
［收稿日期］　２０１７０８０７　　　　　［接受日期］　２０１７０８２０

［作者简介］　杨接来，硕士，住院医师．Ｅｍａｉｌ：ｊｉｅｌａｉ１９９０＠１６３．ｃｏｍ

通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６４９２３４００６１７０，Ｅｍａｉｌ：１８９１８１６９０２９＠１８９．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．１２０２５／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８６３５８．２０１７．２０１７０６７５ ·论　　著·

３犇打印聚乳酸／纳米级β磷酸钙可吸收山羊颈椎融合器的生物相容性

及生物力学评价

杨接来，徐　俊，谷辉杰，殷潇凡

复旦大学附属中山医院闵行医院（闵行区中心医院）骨科，上海　２０１１００

　　［摘要］　目的：探讨３Ｄ打印聚乳酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＰＬＡ）／纳米级β磷酸钙（βＴＣＰ）可吸收颈椎融合器的生物相容性及生

物力学性能。方法：通过计算机辅助设计（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｓｓｉｓｔｅｄｄｅｓｉｇｎ，ＣＡＤ）系统和３Ｄ打印仪制备个性化山羊颈椎融合器，分析

评价其终板匹配性；通过体外细胞实验检测３Ｄ打印融合器的生物相容性；将３Ｄ打印融合器植入山羊颈椎，分析其生物力学稳

定性。结果：３Ｄ打印融合器的终板匹配性能明显高于自体髂骨、美敦力威高融合器和史赛克Ｓｏｌｉｓ融合器，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。纯ＰＬＡ材料与３Ｄ打印复合材料对细胞活力的影响差异无统计学意义。３Ｄ打印复合材料融合器左右侧屈和旋

转活动度均小于自体髂骨、美敦力威高融合器和史赛克融合器，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。３Ｄ打印复合材料前屈活动度

小于自体髂骨（犘＜０．０５），但与美敦力威高融合器、史赛克融合器差异无统计学意义；３Ｄ打印复合材料后伸活动度与对照组差

异无统计学意义。结论：３Ｄ打印ＰＬＡ／纳米级βＴＣＰ可吸收颈椎融合器具有较好的生物相容性和力学稳定性，具有良好的应

用前景。
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　　前路颈椎椎间盘切除植骨融合术已在颈椎外

科领域得到广泛应用，取得不错疗效，但存在供区

疼痛、髂骨部感觉异常等缺点［１］。为代替或部分代

替自体骨移植，早期常采用金属椎间融合器，但其

弹性模量与骨组织差异大、应力遮挡，因而促进了

其他材质融合器的研究［２］。碳纤维和聚醚醚酮
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（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｅｔｈｅｒｋｅｔｏｎｅ，ＰＥＥＫ）融合器的弹性模量

与人体接近，克服了部分金属融合器的缺点［３］。然

而，无论是金属融合器，还是碳纤维或ＰＥＥＫ融合

器均不可降解。融合器一般被置于手术难进入的

地方，因此翻修和取出比较困难。因此，寻找弹性

模量接近于人体骨、固定稳定性强且能逐步降解的

脊柱融合器成为目前研究的热点。

最常用于脊柱融合器的可降解生物材料是聚

乳酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＰＬＡ），其降解速率缓慢，与新

骨生长速率基本同步。但ＰＬＡ缺乏骨传导性，而且

ＰＬＡ在降解过程中产生的降解产物易破坏成骨环

境［４］。为了充分利用ＰＬＡ的可降解特性和其初始

稳定性、可加工性，又克服其降解产物的不良反应，

可添加一定比例的β磷酸钙（βＴＣＰ）。βＴＣＰ有良

好的降解性能、优良的骨传导性，与自体骨相比具

有类似的钙／磷比，已被用于骨修复和脊柱融合术

中［５］。在ＰＬＡ基质中加入一定比例的βＴＣＰ，不仅

可调节ＰＬＡ的降解性能，并且可缓冲ＰＬＡ产生的

酸性产物，也将其优良的骨传导性带入复合物中［６］。

本研究采用ＰＬＡ与纳米βＴＣＰ复合可降解材料制

作融合器，并使用３Ｄ打印技术实现个性化定制，初

步探讨其生物相容性，并对其生物力学特性进行初

步测定，为后续研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞培养　选用Ｃ５７ＢＬ６乳鼠源性细胞系

（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１）进行研究。ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞购于中国

科学院细胞库。细胞置于新鲜的αＭＥＭ培养液，

在３７℃、５％ＣＯ２浓度培养箱中传代培养。

１．２　ＰＬＡ／纳米βＴＣＰ复合材料的制备　参照文

献［７］，选用含２０％纳米级βＴＣＰ的方案，先将ＰＬＡ

溶于二氯甲烷中，放置于磁力搅拌器上，持续溶解

２４ｈ以上以达到充分溶解。然后加入βＴＣＰ颗粒，

再经过超声振荡和机械搅拌２４ｈ以上，达到充分混

和均匀后，置于蒸发皿中，浇筑成薄膜。将ＰＬＡ纳

米βＴＣＰ薄膜裁剪成小颗粒，置于拉丝机中，在加

热套筒的辅助加热下，将复合材料薄膜在１６０℃、

１２０ＭＰａ下熔融压拉制成直径１．８ｍｍ的线材，供

３Ｄ打印机使用。

１．３　山羊颈椎标本制备　选取３０个雌性绵羊颈椎

Ｃ２～Ｃ５段标本，绵羊平均体质量（６６．３±５．１）ｋｇ。

所有颈椎标本均在使用前经Ｘ线检查以排除异常

标本。颈椎标本Ｃ３～Ｃ４为测试节段，仔细清除肌

肉和筋膜组织，保留韧带、椎间盘和关节囊等。所

有标本－８０℃深低温冰箱保存，使用前室温下解

冻。选取颈椎Ｃ３／４间隙，用尖刀切开前纵韧带和

纤维环，髓核钳咬除髓核和纤维环，刮勺清除椎间

盘组织直达后纵韧带，终板刮刀刮除相邻椎体的椎

板直至暴露骨质。在椎间隙水平方向两侧减压达

钩椎关节，前后达前、后纵韧带，上下达相邻椎骨。

１．４　３Ｄ打印复合材料融合器的制备　获取山羊颈

椎标本的全颈椎ＣＴ（Ｓｉｅｍｅｎｓ６４排螺旋ＣＴ）连续

扫描Ｄｉｃｏｍ格式原始图像（层厚０．６ｍｍ）。将所得

ＣＴ数据导入 Ｍｉｍｉｃｓ１８．０（Ｍａｔｅｒｉａｌｉｓｅ，Ｌｅｕｖｅｎ，

Ｂｅｌｇｉｕｍ），以１８０～３０７１为阈值，用Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｉｎｇ

工具将骨组织分离出来，使用Ｒｅｇｉｏｎｇｒｏｗｉｎｇ工具

进行区域性增长，并保存为蒙板；使用ＥｄｉｔＭａｓｋｓ

工具对蒙板图像进行操作，将Ｃ１～Ｃ６节颈椎节段

完整分离，并使用不同颜色标注区分（图１Ａ），利用

Ｃａｌｃｕｌａｔｅ３Ｄ工具对Ｃ３和Ｃ４进行三维重建；使用

Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ工具对细小空洞进行填补

并平滑骨性结构表面（图１Ｂ）。选择并导出Ｃ３、Ｃ４

椎体为ＳＴＬ格式保存。

利用已经建立的Ｃ３和Ｃ４的数字模型获得颈

椎间隙的结构，通过使用 Ｒｈｉｎｏ５．０（Ｒｏｂｅｒｔ

ＭｃＮｅｅｌ＆Ａｓｓｏｃ．）可将该间隙实体化并利用该实

体通过３Ｄ打印制成完全匹配该间隙的个性化解剖

型颈椎间融合器。将１５ｍｍ×１５ｍｍ×１０ｍｍ的

椎间盘导板模型和颈椎模型导入Ｒｈｉｎｏ５．０，模拟

手术调整至合适位置（图１Ｃ），使用布尔运算中的差

集运算命令，在Ｃ３和Ｃ４模型中将融合器导板多余

的部分减去（图１Ｄ），从而使融合器导板的上下曲面

完全匹配颈椎间隙，将Ｃａｇｅ导板连同椎体做矢状

面四等份分割观察截面以验证其匹配度（图１Ｅ）。

将上下曲面已修剪完成的融合器（图１Ｆ）移出椎体，

使用柱状模块对融合器进行布尔差集运算来制作

植骨孔（图１Ｇ）。将融合器数字模型导出并保存为

ＳＴＬ格式，打印３Ｄ融合器（图１Ｈ）。

１．５　终板匹配评价　对山羊颈椎标本进行颈椎前

路椎间盘切除减压植骨融合术（ＡＣＤＦ），按分组方

案植入融合器，在Ｃ３／４间隙注入造影剂，相同条件

下再次ＣＴ薄层扫描。根据造影剂显影而融合器不

显影的特点，通过计算机软件减影处理，观察融合

器周缘与椎体相邻终板间造影剂的高度体积等数

据，评估融合器与终板的匹配程度（图２）。实验分４

组：采用自体骨组，史赛克颈椎融合器组，威高颈椎
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融合器组，３Ｄ打印ＰＬＡ／βＴＣＰ复合材料融合器

（自行设计）组。分别将不同融合器植入Ｃ３／４椎体

间隙，按上述方法进行ＣＴ扫描，评估终板匹配程度

（图２）。

图１　３犇打印融合器的设计和制作过程

　　Ａ：将Ｃ１～Ｃ６分离，用不同颜色标注；Ｂ：填补细小空洞，使椎体

表面平滑；Ｃ：导入椎间盘导板模型和颈椎模型；Ｄ：减去融合器导板

多余的部分；Ｅ：将Ｃａｇｅ导板同锥体做矢状面四等份分割，观察匹配

度；Ｆ：修剪融合器上下曲面；Ｇ：制作植骨孔；Ｈ：３Ｄ融合器

图２　用造影剂显像评估融合器与终板的匹配情况

　　植入融合器后，将造影剂注入Ｃ３／４间隙，ＣＴ显影．Ａ：冠状面；

Ｂ：横状面；Ｃ：矢状面；Ｄ：去除无效造影剂

１．６　生物相容性测试　３Ｄ打印ＰＬＡ／βＴＣＰ复合

材料生物相容性测试采用ＣＣＫ８法检测。将所制

备的ＰＬＡ／βＴＣＰ复合材料及纯的ＰＬＡ料使用３Ｄ

打印机打印成膜片状，再用剪刀剪成与２４孔板相似

大小。为保证所有材料上接种的细胞数一样，材料

均剪成为１ｃｍ×１ｃｍ正方形小块。每孔种植１×

１０５个细胞，溶解在３０μＬ的培养液中，滴加在材料

上形成滴状，防止培养基外溢，从而保证所有细胞

均在材料上，与纯塑料底的培养皿中的细胞数一

样。到培养的时间点时，将培养液吸弃，加入含有

５００μＬ的含有１０％（犞／犞）ＣＣＫ８的新鲜αＭＥＭ，

继续培养２ｈ。再将２４孔板的反应液取１００μＬ加

入到１个新的９６孔板中，利用酶标仪在４５０ｎｍ的

波长条件下进行光密度（犇）读数。每个样品取６个

平行样（狀＝６；图３）。

１．７　生物力学实验　具体实验步骤参照文献
［８］，对

山羊颈椎标本行Ｃ３／４椎间盘切除术处理，使用高

速电磨钻处理上下椎体，调整椎间隙高度为５～

６ｍｍ，植入内植物后椎间隙高度增加１～２ｍｍ。３０

具羊颈椎标本按植入物不同分为５组：完整山羊颈

椎组；自体三面皮质髂骨组（自体骨组）；美敦力威

高融合器组；史塞克Ｓｏｌｉｓ融合器组；３Ｄ打印融合器

组。为确保生物力学实验的可比性，所有融合器均

选用大小、宽度、高度相似的型号（图４）。

图３　犆犆犓８实验检测犕犆３犜３犈１细胞活性

　　１：纯ＰＬＡ材料；２：ＰＬＡ／βＴＣＰ复合材料；３：阳性对照；４：纯

ＰＬＡ材料；５：ＰＬＡ／βＴＣＰ复合材料；６：阳性对照

图４　各类融合器及植入后大体观

　　Ａ：自体骨；Ｂ：威高融合器；Ｃ：Ｓｏｌｉｓ融合器；Ｄ：３Ｄ打印融合器

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统

计。所有数据以珔狓±狊表示，各组运动范围比较采用

ＡＮＯＶＡ分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　终板匹配评估　自体骨组平均体积为（２１．３０±
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１．２１）ｍｍ３，威 高 融 合 器 组 体 积 （２９．２１±

１．０３）ｍｍ３，Ｓｏｌｉｓ融合器组平均体积（２８．４７±

１．４１）ｍｍ３，３Ｄ打印融合器组平均体积为（１７．３４±

０．８６）ｍｍ３。自体骨组优于威高融合器组和Ｓｏｌｉｓ

融合器组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；３Ｄ打印

融合器组优于自体骨组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；３Ｄ打印融合器组明显优于威高融合器组和

Ｓｏｌｉｓ融合器组（犘＜０．０１）；威高融合器组和Ｓｏｌｉｓ

融合器组间差异无统计学意义（图５）。

图５　各种材料融合器终板匹配结果

犘＜０．０５，犘＜０．０１

２．２　３Ｄ打印ＰＬＡ／βＴＣＰ复合材料的生物相容

性　结果（图６）表明：培养７ｄ内，所有样品的细胞

活性都提高。培养第１天，所有样品没有明显区别；

第４天，样品ＰＬＡ／βＴＣＰ上细胞的活性与另外两

组相似，无明显差别；第７天，培养皿底的细胞活性

明显高于另外两组，但是纯ＰＬＡ和ＰＬＡ／βＴＣＰ复

合材料的细胞活性无明显差别。结果提示，适量的

βＴＣＰ加入对成骨细胞没有明显影响，与纯ＰＬＡ

结果相似；３Ｄ打印对于上述材料的生物相容性没有

明显影响。

图６　细胞活性

２．３　生物力学检测　结果（图７）表明：在前屈活动

度方面，３Ｄ打印融合器较自体骨明显减少（犘＜

０．０５），但与威高融合器、Ｓｏｌｉｓ融合器差异均无统计

学意义；后伸活动度方面，３Ｄ打印融合器与自体骨、

其他融合器差异均无统计学意义；左侧弯活动度方

面，３Ｄ打印融合器较自体骨、威高融合器、Ｓｏｌｉｓ融

合器均明显减少（犘＜０．０５）；右侧弯活动度方面，３Ｄ

打印融合器较自体骨、威高融合器、Ｓｏｌｉｓ融合器均

明显减少（犘＜０．０５）；左旋活动度方面，３Ｄ打印融

合器较自体骨、威高融合器、Ｓｏｌｉｓ融合器均明显减

少（犘＜０．０５）；右旋活动度方面，３Ｄ打印融合器较

自体骨、威高融合器、Ｓｏｌｉｓ融合器均明显减少（犘＜

０．０５）。

图７　各类融合器的生物力学测试结果

　　犘＜０．０５与自体骨相比；△犘＜０．０５与威高融合器相比；▲犘＜

０．０５与Ｓｏｌｉｓ融合器相比

３　讨　论

目前，颈椎病的发病率越来越高，主要原因包

括异常应力、骨质增生、椎间盘突出、韧带增厚等，

结果导致颈椎脊髓、神经根或椎动脉受压，从而出

现一系列功能障碍［９］。为了解决中重度颈椎病的脊

髓、神经根受压问题，必要的局部减压和融合器选

择尤为重要。在脊柱融合术中，最主要的融合方式

是使用椎间融合器［１０］。

传统融合器在给临床治疗带来益处的同时，其

固有的缺陷也促使研究人员对其提出了更高的要

求。理想的融合器：刚度与骨接近；可透视观察骨

愈合情况；随时间推移及新生骨生长而吸收，最后

完全被自体骨替代［１１］。这一理念促进了对可吸收

融合器的研究。但是，可吸收材料有自身的缺点和

不足：首先，其强度通常低于金属和非吸收高分子

聚合物融合器；其次，降解后产生的碎屑也会造成

炎症反应甚至骨溶解［１２］。对于任何可降解物而言，

降解产物的局部浓度取决于其产生速率和吸收速

率。相对缓慢的降解速率可以使融合器在新骨生

长期间保持必要的机械强度直至最终融合，但同时
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产生刺激组织反应的降解产物。此外，可吸收植入

物周围良好的血管化也很重要，可提高降解产物的

吸收速率，从而减少降解产物在局部组织中的

残留［１３］。

虽然生物可吸收聚合物用于整形外科已有３０

余年，可最近才开始应用于脊柱外科［１４］。ＰＬＡ作

为颈椎融合器材料的优势在于：其可以在维持一定

范围的理化特性内被加工生产，从而根据不同需要

生产出相应的产品。但ＰＬＡ的降解产物乳酸可使

局部组织ｐＨ值降低，进而影响细胞正常的活性和

功能，导致细胞形态改变甚至死亡［１５］。有研究表

明，ｐＨ值７．２对成骨细胞生长适宜
［１６］。加入一定

量的βＴＣＰ既能提高ＰＬＡ的骨传导特性，又减轻

了其降解产物导致的酸性环境。但是，两种不同材

料的加工融合过程以及３Ｄ打印过程，包括加热、设

计植入及应用环境，都会影响其最终特性。即使是

相同组成和相对分子质量的聚合物也会有不同的

特征。

有研究［１７］发现，含５０％βＴＣＰ的复合材料与

纯βＴＣＰ材料的骨传导性无明显差异，表明当β

ＴＣＰ含量达到一定比例时，可与纯βＴＣＰ具有基本

相同的骨传导特性。该实验仅制得微米级βＴＣＰ

且其复合材料孔隙率较低。另有研究［７］表明，纳米

级βＴＣＰ的骨传导性明显优于微米级βＴＣＰ，并且

βＴＣＰ含量的多少也会影响支架的骨传导性，而含

有２０％～３０％和５０％纳米级βＴＣＰ支架的骨传导

性差异无统计学意义。本研究通过反复试制不同

比例材料的打印精度，以及结合体外实验结果，选

用含２０％纳米级βＴＣＰ的ＰＬＡ复合材料为打印材

料，获得了良好的加工测试结果。

椎间融合器的形状和大小对脊椎融合效率、手

术时间都有重要的影响。不合适的融合器会明显

延长外科手术时间及增加手术难度，而融合器过大

或过小都会影响脊柱椎间融合的稳定性，从而增加

相应的并发症［１８］。终板匹配分析结果显示：相对于

自体骨、威高融合器和Ｓｏｌｉｓ融合器，３Ｄ打印融合器

匹配程度最佳。体外生物力学实验进一步验证了

３Ｄ打印融合器的稳定性明显优于传统融合器。一

种新的生物材料要应用于人体，其生物相容性须先

经过生物学的评价，体外细胞毒性实验是生物相容

性评价的重要部分［１９］。本研究通过ＣＣＫ８法检

测，结果显示，ＰＬＡ／βＴＣＰ复合材料具有良好的细

胞相容性。

尽管３Ｄ打印技术目前在生物医学领域被广泛

应用，但在脊柱方面却鲜有报道［２０］。Ｓｅｒｒａ等
［２１］第

１次将３Ｄ打印技术应用于腰椎椎间融合器的研究

中，为制定个性化脊椎融合器提供了新的思路。本

研究利用３Ｄ技术研制可吸收性颈椎融合器，在该

领域目前还尚未见报道，具有一定的创新性。但本

研究只是初步探讨，对于３Ｄ打印融合器长期稳定

性缺乏动物实验。因此，３Ｄ打印融合器的空间结构

和外形对其生物相容性的影响需要进一步研究。

综上所述，３Ｄ打印ＰＬＡ／纳米级βＴＣＰ可吸收

颈椎融合器具有较好的生物兼容性和机械稳定性，

为研制新型颈椎融合器提供了新的选择，具有良好

的临床应用前景。
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