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文题释义：

3D打印：也称为增材制造，借助计算机设计进行个性化支架设计，随后采用逐层堆积的方法来制造复杂结构的技术。

纳米羟基磷灰石：是一种高性能的白色固体粉末材料，粒径达到200 nm，与人体骨组织成分相似，具有良好的生物学性能、机械强度与细

胞亲和性，在科研、医疗等多个领域应用广泛。

摘要

背景：针对骨组织工程，单一成分的材料无法同时满足理想生物材料的机械强度、亲水性、降解率要求，而结合不同成分组成的复合材料

可以将各组分材料性能的优点结合，从而获得综合性能。

目的：制备负载阿仑膦酸钠的纳米羟基磷灰石/海藻酸钠/聚己内酯支架用于临床修复骨组织缺损，评价其体外性能。

方法：采用挤压式3D打印机制备含不同质量分数(50%，60%，70%)纳米羟基磷灰石的纳米羟基磷灰石/海藻酸钠支架，依次命名为

nHA50、nHA60、nHA70；采用浸渍法将聚己内酯组装到纳米羟基磷灰石/海藻酸钠支架表面，获得的支架依次命名为nHA50P、nHA60P和
nHA70P，表征6组支架的形貌、力学性能与亲水性能，筛选最佳性能的支架用于负载阿仑膦酸钠。采用挤压式3D打印机制备nHA60-阿仑

膦酸钠支架，采用浸渍法制备nHA60P-阿仑膦酸钠支架，检测两组支架的体外药物释放。将nHA60、nHA60P、nHA60P-阿仑膦酸钠支架分

别与MC3T3-E1细胞共培养，采用CCK-8法检测细胞增殖。

结果与结论：①扫描电镜下可见nHA50、nHA60、nHA70支架表面均有颗粒状凸起，内部孔隙规则且相互连通，随着纳米羟基磷灰石含

量的增加，支架表面颗粒团聚现象增加；聚己内酯以薄膜样贴附于支架表面。nHA60支架的压缩模量高于nHA50、nHA70支架(P < 0.05)，
nHA60P支架的压缩模量高于nHA50P、nHA70P、nHA60支架(P < 0.05)。随着纳米羟基磷灰石含量的增加，nHA50、nHA60、nHA70支架的

亲水性依次增强；nHA50P、nHA60P和nHA70P支架的亲水性弱于nHA50支架，但仍符合细胞在支架表面生长的要求。综合以上结果，选择

nHA60、nHA60P支架负载阿仑膦酸钠。②与nHA60-阿仑膦酸钠支架相比，nHA60P-阿仑膦酸钠支架的药物释放速率更为缓慢，可更长时间

维持有效药物浓度。与nHA60、nHA60P支架相比，nHA60P-阿仑膦酸钠支架可促进MC3T3-E1细胞的增殖。③结果表明，nHA60P-阿仑膦酸

钠支架具有优良的力学性能、亲水性、药物缓释作用与生物相容性。

关键词：纳米羟基磷灰石；海藻酸钠；聚己内酯；阿仑膦酸钠；3D打印；支架；工程化骨材料
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0   引言   Introduction
对于由肿瘤、创伤等原因导致的大块骨缺损，

机体的自我修复能力受限，在迫切的临床需求下，

组织工程快速发展并成为目前最有希望的骨重建策

略
[1-3] 。组织工程的原理为：在体外构建具有优异性

能的多孔复合支架，支架可以携带或结合各种生长

因子并允许细胞的植入，然后将接种细胞的支架植

入到损伤部位，在体内诱导组织或者器官的再生
[4-5]

。

在构建骨支架时，不仅需要模拟天然骨组织的结构

特征，还应该具备良好的生物相容性、优异的骨诱

导性和骨传导性及与组织向内生长时相匹配的生物

可降解性
[6-7]

。

近几年来，组织工程领域已经应用数十种先进

技术制造骨替代物
[8-10]

。与其他传统制造技术相比，

3D 打印可以在计算机控制下将生物材料准确地沉积

并在宏观和微观水平上生成复杂的三维网状结构，

已成为组织工程领域具有多种应用潜力的新兴技 

术
[11-13]

。3D 打印制作的植入物成本低、时间短并可
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Abstract
BACKGROUND: For bone tissue engineering, single-component materials cannot simultaneously meet the requirements of mechanical strength, hydrophilicity, 
and degradation rate of ideal biomaterials. Composite materials composed of different components can combine the advantages of the performance of each 
component material to obtain comprehensive performance.
OBJECTIVE: To prepare nanohydroxyapatite/sodium alginate/polycaprolactone scaffolds loaded with alendronate for clinical repair of bone tissue defects and 
evaluate their in vitro performance. 
METHODS: Nanohydroxyapatite/sodium alginate scaffolds containing different mass fractions (50%, 60%, and 70%) of nanohydroxyapatite were prepared by 
extrusion 3D printer, and they were named nHA50, nHA60, and nHA70 respectively. Polycaprolactone was assembled onto the surface of nanohydroxyapatite/
sodium alginate scaffolds by impregnation method, and the obtained scaffolds were named nHA50P, nHA60P, and nHA70P respectively. The morphology, 
mechanical properties, and hydrophilic properties of the six groups of scaffolds were characterized, and the scaffold with the best performance was screened 
for loading alendronate. The nHA60-alendronate scaffold was prepared by extrusion 3D printer, and the nHA60P-alendronate scaffold was prepared by 
immersion method. The in vitro drug release of the two groups of scaffolds was detected. The nHA60, nHA60P, and nHA60P-alendronate scaffolds were co-
cultured with MC3T3-E1 cells, and the cell proliferation was detected by CCK-8 assay.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Scanning electron microscopy showed that the surfaces of nHA50, nHA60, and nHA70 scaffolds had granular protrusions, 
and the internal pores were regular and interconnected. With the increase of nanohydroxyapatite content, the agglomeration of particles on the surface of 
the scaffold increased. Polycaprolactone was attached to the surface of the scaffold in the form of a film. The compression modulus of the nHA60 scaffold 
was higher than that of the nHA50 and nHA70 scaffolds (P < 0.05), and the compression modulus of the nHA60P scaffold was higher than that of the nHA50P, 
nHA70P, and nHA60 scaffolds (P < 0.05). With the increase of nanohydroxyapatite content, the hydrophilicity of nHA50, nHA60, and nHA70 scaffolds increased 
in turn; the hydrophilicity of nHA50P, nHA60P, and nHA70P scaffolds was weaker than that of nHA50 scaffolds, but still met the requirements for cell growth on 
the scaffold surface. Based on the above results, nHA60 and nHA60P scaffolds were selected to load alendronate. (2) Compared with the nHA60-alendronate 
scaffold, the drug release rate of the nHA60P-sodium alendronate scaffold was slower, and the effective drug concentration could be maintained for a longer 
time. Compared with the nHA60 and nHA60P scaffolds, the nHA60P-alendronate scaffold could promote the proliferation of MC3T3-E1 cells. (3) The results 
show that the nHA60P-alendronate scaffold has excellent mechanical properties, hydrophilicity, drug sustained release, and biocompatibility. 
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以呈现出复杂的孔隙及几何形状，从而最大程度地

接近天然骨组织结构
[14]
，在医学领域得到了广泛应

用
[15-16]

。其中，挤压式 3D 打印允许打印较高黏度的

生物墨水，并生成解剖学意义上的多孔结构，在操

作简便、灵活及低成本方面具有独特优势。

目前，单一成分的材料无法同时满足理想生物

材料的机械强度、亲水性、降解率要求，而结合不

同成分组成的复合材料可以将各组分材料性能的优

点结合，从而获得综合性能
[17-18]

。纳米羟基磷灰石

是生物活性陶瓷类材料，在化学和结构上与骨骼和

牙齿中的天然磷灰石相似，已被广泛用于人工骨的

替代材料
[19-21]

。ORYAN 等
[22]

采用 3D 打印制备了聚

乳酸 / 聚己内酯 / 羟基磷灰石复合支架，该支架可促

进大鼠桡骨缺损的修复。支架的弹性模量或刚度过

低会影响骨组织的长入速度
[23]
，而纳米羟基磷灰石

存在硬度低、脆性大并缺乏柔韧性等缺点，难以满

足植入物所需的特定形状和要求，这局限了该材料

在承重区域的使用。海藻酸钠是一种天然多糖衍生
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物，具有独特的立体凝胶结构，其多孔结构为成骨

细胞提供了足够的细胞附着点，并允许氧气和营养

物质扩散进入
[24]
。优异的柔韧性使海藻酸钠可以适

应不同类型的组织缺损
[25]
。除此之外，海藻酸盐具

有剪切稀释性、快速交联性和打印活细胞的可行性

等特点，成为生物打印中最常用和最成功的材料之 

一
[26-27]

。有研究表明，纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠

复合材料具有相互连接的孔隙结构和良好的生物相

容性与机械性能，可促进成骨细胞的增殖分化
[28-30]

。

作为细胞增殖分化的临时框架，骨支架需要足

够的机械强度来承受载荷直到新骨形成
[31]
。天然骨

组织的抗断裂行为除了受到无机相 ( 羟基磷灰石 ) 和
有机相 ( 胶原蛋白 ) 之间的相互作用外，还受到骨中

胶原纤维诱导的增韧机制影响
[32]
。聚己内酯是一种

化学合成的可生物降解高分子材料，植入体内 24 个

月后可完全降解，制成薄膜后仍保持令人满意的力

学性能
[33]
。研究表明，聚己内酯纤维的形态 ( 长度、

大小和密度 ) 与人骨中的胶原纤维非常接近，它在

骨支架中形成的类似于胶原纤维网状结构能够有效

增强支架的力学性能
[34] 。聚己内酯具有良好的强度

和韧性，可作为涂层材料进入支架表面的微孔隙及

微裂缝，减少受力时裂纹的产生，改善支架的机械

性能。MARTÍNEZ-VÁZQUEZ 等
[35]

打印制备了 β- 磷酸

三钙网状支架，并在支架表面均匀涂覆了聚己内酯

涂层，结果证实聚己内酯涂层显著提高了支架的力

学性能。因此，此次研究选择在支架表面涂覆聚己

内酯，以期进一步提高支架的机械性能。

单纯支架的成骨诱导能力不足，而将具有骨诱

导特性的小分子物质载入后可提高支架的骨再生能

力
[36]
。阿仑膦酸钠是第三代双膦酸盐类，具有很

强的抗骨吸收作用
[37]
。阿仑膦酸钠含有的磷酸基

团与钙离子可形成较强的螯合作用，对骨组织的矿

物成分羟基磷灰石表现出很强的亲和力，可防止矿

物质的溶解和吸收，对破骨细胞的活性产生抑制作 

用
[38-39]

。与支架联合的局部给药方式使得阿仑膦酸

钠可持续释放，并在骨缺损区保持适当的浓度和活

性，提高药物的生物利用度和疗效
[40]
。PARK 等

[41]

开发了一种载阿仑膦酸钠的双相磷酸钙支架，结果

表明该支架能够持续释放药物长达 28 d，并且添加

5 mg 阿仑膦酸钠支架组可提高 MG-63 细胞碱性磷酸

酶活性、钙含量及骨钙素和骨桥蛋白 mRNA 的表达，

促进大鼠胫骨缺损处的骨形成。

此次研究尝试采用挤压式 3D 打印技术制备一种

负载阿仑膦酸钠的多孔纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 /

聚己内酯支架，以模仿骨组织的构造和力学性能，

采用各种表征手段探究该支架的材料属性、药物缓

释能力及体外生物学行为，以初步探索其作为人工

植入物的应用前景。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料制备与表征，体外细胞学实验，组

间比较进行单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020-10-01/2022-12-30 在

中国兰州大学口腔医学院实验室和兰州化学物理研

究所完成。

1.3   材料   纳米羟基磷灰石、海藻酸钠、聚己内酯 (阿
拉丁公司 )；小鼠颅顶前骨细胞 MC3T3-E1(Pricella 公

司 )；1，4-二氧六环 ( 晶纯生化科技股份有限公司 )；
氯化钙 ( 科密欧化学试剂厂 )；阿仑膦酸钠 ( 源叶生

物 )；直书写 3D 打印机 ( 改装自日本 MUSASHI 点胶

机 )；球磨机 (DAC 公司 )；离心机 ( 湘仪离心机仪

器公司 )；冷冻干燥机 ( 新芝科技生物有限公司 )；
扫描电子显微镜 ( 飞纳电子光学公司 )；傅里叶红

外光谱仪 (Bruker 公司 )；万能试验机 ( 日井精密仪

器有限公司 )；接触角测试仪 (Kruss 公司 )；酶标仪 

(Bio-Rad)。
1.4   方法   
1.4.1   3D 打印墨水的调配   将 0.6 g 海藻酸钠加入

到 10 mL 水溶液中，加入 0.03 g 氯化钙粉末，室

温下机械搅拌 20 min 以上至均匀状态，搅拌转速 

300 r/min，加入一定量的纳米羟基磷灰石，使纳米

羟基磷灰石 /( 纳米羟基磷 + 海藻酸钠 ) 的质量分数

分别为 50%，60%，70%，搅拌均匀后装入聚氯乙烯

打印针管中，室温下 9 000 r/min 离心 10 min 以去

除气泡，获得用于 3D 打印的生物墨水，依次记为

nHA50、nHA60、nHA70。
1.4.2   3D 打印纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架   采
用兰州化学物理研究所研发的 MuCAD 建模软件设

计支架结构，构建 10 mm×10 mm×5 mm 的多孔支架

结构，使用软件对模型进行分层处理；随后将设计

好的模型传输入打印机中，安装生物墨水，选择直

径为 410 μm 的不锈钢锥形针头，打印速度设定为 

5 mm/s，并调整压强到合适，按建模进行支架打印，

获得网状三维多层结构。将支架用 3% 氯化钙溶液在
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室温下交联 24 h，用 PBS 洗涤 3 次，置于 -80 ℃冷

冻干燥 24 h，获得 nHA50、nHA60、nHA70 支架。

1.4.3   纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架的

制备   采用浸渍法制备纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 /

聚己内酯支架。称取 0.8 g 聚己内酯溶于 20 mL 1，4-
二氧六环溶液中，机械搅拌 1 h，搅拌速 500 r/min，
获得 40 g/L 聚己内酯溶液。将 nHA50、nHA60、
nHA70 支架分别浸于聚己内酯溶液中 1 min，置于

通风橱中晾晒干燥 48 h，获得的支架依次命名为

nHA50P、nHA60P 和 nHA70P。
1.4.4   支架的性能测试  

扫描电镜检测：将 6 组支架进行喷金，采用扫

描电子显微镜对支架表面形貌及断面进行观测，扫

描电镜按 1 000，2 000 倍观察支架表面若干点及断

面结构。

傅里叶变换红外光谱测试：将 nHA60、nHA60P

支架样品在研钵内研磨成粉末，与溴化钾混合均匀

后压片，制成溴化钾样本压片，使用傅里叶变换

红外光谱仪检测各组样品的分子间作用，分辨率 

4 cm-1
，范围设定为 500-4 000 cm-1

。

力学性能检测：骨组织工程支架对压缩应力所

表现的力学性能是评价支架性能的重要依据。将 6

组支架模型参数设为 10 mm×10 mm×10 mm 并导入

打印机进行打印，然后将试样浸泡于 PBS(pH=7.4) 中
1 min，用镊子夹出后立即用滤纸轻轻擦拭支架表面

的水分，利用材料试验机进行压缩测试，压缩速率

1 mm/min，最大载荷 500 N，取前 50% 的应力应变

曲线进行作图。

亲水性能：重新调整打印机参数设置 ( 填充间

距设为 0 cm)，将 6 组支架打印成无空隙的平滑平面。

进行静态接触角测试时，缓慢推动针管将 3 μL 去离

子水滴于支架样品上，使用相机在显微镜头下不断

拍摄以获取图像，再传输到软件上进行处理。

1.4.5   载药支架的制备   将 0.6 g 海藻酸钠加入到 

10 mL 水溶液中，加入质量分数 0.5% 阿仑膦酸钠，

室温下机械搅拌 20 min 以上至均匀状态，搅拌转速

500 r/min，装入聚氯乙烯针管中，按照 1.4.2 的方

法打印 nHA60- 阿仑膦酸钠支架。将支架用 3% 氯化

钙溶液在室温下交联 24 h，用 PBS 洗涤 3 次，置于 

-80 ℃冷冻干燥 24 h。同样，采用浸渍法制备

nHA60P-阿仑膦酸钠支架。

1.4.6   载药支架释药性能检测   将 nHA60- 阿仑膦酸

钠支架和 nHA60P- 阿仑膦酸钠支架分别浸泡于 3 mL 
PBS 中，于 37 ℃条件下静置，进行为期 14 d 的药物

缓释实验。在 12 h 及 1，3，5，7，10，14 d 时取出

少量介质，同时再补充 2 mL 的 PBS，采用酶标仪检

测介质中阿仑膦酸钠的吸光度值，根据标准曲线计

算阿仑膦酸钠的累积释放率。

1.4.7   支架对细胞增殖的影响   

支架的准备：nHA60、nHA60P、nHA60P- 阿仑

膦酸钠支架 ( 支架尺寸均为 8 mm×8 mm×4 mm) 用体

积分数 75% 乙醇消毒 30 min，之后放于无菌操作台

进行紫外灭菌 3 h，翻面再次紫外灭菌 3 h。灭菌后

用 PBS 反复冲洗 3 遍，置于 48 孔细胞培养板中，以

消除乙醇对后续实验的影响。

CCK-8 检测：将灭菌好的各组支架置于 48 孔板

中，加入 200 μL 完全培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛

血清、1% 双抗的 α-MEM 培养基 ) 浸泡 6 h。将生长

状态良好的 MC3T3-E1 细胞接种到各支架表面，细胞

浓度1×108 L-1
，每孔20 μL，置于恒温培养箱中培养3 h，

加入 100 μL 完全培养基继续培养。培养 1，3，5 d，
每孔加入 CCK-8 试剂 120 μL 避光反应 2 h，使用酶标

仪检测吸光度值。

1.5   主要观察指标   各组支架的形貌、力学性能、水

接触角、药物缓释性能与细胞相容性。

1.6   统计学分析   每个实验至少进行 3 次，结果以

x-±s 表示，使用 SPSS 25.0 软件对实验数据进行统计

学分析，组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05 认
为差异有显著性意义。该文统计学方法已经由兰州

大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   各组支架的外观   如图 1 所示，6 组支架在外观

表现上无明显差异且均获得很好的成型效果，支架

呈白色，线条粗细一致，未发生明显塌陷，并且存

在高度互联且形状规则的孔隙结构。

2.2   各组支架的微观形貌   扫描电镜下可见 nHA50、
nHA60、nHA70 支架表面均有颗粒状凸起，随着纳

米羟基磷灰石含量的增加，支架表面粗糙度增加并

出现一定程度的纳米羟基磷灰石颗粒团聚，因此，

可以在 nHA70 支架表面观察到更为明显的团聚现象，

见图 2A-C。聚己内酯以薄膜样贴附在 nHA50P、
nHA60P、nHA70P 支架表面，对支架粗糙度无明显

影响，见图 2D-F。扫描电镜下观察支架横断面，可
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见 nHA50、nHA60、nHA70 支架内部有较多的空隙结

构且孔隙相互连接，并且随着纳米羟基磷灰石含量

的增加，颗粒团聚现象更为明显，见图 2G-I。
2.3   nHA60P 支架傅里叶变换红外光谱检测结果   对
纳米羟基磷灰石、海藻酸钠、聚己内酯及 nHA60、
nHA60P 支架进行红外特征吸收峰的表征，见图 3。
纳米羟基磷灰石在 565 cm-1

和 603 cm-1
处出现对应

于 PO4
3-
的变形振动峰，在 1 043 cm-1

附近的吸收峰

对应于 PO4
3-
的伸缩振动峰；海藻酸钠在 1 590 cm-1

和 1 360 cm-1
附近出现较强的吸收峰，分别对应

为 -COO- 的不对称伸缩振动和对称伸缩振动峰；聚

己内酯线谱在 2 950 cm-1
处存在较强的特征吸收峰，

代表的是聚己内酯的 -CH2，在 1 734 cm-1
处的特征

峰则代表 C=C 的特征伸缩振动峰。

在 nHA60、nHA60P 支架所对应的线谱中，均存

在代表纳米羟基磷灰石的 PO4
3-
变形振动和伸缩振动

特征峰，以及代表海藻酸钠的 -COO- 不对称伸缩振

动和对称伸缩振动特征峰。与海藻酸钠原材料相比，

在两组支架中代表 -COO- 的特征峰向高频方向移动

到 1 620 cm-1
和 1 435 cm-1

附近，这主要是由于海藻

酸钠中的 -COO- 和 Ca2+
发生反应形成蛋壳结构。与

nHA60 支架相比，nHA60P 支架内出现代表聚己内酯

的饱和 -CH2 和 C=C 的特征峰，说明聚己内酯成功负

载于支架上。

2.4   各组支架的力学性能检测结果   6 组支架的

应力 - 应变曲线与压缩模量见图 4A。nHA50、
nHA60、nHA70 支架的压缩模量分别为 (1.33±0.27)，
(13.70±0.99)，(4.00±1.29) MPa，nHA60 支架的压缩

模量高于 nHA50、nHA70 支架 (P < 0.05)；nHA50P、
nHA60P、nHA70P支架的压缩模量分别为 (4.50±0.61)，
(18.89±1.65)，(7.12±1.44) MPa，nHA60P 支架的压缩

模量高于 nHA50P、nHA70P(P < 0.05)；nHA60 支架

的压缩模量高于 nHA50P、nHA70P(P < 0.05)，低于

nHA60P 支架 (P < 0.05)，见图 4B。
2.5   各组支架的亲水性能检测结果   6 组支架的水接

触角检测结果见图 5。nHA50、nHA60 和 nHA70 支

架的水接触角分别为 (49.20±1.52)°，(43.27±2.01)°，
(38.77±1.89)°，3组间两两比较差异均有显著性意义 (P <  
0.05)。nHA50P、nHA60P 和 nHA70P 支架的水接触角

分别为 (79.09±1.80)°，(81.12± 1.26)°，(78.36±2.44)°，
3 组间比较差异无显著性意义 (P > 0.05)。nHA50P、
nHA60P 和 nHA70P 支架的水接触角均大于 nHA50、

nHA60 和 nHA70 支架 (P < 0.05)。
综合微观形貌、力学性能与亲水性检测结果，

选择 nHA60、nHA60P 支架负载阿仑膦酸钠。

2.6   载药支架的药物缓释能力检测结果   如图 6 所

示，nHA60- 阿仑膦酸钠支架和 nHA60P- 阿仑膦酸

钠支架在前 3 d 的曲线变化较陡峭，上升速率快，

均有药物突释现象的发生，之后曲线上升变化平

缓，药物释放速率逐渐稳定，可保持有效药物释放

量在 14 d 以上；与 nHA60- 阿仑膦酸钠支架相比，

nHA60P-阿仑膦酸钠支架的药物释放速率更为缓慢，

可更长时间维持有效药物浓度。

2.7   各组支架细胞增殖能力的影响   从图 7 中可

看出，随着培养时间的增长，MC3T3-E1 细胞在

nHA60、nHA60P、nHA60P- 阿仑膦酸钠支架上均呈

现出较好的生长状态。培养第 1 天，3 组细胞增殖

吸光度值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)；培养第

3 天，nHA60P- 阿仑膦酸钠组细胞的增殖吸光度值

高于 nHA60 组、nHA60P 组 (P < 0.05)；培养第 5 天，

nHA60P- 阿仑膦酸钠组细胞的增殖吸光度值高于

nHA60 组、nHA60P 组 (P < 0.05)，nHA60P 组细胞的

增殖吸光度值低于 nHA60 组 (P < 0.05)。

3   讨论   Discussion
近几年，3D 打印骨组织工程支架是具有远大前

景的新型骨修复策略，通过 3D 打印技术可以实现骨

组织工程支架功能与结构的个性化制备，满足不同

的临床需求
[42]
。而随着 3D 打印生物医学等技术的

不断研究，植入体内的支架材料除了要充分考虑其

机械强度和生物相容性等因素
[43-44] ，还可在该材料

上附加生物活性因子、药物或其他元素以进一步增

强细胞成骨能力，从而实现对复杂骨缺损的高效修

复重建。 

此次研究利用纳米羟基磷灰石良好的机械性能

和生物活性，以及海藻酸钠优良的可打印性和快速

交联性，将纳米羟基磷灰石颗粒加入到海藻酸钠材

料中，采用挤压式 3D 打印方式制备出具有三维多孔

结构的纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠复合支架，并在

支架表面涂覆聚己内酯，以期提高支架的各项理化

性能。

用于骨再生的生物支架有2个重要的形态特征，

即宏观和微观层面的孔径及孔隙率
[45] 。此次实验选

择基于挤压的 3D 打印技术可以实现解剖学意义上的
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图注：图 A-F 分别是 50% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架、60% 纳米羟

基磷灰石 / 海藻酸钠支架、70% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架、50%
纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架、60% 纳米羟基磷灰石 / 海
藻酸钠 /聚己内酯支架、70%纳米羟基磷灰石 /海藻酸钠 /聚己内酯支架。

图 1 ｜ 3D 打印支架的外观

Figure 1 ｜ Appearance of the 3D printed scaffolds

图注：图 A-C 为 50% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架、60% 纳米羟基

磷灰石 / 海藻酸钠支架、70% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架的表面形

貌，标尺 =50 µm；D-F 为 50% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支

架、60% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架、70% 纳米羟基磷

灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架的表面形貌，标尺 =25 µm；G-I 为 50%
纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架、60% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架、

70% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架的横断面形貌，标尺 =5 µm。

图 2 ｜各组支架的微观形貌 ( 扫描电镜 )
Figure 2 ｜ Microscopic morphology of each group of scaffolds 
(scanning electron microscope) 

图注：图中 a-e 分别为纳米羟基磷灰石、海藻酸钠、聚己内酯、60% 纳

米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架、60% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己

内酯支架。

图 3 ｜纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架及其中成分的傅里叶

变换红外光谱

Figure 3 ｜ Fourier transform infrared spectra of nanohydroxyapatite/
sodium alginate/polycaprolactone scaffold and its components

图注：nHA50、nHA60 和 nHA70 分别为含 50%，60%，70% 纳米羟基磷

灰石的纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠，nHA50P、nHA60P 和 nHA70P 分别

为含 50%，60%，70% 纳米羟基磷灰石的纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 /
聚己内酯支架。图 A 为各组支架的应力 - 应变曲线；B 为各组支架的压

缩模量。与 nHA60 支架比较，
aP < 0.05；与 nHA60P 支架比较，

bP < 0.05。
图 4 ｜各组支架的力学性能比较

Figure 4 ｜ Comparison of mechanical properties of each group of scaffolds 

多孔构造，使各组复合支架都具有相互连接的大孔

结构，扫描电镜观察支架表面呈现凹凸不平的粗糙

表面，这样的结构比起外表光滑的复合支架更容易

促进骨髓间充质干细胞的增殖和成骨分化能力
[46-47]

。

支架内部在经过冷冻干燥处理后也形成适量的微孔

结构，而这样的微米级别孔结构对于细胞生长、营

养物质的扩散及废物的清除至关重要
[48-49]

。随后对

支架材料进行傅里叶变换红外光谱测试，显示冷冻

干燥并未使材料的性能发生改变，并且纳米羟基磷
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图注：nHA50、nHA60 和 nHA70 分别为含 50%，60%，70% 纳米羟基磷

灰石的纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架，nHA50P、nHA60P 和 nHA70P
分别为含 50%，60%，70% 纳米羟基磷灰石的纳米羟基磷灰石 / 海藻酸

钠 / 聚己内酯支架。图 A 为各组支架表面水接触角形成图像，其中 a-f
分 别 为 nHA50、nHA60、nHA70、nHA50P、nHA60P 和 nHA70P 支 架；

B 为各组支架的水接触角定量分析。与 nHA60 支架比较，
aP < 0.05；与

nHA60P 支架比较，
bP < 0.05。

图 5 ｜各组支架水接触角检测结果

Figure 5 ｜ Water contact angle test results of each group of scaffolds

图注：nHA60-ALN 为 60% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 -阿仑膦酸钠支架，

nHA60P-ALN 为 60% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯 - 阿仑膦酸

钠支架。与 nHA60-ALN 支架相比，nHA60P-ALN 支架的药物释放速率更

为缓慢，可更长时间维持有效药物浓度。

图 6 ｜载药支架的体外释药曲线

Figure 6 ｜ In vitro drug release curves of drug-loaded stent

图注：nHA60 为 60% 纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠支架，nHA60P 为 60%
纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架，ALN 为阿仑膦酸钠。与

nHA60 组比较，
aP < 0.05；与 nHA60P 组比较，

bP < 0.05。
图 7 ｜各组支架表面的 MC3T3-E1 细胞增殖活性

Figure 7 ｜ Proliferation activity of MC3T3-E1 cells on the surface of each 
group of scaffolds

灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内酯支架中包含聚己内酯的

特征峰，说明聚己内酯成功负载于支架上。

在组织工程中，支架作为细胞附着、增殖和分

化的基质，需要足够的机械强度来承受载荷直到新

的骨组织形成
[1] 。此次实验结果显示各组支架均具

有一定的抗压强度，并且适宜含量纳米羟基磷灰石

的加入及表面涂覆聚己内酯可以增加支架的抗压强

度，其中 nHA60P 支架的抗压强度优于其他组支架。

亲水性作为一种关键的表面特性，直接影响细

胞在表面的黏附及生长
[50-51]

。纳米羟基磷灰石中含

有大量的羟基，所以，随着纳米羟基磷灰石含量的

增加，nHA50、nHA60 和 nHA70 支架的亲水性依次

增强。然而，亲水性主要由支架最表面的性质决

定，由于聚己内酯含有大量的疏水性基团，使得

nHA50P、nHA60P 和 nHA70P 支架的水接触角明显增

大，但均小于 90°，仍然符合细胞在支架表面生长的

要求。

除了结构特性外，复合支架还应该具有良好的

成骨诱导能力。阿仑膦酸钠是第三代双膦酸盐骨吸

收抑制剂，多项研究表明其具有较强的骨吸收抑制

作用
[52] 。此次实验将阿仑膦酸钠与性能更为优异的

nHA60P 和 nHA60 支架相结合，获得的载药支架将

具备更好的骨传导性和诱导性。与 nHA60- 阿仑膦

酸钠支架相比，nHA60P- 阿仑膦酸钠支架的药物释

放速率更为平缓，药物释放天数可在14 d以上，因此，
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聚己内酯涂层可以有效阻止阿仑膦酸钠的快速释放，

能够更长时间提供有效浓度的药物治疗，从而在充

填骨缺损的同时也可治疗相关骨科疾病，进一步改

善患者预后。

在骨组织工程中，生物相容性对于评估支架材

料能否为细胞的生长、增殖和分化提供合适微环境

至关重要
[53] 。此次研究选取 MC3T3-E1 细胞作为种

子细胞，采用 CCK-8 对 nHA60 支架、nHA60P 支架、

nHA60P- 阿仑膦酸钠支架的细胞相容性进行评估，

结果显示 MC3T3-E1 细胞在 3 组支架上均呈现出较好

的生长状态，其中以 nHA60P- 阿仑膦酸钠支架促细

胞增殖的效果最明显，因此，可以认为聚己内酯涂

层对细胞的增殖会产生一定影响，但质量分数 0.5%

阿仑膦酸钠的载入明显促进了骨支架诱导骨细胞增

殖的作用。

综上所述，纳米羟基磷灰石 / 海藻酸钠 / 聚己内

酯支架满足生物支架的基本理化性能要求，而其中

性能更为优异的 nHA60P- 阿仑膦酸钠支架是较为理

想的组织工程支架，为新型骨组织修复材料应用于

大块骨缺损的修复治疗提供理论基础，但其体内实

验有待进一步实施。
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