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电纺 PLGA /HA 复合支架的细胞相容性研究
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摘要 目的 通过静电纺丝的方法制备 PLGA/HA 复合支架并对其细胞相容性进行表征。方法 先通过高压静电纺丝
的方法制备 PLGA/HA 复合生物支架，再将大鼠的骨髓间充质干细胞接种于复合支架上培养，采用 SEM 观察细胞在支架上的
形貌、MTT 法分析细胞的增殖情况。结果 PLGA/HA 复合支架是由超细纤维构成的三维多孔结构，与天然的细胞外基质结
构相似，骨髓间充质干细胞在其表面附着、铺展良好，HA 纳米颗粒的加入明显提高了细胞的粘附率。结论 静电纺丝法制得
的 PLGA/HA 复合支架有可能作为骨组织再生的支架在组织工程领域发挥作用。
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Abstract Objective To prepare PLGA /HA composite scaffolds by electrospinning and characterize their cell compatibility．
Methods PLGA/HA composite scaffolds were prepared by electrospinning． Subsequently，rat bone － marrow － derived mesenchymal
stem cells were cultured，expanded and seeded on the PLGA/HA scaffolds． The attachment and proliferation of cells on the scaffolds
were investigated by SEM，MTT assay． Results The composite scaffolds had a three － dimensional structure，which mimicked the struc-
ture of the natural extracellular matrix． The bone － marrow － derived mesenchymal stem cells grown well on the scaffolds; the addition of
HA nanoparticle could obviously improve the cell adhere rate． Conclusion The electrospun PLGA/HA composite scaffolds could serve
as an excellent scaffold for bone tissue regeneration in tissue engineering．
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随着纳米技术的兴起，静电纺丝技术近年来备受关注。
通过静电纺丝工艺，可以连续制备直径为微米、纳米级的超
细纤维，这种超细纤维形成的电纺膜具有极大的比表面积和
孔隙率，与天然的细胞外基质结构相似，因此，电纺的支架可
以最大程度的仿生生物体内支持组织的微观结构和几何尺
寸，有利于细胞的粘附、分化和增殖。因此，利用静电纺丝的
方法制备组织工程支架受到国内外学者的广泛重视。

聚乳酸乙醇酸共聚物( PLGA) 和羟基磷灰石( HA) 是目
前组织工程领域常用的两种生物材料。PLGA 是由聚乳酸
( PLA) 和聚乙醇酸( PGA) 形成的共聚物，PLGA 具有很好的
组织相容性和力学性能，它可以在体液环境中通过酯键水解
而降解，其最终代谢产物为 CO2 和 H2O，中间产物乳酸和羟
基乙酸也是人体内正常糖代谢的产物，因此被美国 FDA 批
准用于临床，是迄今研究最广泛、应用最多的可降解生物材
料［1］。但 PLGA 表面亲水性差，分子链中缺乏活性功能基
团，使其与特定细胞相互作用变得比较困难［2 － 3］。而天然骨
组织中的主要无机成分—HA，具有良好的亲水性和生物活
性，然而它的力学性能不理想，强度低、韧性差、脆性大，在生
理环境中易疲劳、破坏。因此，如能采用合适的方法将 PL-
GA 与 HA 二者复合制备形成复合材料，取长补短，可能会形
成比较理想的骨组织工程支架。

本研究将采用高压静电纺丝的方法制备 PLGA/HA 复
合支架，并研究其细胞相容性，可望得到一种较理想的骨组
织工程支架，为骨组织工程支架的开发提供基础研究。
1 材料与方法
1． 1 材料: PLGA( 分子量 10 万，PLA: PGA = 75: 25，山东岱罡
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生物技术有限公司) ，水热合成的 HA 纳米颗粒( 平均直径
20 ～ 40 nm) 由四川大学材料与工程学院提供，三氯甲烷( 分
析纯) ，N，N － 二甲基甲酰胺( 分析纯) 等购于天津化学试剂
厂。
1． 2 设备: 扫描电子显微镜( JSM － 5900LV，JEOL，Japan) 。
1． 3 电纺 PLGA/HA 复合支架的制备: 将 PLGA 溶于三氯甲
烷和 N，N － 二甲基甲酰胺的混合溶剂中，浓度为 20% wt，待
PLGA 充分溶解后再加入 5% w /v 的 HA，室温下搅拌 30 min
后将该溶液用 90%的功率超声震荡 1 h，备用。将制备好的
纺丝液倒入 10 mL 注射器中，将注射器与电纺设备相连接进
行静电纺丝。电纺的工艺参数设置如下: 喷丝头为已磨钝的
7 号不锈钢针头( 内径 0． 27 mm) ，电压为 20 kv，接收距离为
13 cm，电纺丝溶液流量为 0． 2 mL /min。将电纺后收集到接
收屏上的 PLGA/HA 复合支架置于干燥器中过夜。
1． 4 PLGA /HA 复合支架的表征: 取复合支架样本，将其表
面经离子溅射仪喷金镀膜后，用扫描电镜观察其表面形貌。
1． 5 骨髓间充质干细胞的分离、培养、接种: 骨髓间充质干
细胞取自 SD 大鼠的股骨骨髓。骨髓间充质干细胞被置于
含 5 mL 的 α － MEM 培养基( 含 15% 小牛血清，100 U /mL 青
霉素，100 U /mL 链霉素) 的培养瓶中，然后，将培养瓶置于
37 ℃含 5% CO2 饱和湿度的培养箱中恒温培养。将消毒后
的支架放入六孔板中，二次传代后的细胞经 0． 25% 胰蛋白
酶溶液消化后，将浓度为 5 × 104 个 /mL 的细胞悬液常规接
种于支架表面，进行 SEM 观察。
1． 6 细胞增殖情况测定 － MTT 法: 将实验组( PLGA/HA 支
架) 和对照组( 纯 PLGA 支架) 的样品置于 6 孔板内，加入 α
– MEM 培养基，然后将培养的细胞以 5 × 104 个 /mL 的密度
接种于放有试样的培养板内，分别在第 1、3、5、7 d 取每组试
样加入 MTT 溶液( 5 mg /mL) 40 μL，37 ℃下继续培养 4 h，终
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止培养，小心吸弃孔内的上清液，每孔加入 420 μL 的 DMSO，
振荡 10 min，使结晶物充分溶解。吸取每孔中液体 100 mL
到 96 孔板内，492 nm 波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔吸
光度值，记录结果［4］。
1． 7 统计分析: 所有数据表达为均值 ± 标准方差( SD) 。以
t 检验来衡量实验组和对照组的差异，取 P ＜ 0． 05 为统计差
异性标准。
2 结果

2． 1 PLGA /HA 复合支架的 SEM 观察: PLGA/HA 复合
支架及纯 PLGA 支架的微观形貌如图 1 的 SEM 图像所示。
从 SEM 图像中可以看出，两个组都通过静电纺丝的方法成
功制备了长而连续的电纺纤维。复合支架是由超细纤维构
成的三维多孔结构，与天然的细胞外基质结构相似。

图 1 PLGA/HA 复合支架及纯 PLGA 支架的 SEM 图像

2． 2 SEM 细胞形态观察: 图 2 是 SD 大鼠骨髓间充干细胞
在电纺支架上培养 8 h 的 SEM 图片。培养 8 h 后，在纯 PL-
GA 支架表面，粘附细胞数量较少，胞体呈细长梭形，面积较
小，表明细胞尚未发生铺展。而在 PLGA/HA 支架表面，细
胞数量明显较 PLGA 组多，细胞分布均匀，细胞己经开始铺
展，部分呈多突起状借伪足附着于支架表面。这些结果说明
加入 HA 纳米颗粒的支架更有利于细胞与材料间初始的相
互粘附作用。
2． 3 细胞在支架表面的增殖活性: 图 3 为骨髓间充质干细
胞接种在两组支架表面培养不同时间以后，用 MTT 法检测
细胞活性，比较细胞增殖的情况。如图所示，从培养的第一
天到第七天，两组细胞的数量都随培养时间的增加而增加。
培养第一天时，实验组的数量比对照组高，但彼此之间差异
不大，两组之间差异无统计学意义( P ＞ 0． 05 ) 。培养第三
天，第五天和第七天时，PLGA/HA 支架细胞的数量与对照组
相比有了显著的增加，差异均具有统计学意义( P ＜ 0． 05 ) 。
这也意味着培养在实验组支架上的细胞增殖的速度和活性
明显高于对照组。这可能是因为加入的 HA 纳米颗粒增加
了支架表面的亲水性，因此，也促进了骨髓间充质干细胞早
期的粘附和增殖。

3 结论
本研究中通过静电纺丝法制备了 PLGA/HA 复合生物

支架。由超细纤维构成的三维多孔的复合生物支架其结构
与天然的细胞外基质结构相似。细胞相容性研究结果显示，
复合支架对骨髓间充质干细胞的粘附和增殖具有良好的作
用。PLGA/HA 复合支架的可能是很具有潜力的可用于骨组
织再生的支架。
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