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摘  要: 旨在评价 α 半水硫酸钙复合功能化多壁碳纳米管骨修复材料的生物相容性，为后期临床实验奠定基

础。分别采用兔 L929 成纤维细胞与材料浸提液以及材料片剂与兔骨髓基质干细胞复合培养，在不同时段运用

倒置显微镜观察，MTT 检测，扫描电子显微镜分析等手段，观察材料对细胞的相容性；进行急性、亚急性毒

性实验，肌肉植入实验，骨植入实验等，观察材料对组织的相容性。结果表明，L929 成纤维细胞在材料浸提

液中生长良好，MTT 检测与对照组无显著差异 (P＞0.05)；扫描电子显微镜结果显示，细胞能在材料上黏附并

增殖；体内实验表明材料对机体无毒，无致敏性，组织相容性佳。α 半水硫酸钙/碳纳米管复合材料表现出的

良好生物相容性，有望在骨组织工程中得到广泛运用。 
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Biocompatibility of α-calcium sulfate hemihydrate  
(CSH)/multi-walled carbon nanotube (MWCNT)  
composites for bone reconstruction application 
Yi Lou1, Zongyou Pan1, Ruikai Wu1, Enxing Xue1, Libo Jiang1, Guangyong Yang1, Yang Zhou1,  
Jianli Liu2, Qing Huang2, and Huazi Xu1 

1 The Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical College, Wenzhou 325000, Zhejiang, China 
2 Ningbo Institute of Material Technology and Engineering, Chinese Academy of Sciences, Ningbo 315201, Zhejiang, China 

Abstract:  We examined the biocompatibility and the safety of α-calcium sulfate hemihydrate (CSH)/multi-walled carbon 
nanotube (MWCNT) composites for bone reconstruction application. The biocompatibility of the CSH/MWCNT composites was 
evaluated by the measures which taking L929 fibroblast cells cultured in the extracted liquid of the composite soaking solution 
and putting bone marrow stromal cells planted on the composite pellets in vitro, respectively. The cell proliferation was evaluated 
by MTT test and further observed using an inverted optical microscope and a scanning electric microscope. The toxicity of the 
composites was evaluated by acute and subacute systemic toxicity test. Long-term muscle and bone implantation in vivo tests 
were also conducted. L929 fibroblast cells grew well in the extracted liquid, as well as bone marrow stromal cells that could 
adhere on the surface of sample pellets and proliferated rapidly. MTT test showed that there were no significant differences 
between the experimental and control groups (P>0.05). In vivo test manifested that the composites were no toxicity, no irritation to 
skin and good for bone defect reconstruction. It was proved that α-calcium sulfate hemihydrate (CSH)/multi-walled carbon 
nanotube (MWCNT) composites exhibited excellent biocompatibility for the potential application in bone tissue engineering. 

Keywords:  α calcium sulfate hemihydrate, multi-walled carbon nanotubes, biocompatibility, bone reconstruction materials 

α 半水硫酸钙作为骨修复材料具有以下优

点：1) 良好的生物相容性及可降解性[1-2]；2) 稳

定的钙离子释放速度；3) 骨缺损区作为空隙的

填充物，形成微酸环境，利于血管和成骨细胞的

长入[3]。然而其抗压性能差，无弹性，在修复缺

损时有一种填砖式效果，而且骨组织在其上生长

属于二维生长模式，不能很好地促进其生长。碳

纳米管[4-5]是一种新型的支架材料，其三维的空

间结构、巨大的比表面积有利于成骨细胞多方向

长入；互联的多孔网状结构为营养物质与代谢废

物的交换提供了通道；低密度、高强度，高弹性

模量的特性，使其作为复合材料的添加剂，能使

材料的强度发生数量级改变。将 α 半水硫酸钙与

碳纳米管结合，制备出复合材料，使两者优势互

补，从而更好地满足临床需要。目前我院与中国

科学院已共同研制出 α 半水硫酸钙/碳纳米管复

合材料，但其生物相容性尚待论证。本实验通过

体外细胞培养和体内动物实验的方法，参照国内

外生物材料相容性评价的标准[6-8]，对该复合材

料进行相应的论证，探讨该骨修复支架材料的可

行性，为后续实验奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  所需材料和主要仪器 
α 半水硫酸钙/碳管复合材料及其浸提液，复

合材料混悬液 (复合材料与生理盐水质量配比
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浓度 4 wt ％和 20 wt ％)，日本大耳白，SD 大

鼠 (温州医学院动物中心提供)；CO2 培养箱 (美

国 FS)，胎牛血清 (杭州四季青生物工程材料研

究所)，DMEM 高糖培养液 (Hyclone 公司，美国)，

MTT、DMSO、细胞培养瓶、培养板 (Sigma 公

司，美国)，倒置相差显微镜 (Olympus，日本)，

扫描电子显微镜 (PhilipsXL-20，荷兰) 等。 

1.1.1  复合支架材料的制备及其结构特点 

多壁碳纳米管 (深圳纳米港有限公司) 首先

经过硝酸回流热处理，处理温度为 120 ℃，处理

时间为 4 h。处理后的碳纳米管经去离子水洗涤

后用表面活性剂进行功能化，使之表面带负电荷

基团。然后将一定配比的功能化多壁碳纳米管和

氢氧化钙溶液混合，滴加硫酸缓慢生成二水硫酸

钙，产物过滤干燥后得复合粉体；向复合粉体中

加入适量转晶剂并进行水浴反应，反应完全后过

滤、干燥，得到最终的 α 半水硫酸钙复合碳纳米

管粉体；最后将复合粉体进行水合并压片，制备

出φ15 mm×3 mm 尺寸大小片剂 (图 1)，其中 α

半水硫酸钙与碳纳米管的质量比为 20:1。复合材

料经扫描电子显微镜观察 (图 1)，可见碳纳米管

均匀分布于半水硫酸钙晶体之间，形成三维贯通

结构，孔径约 5~10 μm，孔隙率达 50％以上，微

孔之间通过碳纳米管相连；对比碳纳米管、α 半

水硫酸钙和复合材料的 X 射线衍射图 (图 1)，证

实最终产物为 α 半水硫酸钙/碳纳米管复合材料。

生物力学测试表明，其抗压强度大于 5 MPa，符

合人工骨的力学要求。 

1.1.2  浸提液的制备 

在超净工作台上将消毒后的复合材料颗粒 

(约φ15 mm×3 mm) 置入无菌容器中，按一定比

例加入 DMEM 培养液 (含 10％胎牛血清，l％青

链霉素，10 nmol/L 地塞米松，50 mg/L 维生素

C) 于 37 ℃环境下放置 3 d；将液体置于无菌离

心管中离心，取其上清液，得 α 半水硫酸钙/碳

纳米管复合材料浸提液[9]。 

1.2  方法 
1.2.1  倒置显微镜观察 

取第 3 代 L929 成纤维细胞，0.25％胰蛋白

酶消化后，调整细胞浓度至 5×105/mL，将其接

种于 6 孔板中，置于 CO2 培养箱中，待细胞贴壁

后每孔加入 3 mL 复合材料浸提液，每 3 天换液 1

次，于 2、4、6 d 观察细胞生长状况和形态结构。 

 

图 1  复合材料成品的显微结构以及碳管、半水硫酸

钙和复合材料的 XRD 图 
Fig. 1  The microscopic structure of composite 
material, and the chart for the MWCNT, α-CSH and 
α-CSH/MWCNT composites under XRD. 
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1.2.2  细胞增殖实验 

采用第 3 代 L929 成纤维细胞，0.25％胰蛋

白酶消化后，调整细胞浓度至 5×104/mL，分别

将细胞悬液加入至 3 块 96 孔板中 (第 3、6、9、

12 列孔除外)，每孔 100 μL，放入 CO2 培养箱中

培养 24 h，使细胞贴壁。向第 1、4、7、10 列孔

中加入复合材料的浸提液 100 μL，作为实验组；

向第 2、5、8、11 列孔中加入 DMEM 液 100 μL

作为对照组；向第 3、6、9、12 列孔中加入

200 μL DMEM 液，作为空白组；放入 CO2 培养

箱中继续培养，并于 1、3、5、7 d 进行 MTT

法[7]检测 (空白组调零)。采用 SPSS 13.0 软件，

将同一时间组间吸光度值进行 t 检验。计算细胞

相对增殖率 (RGR)。计算公式：RGR：(实验组 x

／对照组 x ) ×100％，根据 6 级毒性评分标准，

转换成毒性级。 

1.2.3  扫描电子显微镜观察 

将 一 定 数 量 的 兔 骨 髓 基 质 干 细 胞 接 种 于

φ15 mm×3 mm 的复合材料片剂上，分别共同培

养 1、3、5 d 后取材，经 PBS 冲洗后，用 2％戊

二醛固定、锇酸染色、梯度乙醇 (70％、80％、

90％、100％) 脱水、真空干燥、喷金，在温州

医学院电子显微镜室 PhilipsXL-20 型扫描电子显

微镜上进行观察并摄像。 

1.2.4  毒性实验 

取 30 只 SD 大鼠 (雌雄各半)，随机分成 2

组。第 1 组中 10 只大鼠进行腹腔注射 4wt％材料

混悬液 2 mL，另 10 只腹腔注射 20wt％混悬液

2 mL，此为实验组。第 2 组中 10 只大鼠腹腔均

注射生理盐水 2 mL，设为对照组，分别在给药

前后 2 周测其体重和进行血常规，血生化检验并

取其心、肝、脾、肺、肾作病理切片。 

1.2.5  致敏试验 

将复合材料放入一定量生理盐水中，配成悬

浊液，3 000 r/min 离心 10 min，取其上清液；取

日本大耳白 2 只 (体重 2~3 kg/只)，脊柱两侧剪

毛，在左侧用上清液皮内注射 10 个位点，右侧

对称处注射生理盐水 10 个位点，每点 0.5 mL；

注射后 24 h、48 h 和 72 h 观察局部皮肤情况。 

1.2.6  肌肉植入实验 

取 SD 大鼠 5 只 (约 200 g/只)，10％水合氯

醛腹腔麻醉后，在椎旁两侧切开，暴露两侧椎间

肌，植入消毒后的复合材料 0.5 g，缝合。术后观

察 SD 大鼠情况，并于术后 1 月处死，作病理切

片，观察炎症情况。 

1.2.7  骨植入实验 

取日本大耳白 5 只 (2~3 kg/只)，术前左前肢

备皮，用 10％水合氯醛腹腔麻醉后，暴露桡骨中

段，剥离骨膜，保护神经和血管，在桡骨远端 3 cm

处将线锯由一侧穿过桡骨骨间膜至对侧，做

1.5 cm 骨缺损后植入复合材料人工骨，术后不进

行内外固定，术后 4、8、12 周，作病理切片，

观察骨生长及炎症情况。 

2  结果 

2.1  倒置显微镜观察 
L929 成纤维细胞在复合材料浸提液中培养

2、4、6 d 结果如图 2 所示。细胞接种 24 h 后完

全贴壁，形态良好，呈梭形，胞核较大，在培

养瓶中分布均匀，可见少量漂浮死细胞；第 2

天，细胞开始增殖，第 4~6 天细胞增殖明显增

快，呈簇集生长，集落逐渐融合成片，为平行

排列或旋涡状，生长旺盛，与对照组相比，未

见明显差别。 
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图 2  L929 成纤维细胞在浸提液中 2、4、6 天的生长状况 
Fig. 2  L929 fibroblast cell grew in the extracted liquid of composite materials for 2, 4, 6 days, respectively. 

 
2.2  细胞增殖实验 

第 1、3、5、7 天细胞 MTT 检测，结果如表

1 所示。 

检测结果显示，实验组光吸收度 (OD 值) 随

着时间的延长而升高，与对照组相比未见明显差异 

(P＞0.05)，表明两组间细胞增殖能力趋向一致。 

2.3  扫描电子显微镜观察 
由图 3 可见，第 1 天，有少量骨髓基质干细

胞在复合材料上贴壁生长，细胞形态良好，伸展

成圆形，伸出伪足粘附于材料表面；第 3 天，细

胞有增多的趋势，并在材料上呈三维生长模式；

第 5 天，细胞数量明显增多并排列紧密，可见相

邻细胞间的絮状分泌外基质，细胞牢牢贴附于材

料表面与孔隙中，形态无明显差别。 

2.4  毒性实验 
术后 2 周，实验动物情况良好，未出现食

欲不振、活动度下降的现象；受试大鼠呼吸平

稳，无惊厥、腹泻、体重下降等现象，实验组

血常规与血生化正常，详见表 2~3。实验组大鼠

高低剂量注射未见死亡现象；实验组与对照组

各项指标无明显差异 (P＞0.05)。将心肝脾肺肾

作切片染色 (图 4)，发现组织细胞形态良好，

无充血、水肿、变性、坏死等现象，组织内未

见巨噬细胞、中性粒等炎症细胞聚集，复合材

料未在组织内沉积。 

2.5  致敏实验 
实验组与对照组注射位点皮肤在 24 h、48 h、

72 h 观察，均未发现红肿、溃烂、渗液等情况。 

表 1  实验组与对照组不同时段 MTT 检测数据 ( ±x s ) 
Table 1  MTT test for experimental and control groups ( ±x s ) 

Time (d) Experimental group Control group Cell relative growth rate (%) Toxicity 

1 0.311±0.031 0.322±0.023 96.6 1 grade 

3 0.547±0.050 0.565±0.080 96.8 1 grade 

5 0.733±0.050 0.761±0.120 96.3 1 grade 

7 0.992±0.058 1.010±0.114 98.2 1 grade 
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图 3  骨髓基质干细胞在复合材料上 1、3、5 天的生长情况 
Fig. 3  The bone marrow stromal cells had grown on the surface of composite materials for 1, 3, 5 days, respectively. 

 
表 2  材料对大鼠血象的影响 ( ±x s ) 
Table 2  The rats' hemogram were effected by composite materials for two weeks after surgey ( ±x s ) 

Group n Hemoglobin (g/L) White blood cell (/mm3) Red blood cell (×1012/L) 

1 10 140.2±22.10 9700.2±2250.26 360.2±158.40 

2 10 136.1±20.30 9820.3±2258.76 362.1±166.70 

3 10 132.4±20.10 9789.3±2321.47 365.5±162.40 

1# >0.05 >0.05 >0.05 
P value 

2# >0.05 >0.05 >0.05 

The concentration of solution for group1 is 4 wt% and group 2 is 20 wt%; group 3 is normal saline. The P value of 
group 1# is Group 1 compared with group 3; the P value of group 2 # is group 2 compared with group 3. 
 

表 3  材料对大鼠肝肾功能的影响 ( ±x s ) 
Table 3  The rats' hepatic and renal function were effected by composite materials for two weeks after surgey 
( ±x s ) 

Group n Blood urea nitrogen (μmol/L) Total protein (g/L) Alanine transaminase (U/L) 

1 10 74.5±2.12 56.01±0.48 5.90±0.46 

2 10 72.0±2.41 55.78±0.35 5.99±0.76 

3 10 73.0±2.01 55.73±0.62 5.95±0.58 

1# >0.05 >0.05 >0.05 
P value 

2# >0.05 >0.05 >0.05 

The concentration of solution for group1is 4wt% and group 2 is 20wt%; group3 is normal saline. The P value of group 
1# is group1 compared with group 3; the P value of group 2 # is group 2 compared with group 3. 
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图 4  术后 2 周大鼠心肝脾肺肾 (左至右) HE 染色 
Fig. 4  The HE stain chart for heart, liver, spleen, lung and kidney (from left to right) of rats for 2 weeks after surgey.  

 

2.6  肌肉植入实验 
术后动物活动良好，生命体征平稳，创口

未发现红肿感染等现象。术后 1 月病理切片 (图

5)，未发现植入处有炎症细胞浸润，肌肉组织结

构正常。 

2.7  骨植入实验 

实验动物创口愈合良好，未见感染及窦道形

成；术后 4 周病理切片未见淋巴细胞、中性粒细

胞聚集，偶见少量巨噬细胞；术后 8 周骨缺损区

有骨盐沉积，在髓腔区域有纤细的骨小梁形成，

骨密度增加；术后 12 周，成骨细胞生长活跃，

可见少量中性粒细胞和巨噬细胞，骨缺损区变得

不明显，有大量骨痂形成，材料与新生骨组织呈

融合状态 (图 6)。 
 

 

图 5  肌肉组织与材料生物相容性良好 
Fig. 5  The composite materials is of good 
biocompatibility with muscle tissue. 

 

图 6  术后 4、8、12 周骨缺损修复情况 
Fig. 6  The status of bone reconstruction for 4,8,12 weeks, respectively after surgery. 
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3  讨论 

理想的植骨材料应具备以下特点：良好的生

物相容性；具有骨传导性基质或支架能够允许细

胞长入；来源广泛；结构完整；具有一定的力学

强度。目前临床上的骨修复材料均达不到上述要

求，原因在于：自体骨虽为骨修复材料的“金标

准”但其来源有限，增加手术创伤和时间，易出

现感染等并发症；异体骨虽来源广泛但抗原性

强；天然以及合成高分子材料、无机材料机械耐

受性差，降解不稳定；这些情况致使单一材料制

备的组织工程支架的性能不能达到更高的应用

要求，因此，复合支架的研究成为热点。 

硫酸钙作为骨修复材料已达百年之久[10-11]，

体外复合细胞培养实验证实[12-13]，其可促使成骨

细胞贴壁，增殖旺盛，破骨细胞可吞噬吸收材料。

组织学观察发现[14]成骨细胞聚集在植入的硫酸

钙周围，产生类骨质，但其降解速度过快，缺损

区易出现“真空带”，会被纤维组织填充，不利于

骨缺损愈合。Hing 等[15]认为，造成半水硫酸钙

降解快的原因有：局部没有促进骨盐沉积，无骨

传导活性的支架存在；早期骨沉积不稳；局部降

解的颗粒浓度升高，进而激发炎症反应。而碳纳

米管强大的吸附能力及韧性[16]，正好可以弥补半

水硫酸钙的不足。此外，碳纳米管特殊的结构效

应[17-19]，如表面界面效应；独特的物理化学性质，

如较低的密度；使其作为支架材料，在骨缺损修

复方面表现出潜在的应用价值。α 半水硫酸钙复

合功能化多壁碳纳米管骨修复材料理论上不仅能

够在骨缺损修复时提供足够、持久的钙离子浓度，

缓解降解速度；其良好的骨传导活性[4]、优异的

力学性能[5]以及三维的多孔空间结构能够更好地

促进骨缺损修复。 

由于生物医学材料植入人体后可能引起免

疫应答或排异现象，其质量的优劣直接关系到病

人的健康，因此对其生物相容性检测至关重要。 

目前常用的检验方法为体外细胞培养与体

内植入实验。体外细胞培养能够直接观察材料对

细胞生长的影响，具有灵敏度高、重复性好等优

点；体内植入实验可以观察材料植入部位周围组

织的病理变化以及对机体整体的影响[20]。本研究

通过体外细胞培养发现，细胞在材料的浸提液中

生长良好，并且增殖旺盛，说明此复合材料与细

胞具有良好的相容性；通过电子显微镜观察进一

步证实，随着时间的延长，在材料上的细胞逐渐

增多、铺展并有相互融合和向材料内部延伸与贯

穿的趋势，说明材料能够促进细胞黏附，爬行与

分化；材料三维的支架结构，为细胞的增殖提供

更大的空间。毒性实验和致敏实验，证明此复合

材料对机体无毒，无皮肤致敏性。肌肉组织切片

表明，材料植入早期，虽有少量炎症细胞浸润，

但随后炎症指数逐渐回落，其炎症变化属于一过

性，符合术后正常应激反应规律；材料逐渐降解

并被周围肌组织所替代，证明材料具有组织亲和

性和可降解性。骨组织切片证实，材料植入骨缺

损后 2 周即有软骨样细胞和组织形成，成骨细胞

聚集在材料周围，但没有见到异物巨细胞反应、

肉芽肿或其他炎症细胞；术后 4 周成骨细胞系增

殖分化，骨岛和骨小梁形成，材料与骨组织开始

融合；术后 8 周，骨陷窝与骨组织形态趋于成熟；

术后 12 周，骨缺损明显缩小，骨盐沉积速度加

快，材料的降解速度与新生骨的形成速度相匹

配，形成的新生骨质量与植入自体髂骨接近。 

综上所述，α 半水硫酸钙复合多壁碳纳米管
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骨修复材料具有优异的生物相容性，但其对人体

的疗效如何还有待于进一步研究。 
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