
新型骨基质材料细胞相容性的形态学研究  

    理想的骨基质材料的选择和研制是骨组织工程学研究领域中的重要内容。由于目前单纯生物类材料、无

机陶瓷类材料和有机聚合物类材料均不能满足要求，研制复合类新型材料便成为组织工程学研究的紧迫而重要

的任务[1]。基于此，我们和天津南开大学高分子研究所共同开发研制出一种新型骨基质材料(new bone-

matrix material，NBM)，该材料将有机成分和无机成分通过合适的方法进行交联，取长补短，模拟天然骨

基质组成成分和大体形态，制作成一种有机-无机多孔复合类材料。本实验观察NBM与骨髓基质干细胞(bone 

marrow stromal cell, BMSC)体外复合培养时细胞生长情况，对该材料的体外细胞相容性作了初步检测，为

该材料的进一步改良提供相关实验依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  主要仪器和材料 

    相差显微镜(Nikon)；扫描电镜(日立S 550型)；RPMI 1640(Gibco)；新生牛血清(杭州四季青生物制品

公司)；胰蛋白酶(天象人生物制品公司)；地塞米松(Sigma)；维生素 C(Sigma)；β-甘油磷酸钠(Sigma)；24

孔培养板(Corning)；NBM(天津南开大学高分子研究所)；BGC(中国科学院成都光电研究所)。 

    1.2  细胞培养 

    按我科以往建立的兔BMSC培养方法进行细胞培养和鉴定[2]。取4~8周龄健康新西兰大白兔，双侧股部剪

毛、常规消毒后，使用 16号骨穿针自股骨大转子部穿入股骨骨髓腔，20 ml注射器抽吸双侧股骨骨髓共3 

ml，混入1640完全培养基(含100 U/ml青、链霉素，50 μg/ml 维生素C ，20%新生牛血清)10 ml，经4号针

头反复抽吸，制成单细胞悬液，用3%白细胞稀释液计细胞数，以3×106/ml细胞数接种入50 ml培养瓶中，每
瓶中加入3.5 ml培养基，置于37 ℃、5% CO

2
孵箱中，5 d后半量换液(1640完全培养基)，以后2~3 d全量换

液1次。待细胞汇合成单层后，用0.25%胰蛋白酶消化，计数，1×105/ml接种于培养皿中，进行传代培养。传

代培养使用条件培养基(为完全培养基加入1×10-8 mol/L 地塞米松、50 μg/ml维生素C 、10 nmol/L β-甘

油磷酸钠)。 

    1.3  生物材料制备和处理 

    NBM是将Ⅰ型胶原、明胶、壳聚糖、海藻酸钠等天然高分子材料和b-磷酸三钙、磷酸氢二钙、羟基磷灰石

等无机成分按一定比例混合，加入一定量制孔剂和甲醛在30~50 ℃进行交联，真空干燥而制得。NBM大体形态

为多孔块状，孔隙大小不一，孔隙率较高，材料干态时较硬，浸泡后膨胀，孔隙变大，其大体形态见图1。本

实验将NBM切割成4 mm×4 mm×2 mm大小长方形块状物，三蒸水清洗、烘干，高温高压灭菌后完全培养基浸泡

3 d，备用。 
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    图1 新型骨基质材料的大体结构(×0.5) 
    Fig.1 Macrostructure of the new bone-matrix material (×0.5) 

    The material processes a porous foam-like structure,  resembling cancellous bone

    1.4  细胞接种 

    将传至第3代的细胞以1.5×104/孔密度接种于24孔培养板，每孔加4 mm×4 mm×2 mm NBM材料1块，再
加入培养基1 ml，于37 ℃、5% CO

2
及饱和湿度条件下复合培养，一定时间后取出用于观察及检测。 

    1.5  相差显微镜观察 

    逐日使用相差显微镜观察细胞生长及与生物材料附着情况。 

    1.6  扫描电镜观察 

    分别于培养第2、4、6、8、10天将培养孔内生物材料取出，2%戊二醛固定，系列丙酮脱水，乙酸异戊酯

置换，临界点干燥，表面喷金，上机观察。 

    

2  结果 

    2.1  细胞培养 

    通过我科以往建立的方法培养的BMSC呈贴壁生长，多为梭形或多角形，不出现接触抑制现象，呈多层重

叠生长；电镜下可见细胞形成胶原纤维并有钙盐沉积；并能表现出较强的碱性磷酸酶活性。我们培养的BMSC

脱离了原有的骨骼环境，在体外仍有成骨表现，为确定性骨祖细胞，具有明确的成骨能力[2]。 

    2.2  相差显微镜观察 

    NBM复合细胞培养时，2~4 d培养期内细胞增殖不明显，材料近周细胞量少，远周细胞量较多。6~8 d细

胞明显增多，并逐渐向材料移行，部分细胞直接贴附于材料边缘。14 d以后细胞连接成片，填充材料周边及

凹陷，并分泌基质，材料边缘部分区域还可见细胞层叠成团，形成细胞钙化灶，中央细胞钙化坏死。细胞形态

多为梭形及多角形(图2)。 



    图2  NBM与BMSC复合培养第8天的相差显微镜观察 (×40 ) 
    Fig.2  Phase-contrast microscopic observation of bone marrow stromal cells cultured 

with the new bone-matrix material on day 8(×40) 
    The cells have grown in close contact with the material

    2.3  扫描电镜观察 

    2.3.1  单纯材料扫描电镜结果   扫描电镜下NBM表面较粗糙，呈粗颗粒状，孔隙较多，大小不一，孔

隙间多有交通(图3)。 

    图3  扫描电镜下NBM 的多孔泡沫样结构 (×40) 
    Fig.3  The porous foam-like structure of the new material under scanning electron 

microscope(×40) 

    2.3.2  NBM复合BMSC体外培养扫描电镜结果   NBM与BMSC复合培养早期，细胞散在材料孔隙内或表面，

呈梭型，细胞间无连接。培养10~12 d以后细胞增多，在孔口周围连成一圈，细胞间有大量胶原纤维丝连接，

部分细胞跨越孔隙，呈长梭型。孔隙内也可见成团的细胞长入，多呈梭型，被细胞外基质包围(图4)。 



    图4 NBM与BMSC复合培养第14天的扫描电镜像 (×300) 
    Fig.4  The observation of BMSC cultured with NBM on day 14 under scanning electron 

microscope (×300) 
    The cells well proliferate around or in the aperture of the material, secrecting large 

guantities of extracellular matrix

    

3  讨论 

    骨组织工程研究不仅需要取材简便、成骨能力强的种子细胞，更需要适宜的人工细胞外基质(即细胞载

体)材料。由于骨组织的特殊生理结构和力学性能，对骨组织工程细胞外基质材料有特殊要求。理想的细胞外

基质材料要求[3][4][5]：(1)有良好的生物相容性：骨基质材料要利于种子细胞粘附、增殖，降解产物对细

胞无毒害作用，不引起炎症反应，甚至利于细胞生长和分化；(2)有良好的生物降解性：基质材料在完成支架

作用后应能降解，降解率应与组织细胞生长率相适应，降解时间应能根据组织生长特性作人为调控；(3)具有

三维立体多孔结构：基质材料可加工成三维立体结构，孔隙率最好达90%以上，具有高的面积体积比，以提供

宽大的表面积和空间，利于细胞粘附生长、细胞外基质沉积、营养和氧气进入、代谢产物排出，也有利于血管

和神经长入；(4)可塑性和一定的机械强度：基质材料具有良好的可塑性，可预先制作成一定形状，并具有一

定的机械强度，为新生组织提供支撑，并保持一定时间直至新生组织具有自身生物力学特性；(5)良好的材

料-细胞界面：材料应能提供良好的细胞界面，利于细胞粘附、增殖，更重要的是能激活细胞特异基因表达，

维持细胞正常表型表达。 

    而现有生物材料均不能满足骨组织工程理想细胞外基质材料的要求[6]。生物类材料主要包括同种异体骨

和异种骨，两者都存在免疫原性问题，且还存在机械强度不足和降解过快等缺点。生物陶瓷类材料以HA、

TCP、BGC和HA/TCP[7]为代表，是骨组织工程中常用的细胞外基质材料，具有良好的成骨能力，但存在脆性

大、降解慢等缺陷，影响新生骨替代进程和骨组织后期改建。天然聚合物包括胶原[8]、纤维蛋白[9]、壳聚

糖[10]和藻酸盐[11]等，组织相容性好，但也存在许多缺点，如大规模生产的限制、不同批号制成品的差

异、材料本身因素控制的困难(如机械强度、降解速度等)。合成聚合物以聚乳酸(PLA)、聚羟乙酸(PGA)、聚

羟乙酸-乳酸( PLGA)[12]为代表，这类材料在组成成分、大体形态、微结构、机械性能和降解速度等方面可

进行一定的预先调控，但其最大的缺陷是缺乏细胞识别信号(如某些氨基酸序列等)，与组织细胞难以有生物

特异性相互作用。目前，学者们通过各种增强细胞粘附的方法改善合成聚合物材料与细胞的相互作用，取得了

初步成功[13]。 

    针对单纯一类材料的各自局限性，我们研制出一种新型骨基质材料(NBM)，将有机成分和无机成分通过合



适的方法进行交联，取长补短，模拟天然骨基质组成成分和大体形态，制作成为一种有机-无机多孔复合类材

料，材料的大体以及扫描电镜图象显示，NBM具有多孔隙、孔隙大小不一，表面呈粗颗粒状等特点，类似于人

骨松质结构，基本符合理想基质材料的结构要求。 

    本实验采用NBM与BMSC体外复合培养的方法，通过形态学观察，结果发现BMSC可以在NBM的表面良好附

着，随着换液和培养时间的延长，BMSC在其上伸展、繁殖，分泌胶原纤维与钙盐结晶等细胞外基质，同时可

以附着于材料的孔隙周边或深入材料孔隙内生长，材料表面还可见细胞钙化灶。因此我们认为新研制的复合材

料NBM的细胞相容性问题基本解决，对细胞生长和功能表达未见明显抑制作用。 

    同时我们也注意到了NBM可能有残存化学物质毒性的不足之处，这或许是造成复合培养早期材料近周细胞

量相对于远周少的原因。NBM目前虽不能完全满足理想骨组织工程基质材料的要求，但大体结构令人满意，生

物相容性问题基本解决。它的研制本身是一个很好的开端，对其进行完善将是一个不断改进的过程，这需要组

织工程研究人员和材料学家们加强合作，共同努力。 
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