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基于增材制造技术的 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 水凝胶支架的制备及其研究
刘重远，蒋　 勇，邹多宏

摘要　 目的　 利用增材制造技术制备甲基丙烯酸酯化明胶 ／
羟基磷灰石（ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ）复合水凝胶支架，通过微观结构表

征和生物相容性测试，探究其作为骨组织工程修复支架的可

行性。 方法　 将 ＧｅｌＭＡ 溶液和 ＨＡ 颗粒混合形成均匀的生

物墨水，利用增材制造技术制备 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 水凝胶支架。
采用扫描电镜（ＳＥＭ）、透射电镜 （ＴＥＭ）对复合支架及其成

分进行表征。 采用万能力学实验机测试样品抗压缩性能。
利用 ＣＣＫ⁃８ 法和活 ／死细胞染色检测支架的细胞相容性。
通过碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色法探究其促 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的
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能力。 结果　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 水凝胶支架内部呈清晰的多孔网

格状结构，与纯 ＧｅｌＭＡ 支架比较，抗压性能提高。 活死细胞

染色实验显示，ＢＭＳＣｓ 在复合水凝胶支架上生长良好，培养

７ ｄ 后细胞在支架上铺展呈梭形形态。 细胞增殖实验显示，
培养 ３ 、７ ｄ 的纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组及 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水

凝胶支架组的 ＢＭＳＣｓ 增殖快于空白组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＡＬＰ 染

色实验结果表明，与空白组和纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组比较，
ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组的 ＡＬＰ 阳性面积增加（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架具有良好的生物

相容性，并且对 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化具有促进作用，具备作为

填充修复支架应用于骨组织工程的潜力。
关键词　 甲基丙烯酸酯化明胶；羟基磷灰石；增材制造；水凝

胶支架；成骨分化
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法，但仍受诸多限制，如取材困难、操作要求高、排斥

反应大等［１］。 近年来，增材制造，又称 ３Ｄ 打印，为
制备拟填充支架提供了新方法，它可根据骨缺损的

形状打印出尺寸匹配的修复支架，同时调控支架内

部结构，满足个体化修复的需求［２］。 甲基丙烯酸酯

化明胶（ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ，ＧｅｌＭＡ）是明胶经改性

而得的一种生物源性材料，具有出色的生物相容性、
温敏性和可降解性，作为打印墨水广泛应用于 ３Ｄ
打印领域［３］。 羟基磷灰石（ ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ， ＨＡ）是

临床医学上常用的合成骨替代物，常与有机聚合物

形成复合支架，应用于骨组织工程的研究［４］。 该研

究以 ＧｅｌＭＡ 和 ＨＡ 为结构单元，通过增材制造技术

构建有机 ／无机复合支架，对其理化性能及生物相容

性进行表征和测试，旨在探索其作为填充支架应用

于个体化骨缺损修复的可行性。

１　 材料与方法

１． １　 复合水凝胶支架的合成材料 　 壳聚糖（高粘

度，脱乙酰度≥９５％ ，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司）；明胶（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；甲基丙烯酸

酐（上海麦克林生化科技有限公司）；羟基磷灰石

（生物医药级，纯度≥９８％ ，上海阿拉丁生化科技股

份有限公司）；光引发剂———苯基⁃２，４，６⁃三甲基苯

甲酰基磷酸锂盐 （ ｌｉｔｈｉｕｍ ｐｈｅｎｙｌ⁃２， ４， ６⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃
ｂｅｎｚｏｙｌｐｈｏｓｐｈｉｎａｔｅ，ＬＡＰ，苏州永沁泉智能设备有限

公司）。
１． ２　 主要的试剂与仪器　 ＭＥＭ⁃α 培养基（以色列

ＢＩ 公司）；磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ，以色列 ＢＩ 公司）；胎牛血清 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（日本同仁化学研究所）；Ｃａｌｃｅｉｎ⁃
ＡＭ ／ ＰＩ 活 ／死细胞双染试剂盒（日本同仁化学研究

所）；ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 碱性磷酸酯酶显色试剂盒（上海碧

云天生物技术有限公司）；生物 ３Ｄ 打印机（Ｂｉｏ⁃Ａｒ⁃
ｃｈｉｔｅｃｔ® ＷＳ，杭州捷诺飞生物科技股份有限公司）；
扫描电镜 （ Ｓｕｐｒａ ４０，德国 Ｚｅｉｓｓ 公司）；透射电镜

（ＨＴ７７００，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）；酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ
公司）；倒置荧光显微镜（Ａｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ ３，德国 Ｚｅｉｓｓ
公司）。
１． ３　 原料合成 ＧｅｌＭＡ 前体合成 　 称 １０ ｇ 明胶放

入圆底烧瓶中，再加入 ９０ ｍｌ ＰＢＳ 溶液，置入磁力搅

拌器，烧瓶外用铝箔纸包裹严密，在 ５０ ℃ 下的水浴

中搅拌 １ ～ ２ ｈ。 待溶液澄清透明后，增大转速，用玻

璃滴管逐滴加入 ６ ｇ 甲基丙烯酸酐，反应 ８ ｈ。 反应

结束，将溶液倒入离心管，配平，离心取上清液

（３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ），弃除杂质。 将上清液倒入透

析分子量 １２ ｋｕ 的透析袋内，于 ４０ ℃ 的超净水内进

行透析，每天换水 ２ 次，避光，直至气味完全消失。
将上述透析完成的溶液的 ｐＨ（１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３）调
节至 ７. ４，分装，冷冻（ － ２０ ℃），转移冷冻样至冻干

机中，使凝胶完全干燥（７ ｄ）， － ２０ ℃ 下避光储存。
１． ４　 复合水凝胶支架的制备　 将 １２％的 ＧｅｌＭＡ 溶

液与 ２％的 ＨＡ 按 １ ∶ １ 的比例混匀，形成生物墨水

加入打印料筒内，在温度为 ０ ℃ 的收集平台上打印

复合支架。 打印速率为 ５０ ｍｍ ／ ｓ，针嘴内径为 ０. ３４
ｍｍ，每层 Ｚ 轴上升高度为 ２５０ μｍ，打印间距为 １
ｍｍ。 打印完成后进行光固化 （紫外光 ４０５ ｎｍ，３
ｍｉｎ），获得 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架。 见图 １。

图 １　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架制备过程示意图

１． ５　 微观表征　 将复合支架放入真空冻干机冷冻

干燥 ２４ ｈ，于液氮中脆断得到样品。 选择断面整齐

的样品，导电胶将其固定于样品台侧面，于低真空度

的蒸金室中蒸金 ３０ ｓ，通过扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃ⁃
ｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观察其结构特征。 取 ＨＡ ／乙
醇稀释溶液分散至透射铜网表面，完全干燥后，通过

透射电镜 （ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观
察 ＨＡ 形态。
１． ６　 力学性能测试　 制备尺寸为 １０ ｍｍ × １０ ｍｍ
× ５ ｍｍ 的纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架和 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合

水凝胶支架，通过万能力学试验机进行单向压缩试

验，负载为 １０ Ｎ，压缩速率为 １ ｍｍ ／ ｍｉｎ，测试样品

的弹性模量。
１． ７　 大鼠骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ， ＢＭＳＣｓ）的分离与培养 　 选取 ２ ～ ４ 周龄、体
质量 ２０ ～ ２５ ｇ 的 ＳＤ 大鼠，颈椎脱臼法处死，浸泡于

７５％乙醇中 １５ ｍｉｎ。 无菌条件下取股骨及胫骨内的

骨髓，使用含双抗 （１０５ Ｕ ／ Ｌ 青霉素、１００ ｍｇ ／ Ｌ 链霉

素） 及 ２０％胎牛血清的 ＭＥＭ⁃α 培养基放置到温度

为 ３７ ℃ 并含 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中进行培养，每 ３ ｄ
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换液一次；待细胞数量达 ８０％ 左右后，用 ０. ２５％ 胰

酶消化液进行消化，按 １ ∶ ２ 或 １ ∶ ３ 比例传代，用含

１０％胎牛血清的 ＭＥＭ⁃α 培养基进行培养，每 ２ ｄ 更

换培养基。 重复以上操作，待细胞传至 ２ ～ ４ 代后待

用。
１． ８　 细胞相容性检测 　 通过 Ｌｉｖｅ ／ Ｄｅａｄ 荧光染色

评估细胞活力：制备直径为 １０ ｍｍ，厚度为 １. ５ ｍｍ
的圆柱形 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合支架，浸泡于 ７５％乙醇中

３０ ｍｉｎ，紫外 ３６５ ｎｍ 灭菌 ３０ ｍｉｎ。 灭菌后加入到 ４８
孔板中，每孔加入 ５ × １０４ 个 ＢＭＳＣｓ，３７ ℃ 分别培养

１、３、７ ｄ。 ＰＢＳ 洗涤，加入配置好的 Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ ／ ＰＩ
染色试剂，在 ３７ ℃ 和 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中孵育 ３０
ｍｉｎ 后，ＰＢＳ 冲洗 ５ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 倒置荧光显微

镜下观察，活细胞呈绿色，死细胞呈红色。 通过

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒测定细胞增殖：将纯 ＧｅｌＭＡ、ＧｅｌＭＡ ／
ＨＡ 复合支架制备成直径为 ６ ｍｍ，厚度为 １ ｍｍ 的

圆柱形样品，每组 １２ 个。 灭菌后 ４ 个每组分别置于

３ 个 ９６ 孔板中，ＢＭＳＣｓ 铺板，每个时间点设 ３ 个复

孔，空白组仅接种 ＢＭＳＣｓ，纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组

接种纯 ＧｅｌＭＡ 支架，ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组

接种 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合支架。 ３７ ℃ 分别培养 １、３、７
ｄ。 将 ＣＣＫ⁃８ 试剂与 ＭＥＭ⁃α 以 １ ∶ １０ 的比例混合，
每孔加入 １１０ μｌ 混合试剂，放入 ３７ ℃ 培养箱继续

培养 ２ ｈ，随后取出用酶标仪测量其在 ４５０ ｎｍ 处的

吸光度值。
１． ９　 细胞 ＳＥＭ 表征　 将细胞与复合支架共培养 ３
ｄ 后取出样品，ＰＢＳ 洗涤，用 ４％ 多聚甲醛固定 ３０
ｍｉｎ，并在去离子水中充分漂洗。 吸净水分，加入叔

丁醇浸没样品 ２ ｈ，使其脱水。 最后，换新的叔丁醇，

置于真空冷冻干燥器干燥。 ＳＥＭ 下观察复合支架

上细胞的形态。
１． １０　 水凝胶支架的促成骨性　 向 ＭＥＭ⁃α 培养基

加入 １０％胎牛血清、１０ － ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 维生素 Ｃ、１０ － ８ ｍｏｌ ／
Ｌ 地塞米松和 ０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸钠制备得到成

骨诱导培养基。 将纯 ＧｅｌＭＡ 支架和 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复

合水凝胶支架在 ３７ ℃ 下浸没于成骨诱导培养基中

２４ ｈ，制备浸提液。 ６ 孔板中每孔铺入 ８ × １０４ 个

ＢＭＳＣｓ，在生长培养基中培养 １ ｄ 后，换浸提液继续

培养。 培养基每 ３ ｄ 更换一次，空白组细胞在生长

培养基中培养。 经过 ７ ｄ 的成骨诱导，４％多聚甲醛

固定细胞，ＰＢＳ 洗涤，采用 ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 碱性磷酸酯酶

显色试剂盒进行 ＡＬＰ 染色并通过光学显微镜进行

观察。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对染色面积进行数据分析。
１． １１　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １８. ０ 统计软件和

Ｏｒｉｇｉｎ ２０１９ 进行数据分析和绘图，统计资料以 �ｘ ± ｓ
表示。 采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）检验不同组

数据的统计学差异，检验标准 α ＝０. ０５。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架表征　 复合水凝

胶支架是通过在低温平台上以层层叠加的方式沉积

生物墨水，经过紫外光照射 ３ ｍｉｎ 后制备而成（图
２Ａ）。 照片显示复合水凝胶支架呈乳白色，多孔网

格状，结构清晰稳定（图 ２Ｂ）。 ＳＥＭ 可见复合水凝

胶支架内部成层状结构，支架柱上有大小不一的球

形孔 （图 ２Ｃ），ＨＡ 颗粒分散于孔壁上 （图 ２Ｄ）。
ＴＥＭ 显示 ＨＡ 颗粒呈明显的层片状结构（图 ２Ｅ）。

图 ２　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架的结构表征

Ａ：复合支架的打印过程；Ｂ：复合支架宏观照片；Ｃ：复合支架的截面 ＳＥＭ × ６４；Ｄ：复合支架的截面 ＳＥＭ × ２００；Ｅ：ＨＡ 的 ＴＥＭ 观察 × ２ ０００
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２． ２　 水凝胶支架的力学性能　 纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支

架组的弹性模量为（４７. ０ ± ４. ７） ｋＰａ，而 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ
复合水凝胶支架组弹性模量为（２４５. ３ ± ２４. ５） ｋＰａ，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），表明 ＨＡ 的引入提

高了复合支架的抗压缩性能。
２． ３　 水凝胶支架的生物相容性　 倒置荧光显微镜

下观察，培养 １ ｄ 后可见 ＢＭＳＣｓ 存活于 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ
复合水凝胶支架内部，形态呈圆形；７ ｄ 后，可见复

合支架上的 ＢＭＳＣｓ 增殖，伸展呈梭形，表明 ＧｅｌＭＡ ／
ＨＡ 对 ＢＭＳＣｓ 的生长无明显影响（图 ３Ａ）。 选取纯

ＧｅｌＭＡ 支架和 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 支架进行细胞增殖实验，
与 ＢＭＳＣｓ 共培养 ３、７ ｄ 的纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组

及 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组的吸光度值均高

于空白组（Ｐ ＜ ０. ０５），表明复合支架有良好的生物

相容性，并且可促进 ＢＭＳＣｓ 的增殖（图 ３Ｂ，表 １）。
与复合水凝胶支架共培养 ３ ｄ 后，ＢＭＳＣｓ 在支架上

铺展良好（图 ３Ｃ）。
２． ４　 水凝胶支架对 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的影响 　 选

择纯 ＧｅｌＭＡ 支架、ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合支架的浸提液进

行 ＡＬＰ 染色实验，光镜下显示 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝

胶支架组 ＡＬＰ 染色阳性面积高于纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶

支架组和空白组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），表
明复合水凝胶支架对 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化具有促进

作用。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 随着组织工程的快速发展和深入研究，生物支

架材料作为自体骨的替代物在骨修复研究领域越来

越受到关注，尤其是 ３Ｄ 打印水凝胶支架。 与传统

的骨组织支架材料比较，水凝胶支架模拟了骨基质

中的有机相，同时为细胞生长提供了机械支撑，并且

多孔的结构有助于气体和营养物质在支架内互相交

换，有利于细胞的生长［５ － ６］。 此外，增材制造技术的

引入降低了制备过程的复杂性，可以快速制造出各

种与骨缺损形状适配的水凝胶支架，印刷效果好，为
个体化修复提供了坚实基础。

表 １　 各组支架与 ＢＭＳＣｓ共培养不同时间后吸光度值的比较（ｎ ＝ ４，�ｘ ± ｓ）

组别 １ ｄ ３ ｄ ７ ｄ
空白 ０． ３４５ ± ０． ０１４ ０． ５５８ ± ０． ０４２ １． ０１８ ± ０． ０７６
纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架 ０． ３７７ ± ０． ０１６ ０． ６１８ ± ０． ０１３∗ １． ２２６ ± ０． １０１∗

ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架 ０． ４０６ ± ０． ０４６∗ ０． ６５１ ± ０． ０２８∗∗ １． ３３３ ± ０． ０８３∗∗

Ｆ 值 ４． ２９０ ９． ９７２ １３． ４２０
Ｐ 值 ０． ０４９ １ ０． ００５ ２ ０． ００２ ０

　 　 与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架的生物相容性

　 　 Ａ：复合支架培养 １、３、７ ｄ 后的死活细胞染色；Ｂ：支架与 ＢＭＳＣｓ 共培养 １、３、７ ｄ 后吸光度值的比较 ；Ｃ：支架与 ＢＭＳＣｓ 共培养 ３ ｄ 后的 ＳＥＭ

观察（用伪彩标记细胞）；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 成骨诱导 ７ ｄ 的 ＡＬＰ 染色观察

　 　 Ａ：空白组 ＡＬＰ 染色 × １００；Ｂ：纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组 ＡＬＰ 染色 × １００；Ｃ：
ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组 ＡＬＰ 染色 × １００；Ｄ：不同组的 ＡＬＰ 染色面积百分

比；ａ：空白组；ｂ：纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组；ｃ：ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组；与空

白组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

　 　 本研究基于增材制造技术，拟制备一种可个体

化修复骨缺损的新型复合水凝胶支架。 ＧｅｌＭＡ 水

凝胶是一种经光引发自由基聚合（即光引发剂存

在，紫外光照射）而形成的共价交联水凝胶，具有优

异的生物相容性和可调节的物理特性，被广泛应用

于细胞培养和生物打印［７］。 但 ＧｅｌＭＡ 作为挤出打

印式的生物墨水，受到粘度低、印刷性差等因素的限

制，所以为了成功制备高仿真性的水凝胶支架，本研

究向 ＧｅｌＭＡ 内引入了 ＨＡ。 ＨＡ 是一种生物陶瓷材

料，由于其与骨组织极其相似的化学组成，模拟了骨

基质中的无机相，可与周围宿主骨进行良好的骨结

合，因此被广泛应用于骨再生材料的研究［８］。 ＨＡ
作为具有生物活性的无机填料，可与有机相水凝胶

的结构链形成紧密界面，分散应力，从而改善其力学

性能，形成兼具高机械性能和生物性能的复合水凝

胶［９］。 在应用过程中，ＨＡ 可通过释放 Ｃａ２ ＋ 和 ＰＯ３ －
４

于材料表面形成类骨磷灰石层，从而吸附与骨形成

相关的蛋白质，促进成骨细胞在其表面黏附和生长，
诱导新骨形成［１０ － １１］。 此外，研究［１２］ 表明 ＨＡ 可以

刺激内源性成骨生长因子如骨形成蛋白的表达，以
增强间充质干细胞中碱性磷酸酶的活性，诱导其成

骨分化。
　 　 本课题组拟将 ＧｅｌＭＡ 和 ＨＡ 混合，通过超声破

碎，使 ＨＡ 在 ＧｅｌＭＡ 体系中充分分散，形成均匀的

复合生物材料墨水，增加生物墨水的粘度，增强水凝

胶细丝的可控性，提高制备水凝胶支架的印刷仿真

性和机械性能，更好的适配于骨缺损。 微观结构表

征显示 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架呈清晰的层层

叠加的网状结构，内部无塌陷，具有良好的稳定性。
力学性能测试结果显示添加了 ＨＡ 的复合水凝胶支

架的弹性模量与纯 ＧｅｌＭＡ 支架比较，增加了 ４ 倍，
提升了抗压缩性能，可见其有助于在骨缺损空间提

供支撑作用。 叔丁醇真空干燥法是制备 ＳＥＭ 生物

样品的常用方法，其以叔丁醇作为升华介质，将样品

置于真空中进行干燥，既保留了冷冻干燥法的优点，
又对样品无冷冻损伤，操作简单，且制备的生物样品

的各项指标均较理想［１３］。 经叔丁醇真空干燥法制

备的样品在 ＳＥＭ 下清晰地展示了 ＢＭＳＣｓ 在复合支

架上呈铺展的生长状态。 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支

架具有良好的生物相容性，并且促进了 ＢＭＳＣｓ 的增

殖，可能是由于 ＧｅｌＭＡ 保留了明胶中促进细胞黏附

的精氨酸 － 甘氨酸 － 天冬氨酸序列［１４］。 复合支架

的多孔结构有助于气体和营养物质在支架内的运输

也可能是促进细胞生长的另一个重要原因。 同时

ＨＡ 的加入赋予了支架生物活性，ＡＬＰ 染色实验结

果显示 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组的 ＡＬＰ 染色

面积增加，表明可促进 ＢＭＳＣｓ 成骨分化。

参考文献

［１］ 　 Ｍｏｕｓｓａ Ｎ Ｔ，Ｄｙｍ Ｈ． Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃｉａｌ ｂｏｎｅ ｇｒａｆｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｄｅｎｔ Ｃｌｉｎ Ｎｏｒｔｈ Ａｍ，２０２０，６４（２）：４７３ － ９０．

［２］ 　 Ｗａｎｇ Ｃ，Ｈｕａｎｇ Ｗ，Ｚｈｏｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ３Ｄ ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉ⁃
ｎｅｅｒｉｎｇ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏａｃｔ Ｍａｔｅｒ，２０２０，５（１）：８２ － ９１．

·７０４１·安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）



［３］ 　 Ｃｈｉｍｅｎｅ Ｄ，Ｋａｕｎａｓ Ｒ，Ｇａｈａｒｗａｒ Ａ Ｋ． Ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｂｉｏｉｎｋ ｒｅｉｎｆｏｒｃｅ⁃
ｍｅｎｔ ｆｏｒ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ： ａ ｆｏｃｕｓｅｄ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｅｍｅｒｇｉｎｇ
ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ，２０２０，３２（１）：１９０２０２６．

［４］ 　 Ｒａｍｅｓｈ Ｎ，Ｍｏｒａｔｔｉ Ｓ Ｃ，Ｄｉａｓ Ｇ Ｊ． Ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ⁃ｐｏｌｙｍｅｒ ｂｉｏｃｏｍ⁃
ｐｏｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉ⁃
ｏｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｒｅｓ Ｂ Ａｐｐｌ Ｂｉｏｍａｔｅｒ，２０１８，１０６（５）：２０４６ － ５７．

［５］ 　 Ｎａａｈｉｄｉ Ｓ，Ｊａｆａｒｉ Ｍ，Ｌｏｇａｎ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌ⁃
ｂａｓｅｄ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
Ａｄｖ，２０１７，３５（５）：５３０ － ４４．

［６］ 　 Ｌｉ Ｊ Ｈ，Ｗｕ Ｃ Ｔ，Ｃｈｕ Ｐ Ｋ，ｅｔ ａｌ． ３Ｄ ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ：ｒａｔｉｏｎａｌ
ｄｅｓｉｇｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｎｄ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｍａｔｅｒ
Ｓｃｉ Ｅｎｇ Ｒ Ｒｅｐ，２０２０，１４０：１００５４３．

［７］ 　 Ｄｏｎｇ Ｚ，Ｙｕａｎ Ｑ，Ｈｕａｎｇ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ （ＧｅｌＭＡ）⁃
ｂａｓｅｄ ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． ＲＳＣ Ａｄｖ，２０１９，９
（３１）：１７７３７ － ４４．

［８］ 　 郭雨晴，张　 菁，李　 颂． 明胶复合羟基磷灰石支架材料促进

大鼠骨髓干细胞增殖与分化［Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，２０２０，５５

（２）：１５９ － ６５．
［９］ 　 李亚莹，白艳洁，曹　 婷． 羟基磷灰石在硬组织修复中的应用

进展［Ｊ］ ． 中国美容整形外科杂志，２０２０，３１（３）：１９０ － １．
［１０］ Ｋｏｏｎｓ Ｇ Ｌ，Ｄｉｂａ Ｍ，Ｍｉｋｏｓ Ａ Ｇ． Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ｂｏｎｅ⁃ｔｉｓｓｕｅ

ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍａｔｅｒ，２０２０，５（８）：５８４ － ６０３．
［１１］ Ｔａｎｇ Ｚ，Ｌｉ Ｘ，Ｔａｎ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ⁃

ｔｉｃｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｅｒａｍｉｃｓ［ Ｊ］ ． Ｒｅｇｅｎ Ｂｉｏ⁃
ｍａｔｅｒ，２０１８，５（１）：４３ － ５９．

［１２］ Ｔｕｒｎｂｕｌｌ Ｇ，Ｃｌａｒｋｅ Ｊ，Ｐｉｃａｒｄ Ｆ，ｅｔ ａｌ． ３Ｄ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｓｃａｆ⁃
ｆｏｌｄｓ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏａｃｔ Ｍａｔｅｒ，２０１８，３（３）：
２７８ － ３１４．

［１３］ 肖　 媛，刘　 伟，汪　 艳，等． 生物样品的扫描电镜制样干燥方

法［Ｊ］ ． 实验室研究与探索，２０１３，３２（５）：４５ － ５３，１７２．
［１４］ Ｏｓｉ Ａ Ｒ，Ｚｈａｎｇ Ｈ，Ｃｈｅｎ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ⁃ｐｒｉｎｔａｂｌｅ ｔｈｅｒ⁃

ｍｏ ／ ｐｈｏｔｏ⁃ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅｄ ｃｈｉｔｏｓａｎ⁃ｇｅｌａｔｉｎ ｈｙｄｒｏｇｅｌ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］ ． ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，
２０２１，１３（１９）：２２９０２ － １３．

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ａ ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ
ｓｃａｆｆｏｌｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ

Ｌｉｕ Ｃｈｏｎｇｙｕａｎ，Ｊｉａｎｇ Ｙｏｎｇ，Ｚｏｕ Ｄｕｏｈｏｎｇ
（Ｃｏｌｌｅｇｅ ＆ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉcａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｋｅｙ Ｌａｂ ｏｆ Ｏｒａｌ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｒｅｓｅａｒcｈ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎcｅ，Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｔｈｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ （ＧｅｌＭＡ） ／ ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ （ＨＡ） ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ
ｓｃａｆｆｏｌｄ ｂｙ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ （ＡＭ） ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｓ ａ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｆｏｒ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ｉｎ ｂｏｎｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｖｉａ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ＧｅｌＭＡ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｉｆｏｒｍｌｙ ｍｉｘｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａ ｂｉｏ⁃ｉｎｋ ｆｉｒｓｔｌｙ． Ｔｈｅｎ， ＡＭ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆａｂｒｉ⁃
ｃａｔｅ ｔｈｅ ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｗｅｒｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ＳＥＭ） ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ＴＥＭ）．
Ｔｈｅ Ｙｏｕｎｇ′ｓ ｍｏｄｕｌｕｓ ｏｆ ｐｕｒｅ ＧｅｌＭＡ ｓｃａｆｆｏｌｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ａ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｅｓｔｅｒ． Ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８ （ＣＣＫ⁃８） ａｎｄ Ｌｉｖｅ ／ ｄｅａｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｙｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ． Ａｌｋａ⁃
ｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＡＬＰ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＧｅｌＭＡ ／
ＨＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｐｏｒｏｕｓ ａｎｄ ｌａｔｔｉｃｅ⁃ｌｉｋｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｔｉｆｆｅｒ ｔｈａｎ ｐｕｒｅ ＧｅｌＭＡ ｓｃａｆｆｏｌｄ． Ｔｈｅ
ｌｉｖｅ⁃ｄｅａｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈａｔ ＢＭＳＣｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ ａｎｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａ ｓｐｒｅａｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍ⁃
ｐｏｓｉｔｅ ｓｃａｆｆｏｌｄ ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ． Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎ
ｐｕｒｅ ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｇｒｏｕｐ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ３ ａｎｄ ７ ｄ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ＡＬＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＡＬＰ
ｓｔａｉｎｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｕｒｅ ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｇｏｏｄ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ，ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｂｅ
ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｆｉｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ；ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ；ａｄｄｉｔｉｖｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ；ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ⁃
ｔｉｏｎ

·８０４１· 安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）


