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多孔碳酸钙陶瓷与干细胞源性成骨细胞的相容性*
☆ 

魏任雄，张  翼，谭金海，蔡  林，金  伟 

Cytocompatibility of stem cells-derived osteoblasts with porous calcium carbonate ceramics    

Wei Ren-xiong, Zhang Yi, Tan Jin-hai, Cai Lin, Jin Wei 

Abstract 
BACKGROUND: Foreign studies have confirmed that calcium carbonate ceramics as bone substitute materials has a cytoskeletal 
role.  
OBJECTIVE: To study the cytocompatibility of osteoblasts with porous calcium carbonate ceramics as bone tissue engineering 
scaffold.  
METHODS: Bone marrow stromal cells (BMSCs) obtained from SD rat bone marrow were in vitro induced and proliferated. After 
their osteoblast phenotypes were verified, osteoblasts which cultured from BMSCs were seeded onto prepared porous calcium 
carbonate ceramics (PCCC group) and common hydroxyapatite ceramics (HA group).  
RESULTS AND CONCLUSION: Immunological staining results for calcium nodules,  collaⅠ gen and alkaline phosphatase were 
positive. Adherent osteoblasts were found in the two groups. However, the adherent ability, proliferative ability and osteogenic 
activity in the PCCC group were stronger than those in the HA group. It indicates that the porous calcium carbonate ceramics has 
good cytocompatibility with BMSCs-derived osteoblasts. 
 
Wei RX, Zhang Y, Tan JH, Cai L, Jin W. Cytocompatibility of stem cells-derived osteoblasts with porous calcium carbonate 
ceramics as bone tissue engineering scaffold. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(42): 7822-7826.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：国内外的研究证实普通碳酸钙陶瓷作为骨替代材料时具有细胞支架作用。 
目的：观察多孔碳酸钙陶瓷与成骨细胞的相容性，及作为骨组织工程支架的可能性。 
方法：SD大鼠骨髓基质干细胞经矿化诱导培养、扩增并检测证实其已具成骨细胞表型后，分别与多孔碳酸钙陶瓷支架、普
通羟基磷灰石陶瓷支架体外复合培养。 
结果与结论：骨髓基质干细胞经体外诱导形成成骨细胞，钙结节、Ⅰ型胶原和碱性磷酸酶免疫染色结果阳性。多孔碳酸钙陶

瓷支架材料与羟基磷灰石陶瓷材料皆有细胞附着生长，但多孔碳酸钙陶瓷支架材料细胞的黏附能力、增殖活力及成骨活性均

强于羟基磷灰石陶瓷材料。提示多孔碳酸钙陶瓷支架材料与 SD大鼠骨髓基质干细胞源性成骨细胞有良好相容性。 
关键词：多孔碳酸钙；陶瓷支架；骨髓基质干细胞；相容性；大鼠 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.42.008 
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0  引言 
 

国内外的研究已经证实普通碳酸钙陶瓷

(hydroxyapatite，HA)作为骨替代材料时所具有
的细胞支架作用：良好的成骨诱骨活性、生物

相容性和可降解性。临床上，人工珊瑚也即是

碳酸钙陶瓷已被成功用于矫形外科和口腔颌面

外科骨缺损的修复。但是，高孔隙率多孔碳酸

钙陶瓷人工骨替代材料的相关研究却未见系统

报道。目前，一种新的生物陶瓷——多孔碳酸

钙陶瓷(porous calcium carbonate ceramics, 
PCCC)由武汉理工大学生物材料研究中心和
作者合作研制成功，该材料的最大优点是它的

气孔率、孔径和孔的连通性可以凭借生产过程

中NaCl的含量、颗粒分布方式而加以调控，较
传统的普通碳酸钙陶瓷更有利于引导骨再生。

动物实验证实该材料植入机体后，不产生局部

或全身的毒性反应，无炎症反应和排斥现象，

且该材料能与机体的骨组织直接结合，二者间

无纤维组织形成。虽然PCCC修复骨缺损的动
物实验已获得成功，但缺乏骨髓基质干细胞

(bone marrow stromal cell, BMSC)诱导分化的
成骨细胞与PCCC复合培养后成骨活性及细胞
相容性的详细研究。作者就多PCCC与成骨细
胞相容性进行了初步实验研究，以期为该材料

的临床应用提供一定的实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机分组设计、对照观察。 
时间与地点：实验于2010-6/11在武汉大学

中南医院骨科实验室及医学科研中心完成。 
材料：PCCC和普通羟基磷灰石陶瓷(HA) 
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由武汉理工大学生物材料研究中心陈晓明教授

惠赠。4周龄健康SD大鼠，体质量180 g，由武
汉大学实验动物中心提供。 

主要仪器和试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
实验过程： 

SD大鼠BMSCs的获得和培养：SD大鼠10 g/L
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉(35 mg/kg)。双侧下肢
剪毛，体积分数75%乙醇消毒，无菌条件下取出
双侧胫骨和股骨，剪除骨端，10号注射器抽取   
1 mL DMEM完全培养液(含体积分数20%小牛
血清)自髓腔一端冲洗，以1 000 r/min离心     
10 min，去上层脂肪细胞，将底层的骨髓细胞制
成单细胞悬液，以3×109 L-1

细胞浓度接种至

DMEM条件培养液中(含体积分数10%胎牛血
清、10-8 mol/L地塞米松、5×10-5 mol/L 维生素C、
1×10-2 mol/L β-磷酸甘油钠)，置入体积分数5%
的CO2孵箱中37 ℃培养。24 h后全量换液，以后
每3 d换液1次。待细胞汇合成单层后，用2.5 g/L
胰蛋白酶进行消化传代，接种浓度为2×108 L-1

，

继续用DMEM条件培养液中维持培养。 
PCCC制备：PCCC支架为4 mm×4 mm×    

2 mm块状(含孔率50%~60%,孔径50~400 μm)，
以三蒸水利用超声波振荡清洗，自然干燥，   
37 ℃环氧乙烷熏蒸消毒依次浸入1%NaOH   
2 h、PBS缓冲液清洗、50%乙醇2 h、PBS缓
冲液清洗，自然干燥备用。羟基磷灰石陶瓷出

厂时已消毒灭菌，以无菌手术刀片切割成     
4 mm×4 mm×2 mm大小。 

BMSCs诱导培养及鉴定：取3代BMSCs常规
培养，将无菌玻片放入培养皿，待细胞长至半

汇合后取出，进行以下检测与观察：①矿化结

节染色(茜素红法)：用PBS冲洗2次，体积分数
95%乙醇固定10 min，蒸馏水冲洗3次；0.1%
茜素红-Tris-HCl(pH=8.3)于37 ℃染色30 min；
蒸馏水冲洗，干燥，封固。②碱性磷酸酶染色

(Gomori钙钴法)：PBS冲洗后用冷丙酮固定  

10 min，蒸馏水冲洗数次，入孵育液中，37 ℃
孵育  4~6 h后自来水冲洗数次，2%硝酸钴中
浸3~5 min，蒸馏水冲洗数次，1%硫化铵中    
2 min，自来水冲洗，自然干燥，封固。③Ⅰ型
胶原免疫组化染色(SABC法)：采用SA2010型
SABC试剂盒，按SABC法进行染色，Ⅰ型胶原
多克隆抗体以1∶100稀释。操作过程严格按试
剂盒说明进行，最后用DAB呈色，苏木精衬染，
常规封固观察。阳性产物为棕黄色片状或颗粒

状染色。 
细胞陶瓷支架复合体的制备：将PCCC、普通

羟基磷灰石陶瓷各12块放入24孔培养板上，以
条件培养基浸泡24 h，自然干燥备用。将已传
第3代、并经过条件培养基诱导后生长良好的鼠
BMSCs细胞消化、离心，以1×109 L-1

浓度利用

微量移液器接种到上述材料上，放入37 ℃、体
积分数5%的CO2孵箱中培养4 h后，再加入适
量条件培养基，放回孵箱中。 

相差显微镜与扫描电镜观察：每日使用相差显

微镜观察细胞生长及与生物材料附着的情况。

细胞与材料联合培养，分别于7，14 d从培养孔
中取出材料-细胞复合体，磷酸盐缓冲液轻轻冲

洗2次，20 g/L戊二醛固定2 h，10 g/L锇酸固定
2 h，体积分数30%，50%，70%，90%和无水
乙醇梯度脱水，自然干燥，表面喷金，扫描电

镜观察。 
碱性磷酸酶活力测定：细胞与PCCC和普通

羟基磷灰石陶瓷材料(各4块)联合培养1周后，
弃去培养液，用2.5 g/L胰蛋白酶消化收集细胞，
经0.01 mol/L pH 7.4的PBS洗3次，加入100 μL 
0.1 mol/L的TritonX-100置4 ℃冰箱过夜。观察
已无完整细胞结构，经振荡后，加入试剂盒中

新鲜配制的底色反应剂100 μL，37 ℃温箱内 
30 min后，再加入1 mol/L NaOH 50 μL终止反
应，酶联免疫检测仪410 nm 波长下测定各孔A
值。 

流式细胞仪检测：细胞与PCCC和普通羟基
磷灰石陶瓷材料(各4块)联合培养1周后，弃去
培养液，用2.5 g/L胰蛋白酶消化收集细胞，经
0.01 mol/L pH 7.4的PBS洗3次，用4 ℃、体积
分数70%乙醇固定4 h，离心弃去固定液，PBS 
重悬5 min，500~1 000 r/min离心5 min，弃去
PBS，用1 mL 100 mg/L PI液染色。4 ℃避光
30 min，过400目筛后用流式细胞仪进行检测，
用Multicycles软件分析结果并计算两种材料对
成骨细胞的细胞周期、DNA含量、倍体水平变
化。

主要仪器和试剂 来源 

胎牛血清、DMEM培养基 
地塞米松、β-磷酸甘油钠 
SA2010型 SABC试剂盒、 
Ⅰ型胶原多克隆抗体 
碱性磷酸酶(ALP)试剂盒 
CO2细胞培养孵箱 
酶联免疫检测仪 
S-520扫描电镜 
相差显微镜 
Bpics Elite Esp型流式细胞 

美国 Gibco公司 
美国 Sigma公司 
武汉博士得生物工程有限

公司 
南京建成生物制品公司 
美国 Forma公司 
华东电子管厂 
日本电子公司 
日本 Olympus 
美国 Coulter公司 
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主要观察指标：①骨髓基质细胞免疫组织化学染色

结果。②相差显微镜与扫描电镜观察。细胞生长及与生

物材料附着的情况。③碱性磷酸酶活力测定。④成骨细

胞周期各时期分布。 
统计学分析：由第一作者利用SPSS17.0统计软件

进行t 检验，实验数据均以x
_

±s表示并进行统计学分析。 
   

2  结果 

 
2.1  诱导培养的骨髓基质细胞免疫组织化学染色结果 
大鼠BMSC经诱导培养14 d后，细胞形态不规则，多呈
三角形、多角形，有较多突起，见图1。矿化沉积茜素
红染色，见图2、碱性磷酸酶免疫组织化学染色及Ⅰ型
胶原染色均为阳性见图3，4，表明大鼠骨髓基质细胞表
达成骨细胞表型。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  两种材料相差显微镜观察结果  两种材料上皆有
细胞附着生长，但羟基磷灰石陶瓷组细胞开始贴壁时间

明显晚于PCCC组细胞，一般需5.0~6.0 h，而PCCC组
细胞则在4 h内大部分黏附于材料表面。随着培养时间
的延长，周围细胞逐渐移向材料周边，并开始在材料周

围与表面密集生长，此时细胞形态为多角形, 羟基磷灰
石陶瓷组与PCCC组细胞生长状态及细胞形态相似，见
图5，6。未观察到细胞衰老及异常分裂现象。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  两种材料扫描电镜观察结果  扫描电镜观察可见
7 d时羟基磷灰石陶瓷组与PCCC组细胞在支架的表面
上单层生长，见图7，8。细胞突起接触融合，细胞表面
及周围可见少量胶原纤维丝；14 d时可见两组细胞分泌
的胶原纤维丝交织覆盖在材料表面和孔隙内，细胞叠层

生长，分泌钙化基质，羟基磷灰石陶瓷组细胞表面可见

Figure 1  Observation of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells cultured in vitro under inverted 
microscope (×100) 

图 1  大鼠骨髓基质干细胞体外培养后倒置显微镜观察
(×100) 

Figure 2  Alizarin red staining for mineralized nodules of 
rat bone marrow mesenchymal stem cells 
cultured in vitro (×100) 

图 2  大鼠骨髓基质干细胞体外培养后矿化沉积茜素红
染色(×100) 

Figure 3  Alkaline phosphatase staining of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells cultured in vitro (×100) 

图 3  大鼠骨髓基质干细胞体外培养后碱性磷酸酶免疫组
织化学染色(×100) 

Figure 4  Collagen type Ⅰ staining of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells cultured in vitro (×100) 

图 4  大鼠骨髓基质干细胞体外诱导分化培养后Ⅰ型胶
原染色(×100) 

Figure 5  Observation of cell growth under inverted 
microscope in hydroxyapatite ceramics group 
(×100) 

图 5  羟基磷灰石陶瓷组细胞生长状况倒置显微镜观察
(×100) 

Figure 6  Observation of cell growth under inverted 
microscope in porous calcium carbonate 
ceramics group (×100) 

图 6  多孔碳酸钙陶瓷组细胞生长状况倒置显微镜观察
(×100) 
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散在少量高密度颗粒，见图9，PCCC组表面可见大量
高密度颗粒，见图10。观察期内实验组表面细胞分泌钙
化基质均多于对照组。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  碱性磷酸酶活力测定  PCCC组与羟基磷灰石陶
瓷组碱性磷酸酶活性分别为 (0.131±0.028) U/mg、
(0.079±0.015) U/mg，实验组与对照组间差异均有显著
性意义(P < 0.05)，实验组成骨细胞的碱性磷酸酶活性
大于对照组。 
2.5  流式细胞仪检测  复合培养对SD大鼠成骨细胞的
细胞周期有影响，复合培养7 d后，两组细胞为正常的
二倍体细胞，未见异倍体细胞。G0/G1期PCCC组细胞
少于羟基磷灰石陶瓷组(P < 0.05)，而S期及G2/M期细胞
增加并且细胞增殖指数(proliferation index,PI)增高(P < 
0.05)，见表1。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
目前，在组织工程研究中应用的支架材料主要有三

大类
[1-10]
：①天然支架材料类，如胶原、明胶、甲壳素、

壳聚糖、海藻酸盐、透明质酸钠等，此类材料制成的细

胞支架生物相容性一般较好，有利于成骨细胞的黏附、

分化、增殖；但其较易被体液的各种酶所降解，降解速

度过快
[11-13]
。②合成高分子可降解材料类，如聚乳酸、

聚乙醇酸以及其各种共聚物。聚乳酸、聚乙醇酸及其共

聚物在组织工程中应用的主要结构形式有纤维支架、多

孔泡沫以及管状结构等
[14]
；但是其存在亲水性差、引起

无菌性炎症、抗压强度差等缺点，这也限制其临床应用

前景。③生物陶瓷类
[15]
：主要包括磷酸三钙、羟基磷灰

石、磷酸四钙及其衍生物，如氟代或氧化羟基磷灰石。

由于磷酸钙陶瓷表面的电位效应、润湿性及游离的磷酸

根离子不利于细胞的黏附、增殖，这方面的研究尚有待

于进一步深入
[16-18]

。④多孔碳酸钙支架材料：天然珊瑚

(主要成分为碳酸钙)制成的细胞支架在20世纪90年代
初即被用于作为人类骨髓细胞、成纤维细胞、牙龈纤维

细胞及胎鼠骨细胞的体外培养
[19-23]

。作者实验发现，尽

管培养早期人类细胞的贴壁率较低，但20 d后细胞和培
养板一致，细胞的生理活性正常，分泌的骨基质蛋白，

Ⅰ型、Ⅲ型胶原、骨桥素均显示阳性，细胞在支架上增

殖持续时间长。 
曾垂省等

[24]
采用盐析法制备了PCCC，该陶瓷的气

孔率、孔径和孔连通性能通过调控温度、添加NaCl的含
量、粒径和颗粒分布方式来调控。作者前期研究用带血

Figure 7  Observation of cell adherent growth at 7 d under 
scanning electron microscope in hydroxyapatite 
ceramics group (×900) 

图 7  扫描电镜观察羟基磷灰石陶瓷组细胞培养 7 d 后
贴壁生长情况(×900) 

Figure 8  Observation of cell adherent growth at 7 d under 
scanning electron microscope in porous calcium 
carbonate ceramics group (×900) 

图 8  扫描电镜观察多孔碳酸钙陶瓷组细胞培养 7 d 后
贴壁生长情况(×900) 

Figure 9  Small quantity of high-density particles under 
scanning electron microscope in hydroxyapatite 
ceramics group (×1 500) 

图 9  扫描电镜观察羟基磷灰石陶瓷组细胞表面可见散
在少量高密度颗粒(×1 500) 

Figure 10  Large quantity of high-density particles under 
scanning electron microscope in porous calcium 
carbonate ceramics group (×1 500) 

图 10  扫描电镜观察多孔碳酸钙陶瓷组表面可见大量高
密度颗粒(×1 500) 

表 1  复合培养对成骨细胞周期各时期分布的影响 
Table 1  Effect of different ceramics on cell cycle      (x

_

±s, %) 

aP < 0.05, vs. HA group; HA: hydroxyapatite ceramics group; PCCC: 
porous calcium carbonate ceramics group 

Group G0/G1 S G2/M PI 

HA 80.92±1.67 6.75±0.52 12.15±1.23 19.20±1.69 
PCCC  70.90±1.47a 12.50±1.33a 15.37±1.45 28.19±1.67a 
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管蒂骨膜瓣包裹PCCC修复兔胫骨缺损，实验证实该材
料植入机体后，不产生局部或全身的毒性反应，无炎症

反应和排斥现象，且该材料能与机体的骨组织直接结

合，二者间无纤维组织形成
[25]
。 

通过在体外模拟体内细胞生长的微环境，将材料与细

胞复合培养可直接观察细胞在生物材料上生长的状况，了

解细胞与材料之间的相互作用，有助于组织工程支架材料

的筛选。大鼠BMSC矿化诱导培养后的成骨为贴壁依赖型
细胞，只有附着在材料上才能表达生理功能

[26]
。细胞与

材料之间黏附特性的差异将会导致细胞在增殖、分化功

能方面不同的表达。应用相差显微镜和扫描电子显微镜

对比观察细胞对材料的黏附以及细胞在材料上的生长

及分泌钙化基质的情况，结果显示成骨细胞在PCCC支
架材料表面比羟基磷灰石陶瓷材料表面能表达出更好

的黏附能力、增殖活力及成骨活性，PCCC具有更适合
于细胞生理功能发挥的三维环境。 
碱性磷酸酶是成骨细胞分化成熟的重要标志，反映

了成骨细胞合成Ⅰ型胶原、形成骨基质的能力。PCCC
组细胞碱性磷酸酶活性大于羟基磷灰石陶瓷组(P < 
0.05)，这说明实验组成骨细胞较对照组具有更好的功能
和活性状态。可能的机制为PCCC支架材料表层具有表
面或界面效应使材料的比表面积增加，表面活性增大，

引导组织细胞的能力增强。 
实验结果显示两组细胞为正常的二倍体细胞，未见

异倍体细胞。实验组较对照组G0/G1期细胞减少，而S
期及G2/M期细胞增加并且PI增高(P < 0.05)，可以认为
实验组细胞增殖活性高于对照组。这可能与PCCC具有
良好引导组织细胞黏附、增殖的能力有关。 
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