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!!"摘要#!目的!探讨$.磷酸三钙"$.E_T%复合改良型富血小板纤维蛋白"D.T<P%对兔成骨细胞增殖和分
化的影响&方法!选取新西兰乳兔取颅顶骨制备成骨细胞!成年雄性新西兰大白兔取耳中央动脉血制备兔D.
T<P&实验分为0组#D.T<P"D.T<P组%'$.E_T"$.E_T组%及$.E_TiD.T<P复合物"复合组%分别与成骨细
胞共培养!空白组无材料仅培养成骨细胞&扫描电镜观察成骨细胞在不同材料上的形态结构!黏附'生长及增
殖情况$细胞计数试剂盒/"__V./%定量分析0组成骨细胞增殖情况$@aS=D检测%型胶原蛋白"_"5.%%'碱性
磷酸酶"DaT%和骨钙素"W_̀ %分泌情况$茜素红染色检测矿化结节的形成情况&结果!成骨细胞与材料复合
培养后!电镜下见细胞在$.E_T表面和内部空隙中!以及D.T<P材料表面生长增殖&__V./结果显示!$.E_T
组培养前;!!细胞生长增殖受到抑制!其余'组细胞未见明显异常$随培养时间延长细胞增殖明显!培养过程
中复合组和D.T<P组细胞数量明显高于$.E_T组"!$%&%;%&成骨相关蛋白检测结果显示#_"5.%'DaT和

W_̀ 的分泌均随时间延长而增加!同一时间点_"5.%'DaT'W_̀ 分泌量$.E_T组最高!复合组和D.T<P组
次之!空白组最低"!$%&%;%&培养0周后检测矿化结节!复合组生成最多!$.E_T组和D.T<P组次之!空白组
最低"!$%&%;%&结论!$.E_T和D.T<P复合物对成骨细胞增殖具有明显促进作用!且能有效促进其成骨相
关蛋白分泌和矿化结节的沉积!具有良好的体外成骨效应!是理想的骨移植材料&
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!!$.磷酸三钙#$.3:#7B57#9L42"+42B38%$.E_T$属于
陶瓷磷酸钙类人工骨材料%具有良好的骨传导性能和
生物降解性能%还具有一定的骨诱导性'$.'()改良型
富血小板纤维蛋白#B!JB,78!45B38583.:#72G#H:#,%D.
T<P$来源于自体血液%包含较多白细胞*骨祖细胞*
血小板和细胞因子%具有良好的骨诱导性'0(%能有效
促进软硬组织的创伤愈合和修复重建';.)(%并通过促
进血管形成来刺激骨缺损愈合'-./()上述两种材料联
合应用%不仅可以弥补传统骨支架材料骨诱导性能欠
佳的问题%而且在满足骨替代材料支架作用的同时%
可以增加材料的骨诱导和成骨性能&此外%还可以避
免异体骨和异种骨导致的疾病传播和伦理风险%有望
成为理想的骨移植材料)本研究旨在探讨$.E_T和

D.T<P复合材料对成骨细胞的影响%为后期研究提供
基础)

>!材料与方法

>&>!材料

>&>&>!实验动物

!!健康成年雄性新西兰大白兔)只%'月龄%体重
#1;%%];%%$K%清洁级&新西兰乳兔同胎0只%出生

102内%体重1%"1;K%清洁级%均购于成都达硕生物
科技有限公司)实验操作遵循.关于善待动物的指导
性意见/)

>&>&?!主要仪器与试剂

!!$.E_T#上海贝奥路生物材料有限公司$%D.T<P
工具盒#法国 #̀78公司$%D.T<P真空塑料管#德国

X:8#,8:H#".",8公司$%细胞计数试剂盒/#__V./%日
本株式会社同仁化学研究所$%兔%型胶原蛋白#7"5.
5BK8,.%%_"5.%$*兔碱性磷酸酶#B56B5#,842"+42B.
3B+8%DaT$*兔骨钙素#"+38"7B57#,%W_̀ $@aS=D试剂
盒#上海桥杜生物科技有限公司$%茜素红染剂#北京

索莱宝科技有限公司$&扫描电子显微镜#日本 ?#3B.
72#公司$%电子分析天平#德国=B:3":#9+公司$%倒置
相差显微镜#日本 W5IL49+公司$%酶联免疫检测仪
#美国 E28L":公司$%低速离心机#美国 8̂76LB,
_"9538:公司$)

>&?!方法

>&?&>!兔成骨细胞的制取

!!取新西兰乳兔#出生$102$0只%颈椎脱臼法快
速处死后%浸泡于-;[乙醇内$%L#,%移至无菌培养
皿内%于无菌操作台分离取出兔颅顶骨%采用组织块
贴壁培养法联合改良二次酶消化法'((的复合培养方

法培养%经传代培养取对数生长期的第'代细胞#T'$
备用)

>&?&?!$.E_T的预备

!!将包装完整的无菌$.E_T颗粒#直径$%&$LL$
和$.E_T圆片#直径)LL%高度1LL$去包装后%分
别缓慢浸没于完全培养基中%轻柔震荡%进行湿润处
理%102后取出%见材料完全浸没并沉淀于培养皿底
部)移液管轻轻吸取多余培养基%加入磷酸盐缓冲液
#T̂ =$冲洗'次后%最后一次吸干液体%收集剩余湿润

$.E_T材料%备用)

>&?&@!兔D.T<P的制备

!!取成年雄性新西兰大白兔)只%称重后固定制
动%聚维酮碘消毒%使用D.T<P专用离心管YB798338
#D.T<P不抗凝真空玻璃涂层塑料管$快速采集兔耳
中央动脉血0管%每管约$%La)迅速将 D.T<P离
心管放入离心机内%配平后1%%%:"L#,离心10L#,%
取出室温下静置;L#,)弃上清液%轻柔剥离下部红
细胞层后%获得中间 D.T<P凝胶层%并于 D.T<P专
用工具盒内压制成约$&%LL厚的膜%制备成大小约

$&%LLj$&%LL的碎屑%备用)另将 D.T<P压制
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成约1LL厚的膜%并修剪为直径约)LL 的膜片%
备用)

>&?&A!材料复合

!!将上述完成制备的$.E_T颗粒"圆片和兔 D.
T<P碎屑以$\$的质量比进行混合'$%(%备用)

>&?&D!实验分组

!!实验分为0组%包括无材料对照组#空白组$和'
个实验组)实验组分别为$.E_T组#$.E_T颗粒"圆
片$*D.T<P组#D.T<P碎屑"膜片$及复合组#$.E_T
颗粒"圆片iD.T<P碎屑$%将预先制备的材料移至孔
板内%要求'个实验组材料重量一致)每组设置'个
副孔%依次加入T'细胞%共培养)

>&?&E!扫描电镜观察细胞形态和黏附

!!取湿润$.E_T圆片和D.T<P膜片%分别行扫描
电镜检测%以观察$.E_T和 D.T<P样品的表面形貌
及纳微结构特征)分别在各实验组材料与细胞共培
养第$*'*;天同一时间点取出培养板中$.E_T圆片
和D.T<P膜片%进行扫描电镜检测)操作时注意正
反面%贴近培养板底部为反面%远离培养板底部为正
面%正面为检测面)

>&?&F!__V./检测细胞增殖

!!取10孔板%按照上述实验分组将各实验组材料
均匀覆盖于孔板底部%材料与细胞共培养#空白组不
放置任何材料%纯细胞培养$%第$*'*;*-*(*$0天分
别取上清液加入__V./试剂检测细胞增殖情况%测
得0;%,L处吸光度'$#0;%$(值)实验重复'次)

>&?&G!@aS=D检测成骨相关蛋白分泌

!!同$&1&-材料与细胞共培养#空白组不放置任何
材料%纯细胞培养$%采用@aS=D试剂盒于第1*0*/
天分别检测各组细胞_"5.%*DaT的分泌量%第$1*

$0*$)*$/天检测各组细胞 W_̀ 的分泌量)实验重
复'次)

>&?&H!茜素红染色及矿化结节定量分析

!!取10孔板%预先在孔板内放置无菌玻片%同

$&1&-材料与细胞共培养#空白组不放置任何材料%纯
细胞培养$%每组'个副孔%同时0组分别加设空白材
料对照#即不接种任何细胞$%消除材料导致的干扰因
素)材料与细胞共培养%第0周时镜下各组均见无定
形物质形成%即矿化结节%取出玻片经茜素红染色后%
各组矿化结节呈形态不一的橘红色结节状)采用

$%[十六烷基氯化吡啶溶解着色矿化结节染料%测得

;-%,L处吸光度'$#;-%$(值%定量分析矿化结节生成
情况)

>&@!统计学处理

!!实验数据采用X:B42TB!T:#+L)&%软件进行分
析%计量资料以I];表示%多组间比较采用单因素方
差分析%组间两两比较采用a=>.2检验%以!$%&%;
为差异有统计学意义)

?!结!!果

?&>!扫描电镜观察细胞形态和黏附

!!$.E_T和实验制得D.T<P样品的表面形貌及纳
微结构特征见图$)D.T<P圆片*$.E_T圆片及复合
物#$.E_T圆片和D.T<P碎屑复合$分别与成骨细胞
共培养102后%扫描电镜检测可见少量细胞在材料表
面及孔隙中黏附%伸出多个长短不一的包浆突起紧紧
黏附在材料表面及孔隙内%细胞形态为不规则多边
形&培养第'天时%细胞形态变大%细胞继续伸展%伸
出更多伪足并相互连接%与材料黏附更加紧密&培养
第;天%细胞数目继续扩增%细胞边缘伸出较多突起*
伪足%并向四周伸展与相邻细胞间突起伪足相互连
接%融合成片%横跨材料孔隙%细胞及细胞分泌的细胞
外基质覆盖材料表面)0组观察结果显示%兔成骨细
胞在$.E_T与 D.T<P材料表面及多孔$.E_T内部
孔隙内黏附*生长*增殖%形态多样)随时间延长%材
料上细胞数量增加%并大量分泌细胞外基质%细胞与
基质逐渐融合成片状%覆盖支架材料表面)单位观察
视野内复合组与 D.T<P组细胞数目较多%其中复合
组增殖最明显%$.E_T组细胞数目相对较少%见图1)

!!D!D.T<P&̂!$.E_T)

图$!!D.T<P和$.E_T样品的扫描电镜图$$%%%j&

//)' 重庆医学1%1'年$1月第;1卷第10期



?&?!__V./检测细胞增殖

!!细胞增殖曲线图显示!除$.E_T组%其余'组细
胞培养第$";天%细胞数量呈对数增长&培养第;天
开始%细胞增殖速度略微减慢&培养第$%天后生长逐
渐进入平台期)$.E_T组在培养的前;天%细胞增殖

稍受抑制%培养;!后进入快速增殖期%见图'D)统
计分析结果显示!同一时间点复合组和 D.T<P组细
胞数量明显高于$.E_T组#!$%&%;$%且复合组最
高%见图'̂ )

!!D"_!分别为D.T<P组细胞培养第$*'*;天&>"P!分别为$.E_T组细胞培养第$*'*;天&X"S!分别复合组细胞培养第$*'*;天)

图1!!成骨细胞在材料上黏附增殖的扫描电镜图$$%%%j&

!!D!细胞增殖曲线图&̂!细胞增殖柱状图&B!!$%&%;%与空白组比较&H!!$%&%;)

图'!!__V./法检测各组成骨细胞增殖情况

?&@!@aS=D检测成骨相关蛋白分泌量

!!各组成骨细胞内_"5.%*DaT*W_̀ 分泌量随着

培养时间延长而逐渐增多)统计分析结果显示!各组
成骨细胞同一时间点 _"5.%*DaT*W_̀ 分泌量

$.E_T组最高%复合组和D.T<P组次之%空白组最低
#!$%&%;$%见图0)

?&A!茜素红染色

!!材料与细胞共培养0周后%镜下各组均见无定形
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物质形成%即矿化结节%经茜素红染色后%各组矿化结
节呈形态不一的橘红色结节状%复合组生成结节最

多%$.E_T组和 D.T<P组次之%空白组最少#!$
%&%;$%见图;)

!!D!_"5.%分泌量的统计分析柱状图&̂!DaT分泌量的统计分析柱状图&_!W_̀ 分泌量的统计分析柱状图&B!!$%&%;%与空白组比较&H!!$

%&%;)

图0!!成骨细胞与材料共培养后各组_"5.%'DaT'W_̀ 分泌情况

!!D!茜素红染色后肉眼观#左上顺时针依次为空白组*D.T<P组*$.E_T组和复合组$&̂!茜素红染色镜下观#0%j%左上顺时针依次为空白组*

D.T<P组*$.E_T组和复合组$&_!矿化结节的统计分析柱状图&B!!$%&%;%与空白组比较&H!!$%&%;)

图;!!成骨细胞与材料共培养0周后茜素红染色

@!讨!!论

!!骨移植材料在临床上用以恢复骨缺损空间%促进
缺损区恢复良好的骨量和较高的骨密度)理想的骨
移植材料应具备以下0个重要性质!生物相容性*良
好的机械性能*生物可吸收性和三维高孔隙率结
构'$$()$.E_T属于目前研究较多的人工骨替代材料%
具有良好的骨引导作用和一定的骨诱导性能)但是
由于$.E_T降解速度过快%与成骨速度不相匹配%常
常需要与其他材料相结合%本实验中$.E_T与自体来
源*新鲜制备的D.T<P材料复合%不存在任何疾病传
播*免疫原性和致畸致癌风险%复合后用骨水泥的方
式进行骨缺损注射填充%引导和诱导骨组织再生%是
一种安全有效的骨缺损再生方法)

骨移植材料的作用本质为刺激周围骨相关细胞

在材料表面定植增殖和分化成骨%移植材料的化学成
分*晶体结构和表面形态是调节细胞黏附生长*增殖
分化*钙盐沉积和新骨形成的关键'$1.$'()磷酸钙材料
在接触培养溶液后释放出钙离子%使得材料表面带有
正电的d83B电势增加'$0.$;(%吸引带负电荷的纤维连接

蛋白 #G#H:",873#,%P̀ $结合%进而促进整合素附
着'$).$-()整合素是一种跨膜受体%能与特定的细胞基
质蛋白组分%如%型胶原蛋白和 P̀ 等结合形成细胞

黏附位点%从而介导细胞黏附'$/(%增加材料表面对成
骨的增殖和分化作用'$(.1%()除了磷酸钙材料表面蛋
白吸附作用%材料周围渗透压和4?值的变化也是影
响细胞生物特性的重要因素)细胞培养环境在一定
范围内适当碱化%能促进体外细胞黏附和生长%增强
成骨细胞分化和成骨功能'1$()然而%随着材料溶解增
加%培养环境中渗透压和4? 值过高时%细胞运动明
显减少%甚至产生完全不可逆的运动抑制%从而导致
细胞凋亡'11()而D.T<P来自身血液%对成骨细胞具
有较好的亲和性%培养过程中缓慢释放生长因子*细
胞因子等成分'1'(%具有诱导成骨细胞*促进成骨细胞
的趋化和增强有丝分裂的作用%进而促进骨细胞的增
殖和合成活性%调节骨折愈合和缺损重塑'10()

本实验中%成骨细胞分别与$.E_T*D.T<P及二
者的复合材料进行共培养%在细胞共培养早期主要由
整合素介导进行细胞黏附%特异性基质蛋白成分主要
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来源于培养基%$.E_T的d83B电位作用与D.T<P的
蛋白亲和性使得各组之间蛋白定植情况基本相似'1;(%
细胞的黏附也无明显差异%细胞形态符合正常成骨细
胞形态结构%细胞生物相容性良好)

随着培养时间延长%因$.E_T材料析出钙磷离子
增加%材料周围渗透压和4? 值升高%细胞培养环境
的适当碱化能一定程度上促进体外细胞黏附和生长%
增强成骨细胞分化和成骨功能)然而%当$.E_T材料
继续溶解时%过多的溶解产物会导致培养环境渗透压
和4?值进一步增加%当培养环境中渗透压和4? 值
过高时%细胞不能适应这种培养条件%细胞运动和增
殖明显减少&而 D.T<P能持续释放生长因子等活性
成分%促进糖酵解和细胞增殖'1)(%因此D.T<P组细胞
增殖呈现稳步快速上升%且见细胞外基质的形成和堆
积)复合组各含一半质量的$.E_T和 D.T<P%结合
两种材料的优势%避免高渗透压和4? 值%细胞增殖
效应大于单一材料组%因此观察到成骨细胞的快速增
殖且分泌功能旺盛)此外%随着培养时间延长%培养
基的更换%渗透压升高抑制钙离子析出%成骨细胞释
放酸性代谢物质%培养基的渗透压和4? 值得到改
善%因此观察到$.E_T组在经历培养初期细胞生长增
殖抑制后%开始快速增殖%但是相对于其他'个组%$.
E_T组细胞增殖仍然较慢)在整个增殖过程中%复合
组细胞增殖最明显%D.T<P组次之%这与细胞黏附实
验结果一致)

$.E_T材料具有较粗糙的多孔材料表面%钙离子
的析出使得培养基适当碱化%可促进细胞糖酵解%促
进胶原蛋白合成%DaT活性增加%也可促进后期钙沉
积和矿化结节生成'$;()D.T<P内存在的生长因子对
成骨细胞的增殖分化作用并不是单一促进作用%具有
双向多效性%能促进DaT等蛋白分泌%也可抑制成骨
细胞终末分化%即矿化结节的形成')()但 D.T<P的
生长因子释放主要集中在细胞培养前$%!%而钙结节
的沉积主要在细胞培养'周后'/(%所以其最终对钙结
节沉积没有明显的抑制作用)复合培养组中$.E_T
含量减少%相关蛋白分泌稍有减弱%但由于加入了 D.
T<P%在细胞培养后期降解产物酸化培养基时可促进

$.E_T的钙离子释放%从而促进钙沉积和矿化结节
形成)

综上所述%$.E_T联合 D.T<P材料复合组综合
了两种材料的优势%能有效促进兔成骨细胞的增殖*
成骨相关蛋白及矿化结节的形成%有望成为一种良好
的骨替代材料)
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