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研究原著

3D 打印聚乳酸 -纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖 / 多西环素抗菌支架的性能

文题释义：

聚乳酸：是美国食品和药品管理局(FDA)批准的可与生物组织直接接触的生物材料之一，具有良好的生物相容性和生物降解性。

羟基磷灰石：是人体和动物骨骼和牙齿的主要无机成分，常被广泛用作硬组织修复和骨填充材料。

摘要

背景：聚乳酸具有良好的生物相容性和生物降解性，成为一种新型的骨科固定材料，然而该材料缺乏细胞识别信号，不利于细胞黏附和成

骨分化，限制了其在生物材料中的应用。

目的：3D打印聚乳酸-纳米羟基磷灰石/壳聚糖支架，评估其药物缓释及生物性能。 
方法：采用熔融沉积技术打印孔隙交互的多孔聚乳酸支架(记为PLA支架)，将该支架浸泡于多巴胺溶液中制备聚乳酸-多巴胺支架(记为PLA-DA
支架)；将纳米羟基磷灰石投入壳聚糖溶液中，然后将PLA-DA支架浸没其中，制备聚乳酸-纳米羟基磷灰石/壳聚糖支架(记为PLA-nHA/CS支
架)，表征3组支架的微观形貌、孔隙率、水接触角与压缩强度。采用冷冻干燥法制备负载药物多西环素的PLA-nHA/CS支架(记为PLA-nHA/
CS-DOX支架)，表征其药物释放。将PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS、PLA-nHA/CS-DOX支架分别与MC3T3-E1细胞共培养，检测细胞增殖与成骨分

化能力；将不同浓度的金黄色葡萄球菌悬液分别与4组支架共培养，采用抑菌圈实验检测支架的抗菌性能。

结果与结论：①扫描电镜下可见PLA、PLA-DA支架表面致密光滑，PLA-nHA/CS支架表面可见纳米羟基磷灰石颗粒；PLA、PLA-DA、PLA-nHA/
CS支架的孔隙率逐渐降低，压缩强度逐渐升高，PLA-nHA/CS支架的弹性模量满足松质骨要求；PLA-DA、PLA-nHA/CS支架的水接触角小于

PLA支架；PLA-nHA/CS支架体外可持续释放药物达8 d。②CCK-8检测显示，4组支架均未显著影响MC3T3-E1细胞的增殖；PLA-DA组、PLA-
nHA/CS组、PLA-nHA/CS-DOX组细胞碱性磷酸酶活性均高于PLA组；茜素红染色显示，与PLA组相比，PLA-nHA/CS组、PLA-nHA/CS-DOX组细胞

表现出较高的矿化水平。③抑菌圈实验显示PLA、PLA-DA支架无抗菌性能，PLA-nHA/CS支架具有一定的抗菌性能，PLA-nHA/CS-DOX支架具

有超强的抗菌性能。④结果表明，PLA-nHA/CS-DOX支架具有良好的药物缓释性能、细胞相容性、促成骨性能及抗菌性能。

关键词：3D打印；聚乳酸支架；纳米羟基磷灰石；多巴胺；壳聚糖；抗菌涂层；药物缓释；骨再生
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Abstract
BACKGROUND: Polylactic acid has good biocompatibility and biodegradability, and has become a new orthopedic fixation material. However, the lack of cell 
recognition signal of this material is not conducive to cell adhesion and osteogenic differentiation, which limits its application in biomaterials. 
OBJECTIVE: 3D-printed polylactic acid-nano-hydroxyapatite (nHA)/chitosan (CS) scaffold to evaluate its drug sustained-release and biological properties.
METHODS: The porous polylactic acid scaffold (recorded as PLA scaffold) with interporous pores was printed by fused deposition modeling technique, and the 
scaffold was soaked in dopamine solution to prepare polylactic acid-dopamine scaffold (recorded as PLA-DA scaffold). Nano-hydroxyapatite was immersed in 
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3D 打印聚乳酸支架
在支架表面涂覆纳米羟基

磷灰石 / 壳聚糖涂层
评估复合支架的生物性能
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0   引言   Introduction
由于骨质疏松、创伤、术后切除和先天畸形而引起的

骨缺损一直是临床面临的常见问题，大多需要手术干预来再

生新骨
[1]
，因此骨修复材料的需求迫切。目前自体骨是最好

的选择，但当自体骨供给量不足时亟需能够与周围组织相容

来修复受损骨的骨替代材料
[2]
。理想的骨支架材料应具备模

拟骨成分、结构和力学性能的特点，能够为细胞增殖和分化

提供临时场所，并且引导细胞和血管延支架的空隙生长和繁 

殖
[3-4]

。

目前常用的支架制备方法有静电纺丝法、自组装技术、

热致相分离法及 3D 打印法。3D 打印技术为快速准确再生医

学提供了一种新的策略，可以个性化设计支架形状，更好地

控制孔径和孔隙率
[5-6]

，同时优化支架的结构和力学性能
[7-8]

。

YANG 等
[9]
通过 3D 打印聚乳酸支架，负载抗癌药后植入体内

实现精准给药，抑制乳腺癌的生长和转移。

聚乳酸具有良好的生物相容性和生物降解性，常用于治

疗小型骨缺损，成为一种新型的骨科固定材料
[10-11]

，然而其

作为一种疏水性高分子材料缺乏细胞识别信号，不利于细胞

的黏附和成骨分化，限制了聚乳酸在生物材料中的应用。为

克服这些缺点，常用的方法是对其进行表面改性，一种是将

纳米羟基磷灰石结合到聚合物表面，因其与骨组织相似
[12-13]

， 

能够调节成骨细胞的增殖和分化
[14]
。纳米羟基磷灰石

[Ca5(PO4)3(OH)] 是人体和动物骨骼和牙齿的主要无机成分，

对骨质增生有刺激或诱导作用，能促进缺损组织的修复，通

过添加天然高分子材料可提高其骨再生能力
[15]
。此外，多巴

胺具有较强的金属螯合能力，可以成功高效地引入纳米羟基

磷灰石
[16]
。壳聚糖常作为药物缓释控释载体，经过交联作用

能够延长包裹药物的释放时间，表现出了良好的性能
[17]
。金

黄色葡萄球菌是骨相关感染的主要病原体，能在骨和植入物

表面黏附形成生物膜
[18]
。将 3D 打印支架与抗生素相结合使抗

生素受控释放，是一种改进支架不足的方法
[19-20]

。目前已有

研究将打印支架与控制抗生素递送结合用于治疗骨感染
[20]
。

在治疗骨感染时多西环素可能是一种很好的支架负载选择
[21]
。

chitosan solution, and then the PLA-DA scaffold was immersed in it to prepare polylactic acid-nano-hydroxyapatite/chitosan scaffold (recorded as PLA-nHA/
CS scaffold). The micro-morphology, porosity, water contact angle, and compressive strength of the three scaffolds were characterized. PLA-nHA/CS scaffold 
loaded with doxycycline (recorded as PLA-nHA/CS-DOX scaffold) was prepared by freeze-drying method, and its drug release was characterized. PLA, PLA-
DA, PLA-nHA/CS, and PLA-nHA/CS-DOX scaffolds were co-cultured with MC3T3-E1 cells, separately, to detect cell proliferation and osteogenic differentiation. 
Staphylococcus aureus suspensions of different concentrations were co-cultured with four groups of scaffolds. The antibacterial performance of scaffolds was 
detected by inhibition zone test.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Under scanning electron microscopy, the surfaces of PLA and PLA-DA scaffolders were dense and smooth, and nHA particles 
were observed on PLA-nHA/CS scaffolders. The porosity of PLA, PLA-DA and PLA-nHA/CS scaffolds decreased gradually, and the compressive strength increased 
gradually. The elastic modulus of PLA-nHA/CS scaffolds met the requirements of cancelous bone. The water contact angle of PLA-DA and PLA-nHA /CS brackets 
was smaller than that of PLA scaffolds. The PLA-nHA/CS scaffold sustainably released drugs in vitro for 8 days. (2) CCK-8 assay showed that the proliferation of 
MC3T3-E1 cells was not significantly affected by the four groups of scaffolds. The activity of alkaline phosphatase in PLA-DA group, PLA-nHA /CS group, and 
PLA-nHA/CS-DOX group was higher than that in PLA group. Alizarin red staining showed that compared with PLA group, the cells in PLA-nHA/CS group and PLA-
nHA/CS-DOX group showed higher mineralized water level. (3) Inhibition zone test exhibited that PLA and PLA-DA scaffolds had no antibacterial properties. PLA-
nHA/CS scaffolds had certain antibacterial properties. PLA-nHA/CS-DOX scaffolds had super antibacterial properties. (4) The results showed that the PLA-nHA/
CS-DOX scaffold had good drug release performance, cell compatibility, osteogenic properties, and antibacterial properties. 
Key words: 3D printing; polylactic acid scaffold; nano-hydroxyapatite; dopamine; chitosan; antibacterial coating; drug sustained release; bone regeneration

Funding: Fujian Provincial Health Technology Project, No. 2019-2-27 (to LY); Fujian Provincial Clinical Medical Research Center for First Aid and Rehabilitation in 
Orthopaedic Trauma, No. 2020Y2014
How to cite this article: LIU Y, ZHENG XX. Performance of 3D-printed polylactic acid-nano-hydroxyapatite/chitosan/doxycycline antibacterial scaffold. Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2024;28(22):3532-3538. 

此次实验通过多巴胺辅助共沉积方法在聚乳酸支架表面

构建纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖涂层，以期在保证骨植入物力

学性能的同时改进聚乳酸支架的生物活性，并且减缓抗生素

药物的释放速率。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   材料表征及生物性能表征，对数据进行单因素方

差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 6 月至 2022 年 10 月在福州

市第二医院完成。

1.3   材料   聚乳酸、纳米羟基磷灰石、壳聚糖、乙酸、氢氧

化钠 ( 国药集团 )；多巴胺 ( 阿拉丁 )；多西环素 ( 上海源叶

生物科技有限公司 )；PBS、α-MEM 培养基、青霉素、链霉素、

胎牛血清 (Hyclone 公司 )；CCK-8 试剂盒、碱性磷酸酶试剂盒、

BCA 试剂盒及茜素红试剂盒 ( 碧云天 )；MC3T3-E1 成骨细胞

( 西格玛生物技术有限公司 )；金黄色葡萄球菌 ( 福州市第二

医院医学检验科 )；场发射扫描电子显微镜 ( 德国 Sigma，
500)；傅里叶红外光谱仪 ( 美国，iS50)；X 射线衍射仪 ( 荷兰，

X’Pert3)；接触角测量仪 ( 中国，JC2000D)；力学测试仪 ( 中国，

ZQ990B)；X 射线光电子能谱 ( 美国，250i)；酶标仪 ( 美国，

iD3)。
1.4   方法   

1.4.1   支架的制备   采用德国 Envision Tec 3D Bioplotter 进行

支架打印。将 10 g 聚乳酸投入至料筒中，加热至完全熔融

状态进行打印，设置温度 190 ℃，压力 (100±20) kPa，打

印速度 (5.0±1.0) mm/s，线间距 0.5 mm，冷却后得到 1 cm× 

1 cm×1 cm 的三维支架 ( 记为 PLA 支架 )。在室温避光条件下，

将 PLA 支架浸泡于 2 mg/mL 的多巴胺溶液 (10 mmol/L Tris 缓

冲液，pH=8.5) 中 24 h，使多巴胺修饰到支架表面，用大量

去离子水超声冲洗以去除游离的多巴胺，然后在烘箱中干燥

得聚乳酸 -多巴胺支架 ( 记为 PLA-DA 支架 )。

称取 0.5 g 的纳米羟基磷灰石投入到 50 mL 2% 壳聚糖乙

酸 (1%) 溶液中，超声、搅拌至溶液均匀，然后将 PLA-DA 支
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架浸没其中，取出烘干，循环 5 次。用 0.5 mol/L 的 NaOH 浸

泡支架 5 min，用去离子水清洗至中性，烘干后得到聚乳酸 -

纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖支架 ( 记为 PLA-nHA/CS 支架 )。

将 PLA 支架、PLA-nHA/CS 支架分别浸泡于 2.5 mg/mL

的多西环素溶液中使孔中充分填充药物，采用冷冻干燥法将

其干燥，然后用去离子水冲洗支架表面的药物，得到负载多

西环素的支架 ( 分别记为 PLA-DOX 支架、PLA-nHA/CS-DOX 支

架 )。
1.4.2   支架的表征   采用场发射扫描电子显微镜对 PLA、PLA-DA、
PLA-nHA/CS 支架的形貌和孔径进行表征。

   采用 X 射线光电子能谱分析 PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS

支架表面的元素组成。使用傅里叶变换红外光谱仪，在 400-
4 000 cm-1

范围内以 2 cm-1
的分辨率进行 64 次扫描，分析纳

米羟基磷灰石、多巴胺、壳聚糖粉末及 PLA、PLA-DA、PLA-

nHA/CS 支架表面的化学基团。

   使用 X 射线衍射仪 (Cu anode tube of wavelength Kα1=  

0.154 1 nm 和 Kα2=0.154 4 nm) 测量纳米羟基磷灰石、壳聚

糖粉末及 PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS 支架的结晶结构，扫描

范围为 5°-60°。通过接触角测量仪评价 PLA、PLA-DA、PLA-

nHA/CS 支架的湿润性。

   利用力学测试仪对 PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS 支架进行压

缩实验，以 5 mm/min 的十字头速度进行加压，绘制应力 -

应变曲线，记录抗压强度。

   采用液体置换法测量 PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS 支架的

孔隙率，称取支架质量 (m1)，在室温下将支架浸泡于一定体

积 (V1) 的乙醇中，超声 1 min 使乙醇完全渗透到孔隙中，记

录支架和乙醇的体积 (V2)，取出支架并记录质量 (m2)，支架

孔隙率 =(m2-m1)/[ρ 乙醇 )×(V2-V1)]。
1.4.3   支架的药物释放   将 PLA-DOX 支架、PLA-nHA/CS-DOX

支架浸泡于 10 mL PBS(pH=7.4) 溶液中，于 37.0 ℃恒温水浴

振荡器中振荡 (100 r/min)，间隔一定时间取出 1 mL 上清液

并添加等体积 PBS，保持释放液体积不变，采用酶标仪于

350 nm 处检测释放溶液吸光度值，根据标准曲线计算药物

释放浓度
[22]
。此外在完成释放实验后将支架进一步超声，以

溶解支架中残留吸附的多西环素
[20]
。药物释放的百分比是通

过每次测量时 PBS 中的药物浓度除以最终在缓冲液中释放的

药物量来计算
[23]
。

1.4.4   支架对成骨细胞增殖的影响   加入含体积分数 10%

胎牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素的 α-MEM 培养基培养

MC3T3-E1 细胞，置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 增湿培养箱中，

每 3 d 更换一次培养基。将 PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS 和

PLA-nHA/CS-DOX 支架均切割成片状 (10 mm×10 mm×1 mm)，在

细胞接种之前，将支架浸入体积分数 75% 乙醇中浸泡 30 min，

然后在紫外光下灭菌 1 h。将支架置于 24 孔板底后分别接种

MC3T3-E1 细胞，细胞密度 2×104/ 孔，置于 37 ℃、体积分

数 5%CO2 增湿培养箱中培养。培养第 1，3，5，7 天，每孔

加入 100 μL CCK-8 试剂 37 ℃孵育 1 h，使用酶标仪在 450 nm

波长处测定吸光度值。

1.4.5   支架对成骨细胞成骨分化的影响

碱性磷酸酶活性：PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS 和 PLA-nHA/

CS-DOX 支架灭菌处理后分别置于 24 孔板底，将 MC3T3-E1

细胞接种于各支架表面，细胞密度 1×105/ 孔，置于 37 ℃、

体积分数 5%CO2 增湿培养箱中培养。培养 7，14 d 后，

去除培养基并用 PBS 清洗，使用 1%Triton X-100 裂解细胞 

30 min，加入终止液终止反应，使用酶标仪在 405 nm 处测

量吸光度值。所有实验均一式三份进行。此外培养 7，14 d后，

使用 BCA 蛋白质测定试剂盒检测细胞总蛋白量，在 562 nm

处测量吸光度值。以空白样品作对照，所有实验均一式三份

进行。

茜 素 红 染 色：PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS 和 PLA-nHA/

CS-DOX 支架灭菌处理后分别置于 6 孔板底，将 MC3T3-E1 细

胞接种于各支架表面，细胞密度 2×105/ 孔，置于 37 ℃、体

积分数 5%CO2 增湿培养箱中培养。培养 21 d 后，40 g/L 多聚

甲醛溶液固定 20 min，用 PBS 洗涤 3 次，进行茜素红染色评

估矿化结节形成。

1.4.6   支架的抗菌活性   实验按照药敏试验标准 (CLSI) 执行。

将金黄色葡萄球菌接种于无菌生理盐水中，制成菌悬液，细菌

含量分别为 1×108 CFU 和 1×105 CFU。蘸取菌液均匀涂布于 MH

琼脂平板中，分别放入 PLA、PLA-DA、PLA-nHA/CS、PLA-nHA/

CS-DOX 支架，37 ℃下培养 3 d 后，使用游标卡尺测量抑菌

圈直径，用数码相机拍摄照片。

1.5   主要观察指标   各组支架的理化性能、细胞毒性、促成

骨性能及抗菌活性。

1.6   统计学分析   所有数据应用 SPSS 22.0 统计软件分析，对

数据进行单因素方差分析，数据以 x-±s 表示。P < 0.05 表明

两组数据之间比较差异有显著性意义。该文统计学方法已经

福州市第二医院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   支架形貌表征结果   3D 打印由于其可设计性、精确性

常用于骨组织工程。试验将 3D 打印技术与多层涂覆方法相

结合获得了多功能支架。扫描电镜下观察 PLA、PLA-DA、 

PLA-nHA/CS 支架的表面形态，见图 1。低倍镜下，所有多孔

支架均具有相似的宏观结构，同一层的丝线相互平行，逐层

以 90° 相互交错，形成互通的大孔结构。高倍镜下，PLA 支

架表面致密光滑，孔径为 (257±27) μm；PLA-DA 支架表面依

旧保持光滑，孔径降至 (200±20) μm；PLA-nHA/CS 支架表面

可以清楚看到纳米羟基磷灰石颗粒，孔径与 PLA-DA 支架相

比没有明显变化。

2.2   支架湿润性检测结果   植入生物材料主要通过其表面与

生物系统相互作用，而生物材料的表面特性 ( 如润湿性 ) 会

影响细胞黏附和蛋白质吸附
[24-25]

，因此为了评估表面湿润性

的变化，对所有支架进行静态水接触角测量。图 2A 显示各

组支架的湿润性变。纯 PLA 支架的疏水性较强，水接触角为
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(86.50±0.67) °；PLA-DA支架表面的接触角下降到 (72.50±4.17) °， 

材料向亲水型转变，说明多巴胺完全覆盖到支架表面； 

PLA-nHA/CS 支架表面的接触角为 (80.30±3.75) °，较 PLA-DA

支架略有升高，这可能与纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖的涂覆量

有关。显然，多巴胺涂层和纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖涂层改

善了聚乳酸表面的润湿性，因为多巴胺中邻苯二酚基团和纳

米羟基磷灰石中羟基的存在使涂层具有亲水性，这有利于组

织愈合和早期骨整合
[26]
。

2.3   支架孔隙率与力学性能检测结果    骨组织工程支架的机

械性能对其生物力学性能至关重要，支架的机械性能和药物

释放取决于支架的孔隙率
[27]
，因此实验评估了支架的孔隙率。

表 1 显示了各组支架的压缩力学性能和孔隙率。随着多巴胺

和纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖的涂覆，支架的孔隙率减小，压

缩强度增加，这是由于支架孔壁厚度增加。

宽峰向较高的 2θ 值 (20°-23°) 轻微移动。在复合支架的 X 射

线衍射结果中没有出现壳聚糖和纳米羟基磷灰石的衍射峰，

尽管它们的结晶良好，这表明 PLA-nHA/CS 支架表面上壳聚

糖和纳米羟基磷灰石的含量低于检测限。由于壳聚糖和纳米

羟基磷灰石的涂覆量很低，很难形成均匀的结晶结构。

2.5   支架的药物释放   通过计算总药物释放量得到支架的载

药量，PLA 支架的载药量为 (1 870±637) μg，PLA-nHA/CS 支

架的载药量为 (2 207±613) μg。
PLA 支架和 PLA-nHA/CS 支架的药物释放曲线，见图 4A。

药物在 9 h 内显示突然释放，大量药物从支架中释放到周围

环境，PLA 支架中的药物完全释放，而 PLA-nHA/CS 支架中的

药物释放率为 (56.55±9.85)%，然后进入缓释阶段，释放时间

达到 8 d。在缓释阶段，PLA-nHA/CS 支架内部的药物迁移到

支架表面，由于纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖涂层的覆盖，药物

随着该涂层的降解释放到环境中，药物释放速率稳定均匀，

呈线性趋势，基本符合零级释放 ( 图 4B)。
2.6   支架对成骨细胞增殖的影响    CCK-8 检测结果显示所有

支架均无细胞毒性，见图 5A。培养 1，3，5 和 7 d 后，所有

支架组细胞均明显增殖且与对照组相差不大，说明材料适于

细胞生长。细胞的黏附可能与材料表面的亲水性有关
[32]
。因

此得出结论，多巴胺和纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖涂覆后的支

架有利于细胞的黏附、迁移和增殖。

2.7   支架对成骨细胞成骨分化的影响   碱性磷酸酶是成骨

细胞早期分化的标志酶，其分泌量可以反映成骨细胞的分

化 状 况
[33]
。 培 养 7，14 d 后， 在 PLA-DA、PLA-nHA/CS 和 

PLA-nHA/CS-DOX 支架上培养细胞中的碱性磷酸酶和蛋白分泌

量均高于 PLA 支架，见图 5B、C，说明多巴胺和纳米羟基磷

灰石 / 壳聚糖涂层具有显著的成骨作用，且负载多西环素后

不影响支架的生物活性。有研究表明，多巴胺和羟基磷灰石

涂层材料可促进干细胞的增殖和分化
[34-36]

，因此 PLA-nHA/CS

支架可在成骨过程中发挥长期作用。

培养 21 d 后，各组支架上的钙沉积见图 5D 所示。值得

注意的是，该图中只有钙化的无机相被染成红色。与 PLA 支

架相比，PLA-nHA/CS 及 PLA-nHA/CS-DOX 支架上的钙染色更强

烈，表现出较高的矿化水平。可以看出，纳米羟基磷灰石 / 壳

聚糖涂层和多西环素药物增强了 MC3T3-E1 细胞的成骨分化。

2.8   支架体外抗菌活性检测结果   各组支架琼脂平板抗菌测

定结果见图 6 所示。

当细菌含量为 1×108 CFU 时，在 PLA-nHA/CS、PLA-nHA/

CS-DOX 支架周围清楚地观察到细菌抑制区，而 PLA、PLA-DA

支架周围未观察到抑制区；从不同孵育时间的抑菌圈直径来

看，第 1 天，PLA-nHA/CS-DOX 自驾的抑菌圈最大，抑制区直径

为 35 mm，连续培养 3 d 后抗菌效果没有明显变化，抑制区直

径为 33 mm；PLA-nHA/CS 支架的抑菌圈直径始终为 21 mm。为

确定 PLA、PLA-DA 支架的抗菌性，将菌液稀释 1 000 倍后可

以观察到该两组支架周围长满细菌，说明 PLA、PLA-DA 支架

不具有抗菌性。

表 1 ｜各组支架的孔隙率与机械性能
Table 1 ｜ Porosity and mechanical properties of scaffolds of each group

支架 孔隙率 (x-±s，%) 压缩强度 (MPa) 弹性模量 (MPa)

聚乳酸支架 32.70±8.72 22.10 477.87
聚乳酸 -多巴胺支架 27.38±3.65 31.32 674.35
聚乳酸 -纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖支架 11.19±0.21 38.98 483.18

   据报道，致密骨的弹性模量为 3.9-11.7 GPa、压缩强度为

88-164 MPa，松质骨的弹性模量为 50-500 MPa、压缩强度

为 2-12 MPa[28-29]
。PLA-nHA/CS 支架的弹性模量检测曲线与应

力 -应变曲线，见图 2B、C，显示 PLA-nHA/CS 为脆性材料，

其弹性模量满足松质骨要求，抗压强度介于致密骨和松质骨

之间，且明显高于松质骨，因此可以作为松质骨修复的合适

候选者。

2.4   支架表面元素组成与结晶结构检测结果   为研究支架的

化学结合状态，进行了 X 射线光电子能谱分析，图 2D 显示

了 3 种支架的曲线拟合结果。多巴胺修饰后，支架中 O1s 从
25.65% 减少到 22.66%，同时出现 N1s 峰，浓度从 0% 增加

到 3.95%，表明多巴胺沉积在 PLA 支架上。涂覆纳米羟基磷

灰石和壳聚糖后，支架中 C1s 从 72.15% 减少到 66.79%，O1s

和 N1s 的浓度均有所增加，分别从 22.66% 到 26.53%、3.95%

到 5.34%。结果表明多巴胺和纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖成功

改性 PLA 支架。

各组材料的傅里叶变换红外光谱分析结果，见图 3A。
PLA 支架在 1 748 cm-1

处有 C-O 键伸缩振动的特征吸收峰，

在 1 180 cm-1
和 1 453 cm-1

处分别有 C-O 键和甲基 C-H 键的

特征吸收峰
[9-30]

。在 PLA-DA 支架中，未出现多巴胺的特征

峰。在 PLA-nHA/CS 支架，556 cm-1
和 1 017 cm-1

处的吸收峰

分别对应纳米羟基磷灰石的 O-P-O 弯曲和 P-O 伸缩振动
[31]
，

1 153 cm-1
处对应壳聚糖的 C-N 特征吸收峰。

各组材料的 X 射线衍射分析，见图 3B。在 PLA 支架中，

以 2θ( 约 19°) 为中心的宽衍射峰，显示了聚乳酸结构的浇注

结晶特性
[20]
。当 PLA 支架经过多巴胺、壳聚糖和纳米羟基磷

灰石功能化形成 PLA-DA 和 PLA-nHA/CS 支架时，可以观察到
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图注：A、B 为聚乳酸支架，表面致密光滑，孔径为 (257±27) μm；C、D 为

聚乳酸 -多巴胺支架，支架表面依旧保持光滑，孔径降至 (200±20) μm； 

E、F 为聚乳酸 - 纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖支架，支架表面可以清楚看到

纳米羟基磷灰石颗粒，孔径与聚乳酸 -多巴胺支架相比没有明显变化。

图 1 ｜各组支架的微观形貌 ( 扫描电镜 )
Figure 1 ｜ Microstructure of scaffolds of each group (scanning electron 
microscope)

图注：DA为多巴胺，PLA为聚乳酸，CS为壳聚糖，nHA为纳米羟基磷灰石，

DOX 为多西环素。A 为 MC3T3-E1 细胞在不同支架上的增殖；B 为

MC3T3-E1 细胞在不同支架上的碱性磷酸酶活性；C 为 MC3T3-E1 细胞在

不同支架上的蛋白分泌量；D 为 MC3T3-E1 细胞在不同支架上培养 21 d 
的茜素红染色，比例尺 =300 mm。与 PLA 相比，

aP < 0.05，bP < 0.01。
图 5 ｜各组支架的生物相容性及促成骨性能

Figure 5 ｜ Biocompatibility and osteogenic properties of scaffolds of each 
group

图注：A 为聚乳酸 (PLA)、聚乳酸 - 多巴胺 (PLA-DA)、 聚乳酸 - 纳米羟

基磷灰石 / 壳聚糖 (PLA-nHA/CS) 支架的水接触角；B 为 PLA-nHA/CS 支架

的弹性模量；C 为 PLA-nHA/CS 支架的应力 - 应变曲线；D 为支架的 X 射

线光电子能谱图，从左至右依次为 PLA、PLA-DA、 PLA-nHA/CS 支架。

图 2 ｜各组支架的水接触角、力学性能及元素组成

Figure 2 ｜ Water contact angle, mechanical properties and element 
composition of the scaffolds of each group

图注：DA为多巴胺，PLA为聚乳酸，CS为壳聚糖，nHA为纳米羟基磷灰石。

A 为各材料的傅里叶变换红外光谱图，PLA-nHA/CS 支架中出现 nHA 的

O-P-O 弯曲和 P-O 伸缩振动吸收峰以及 CS 的 C-N 特征吸收峰；B 为各材

料的 X 射线衍射图，修饰 DA 和 nHA/CS 后，PLA-nHA/CS 宽峰向较高的

2θ 值移动。

图 3 ｜各组支架的傅里叶变换红外光谱及 X 射线衍射图谱

Figure 3 ｜ Fourier transform infrared spectrum and X-ray diffraction of 
scaffolds of each group

图注：A 为多西环素从聚乳酸 (PLA) 支架和聚乳酸 -纳米羟基磷灰石 / 壳
聚糖 (PLA-nHA/CS) 支架中释放的曲线，9 h 内 PLA 支架中的药物基本完

全释放，PLA-nHA/CS 支架可使药物释放长达 8 d，小图为药物突释阶段

的释放曲线；B为多西环素从 PLA-nHA/CS支架缓释阶段的零级释放曲线。

图 4 ｜多西环素在两种支架中的释放

Figure 4 ｜ Release of doxycycline in two kinds of scaffolds

对照组
PLA 
PLA-DA 
PLA-nHA/CS 
PLA-nHA/CS-DOX

图注：DA 为多巴胺，PLA 为聚乳酸，CS 为壳聚糖，nHA 为纳米羟基磷

灰石，DOX 为多西环素。A 为金黄色葡萄球菌含量为 1×108 CFU 时的平

板涂布图片，PLA-nHA/CS、PLA-nHA/CS-DOX 支架周围清楚地观察到细

菌抑制区；B 为金黄色葡萄球菌含量为 1×105 CFU 时的平板涂布图片，

PLA-nHA/CS、PLA-nHA/CS-DOX 支架周围清楚地观察到细菌抑制区。

图 6 ｜各组支架对金黄色葡萄球菌的抗菌性能

Figure 6 ｜ Antibacterial status of scaffold materials against S. aureus in 
each group

3   讨论   Discussion
根据国家动态医疗调查，全球每年有超过 220 万人次的

植骨手术，这极大地刺激了骨再生的相关研究
[37]
。自体骨在

骨诱导、骨整合及骨再生方面具有优异特性，是骨修复的黄

金标准
[38]
，然而自体骨来源受限且存在二次手术风险。同种
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异体骨同样存在二次手术风险。因此，合成具有骨相似力学

性能、骨传导和成骨能力的骨材料成为研究热点。3D 打印

凭借材料和几何上的高度灵活性被用于制造多种形状及功能

的固体
[39]
。已有研究利用不同的 3D 打印技术来制备生物相

容性材料的合成支架，如聚己内酯、羟基磷灰石、聚乳酸、

磷酸三钙、金属 Ti/Ta 等，在骨修复支架领域具有很高的应

用前景，有助于解决目前支架制备方法中存在的问题。 

聚乳酸是一种被美国食品和药品管理局 (FDA) 批准可以

直接接触生物液体的生物聚合物，是一种新型的骨科固定材

料
[40]
，然而聚乳酸是相对疏水的，不利于细胞的黏附，但有

利于细菌黏附和生物膜的形成
[41]
。为解决此问题研究者进行

了大量研究，如在聚合物中掺杂纳米羟基磷灰石来调节成骨

细胞分化
[42]
，ZHANG 等

[43]
通过 3D 打印技术制备高纳米羟

基磷灰石含量的聚乳酸 / 纳米羟基磷灰石复合支架，在体内

显示出良好的骨再生能力。另一种方式是在表面涂上生物活

性化合物，如胶原蛋白、壳聚糖等
[20]
。因此，此次实验选择

PLA-nHA/CS 作为骨组织工程支架材料，通过浸涂法避免了纳

米羟基磷灰石在喷嘴中积聚、堵塞和降低打印质量。实验采

用浸涂法在 PLA 支架表面涂覆纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖涂层，

利用多巴胺的螯合作用使涂层稳定沉积在支架表面，水接触

角显示多巴胺和纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖的修饰改变了聚乳

酸的湿润性，向亲水方向转变。傅里叶变化红外光谱和 X 射

线能谱分析结果显示，多巴胺和纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖成

功修饰到 PLA 支架表面。纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖涂覆后优

化了 PLA 支架的力学性能，抗压强度约为 38.98 MPa。

目前使用骨科植入物的患者数量一直在迅速上升，然而

持续的感染导致植入失败、骨整合不良，尽管采用了适当的

灭菌技术但仍会发生细菌感染。骨科植入物相关感染的最重

要致病因素之一是金黄色葡萄球菌
[44]
，其可在植入物上黏附

形成生物膜。已有研究采用局部给药系统治疗骨感染，此方

式可以增加感染部位药物剂量，尽量减少全身不良反应。多

西环素 (C22H24N2O8) 临床上属于四环类抗生素，作为半合成

类抗菌药其抗菌活性和组织穿透力表现强。此次实验通过冷

冻干燥技术将多西环素负载到支架内，防止了抗生素与聚乳

酸共同打印过程中由于高温导致的抗生素降解或失活
[45]
。体

外药物释放结果表明，在纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖复合膜的

作用下支架中多西环素可释放长达 8 d，达到长时间抑菌效

果。抗菌实验结果显示，PLA 支架与 PLA-DA 支架均不具有抗

菌性，当涂覆了纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖后支架显示出弱抗

菌效果，这是由于壳聚糖带正电可以与细菌细胞膜上的负电

荷作用破坏细胞膜，载药后支架显示出更强的抗菌活性。除

抗菌能力外，还对所研制的三维支架的生物响应进行了评价，

体外细胞实验证明，多巴胺及纳米羟基磷灰石 / 壳聚糖的修

饰进一步促进支架表面细胞增的殖及成骨分化，证明改性后

的复合支架具有良好的生物相容性及促成骨性能，无细胞毒

性，但是支架对成骨基因表达的影响仍需进一步研究。考虑

到上述结果，熔融沉积 3D 打印技术与简单的涂覆工艺结合

可以获得力学性能和生物性能优良的复合支架，为个性化生

物材料的开发和应用提供了理论依据。
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