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拉伸-复形过程对骨修复形状记忆聚氨酯材料细胞相容性的影响**★◆

颜泽萱，罗彦凤，黄美娜，王远亮

Effects of stretching-shape recovering process on the cytocompatibility of novel shape memory
polyurethane for bone repair

Yan Ze-xuan, Luo Yan-feng, Huang Mei-na, Wang Yuan-liang

Abstract
BACKGROUND: Shape memory polyurethane (SMPU) may be employed for bone repair capable of resisting stress shielding and
bone non-union due to the shape memory effect responding to changed external temperature. Evaluating the cytocompatibility of
SMPU is important for its further in vivo experiments and applications. However, few have been done to investigate the
cytocompatibility of SMPU after encounted from deforming and shape recovering.
OBJECTIVE: To evaluate the osteoblast compatibility of SMPU before and after stretching-shape recovering process.
METHODS: Solvent casting method was used to fabricate SMPU films; the obtained SMPU films were stretched to 200%, and
then fixed and finally recovered to its original shape at Tg+15 ℃, Tg-15 ℃ and Tg+15 ℃, respectively. Atomic force microscope
(AFM) with tapping mode was employed to probe the surface morphology and phase separation of SMPU. Primary osteoblasts at
3-5 passages were seeded on SMPU films in vitro to evaluate the adhesion, proliferation and spreading of osteoblasts.
RESULTS AND CONCLUSION: There were obvious and regular phase separation resulted from soft segments and hard
segments in SMPU, and some groove-ridge architectures within a scale of micrometers were produced by the stretching-shape
recovering process. These special micropatterned structures promoted osteoblast adhesion and proliferation, and also resulted in
partially oriented cell growth along the grooves. Shape memory process, i.e. stretching-shape recovering process may obviously
change the surface morphology of SMPU films, and suggesting better biocompatibility with osteoblasts.

Yan ZX, Luo YF, Huang MN, Wang YL.Effects of stretching-shape recovering process on the cytocompatibility of novel shape
memory polyurethane for bone repair. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(3):400-404.
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摘要

背景：形状记忆聚氨酯的温敏性形状记忆功能使其可用于缺损骨的修复，达到抗应力遮挡和抗骨不连的作用。准确的细胞

相容性评价对于形状记忆聚氨酯进一步的体内实验和应用具有重要的指导意义，但目前关于变形-复形过程对形状记忆聚氨

酯细胞相容性的影响报道甚少。

目的：考察形状记忆聚氨酯在变形-复形前后的成骨细胞相容性。

方法：采用溶剂浇注成膜法制备形状记忆聚氨酯膜，分别在 Tg+15 ℃、Tg-15 ℃和 Tg+15 ℃条件下对形状记忆聚氨酯膜进

行拉伸变形(拉伸率 200%)、固形和复形，制得拉伸-复形后的形状记忆聚氨酯膜。采用轻敲模式原子力显微镜观察形状记

忆聚氨酯膜表面的相分离和表面形貌。将体外培养的第 3~5代成骨细胞直接接种到形状记忆聚氨酯膜上，检测成骨细胞的

黏附、增殖和铺展情况。

结果与结论：形状记忆聚氨酯膜在拉伸-复形前后都具有明显而规整的相分离，拉伸-复形过程在形状记忆聚氨酯膜表面形

成较规整的微米级的“沟槽-脊”结构。与拉伸-复形前的形状记忆聚氨酯相比，成骨细胞在这种具有微米级“沟槽-脊”结

构的表面上可以更好的黏附和增殖，且成骨细胞的排列表现出一定的取向性。结果表明拉伸-复形过程可明显改变形状记忆

聚氨酯膜的表面形貌，并表现出更好的与成骨细胞的生物相容性。

关键词：形状记忆聚合物；聚氨酯；细胞相容性；骨修复；生物材料
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0 引言

骨缺损修复通常采用在骨缺损部位植入

人工骨后再采用内固定或外固定的手术方法，

不管是骨内固定还是骨外固定都会在骨修复

部位形成应力遮挡，从而造成骨修复速率降低

和新生骨骨质疏松等问题 [1-2]。而且，植入的

人工骨通常与缺损骨的两端存在因接触不紧

密而造成的骨不连[3]。

形状记忆聚氨酯是一种在某一温度下能

恢复预设形状的智能材料，改变形状记忆聚氨

酯中软段的相对分子质量或改变形状记忆聚

氨酯中软段与硬段的比例，可调整形状记忆聚

氨酯的形状记忆温度，甚至可调整到体温附

近，因此形状记忆聚氨酯在生物医学领域尤其

是在微创手术中倍受关注[4-10]。采用形状记忆

聚氨酯或形状记忆聚氨酯与无机材料的复合

物加工人工骨，只要合适地预设人工骨的永久

形状和临时形状，并采用优化的加工工艺，可

使人工骨易于植入，并能在体温作用或外界热

源的作用下恢复永久形状，使人工骨紧密接触
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和挤压骨破损部位两端，减小人工骨与破损骨

之间的间隙。这样一方面可稳定固定人工骨，

避免因空隙存在所造成的骨不连，另一方面形

状记忆人工骨可对骨破损端持续施加应力，从

而实现抗应力遮挡效应[11-14]。

作者所在研究中心以DL-丙交酯、对二氧

环己酮、乙二醇形成的大分子二醇(HO-P(LA-
PDO)-OH)为软段，以1,6-六亚甲基二异氰酸

酯、丁二胺作为硬段，通过调节软段与硬段的

配比，成功合成出了玻璃化转变温度接近人体

体温的形状记忆聚氨酯，并对其理化性能进行

了表征[15]。体外考察形状记忆聚氨酯与成骨细

胞的细胞相容性，对于进一步的体内实验和形

状记忆聚氨酯在骨组织修复中的可能应用具

有重要指导意义。

实验拟以原代培养的SD大鼠成骨细胞为

模型细胞，通过拉伸的方式对形状记忆聚氨酯

膜进行变形，考查成骨细胞在形状记忆聚氨酯

变形-固定-复形前后的黏附与增殖情况，并通

过考查形状记忆聚氨酯在变形-固定-复形前

后的表面形貌和相分离情况，分析变形-固定-

复形过程对成骨细胞行为影响的可能机制。

1 材料和方法

设计：材料-细胞学体外观察。

时间及地点：于2009-05/09在重庆大学生

物工程学院生物材料与仿生工程研究中心完

成。

材料：1~3 d龄SD乳鼠6只，购于重庆大坪

三院动物实验中心，动物生产许可证号：

SCXK(军)2007-017，动物实验设施许可证号：

SCXK(军)2007-040，实验过程中对动物的处置

符合动物伦理学标准。

实验所用形状记忆聚氨酯为重庆大学生物

工程学院生物材料与仿生工程研究中心自制，

玻璃化转变温度Tg=37.5 ℃， wM =49 300，
其结构见图1。

实验用主要试剂与仪器：

实验方法：

成骨细胞的培养：采用组织块法从SD乳鼠的

颅骨中分离培养原代成骨细胞[16-17]，利用差速

贴壁法进行纯化[16]，并采用细胞形态学和ALP
染色法对成骨细胞进行鉴定[16，18]，鉴定结果显

示所得细胞为成骨细胞(结果略)。取第3~5代成

骨细胞用于后续实验。

形状记忆聚氨酯膜材的制备：将形状记忆聚

氨酯材料溶解于三氯甲烷中，质量浓度

0.5 g/mL，静置过夜，然后倒于长宽高尺寸为

100 mm×100 mm×2 mm的聚四氟乙烯模具中，

室温挥发72 h，真空干燥48 h，脱模，制得

100 mm×100 mm×0.2 mm的膜材。将膜材分

成2组，对照组直接切割为 8 mm×8 mm×
0.2 mm的膜材备用；实验组对其进行拉伸-复

形操作，在Tg+ 15 ℃的条件下进行200%拉伸

变形，在Tg-15 ℃的条件下快速冷却定形，然

后置于37 ℃恒温箱中复形(复形率98%)，待复

形后切割成大小为8 mm×8 mm×0.2 mm的膜

材。细胞接种前两组聚合物膜用紫外线照射1 h
灭菌。

膜材表面形貌及相分离检测：将两组形状记

忆聚氨酯牢固粘贴在载玻片上，保证粘贴面平

整，用NanowizardⅡ原子力显微镜对其表面进

行扫描。采用轻敲模式，设置探针在未接触试

样表面时，在空气中的自由共振振幅为

24 nm，接触样品时的振幅与自由振幅的比率

(Rsp)为0.7，扫描区域为50 μm× 50 μm。

细胞黏附量测定：将两组形状记忆聚氨酯置

于24孔板中，调整细胞悬液浓度为2×108 L-1，
各吸取100 μL细胞悬液均匀接种至膜材上(接
种密度为2×104/孔)，待细胞贴壁后补加DMEM

试剂与仪器 来源

DMEM培养基 Hyclone
优等胎牛血清 TBD
胰蛋白酶 GIBCO
三氯甲烷(分析纯) 重庆东方化学试剂厂

H33258、TritonX-100、
罗丹明-鬼笔环肽、MTT

Sigma

BB6220细胞培养箱 Heraeus
NanowizardⅡ原子力显微镜 JPK
NSC35探针 MikroMasch
IX71倒置相差显微镜、

C5050数码相机

OLYMPUS

LSM510META激光

共聚焦显微镜

蔡司

Model 550酶标仪 Bio-Rad

Figure 1 The scheme of shape memory
polyurethane

图 1 形状记忆聚氨酯结构图
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完全培养基，细胞培养箱培养2 h后，每组材料各取3个
样品，PBS漂洗2 min×3次，2%戊二醛4 ℃固定20 min，
4 ℃ PBS漂洗2 min×3次，H33258染液染色1 min，
4 ℃ PBS漂洗2 min×3次，荧光显微镜下观察细胞密

度，每个样品随机拍摄6个视野，采用图像分析软件

Image Pro Plus 6.0计数细胞个数，实验结果取平均值。

细胞增殖活力检测：将两组形状记忆聚氨酯置于24孔
板中，调整细胞悬液浓度为5×107L-1，各吸取100 μL细
胞悬液均匀接种至膜材上(接种密度为5×103/孔)，待细

胞贴壁后补加DMEM完全培养基，细胞培养箱培养，次

日换液，之后隔日换液。接种后第1，3，5，7，9，11
天，分别用MTT法检测细胞在材料上的增殖活力。具体

方法为弃原培养液，PBS润洗，加入无血清培养液

800 μL，5 g/L MTT 50 μL，置于37 ℃恒温培养箱中4 h
后，加DMSO 400 μL溶解结晶物质15 min，反复吹打混

匀后，每孔吸取200 μL至96孔板中，Model 550 酶标仪

检测吸光度(A)值，检测波长为570 nm。

细胞铺展观察：将两组形状记忆聚氨酯置于事先放有

洁净圆形盖玻片的24孔板中，调整细胞悬液浓度为

1×108 L-1，各吸取100 μL细胞悬液均匀接种至膜材上(接
种密度为1×104/孔)，待细胞贴壁后补加DMEM完全培养

基，细胞培养箱培养，24 h后取出。PBS漂洗 2
min×3次，2%戊二醛4 ℃固定20 min，4 ℃ PBS漂洗2
min×3次。加入0.2% Triton X-100于4 ℃抽提 2
min，4 ℃ PBS漂洗2 min×3次。在暗室中，加入浓度

为5 U/mL罗丹明-鬼笔环肽，4 ℃避光孵育过夜， 4
℃ PBS漂洗2 min×3次。加入5 mg/L H33258染色 1
min，4 ℃PBS漂洗2 min×3次。95%甘油封固。激光共

聚焦显微镜观察，并拍照记录。

主要观察指标：膜材表面形貌与相分离；细胞与

膜材复合培养2 h后的黏附量；复合培养第1，3，5，7，
9，11天的细胞增殖活力；复合培养24 h后细胞铺展情

况。

设计、实施、评估者：主要设计、资料收集、实施

为第一作者，结果评估为全部作者，均经过专业培训，

未使用盲法评估。

统计学分析：由第一作者使用Origin7.5软件包对数

据进行统计处理，数据用
_

x±s表示，组间比较采用随机

区组设计的方差分析，两两比较采用双样本t 检验，P <
0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 形状记忆聚氨酯膜材表面形貌与相分离 图2为形

状记忆聚氨酯的表面相图，图3为形状记忆聚氨酯的三维

形貌图像。采用溶液浇注的方法得到的形状记忆聚氨酯表

面平整，整个区域内呈现出规则的条状明暗区域，见图2a

和图3a。当形状记忆聚氨酯经历了拉伸-复形后，在整个

区域中也呈现出较规则的条状明暗区域，除此之外还存在

分布较均匀的黑色条纹，见图2b和图3b。可知相图中的

黑色暗纹间距与三维形貌图像中的“沟槽-脊”相吻合，

其宽度在10 μm内，深度在5 μm内。

2.2 成骨细胞在形状记忆聚氨酯上的黏附量 采用

PBS漂洗的方法去除膜材上未黏附或黏附不牢的细胞

后，通过细胞核染色计数的方法检测膜材上的细胞黏附

量，结果显示与对照组比较，成骨细胞在实验组形状记

忆聚氨酯上的细胞附着量明显升高 [(249±24)个，

(316±19)个，P < 0.05]。
2.3 成骨细胞在形状记忆聚氨酯上的增殖活力 接种

后1，3，5，7，9，11 d，在相同的培养时间点实验组

Figure 3 Three-dimensional images of shape memory
polyurethane before and after suffered from
stretching-recovering process (×1 000)

图 3 形状记忆聚氨酯在拉伸-复形前后的三维形貌图
(×1 000)

a: Control group

Figure 2 Phase separation of shape memory polyurethane
before and after suffered from stretching-
recovering process

图 2 形状记忆聚氨酯在拉伸-复形前后的表面相图

b: Experimental group

a: Control group b: Experimental group
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形状记忆聚氨酯上的成骨细胞增殖活力均明显高于对

照组(P < 0.05)，见图4。

2.4 成骨细胞在形状记忆聚氨酯上的铺展 在对照组

形状记忆聚氨酯上生长的成骨细胞无特定方向性，且形

态呈多边形，铺展面积也较大，见图5a；在实验组形状

记忆聚氨酯上生长的成骨细胞呈定向性排列，形态呈梭

状，铺展面积较小，见图5b。

3 讨论

原子力显微镜是由IBM公司和斯坦福大学于1986
年合作发明的分子和原子级显微工具[19]，在聚氨酯材料

的分析中，原子力显微镜主要用于测量材料的表面形貌

及相分离。其中相图是以材料软硬度和摩擦力的差异成

像的，因此可以排除表面粗糙度的影响，起到边缘增强

的效果，同时可避免表面形貌平面图可能因宏观的不平

整引起的假像，从而真实反映材料组成结构[20]。在图2a
与图2b中，形状记忆聚氨酯膜在拉伸-复形前后均呈现

出较规则的条状明暗区域，表明聚氨酯本身具有明显的

微相分离现象，其中明区是硬段聚集区，暗区是软段聚

集区，这与以往文献报道一致[21-24]。

当形状记忆聚氨酯膜经历了拉伸变形并复形后，其

膜表面出现了分布较均匀的黑色条纹，其间距与其三维

形貌中微米尺度的“沟槽-脊”相吻合，这可能是拉伸-

复形过程中形状记忆聚氨酯膜沿拉伸方向变形不均匀，

导致形状记忆聚氨酯膜局部过薄过软所致。图2和图3均
说明拉伸-复形过程对形状记忆聚氨酯的表面形貌有较

大的影响。

将两种具有不同表面形貌的形状记忆聚氨酯与细

胞复合培养，受接触引导效应的影响，必然会对细胞的

生长行为产生不同的影响[25-27]。从细胞附着量与增殖活

力检测结果可知，具有微米尺度的“沟槽-脊”的实验

组形状记忆聚氨酯表面更有利于细胞的黏附和增殖；从

细胞骨架染色图片可知，细胞在实验组形状记忆聚氨酯

表面发生定向生长，且铺展面积较小，这与文献报道相

吻合[28-32]。微沟槽表面的不平整性更利于细胞伪足的攀

附，侧壁也为细胞提供了比单纯平面更多的黏附表面，

这一方面增加了细胞层与基底材料之间的物理作用力，

另一方面也使细胞黏附着沟槽的侧壁和底面生长，并顺

着沟槽的方向进行取向、伸展、排列和迁移，这可能是

成骨细胞在实验组形状记忆聚氨酯上具有比在对照组

形状记忆聚氨酯上更好的黏附和增殖、并呈一定取向排

列的原因。

不同的沟槽宽度对细胞生长的影响也是不同的。当

沟槽的宽度远大于细胞的尺寸时，细胞取向不明显；当

沟槽的宽度减小至细胞大小或更小时，细胞的取向开始

明显。Recknor等[33]研究结果表明，在10 μm宽的沟槽

上细胞取向明显，黏附效果较好，实验中形状记忆聚氨

酯膜在拉伸-复形后所得的微沟槽结构基本符合该尺

寸。

另外，不同几何轮廓的沟槽对细胞生长的影响也不

一样。V形沟槽形貌从外形上类似于体内细胞外基质中

的胶原蛋白纤维，因此有利于与细胞的贴壁和趋向生

长[34]。实验组形状记忆聚氨酯具有分布比较均匀、宽度

适宜、形态规则的近V形沟槽结构，有利于细胞在其侧

壁附近的黏附并沿着侧壁和底面生长，受接触引导效应

的影响，细胞骨架发生重组，形成规则的形状和取向性；

由于微沟槽所提供的机械性制约，细胞的黏附面积也相

对减小；由于微沟槽表面的不平整性更利于细胞伪足的

攀附，增加了细胞层与基底材料之间的物理作用力，因

此细胞表现出更好的黏附性能，同时细胞间的相互作用

增大，细胞更快的进入增殖期，表现出促进细胞增殖的

趋势[35]。

结论：形状记忆聚氨酯膜在拉伸-复形前后都具有

明显而规整的相分离，拉伸-复形过程在形状记忆聚氨

酯膜表面形成较规整的微米尺度的“沟槽-脊”结构。

细胞结果表明，表面具有微沟槽结构的实验组形状记忆

聚氨酯促进了细胞的黏附与增殖，表现出更好的成骨细

胞相容性，并使细胞骨架重组，细胞形态规则并具有一

Figure 4 Effect of stretching-recovering process of shape
memory polyurethane (SMPU) on proliferation
activity of osteoblasts

图 4 成骨细胞在拉伸-复形前后的形状记忆聚氨酯上的增殖
活力

a: Control group

Figure 5 Spreading images of osteoblasts on shape
memory polyurethane before and after
stretching-recovering process

图 5 成骨细胞在拉伸-复形前后的形状记忆聚氨酯上的铺展
情况

aP < 0.05，vs. SMPU-a
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定的取向性，有望用于骨修复工程。
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来自本文课题的更多信息--

基金资助：国家“十一五”科技支撑计划项目

(2006BA103B04)，课题名称“避孕节育新技术和新方法的研

究”；重庆市科技攻关项目(CSTC 2008AB0027)，课题名称“基

于形状记忆聚合物的输卵管绝育栓的研制”。

利益冲突：无利益冲突。

课题的创新点：①课题设计与合成了有望用于骨不连治

疗的新型形状记忆聚氨酯，经作者检索查新目前文献中未见报

道，细胞相容性研究表明是一类细胞相容性较好的生物材料，

因而具有广阔的潜在用途。②此实验为课题研究的一部分，将

为该材料的应用提供重要的理论依据，其创新点在于建立了形

状记忆材料的形变对细胞生物学行为影响的实验方法，为形状

记忆材料的生物相容性评价提供了一条新思路。

课题评估的“金标准”：课题合成的材料为一种新型材料，

没有公认“金标准”。课题研究中对材料进行了红外、核磁、

分子量、热性能、力学性能、形状记忆性能、亲/疏水性能等

检测，采用体外细胞培养法对材料的生物相容性进行评价，评

价参照GB/T 16886.5-2003/ISO 10993-5:1999体外细胞毒性

实验中的直接接触法，采用无菌操作，于 37 ℃、体积分数为

5%的CO2的培养箱中培养。

课题的偏倚与不足：实验仅通过细胞形态、黏附量、细

胞增殖的检测对材料的细胞相容性进行了初步评价，尚未对其

分化、矿化能力进行评价；仅选用了玻璃化转变温度接近体温

的一种材料进行了评价，未选用其他玻璃化转变温度的材料进

行对比；此外，实验中赋予材料的宏观形态为材料膜，未对其

三维支架进行分析。课题后续实验将逐步予以补充。

提供临床借鉴的价值：课题以 DL-丙交酯、对二氧环己

酮和乙二醇首先合成大分子二醇(HO-P(LA-PDO)-OH)，再以

此为软段，以 1,6-六亚甲基二异氰酸酯和丁二胺为硬段，成功

合成出了一种新型可降解的温敏性形状记忆聚氨酯，并实现了

其玻璃化转变温度在人体温附近，利于临床手术操作。材料形

状记忆形变前的细胞相容性结果表明其是一类细胞相容性良

好的生物材料，尤其具有良好的促成骨细胞分化与矿化能力，

对该材料在骨修复中的应用提供了实验基础；形状记忆形变后

的材料更能促进细胞的黏附与增殖，并使细胞表现出一定的取

向性，一方面建立了形状记忆形变对细胞生物学行为影响的实

验方法，另一方面为材料的体内动物实验及临床应用提供了更

为直接的实验依据。


