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摘 要 用原位合成纳米羟基磷灰石的方法制备多孔纳米羟基磷灰石a壳聚糖复合支架；在支架上接种 *J "="LS9 细胞，瑞氏

染色检测细胞形态，*== 法检测其增殖情况；在诱导培养基中培养 "#3 后，碱性磷酸酶染色比较其分化水平；定量检测细胞的

碱性磷酸酶活性；/=LEJ/ 检测成骨相关基因的表达情况。实验结果表明：*J "="LS9 细胞在纳米级羟基磷灰石a壳聚糖复合支

架上粘附铺展良好，其增殖率显著高于培养于纯壳聚糖支架上的细胞。碱性磷酸酶染色表明复合支架上的细胞有较高水平

的碱性磷酸酶表达。进一步定量检测细胞的碱性磷酸酶活性，结果说明在复合支架上细胞比纯壳聚糖支架上培养的细胞碱

性磷酸酶活性提高了约 Q 倍。此外，骨分化相关特征基因骨桥蛋白 XE) 在复合支架上培养的细胞中的表达水平也明显高于

纯壳聚糖上培养的细胞。分化成熟标志基因骨钙素 XJ 在复合支架上培养的细胞中有表达，但是纯壳聚糖支架上培养的细胞

中却未检测到。支架中纳米羟基磷灰石的加入不仅提高了前成骨细胞在复合支架上的增殖，而且还促进了它的分化。纳米

羟基磷灰石a壳聚糖复合支架表现出良好的生物相容性和生物活性，是极具前景的骨组织工程支架材料。
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羟基磷灰石是骨中无机物的主要组成成分，由

于其良好的生物相容性和骨传导性，成为骨组织工

程中的常用生物活性材料［>］。但是因为脆性大等原

因，限制了它的应用，将其与聚合物的复合是解决方

法之一。壳聚糖是由甲壳类动物提取的几丁质部分

脱乙酰的产物，由于其良好的生物相容性和降解性

能，成为在组织工程研究中被广泛应用的一种天然

多糖［G H I］。赵峰［J］等研究了羟基磷灰石，明胶和壳

聚糖的物理混合法制备复合支架，并取得了良好的

效果。胡巧玲［D］等用原位复合的方法制备羟基磷灰

石K壳聚糖的实心复合棒材，可以用作骨钉。本文报

道了纳米羟基磷灰石与壳聚糖的复合多孔支架的原

位制备方法，并检测了在复合支架上类成骨细胞的

增殖和分化，评估了纳米羟基磷灰石的加入对支架

生物相容性的影响。

) 材料与方法

) *) 实验材料

壳聚糖，脱乙酰度为 L< : MN（O;2 检测），平均

粘度 分 子 量 为 > : J P >QI，购 自 青 岛 海 生 公 司。

9(（OR<）G和（OST）GS6RT 等分析纯无机试剂均购自

北京化工厂。!5;=; 培养基购自 U+?&$，胎牛血清购

自兰州民海生物公司，32AV$! 试剂及 235692 试剂盒

购自 A.#+*)$-". 公司，碱性磷酸酶染色试剂盒购自中

国医科院血液研究所，碱性磷酸酶检测试剂盒购自

中生北控公司。W9F 试剂盒购自 E+-8( 公司。引物

由上海生工公司合成。

) *+ 实验方法

) *+ *) 支架的制备及表征［<］：搅拌下向 GN壳聚糖

乙酸溶液中依次滴加等量的 Q : > 8$!KX 9(（OR<）G 溶

液和 Q :QI 8$!KX（OST）GS6RT 溶液，使 9(：6 Y >Q：I。

充分混匀后，脱气，注入模具中。 H GQZ冷冻过夜，

冻干机中冻干后取出，浸入 >QNO(RS 溶液中 TD ’，

蒸馏水洗涤至中性，再冻干得复合支架。纯壳聚糖

支架则由壳聚糖溶液同样条件下冻干后脱酸得到。

用刀片切开材料，暴露内部结构，喷金后，扫描电镜

观察支架的微观形态。

) *+ * + 细胞培养：前成骨细胞系 ;9<3<5=> 细胞，

常用于骨组织工程支架的生物相容性评价［L］。在含

>QN胎牛血清的!5;=; 培养基中，置于 <JZ，MN
9RG 的培养箱中培养。隔天换新鲜培养液，待长至

汇合后，用 Q[GMN胰酶消化，用含血清的培养基中

止并制备细胞悬液。以 G P >QI个K8X 的细胞密度分

别接种至纯壳聚糖和复合支架上培养用作细胞增殖

实验，每块支架上接种 GQQ"X。另外，以 I P >QI 个K
8X 的细胞浓度分别接种于纯壳聚糖和复合物多孔

支架中，用含 MQ"-K8X 抗坏血酸，>Q 88$!KX#5甘油

磷酸钠，>QN胎牛血清的诱导培养基诱导培养 <Q 1
后检测分化。

),+,- 细胞形态检测：接种在支架上的细胞培养 <1
后，用瑞氏染液染 GQ8+.，6WE 洗去非特异性染色，拍

照。

),+,. ;33 检 测 细 胞 增 殖：接 种 到 支 架 上 的

;9<3<5=> 细胞培养 J1 后，弃去培养基，每孔加入

>8X 无血清培养基和 >QQ"X M8-K8X 的 ;33 溶液，

<JZ温育 T’。弃上清，加入 GMQ"X 溶于 Q[Q>8$!KX
S9! 的 >QN E\E 溶 液，<JZ 温 育 I’。 取 上 清 于

MJQ.8 下检测吸光度。

),+,/ 碱性磷酸酶染色：已接种细胞用作分化检测

的复合支架和纯壳聚糖支架各取三个样品，按照试

剂盒说明书操作，原位染色，拍照。

),+,0 碱性磷酸酶活性测定：已接种细胞用于分化

检测的每种支架各取三个平行样品，加入细胞裂解

液，反复冻融裂解细胞，取细胞裂解液按照试剂盒说

<IG孔丽君等：;9 <3<5=> 细胞在纳米羟基磷灰石K壳聚糖复合支架上的增殖和分化



明书测定碱性磷酸酶活性。!"# 法检测总蛋白浓

度，计算单位质量总蛋白中的碱磷酶活性。

!"#"$ $%&’"$ 检测基因表达：%$()*+ 试剂提取总

$,#，以看家基因 -#’./ 作为基准，$%&’"$ 半定量

检测基因表达情况，所用引物见表 0。

表 ! 半定量 %&’()% 中所用引物

&*+,- ! (./0-.1 21-3 /4 1-0/’52*46/6*6/7- %&’()%
1$,# ’23142 546748945 ’"$ :2*;79< 53)4（=:）

>"
?4854

#8<3&54854
@A&-%""%""%--%%"#%%%"%%%---%##"&BA
@A&"#"%#""%%#%%-"""%""%-"%%--#" &BA

CDE

>’,
?4854

#8<3&54854
@A&""##"--""-#--%-#%#-&BA
@A&"#--"%--"%%%--##"%%-&BA

BBB

-#’./
?4854

#8<3&54854
@A&-""#"""#-##-#"%-%--#%&BA
@A&%--%""#---%%%"%%#"%""&BA EFF

!"#"8 统计方法：定量数据以均数 G 标准差表示，

组间两两比较采用 ! 检验的方法。定性数据使用

!
C 检验。

图 0 支架孔壁表面微观形貌
H3IJ0 K392*59*:39 1*2:L*+*I39 31MI45 *N 59MNN*+;5，

*23I38M+ 1MI83N39M<3*8 0OOOO P
（M）9L3<*5M8 59MNN*+;5 M8;（=）9*1:*53<4 59MNN*+;5J

# 实验结果

# 9! 材料的表征

制得的两种支架均为多孔海绵状，扫描电镜观

察其孔壁表面微观结构（图 0）可见：壳聚糖支架的

表面光滑，而复合支架的表面则均匀分布着大小为

FO Q 0OO81 的羟基磷灰石颗粒［B］。

# 9# 细胞形态

光镜下湿态的支架呈现半透明的效果，可清晰

地看到上面胞浆染成蓝色，胞核染成蓝紫色的细胞。

生长在纯壳聚糖支架上的细胞分散分布，且多数为

球形，未完全铺展。而生长在复合支架上的细胞聚

集成片，为多角形或纺锤形，铺展良好（图 C）。

图 C 培养 B; 后支架上细胞形态
H3IJC K*2:L*+*IR *N 94++5 97+<724; *8 59MNN*+;5 N*2 B;

（S23IL<’5 5<M38），0OO P
（M）94++5 *8 9L3<*5M8 59MNN*+;5；（=）94++5 *8 9*1:*53<4 59MNN*+;5J

# 9: 细胞增殖

同样的接种条件下，培养 F; 后，在纳米羟基磷

灰石T壳聚糖复合支架上的细胞增殖情况显著优于

纯壳聚糖支架（图 B）。

# 9; 细胞分化

# 9; 9 ! 碱性磷酸酶染色：诱导培养基中培养 BO;
后，两种支架的代表图片见图 E。纯壳聚糖支架上

的细胞多数呈粉红色，少数细胞胞浆中有深蓝色沉

淀。复合支架上的细胞胞浆中多数有较多深蓝色沉

淀，甚至遮住胞核。两种支架各随机选取不同部位

的照片观察比较细胞的阳性细胞数，结果表明，复合

支架上细胞的碱性磷酸酶阳性水平明显高于纯壳聚

糖支架上细胞的碱性磷酸酶水平。

# 9; 9 # 碱性磷酸酶活性检测：进一步定量检测，复

合支架上所培养的细胞与纯壳聚糖支架培养上的细

胞相比，碱磷酶活性提高了约 U 倍（图 @）。

EVC "#$%&’& ()*+%,- ). /$)!&0#%)-)12 生物工程学报 COOF，W*+XCB，,*XC



图 ! 细胞在支架上培养的 "## 实验结果

$%&’! "## ())(* +, -.//) &0+12 +2 -3%4+)(2
(25 -+67+)%4. )-(,,+/5)

83%4+)(2：-.//) &0+12 +2 -3%4+)(2；8+67+)%4.：-.//) &0+12 -+67+)%4.
)-(,,+/5)’ 9(4( 0.70.).24 43. 6.(2 : ;9 ,+0 430.. )(67/.)’ ! ! < =>=?
-+67(0.5 1%43 -.//) &0+12 +2 7@0. -3%4+)(2 )-(,,+/5)’

图 A 两种支架上培养的细胞碱性磷酸酶染色的代表图片

$%&’A B.70.).24(4%C. %6(&.) +, (/D(/%2. 73+)73(4().
)4(%2 +, -.//) &0+12 +2 -3%4+)(2 (25 -+67+)%4. )-(,,+/5’

(：-3%4+)(2 )-(,,+/5)；E：-+67+)%4. )-(,,+/5)’ F2 43. -.//) &0+12 +2
-+67+)%4. )-(,,+/5) 5(0D E/@. 70+5@-4) +, (/D(/%2. 73+)73(4(). 2.(0/* ,%//.5
43. -*4+7/()4 (25 .C.2 -+C.0.5 43. (0.( +, -.// 2@-/.@)’ F2 43. -.//) &0+12
+2 -3%4+)(2 )-(,,+/5) /%44/. 5(0D E/@. 1() +E).0C.5 (25 43. 0.5 -.// 2@-/.@)
1() )4%// -/.(0 ’

! "# "$ 半定量 B#GH8B 检测基因表达：成骨分化特

异性 基 因：骨 桥 蛋 白（+)4.+7+24%2，IHJ）和 骨 钙 素

（+)4.+-(/-%2，I8）在复合支架及壳聚糖支架上的细

胞中的表达情况见图 K，在看家基因 LMH9N 表达水

图 ? 两种支架上培养细胞的碱性磷酸酶活性

$%&’? M/D(/%2. 73+)73(4(). (-4%C%4%.) +, -.//)
&0+12 +2 -3%4+)(2 (25 -+67+)%4. )-(,,+/5)

83%：-.//) &0+12 +2 -3%4+)(2；-+6：-.//) &0+12 -+67+)%4. )-(,,+/5)’ 9(4(
0.70.).24 43. 6.(2 : ;9 ,+0 430.. )(67/.)’ ! ! < =>=? -+67(0.5 1%43
-.//) &0+12 +2 7@0. -3%4+)(2 )-(,,+/5)’

平基本一致的情况下，IHJ 在两种支架上的细胞中

均有表达，但是复合支架上的细胞的 IHJ 表达水平

显著高于纯壳聚糖支架上培养的细胞。而 I8 基

因，则只在复合支架上培养的细胞中检测到表达，纯

壳聚糖支架上的细胞则未检测到明显表达。

$ 讨论

羟基磷灰石是骨的重要组成部分，具有很高的

生物活性和良好的骨传导性，常常用于骨组织工程

中。但是单独使用时又存在一些问题，如脆性大，不

易塑型等。壳聚糖是来源于甲壳类动物的天然多

糖，生物相容性好，容易成型，生物可降解，降解产物

为无毒的氨基葡萄糖，广泛应用于医学中如术后防

粘连膜，药物控释载体等的研究［O=，OO］以及软骨、骨、

皮肤及神经等组织工程研究［OP］中。但单独应用于

骨组织工程支架时又缺乏成骨生物活性，所以将此

二者复合制备成支架能够综合二者的优点而避开它

们的缺点。为了得到更均一结构的支架，本实验室

采用化学湿法合成纳米级羟基磷灰石，并将其原位

复合于壳聚糖支架中［!］。羟基磷灰石制备体系均匀

分散于支架中，羟基磷灰石前体在 INQ 的作用下原

位生成磷酸钙盐，经过陈化后转化为羟基磷灰石，从

而能够均匀分布于同时成型的壳聚糖基多孔支架的

孔壁上。

纯壳聚糖支架和复合支架浸泡在溶液中，光镜

下为半透明状态，所以可以在细胞染色后，光镜检查

细胞形态。结果表明，在复合支架上细胞铺展更完

全，呈纺锤形和多角形，而在单纯壳聚糖支架上的细

胞则呈圆形，说明暴露在孔壁表面的羟基磷灰石颗粒

增强了细胞的贴附与铺展。细胞的贴附是增殖的前
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图 ! 诱导后细胞的基因表达情况检测（"#$%&"）
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提条件，进一步对细胞的增殖进行了 E## 检测，结果

表明，在同样的接种条件下，培养 F? 后，在复合支架

上的细胞数量显著高于纯壳聚糖支架上的细胞数量。

上述结果说明，羟基磷灰石的加入在细胞形态和细胞

增殖两方面显示了其对支架生物相容性的提高。

在前成骨细胞分化的研究中，一般将 GH%，骨钙

素（I&）和骨桥蛋白（I%J）作为成骨细胞鉴定和功能

状态的评价指标。GH% 由成骨细胞分化时分泌，其

功能主要是在碱性条件下（/9FK! L MKM）水解多种磷

酸酯，使局部无机磷浓度升高，促进磷酸钙沉淀，同

时水解破坏焦磷酸、G#% 等生理性晶体生长抑制剂

而启动和延续钙化过程［NO］。I%J 是一种分泌型糖

基化的磷蛋白，在骨分化的早期开始表达，矿化启动

后大量合成，能够调节羟基磷灰石晶体的生长，是成

骨细胞分化的早期标志。其基因序列中含有 "+8
的细胞典型粘附序列，能结合于细胞和骨组织的羟

基磷灰石表面起桥梁作用，并在矿化启动后可调控

矿化晶体大小和形状。而 I& 是由骨形成细胞分泌

的一种特异性非胶原蛋白，有着类似骨代谢调节激

素的作用。其表达水平的增高是骨代谢细胞分化成

熟，处于功能状态的标志［NP］。

本实验中，复合支架上细胞的碱性磷酸酶活性

显著高于纯壳聚糖支架上细胞的碱性磷酸酶活性。

并且，在壳聚糖支架上的细胞只有 I%J 的表达，而

没有 I& 的表达，在复合支架上的细胞两种基因都

有表达，其中 I%J 基因的表达水平远远高于壳聚糖

支架上的细胞，说明壳聚糖支架上的细胞正处于骨

分化的早期，而培养于复合支架上的细胞的分化水

平则更高，分化更加成熟。复合支架中羟基磷灰石

的加入在加速了 E&O#O$;N 细胞增殖的同时，也加

速了其分化的进程，促进了 E& O#O$;N 细胞向成骨

细胞的分化。

组织工程支架的生物相容性主要取决于其材料

组成和表面结构，羟基磷灰石作为骨的主要无机成

分，不仅生物相容性高，同时还具有骨传导性等骨生

物活性，在植入人体后能与原骨形成生理结合［NQ］。

临床已经证明，羟基磷灰石粉体可以用于骨缺损部

位做填充材料［NQ］。但是其机械性能和塑型性的低

下限制了它的应用。而壳聚糖塑型性良好，易于做

成所需形状，并具备可以通过温度等条件来控制的

多孔结构以适合组织工程的需要。本文正是扬长避

短，将二者的结合，综合了两者的优点而制备出骨组

织工程支架。暴露于孔壁上的纳米羟基磷灰石不仅

仅促进了细胞的粘附和增殖，而且从其基因表达情

况来看，与壳聚糖支架相比，复合支架上的细胞表达

了标志分化更加成熟的标志基因，说明纳米羟基磷

灰石的加入还加速了 E&O#O$;N 细胞向成骨细胞分

化的进程，体现了其优良的骨生物活性。究其原因，

大致是因为在复合支架中，羟基磷灰石能够与细胞

直接接触而使得其生物活性得到了充分地发挥，所

以复合支架表现出了优异的活性，促进了细胞的增

殖和分化。

! 结论

复合支架中纳米羟基磷灰石的加入提高了支架

的生物相容性，增强细胞增殖的同时，还促进了支架

上细胞的成骨分化，是骨组织工程中的极具研究开

发前景的一种支架材料。
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