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壳聚糖-聚乳酸软骨与软骨下骨复合支架的制备与表征*

杨宏志 1 舒勇 1 李晓峰 1 谢宇 2 刘胜理 1 毛文琪 1

[摘要] 目的 制备羟乙基壳聚糖-g-左旋聚乳酸（HECS-g-PLLA）和羟乙基壳聚糖-g-左旋聚乳酸+Ⅱ型胶原蛋白

（HECS-g-PLLA+II 型胶原蛋白）复合支架，并进行表征。方法采用热致相分离法制备 HECS-g-PLLA、HECS-g-

PLLA+II 型胶原蛋白聚合物，再用压片机，设定不同大气压，将聚合物压模成形具有不同性能的复合支架，测

定复合支架的微观形貌、红外光谱、压缩模量、孔隙直径及生物相容性。结果 复合支架具有纳米微米共存的高

孔隙直径的亚微观结构。红外光谱显示壳聚糖成功羟乙基化，羟乙基壳聚糖与左旋聚乳酸聚合成功。随着压片

机设定的压模成形的大气压力增大，样品的压缩模量增强，但空隙直径逐渐减少，可以根据需要制作各种不同

性能的支架。结论 热源实验和全身急性毒性实验提示复合支架浸提液注入动物体内不会引起发热反应和毒性反

应，具有良好的生物相容性。
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Fabrication and characterization of chitosan-polylactic acid cartilage and subchondral bone composite scaffolds
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[Abstract] Objective To fabricate the hydroxyethyl chitosan-g-poly-L-lactic (HECS-g-PLLA) and hydroxyethyl chitosan-

g-PLLA+type II collagen (the HECS-g-PLLA+type II collagen) composite scaffold for tissue engineering, and were

characterized and conducted biocompatibility. Method The HECS-g-PLLA and HECS-g-PLLA+collagen type II collagen

polymers were prepared by thermally induced phase separation method, and then used the tableting machine to press,

seting different atmospheric pressure to compress composite scaffolds with different performances. The micro-morphol-

ogy, infrared spectra, compressive modulus, pore diameter and biocompatibility of the scaffold were investigated. Result

The morphology of composite scaffolds showed a pore diameter submicroscopic structure combined nanometer, microm-

eter structure. The infrared spectra show the chitosan successful hydroxyethylation and hydroxyethyl chitosan and PLLA

polymerizate successful.. With the increase of atmospheric pressure of the tableting machine setting, the compression

modulus of the samples is enhanced, but the pore diameter is gradually reduced, according to the need to produce a

variety of different properties of the composite scaffolds. Conclusion The pyrogen test and acute systemic toxicity test

suggested that the composite scaffolds extracts injected into animals do not cause fever response and toxicity , and have

good biocompatibility .
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1 引言

随着生物科学和材料科学的发展，生物组织工程学正探

索研制用以修复软骨组织功能的生物替代品。壳聚糖是一种

天然多糖，来源丰富，有较好的生物降解性和相容性，且无刺

激性、无毒，呈弱碱性，基本符合人体体液pH值，它具有一定

的生理活性，可抑制不良细胞的生长，提高巨噬细胞的吞噬能

力和活性，同时能增强软骨细胞的活性、支持软骨细胞的蛋白

表达[1、2]，羟乙基壳聚糖（HECS）是由壳聚糖（CS）进行羟乙基

化改性，降低了壳聚糖的结晶性能和氢键作用，提高共聚产物

的接枝率、反应活性和改善其溶解性能[3]。然而，羟乙基壳聚

糖由于分子间和分子内存在较强的氢键作用，而且在潮湿状

态下易碎，因此，单纯壳聚糖的加工性能差 [4、5]，而聚乳酸

（PLA）也是一种来源丰富的聚羟基酸，具有良好的生物相容

性、力学加工性能，但聚乳酸材料疏水，其酸性降解产物易引

发无菌性炎症反应且不利细胞的生长[6~8]，而壳聚糖具有弱碱

性，中和聚乳酸降解产物的弱酸性，继而减轻炎症反应。聚乳

酸有多个同分异构体，其中，左旋聚乳酸（PLLA）力学强度最
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大，接近人体骨骼的弯曲强度[9]，所以本实验试图通过四氢呋

喃溶液作为催化剂，将左旋聚乳酸与羟乙基壳聚糖接枝于同

一分子链中，有效集成两者的优点，取长补短，再通过冷冻干

燥机、压片机制备符合软骨组织工程要求的复合支架。

2 实验过程

2.1 主要材料和试剂

壳聚糖（CS）：粉状，粘均分子量为 30 万，脱乙酰度为

90%，济南岱罡生物工程；左旋聚乳酸（Poly-L-lactic acid,

PLLA），Mw=5.6×104，济南岱罡生物工程；II 型胶原蛋白，上

海艾研生物科技有限公司；四氢呋喃（THF）、2-氯乙醇（2-

Chloroethanol）、异丙醇（AR）、无水乙醇均为分析纯，氢氧化

钠溶液（50%）、去离子水，透析袋（截分子量 7000Da）。

2.2 主要仪器

精密电子天平（Sartorius,德国），85-1恒温磁力搅拌器（国

华电器有限公司），循环水式多用真空泵（巩义予华仪器有限

责任公司），数显恒温水浴锅（国华电器有限公司），冷冻干燥

机（北京博医康实验仪器有限公司），手动液压式压片机（湘潭

华丰仪器制造有限公司），扫描电镜（Su1510 HITACHI,日本），

NICOLET 380 FT-IR红外线扫描光谱仪，电子拉力试验机（上

海益环仪器科技有限公司），超低温冰箱（Sanyo,日本），富士

相机（F305）。

2.3 羟乙基壳聚糖的制备

高脱乙酰度壳聚糖 50g，加入 50%氢氧化钠溶液 250g，

搅拌均匀，置冰箱冰冻 10 天以上，制成碱化壳聚糖，以确保氢

氧化钠渗入到壳聚糖分子内部，削弱分子间作用力，提高反应

活性。碱化壳聚糖解冻后，挤压除去剩余碱液，置于三口烧瓶

中，分别加入异丙醇 500ml 和 2-氯乙醇 650ml，微压下沸腾

（约 92℃）回流反应 48h后，倾去溶剂，加入适量去离子水，得

到粘稠的淡黄色溶液和少量不溶物，离心抽滤得到上层黄色、

粘稠的溶液，用大量无水乙醇沉淀，抽滤得到的沉淀物用去离

子水透析 48h，冷冻干燥后得到灰白色纤维块状羟乙基壳聚

糖（HECS）。

2.4 HECS-g-PLLA、HECS-g-PLLA+II 型胶原蛋白聚合物的

制备

先配制质量浓度为 0.05g/ml 的 PLLA/THF 均相溶液，

PLLA与HECS质量比 5∶2，将HECS纤维剪至粉末状加入上

述均相溶液中，电磁搅拌 60~90min 至纤维分散均匀后置

于-18℃下冷冻约10h，制得复合支架的凝胶，再将凝胶放入4℃

下进行去离子水置换 48h，取出后在-18℃下冷冻成型，再在真

空度＜ 20Pa、温度＜-50℃的冷冻干燥机中冻干 24h，可得白色

产物 HECS-g-PLLA 聚合物。

同上方法，试样在水置换后加入 II 型胶原蛋白（浓度约

0.25%），再在真空度＜ 20Pa、温度＜-50℃的冷冻干燥机中冻

干24h，即可得白色产物HECS-g-PLLA+II型胶原蛋白聚合物。

2.5 HECS-g-PLLA、HECS-g-PLLA+II 型胶原蛋白聚合物支

架的制备

将所得HECS-g-PLLA、HECS-g-PLLA+II 型胶原蛋白聚

合物分别装入制备好的模具里，设定不同的大气压，用压片机

压模成形，使其成为既具有孔隙率又有力学性能的圆柱或圆

饼状支架，大小约直径 18mm，高 4mm（见图 1）。

2.6 分析与表征

2.6.1 复合支架的大体观和微观形貌

复合支架试样喷金后，用扫描电子显微镜（SEM）观察其

微观形貌。

2.6.2 红外光谱（FT-IR）

用 KBr 压片法制样，使用 NICOLET 380 变换红外光谱

仪对产物进行红外光谱分析。

2.6.3 压缩模量及孔隙直径的测定

压缩模量是生物材料力学性能检测中很重要的指标之

一。材料的压缩模量由电子拉力试验机测定，样品材料大小

约直径 18mm，高 4mm，压缩模量为其压缩强度-形变率曲线

初始线性段的切线斜率，压缩速度 0.5mm/min；合成材料经过

设定不同的大气压，用压片机压模成形，用扫描电镜测定样品

的孔隙直径，试验样品 5 个。

2.6.4 热源实验

材料浸提液制备：取制备好的两种聚合物，剪成大小约

表 1 材料毒性程度评程度

毒性分级

无毒

严重腹部刺激症状、呼吸困难、衰竭、发绀、眼睑下垂、震颤、体重降至＜ 15g

轻度毒性

腹部刺激症状、呼吸困难、运动减少、腹泻、眼睑下垂、体重降至 15~17g中度毒性

重度毒性

注射后死亡死亡

主要症状特点

未见毒性症状

有腹部刺激轻度症状或呼吸困难，无运动减少



2013 年 08 月

第 10 卷 第 4 期

生 物 骨 科 材 料 与 临 床 研 究
.14. ORTHOPAEDIC BIOMECHANICS MATERIALS AND CLINICAL STUDY

1mm 细条状，参照 IS010993-1 标准，样品表面积/浸提介

质=3cm2/ml，样品在无菌消毒台里消毒灭菌后分别装入消好

毒的装有生理盐水的细菌培养管中，在恒温水浴锅中静置48h

[设定温度为(39±1)℃]，制备材料浸提液，24h 内进行试验。

取健康成年新西兰大白兔 6 只，体重约 2.5~3kg雄兔，随

机分成两组，分别测量实验前 3 天的体温（肛温），取其 3 天体

温的平均值，然后从两组大白兔静脉分别注入两种支架浸提

液，剂量为 10ml/kg（液体温度为 38℃），注射后每隔 1h 测体

温 1 次，共测 3 次，以其中体温最高的一次值减去实验前 3 天

的平均体温，记为体温升高值。

2.6.5 全身急性毒性试

①取健康昆明小鼠 20 只，雌雄各半，体重 17~19 克，

随机分成试验组和对照组。

②给药方法：实验组按 50 ml/kg 剂量鼠尾静脉注射材

料浸提液，连用三天，对照组按同样方法注射等量生理盐水。

③观察动物注射后自发活动和爬竿行为、饮食、小便等

一般情况，是否出现肢体扭动、呕吐等毒性表现，计算成活

率、死亡情况，材料毒性程度评价程度按表 1 评价，并记录

注射后 24h，48h，72h 小鼠的体重变化。

2.6.6 统计学方法

所有数据采用 SPSS10.0 统计软件处理，数据以 x±s 表

示，组间差异比较用配对 检验， ＜ 0.05 为组间差异有统

计学意义。

3 结果

3.1 HECS-g-PLLA 复合支架的大体观和微观形貌（彩图见插

页）

图 1 HECS-g-PLLA 复合支架的外观图

图 2 软骨支架扫描电镜图

图 3 软骨下骨支架扫描电镜图

图 1 为仿生支架大体外观，呈白色，质均匀，表面光滑，较硬，有一定

力学性能，可以起到支架支撑作用；支架扫描电镜（SEM）结果：图 2

和图 3 示用压片机分别设定 2、10 个 100Kpa。

压膜成形的软骨支架（HECS-g-PLLA+II型胶原蛋白）和

软骨下骨支架（HECS-g-PLLA）断面结构。软骨支架部分具

有高孔隙直径的类似网格状的三维空间结构，其孔径多位于

45~65 m 之间，平均约为 52 m，各孔之间相互连通且呈厚板

状分隔。软骨下骨支架部分孔隙率较软骨支架部分稍低，孔

径平均约为 18 m，亦具有一定孔隙率的三维空间结构，本课

题拟设计的软骨下骨支架部分主要是承担仿生支架的应力和

固定作用，对孔隙率的要求不高，所以在压片机制作中更偏向

其力学性能，导致孔径偏小。

3.2 红外光谱（FT-IR）（彩图见插页）

图 4 a CS（壳聚糖），b HECS（羟乙基壳聚糖），c HECS-g-PLLA（羟乙

基壳聚糖-g-左旋聚乳酸），d HECS-g-PLLA+II 型胶原蛋白（羟乙基

壳聚糖-g-左旋聚乳酸+II 型胶原蛋白）

CS、HECS 和 HECS-g-PLLA 、HECS-g-PLLA+II 型胶原

蛋白共聚物的红外光谱如上图所示。与 CS 相比，在 HECS

的红外谱图中，（C-O）谱带发生了明显的变化，在 1082cm-1

处出现新的醚键吸收峰（-C-O-C-），1382cm-1和 1316cm-1处的

N-H弯曲振动吸收峰有明显变化，1657.63cm-1仲酰胺C=O峰

强明显减弱，2943cm 处的 C-H 伸缩振动，CS 经羟乙基化后，

由于在 1082cm-1 处有新的醚键（-C-O-C-）吸收峰形成，在

1200~1000cm-1 波数范围的吸收峰有所增加。表明羟乙基化

反应在活性-OH和-NH2上均有发生，壳聚糖分子上的-OH和-
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NH2 存在的分子内和分子间氢键作用有减弱。

与 CS 和 HECS 相比，共聚物在 1759cm-1 处出现了新的

C=O的伸缩振动吸收峰，同时在 1457cm-1 处是甲基的不对称

变形峰，1089 cm-1和 1134cm-1处分别出现了（-C-O-C-）伸缩振

动和甲基的振动吸收峰，说明聚乳酸侧链成功接到糖环上。

从上图中 c和 d可以看出，1759cm-1 处的吸收峰明显增强，表

明接枝共聚物中 PLLA 侧链的长度增加，即 CS 经过羟乙基

化改性后能有效地提高其反应活性。

3.3 压缩模量及空隙直径的测定

合成好的复合支架分 5 个样品，分别经过设定不同的大

气压（2、4、6、8、10 个大气压），用压片机压模成形，形成具有

不同压缩模量及孔隙直径的材料，如图 5 所示。（彩图见插页）

压缩模量 孔隙直径

压
缩
模
量（

100kPa）

孔
隙
直
径（

m
m
）

压片机设定的大气压

图 5 压缩模量、孔隙直径与压片机设定压力的关系图

由图 5 可以看出，随着压片机设定的压模成形的大气压

力增大，样品的压缩模量增强，但支架的平均孔隙直径逐渐减

少。故可以根据不同需求，制作不同性能的复合支架。

3.4 热源实验

热源试验是将一定剂量的浸提液，静脉注入兔体内，在规

定的时间内，观察家兔体温升高情况，以确定浸提液中热源含

量是否符合人体要求的一种方法。在试验前 3d 内体温波动

在 39.3~39.7℃。在注射前和注射后兔子体温变化情况如表 1。

表 2 兔子试验前后体温变化情况（单位：℃）

HECS-g-

PLLA 复合

支架组

分组

39.5

3 天平

均体温

注射后体温
Tmax

HECS-g-

PLLA+II型

胶原蛋白聚

合物支架组

1h 2h 3h

1 39.5 39.8 39.7 0.3

2 39.6 39.8 39.7 39.9 0.3

3 39.4 39.4 39.6 39.5 0.2

1 39.4 39.6 39.7 39.4 0.3

2 39.3 39.7 39.8 39.5 0.5

3 39.6 39.6 39.8 39.7 0.3

Tmax：体温最高的一次值减去 3 天平均体温，记为体温升高值 Tmax

由表 2 可以看出，各试验组动物注射浸提液后体温升高

值均在 0.5℃以下，且各温度升高值相加总和也在 1.0℃以下，

符合热源检测的评价标准，且实验动物在注射浸提液后，也没

有出现发热、精神萎靡、烦躁不安等不适表现。

3.5 全身急性毒性实验结果

各组均无动物死亡，所有动物一般情况良好，无明显弓

背、腹痛、腹泻、食欲不佳，活动度正常，爬竿行为与生理盐水

对照组相似，材料毒性程度评价为无毒。小鼠不同时间点体

重变化如表 3，小鼠体重均有增加，组间无统计学意义。

表 3 不同时间点小鼠体重变化（n=10，x ± s，g）

分 组
体重变化

24h 48h 72h

实验组

对照组

0.3467 ± 0.1075

0.3473 ± 0.1129*

0.4020 ± 0.0796

0.4074±0.0699△

0.4932 ± 0.0838

0.4934 ± 0.0876

注：实验组与对照组相同时间点配对 检验* =0.901；△ =0.609； =0.674，均
＞ 0.05

4 讨论

随着体育运动的广泛开展，关节软骨损伤越来越常见，导

致软骨缺损，关节功能下降，目前已有多种治疗方法，取得了

一定的效果，但对于较大范围的软骨缺损，仍没有令人满意的

治疗方法[10]，使工程软骨的研究成为研究热点，组织工程软骨

支架需具有三维多孔结构、生物相容性较好，并具备一定的力

学性能，一定孔径及力学强度的支架是细胞与周围环境进行

营养物质交换，促进软骨组织再生、修复的必要条件[11]。关节

软骨细胞被网状的、主要由Ⅱ型胶原蛋白和糖胺多糖（GAG）

组成的细胞外基质紧密包绕，而细胞外基质是维持软骨组织

生物力学性能方面最主要的因素，其中，Ⅱ型胶原使软骨富有

弹性，而 GAG 则使软骨同时能抵抗压缩 [12]，壳聚糖的结构与

软骨细胞外基质中的GAG非常类似[13]，壳聚糖羟乙基后反应

活性加强。本实验通过热致相分离法制备 HECS-g-PLLA、

HECS-g-PLLA+II型胶原蛋白聚合物，根据软骨缺损的不同部

位的要求，再用压片机，设定不同大气压，将聚合物压模成形

具有不同性能的复合支架，如软骨下骨缺损处需要力学性能

较好的支架，在制备HECS-g-PLLA支架时可以用较大的大气

压来压模成形，而软骨缺损处需要支架孔隙直径大来负载有

缓释 TGF- 1 功能的壳聚糖微球，且需具有一定的力学性能，

在制作HECS-g-PLLA+II 型胶原蛋白支架时可以用较小的大

气压来压模成形，从而满足制作各种不同性能支架的需求。将

压片机设定 2~10 个大气压力，得到支架压缩模量和孔隙直径

分别约为（3~18）×100KPa 和 52~18 m，而人体软骨在正常活

动中所受到的压应力为（12~33）×100KPa[14]，本实验为保有一

定孔隙直径所制备的仿生支架的压缩模量，接近人体软骨正
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常运动时所受到的压应力，故能起到较好的支撑作用，同时也

具有一定的孔隙直径，初步符合软骨组织修复的组织工程要

求。在热源实验和全身急性毒性实验中，动物未出现明显不

适症状，说明该复合支架不含致热源物质，材料植入体内不会

引起发热反应，不存在潜在的致热源，材料毒性程度评价为无

毒，符合生物体要求，具有良好的生物相容性。

由于体内生理环境的复杂性，应进行更深入的原位植入

研究，为该组织工程复合材料作为一类新型的骨修复材料提

供实践依据。

综上，通过热致相分离法、压片机压模成形制备的复合支架

具有亚微观结构的三维网络多孔，具有较好的力学性能、孔隙直

径及生物相容性，可以根据不同需求，制备不同性能的支架。
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