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氟转化涂层镁合金材料与诱导后人骨髓间充质干细胞的相容性*★ 
姜海英1，闫征斌1，2，张  照3，艾红军4 

Cellular biocompatibility of induced human bone marrow stromal cells to fluoride conversion 
coating magnesium alloys    

Jiang Hai-ying1, Yan Zheng-bin1, 2, Zhang Zhao3, Ai Hong-jun1 

Abstract 
BACKGROUND: As newly developed magnesium alloy, whether fluoride conversion coating and β-tricalcium phosphate (β-TCP) 
coating Biodegradable AZ31B magnesium alloy has better cell compatibility is not confirmed. 
OBJECTIVE: To evaluate the cell compatibility of fluoride conversion coating and β-TCP coating Biodegradable AZ31B 
magnesium alloy tested with the induced human bone marrow stromal cells.   
METHODS: The experiment was divided into three groups: AZ31B magnesium alloy group, fluoride conversion coating AZ31B 
magnesium alloy group and β-TCP coating Biodegradable AZ31B magnesium alloy group. The induced human bone marrow 
stromal cells were regarded as the tested cells, and the extracts of the three materials were used in the compatibility experiments 
in vitro.   
RESULTS AND CONCLUSION: The toxicity of cells in the leaching liquor of fluoride conversion coating and β-TCP coating 
Biodegradable AZ31B magnesium alloys were Grade 1. The toxicity of cells in the leaching liquor of AZ31B magnesium alloys 
was Grade 2. This experiment had proved that the fluoride conversion coating and β-TCP coating Biodegradable AZ31B 
magnesium alloys were superior than AZ31B magnesium alloys . 
 
Jiang HY, Yan ZB, Zhang Z, Ai HJ. Cellular biocompatibility of induced human bone marrow stromal cells to fluoride conversion 
coating magnesium alloys.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(3): 459-462.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：氟转化涂层的 AZ31B 镁合金和 β-磷酸三钙涂层的 AZ31B 镁合金是中科院金属研究所新研制的镁合金，是否具有良

好的生物相容性尚不确切。 
目的：以诱导的人骨髓间充质细胞作为检测细胞，评价氟转化涂层的 AZ31B 镁合金和 β-磷酸三钙涂层的 AZ31B 镁合金材

料的细胞相容性。 
方法：实验分为镁合金 AZ31B 组，氟转化涂层的 AZ31B 镁合金组和 β-磷酸三钙涂层的 AZ31B 镁合金组。以诱导的人骨

髓间充质细胞作为检测细胞，分别取 3 种材料浸提液进行体外细胞相容性实验。 
结果与结论：氟转化涂层的 AZ31B 镁合金和 β-磷酸三钙涂层的 AZ31B 镁合金材料细胞毒性分级均为 1 级，镁合金 AZ31B
材料细胞毒性分级为 2 级。提示氟转化涂层的 AZ31B 镁合金和 β-磷酸三钙涂层的 AZ31B 镁合金材料生物相容性优于未经

处理镁合金 AZ31B 材料。 
关键词：镁合金；生物医用材料；骨髓间充质干细胞；β-磷酸三钙；生物相容性 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.03.017 
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0  引言 
 

因为镁及其合金有优良的综合力学性能、

与人体良好的生物相容性能以及生物可降解吸

收等特点，使其有望成为一类新型可降解骨植

入材料[1-5]。 
中科院金属研究所杨柯研究组一直致力于

通过对AZ31B镁合金表面进行处理以达到控制

镁合金降解速度的同时赋予其表面以良好的生

物活性目的[6-10]。最近，采用化学方法对AZ31B
镁合金进行了氟转化涂层和 β-磷酸三钙

(β-tricalcium phosphate，β-TCP)涂层，为了证

实氟转化涂层和β-TCP涂层AZ31B镁合金材料

生物相容性优于未经处理镁合金AZ31B材料，

实验以诱导的人骨髓间充质细胞作为检测细

胞，评价氟转化涂层和β-TCP涂层AZ31B镁合

金材料的细胞相容性。 
 
1  材料和方法 

 
设计：对比观察体外实验 
时间及地点：于2009-01/2010-06在大庆

油田总医院中心实验室和中国医科大学实验中

心完成。 
材料：镁合金AZ31B作为对照组A，将氟转

化涂层和β-TCP涂层AZ31B镁合金材料的镁合

金AZ31B材料分为实验组B，实验组C。材料均
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细胞相对生长率(relative growth rate，RGR)= 
实验组A值的平均值/对照组A值的平均值×100%

为直径1 cm厚0.3 cm的圆片状，无水乙醇超声

清洁5 min，60CO消毒。以上材料均由中国科

学院金属研究所生物医用材料课题组提供。 
仪器： 
 
 
 
 
 
 

 
实验方法： 
细胞培养

[11-12]
：大庆油田总医院骨科志愿者

5名，志愿者知情同意并经伦理委员会批准。

无菌条件下抽取志愿者髂后上棘骨髓15 mL，
加入50 mL离心管(预装0.5 mL肝素及F12的培

养基5 mL)，PBS等比例混匀。将Ficoll-Paque  
Plus按1∶1比例加入离心管中。离心吸取中间

的乳白色的单核细胞层，加入PBS吹打均匀后

离心，弃上清后加入原代培养基(DMEM-F12，
体积分数15%胎牛血清)吹打均匀后制成细胞

悬液，移入75 cm2的培养瓶内，在37 ℃，体

积分数5%CO2孵化箱内培养，每隔2 d全量换

液。7~10 d后，相差显微镜下见细胞汇合成单

层时，即可用胰蛋白酶消化法以1∶2的比例进

行传代培养。传代培养过程中隔2 d换液，直至

贴壁细胞彼此融合，但尚未铺满变致密时再进

行传代。于传代培养的细胞中加入矿化诱导液

(DMEM-F12含有10 mmol/L β-磷酸甘油钠；

10-8 mol/L地塞米松；50 μg/L左旋抗坏血酸；

体积分数15%胎牛血清 )37 ℃，体积分数

5%CO2孵化箱内培养，隔2 d换液。3代细胞用

于后续实验。 
相差显微镜下观察和记录细胞的生长情况：在

细胞的培养过程中，每天观察细胞的贴壁情

况、细胞形态、有无污染等指标，并照相记录。 
钙钴法碱性磷酸酶染色：取诱导后的诱导培

养7 d的附有细胞的盖玻片做钙钴法碱性磷酸

酶染色，阳性细胞胞浆呈现黑色颗粒，证实为

酶活性较高的成骨细胞。 
矿化结节茜素红染色法：将诱导培养20 d的

附有细胞的盖玻片取出用0.1%茜素红Tris- 
HCl染色30 min，染色鲜红即代表矿化结节。 

浸提液的制备
[13]

：将消毒好的材料按浸提比

例为每3 cm2样品加入浸提介质(条件培养基)  
1 mL，在37 ℃细胞培养箱中放置72 h，收集

浸提液，无菌封存，-20 ℃保存备用。 

细胞存活率的测定：将成骨诱导第3代细胞调

整细胞浓度到2.5×107 L-1，接种在96孔培养板

内，200 μL/孔。恒温箱中培养24 h后，用预制

的金属A，B，C浸提液换液，空白对照组用条

件培养基更换，然后再孵育72 h。每孔加入MTT
溶液(5 g/L)20 μL，37 ℃，继续孵育4 h，终止

培养，小心吸弃孔内培养上清液，加入二甲基

亚砜(150 μL/孔)，室温下将平板移至微孔振荡

器上振荡10 min，使结晶物溶解。选490 nm波

长，在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值，

记录结果。 
细胞相对生长率的计算：各组浸提液培养细

胞后用MTT法测得的A值,按下面公式计算出细

胞相对生长率(RGR)的范围。 
 

 

 

材料浸提液对细胞存活率影响的评定方法：参

照国家标准[GB/T 16886.5]，以阴性对照组为

100%，参照公式计算细胞存活率X，X≥

100%(0级)；X≥80%(1级)；X≥50%(2级)X≥
30%(3级)；X≥0(4级)；“标准”规定用于植入

材料对细胞存活率的影响不能低于1级。 
主要观察指标：①细胞生长形态。②碱性

磷酸酶组织化学染色结果。③茜素红矿化结节

染色结果。④镁合金材料浸提液对细胞存活率

的影响。   
 

2  结果 

 
2.1  倒置相差显微镜下观察细胞生长形态   

原代培养：从骨髓获取的细胞悬液中可见大

量的圆形细胞。接种6 h后，可见细胞开始贴壁，

细胞呈圆形，胞体较小，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
接种4 d后，贴壁细胞数量众多，长梭形为

主呈束状生长，伴有少量不定型、多角细胞，

见图2。 

仪器 来源 

YZ-2500 型超净工作台 
OLYMPUS IX70 倒置显微镜 
2010 酶标仪 
恒温 CO2细胞培养箱 
Milli-Q Academic 超纯水系统 
Biofuge primo R 多用途离心机  

苏州净化设备厂 
美国奥林巴斯 
奥地利安图斯 
日本三洋 
美国密理博 
德国贺力氏 

Figure 1  Growth of bone marrow stromal stem cells 
after cultured for 6 h (×100)   

图 1  培养 6 h 骨髓间充质干细胞生长状态(×100)
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培养7 d，细胞可相互融合，细胞成片生长，细胞

形态较一致，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
矿化诱导培养：传代细胞经矿化诱导4 d，细胞体积

增大，星形，多角形细胞增多，核浆比例变大，可见多

核仁。有聚集生长趋势，见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
矿化诱导7 d细胞呈漩涡状生长，见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  碱性磷酸酶组织化学染色结果  诱导1周后大部

分的细胞为阳性，见图6。说明在矿化诱导培养后的细

胞内，表现出较高的碱性磷酸酶活性。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  茜素红矿化结节染色结果  可见于细胞密集层叠

生长区域中央部位形成红色不规则形的钙化结节，见图

7。说明在矿化培养后的细胞可以形成细胞外矿化基质。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  镁合金材料浸提液对细胞存活率的影响  见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
本实验将人骨髓间充质干细胞矿化诱导至第3   

代[14-15]，经碱性磷酸酶检测证明有阳性表达，经茜素红

矿化结节染色，证明在矿化培养后的细胞可以形成细胞

外矿化基质，说明人BMSCs经体外诱导形成成骨细胞。 
设计的体外实验模型应本着“最接近应用状况”原

则，作者所要研究AZ31B镁合金是作为可降解骨植入材

料，骨的形成是以成骨细胞为中心，由胞外基质、破骨

细胞、血管内皮细胞及骨细胞参与，并受多种生长因子

表 1  MTT 实验各组 A 值和 RGR 分级 
Table 1  Absorbance value and RGR grading in each group 

detected by MTT assay 

Group  Absorbance value (x
_

±s) RGR  Grading 

Negative control  0.625±0.015 100 \ 
AZ31B magnesium alloy  0.402±0.020 64.2 2 
Fluoride conversion coating 0.573±0.014 91.7 1 
β-tricalcium phosphate coating 0.591±0.022 94.5 1 

Figure 5  Growth of induced bone marrow stromal stem cells 
after cultured for 7 d (×200)   

图 5  矿化诱导培养 7 d 细胞生长状态(×200) 

Figure 6  Alkaline phosphatase staining of bone marrow 
stromal cells after mineralization and induction 
(×200)   

图 6  矿化诱导骨髓间充质干细胞碱性磷酸酶染色(×200)
  

Figure 7  Alizarin red staining of bone marrow stromal cells 
after mineralization and induction (×200)  

图 7  矿化诱导骨髓间充质干细胞茜素红矿化结节染色
(×200)  

Figure 2  Growth of bone marrow stromal stem cells after 
cultured for 4 d (×100)   

图 2  培养 4 d 骨髓间充质干细胞生长状态(×100) 

Figure 3  Growth of bone marrow mesenchymal stem cells 
after cultured for 7 d (×100)   

图 3  培养 7 d 骨髓间充质干细胞生长状态(×100) 

Figure 4  Growth of induced bone marrow stromal stem cells 
after cultured for 4 d (×200)   

图 4  矿化诱导培养 4 d 细胞生长状态(×200) 
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和激素调控的复杂的生理活动的影响。这就要求骨植入

材料应构建有利于成骨细胞成骨的正常细胞生存环境，

用成骨细胞来评价骨组织工程材料的生物相容性更为

可靠。因此，本实验应用骨髓源成骨细胞作为生物相容

性检测细胞。 
镁合金作为新型医用植入材料, 具有优异的力学性

能和可降解性，有广阔的应用前景。但到目前为止，还

没有一种针对生物医用植入材料而发展成熟的镁合金材

料成功应用在临床上[16-17]，主要问题是镁合金降解速度

过快，因此采取适当的方法降低镁合金的降解速度并提

高镁的生物相容性具有重要意义。Thomann等[18]通过氟

转化处理在Mg-Ca合金表面制备涂层,并将处理后的镁合

金钉植入兔子腿骨髓腔内,研究结果证明氟转化涂层在体

内的良好生物相容性，氟化镁涂层能够提高镁合金的耐

蚀性能。Geng等[19-20]在多孔纯镁样品表面沉积制备了

β-TCP涂层,研究结果表明，该涂层不但有效改善了镁金

属的耐蚀性能,还表现出了良好的细胞黏附性和增殖性。

中科院金属研究所杨柯研究小组对AZ31B进行了氟转化

涂层和β-TCP涂层拟开发为新型可降解骨植入材料。 
实验应用MTT法评价细胞毒性，观察未经表面处理

AZ31B镁合金、氟转化涂层AZ31B镁合金、β-TCP涂层

AZ31B镁合金材料浸提液对人骨髓源成骨细胞增殖的

影响，评价不同AZ31B镁合金生物相容性。结果发现，

氟转化涂层和β-TCP涂层AZ31B镁合金材料生物相容性

优于未经处理镁合金AZ31B材料，对细胞存活率的影响

结果符合国家标准对生物材料要求的规定。氟处理涂层

和β-TCP涂层可有效地延缓 AZ31B 镁合金降解产物的

释放速度，增加人骨髓源成骨细胞存活率，与溶血实验

中氟处理涂层和β-TCP涂层可减轻合金在体内诱导的组

织炎性反应，显著降低合金的溶血率相吻合[21-23]。可见

氟处理涂层和β-TCP涂层镁合金具有良好的生物相容

性，有望成为新一代可降解生物医学材料。 
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