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摘要

组织工程支架是组织工程中重要的研究对象之一，其支架在体内的降解速率

能否与生长组织部位修复速率相匹配是组织工程支架能否临床应用的关键因素之

一。聚B—羟基丁酸酯(P珊)是良好的组织工程支架材料之一，但降解速率较慢
的特点影响了其在组织工程中的进一步应用。本文针对PHB降解速率慢的不足，

从影响材料结晶度的因素考虑，将PHB与生物相容性好的聚乳酸(PuA)及聚

氧乙烯(PEO)共混改性，通过调整其比例以调控PHB的降解速率。另外，结合

溶剂浇铸／粒子滤出法制备组织工程支架的优点，初步探讨研究了一种新的制备组

织工程支架的方法，并考察了支架在动物体内的降解情况。

实验运用DSC、POM、SEM手段研究了P船／PuA及PI,IB／PLLA／PEO共混
体系的相容性、冷结晶性及结晶度的变化情况及其在溶菌酶／PBS缓冲溶液中的降

解情况，结果表明，PHB与PLLA有一定的相容性，PEO的加入提高了PHB与

PLLA的相容性；Pt-IB与PuA共混，各组分的冷结晶温度不变，PI-IB的冷结晶

速率不受PLLA的影响，而PLLA冷结晶速率随PHIl含量增大而加快，共混体系

的结晶度随PUA的含量的增多而变小；对含有PEO的PHB／PLLA共混体系，PHB

与PuA的冷结晶温度都有减小；PuA含量小于50％时，共混体系的降解速率要

慢于纯的PI-IB，PLLA含量为50％时，PHB<体系的降解速率<PuA，含有5％PEO

的PI-IB／Pu州1：1)共混体系降解速率显著提高，在实验90天前要快于PuA，而
后降解速率慢于PII A，当体系降解120天后，PHB与PLLA的冷结晶温度几乎

相同，说明PEO的加入加快了其体系的降解速度。

实验研究制备出由PHB多孔膜片与Hm伊LLA／PEO纤维复合而成的“夹芯”

组织工程支架，并确定了制备PHB多孔膜片的最佳溶液浓度为2-3％；另外，将制

备的“夹芯”支架植入兔子体内，SEM电镜观察，支架不但显示出了良好的组织

相容性，而且降解显著；此外，该支架的结构也有利于细胞的生长。

关键词：聚B—羟基丁酸酯，聚乳酸，组织工程支架，共混，降解
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ABSTRACT

The three-dimensional scaffolds is one important part in the study of tissue

engineering,whether the scaffolds rate of degradation in vivo can match with the

growth rate of repair tissue is one of the key factors which scaffolds are applied in the

clinical treatment．

poly(B·hydroxybutyrate)(PttB)is one of good biomaterials for tissue engineer

-ing．however,the slow rate of degradation of the characteristics of its impact on

the further application in tissue engineering．In this paper,poly(L-lactide)(PLLA)，

poly(ethyleneoxide)(PEO)，and PHB was blended，attempting to improve slow do-g
radation．The material’S degradability Was improved by adjusting the rate of ble-

nding．In addition,a n洲method wa8 developed to prepare highly porous biode-

gradable scaffolds for tissue engineering,and the scaffolds Was implanted in then

nimal body to observe its degradability．

11∞cold crystallization behavior,miscibility,crystallinity and degradability in

the lysozyme伊BS buffer solution,of P皿伊LLA blends and P珊伊LL～盹0 ble
-nds wag studied by differential scanning calodmetry(DSC),Polarizing Optical Mer

oscopy(POM)。Scanning Electron Microscopy(SEM)．The results showed that,PI-IB

Was partly compatible with PUA，and the miscibility of PHB with PI工A could

be improved when PEO joining in the PHB／PLLA blends；the cold crystallizationt

emperature and rate of PHB WOI'℃independent of contents of PLLA in blends．a

nd the cold crystall／zation temperatue Of PL】丛Was also not affected by PHB，h

owever,the crystallization rate became faster with increasing con．tents of PHB in

blends；the crystallinity of blen出depends on ratio of PHB and PUA：In PHB／

PLLA／PEO blends，lhe cold crystallization temperature of PI-IB and PLLA were r

-educed．Ⅵ，hen PHB／PLLA blends containing less than 50％weights PL]L_k thera

te of blends degradation was slower than pure PI-IB；When containing up to 50％

weights PLLA．the rate of the blends degradation Was faster than pure PHB，but

slower than pure PLLA；For blends PHB／PLLA／PEO containing 5％PEO．its ra

te of degradation become faster in compared with PHB and PHB／PLLA blends．b

efore 90 days，its rate was faster than that of pure PLL～after 90 days，its rate

was behind of pure P呲and remained PHB and PLLA became nearlY miscibl
Ⅲ
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e after PHB／PLLA／PEO blends degr'axlation 120 days．

In this r船carch)the three-dimensional scaffold was fabricated by porous PH-

B mambranes and PHB／PIJ．A肫O fiber combing．and optimal concentration of S
-olution preparing porotm P髓membranes was affirmed 2～3％咖1．Wh雠this
scaffold was implanted in rabbit's body,SEM showed that．the scaffold had go-

od biocompatibility,and the degradation is distinctness；in addition,the constructio

-n of scaffold wag good to cell growth．

Key words：poly(B-hydroxybutyrate)(PI-m)，poly(L-laetide)(PLLA)，∞affoM for
tissue engineering,blends，degradation
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第一章 前言

1．1课题研究的背景及意义

当人体组织或器官由于外伤或病变受到损伤以后，在临床上，人们通常采用：

自体组织移植、异体组织移植和应用人工合成代用品的方法来对损伤的组织和器

官给予修复治疗。然而，这些方法都存在着这样那样的不足，如自体组织移植必

须以牺牲人体部分正常组织为代价来修复病理或缺损组织；异体组织移植会产生

免疫排斥反应，而且一些组织的供体如肾脏、肝脏严重不足；人工合成代用品近年

来虽然应用较为广泛，但仍然存在异物反应、感染等风险．组织工程学近lO多年的

发展成为解决上述问题的一个契机。

组织工程学是应用生命科学与工程原理及方法构建一个生物装置来维护、增

进人体细胞和组织的生长，以恢复受损组织或器官的功能，这有可能从根本上解

决组织和器官缺损所致功能障碍或丧失的问题。它是利用了生物可降解材料做成

三维支架，使生物体的细胞在其表面繁殖增长，形成或长出相应的组织或器官，

材料在完成这一任务后就自动降解消失，从而解决了异体排斥问题。因而，组织

工程学成为人们近20多年研究热点，其中组织工程支架材料及其支架的制各技术

成为目前人们研究的主要对象之一．

PI-IB是微生物在不平衡生长条件下储存于细胞内的一种天然高分子聚合物，

广泛存在于自然界许多原核生物中。它不仅具有优良的机械性能，而且具有好的

生物可降解性、生物相容性、压电性、光学活性、无毒性、无刺激性等特殊性质。

特别是其本身具有一些有利于细胞附着和分化的信息，是用来做仿生细胞外机制

的理想材料。因而，PHB这些良好的特点，使其作为组织工程支架用材料在软骨、

皮肤、心脏瓣膜、血管、神经等组织工程方面得到应用。但是PHB材料本身的一

些不足，如结晶度高造成材料在宏观上表现出较大的脆性及其在体内降解速度较

慢等。这些缺点限制了PI-IB在组织工程中的进一步应用．

在组织工程中，组织工程用多孔三维细胞支架起着非常重要的作用，它不仅

影响细胞的生物学行为和培养的效率，而且决定着移植后能否与机体很好的适应、

结合和修复，是限制组织工程能否应用于临床的一个关键因素。细胞支架不仅为

特定细胞提供支撑作用，而且还起到模板作用，引导组织再生和控制组织结构。

因此，在组织工程中，除了考虑材料的化学性质、表面性能外，还应考虑多孔三

维细胞支架的结构，如孔隙形态、大小、连通性、孔隙率等，以利于细胞的黏附、

渗透和营养物质的传送及代谢产物的交换，而支架的结构取决于三维支架制备方
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法及其工艺。此外，支架在体内的降解速率也是一个必须要考虑的因素，它必须

要与组织部位的生长修复速度相一致，根据组织部位的不同，对其降解速率的要

求有相当大的差异，例如皮膜组织为3．10日，内脏组织为15．30日，骨为1．2个月，

关节为2．3个月，而作为组织或器官的再生，一般则至少需要半年以上。

因而，研究降解速率可调控的PI-IB(聚13．羟基丁酸酯)多孔支架对PHB多孔

支架用于临床有着非常重要的实际意义。

1．2本文研究内容

本课题拟对以PHB为基料制备的多孔支架在组织工程中应用的基础上，针对

当前制备多孔支架方法的不足及其PHB降解速度慢的特点进行研究，以期达到组

织工程所要求的多孔支架。由于植入体内的材料主要接触组织和体液，所以水解

(包括酸碱作用和自催化作用)和酶解是最主要的机制。对PHB多孔支架在体内

的降解影响因素主要有材料本身的化学结构，其中聚合物的易水解性和单体的亲

水性是主要因素；另外，支架表面的形态结构，如粗糙程度、孔洞的大小及其分

布等都会影响支架的降解速率。同时，这些因素也影响着细胞在支架上的黏附、

迁移及增长及其水分等物质的运输交换。综合以上因素的考虑，在研究PHB降解

速率可调控的支架制备上主要从两个方面着手：一是通过改变材料的高度有序结

构等参数来调控支架的降解速率，其主要方式是采用物理共混的方式，即用PHB

与另一种生物相容、无毒的可降解聚合物共混，进而对支架降解速率给予调控；

二是多孔支架的制备方法。具体来讲研究内容主要有以下几个方面：

(1)以PHB为第一组分，PUA为第二组分，通过PHB与PuA物理共混，考

查其共混体系的相容性及其在冷结晶条件条件下，各组分结晶性质的变化以及结

晶度的变化；同时，将这些具有不同结晶度的共混体系制备成相同大小的膜片，‘

置于PBS／溶菌酶溶液中考查其体外降解情况，以期初步了解不同共混体系的降解

速率，为制备降解速率可调控的支架做准备。

(2)在研究已有的溶剂浇铸，粒子滤出法制备多孔支架的基础上，采用膜片与

纤维复合的方法，制备出多孔膜片与纤维复合的“夹芯”支架。该法制备的多孔

支架可根据组织修复部位的不同，调节多孔膜片的厚度或复合纤维的量，从而调

控其降解速度。

(3)将制备的“夹芯”多孔支架植入兔子体内进行动物实验，考察其支架在

动物体内的降解情况及其与组织的相容性。

2
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2．1组织工程

2．1．1引言

第二章 文献综述

自体移植、异体移植、异种移植以及人工代用品是临床用于治疗组织器官缺

损和功能障碍的主要方法【n，这些方法虽然各具优点、并且都显示了很好的治疗效

果，但是同时也由于它们各自存在的免疫排斥、供体来源受限或需要二次手术将

植入物取出等缺陷而在临床应用上受到了限制。因此，随着细胞生物学、分子生

物学、材料科学及其相关的物理化学学科的发展，组织工程这一概念于1987年美

国科学家在一次美国国家基金会(NSF)召开的会议上提出。组织工程内涵是“运用

工程学与生命科学的原理与方法，从根本上了解正常与病理组织的结构了解正常

与病理组织的结构一功能关系，从而研制恢复、维持或改进组织功能的生物学替

代物”【21。组织工程研究的主要有4个方面：种子细胞、支架材料、器官构建、临

床使用，四个方面缺一不可，决定着组织工程的成功与否。其中支架材料和种子

细胞是组织工程目前研究的重要内容。

2．1．2组织工程的基本原理和方法

组织工程的基本原理和方法是，将体外培养的组织细胞吸附扩增于一种生物

相容性良好并可被人体逐步降解吸收的生物材料上，形成细胞一生物材料复合物。

该生物材料为细胞提供一个生存的三维空间，有利于细胞获得足够的营养物质，

进行营养物质交换，并且能排除废物，使细胞能在按照预制设计的三维形状支架

上生长。然后将此细胞一生物材料复合体植入机体组织病损部位。种植的细胞在生

物支架逐步降解吸收过程中，继续增殖并分泌基质，形成新的具有自身功能和形

态相应的组织和器官．这种具有生命力的活体组织能对病损组织进行形态、结构

和功能的重建并达到永久性替代【3l。其原理示意图2一I[41

3
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2．2组织工程用材料

图2-1组织工程原理示意图

2．2．1组织工程材料的基本要求嘲

组织工程的核心是建立由细胞和生物材料构成的三维复合体，三维空间结构

为细胞提供了获取营养、气体交换、排泄废物和生长代谢的场所，也是形成具有

形态和功能的新组织、器官的物质基础。构成三维复合体的生物材料通常就称为

组织工程支架材料，是组织工程化组织的最基本架构。组织工程支架材料最基本

的特征是与活体细胞或生物系统直接结合，因此在材料性能的要求上也与一般生

物材料有一定的差别。组织工程材料除应满足～般生物材料的各种理化性质外，

还必须具有以下几点要求：

(1)生物相容性

生物相容性是生物材料必备的条件。但对于组织工程支架材料而言要求更加

严格，除了要求材料的组成无毒，化学结构稳定外，还要求材料降解产物无毒、

无热源反应，无致癌性、不致畸，对细胞和周围组织无刺激性，不干扰机体的免

疫机制，不引起免疫排异反应。由于支架材料降解是与组织的形成过程协调进行，

材料与血液接触时必须具有良好的血液相容性，不引起溶血、凝血一反应，不破

坏或改变体液、血液成分。

4
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(2)生物机械性能

组织工程支架材料最重要的作用就是为体外接种的细胞提供体内扩增和增殖

的场所，并能阻碍周围组织的长入，作为细胞、生长因子和基因的生物载体，因

此要求支架材料必须具备足够的力学性能，尤其是组织工程化软骨、骨、肌腿，

韧带等的支架材料。但必须指出的是材料的物理机械性能不是越强越好，而是与

机体组织要有良好的生物机械适应性，不但要求植入体与相邻组织的弹性模量匹

配，而且还要求材料耐疲劳、耐磨损、耐老化等，能长期保持机体行使功能所需

的机械性能。

(3)生物可降解性

生物可降解性是组织工程支架材料不同于一般生物材料的特殊要求。对于良

好的组织工程支架材料而言，不仅要求材料的降解产物无毒，而且要求生物材料

的降解速率能根据需要进行适当的调整，以适用于不同组织的生长速率，这也是

目前组织工程支架材料研究开发的难点之一。此外，还应注意的是支架材料植入

机体后，随着降解过程的进行，支架材料的体积会逐渐变小，材料逐渐被新形成

的组织所替代，为避免材料与新组织的界面处发生松动与破坏，支架材料与组织

应有较强的亲合性，这就要求降解后的材料表面性能不应随降解的变化而变化。

(4)材料可塑性

组织工程学的目的就是实现人体组织的工程化，由于人体组织的结构错综复

杂就要求支架材料的结构也比较复杂，因此支架材料要有良好的可加工性或可塑

性。一般支架材料的孔隙率要高于90％，且结构形状比较复杂，又要保持良好的机

械强度，如果材料的可塑性不好，则很难达到组织工程化的要求。此外，为了提

高材料的可塑性，在制作和加工成型过程中不可避免地会残留一些小分子，最终

成为溶出物。

(5)可行的灭菌、消毒方法

组织工程材料的灭菌与消毒是非重要的，材料的性能再好，若没有良好的灭

菌消毒方法材料的使用也是不可能的。要求材料的结构和性能不能因灭菌消毒过

程而受到影响，材料能经彻底灭菌而不变性。

2．2．2组织工程支架用高分子材料的种类及特点

基于组织工程的特点，用于组织工程的材料除了发挥免疫隔离，组织支撑作

用的用途外，决大多数情况下使用的是体内降解吸收高分子材料。这类材料主要

有聚乳酸(PuA)、聚乙醇酸(PG柚以及它们的共聚物(PLGA)，聚酸酐、聚羟基

丁酸酯(P皿)、聚原酸酯(POE)、聚磷腈、聚酯脲烷、聚己内酯(PCL)、聚三次甲
基碳酸酯(PTMC)和聚丙烯一反丁烯二酸酯(PPF)掣们．其中以PLA，PGA及其

5
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两者的共混物PLGA这类脂肪族聚酯的应用最广，这类材料在体内通过水解而降

解，降解产物参与三羧酸循环，最终以C02和H20的形式排出体外，不会产生有

害副产物，具有良好的生物相容性，已被美国食品与药品管理局(FDA)批准可用

于临床。

天然高分子材料是人类最早使用的医学材料之一。常用的天然高分子生物材

料主要包括多糖类和蛋白质材料两大类。在天然生物材料尤其是组织工程支架材

料经常用到的有胶原、甲壳素及其衍生物、透明质酸、海藻酸钠、天然珊瑚、硫

酸软骨素等。这类材料的优点在于它们本身就包含着许多生物信息，能够使细胞

产生或维持各种功能。而且它们直接来自于动物体内，具有很好的生物相容性，

与活体组织接触后一般也不会引起血液凝固、发生炎症或排异反应等现象，是较

理想的生物医用材料。其缺点是在天然材料的大规模生产过程中间会发生质量难

以控制、性能变化与结构变化不成比例等，而且这些材料来源有限，价格较为昂

贵，使其应用受到一定程度限制天然生物材料的优点，使其成为不可或缺的重要

生物材料之一。表2-1列出了常用可降解吸收高分子的分类及特点。组织再生工

程中常用的高分子材料是脂肪族聚酯，胶原和多糖类，表2—2中列出了常用于支

架制造的可降解材料的特点及其制备的支架形态。

表2-1．可吸收高分子材料的分类m

6
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①共聚物的代号说明：以左旋乳酸和乙醇酸共聚物P(L-LA／GA)[10：90]为例，P表示聚合

物，括弧()内的文字代表共聚单元的组成，括弧【】内的数字表示共聚物组成的百分比．共聚

单元代号前的L和DD．分别代表‘‘左旋”和“右旋”

2．3组织工程多孔支架的设计及制备技术

2．3．1组织工程多孔支架的要求

在组织工程中，人工构成细胞一生物支架复合材料是最为关键的步骤之一。支

架材料极其多孔支架在构建组织工程或器官主要作用包括【8-9】：

(1)为细胞的勃附提供物理支撑，并且将细胞准确地投递到受损部位；

(2)为细胞的增殖、代谢提供空间：

7
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(3)提供特定的宏观与微观结构，引导细胞构建特定功能的组织或器官；

(4)传递化学或力学信号，调控细胞的表型；

从组织工程学的角度来讲，对理想的组织工程用支架有以下基本要求flo】：

(1)有生物相容性和生物降解性能；

(2)适当的亲水性能，以促进细胞粘附；

(3)能促进细胞的生长；

(4)在细胞的分化和增殖过程中能保持细胞的功能；

(5)具有适当的孔径、高的孔隙率及大的比表面积，以便给细胞的种植、生长

和细胞外基质(ECM)的产生提供足够的空间；

(6)具有相互连通的孔结构，保证细胞能够布满整个支架中，这是形成组织的

一个要素；

(7)支架本身具有良好的力学性能，能维持组织器官的原有形态；

以上都是支架设计要考虑的重要因素。

2．3．2支架制备方法及其特征参数

随着组织工程发展近20年来，组织工程支架的制备和加工方法也发展了很多

种。每一方法均有其特点和优势，但没有一个通用的，还需要研究新的方法以满

足不同的器官的特殊需要。常见的组织工程支架制备方法有：纤维网固定、溶剂

浇铸／粒子滤出法、冷冻干燥法、气体发泡法和热诱导相分离法、快速成型法、静

电纺丝法等。

(1)纤维网固定法

利用聚合物的溶解或熔融，将PuA二氯甲烷溶液灌注到乙交酯网状纤维上，

经处理后，制成乙交酯增强的网状支架(见图2-2a)。这类支架可应用于与神经、

皮肤、食道、膀胱以及软骨的再生111。141。但这种方法无法调节和控制支架孔隙率。

(2)溶剂浇铸／粒子滤出法 ·

溶剂浇铸／粒子滤出法是最简便和研究最广法的技术之一。经典的制备过程是

[15-17]；将筛选过的一定孔径的致孔剂颗粒均匀地分散在PLLA的氯仿溶液中，然后

浇铸在适当的模具中，待大量氯仿挥发后，真空干燥去除混合物中的残余溶剂，

即可获得干燥的Pu刖致孔剂复合物。然后用去离子水滤出复合物中的造孔剂，
真空干燥后即得到多孔支架(见图2—2b)。采用此法可控制孔隙率和孔径，这对制

备支架是非常重要的。由于该法的优点，成为组织工程用多孔细胞支架制备的技

术，可被广泛用于骨、软骨、神经、皮肤组织的构建。但该方法只能制备出厚度

不超过2mm的多孔膜。另外，孔隙间的相互连通程度不高，并且连通通道大小和

形态不规则、不可控制；有机溶剂残余可能影响细胞的生长。为此，众多国内外

8
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学者对该法作了大的改进，其方法【1sl有新型致孔剂的应用、溶液浇铸／粒子沥滤

—-层叠

(c) (d)

图2-2各种制备方法制备的多孔支架微观形貌图r (a)纤维固定；

(b)溶剂浇铸／粒子滤出； (c)热诱导相分离法； (d)冷冻干燥法

技术、熔融铸模一粒子沥滤技术、溶剂浇铸，粒子沥滤—挤出技术、溶剂混合一

粒子沥滤技术等。

(3)热诱导相分离法

热诱导相分离法制备多孔材料，早已广泛的应用在药物和食品工业中【嘲。该

法是将聚合物溶液从高温状态(或低温)冷却(或升温)到低温(或高温)，使

聚合物溶液发生液一液分离或液固分离，形成聚合物一富相和聚合物一贫相，除去聚

合物贫相，即得到高孔度的聚合物支架。Yoon Sung Nam等[201采用该方法制备了

PLLA，PGLA多孔支架(见图2-2c)。研究表明，聚合物材料、溶剂／非溶剂的比

例大小、冷却温度及其冷却速度等因素会影响到孔的大小和结构。控制冷却温度

的大小，可以制备出孔径≥100pzn的开孔支架；对无定形聚合物，慢的冷却速度有

助于制成孔径较大的开孔支架结构，然而，对半结晶性聚合物，快的冷却速度只

能制备出孔径较小且孔为闭孔结构的支架。该法也存在使用有机溶剂的特点，但

可以通过改变各种参数来调控制孔径大小、孔隙率和孔的结构以满足临床使用的

不同要求，故该法仍然受到青睐。

9
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(4)冷冻一冻干燥法【2l】

与热诱导相分离法相似，冷冻一冻干法也要经过冷冻凝固和冷冻干燥两个步

骤，区别在于热诱导相分离法是由于降温而产生了聚合物与溶剂的相分离，而冷

冻一冻干法却是在乳液配制下形成悬浮体系。有研究者用该法制备了孔径率≥90％，

平均孔径15—35 p m，最大孔径大于200pen，并且孔间相连性好的聚乳酸共聚物多孔

骨架。该法调控孔径、成孔率以及孔的比表面积的方法类似与热诱导相分离法(见

图2-2d)。

(5)其它

除了以上所述的制备方法，还有一些多孔支架的制备技术，如快速成型法，

静电纺丝法、超临界流体技术等。表2—3是各种制备多孔支架的各种特征和参数【221。

表2-3是各种制备多孔支架的各种特征和参数

IO
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2．4生物可降解材料聚羟基丁酸酯

2．4．1聚羟基链烷基酯(PHA)

聚羟基链烷基酯(PHA)是一系列广泛存在于许多微生物细胞中的天然高分子，

种类繁多，性能各异【23甜】，其结构如图式，其中R为正烷基侧链，范围从甲基至

壬基【251。

在这类聚合物中，根据单体结构或含量的不同，PHA有较宽的性能谱，如可呈

现从坚硬到柔软到弹性的一系列变化。其中，聚羟基丁酸酯(PHB)是PHA中发现

最早，研究最透彻的一种【26】。

PHA不仅具有与化学合成高分子材料相似的性质，而且还有一般化学合成高

分子材料没有的性质，如生物可降解性、生物相容性、压电性、光学活性等特殊

性质。因此，PHA的应用范围很广，可用作各种绿色包装材料与容器，生物可降

解薄膜，污水处理用细菌床，电信器件外壳等。PHA具有生物可降解性，能在人

体内自然降解；它的最终降解产物3．羟基脂肪酸是人体血液中的一种普通的代谢

物，不会给人体带来任何毒副作用。另外，PHA具有一定的力学性能，可用作骨

移植的支架。随着近年来PHA生产技术的日益完善[271、生产成本的不断降低，

人们越来越关注其在医药与组织工程中的应用。有大量实验数据表明PHA生物

材料在组织工程领域和治疗用活体组织制品领域中将占有一席之地，鉴于其多样

样的性质，PHA材料在组织工程中可应用的领域有心血管系统、角膜、胰腺、

胃肠系统、肾脏和泌尿系统、肌肉骨骼系统、神经系统、牙齿和口腔、以及皮肤

等等。其中具有代表性的PHA生物材料是聚B．羟基丁酸酯(PrIB)3．羟基3．羟基

戊酸酯的共聚物(error)目前已应用于药物控制释放、手术缝合线、伤口敷料、润

滑粉剂、矫形手术和心包替代物等医药领域[28-3“．

2。4．2聚B习弪基丁酸酯(PHB)

聚羟基丁酸酯(P皿)是微生物在不平衡生长条件下储存于细胞内的一种高
分子聚合物‘321，广泛存在于自然界许多原核生物中。【l】式中R为CH3时即表示

PHB。早在1925年，PHB就首次被从微生物中分离出来。PHB不仅具有化学合成
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塑料相似的性质，而且还有合成塑料没有的性质，如生物可降解性、生物相容性、

压电性、光学活性等特殊性质。英国ICI公司经过多年的努力，率先于1982年采

用真养产碱杆菌(A．eutrophus)d、批量生产出了商品名为Biopol的生物可降解塑

料。

PHB的相对分子量因菌种及合成条件而异，约104．6x106D，相应的聚合度n

约700至12000。PI-IB呈．螺旋结构，熔点约170～180"C，结构分析表明，天然PHB

颗粒是由100 150，伸展的聚合物构成纤维链状，一般每个颗粒有一万条这样的链

分子，链分子平行排列。另外，PHB颗粒易溶于氯仿等含卤素的有机溶剂，不溶

于乙醚和乙醇。

(1)PI-IB性质

PHB在活细胞中存在的形态尚有不十分明了以及不同认识之处，但用溶剂把

它从细胞中抽提出来，再使之与溶剂分离之后，得到的PHB是高结晶度卜80％)的，

研究表明，册有非常好的立构规整性，因而PHB是可结晶聚合物。聚羟基丁
酸酯(P耶)作为由生物发酵获得并能完全被生物降解的一种热塑性脂肪族聚酯，它
通常采用挤出、注塑及纺丝手段成型。一般地，由注塑而得的PHB样品的结晶度

为60％，玻璃化转变温度在5"C左右，熔融温度180"0左右【3卦。PHB的物理性质

与合成树脂聚丙烯(PP)类似，在常温下，两者有相仿的力学性能、熔融温度、

较低的耐溶剂性能和较好的耐紫外光老化性能。尽管PI-IB与通用塑料PP相似，

但也存在明显的缺点。首先，热稳定性差，当它在熔点以上几度范围内受热时间

稍长后，其分子量会下降的很快；其次，由于PHB结晶度高，球晶大，在宏观

上表现为脆性由于其可加工温度范围窄和抗冲击性能差等弱点，P皿在应用上受
到了限制。此外，PI-IB的良好的生物相容性和生物降解性，使其能够广泛应用于

医用领域，特别是作为组织工程用材料，但是其降解速率较慢，影响了其进一步

在组织工程中的应用。PHB的这些缺点和不足均可通过与其它生物高分子共混改

性得以改善。

2．4．3聚B-羟基丁酸酯的改性

PHB是一种高结晶态、强疏水性材料，在体内降解很慢，完全吸收需要几年

时间，性能非常脆，因此PHB要作为组织工程支架用材料很有必要对其改性。

(1)生物改性

PHB与聚羟基戊酸酯(PHv)的共聚物具有低结晶度、高柔软性并易于加工

材料，应用价值很高。通过控制单体HB／HV的比例，共聚物的强度和韧性达到最

佳的匹配，能满足不同的应用的需要。HB与HV的共聚物是用丙酸和戊酸为原料，

用A．e细菌发酵制成的，得到3．羟基丁酸酯(3HB)和3．羟基戊酸酯(3HV)的
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共聚物。共聚物的组成比可通过调节两种原料的比例来控制。在体外缓冲溶液中

P}m均聚物的水解很慢，5个月仅水解20铲4096。哪一Hv共聚物的降解要快得多，

含3HV比例的共聚物的水解速度越快；低分子产量比高分子量产物易水解。

(2)物理改性

物理改性有称为共混改性是一种易行、较为经济的改性方式。物理共混是指

通过选择合适的共混组分，调节两组分之间的配比，改善组分间的相容性以及采

用不同的材料成型加工方法等手段，来获得满足各种要求的新型材料。在组织工

程中，P}IB通常与生物可降解的生物高分子共混。表2-3列出了PHB与其它高聚物

的共混体系。

表2-3 PUB物理共混体系刖

共混体系 共混组分 共混体系的相容性

PHB，cAB

嘞fc^P

PI-m／P(HB-HV)

PHBmBG

PHB僵．、硝

PHB／P(CL-co-LA)

PHB，svn PHB

P】【{】B伊LA

PHB，PELA

PHB，PCL

PH口B／PECL

PHB，PPL

PHS,'P(6HH)

PHB，PHO

H羽到PBLG

PHB舳CA

醋酸丁酸纤维素

醋酸丙酸纤维素

聚【p羟基丁酸酯—oo-聚(}羟基

戊酸酯)】

聚乙二醇

聚乙烯醇

聚(c．己内酯)．oo-聚乳酸

化学合成的聚(鲥弪基丁酸酯)

聚(d，1．乳酸)

聚(dJ．乳酸)．∞．聚乙二醇

聚(8-己内酯)

聚(￡-己内酯)—co_聚乙二醇

聚(B堀基丙酸酯)

聚(B-羟基己酸酯)

聚(B．羟基辛酸酯)

聚(·r．苄基．L硌氨酸)

聚乙基醋酸纤维素

相容(阴B含量：5～

50wt％)

相容(咖含量：5～
50wt％)

相容(HV含量：<12

毗)
相容

相容(无规PHV，PHB

含量#>85wt％；间同PHV，

PHB含量：梦5wt％)

相容[LA含量在

P(CL-co-LA)中：<30m01％】

． 相容

不相容

不相容

不相容

不相容

不相容

不相容

不相容

不相容

不相容
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(3)化学改性

主要采用化学的方法将PHB单体与另一种生物可降解的高分子单体进行共

聚，以改变材料的结晶性、亲水性、柔韧性及其在生物体内的降解速度等，如嵌

段共聚物P(HB-b．CL)、P(HB-b．LA)及PHB．CO-PEG共聚物。

1)辐射聚合

PHB辐射聚合一般采用”Co放射出的能量为(1．13～1．28)x1011J／mol(1．17～

1．33 McV)的1，射线引发聚合。同其它聚合方式相比，不需要任何引发剂和催化剂

就可获得纯度很高的产品。另外由于辐射线具有高能量，辐射聚合可以在较低的

温度下进行，这对在高温下易分解的PHB来说尤为重要。

辐射接枝聚合有两种方法：(1)共辐照接枝聚合，即将PHB和接枝单体在保持

直接接触的情况下进行辐照，此方法中PI-IB自由基的利用率高，但接枝单体均聚

现象严重；(2)预辐照接枝聚合，先将PI-IB在除氧的情况下进行辐照，产生自由

基，然后，在辐射场外与脱除空气的单体在加热下进行接枝共聚合反应，本法很

少产生接枝单体的均聚物，有利于制备较纯的共聚物，但PHB自由基的利用率低，

宜采用较低的接枝反应温度，需辐照后立即进行接枝聚合反应。H．MJtomo口5增

先研究了PHB以及它的共聚物PHBV的辐射接枝聚合，运用上述两种方法成功地

将甲基丙烯酸甲酯(MMA)、2-羟乙基丙烯酸甲酯(HEMA)接枝在PHB和PHBV

分子链上。此外，应用辐射聚合法人们还得到PHB与丙烯酸(AAc)、苯乙烯(SO、

异戊二烯(Isoprene)【3¨7】等许多接枝共聚物。

2)PI-IB大单体反应改性

PHB大单体反应改性是指首先得到末端带有特定官能团的PHB低分子链段，

即PHB大单体，然后采用大单体反应技术合成含PHB低分子链段的新分子结构，

如将PHB大单体接枝在其他分子链上或形成嵌段共聚物等。 ．

PHB大单体可通过醇解、水解、高温裂解等多种方式来实现。以对甲苯磺酸

为催化剂，用醇或二醇对PHB分子进行醇解，可得到双端为羟基的PltB大单体【38】。

PHB在酸性或碱性条件下也会像通常的酯一样发生水解，可得到含羧基或对应羧

酸盐类端基的PHB大单体【39】。高温下PHB分子链的酯基部分易形成六元环结构，

断链时夺取亚甲基氢，生成含双键或羧基末端基的PHB大单体【帅】。嵌段共聚物

P(HB．CL)和P(HB．LA)就是利用末端带有羟基的PHB大单体与三乙基铝AIEt3形成

大单体引发剂PI-IB．o-AlEt2，然后引发r己内酯(PCL)或聚乳酸(PLA)聚合形成嵌

段共聚物【4”。利用末端带有羟基的PHB大单体与壳聚糖侧基上的氨基发生酰胺化

作用，可将PHB链段接枝到壳聚糖主链上1421。

14
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3)反应性共混

反应性共混是指共混的过程中由化学反应生成了共混组分的相容剂，进而达

到改善共混体系相容性的目的。PHB和聚P己内酯(PCL)在共混过程中加入过氧

化二异丙苯(DCPO)[431，共混物的韧性明显提高，这是由于在共混过程中有PHB．

b．PCL嵌段共聚物生成，改善了PHB与PCL的相容性。Immirzi等研究了P皿／
聚己二酸丁二醇酯(PBA)反应性共混体系，该共混体系的韧性比纯PHB有明显提

高，其原因是在共混过程中有PHB．g-PBA接枝共聚物生成，从而改善了非相容共

混体系的相容性。

2．5生物降解高分子材料在体内的降解机制及调控

组织工程支架用材料作为主体高分子材料，其降解速度必须与组织修复速度

相一致，根据组织部位的不同，对其降解速度要求有不同的差异，如骨为1-2个月，

关节为2—3个月，而作为组织器官的再生，一般则至少需要半年以上。因此，如

何调控组织工程支架材料的降解速率使其与不同病损组织部位的修复生长速率相

匹配显的非常重要。为此，首先要清楚材料的降解机制。由于材料的多样性和降

解过程的复杂性，至今仍不完全清楚材料在体内的降解机制。本节主要介绍几种

可能机制以及影响降解的因素和降解速度的调控途径。

2．5．1降解机制

材料在体内的降解和吸收是生物环境作用的复杂过程，包括物理、化学和生

化因素。物理因素主要是外应力，化学因素主要有水解、氧化及酸碱作用，生化

因素主要是酶和生物。由于植入体内的材料主要是接触组织和体液，因此水解(包

括酸碱作用和自催化作用)和酶解是最主要的降解机制pJ。

(1)水解机制’

可降解高分子材料的降解主要是水解，水解的过程可以被酸、碱或酶所催化．

高分子量固态的聚合物装置从植入体内到消失分为两个阶段。第一个阶段是，高

聚物从不溶于水的固体变成溶于水溶性物质，这个过程称为溶蚀；宏观上是装置

整体结构破坏，体积变小，逐渐变为碎片，最后完全溶解并在植入部位消失；微

观上是大分子链发生化学水解，如分子量变小、分子链断开和侧链断裂等，变为

水溶性的小分子而进入水溶液。第二阶段是吸收阶段，即进入体液的降解产物被

细胞吞噬并被转化和代谢。其中，第一阶段时间的长短，是选择材料的重要依据。

公认的降解机制是：可降解高分子材料的酯键无规水解而引起分子链断裂，其降
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解速度符合酯类水解的一级动力学，并表现出自催化作用。

(2)酶解机制

虽然聚合物材料前其的水解过程不一定需要酶参加，但水解生成的低分子量

聚合物片段可能需要通过酶作用转化成小分子代谢产物。大多研究者认为酶解和

酶促氧化反应是材料在体内降解吸收的重要因素，酶在一定过程上影响降解机制

和速度。对易于水解的聚合物，在体内可能同时存在单纯的水解和酶催化水解两

种作用，即酶促水解机制。酯酶促进聚酯分解，而水解酶可促进易水解聚合物的

降解。但这些因素的作用机制有待完整的实验证据。

2．5．2影响降解的因素和降解速率的调控

聚合物的降解是多种因素共同作用的结果，表中列出了近20种影响降解速度

的因素。

上述诸因素中起决定作用的是材料本身的化学结构，其中聚合物主链的易水

解和单体的亲水性是最主要的因素。因此，可以根据聚合物主链的结构预言降解

趋势并进行分子设计，以制备不同降解速度的聚合物。

除主链结构外，降解速度极大程度上与材料对水的渗透性有关。在实际中，

聚合物的形态，起始分子量、加工过程等都影响材料的降解速度。一般认为，凡

是能影响材料水渗透性的物理形态和结构因素都能明显的影响降解性，其中形态

是主要因素。聚合物的形态可分为结晶态和无定性态，其中结晶态聚合物比无定

形态聚合物降解慢的多。此外，增加比表面积的大小和多孔状态结构都有利于水

的渗透，因而可加快降解速度。

从上述影响因素分析，在设计降解速度可调控的聚合物支架，应考虑到多方

面因素对材料降解的影响。

16
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表2-4 影响聚合物可能降解的因素[31

因素分类 具体因素

化学结构：水解性、亲水性、离子强度

构型：光学异构体、立体规整度

形态：结晶型或无定型以及结晶度大小

材料因素 分子量：分子量的大小、分子量的多分散性

形状：比表面积的大小

低分子物的存在：自催化作用

体液：PH大小、金属离子

植入部位的环境因素 酶：种类和浓度

吸附物质的种类

物理因素 外应力的存在、消毒方式、保存历史

2．5．3 PHB的降解机制

关于PHB的降解研究，人们研究较多。在常温条件下，PHI}有两种降解机

制一种是在无菌条件下的通过水解进行，特别是在碱性条件下，降解速度很快，

另外有研究表明在体内主要以水解为主，这种机制对于PHB在医用方面的应用

非常重要。另一种机制是自然环境中的酶降解机制。许多细菌和真菌可以分泌解

聚酶，有些甚至可以利用PHB作为唯一碳源生长、如粪产碱杆菌

(AIcaligenesfaccalis)、勒氏假单胞杆菌(Psouclomoua$lemoignei)、德氏假单胞菌

(Pseudomondsdelafieldii)和单纯青霉(Penicillium simplicissum)。

(1)酶降解州

粪产碱杆菌中有两种PHB解聚酶，PHB解聚酶和寡聚集体水解酶。解聚酶

分子量约为50000既可降解PI-IB，又可降解水溶性寡聚体，但对短链寡聚体活性

相对较低，不能作用于二聚体，它以内式作用于羟基端第二个酯键，产生二聚体

和少量的单体。寡聚集体水解酶仅作用于水溶性寡聚体，但活性比解聚酶要高10

倍，链越长作用越快，但不能作用于聚体。勒氏假单胞杆菌也有两种聚体解聚酶

PHB解聚酶和二聚体水解酶。不同的菌株情况略有差异，有些是诱导型酶，有些

是组成型酶。影响PHB降解速度的因素较多，包括环境类型、微生物种群及活

力、水分温度、制品厚度、表面组织形态、孔隙率及制品中的第二组合。在自

然环境中、能降解PI-IB的微生物范围很广、包括细菌、放线菌和霉菌等。环境

中的pH、温度等不同，降解的主导微生物也不同。

17
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通常情况下，PHB厌氧降解比有氧降解快。真养产碱杆菌在厌氧条件下，主

要的代谢产物是乙酸和3．羟基丁酸，乙酰CoA转变成乙酸的同时生成ATP。而在

有氧情况下，乙酰CoA完全分解成C02和H20，产生12个ATP。与PHB相比，

有较长侧链的PHA在环境中降解速度较慢，因为低分子量的有机化合物离子化

速度比结构复杂的要快，并且长侧链的重复单元增加了PHA的疏水性，抑制或

阻碍了微生物在聚集体表面的生长。

(2)水降解

对使用于人体的可降解生物材料，人们首先关心的是它的降解产物的毒性，

以及如何人为地控制降解速度。PI-IB是可完全降解的聚合物，它的体内代谢终产

物是3掘基丁、乙酰乙酸、水和二氧化碳，对人体没有毒性。PHB也可以在水中
不需要任何酶的作用以缓慢的速度水解附】。但PHB的水解速度要比在同样条件下

的酶解速度低两到三个数量级。Y．Doi[461等人研究的结果相同，他们都发现不同的

PI-IB样条在2～55℃的缓冲液中都没有重量下降和表面腐蚀现象。聚合物的重均

分子量也(Mw)不变。由于随机的链剪切作用，数量分子量(h缸)有所下降，但不影

响聚合物的其它机械性能(如拉伸应力／杨氏模量等)。

(3)PHB的酶降解过程

在对酶降解PHB的研究中发现，PI-IB解聚酶都不能降解人工合成的无定型

P(R,S．HB)，而当P(P．．S-I-IB)与PI-IBN共混后又可被酶降解；同样纯P(R,S-HB)无

法被酶降解，而当其与PLA形成两元嵌段共聚物后又变得可以被酶降解，而PHB

解聚酶是无法降解PLA的。这种现象被称为结晶引发生物降解。对PHB解聚酶

的基因结构分析表明，解聚酶主要由两个主区和一个连接区域组成。其中一个主

区称为键合区。主要的作用是与PIIB链发生键合而与材料相连。另一主区是酶

催化区，它包含有解聚PHB链的基因链段。对酶降解PHB的研究表明，整个降

解过程分为两步；首先是通过酶的键合区与PHB发生键合作用而使酶吸附在材

料表面；第二步是通过酶催化区中对PI-IB有降解作用的基因段对PHB材料进行

降解，形成水溶性的产物。
。

从PHB的酶降解过程中可看到，酶要对PHB的降解起作用，首先必须与

PHB链键合在一起。而对于无定型的P(R,S-I-IB)其玻璃化转变温度较低，室温下

处于高弹态，由于分子链的活动性太强以至于酶无法与PI-IB链形成稳定的键合，

而无法对PHB降解起作用。对于细菌合成的PHB由于其一般都是结晶的聚合

物，降解酶能与结晶区形成较为稳定的键合，因而能对PHB的降解起作用。一

般认为降解酶首先进攻PHB材料表面的非晶区，而对于P(R,S-I-IB)／PLA及

P(R,S．HB)／PCL等形成的共混物来说，酶可以与PLA及PCL中的晶区形成稳定

的键合，然后再对P(R．S．i-m)链进行降聚，这就是发生结晶引发降解的原因。

另外，对PHB的降解机制，Doi[47l曾提出一种假设，认为PI-IB解聚酶由两
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部分组成：结合部(bindingdomain)和活性端(active side)，由于PHB结晶具有规

整结构，解聚酶易于在其表面吸附，能和PHB分子粘合在一起，随后解聚酶的活

性部分发挥酶促作用。首先降解PttB的非晶部分，然后再降解PHB的结晶部分。

陈珊等【48】研究聚争羟基丁酸酯(PHB)生物降解过程，实验结果与此有很好的一致

性。实验表明。PHB的结晶部分具有较高的有序性和较大的密度，PHB解聚酶不

能直接进入到PHB的结晶中而引起降解，而是首先进攻密度低、松散的非晶部分。

当非晶部分降解后，PHB结晶表面便会形成很多的自由端基，这些自由端基具有

较大的活动能力，导致PHB的结晶表面形成非晶过度层，PHB结晶逐渐被破坏，

随后PHB解聚酶继续对非晶部分降解，直至使PHB完全降解。

(4)影响PHB降解速度的其它因素及其调控降解速度的方法

从上面酶对PHB降解的影响因素外，实际上，影响PI-IB的降解速度和许多因素

有关，如物理状态(粒子的形状，溶液或熔融浇铸膜，单晶)、结晶度、晶粒大小、

酶的类型和浓度、温度等，如M．Canetti研究了PHB熔体在不同条件下结晶所得到

样品的酶降解状况，发现结晶度高的样品降解速度慢，因此他认为形态结构对PHB

的降解有非常大的影响【49】。因此，可通过降解条件的控制，以此对PHB的降解速

度的调控。

从衄材料本身及材料的降解机制来言，PHB作为组织工程用材料，要改善其
降解速度慢的特点，一个方面就是要调整蛐的形态，即改善PHB高结晶度的特点，
对此，一般主要是通常采用生物改性或与另外生物降解高分子共混改性的手段来

给予改善。生物改性PHB降解速度在PHB改性这一节中以叙述过，在这里就不在多

述了。下面就以一些典型的PHB物理共混体系给予介绍。

1)PHB／聚(e一己内酯)共混体系[sol

聚(e．己内酯)(PCL)是一种典型的结晶型脂肪族聚酯，易被脂肪酶等微生物分

解。PCL可熔融成坚韧的半透明物，有着优良的热稳定性、水解稳定性和低温性能。

实验结果表明，PI-IB与PCL是不相容的。二者的熔点随组成的变化不十分明显；

而PHB和PCL的结晶度随着共混组成而改变，结晶度随着另一组分的加入降低很

多，说明二者的结晶有互相干扰的作用。SEM结果表明，PCL对于PHB的脆性有所

改善，当PCL含量较低时，呈脆性断裂，而当PCL含量高时，呈韧性断裂。唧／PCL
共混体系的拉伸强度和杨氏模量，随着PCL含量的增加而降低，并且在50％时达到

最小值。这也说明了二者相容性较差。P皿／PCL，共混物的降解性受组成的影响较
大。当PCL含量为60～100％时，共混物的降解较慢；当PCL含量为0～40％时，共

混物降解速度加快。

2)PHB／聚氧乙烯共混体系[51．52】

聚氧化乙烯(PEO)是具有柔顺性、高强度的热塑性树脂，可以采用压延、挤出、

注塑等方式进行力IITPEO和其它树脂有着良好的相容性，并且可生物降解。采用

19
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PEO和PI-IB共混，既可以拓宽PI--IB的加工窗口，改善PHB的力学性能，且通过改变

P衄／PEO共混体系的组成可控制材料的降解速度。
另外，PHB单体与其它单体共聚形成嵌段共聚物，来降低PHB链段的规整性，

以降低PHB的高结晶度，如PI-IB单体与聚乙二醇(PEG)单体形成共聚物，不但降

低了PHB的结晶度，而且改善了其亲水性，这些因素都有利于提高PHB在体内的降

解速度。

2．6聚B．羟基丁酸脂支架在组织工程中的应用

聚13一羟基丁酸酯作为一种天然的热塑性聚酯，具有良好的生物相容性和生物

降解性，可在人体内自然降解，其最终降解产物为3一羟基丁酸，在人体血液中是

一种普通的代谢物，不会给人体带来任何毒性作用。还具有无刺激性、无免疫原

性、无热原反应、压电性、机体强度高、化学性能稳定等特点。PI-IB的这些性质

使其成为生物医学中的应用性研究中的一种新的组织工程支架材料。聚13一羟基丁

酸脂支架在组织工程中主要应用如下：

2．6．1软骨组织工程

软骨组织工程是修复缺损骨组织的一种较新的手段。由于软骨的组织结构细

胞成分相对简单(软骨组织内无血管、神经、淋巴分布，只含有一种细胞即软骨

细胞)。因此，直接用组织工程的方法获得临床软骨替代物用于软骨缺损修复的

研究较为成熟。目前用做软骨组织工程支架的主要生物材料有聚乳酸、聚羟基乙

酸、胶原及纤维蛋白。但单纯的用其一种材料，很难达到临床软骨修复的使用要

求。因此，对现有材料的化学改性或通过天然高分子与合成高分子的物理共混的

方式，进而满足组织工程用支架的要求。目前聚羟基丁酸酯作为软骨修复材料，

研究者们主要集中于聚羟基丁酸酯支架一软骨细胞复合及其聚羟基丁酸酯或聚

羟基丁酸酯／共聚物与生物陶瓷共混的方法来构建受损软骨组织的研究。

第四军医大学杨维东等153l研究了聚羟基丁酸酯支架复合软骨细胞构建软骨

组织的可行性和方法。他们将孔径为300～400 lun，空隙率为85％，经过100 mg／1．,

人纤维粘连蛋白的表面修饰，接种兔耳廓软骨细胞(4X1010L-1)，以白体细胞移

植方式将聚羟基丁酸酯／软骨细胞复合物植入新西兰兔皮下，在移植后第4，8周

进行大体标本、苏木精一伊红染色和番红20染色观察新生软骨组织的形成情况。

对照组为聚羟基丁酸酯支架植入。结果显示，第4，8周大体标本外观像软骨组织，

第4周组织学观察显示有软骨组织形成，但细胞外基质较少，第8周软骨趋向成熟，
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有较多的基质形成，这表明聚羟基丁酸酯支架材料可以用于组织工程骨的构建。

王常勇等【“】研究了聚羟基丁酸酯泡沫材料作为软骨细胞支架材料以及体内培育

组织工程化人工软骨的可行性。他们将新西兰幼兔关节软骨细胞种植到聚羟基丁

酸酯泡沫材料上体外培养l周后，将细胞支架材料复合体移植到兔背部皮下分别

于术后第4，8，12周取材，进行大体观察及组织学、免疫组织化学观察。结果发

现软骨细胞一支架材料复合体组在兔背部皮下有新生软骨形成，这表明聚羟基丁

酸酯泡沫材料可以作为软骨组织工程的人工细胞外基质，可以其为支架在动物体

内培育组织工程化人工软骨。

G龇屹e等【55】将聚羟基丁酸酯Ⅳ和含有磷酸钙的胶原多孔支架分别植入8只兔

子的左右腿的膝骨沟中，在4周和8周之后的结果表明种有软骨细胞的聚羟基丁酸

酯／羟基戊酸酯多孔支架上有类似与正常关节软骨的软骨形成且异体反应很是微

小．与有磷酸钙的胶原比较而言，聚羟基丁酸酯／羟基戊酸有着较好的疗效反应。

这充分表明聚羟基丁酸酯对交叉韧带的修复有着巨大的应用潜力。

2．6．2骨组织工程

骨骼的损伤是一种很普通的病，大约50％需要手术的方式给予治愈【划，聚羟

基丁酸酯作为一种新的组织工程用支架材料，特别是聚羟基丁酸酯的压电势，与

天然骨相比较而言，是一个特有的性质p‘”。许多实验室已研究了外加l IIA小电流

对骨头加速生长的加速作用p射。因而聚羟基丁酸酯及其共聚物作为未来骨移植材

料受到了广泛的关注．

第四军医大学伍锦华等印】探讨研究了聚羟基丁酸酯支架在修复骨缺损的可行

性。他们将体外培养的兔骨髓细胞，使其向成骨细胞分化后接种于本实验室制备

的多孔聚羟基丁酸酯支架上，植入兔下颌角骨缺损中，以单纯缺损、单纯植入材

料、植入新鲜骨髓加材料作为对照。4，8，12，24周分别处死各组家兔2只，行大体

标本、x射线摄片、组织学及扫描电镜观察新骨形成情况。结果表明实验组24周大

部分材料被骨性组织取代，修复骨缺损效率较对照组高。这表明聚羟基丁酸酯组

织工程支架可用来修复缺损的骨组织。

Bocl"(圮等f601研究了聚羟基丁酸酯与羟基磷灰石复合材料作为骨修复材料的特

性。羟基磷灰石脆性较大且羟基磷灰石与人骨组织之间的亲合性较差，而聚羟基

丁酸酯可以在人体内水解和酶解，而且聚羟基丁酸酯本身具有压电性，可刺激新

骨的成长。研究表明调节聚羟基丁酸酯／羟基磷灰石的组成可制得不同强度的材料，

这种材料既可作为外科移植骨的固定材料也可作为骨移植的替代材料。

Ton．；等【6l】将老鼠的造骨细胞种于多孔的P(HB．CO．8％I-Iv，羟基丁酸与8％羟基

戊酸共聚)支架上，实验结果表明造骨细胞在聚羟基丁酸酯／羟基戊酸支架上增殖。

2l
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在细胞培育的21 d后，通过共聚激光扫描显微分析，造骨细胞在支架上生长及开始

矿化。在60 d过程中，增长的碱性磷酸酶和造骨细胞的分化表明源自主干细胞的造

骨细胞的显形。扫描电镜的组织形态分析和共聚激光显微分析表明造骨细胞可以

在聚羟基丁酸酯／羟基戊酸支架当中生长及其细胞的矿化。因此，这充分表明聚羟

基丁酸酯／羟基戊酸支架在骨组织工程以聚合物支架为未来的应用中，具有潜在的

发展前景。

2．6．3皮肤组织工程

组织工程最成功的领域是人工皮肤【62】，某些品种已经商品化，如胶原．硫酸软

骨素人工皮肤。用于修复损伤皮肤的创面包敷材料必须具备一定的柔韧性、黏性、

溶胀性和强度，而且能为伤面提供营养，吸收伤口分泌物以防止伤口感染。

C=llapumE63】通过盐浸，溶剂浇铸方法制成的聚羟基丁酸酯／羟基戊酸酯共聚物具

有很好的高度相连的微细结构，孔隙率达O．85成纤维细胞在其上增殖速率快，而

且同时有大量蛋白质形成，这表明聚羟基丁酸酯／羟基戊酸酯多孔支架可用与皮肤

组织的重建。Doyle等畔l研究了应用人类真皮成纤细胞在具有降解性的聚羟基丁酸

酯织网上进行培养，并同时与聚乳酸及聚羟基乙酸酯织网进行比较，研究发现成

纤细胞可以在这些材料织网上培养增殖。与聚乳酸及聚羟基乙酸酯织网比较，细

胞在聚羟基丁酸酯织网上的增殖速率较快，大约7 d就可形成单层，这表明聚羟基

丁酸酯可以用于表皮或真皮的修复。

2．6．4血管组织工程

理想的血管支架应该是生物可降解相容性的替代物，保持足够的机械强度和

柔韧性，能够控制释放抗增生和抗血栓的药物；关于其降解时间有不同的观点，有

学者认为6～12个月，有学者则认为12～2A个月。聚羟基丁酸酯作为天然的高分

子生物降解材料，具有良好的机械强度和适当的降解速度及其良好的血液相容性，

它在体内的降解产物为3．羟基丁酸，在人体血液中是一种普通的代谢物。尽管聚

羟基丁酸酯的柔韧性欠佳，但可以通过共聚或物理共混的方法给予改善，如

PolyO-m．co-l-gg)，聚羟基丁酸酯／羟基戊酸酯的力学性能及其降解性能可随着共聚

单体Hv的比例调整，而进一步得到调控；聚羟基丁酸酯中也以加入生物相容性

较好的柠檬酸酯进行增塑来改善其韧性。因此，基于聚羟基丁酸酯的上述优势，

聚羟基丁酸酯支架用于血管组织工程引起了研究者的关注。

艾卫兵等【65】研究了改性聚羟基丁酸酯(聚羟基丁酸酯与聚氧乙烯物理共混)

作为血管组织工程支架材料与血管平滑肌细胞的细胞相容性，结果表明采用体外
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培养的免血管平滑肌细胞接种在经胶原包埋处理后的管型聚羟基丁酸酯支架材料

上，经相差显微镜和扫描电镜观察细胞的粘附和生长情况，发现血管平滑肌细胞

在改性后的管型聚羟基丁酸酯支架材料上黏附生长良好，细胞生长融合成片状。

苏木精一伊红染色观察显示细胞在聚羟基丁酸酯材料上生长良好。这表明改性后

的聚羟基丁酸酯与兔血管平滑肌细胞有较好的生物相容性。

Lootz等f的胛】采用自动浸渍技术以与激光加工的方法制备了球形的可扩张的聚

羟基丁酸酯支架。Behrendl68】采用三乙基柠檬酸酯增塑的聚羟基丁酸酯支架原型在

扩张后瞬间平均弹性回弹越20％～24％，而扩张5 d后达到27％～29％，然后将三

乙基柠檬酸酯增塑的聚羟基丁酸酯支架作为可生物吸收血管内支架植入兔子的髂

静脉后16～26周，支架几乎完全消失。这充分表明聚羟基丁酸酯支架可用于血管

组织的修复。

2．6．5聚羟基丁酸酯支架在组织工程其他方面的应用

聚羟基丁酸酯支架除了用于修复软骨、骨和皮肤及血管的组织损伤外，还可

用做周围神经、心脏瓣膜等组织的修复。人工神经导管引导神经再生是组织工程

周围神经研究的焦点。聚羟基丁酸酯神经导管用于组织工程周围神经修复主要基

于聚羟基丁酸酯其较长的吸收时间(至少6个月)和神经组织的生长由电荷刺激

的这两点拍91。

Young等【70】应用组织工程技术对兔子体内的腓骨神经断裂达4锄的间隙进行
搭桥修复，他们借自体神经移植修复的方法与聚羟基丁酸酯神经导管搭桥植入兔

子体内修复的方法对比来考察其聚羟基丁酸酯神经导管作为修复神经组织的可行

性。术后42 d，对兔子体内的移植物进行观察，结果显示在自移神经体上与聚羟

基丁酸酯神经管壁再生的神经轴突已经架起了断裂的神经间隙，而且再生的神经

轴突长度随时间的增加而增长。另外，在聚羟基丁酸酯神经管壁上的具有免疫的

再生神经纤维的区域大于自体神经移植的区域。这表明聚羟基丁酸酯神经导管支

持周围神经在生可达数天，因此聚羟基丁酸酯神经导管适合用于神经断裂间隙长

的神经损伤的修复。Mosahebi掣n】研究了聚羟基丁酸酯神经导管联合藻酸、雪旺

细胞的修复缺损神经可行性，结果表明聚羟基丁酸酯纤维可使得雪旺细胞呈微观

上的几何排列。聚羟基丁酸酯神经导管联合有雪旺细胞的藻酸盐可提高周围神经的

再生。

在心脏瓣膜组织工程的大量研究中，聚羟基丁酸酯支架用心脏瓣膜的修复也

有一定的尝试。Vacanti等【72】将种有羊体的骨动脉上采集的纤维母细胞和内皮细胞

的聚羟基丁酸酯／聚羟基脂肪酸脂纤维支架制成的心脏瓣膜移植到羊体，结果表明

这种心脏瓣膜组织工程替代物，可以承担正常的心功能。Sodian等【乃】也用聚羟基丁
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酸酯制成了三叶壮的心脏瓣膜支架用与心脏瓣膜的修复进行了相关的研究。
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第三章PHB的物理改性及其体外降解的研究

组织工程支架是组织工程研究内容之一，是重要的研究对象。在组织工程中，

除了考虑三维细胞支架的结构，如孔隙形态、孔径大小、连通性等要素之外，支

架在体内的降解速率也是一个很重要的指标，它必须与组织生长部位的生长修复

速度相一致，根据组织部位的不同，对其降解速率也有较大的差异同，如皮肤组

织3-10天，膜组织15-30天，内脏1-2个月，坚硬组织2—3个月，大器官6个月

以上。因此，对支架材料的降解速率的调控是非常必要的。

影响高分子降解因素很多，主要是分子链是否有可水解的键、高分子的结晶

性、分子量、亲水／疏水性以及环境因素(如酸碱性、温度、酶)等。因此针对这

些影响因素，可对高分子进行改性进而来调控其降解速率。其中，用两种己知是

生物相容、无毒的可降解高分子进行共混，可以根据实际需要简便的配制具有一

定物理、力学和降解性能的共混物，是设计降解速率可控材料的一种有效手段174]．

本章拟对PI"IB与PUA(聚乳酸)、PEO(聚氧乙烯)不同比例共混，研究其

冷结晶性的行为、相容性及结晶度，对PHB在模拟体液环境下的降解速率的影响，

从而为制备降解速率可调控的PHB纤维或哪伊IJ A，PEO复合纤维提供一定的理
论基础。

PLLA是一种无毒、可完全生物降解的聚合物。它不仅具有较好的化学惰性、

易加工性，而且还具有良好的生物相容性，是最有前途的可生物降解高分子材料之

一【751，其降解速率较PHB快。PEO是亲水性非降解高分子，作为生物高分子用，

它有着良好的生物相容性、非常低的毒性【76】。因而PEO有望提高PHB／PLLA共混

物的生物相容性及其加快PHB与PuA的降解速率．

3．1实验部分

3．1．1主要原材料和试剂

聚p．羟基丁酸酯∞呻；)为西北大学生命科学院合成施4．0XlO’，纯度为99％，
菌种为园菌种为园褐固氮菌G_3。

聚乳酸(PLLA)^缸1．3X los，分布指数：1．4，本实验室合成

聚氧乙烯(PEO)Mwl．5×106 上海树脂研究所

三氯甲烷(CHCh) 分析纯 西安化学试剂厂
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PBS缓冲液(0．01M pH7．2～7．6)

溶菌酶

3．1．2主要仪器

分析天平

示差扫描量热计(DSC)

扫描电子显微镜(SEM)

偏光显微镜(POM)

TG328B

"山ⅢSC2910型

S．570型

E400POL

3．1．3试样制备及其降解液的配置

百灵克

SIGMA公司进口分装

上海天平总厂

美国

日本HITACHl

日本Nikon

将PHB和PLLA按一定质量比例溶解在氯仿中，形成1w／v％的溶液，待充分

溶解后，室温下搅拌30分钟，过滤并静置脱泡后，在四氟乙烯上浇铸成膜，室温

下干燥24h后，再置于60℃真空干燥箱内抽提溶剂至恒重。共混物试样的质量比

(咖伊uA)以依次为1：O，4：1，3：2，hl，2：3，1：4。0：1。另外，在P髓／PUA
质量比=l：1的共混物溶液中加入5％，10％，20％，30e的PEO，依上述同样的步

骤浇铸成膜，干燥至恒重，待用。

体外降解液为SIGMA公司提供的纯度为99．8％的溶菌酶溶于PBS缓冲溶液

(pH=7．4)配置成2mg／ml的溶液。

3．1．4实验方法

(1)DSC分析

样品的整个DSC测试都在氮气的氛围保护下测试。取其样品10．15rag，置于

热分析仪中进行不同过冷度的DSC测试。测试方法①：试样子190℃融2min后，

以25—30℃／min的降温速度降至．40℃，再以20℃／mitt二次升温速度升至210℃，

观察其玻璃化转变及冷结晶性和熔融行为。测试方法②：将样品升温至210℃，保

持2min后，置于液氮中淬冷，再以20"C／rain升温速度升至210℃，观察其玻璃化转

变及其冷结晶和熔融行为。

(2)偏光显微

取其少量样品，缓慢加热熔融，然后置于热台温度为120℃的偏光显微镜下，

观察不同质量比的PHB／PLLA共混物的球晶体生长情况及共混物形态。

(3)体外降解实验

在20mm×180mm的试管中加入15ml已配置好的降解液中，在一组(有5

根试管组成)试管中浸入按相同组成相同工艺制备好的膜片各一张，膜片尺寸为
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13X lOX Imm3，用胶塞密封试管，V于(37士1)℃水浴中进行水解试验。在水解
的第15，30，60，90，120d分别取出试管1支，膜片以蒸馏水洗净晾干，置于真

空干燥箱40℃至恒重，再进行测试。降解实验总共有6组，前5组试管中的膜片

组成分别为：PHB／PLLA质量比分别为0：1，1：0，4：1，3：2，1：1，第6组膜片组成

为5％的PEO的PHB／PLLA=1：1的共混物。每组降解实验均按上述方法进行。

3．1．5测试与表征

(1)膜片降解后的残留量

根据下式计算，得到一定时间的残留百分量。

Remaining mass(％)=100X、矾／WI

式中，w。是膜片降解前的质量，W。是膜片降解后的质量。

(2)膜片降解前后的表面形态观察

将膜片喷金后，用扫描电镜(SEM)观察膜片降解不同时间的表面形态。

3．2结果与讨论

3．2-1共混体系经空气骤冷的冷结晶性及其共混物组成对共混体系结

晶度的影响

图3—1是PHB／PLLA共混物从熔体状态以25--30"C／min快速空气降温至一40"C，

再以20℃／min升温至210℃的DSC谱图。所得热力学数据列于表3-1。共混物结

晶度Xc由下式计算：

Xc。‘“=(AHf／AHfcf)x100％

式中，△IIfe尸△I‘以咖Wp皿+△Hr面叭‘(1-WpHB)，△Ik是百分之百结晶的样
品熔融焓，其中△H而哪=146J／g【771，△。，．，。l-93．7J／g[7引，W为共混组分的质量
百分比，△Hf为共混物熔融焓。

由图3-1见，在共混物的体系中，仅检测到PLLA的玻璃化转变温度和冷结

晶温度。这是熔体在快速降温至一40℃的过程中，PI-IB结晶较快，而PLLA结晶较

慢，因而在升温过程中Pu■继续结晶，而PI-IB已是半结晶状态。E．Blii哪【791

等偏光研究表明PI-IB球晶在Tc---90℃时，球晶以最大生长速度230¨m／min生长；

而PLLA在Tc=105。C，以大约9p．m／min最大速度生长。

由表3．1见，PLLA的冷结晶温度随共混物组成变化而变化，从纯组分的114．9

℃降至PuA含量为20％时的100．4"C。此类情况有三方面的原因，一是一种结晶组
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分的存在使得第二相结晶组分的玻璃转化转变温度降低，导致第二相结晶组分在

较低的温度下就能够完成有规律的变化IS01；二是一种结晶速度相对较快的结晶聚

合物对第二相结晶聚合物起成核作用，从而使得第二相结晶组分的冷结晶温度下

斛“l；三是熔体在快速降温到低温的过程中，虽然结晶速度慢的结晶聚合物未来

的及完全结晶，但可能形成了小的晶核或少量的不完整晶体，从而使得聚合物从

玻璃态升温结晶时，冷结晶温度降低。在实验误差范围内，测得PLLA的玻璃化转

变温度基本在60℃左右，因此第一种原因基本排除。其它两面的原因，待在3．2节

中用液氮骤冷共混物冷结晶行为的讨论中给予分析。

Temperature(℃)

图3-I经空气骤冷的PHB／PLLA共混物DSC曲线

表3-I PHB／PLLA共混物热力学数据

Blend 型竺 TⅧ，p 型兰 垒型型 Y删
PHB／PLLA PHB PLLA

1m
’-PHB PLLA PHB PLLA

。、‘

n．d：未检测到

从表3-1中还看出，PLLA组分冷结晶焓随其在共混体系的含量减少而降低，与

纯组分PLLA相比较，组分PLLA冷结晶焓有着显著的降低，这表明PLLA在共混
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物的结晶的完善程度受到了PHB的影响。共混物结晶度也随其组成PHB的含量减

少而显著降低。

3．2．2共混体系经液氮骤冷的冷结晶性及共混组成对共混体系结晶度

的影响

图3．2是PHB／PLLA共混物熔体经液氮骤冷后，从-40℃以20℃／min升温至

210℃的DSC图，所得数据列于表3-2。由图3-2见，PHB的玻璃化转变温度T垂

随着PLLA的加入，Tg向PLLA的玻璃化转变温度靠近，PLLA玻璃化转变温度

T童仅在PHB／PLLA---20／80检测到，其它组分未检测到是由于PHB的冷结晶峰遮盖

了PUA的玻璃化转变(结合表3-l和表3-2，PLLA的玻璃化转变温度和PHB的

冷结晶峰在DSC曲线上很接近)，但可预测到PLLA的玻璃化转变温度Tg随PHB

组分的增多向PHl3的T夸方向上有一定程度上转变。T夸是评价高聚物共混的相容

性的一个最重要标志，对于部分相容体系，出现两个彼此靠近的Tg，两者越靠近

相容性越好嘲。因此，PHB与PLLA共混有一定程度的相容性。

Temperature('C)

图3-2．经液氮骤冷的共混物PHB／PLL^的DSC曲线

由表3-2见，在实验误差范围内，共混物中PHB与PLLA各组分的冷结晶峰

及结晶温度Tcc均不随组成而变化，这表明PHB与PLLA的结晶都倾向在各自的

晶核上生长结晶，即均相成核。同时，这也说明了在图3．1中，PLLA冷结晶温度

的降低是由于共混物熔体在快速降温形成的小晶核或不完善晶体造成的。由表3-2
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中，还见PI-IB的冷结晶温度要大约比PuA低40℃，PHB的结晶半高宽明显较

PLLA窄，这表明PHB结晶远快于PUA的结晶，且冷结晶速率较PLLA大。但PHB

结晶峰半峰宽基本不随PuA的加入而变化，而PLLA的结晶峰半高宽随PHB的

加入，峰宽减小，说明PHB的冷结晶速率在共混物中是恒定的，而PUA的冷结晶

速率与纯组分相比较快1781。从上述分析知，共混物中各组分都是均相成核，因此

共混物中

表3-2 经液氮淬冷的共混物PHB／PLLA的热力学数据

n．d：未检测到／xw：结晶峰半高宽

PLLA的冷结晶速率随PI-IB的加入变快，可能是由于PuA的玻璃化温度Tg随

PI-IB的加入降低，使链段的活动性增加，更易于链段进入晶格，从而影响晶体生

长速率，使结晶速率提高。尽管，PHBTg有所增大，但对PHB晶体的生长速率影

响不大，可能是由于PHB结晶速率较快。

在图3-2中，当PLLA含量≤200／0时，PLLA的冷结晶峰没有检测到，而在图

3--1中PuA的冷结晶峰存在，这说明共混体系在液氮骤冷的条件下，当PLLA

含量≤20％时，它可能以很小的微粒分散在PHB的基质当中。同样，PHB在共混

物中的含量≤20％时，冷结晶峰在图3．2中也没有表现出来，而此位置检测到PLLA

的玻璃化温度Tg，这可能是PHB形成的微晶粒分散在PLLA基质中，使得晶粒难

以继续生长。

共混物结晶度随PLLA含量增多而降低，见表3-2，这与3．1节中的共混物结

晶度有同样的结果。这很大程度上取决于共混物组成的变化。

3．2．3 PEO对PHB与PLLA相容性的影响及其冷结晶性的影响

图3．3是PEO作为第三组分加入PI-IB／PLLA=1：1共混物中经液氮骤冷后，以

20"C／rain升温至210"C的DSC曲线，所得数据列于表3．3中。图3-4为共混体系
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PHB／PLLA伊EO经空气快速降温后，以同样升温速度升至210"C的DSC曲线。从

图3-4中可见，PEO的熔融温度Tm随共混体系PHB／PLLA组分增多而降低，当

PHB／PLLA含量为70％时，PEO的熔融温度Tm为6l℃(纯PEO的Tm为74℃)；

当PHB／PuA含量为80％时，PEO的熔融温度Tm为57℃；当PHB／PLLA含量继

续增大时，由于Pu^A玻璃化转变温度(Tg为59℃)的影响，PEO熔融峰变的不

明显。同样，共混组分PHB／PUA体系Tin从PEO含量为5％时的182℃降到PEO

含量为30％的177℃左右。对半结晶高聚物与其它高聚物共混，熔融温度降低可认

为高聚物之间是在无定性区是相容的。因此，PHB／PLLA(1：1)体系与PEO共混，

两者的熔融温度都有所降低，表明P咖／PUA体系与PEO共混在无定形区是相容
的体系。

在表3—3见，PEO的加入，组分PHB与PLLA的冷结晶温度Tcc显著降低。

PHB的冷结晶温度降低幅度随PEO在共混物中的含量增多，保持在16"C左右，而

PLLA冷结晶温度降低幅度随PEO在共混物中的含量增多而增大。这与PHB、PLLA

与PEO的相容性程度有关【7。捌，PHB的冷结晶温度降低主要是PEO充当了PHB

的成核剂【瑚。对PLLA的冷结晶温度降低，作者认为有两个方面的因素共同作用，

其一，PEO充当了PLLA的成核剂；其二，PEo的存在使得PIJ．A链段活动性增

大。

共混物P}n抑uA的熔融峰与未加PEO的熔融峰相比，峰形变的尖锐，峰宽

变窄，峰高变高，熔融温度增大2℃左右，共混物结晶度随PEO的含量增大而变

大，这表明PEO的加入不但使得PHB与PLLA的共混比较均匀，组分之间的分散

相尺寸变小【7珂，而且使得各组分链段的活动性增大，从而共混组分结晶比较完善，

结晶越完善，相应的熔融温度变的增大【蚓。

Temperature(℃)

图3．3经液氮骤冷的PHB／PLLA

共混物DSC曲线

Temperature(℃)

图3．4经空气骤冷PHB／PLLA／PEO

共混物DSC曲线
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表3-3．经液氮骤冷的PHB／PLLA／PEO共混物热力学数据

3．2．4共混物的结晶形态

(1)在室温(32℃)结晶条件下的结晶形态

图3-5～3．7是将熔融的PHB、PLLA及PHB／PLLA=I：1共混体系，快速置于

室温(32℃)2小时后的结晶形态。从图3．5中可看到，PuA在正交偏光下，视

场是黑暗的，这表明PLLA在从熔融态度快速降温到室温的状态时，由于PLLA

链段被冻结(PLLA玻璃化温度T959"C)，无法继续结晶，从而保持无定形状态；

而在图3-6中，可见PHB的环带球晶，这是由于PHB的链锻活动性较强，易于结

晶，当PHB从熔体降温到室温状态，分子链段仍可以活动(PHB玻璃化温度T93．3

℃)，从而结晶。因此，在PHB／PuA共混体系的偏光显微图中，可以认为暗场部

分是PUA，亮场是PHB：另外，从图中也可反映出PHB与PIJ，A共混体系的分

布情况。

图3-5 PLLA偏光图 图3-6PHB偏光图
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(2)110℃结晶条件下的结晶形态

图3．8是P册／PLLA共混体系在缓慢熔融后，迅速置于110℃的热台上，恒温
2小时后的偏光图片，放大倍数为500。从图3．8a可看到，纯PHB黑十字消光和

环带结构十分明显和规整，当P}m，PLLA=I：I时，尽管也看到黑十字消光和环带

结构，但环带结构的规整性变差及环带间距有了变化(见图3-8b)，这可能是PHB

晶体生长受到了PLLA的影响，在3．2．2节的表3-2中PHB／PLLA(1：1)共混体系

中,Pi-ia结晶焓与纯的PHB相比有了明显的降低就说明了这一点。另外，这也表明

了PI-IB与PLLA的相容性情况，Kovama[”j等研究了PHB与己内酯和乳酸的无规

共聚物[P(CL-CO-LA)]共混体系的结晶形态，发现二组分的相容性对球晶形成有显

著的影响。80℃等温结晶PHB与P(CL co—LA)不混溶，长不成环带球晶，且球晶

的生长速率只受结晶温度影响，与组分含量无关；而100℃等温结晶，PH与

P(CL-co．LA)有一定的混溶性，可以长成环带球晶，且球晶生长速率随P(cL-∞．LA)

含量的增加而降低，他们认为能长成环带球晶的原因是两组分的相容性得到了改

善。

(b)
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(d)

图3-8 IlO'C结晶条件下结晶的偏光图 (a)PI-IB；(b)PHB／PLLA；

图3-9PLLA从熔体以2℃，mill冷却到120℃偏光图

图3．8c为含有5％的PEO的P如3／PI I^=1：l共混体系的偏光图，在图中十字

消光十字变的不太明显，但环带结构仍然可见，与未加入PEO的PHB／PLLA=1：1

共混体系比较，PHB球晶体的织态结构变的不规整，环带宽度减小，环带周期增

多，这可能由于PEO的加入，改善了PHB与PLLA的相容性，这与许多研究者【8锚8】

在研究物理共混体系中，发现组分之间有相互作用或良好的相容性，都有利于环

带球晶的生长，且环带宽度随第二组分的加入变窄有类似现象。在图3．8c中还看

到，在环带的暗带中存在着部分亮场，在亮带中存在着部分暗场，这可能是PLLA

晶粒插在P册的晶片之间，影响了PHB晶体的扭转周期。纯PLLA在110结晶，
球晶成核密度大，但球晶较小(见图3．8d)。相反，当PuA从熔体以2℃／rain

冷却到120℃，球晶较大(见图3．9)。
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3．2．5共混体系的降解性能研究

(1)比表面、厚度相同，质量比例不同的PHB／PLLA共混体系膜片的降解质量

变化情况

具有相同比表面积、厚度，不同比例的PHB／PLLA共混体系质量保持率与降

解时间的关系见图3．10。从图可知，在降解60天内，不同比例的共混体系膜片质

量均没有显著的变化；当降解120天后，PuA膜片质量保持率84．9％，

PHB帆I^=1：l膜片为89．6％，P船膜片为91．2％，而哪啊I^=4：1与
PHB／PLLA=3：2共混体系膜片质量仍无显著变化，这表明在PH=7．4的2mg／mlPBS／

溶菌酶溶液中，PuA的降解速率>PHB／PLLA(1：1)>PI-IB。当PHB中加入等份的

PuA膜片较之纯PHB膜片降解速率提高，这可认为是PHB／PLLA(1：1)共混体

系的结晶度的下降，从而利于水可以渗透到无定形区；而当PLLA加入的含量<

50％时，PHB／PLLA共混体系膜片降解速率较之PHB膜片降低，尽管共混体系的

结晶度较纯PHB有所降低，但从表3-2知，共混体系中PHB组分的冷结晶焓要较

PHB高，说明共混体系中的PHB组分结晶成分增多，相对的共混体系中的无定型

区域减少，从而共混体系膜片较纯PHB膜片的降解速率减慢。

芭
●

龃
僵{

o 20 柏 60 80 1∞ 1∞

降解时间(天)

图3．10不同比例的PHB／PLLA共混体系质量保持率与降解时间的关系
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另外，含量为5％PEO的PHB／PLLA(1：1)共混体系膜片的降解速率较

PHB／PLLA(1：1)共混体系，其原因是由于PEO为亲水性物质改善了共混体系的

亲水性。同时随着PEO的加入，组分PHB与PLLA链段活动性与其未加PEO的

共混体系的各组分比较，更加易于活动(见表3．1与表3-2中各组分的冷结晶温度

T。)。在降解时间为90天内，PHB／PLLA／PEO共混体系的膜片降解速率高于PLLA

膜片，而降解时间为120天后，PHB／PLLA／PEO共混体系的质量保持率高于PLLA，

这可能是降解前期，有一部分PEO的溶出，随着降解的进行，共混体系的结晶部

分变的越加完善(这从下面小节的PHB／PLLA／PEO共混体系与PLLA共混体系降

解120天后的DSC图谱中可表明)，从而使得水分更难于渗透到晶层中，因而使

得Pm／PLL胛EO共混体系的重量保持率在降解120天后高于PLLA。
(2)膜片降解后的DSC分析

DSC是研究高聚物玻璃化转变、熔融行为和结晶动态的常用手段。通过对不

同组成的共混体系膜片在不同降解时间的DSC研究，可有助于了解共混体系的降

解行为。在实验中，基于前面对不同组分的共混体系的降解质量变化的情况，本

小节主要研究PHB、PLLA、P船／PuA(1：1)及含有5％的PEO的P咖／PuA(1：
1)降解后的结晶行为。实验方法与3．1．4节DSC分析中的测试方法2一样。

1)不同共混体系的膜片降解120天后的DSC研究

图3-11不同共混体系膜片降解120天的DSC曲线
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表3—4与图3-11相对应的热力学数据

图3．11为PHB、PLLA、岫，PUA(1：1)膜片降解120天后的DSC图，表
3-4为从图中获得的热力学数据。从图表中可看出，PIJ。A’PHB与PHB／PLLA在

PBS／溶菌酶溶液中降解120天后，冷结晶温度Tee、冷结晶焓A Hc和结晶度与未

降解(未降解时的Tk，AHc见表3．2)之前比较，都有了明显的降低。冷结晶温

度1k表示大分子链段折叠砌入晶格时所需的最低温度，与分子间相互作用力和结

构规整度有关【B9】。PHB与PLLA降解120天后，部分大分子链段降解成为小分子

链段，小分子链段的增多，进一步稀释了未降解的大分子链段，使得这些大分子

链段活动性变的增强，Tcc下降。尽管大分子链段活动性增强有利于体系结晶，但

体系内的小分子链段的数量相对未降解体系增多。这相对于体系而言，低分子量

无定形成分比例部分增多，高分子结晶区部分比例相对减少，从而体系的冷结晶

焓与结晶度都减小。对PuA体系，其熔融温度Tm与未降解之前相比都有了明显

的降低，PuA降低7℃左右。Tm有熔融焓AHm和熔融熵ASm决定，即：Tm=

AHm／ASm。AHm随分子间作用力的减小而下降，而ASm随分子链柔顺性增加

而增大，从而导致Tm下降。而PHB与PHB／PLLA(1：1)体系的熔融温度Tm并

没有变化，这可能是由于能够形成PHB的晶体的大分子链段与未降解时的大分子

链段相比没有大的变化，而对PLLA而言，能够形成PuA晶体的链段较未降解

的大分子链段长度要短，故熔融温度Tm下降。

2)P皿伊UA(1：1)降解不同时间DSC分析．
测得P腿／PuA(1：1)共混体系降解不同时间的DSC曲线及其从图中得到热
力学数据，见图3．12与表3．5。从图表中知，PHB伊uA共混体系PuA和PI-IB

组分冷结晶温度T。随降解时间增长而向低温方向移动，结晶峰半高宽较未降解的

共混体系相比有着明显的变窄，这说明共混体系降解后，各组分的分子链段柔性

增强，冷结晶速率加抉，这是由于共混体系降解后，大分子链段降解为小分子链

段后，分子链段之间的相互作用力减弱，使得分子链段更易活动，从而结晶速率加

快。体系的冷结晶焓和结晶度与未降解体系相比，有了明显的降低。聚合物结晶

与分子组成、分子间作用力及结构特征有关。共混体系在降解不同时间后，体系

的冷结晶焓及结晶度都有了很明显的降低，这可能是由于体系的大分子链段降解
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图3．12 PHB／PLLA(1：1)共混体系降解不同时问的DSC曲线

表3-5 与图3-12对应的热力学数据

成不同链段长度的低聚物，尽管链段的柔顺性增加了，但有的低聚物分子链段不

容易形成高度有序的晶格，因此体系相对与未降解的体系而言，能够规整排列形

成有序的晶格的分子链段数量减少，使得体系的冷结晶焓与结晶度降低。另外，

体系的熔融温度Tm与未降解体系比较，在实验误差范围内．基本没有变化。

3)PHB／PLLA／PEO共混体系降解DSC分析

PEO是亲水性非降解高分子，它具有非常良好的生物相容性。由3．2．3节知，PEO

加入到PHB／PLLA共混体系，有效的提高了PHB与PLLA的相容性．PEO是亲水

性非降解高分子，它具有非常良好的生物相容性。由3．2．3节讨论知，PEO加入到



西北工业大学硕士学位论文 第三章PHB的物理改性及其体外降解的研究

PHB／PLLA共混体系，有效的提高了PHB与PuA的相容性。图3．13与表3-6是含

量为5％PEO的PHB／PLLA(1：1)共混体系降解120天与未降解的DSC曲线图

图3．13含量为5％PEO的PHB／PLLA(1：1)共混体系降解不同时问的DSC曲线

表3咱 与图3一13对应的热力学数据

及其从DSC中得到的热力学数据。从图和表中，可看到nm／Pu。A／PEO共混体系

降解120天后，PHB的冷结晶温度Tk增大，PLLA的冷结晶温度Tcc减小，两者

的冷结晶温度彼此靠拢，这表明PI-．IB与PuA随着降解周期的增长，PI-IB与PLLA

几乎可以完全相容。这在两种相容性半结晶高聚物共混体系中，冷结晶温度．Ik同

玻璃化温度Tg的变化相类似，即两种高聚物相容性越好，两者的Tee与Tg越彼此

靠近190]．另外，共混体系组分PI-IB的Tc与未加PEO的PHB／PLLA(1：1)共混体系

相比，有明显的提高，这说明PI-IB／PLLA／PEO在PBS／溶菌酶降解120天,PEO增强

了PI-IB与PLLA的相互作用，而未加PEO中则存在界面层，减小了PLLA对PHB

结晶成核的影响。同时，共混体系的Tm从未降解前的181．2℃降到174．1℃，结晶
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度由54％降到30％这是由于共混组分相互作用力增强，各组分结晶变的困难，造

成结晶不完善、结晶度不高；另一方面，是由于共混体系降解后，可结晶的高聚

物链段数量相对减少。

312．6膜片降解表面的形态分析

基于前面小节的基础上，选取PHB、PLLA、PHB／PLLA(1：1)、含量为5％的

PI-IB／PLLA(1：1)共混体系降解15天和120天后，后将膜片干燥后进行SEM扫

描分析，其见图3-14～3．18。图3．14为PI-IB与PUA膜片降解之前的SEM图。

对半结晶PLLA而言，在水溶性介质中的降解主要是水解机制。大量研究表

明PLIA不直接接受酶的攻击，它在自然环境中降解，首先水解，使相对分子质

量下降，然后较低的分子质量降解到一定程度，方可在酶的作用下参与新陈代谢。

唯一能使PuA不经过水解而直接发生作用的只有蛋白酶Kl粥J。另外，从前面PLLA

的重量保持率与降解时间的关系图，可看出它基本符合酯类水解一级动力学的线

形关系。因而，可认为PLLA在PBS／溶菌酶中的降解仍然主要是水解机制。PuA

水解一般有两个阶段瞰l，第一阶段，水分子扩散到PLLA的无定型区域，酯键发

生随机断裂，未降解的链段获得更多的空间和活性，分子链重排结晶度有所提高；

第二阶段，当无定型区域降解几乎结束时，水解从结晶区边缘开始，向结晶中心

扩展，降解速度比无定形区慢。

对PHB在酶存在的条件下的降解研究表gqt93l，整个降解过程分为两步：首先

是通过酶的键合区与PHB发生键合作用而使酶吸附在材料表面；第二步是通过酶

催化区中对PHB有降解作用的基因段对PHB材料进行降解，形成水溶性的产物。

从PHB的酶降解过程可看到，酶要对PI-IB的降解起作用，首先必须与PHB链键

合在一起，对于细菌合成的PHB，由于其一般都是结晶的聚合物，降解酶能与结

晶区形成较为稳定的键合，因而能PI-IB的降解起作用。一般认为降解酶首先进攻

PHB材料表面的非晶区。天津大学的瞰】王玲与本实验室研列95】的PHB在PBS／

溶菌酶的降解研究都表明，溶菌酶对PHB的降解有促进作用。前面3．2．2节的膜

片重量保持率要比通常膜片仅在PBS缓冲溶液低146](120天内,PHB质量几乎不变)，

因此，可认为PHB在PBS／溶菌酶的降解是酶促水解机制。

(1)PHB与PuA及PHB／PLLA(1：1)共混体系膜片表面降解形貌

从图3一15可得，PLLA在2mg／mlPBS／溶菌酶溶液降解15天后，膜的表面有

少量的絮状沉淀和少量的颗粒物，膜片总体上还较平整。但在120天后，膜的表

面大量堆积着的大小不一、外形不规则的块状物，整个表面变的非常粗糙。这可

认为，PLLA分子链中存在大量的酯键，首先是小分子的水移至聚合物材料表面表

而，扩散进入酯键或亲水基团的周围，酯键通过水解随机断裂，使聚合物相对分

40
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子质量下降，使得聚合物规整结构破坏，同时PLLA降解的一些低聚物附着在膜

的表面，表现为膜的表面变的极其粗糙，并出现一些大小不一，形状不规则的孔

洞。与PLLA相比，PHB降解15天后，膜的表面凸凹不平(见图3-16a)，且有发

白色的小微区，但没有颗粒物或絮状的沉淀物。同时，还看到有类似球晶的结构

(见图3-16c方圈内)，这与陈珊等【96】利用DS9701菌珠对PHB膜进行降解，对

PHB膜采用SEM电镜看到的表面形态类似。当PHB膜降解120天后，膜片表面

出现大量深浅不一的斜孔和孔洞(见图3-16b)，表现出与PLLA膜片降解120天

后的表面形态极大不同，这表明PHB与PLLA在PBS／溶菌酶的降解机理有所不同。

图3．17是PHB／PLLA(1：1)共混体系降解后的SEM电镜图，从图3-17a中看到

膜片降解15天后，表面兼有了纯组份PHB与PLLA膜片降解15天后的表面形态，

但相比之下，表面凸凹地方密度增大，颗粒块状物增多，粗糙度加深，并有一些微

孔。在共混体系降解120天后，膜表面表现出两相分离的现象，连续相中有大的

不规则孔洞，孔洞边出现大量的发白色的、呈丘陵的近圆形物块(见图3．17b)。

对照纯组分PHB与PLLA降解SEM电镜图(图3-15～3-16)，可认为共混体系膜

片的连续相为PHB组分，分散相为PLLA组分。这些大的不规则孔洞是由与共混

体系随着降解时间的增长，PHB的孔洞直径变大，当PHB降解的低聚物被PBS／

溶均酶溶液溶蚀后，包埋其中的PLLA组分就析了出来。图中的呈丘陵型的原形

物块可认为PLLA在降解120天后，降解从结晶部分开始，而纯PLLA膜片在降

解120天后，SEM电镜图上仅出现大量发白、隆起的不规则块状堆积物。这可能

是由于PHB与PLLA共混，体系中的PLLA组分的无定型部分相对与大小、厚度、

表面积相同的纯PI．I，A膜片中的无定型部分要少，而且与降解液接触的比表面积

大，使得共混体系中的PLLA无定型部分较快的降解完全后，结晶部分开始降解。

(a)PII。A (b)P舳
图3—14未降解的膜片SEM图

4l
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(a)降解15天

(a)降解15天

(b)降解120天

图3．15 PLLA膜片的降解SEM图

(b)降解120天
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(c)降解15天，放大倍数为3000倍

(a)降解15天

图3-16 PHB膜片的降解SEM图

(b)降解120天

(2)含量为5％PEO的PHB／PLLA(1：1)共混体系膜片表面降解形貌

从图3—18(a-c)可见，含有5％PEO的PHB／PLLA(I：I)共混体系膜片随着降

解间的增长，膜片表面的越来越粗糙，PLLA组分不断从共混体系中析出附着于

PHB膜片上，且逐渐变成细小的颗粒物。P船伊LL蜘陋O共混体系在降解15天后，
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与未加PEO的PHB／PLLA相比，膜表面变的相对平整，大孔数量增多(见图3-18a)，

这是由于PE0改善了PHB与PLLA的相容性，而且增加了PHB／PLLA共混体系

的亲水性，使得共混体系中PHB与PLLA组分降解速率增快。同时，部分PEO溶

解到降解液中留下的孔洞增加了体系组分与降解液的充分接触，从而孔径随降解

时间的增长而增大。当PHB／PLLA／PEO共混体系膜片降解120天后，膜片在外观

上有大量的细小裂纹，用手轻碰，膜片变成碎片失去力学强度；在SEM电镜图中

(见图3-18e)，看到膜片表面有大量尺寸较小的线形颗粒物堆积一块，但并没有

看到在未加PEO的共混体系PHB／PLLA中较清晰的PLLA结晶组分；同时，膜片

的表面结构看似蜂窝结构。这说明在PEO的作用下，PHB与PuA相对分子量已

经降解到很低，随之体系中-OH，．COOH基数量增多，使得PHB与PLLA分子之间

作用力增强。在前面对P耶／PLL船EO在降解120天后的DSC分析中，PFIB与
PLLA的冷结晶温度T。相靠拢也表明了PHB与PLLA分子之间相互作用增强这一

点，因此PHB／PLLA／PEO膜片在降解120天后，膜片表面上就呈现出大量的小颗

粒物堆积一块。因此，可认为PEO加入到咖LLⅣ共混体系中，不但提高了共
混体系PHB／PLLA的降解速度，同时也相对地提高了各组分的降解速度及其

PHB／PUA的相容性。

(a)降解0天 (b) 降解15天



西北工业大学硕士学位论文 第三章PHB的物理改性及其体外降解的研究

(c)降解40天

3．3本章小结

(d)降解60天

(e)降解120．天

图3．18 PHB／PLLA／PEO膜片的SEM图

将PI-IB与PuA以不同质量比例共混，研究其在不同过冷程度下结晶行为、

结晶度及两者相容性，结果表明，PI-IB与PuA的冷结晶温度Tcc与组分在其共

混体系的含量没有关系；PI-IB的冷结晶要快而且冷结晶速率要快于PI．I。A，但PHB

的冷结晶速率不随PuA组分含量的增多而增大，而PLLA的冷结晶速率随PI-IB
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的含量增大加快；共混物的结晶度随着PLLA的含量增多而减小。PEO加入到

PHB／PLLA共混体系中，PHB与PLLA组分的冷结晶温度都有了显著的降低，PHB

与PLLA的相容性得到改善；与未加PEO的共混体系比较，共混体系的结晶度随

PEO的含量增多而增大，且共混体系的熔融温度与PLLA组分相近。

热台偏光显微镜观察共混体系在不同结晶条件下的结晶形态，得知PUA组

分对PHB球晶的环带结构与规整性有一定影响，PEO的加入到共混体系中，PHB

的球晶的织态结构进一步变的不规整，环带宽度减小，环带周期增多，表明PEO

改善了PHB与PLLA的相容性。

将不同组分含量的P衄／PuA及其含有5％的PEO的PHB／PLLA=I：l共混体
系，置于溶菌酶舳s缓冲溶液降解液中，研究其在体外模拟体内环境(PH=7．4，
37℃)下的降解情况。从共混体系膜片质量残留量看，在实验降解时间内，PUA

降解速率>PHB／PLLA(I：1．1>PHB；当PLLA含量<50％时，共混体系的降解速率要

较纯PI-IB慢，当PLLA含量为50％时，共混体系的降解速率要快于纯PI-IB；含量

为5％PEO的PHB／PLLA(I：1)共混体系降解速率较未加PEO的共混体系快，另

外在降解时间90天内，共混体系的降解速率要高于PLLA膜片，而降解120天后，

共混体系残留量要高于PLLA。从共混体系降解不同周期的DSC图中，可知纯的

组分与共混组分的结晶度均随降解周期的增长而减小，各组分的冷结晶焓与冷结

晶温度都有了显著的降低，而含有5％的PEO的PHB／PLLA(1：1)共混体系，降

解120天后，PHB组分冷结晶温度升高，PLLA组分冷结晶温度向PHB靠拢，共

混体系的熔融温度也有所下降低，这表明共混体系与未加入PEo共混体系比较，

体系随降解周期增长，PLLA与PHB的相容性几乎可以完全相容，同时说明了PEO

的加入可以很好的提高P皿／PLLA的降解速率。共混体系膜片降解若干周期的
SEM电镜图表明，PHB在溶菌酶伊BS缓冲溶液中是酶促水解机制，而PLLA在其

中主要是水解机制；P既／PLLA(1：1)与含有5％PEO的PHB／PuA(1：1)共混
体系均较纯组分PHB降解要快，且PHB／PLL加EO更显著。
通过用PLLA和PEO对PHB的物理共混改性及体外降解实验发现，当共混的

PLLA含量小于50％时，共混体系的降解速率比纯的PHB慢，而当PLLA在共混

体系中的含量为50％时，PHB的降解速率才可以得到提高，PEO的加入不但有助

于提高PHB与PLLA的相容性，而且提高其共混体系的降解速率。因此，可以通

过PHB与PLLA的共混比例及其加入PEO组分，来调控材料的降解速率，从而满

足组织工程对不同支架的降解性能的要求。
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第四章支架的制备及其在体内的降解研究

组织工程多孔支架的制备是组织工程的重要环节，有研究表明聚合物多孔支

架在三个尺度范围可以控制组织的生长和发育。首先，大尺度范围(m--am)决

定工程组织的形状和大小；其次，支架的孔隙形态结构和大小(邮1)调节细胞的

迁移与生长；最后，用于制造支架材料的表面物理化学性质(姗)调节与其接触
的细胞的黏附、铺展与基因的表达过程。

到目前已发展出多种制备方法，主要有溶剂浇铸，粒子滤出法伊71、纤维网固定

法【弼l、冷冻干燥法嗍、气体发泡法【100】、和热诱导相分离【1011、快速成型法【1021等。

在这些方法中，纤维网固定法形成的支架孔隙尺寸大，且孔与孔之间是相通的，

但结构稳定性差，应用时易变形，采用此法制备的支架多用于软组织的再生，不

适合硬组织的再生；乳液冷冻干燥法、气体发泡法制备的支架的孔多是闭孔，孔

的尺寸一般不大于100 ll m，较适合用于制备微孔材料，很难满足组织工程支架使

用要求；相比较而言，溶剂浇铸／粒子滤出法，采用氯化钠等可溶性粒子做造孔剂，

可制得具有连通孔隙好的多孔支架，且空隙大小和结构，可以通过控制造孔剂的

颗粒大小和加入量来调节，所用设备简单，因而得到广泛的应用，但也存在着一

些问题，如此法制备的支架多是膜片，厚度不超过2mm，致孔剂有残留等。．

针对以上所述方法的优缺点，本章将采用溶剂浇注／粒子滤出法制备出一定尺

寸的膜片，然后将其与纺织出的纤维进行复合而制备出合宜的多孔三维支架，进

而考察其制备该支架的工艺特点和支架结构及其与软骨细胞的相容性情况，为制

各出降解速度可调控的支架做出初步探索。

4．1实验部分

4．1．1主要实验材料及设备

实验材料：聚p羟基丁酸酯(P皿)为西北大学生命科学院合成鹄tDxJ矿，纯
度为99％，菌种为园菌种为园褐固氮菌(3-3；左旋聚乳酸(PLLA)，由本实验室合

成，版，1．3×]05，分布指数：1．4；聚氧乙烯(PEO)^缸1．5×106，上海树脂研究

所；三氯甲烷(CHCh)，分析纯，西安化学试剂厂；氯化钠，陕西省盐业总公司．

主要设备：纤维纺织设备(自制)，扫描电子显微镜(sEM)，S．570型，日本

}玎m坨H。旋转粘度计，NDJ．79型，上海昌吉地质仪器有限公司。
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4．1．2多孔支架的制备

(1)多孔膜片的制备

该实验方法采用最经典的溶剂浇铸／粒子滤出法，其制备步骤如下：将PHB溶

解于一定的三氯甲烷溶剂中，待充分溶解后，然后按一定比例加入经过研磨且过

筛后的氯化钠颗粒，混合均匀并倒入模具中制备样片；将样片和模具一起放置空

气中48小时，让三氯甲烷溶剂自然挥发，然后再将其样片与模具放置于真空干燥

箱内干燥24小时，除去残留的溶剂；从模具中取出样品(P}m／氯化钠复合物)放

入蒸馏水中浸泡48小时以溶去氯化钠，每隔6小时换一次水；溶去氯化钠的PI-IB

膜片在室温下干燥24小时，然后置于真空干燥箱中干燥24小时，即得到PHB多

孔膜片，最后将膜片封装于干净的塑料袋中，放入干燥皿中待用。PLLA多孔膜片

与PHB／PuA(1：1)多孔膜片的制备方法类同。

(2)PHB／PLLA／PEO复合纤维的制备

该复合纤维的制备采用干纺丝的工艺制备，其工艺流程图如下：

1)纤维成型

纺丝溶液制备——+喷丝口挤出——+热空气烘道——+绕卷成型

2)纤维的拉伸与定型

初生纤维固定——+拉伸——+ 热定型——+ 绕卷备用

纺丝液组分是含有5％PEO的P皿／PUA(质量比为l：1)的共混体系，其
浓度及其纺丝工艺参数均按本实验室前期研究确定的最佳工艺参数进行嗍，即纺

丝液浓度6％，用旋转粘度计测的转速为750r／min的纺丝液表观粘度为740mPa．s’

喷丝板温度25℃左右，挤出速度为O．05 ml／min，绕卷速度为28．48m／rain，拉伸温

度110℃，热定型温度90℃及热定型时间25min。制备好的纤维放置于干燥皿中待

用。

(3)膜片与纤维的复合

1)首先，将绕卷的纤维裁其一定的纤维束，然后把纤维柬按一定角度进行多

层叠加至一定厚度，最后将叠加好的松散纤维片夹在两快干净的玻璃板的中间，

置于120℃烘箱中再次热定型。

2)用胶头滴管将少量的三氯甲烷滴在平滑的硅纸上，使其充分充分铺展、润

湿，将多孔膜片与纤维片轻放在硅纸上，用镊子轻轻按压，使其充分润湿，随后

小心地将纤维片从硅纸上移开，翻转纤维片使其湿面向上，用镊子快速将膜片

放在前者的上面，使两者的润湿面充分接触，然后将膜片／纤维复合膜片施压若干

分钟。

3)采用类似与2)的方法，将叠加好的另一片纤维片与膜片另一侧进行贴合，

45
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然后将此制备好的“夹芯”多孔膜片夹在两快玻璃片中间放入真空干燥箱干燥48

小时，彻底除去三氯甲烷溶剂。组成的“夹芯”多孔膜片即为所获得的多孔三维

支架。

4．1．3支架孔隙率和孔隙大小测剧椭l

孔隙率的测定采用比重瓶恒温3012条件下测定，具体操作如下：

．选用一个比重瓶装满乙醇重wI，把重Ws的样品浸入乙醇中，脱气，务必使

乙醇充盈于多孔支架的孔中，然后在加满乙醇，称重W2：把浸满了乙醇的样品取

出后，剩余的乙醇的样品取出后，剩余的乙醇与比重瓶称重w3，p为测定温度下

的乙醇密度。

样品的支架本身体积j Vs=(w1．w2+ws)／p

样品的支架孔体积： Vp=(W2．W3娟，s)，p

样品的支架孔隙率： ￡=V一(V—．vs)=(w2．w3．ws)／(Wl—w3)

支架的孔隙大小和连通程度由显微镜或扫描电镜(SEM)确定。

4．2结果与讨论

4．2．1溶剂浇铸，粒子滤出法

实验中筛选一定尺寸范围的氯化钠颗粒作致孔剂，将其加入到浓度不等的

咖(或PuA、聊LLA=I：I)三氯甲烷溶液中，制备出一定厚度的多孔膜片，
研究不同聚合物溶液浓度对制备出膜片的孔隙大小及其孔的分布、连通性的影响。

(1)聚合物溶液浓度对膜片孔的分布大小、连通性的影响

实验中分别取聚合物溶液质量浓度(g／roD为7～8％、2～3％、≤2％，当聚

合物溶液浓度≤2％，溶液浓度黏度小，利与溶液／氯化钠浇铸的进行，且氯化钠在溶

液中易分散，制备出的膜片见图4．1，从图中可看出，膜片上表面(与空气接触)孔径

小，孔隙率也较小，较为致密；下表面(与浇铸膜接触面)孔径大，孔隙率大，较为

疏松。

混匀的聚合物溶液／氯化钠混合物，浇铸于模子中后，氯化钠颗粒由于重力的

作用，更多的沉降在膜的下表面，与模子表面相互接触，因而使得与空气接触的

一面，溶液浓度要比与模子表面相接触的溶液浓度大。随着溶剂的挥发，混合物

体系溶液浓度质量逐渐增大，在氯化钠颗粒表面形成膜状层，当氯化钠质量浓度

增大到一定程度后，这层膜会产生一定的收缩，收缩可能造成部分膜的破裂，露

出氯化钠颗粒，而还有部分未破裂的膜，使部分氯化钠颗粒仍然被溶液所包覆，
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溶剂完全挥发后，该部分被聚合物包覆的氯化钠颗粒只能通过三氯甲烷挥发留下

的微孔与外界空气接触。

由于聚合物溶液／氯化钠混合体系与空气相接触的一面，聚合物溶液浓度要比

与模子相接触的一面要大，使得靠近空气一侧的聚合物更多包覆氯化钠颗粒，而

靠近模子表面的聚合物膜更多的是随着溶剂的挥发而收缩破裂，露出氯化钠颗粒，

故而用蒸馏水滤去聚合物中氯化钠颗粒后，形成图4_1所示的多孔膜表面的形状。

(a)上表面 (b)下表面

图4-1聚合物溶液浓度≤29b的多孔膜支架的表面型貌

(偏光显微镜下放大×40倍)

图4．2为聚合物溶液浓度为7～8％制备的多孔膜片，与聚合物溶液浓度≤2％

比较，在该浓度下，聚合物溶液／氯化钠混合体系黏度较大，浇铸相对较困难且混

合体系浇铸时并不能完全浇铸于模子中，还要残留一部分于容器中，但形成的膜

片的上表面孔径相对较大，孔隙率也较大；膜的下表面的孔径与孔隙率无多大变

化。聚合物溶液浓度大，可使得沉降到靠近模子表面氯化钠颗粒相对减少，随着

聚合物溶液上表面的溶剂挥发，靠近上表面的一部分氯化钠颗粒形成膜状层如同

下表面的膜状层，收缩破裂，因此在用蒸馏水滤出氯化钠颗粒时，氯化钠可以同

时从膜片两面同时析出，但从膜片下表面析出仍占主要部分。

图4-3为聚合物溶液浓度为2～3％制备的多孔膜片，从图中可看出，孔的分布

比较均匀，且多为通孔(将多孔膜置于灯光下，光线通过膜片前后，光亮不变)。

膜片的上下面形态与图4．1～4-2膜片的下表面类似。

由此可见，溶剂浇铸／粒子滤出法制备多孔膜片，溶液浓度的大小是一个很关键
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的因素，对制备PHB多孔膜片而言，PHB聚合物溶液浓度应为2-3％较为适宜。

(a)上表面 (b)下表面

图4-2聚合物溶液浓度为7～腓的多孔膜支架表面形态

(偏光显微镜下放大×40倍)

图4-3聚合物溶液浓度为2～3％的多孔膜支架形貌图

(偏光显微镜下放大x40)
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(2)聚合物种类对多孔膜支架孔径及其孔隙率的影响

实验中分别用PHB／PLLA=1：1共混体系与PHI!制备多孔膜片，聚合物溶液浓度

同为2～3％，氯化钠加入量为聚合物质量的80％，制备的多孔支架形貌见SEM图

4-4～4．5。从放大倍数×100与×300电镜图可见，PHB多孔膜片盲孔较多，孔分

布均匀，孔多为通孔，连通性好，测得孔隙率为78．9％；相比较而言，PHB／PLLA(1：1)

共混体系多孔膜连通性差，细孔较多，测得孔隙率为67．3％，这是由于PHB／PLLA

(8)放大倍数为100

图4-4 PHB／PLLA(I：

(b)放大倍数为300

I)多孔膜支架SEM电镜图

(a)放大倍数为100 (b)放大倍数为300

图4-5 PHB多孔膜支架SEM电镜图

共混体系中PLLA分子量低，比相同质量的PHB溶解于三氯甲烷形成的溶液黏度
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要低，因此整个PHB／PLLA共混体系黏度相对PHB要低，这使得氯化钠颗粒更好

的分散在溶液中，但这同时意味着颗粒之间彼此接触的机会减少，造成粒子被聚

合物包覆的几率增多，而被包覆的颗粒只能通过三氯甲烷挥发留下的微孔，在蒸

馏水中慢慢析出，因此在膜片中多看到小孔，且孔隙之间连通性差。另外，支架

孔隙率低表明多孔膜片中残留着少量的氯化钠颗粒。

在图中，还见PI-IB／PuA(1：1)共混体系与PHB多孔膜片的孔的形态结构

的差异，这可能与PI-IB与PLLA的分子量大小相关。

4．2．2多孔膜片与纤维的复合

由上面讨论知，用溶剂浇铸，粒子滤出法可以较便利的制各多孔支架，所制各

多孔支架的一些物理性质参数可以通过适当的工艺控制，如适当的聚合物溶液浓

度，致孔剂的加入量，可以一定程度的控制多孔膜支架的孔的分布及其孔隙率，

但当制备厚度较厚(≥2ram)的多孔膜支架，制备出的多孔膜的孔的连通性及孔

的分布都较差，用做细胞支架有一定的限制。

为此，本实验结合溶剂浇铸／粒子滤出制备多孔支架的优点，尝试采用多孔膜

片与纤维复合的新方法，设计制备出纤维，膜夹芯复合组织工程支架(简称“夹芯”

支架)。其一，将浓度为2-3％的PI-IB溶液与一定量的氯化钠(衄质量的4倍)
混合，按经典的溶剂浇铸／粒子滤出法制备出厚度为0．5～0．6衄的多孔膜片(支架

形貌见图4-3)：其二，将制各出的纤维按本章所述实验方法与膜片复合。制备出

的“夹芯”支架见图4_6与4．7。

圈4-6多孔支架大体外形图 图4—7多孔支架表面SEll电镜图

制备出的膜片纤维复合“夹芯”多孔支架，多孔膜片使支架具有一定的力学性能，

而纤维使得支架具有一定的弹性；同时，外表蓬松的纤维结构(孔径大)有利于
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工程组织的形状和大小，而膜片的微米孔径可调节细胞的迁移和生长。另外，复

合纤维(PIJ，A，PHB／PEO)与多孔PI-IB膜片具有不同的降解速度，因此可根据组

织修复部位的不同需要，可设计出具有不同降解速度的“夹芯”支架。

4．3“夹芯”支架在动物体内的初步实验研究

在对PHB材料及其共混体系PHB／PLLA与PHB／PLLA／PEO在体外的降解研

究及其“夹芯”支架的制备基础上，将其支架植入在动物体内，对其降解情况与

组织相容性进行初步的实验研究。

4．3．1“夹芯”支架的预处理

将制备的“夹芯”支架裁成1．5伽X1．0锄X1．5衄，其中多孔膜片厚为1珊。

然后将多孔支架置于75％乙醇中浸泡24h；以鼠尾胶原(I型胶原)包埋，冷冻干

燥机冻干处理，60Co照射消毒。用前磷酸缓冲液浸洗3次；放入培养皿中用Ham-F12

培养基37"(2孵育12 h。扫描电镜观察：支架材料用Hanks液冲洗3遍后，以3％

预冷戊二醛固定，系列脱水，乙腈置换，真空干燥，表面喷金后行扫描电镜分析．

4．3．2细胞一支架复合物的构建及动物体内的培养

将软骨细胞接种于多孔支架上(由合作单位第四军医大学实施)，构成细胞．

支架复合物，培养一周后，再将细胞．支架复合物植入新西兰白兔鼻背骨膜下进行

体内培养和观察。

4．3．3结果与讨论

(1)细胞在其支架的生长情况

实验中所用的兔子耳朵附近的软骨软骨细胞生长前呈梭形或多角形居多，当

所用材料细胞相容性好时，细胞呈伸展状态，互相连接在一起，功能化趋势使较

好的。如图4．8所式，在制备的“夹芯”支架表面上，细胞能很好的铺展、黏附和

生长，无梭形聚集状态。另外在图4．8中还看到有细胞伪足伸入小孔，表明与材料

附着牢固。
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图4-8 软骨细胞铺展完全状态

(2)大体组织观察

植入l周后，该细胞一支架复合物在植入新西兰兔鼻背局部隆起，形成结节，

质地稍硬，周围未发现有红肿及渗出等炎症反应。大体标本可见标本表面有透明

薄膜形成，可辨认出支架表层的纺丝结构。植入4周后可见标本周围薄膜增厚，

血管轻度增生，质地变韧，横断面可见组织与表面的纺丝结构已经完全融合，两

者界限不清，支架材料的孔径增大，孔隙间有组织长入．外观及剖面类似于软骨

组织。植入8周后，与4周时相比，标本质地更接近软骨组织，周围薄膜组织无

继续增厚，与邻近组织界限清楚；血管未见明显增多；剖面可见组织量明显增多，

组织间残余少量支架材料。

(3)SEM电镜观察

植入4周后，扫描电镜观察：表面纤维多孔结构被细胞间质充填，细胞基质

之间连接成片，类似水泥外观；部分纺丝结构断裂，软骨细胞由支架材料表层向

内部长入；并逐渐长入材料中问孔隙中，周围伴随胶原纤维增生，内层支架材料

孔径明显增大，纤维表面出现大量孔洞，支架材料出现局部的降解，与植入前光

滑的表面形成了鲜明的对比(见图4-11，4-13)，与植入4周的PI-IB膜片多孔支架(见

图4-9)比较，有更多的软骨细胞黏附于“夹芯”支架上生长，且细胞分布比较均匀；

在细胞植入“夹芯”多孔支架8周后，扫描电镜观察：支架材料表层的纺丝多断

裂崩解，被细胞问质连接形成片状：内部薄片材料孔径继续增大，孔隙侧壁多塌

陷，软骨细胞散布在支架内部，细胞间质量增多，周围可见胶原纤维(见图4-12)，

与植入8周后的纯PHB膜片多孔支架(见图4-10)对比，软骨细胞能够更多的增殖、

黏附在“夹芯”支架内部，且支架降解程度明显加大。
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图4均PHB多孔支架植入4周后的 图4-10PHB多孔支架植入8周后的

SEM电镜图 SEM电镜图

图4-11“夹芯”支架植入4周后的 图4-12“夹芯”支架植入8周后的

sEM电镜图 SEM电镜图
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图4-13。夹芯”支架植入4周后纤维降解的SEll图

(4)多孔支架植入家兔体内的后的结果观察

支架植入兔子精神饮食情况可，伤口呈一期愈合，局部未见红肿、溃破及渗

出，皮肤表面的手术缝线在10天后自然脱落。4周后，将材料从兔子背部取出，

见材料周围有一层极薄的透明的包膜组织包裹，与材料疏松粘连，易于分离，材

料本身无明显变形，质地较植入前稍软，周围未见明显肿胀变硬组织。表明PHB、

PLA材料在机体内无明显毒性，不会引起机体的炎性反应。

由以上实验观察结果表明，与纯的PHB膜片多孔支架比较，纤维／膜复合的“夹

芯”支架不仅显示出了较好的组织相容性，而且多孔支架的结构很有利于细胞的

生长，同时支架表面的纤维结构，增加了细胞的附着空间，防止了表层种植细胞

的流失。另外，支架在体内8周后，降解较明显，兔子体内仅有少量的材料残余，

比在以往实验中的PHB多孔膜片降解要快，这一方面是由于纤维的降解要快于膜

片，另一方面多孔膜片的厚度也是影响支架降解速度的一个因素，因而可根据修

复组织部位的需要，通过调控PHB多孔膜片的厚度或PHB与PuA共混比例及其

复合纤维PHB／PLLA／PEO的复合量，从而使支架的降解速度可调控。
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4．4本章小结

1．采用溶剂浇铸／粒子滤出法制备PHB多孔膜片，聚合物溶液浓度为2．3％，

能够制备出孔分布均匀，且多为通孔的膜片。同时，比较了PHB／PuA共混体系

与PHB在相同工艺条件下，制备出的多孔膜片的差异，进而探讨了聚合物种类对

多孔膜的孔隙率及分布均匀性的影响。

2． 结合溶剂浇铸／粒予滤出的优点，将PHB多孔膜片与PHB／PLLA／PEO纤

维复合的方法制备了纤坌匡／膜“夹芯”复合组织工程支架，使其支架不但有一定的

力学性能，而且富有一定的弹性。支架的降解速度可以通过调整膜片的厚度与复

合纤维的量，来调节其支架的降解速率。

3． 将纤维膜“夹芯”复合组织工程支架植入兔子体内进行降解实验，结果
表明，支架在体内不但有好的组织相容性，而且支架降解程度明显，同时支架表

面的纤维结构，增加了细胞的附着空间，防止了表层种植细胞的流失。
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5．1结论

第五章 结 论

本论文通过对蛐／PuA及P皿／PLLA／PEO共混研究，探讨了其共混体系的
冷结晶行为、相容性及结晶度的变化，进而考察了不同比例共混体系在溶菌酶／PBS

缓冲溶液模拟体液的条件下口H．17．4,37X2)的降解情况。同时，在改善基体材料PHB

的降解速率的性能基础上，进一步研究了如何制备降解速率可调控组织工程多孔

支架的制备工艺及其支架在体内的降解情况。

经过上述实验，本文研究得出如下结论：

1．PHB与PuA共混，各组分的冷结晶温度Toe与组份的含量没有关系；但

PHB冷结晶速率大于PuA，其速率不受PLLA组分含量的影响，对PLLA冷而

言，其结晶速率是随着PHB含量的增大而加快．

2．通过对DSC热力学数据分析，PHB与PLLA共混后两者的玻璃化温度T夸

在一定程度上彼此靠近，表明PHB与PuA共混有一定的相容性；PEO作为第三

组份，加入PHB伊LLA共混体系后，各组份的冷结晶温度Tcc显著降低，有效的

改善了PHB与PuA的相容性。

3．对PHB／PLLA共混体系，其结晶度随PuA组分的增多而降低，当

PHB／PLLA=I：l时，在共混体系中加入PEO，其结晶度随PEO的含量增多而变

大，体系熔融温度向纯组分PIJ。A熔融温度靠近。

4．偏光显微镜分析表明，PHB的球晶织态结构受其PLLA的影响，当加入

PEO时，PHB球晶织态结构进一步变的不规整，环带宽度减小，环带周期增多，

表明PEO改善了PHB与PLLA的相容性。

5．P邱／PuA、PHB伊I I A任'EO、PHB及PLLA膜片体外降解实验表明，。对
于PHB／PLLA体系，PLLA含量<50％时，共混体系降解速率较纯的PHB慢，而

当PLLA含量为50％时，降解速率介于纯组分pLIA与PHB中间；对于

P瑚≥／P11．A，PEO共混体系，在降解的90天前，其降解速率大于PuA，而后小于

PI工A。

6．共混体系在溶菌酶，PBS缓冲溶液降解若干周期后，DSC分析表明各组分

的冷结晶温度、冷结晶焓及其结晶度都有了显著降低。对含有5％PEO的PHB／PLLA

(1：1)共混体系，降解到120天后，PHB与PuA的冷结晶温度几乎相同，说明

PEO的加入加快了体系的降解速度。
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7．PLLA与PHB在溶菌酶／laBS缓冲溶液中，表现出不同的降解机理，PuA

在降解液中主要是水解机制，而PHB是酶促水解机制。含有5％PEO的PHB／PLLA

(1：1)共混体系膜片在降解同周期降解程度要高于未有PEO的共混体系。

8．溶剂浇铸／粒子滤出法制备PHB多孔膜片的最佳溶液浓度为2-3％。

9．采用PHB多孔膜片与PHB／PLLA／PEO纤维复合的方法制备的纤维／膜“夹

芯“复合组织工程支架，使其支架不但有一定的力学性能，而且富有一定的弹性。

通过调整膜片的厚度与复合纤维的量，可调整支架的降解速率。

10．“夹芯”支架植入动物体内，实验结果表明，支架不但有良好的组织相容

性，而且有利于细胞的增殖、黏附和生长，并且支架表面的纤维结构，增加了细

胞的附着空间，防止了表层种植细胞的流失。同时，从SEM电镜观察，支架降解

速率能满足细胞生长速度的条件要求。

5．2创新点

1．从结晶度是影响材料降解的主要因素之一的角度，探讨研究了PI-IB／PLLA

及P邱／PIJ．A，PEO共混体系在PBS／溶茵酶降解前后的热力学行为、结晶度
变化，对基体材料PHB的降解的影响，进而为制备降解速度可调控的组织

工程支架打下一定理论基础。

2．探讨研究了一种新的制备组织工程支架的方法：多孔膜片与纤维复合法。

同时，制备出纤维／膜“夹芯”复合组织工程支架。

5。3展望

PttB作为细胞内合成的一种高分子聚合物，其本身具有组织工程用支架

材料的优良性质，特别是一些有利于细胞附着和分化细胞的信息，使其成为仿

生细胞外基质的理想支架材料。尽管目前对PHB支架用于组织损伤修复或重

建有了一定的研究，但还存在着一些问题，如支架本身的细胞亲和性不够、

降解速率与新生组织不匹配、支架满足不同器官需要的物理特性的欠缺等。

因此，进一步对PHB支架物理、化学、生物降解性能的改善及其对制备具有

合适物理特性的组织工程用支架工艺的深入研究，使其满足不同病损组织部

位的要求，这将是今后PHB支架应用于组织工程中的研究重点。通过本课题的

研究表明，制备降解速率可调控的组织工程支架，若要实现精确的调控支架

的降解速度，要从支架材料本身与支架结构两方面考虑。相信，解决了这些

问题，PHB将能够用于临床当中，为患者造福。
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