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改性纳米羟基磷灰石/PLGA材料同骨髓基质干细胞复合后相关 
生物学评价*
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Relative biological evaluation of hydroxyapatite nanocrystals surface-grafted with L-lactic acid 
oligomer/poly(lactide-co-glycolde) cultured with bone marrow mesenchymal stem cells 

Tan Yu-ying1, Zhang Duo1, Li Yu-xin2, Sun Ying2, Xu Yang3, Li Chun1, Jin Hong-juan1, Shao Ying1 

Abstract 
BACKGROUND: The hydroxyapatite nanocrystals surface-grafted with L-lactic acid oligomer/poly (lactide-co-glycolde) 
(PLGA/g-HA) composite material is preferable to good stability and favorable mechanical property. As scaffold cultured with bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMSCs). 
OBJECTIVE: To study the bioactivity and biocompatibility of BMSCs cultured with PLGA/g-HA composite material in vitro. 
METHODS: Third passage BMSCs of rabbits were cultured in PLGA/g-HA extract at different concentrations (10%, 30%, 50% 
and 80%), and cell proliferation was detected by MTT method. Meanwhile, the cell adhesion and morphology were observed with 
scanning electron microscopy. 
RESULTS AND CONCLUSION: There was no significant difference between 10% group and negative group at 1 and 3 days 
after culture. The cytotoxic grade was Grade 1 in all the four concentrations. BMSCs could stretch pseudopodium gradually and 
adherent on the surface of PLGA/g-HA firmly. The results indicated that: ①BMSCs could proliferate in PLGA/g-HA leaching liquor. 
②BMSCs have a good state on the surface of PLGA/g-HA. And we can apply the scaffold to bone defect repair, because of its 
good biocompatibility and cellular adhesion. 
 
Tan YY, Zhang D, Li YX, Sun Y, Xu Y, Li C, Jin HJ, Shao Y. Relative biological evaluation of hydroxyapatite nanocrystals 
surface-grafted with L-lactic acid oligomer/poly(lactide-co-glycolde) cultured with bone marrow mesenchymal stem cells. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(25):4619-4622.          
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：改性纳米羟基磷灰石/聚乙交酯-丙交酯复合材料(L-lactic acid oligomer/Poly(lactide-co-glycolde)，PLGA/g-HA)因具
有良好的稳定性及机械性能，目前备受关注。 
目的：观察骨髓基质干细胞和改性PLGA/g-HA体外复合后的细胞活性及生物相容性。 
方法：原代培养兔骨髓基质干细胞，传代培养至第3代，MTT比色法检测在不同浓度PLGA/g-HA浸提液(10%、30%、50%、
80%)中骨髓基质干细胞的增殖情况，以及骨髓基质干细胞在PLGA/g-HA表面的黏附性及其细胞形态。 
结果与结论：于培养后1，3 d测得在不同浓度浸提液下骨髓基质干细胞的A值，10%浸提液组和对照组相比无显著性差异，
4种浓度浸提液的细胞毒性均为1级；扫描电镜观察到骨髓基质干细胞在PLGA/g-HA表面逐渐伸展，形成伪足，最终牢固锚
定在材料表面。提示在PLGA/g-HA的浸提液中骨髓基质干细胞能够发生增殖，对细胞无毒性。骨髓基质干细胞可以黏附在
PLGA/g-HA表面且形态正常，生长状态良好，证明PLGA/g-HA具有良好的相容性和黏附性，可作为修复骨缺损的复合组织
工程骨。 
关键词：羟基磷灰石；PLGA；骨髓基质干细胞；组织工程支架；生物活性；生物相容性 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.25.015 
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0  引言 
 

聚乙交酯-丙交酯是生物高分子材料聚乳

酸(PLA)和聚羟基乙酸(PGA)的共聚物，在骨组
织 修 复 材 料 中 PLGA 和 羟 基 磷 灰 石
(hydroxyapatite，HA)较为常用，PLGA的降解
性虽好，但是力学强度不足，而HA的力学性能
强，但降解性较差，所以将PLGA和HA复合有
助于发挥各自的优势。具备良好的力学强度和

降解性能的改性纳米 HA/PLGA复合材料

(L-lactic acid oligomer/Poly(lactide-co- glycolde)，
PLGA/g-HA)，由中国科学院长春应用化学研究
所提供。实验通过体外毒性实验评价材料的生

物相容性，旨在为将来PLGA/g-HA作为修复骨
缺损的组织工程支架可行性和有效性做出铺垫

和理论支持。 
 

1  材料和方法 

 

设计：细胞体外观察实验。 
时间及地点：实验于2010-07/11在东北师 
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范大学完成。 
材料：清洁级新西兰大耳白兔，由长春高

新医学动物实验研究中心提供。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

骨髓基质干细胞(bone marrow mesenchymal 

stem cells，BMSCs)的分离、培养：取1 d龄的清
洁级新西兰大耳白兔于麻醉状态下处死，无菌

条件下取双侧股骨、胫骨，剪除关节盘，显露

骨髓腔。使用DMEM冲洗骨髓腔至发白，收集骨
髓液加入Percoll分离液，3 000 r/min 离心    
30 min，吸取中间白色云雾状细胞层，PBS冲洗
1 000 r/min离心5 min后，加入DMEM重悬[2]

。获

得的细胞放置到37 ℃、体积分数为5%CO2孵箱

内培养，48 h后首次全量换液，以后每两三天换
液，待细胞融合至80%~90%时，传代培养。 

BMSCs的诱导鉴定：取第2代细胞，以2×104

个/孔接种于6孔板中，分别加入成骨诱导培养
液(HDMEM培养基、体积分数为10%胎牛血清、
10-8 mol/L地塞米松、 50 μg/L维生素C、      
10 mmol/L β2-甘油磷酸钠、100 U/mL青霉素+ 
100 U/mL链霉素)和成脂诱导培养液(LDMEM
培养基、体积分数为10%胎牛血清、10-6 mol/L
地塞米松、10 mg/L胰岛素、0.5 mmol/L IBMX、
100 mg/L吲哚美辛)，每2 d换液，成骨诱导后
第2周行茜素红染色，成脂诱导后第3周行油红
O染色鉴定。 

材料板预先准备：将PLGA/g-HA裁剪成大小
为20 mm×20 mm×0.5 mm的正方形，所有材料
面UV照射24 h，充分浸泡于体积分数为70%乙
醇中，然后彻底洗去乙醇

[3]
。 

材料浸提液的制备：将PLGA/g-HA裁成    
10 mm×5 mm×5 mm条状，按医用植入材料生
物学评价的国家标准，即材料表面积(cm2)∶浸
提液体积(mL)=3∶1浸入DMEM培养基中，放置
到37 ℃，体积分数为5%CO2孵箱内浸泡48 h，
浸提液制成10%，30%，50%，80% 4种浓度，

过滤后4 ℃留存备用。 
MTT法测量BMSCs在浸提液中的增殖性：取生

长状况良好的第3代BMSCs调整至4×107 L-1
的

浓度接种于96孔板，每孔100 μL细胞悬液，周
边用无菌PBS封堵，24 h后BMSCs基本贴壁，
给与所有实验组换液，分别加入浓度为10%，
30%，50%，80%材料浸提液及常规DMEM培
养液，每孔均100 μL，每组设置10个复孔，共
铺设4板，培养1，3 d后检测，培养板在检测前
4 h，每孔加入质量浓度为5 g/L的MTT 20 μL，
放入孵箱继续孵育4 h后，吸弃孔内液体，加入
150 μL二甲基亚砜振荡10 min，使结晶物充分
溶解，放入酶标仪调整波长至570 nm测量A值，
并计算细胞的相对增殖率(RGR)。 

 
RGR=(浸提液A570/对照组A570)×100% 

 

参照美国药典及中华人民共和国国家标准

对材料进行毒性分级(CTS)[4-5]
：0级：RGR≥

100%；1级：RGR 75%~99%；2级：RGR 
50%~74%；3级：RGR 25%~49%；4级：RGR 
1%~24%；5级：RGR=0。0~1级为合格；2级
应结合细胞形态分析，综合评价；3~5级不合格。 

扫描电镜观察BMSCs在材料表面的黏附性及细

胞形态：将剪裁为20 mm×20 mm×0.5 mm材料
板放入6孔板内用DMEM培养预湿，取第3代
BMSCs调整浓度至1×109 L-1

，充分吹匀，吸取

100 μL细胞悬液接种到支架表面，放入培养箱
内孵育4 h后取出，每孔追加1 mL DMEM培养
基，每隔1 d换液。培养3 d后取出细胞培养板，
吸弃DMEM，加入4%戊二醛在4 ℃下固定2 h，
PBS反复冲洗2次，10 min/次，然后用梯度乙
醇脱水，依次浸入体积分数为70%、80%、90%
和无水乙醇中，每个梯度浸泡15 min，临界点
干燥喷金后，行扫描电镜观察。 
主要观察指标：①BMSCs在PLGA/g-HA

材料浸提液中的增殖情况。②PLGA/g-HA材料
表面BMSCs的黏附情况及生长形态。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0
软件完成统计处理，计量数据以x

_

±s表示，不
同组别间使用单因素方差分析(ANOVA)，P < 
0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  BMSCs的形态学观察及染色鉴定   由
骨髓组织获取的原代BMSCs呈圆形，折光性较 

试剂及仪器 来源 

Percoll分离液 Pharmacy，瑞典 
DMEM培养基、胎牛 
血清、胰蛋白酶 

Gibco，美国 

IBMX、胰岛素、MTT Sigma，美国 
CO2细胞培养箱 Thermo，美国 
超净工作台 苏净集团安泰公司，中国 
倒置显微镜 Olympus，日本 
50 mL塑料细胞培养瓶 Costar，美国 
酶标仪 Bio-RAD model680，日本
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强，无法辨认核结构，培养至24 h后贴壁细胞伸出伪足，
呈多角形或梭形，核多为单核，2~5 d后部分细胞聚堆呈
集落样生长，见图1a，并向周围以放射状延伸，细胞核结
构清晰可见。经定向诱导后，油红O染色可见橙色圆形脂
肪滴存在，茜素红染色可见红色钙结节沉积，见图1b，c。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2  BMSCs在PLGA/g-HA材料浸提液中的增殖情况  
见表1，2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

由表1可知，浓度为10%浸提液组和对照组及30%
浸提液组相比，差异无显著性意义(P > 0.05)，50%、
80%浸提液与对照组相比，差异有显著性意义(P < 
0.01)，证明高浓度材料浸提液对BMSCs的体外增殖呈
负性影响，但以上CTS均在1级，符合标准要求。 
2.3  BMSCs在 PLGA/g-HA材料表面的黏附情况
BMSCs在支架表面能够黏附，并伸展形成伪足固定于
支架材料表面，部分细胞已融合成细胞层，可见分泌的

细胞外基质，见图2，说明支架具有良好的细胞相容性，
观察可知BMSCs更易锚着于孔隙边缘和支架表面相对
凸起部位。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
由创伤、变性、过劳、骨折、畸形导致的骨缺损需

骨再生修复，人类骨组织已被证实具有自我修复的能力，

但是严重骨缺损时，骨组织无法自主修复
[6]
。近代组织工

程的快速发展，开辟了骨缺损治疗的新方法，组织工程

的主要目的是将种子细胞复合在支架材料上，在支架材

料逐步降解的同时，复合的细胞能够分化、增殖成为新

的组织或器官
[7]
。 

BMSCs是一种具有自我更新能力和多向分化能力
的干细胞，在体外不同的诱导条件下可分化为成骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞、肌腱细胞、肌肉细胞、神经细胞

等多种细胞
[8-9]
。针对BMSCs的分离方法，Bourzac等[10]

证实，在比较传统贴壁法、Percoll分离法、Ficoll分离法
中，Percoll分离法所得的BMSCs数量及自我更新潜能最
佳。所以实验选取Percoll分离法，获得的细胞易增殖，

Figure 1  Primary culture of bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) and staining after being induced 

图 1  骨髓基质干细胞的原代培养及诱导后染色 

Figure 2  The scanning electron micrographs of bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) in PLGA/g-HA 
scaffold 

图 2  BMSCs和 PLGA/g-HA支架复合培养后扫描电镜图 

a: The Colony-forming unit of 
BMSCs (×10) 

b: Adipogenic differentiation is 
evidenced by fat globules (×40) 

c: Osteogenic differentiation as seen by calcium conditions (×40) 

表 1  MTT法检测不同浓度浸提液中 BMSCs的增殖情况 
Table 1  To assay the proliferation of bone marrow 

mesenchymal stem cells in the different 
concentrations of leaching liquor by MTT method 

  (x
_

±s, A)

Group 1 d 3 d 

10% leaching liquor  0.849±0.020 1.195±0.019 
30% leaching liquor  0.821±0.014 1.139±0.011 
50% leaching liquor   0.776±0.016a  1.063±0.010a 
80% leaching liquor   0.732±0.021a  0.982±0.035a 
Negative  0.867±0.023 1.236±0.018 

表 2  浸提液培养 1，3 d后 BMSCs的相对增殖率及毒性分
级 

Table 2  The relative proliferation and cytotoxicity index of 
bone marrow mesenchymal stem cells after 
cultured for 1, 3 d by leaching liquor  (x

_

±s, n=10)

1 d 3 d 
Group 

RGR (%) CTS RGR (%) CTS

10% leaching liquor 97.96 1 96.70 1 
30% leaching liquor 94.69 1 92.21 1 
50% leaching liquor 89.54 1 86.03 1 
80% leaching liquor 84.43 1 79.48 1 

aP < 0.01, vs. control group 

a: BMSCs dispersed inside the 
scaffold (bar=100 μm) 

b: The appearance of BMSCs which 
anchored in edge (bar=20 μm) 

c: The extracellular matrix 
secreted by BMSCs merged into 
cell layer (bar=20 μm) 

d: The appearance of BMSCs 
which located on the surface of 
scaffold (bar=20 μm) 
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分化能力良好，但如果仅仅把扩增培养的细胞置入骨缺

损处，将导致细胞的流失，无法成骨，所以良好的支架

材料应用，才能为细胞提供黏附和生长的空间。 
HA/PLA复合材料曾被许多科学家作为骨缺损修复

的选择，然而一般的HA/PLA混合体系中，HA与PLA基质
复合后，其界面结合力较差，暴露在生理环境中，HA与
聚合物基体的界面层首先遭到破坏，HA颗粒很快从PLA
基质中脱离，材料界面处易发生分离，导致材料过早失

效
[11]
。由中国科学院长春应化所开发出的PLGA/g-HA，

在无催化剂的条件下，利用乳酸缩合的方法先制备末端

含有羧基的低分子乳酸，然后利用低聚乳酸与HA反应获
得聚乳酸接枝的纳米HA，改善了纳米粒子与基质材料间
的界面相容性，提高了界面结合力，增强复合材料的热

稳定性和机械性能
[12-13]
。 

理想的组织工程支架材料应具备以下几个条件：①生

物相容性。其本身或降解产物对种子细胞和机体无毒性，

不会引起炎症和免疫排斥反应。②骨诱导性和骨传导性。

③生物降解性和降解可调性。④合适的力学强度。⑤开

放多孔性。⑥可塑性及易加工性。组织工程应用的最终

目的还是植入人体，所以其生物安全性也是首要具备的

条件，同时理想的支架材料还应具有良好的表面性质，

便于细胞的黏附、分化和增殖。实验采用了体外浸提液

法利用MTT比色法来评价新型PLGA/g-HA的生物相容
性。MTT比色法在大范围抗肿瘤药物筛选、细胞毒性实
验、生物活性检测等领域应用广泛，尤其在评价细胞毒

性方面，现已经成为研究人员的不二选择
[14]
。通过数据

可知，细胞活性随浸提液浓度增加、培养时间延长而有

所下降，BMSCs在对照组DMEM培养液中随培养时间延
长，细胞数量和活性增高，10%浸提液组与对照组细胞
的生长速度相近，无明显差异，而在50%，80%浸提液
组中，BMSCs活性较对照组低，差异有显著性意义(P < 
0.01)，表明高浓度的材料浸提液对细胞生长有一定影响，
现分析如下：①PLGA/g-HA材料为可降解材料，释放出
的乳酸影响细胞周围的酸碱环境，导致pH值降低，细胞
活性有所下降。②HA接近于骨中无机物成分，所以生长
在含有Ca2+

、P5+
等元素浸提液中，BMSCs有向成骨细胞

分化的趋势，致使分裂增殖活性较未分化细胞减弱，具

体原理仍有待进一步实验论证。综上所述，PLGA/g-HA
复合材料满足组织工程对生物材料的要求，可以作为修

复骨缺损的组织工程支架材料，由于BMSCs具有多向分
化潜能，与类似材料复合后可应用到脂肪组织工程

[3]
、修

复骨软骨缺损等
[15]
，且Caplan等[16]

认为，移植的MSCs
不仅能对刺激产生反应和分化，还能根据需要修复处宿

主细胞的化学诱导而分泌生物活性因子。所以有理由相

信，复合有BMSCs的PLGA/g-HA材料应用不仅仅局限于
骨组织工程。 
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