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PLGA /胶原双层引导骨再生膜对成骨样细胞增殖的体外研究
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［摘要］ 目的: 制备一种新型结构的聚乳酸-聚乙醇酸共聚物( poly( lactic-co-glycolic acid) ，PLGA) /胶原复合引导骨组织再生

膜，对其进行表征，并探索其对成骨样细胞体外增殖的影响。方法: 使用 PLGA 及 I 型胶原制备一种双层结构的引导骨组织再

生膜，通过傅里叶变换红外光谱仪、场发射扫描电镜、接触角仪对其表面基团、形貌及亲水性进行测试。将 MC3T3-E1 成骨细

胞系接种到复合膜上，通过流式细胞术、甲基噻唑基四唑( MTT) 法检测其细胞增殖，并与对照组进行比较。结果: 红外光谱显

示胶原被成功结合到 PLGA 表面，并且在扫描电镜下呈现出特有的纤维网状特征性微结构，同时其表面亲水性大大改善。
MTT 及细胞周期检测也表明胶原改性后的复合膜上生长的细胞活力及增殖指数明显高于纯 PLGA 组。结论: 本方法制备的

PLGA/胶原复合膜很好地组合成了一个功能整体，结合了高分子合成材料和天然材料的优势。
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In vitro study of the effect of two-layered PLGA/collagen composite membrane for guided bone regeneration on proliferation
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［Abstract］ Objective: To prepare a novel poly( lactic-co-glycolic acid) ( PLGA) /collagen composite membrane for guided bone re-
generation，characterize the membrane，and evaluate the effect on proliferation of osteoblastic cells． Methods: PLGA and type I colla-
gen were combined together to prepare a two-layered membrane． The functional groups，surface topography and contact angle of the
composite membranes were characterized by attenuated total reflectance Fourier transform infrared spectrometer ( ATR-FTIR) ，field e-
mission scanning electron microscopy ( FESEM) and contact angle meter． Osteoblastic cell line MC3T3-E1 was chosen to seed on the
membranes． MTT and flow cytometry ( FCM) were used to value the cell proliferation． Results: The spectrum of ATR-FTIR showed
that collagen layer was successfully grafted onto the PLGA surface． The characteristic microstructure of interlaced fibers of collagen was
observed by FESEM． The contact angle of composite membrane was significantly lower than pure PLGA． The results of MTT and FCM
demonstrate the cell viability and proliferation index of cells cultured on PLGA/collagen membrane were significantly higher than PL-
GA． Conclusions: The PLGA/collagen composite membrane prepared in this study combined synthetic and natural polymers into a ver-
satile entirety and adopted the advantages of the both．
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膜引导骨组织再生技术自 1982 年形成雏形，

当时 Nymand 等［1］用一种半透性滤膜治疗牙周病，

即引导组织再生，后扩展应用于骨缺损的治疗。最

初的设计理念是在骨缺损区放置一物理屏障，以阻

挡生长速度较快的软组织先长入骨缺损区，影响骨

修复效果，从而允许成骨性细胞优先迁移、定殖、生
长，达到骨再生、修复的目的。经过近 30 年的发展，

引导组织再生膜材料经历了从不可降解到可降解，

从最初的以屏障作用为主，到现在的越来越重视生

物相容性甚至组织再生引导性，临床对于膜引导组

织再生材料的要求也在不断提高。引导组织再生膜

材料虽然在不断进步发展，但是目前仍然没有一种

材料能很好的满足所有临床要求。
不可降解材料已基本淘汰，可降解材料种类较

多，一般分为人工合成高分子材料和天然高分子材

料，比如应用较多的聚乳酸( polylactic acid，PLA) 、
聚乙醇酸( polyglycolic acid，PGA) 、聚乳酸-聚乙醇酸

共聚物( poly( lactic-co-glycolic acid) ，PLGA) 、胶原、
壳聚糖等［2 － 3］。不同来源的可降解材料都存在其固

有的优缺点。正因为尚不存在一种完美性能的材
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料，引导骨组织再生膜材料的研究和改性一直是研

究的热点。本实验中制备的 PLGA /胶原复合膜正

是基于这样的思路，综合了人工合成高分子材料高

强度和较佳的降解性能及胶原令人满意的生物相容

性。双层结构的膜中 PLGA 层行使屏障功能，并维

持骨缺损的愈合空间; 胶原层面向组织缺损区，诱导

骨组织再生，并经紫外线照射，在不降低其生物活性

的前提下，达到一定的交联度，避免了加入目前广泛

运用的化学交联剂带来的潜在的细胞毒性［4］。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器

PLGA( 济南岱罡生物工程有限公司) ，改良型

α-MEM 培养基、胎牛血清( Hyclone，美国) ，磷酸盐

缓冲液( PBS) 、0． 25%胰酶( Gbico，美国) ，甲基噻唑

基四唑( MTT，Sigma，美国) ，二甲基亚砜( DMSO，广

州化学试剂厂) 。Nicolet 6700 FT-IR 衰减全反射傅

里叶 红 外 光 谱 仪 ( Thermo Scientific，美 国) ，LEO
1530VP 场发射扫描电镜 ( Zeiss，德国) ，SL200B 接

触角仪( 上海梭伦科技有限公司) ，ELX800 酶标仪

( BioTek，美国) ，FACSCalibur 流式细胞仪 ( BD，美

国) 。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 提取鼠尾 I 型胶原 全程无菌操作，步骤如

下: 取新鲜 SD 大鼠鼠尾，洗净于 75%乙醇中浸泡 10
min，去皮抽出尾腱，剪碎生理盐水清洗 3 遍，溶于

0． 5 mol /L 的醋酸溶液中，4 ℃放置 48 h，不时振荡;

4℃离心，取上清，NaCl 细粉盐析，然后再次离心弃

上清，得胶原沉淀重溶于 0． 5 mol /L 醋酸中，并于 0．
5 mol /L 醋酸溶液中透析 48 h，每 12 h 换液 1 次; 以

上盐析与透析步骤重复 3 次，最终得澄清胶原溶液，

冻干法测得浓度为 4． 5 mg /ml。
1． 2． 2 双层膜的制备 称取一定量 PLGA 溶于二

氯甲烷，浓度为 1g /10ml，振荡溶解，4 ℃ 静置片刻，

使其中因振荡产生的气泡消失。吸取适量 PLGA 溶

液滴于直径 3． 5 cm 玻璃皿中，轻轻摇晃使其均匀铺

满皿底，随二氯甲烷挥发，PLGA 膜便形成于皿底。
皿与膜一起高温高压消毒，然后将胶原醋酸溶液滴

加于皿中，轻晃使之均匀铺满，在无菌超净台中使其

干燥，于 PLGA 膜上成膜，紫外照射 2 h，无菌 PBS 漂

洗至中性，无菌条件下干燥并保存。
1． 2． 3 功能基团测试 使用衰减全反射傅里叶红

外光谱仪测试制备好的纯 PLGA 膜及 PLGA /胶原复

合膜表面功能基团。
1． 2． 4 表面形貌观察 将以上两种膜彻底干燥，喷

金，然后在场发射扫描电子显微镜下观察其表面形

貌。为同时观察 PLGA /胶原复合膜表面及内部的

微结构，胶原层的表面有部分在电镜观察前已被探

针及镊子剥离。
1． 2． 5 接触角测试 PLGA 经胶原改性前后利用

接触角仪检测其亲水性，并进行比较。同一张膜上

随机选取 4 个点以蒸馏水静滴法进行测试，并对结

果进行统计分析。
1． 2． 6 细胞增殖性能检测 选用小鼠颅骨成骨细

胞系 MC3T3-E1( 上海中科院细胞研究所) ，接种于

空白玻璃皿、纯 PLGA 及复合膜上。接种前各种膜

预先在 完 全 培 养 液 中 预 培 养 2 h。细 胞 培 养 于

37℃、5%CO2、100%湿度条件下进行。所有检测均

在同步化 24 h 再培养 3 d 后进行。( 1) MTT 检测:

细胞培养 3 d 后，每皿加 MTT 150 μl，培养箱内孵育

4 h，细针吸尽皿中液体，并加入 1125 μl DMSO，摇

床上轻摇 15 min，从各皿中吸取 200 μl 液体加入 96
孔板中，于 酶 标 仪 上 测 试 光 密 度 ( optical density，

OD) 值。( 2 ) 细胞周期检测: 取对数生长期细胞( 3
d) ，胰酶消化，预冷无菌 PBS 洗涤 2 遍，75% 乙醇重

悬，－ 20℃ 保存过夜，流式细胞仪检测细胞周期。
MTT 检测以 OD 值反映细胞活力，流式细胞仪检测

以处于 S 期 和 G2 /M 期 的 细 胞 百 分 数 表 示 增 殖

指数。
1． 3 统计学分析

所有定量数据均采用统计分析软件 SPSS13． 0
进行独立样本 t 检验，结果以均数 ± 标准差的形式

表示。

2 结 果

2． 1 功能基团

衰减全反射傅里叶红外光谱仪检测结果如图 1
所示。纯 PLGA 膜红外光谱( A) 中，1756 cm －1 处为

C O 的伸缩振动峰，1465 ～ 1400 cm －1 处为 O—H
的弯曲振动峰，1276 cm －1 处为 C—O 的伸缩振动

峰，1171 ～ 1038 cm －1为醚键的伸缩振动。胶原改性

后复合膜红外光谱( B) 中两个主要峰由 amide I (


C
O 在 1630 cm －1 的伸缩振动) 和 amide Ⅱ ( N—H

在 1550 cm －1 的弯曲振动) 引起，其特征与其他学

者［5］得出的 I 型胶原的典型红外图谱一致。
2． 2 表面形貌

纯 PLGA 膜及胶原改性后复合膜扫描电镜下表

面形貌如图 2 所示。纯 PLGA 膜表面呈现较为平整

和光滑的特点，在本实验制备条件下并不显示明显的

微观形貌( 图 2A) 。经过胶原改性后，平整的 PLGA
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A: PLGA 膜; B: PLGA /胶原膜

图 1 PLGA 膜与 PLGA/胶原膜的衰减全反射红外图谱

Fig． 1 The ATR-FTIR spectra of PLGA and
PLGA/collagen membranes

表面被具有胶原特征性的纳米级纤维网结构覆盖;

胶原纤维交织堆叠形成大小不一的纳米级互相连通

的纳米级孔洞; 由探针及镊子剥离的部分暴露出胶

原表层下的结构，其呈现出与表面基本一致的结构

( 图 2B) 。胶原自聚合成的纤维状结构与其他文献

报道的一致［6］，但由于许多学者为研究胶原纤维自

组装过程所用胶原量较少或者多采用冻干法处理，

最终电镜观察下的胶原呈现单层或稀疏的纤维结

构，而本实验制备所得的胶原纤维较为致密，电镜下

可见纤维多融合成束，片状，多层堆叠。
2． 3 接触角

经胶原改性后膜表面接触角明显下降，由纯

PLGA 的( 83． 54 ± 0． 85 ) °降至改性后的( 53． 75 ±
7． 42) °，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 05，图 3) ，亲水

性得到改善。
2． 4 细胞增殖

MTT 与流式细胞仪检测的结果一致，即经胶原

改性后复合膜上生长的细胞的 OD 值高于纯 PLGA
组，增殖指数由 ( 20． 17 ± 2． 86 ) % 升至 ( 36． 01 ±
2． 66) %，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 05，图 4) 。

A: PLGA 膜; B: PLGA /胶原膜( 虚线以上为剥离区，以下为胶原膜表面)

图 2 PLGA 膜与 PLGA/胶原膜扫描电镜图( SEM ×4 800)

Fig． 2 The SEM images of PLGA and PLGA/collagen membranes

P: PLGA 膜; P-COL: PLGA /胶原膜; * : 与 PLGA 膜

比较，P ＜ 0． 05

图 3 亲水性测试图片及统计分析结果

Fig． 3 The images and statistical analysis
of contact angle test

A: MTT 结果; B: 流式细胞仪检测结果; C、D: 分别为 PLGA 膜组及 PLGA /胶原膜组流式分析图; P: PLGA 膜; P-COL: PLGA /胶原膜; * : 与 PL-

GA 膜比较，P ＜ 0． 05

图 4 PLGA 膜与 PLGA/胶原膜对细胞增殖性能的影响

Fig． 4 The effect of PLGA and PLGA/collagen membranes on cell proliferation

3 讨 论

在膜引导骨再生领域，人工高分子的材料的优

点是强度较高，体内降解时间可控，但生物活性一般

不够理想。而天然高分子材料，如胶原在体内本就

是胞外基质的主要组成部分，是骨组织的主要有机

成分，占全身蛋白的 30% 左右，被广泛用于促进细

胞体外培养时的贴壁，有利于细胞的增殖与粘附。
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而以胶原为原料制备的胶原膜是膜引导骨组织再生

术中研究和应用最多的［7 － 9］。天然材料虽然具有很

好的生物活性，但也存在一些如力学性能较差、降解

过快等有待克服的缺点。比如，胶原材料湿强度差，

若未经交联，只需极短时间就可降解［10］。目前，研

究的重点主要集中在对单一材料的改性和将不同优

势性能的材料制备成复合膜材料两个方面。以改性

为主要手段的研究一般都是以某种材料为主，加入

改性材料或改变其结构，目的是弥补主要材料某方

面的不足或引入某个新的性能。然而改性往往需要

复杂的技术、设备，或者引入其他材料［11］。比如，胶

原的化学交联改性即是靠引入外源性的化学交联剂

达到目的，但是这些化学交联剂往往具有细胞毒性，

即便有些在体外试验中取得了较好的结果，也还是

缺乏更多体内试验的佐证。在这种情况下，将一些

材料的优势性能有机地结合以弥补单一材料的缺

陷，得到单一材料即便经过改性也无法令人满意的

综合性能，而且这个过程不需要过于复杂的额外的

设备和技术。
本实验利用 I 型胶原体外自组装的特点，在 PL-

GA 膜表面直接覆盖胶原溶液并聚合成膜，以此对

PLGA 膜进行生物学性能的改性，同时克服了胶原

蛋白力学性能较差的缺陷。在不同来源的高分子聚

合物组合的过程中，并没有引入额外的化学试剂，较

好得保持了各组分原有的优良性质。因本实验多采

用全反射红外表征，检测深度为材料表面以下约

1μm 左右，故胶原下方的 PLGA 的化学键震动无法

检测到，所以 PLGA /胶原复合膜红外光谱中，PLGA
的特征峰经过胶原改性后基本消失，证明 PLGA 膜

表面已成功覆盖一层胶原膜且具有一定厚度。而

且，改性后的红外光谱显示的 amide I 和 amide II 引

起的特征峰位置与其他文献中胶原蛋白红外光谱一

致［5］。扫描电镜图从表面形貌角度进一步证实了

PLGA 膜的表面已覆盖一层胶原。平整而没有明显

微观形貌的 PLGA 表面经胶原覆盖后呈现出纳米级

的互相交织的纤维结构，大小不等的纳米级孔洞分

布其间。而且与大多数制备胶原膜使用的冷冻干燥

法不同，本实验条件制备的胶原堆叠极为致密，电镜

下可见较多蛋白纤维融合成较粗的束，甚至融合成

片，即胶原的交联度得到增加，这对胶原的抗降解稳

定性及强度有利。由于表面成分及微形貌的改变，

材料的亲水性发生了明显变化。PLGA 虽然具有良

好的生物相容性，但其固有的疏水性可能会影响细

胞的粘附。经过胶原改性后其接触角显著下降，这

跟胶原蛋白中富含的亲水性官能基团及表面微形貌

的改变有密切关系。MTT 及流式细胞术验证了胶

原改性对成骨细胞的增殖促进作用，在相同的培养

条件和时间下，复合膜的细胞活力和增殖指数高于

纯 PLGA 和空白组。
本实验将天然和合成高分子聚合物有机组合，

保留各自优势性能，克服各自固有缺陷，制备了一种

复合的引导骨组织再生膜。虽然各组分间的结合及

体内效果还有待进一步的研究，但其复合材料的设

计思路依然有继续探索的价值。
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