷窝，并且新生骨组

织之间可见丰富的黄骨髓和红骨髓，说明了骨 组 织 趋

于成熟。对比３组材料，未添加β－ＴＣＰ的实验组新生

骨小梁 稀 少，随 着β－ＴＣＰ的 引 入，新 生 骨 面 积 有 明 显

增加，说明β－ＴＣＰ的引入增强了材料的生物相容性并

促进了新骨的形成。在 异 位 成 骨 中，β－ＴＣＰ含 量 对 新

生骨量的影响有两方面的原因，一 方 面 是 由 于β－ＴＣＰ
是一种具有良好生物相容性并且可降解的无 机 盐，它

与正常骨的无机成分相近，所以β－ＴＣＰ的添加可以增

强凝胶的生物相容性和骨传导性；另一方面，结合体外

缓释的结果，β－ＴＣＰ的添加可以对装 载 在 凝 胶 支 架 上

的ｒｈＢＭＰ－２起到 更 好 的 缓 释 作 用，使ｒｈＢＭＰ－２更 好

地发挥效用，所以两方面原因促进了 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－
ＴＣＰ／ｒｈＢＭＰ－２复合支架能够异位诱导更多的新生骨

生成。

４　结　论

通过对壳聚糖 进 行 季 铵 化 改 性 以 及 引 入β－ＴＣＰ，
可有效提高 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ支架的力学强度，降

低其溶胀性，延 长 对ｒｈＢＭＰ－２的 缓 释 时 间，并 且 在 异

位成骨的实验中取得良好的效果，提示其在骨 修 复 领

域具有应用前景。同时 ＨＴＣＣ具有抗菌特性，进一步

研究 ＨＴＣＣ／β－ＧＰ／β－ＴＣＰ复合材料的抗菌性能，以及

骨修复过程中骨诱导与抗菌的协同作用，不仅 将 为 设

计新型抗菌型骨修复材料提供思路借鉴，而且 具 有 更

大的临床应用价值。
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