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成骨诱导人脐带间充质干细胞与纳米羟基磷灰石/聚酰胺66支架材料的 
生物相容性☆ 
陈  刚1，廖前德2，胡优威1，谭益云1，钟  达2 

Biocompatibility of nano-hydroxyapatite/polyamide 66 materials composite with human 
umbilical cord mesenchymal stem cells after osteogenic induction    

Chen Gang1, Liao Qian-de2, Hu You-wei1, Tan Yi-yun1, Zhong Da2 

Abstract 
BACKGROUND: Nano-hydroxyapatite/polyamide (nHA/PA) 66 materials are beneficial to osteoblast regeneration and new bone 
formation. Their bending strength and compressive strength are close to mechanical properties of normal bone tissues to meet 
the needs of hard tissue repair in animal experiment.  
OBJECTIVE: To explore the biocompatibility of nHA/PA66 materials composite with human umbilical cord mesenchymal stem 
cells (hUCMSCs) after osteogenic induction. 
METHODS: The hUCMSCs were isolated, cultured and osteoblastic-induced in vitro. The third-generation hUCMSCs were 
seeded on the nHA/PA66 materials. The growth and proliferation of hUCMSCs and cytotoxicity materials were observed. 
RESULTS AND CONCLUSION: The osteoblastic-induced hUCMSCs grew well on the composite scaffolds, and proliferative 
activity of the cells did not change. The levels of alkaline phosphatase were gradually increased as the time of culture went on in 
the first 14 days of osteogenic induction. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay results showed that 
the cells were atoxic. Scanning electron microscopic observation: the cells showed the attached growth on the surfaces of 
nHA/PA66 scaffolds at 1 day; the cells grew well on the surface of nHA/PA66 scaffold and extended into the interspace of the 
scaffolds at 7 days. The nHA/PA66 materials can be used as cell carrier for hUCMSCs. They can satisfy the demand of bone 
tissue engineering due to their good biocompatibility. 
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摘要 
背景：纳米羟基磷灰石/聚酰胺 66 材料有利于成骨细胞的长入和新生骨的形成、且抗弯强度、抗压强度等各项参数与正常

骨组织的力学性能相接近，能满足实验动物硬组织修复的要求。 
目的：分析成骨诱导后人脐带间充质干细胞与纳米羟基磷灰石/聚酰胺 66 复合支架的生物相容性。 
方法：体外培养人脐带间充质干细胞，纯化增殖，成骨诱导。取成骨诱导后的第 3 代人脐带间充质干细胞接种于纳米羟基

磷灰石/聚酰胺 66 支架材料上，观察细胞的生长、增殖情况及材料细胞毒性。 
结果与结论：成骨诱导后人脐带间充质干细胞在复合支架上生长分化良好，增殖活性不受材料影响。成骨诱导 14 d 内，可

见碱性磷酸酶活性随着培养时间延长而逐渐增高。MTT 法检测细胞无毒性。扫描电镜观察，1 d 后可见细胞在支架表面附

着生长；7 d 后可见细胞在材料上生长良好，材料空隙有大量充填。说明纳米羟基磷灰石/聚酰胺 66 支架可作为骨组织工程

中人脐带间充质干细胞的细胞载体，具有良好的生物相容性，能满足骨组织工程的需要。 
 
关键词：羟基磷灰石/聚酰胺 66；人脐带间充质干细胞；细胞培养；骨组织工程；支架；生物相容性 
缩略语注释：nHA/PA66：nano-hydroxyapatite crystals and pnolyamide 66，羟基磷灰石/聚酰胺 66；hUCMSCs：human 
umbilical cord mesenchymal stem cells，人脐带间充质干细胞 
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0  引言 
 

在组织工程研究中，支架材料是指能与组

织活体细胞结合并能植入生物体的材料，它是

构建了骨组织工程的最基本构架，与其附着生

长的种子细胞共同构成三维空间细胞/材料复

合体[1]。各种单一材料均难以完全满足骨组织工

程的需要，通过合适的方法将两种或多种类型

的材料组合起来，在性能上取长补短，以得到

具备更佳性能的复合支架材料[2-4]。基于仿生原

理，近年来利用纳米羟基磷灰石与聚乳酸、聚

乙酰、聚酰胺等不同物质复合制备各种复合支

架 [5]。其中纳米羟基磷灰石/聚酰胺66(nano- 
hydroxyapatite crystals and pnolyamide 66，
nHA/PA66)材料孔径在300~500 μm、孔壁又有

大量微孔，相互贯通，有利于成骨细胞的长入

和新生骨的形成、且抗弯强度、抗压强度等各

项参数与正常骨组织的力学性能相接近，能满

足实验动物硬组织修复的要求。 
实验以人脐带间充质干细胞(human umbilical 

cord mesenchymal stem cells，hUCMSCs)为种

子细胞，成骨诱导接种在nHA/PA66材料上进行

复合培养，阐明在体外培养体系中，hUCMSCs
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在nHA/PA66材料上生长、增殖等生物学特性以及该支

架对其成骨性能的影响，探讨在骨组织工程中

nHA/PA66支架材料作为种子细胞hUCMSCs载体的可

能性，为下一步动物体内成骨研究提供实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察及重复测量观察。 
时间及地点：于2010-05/2011-03在湘潭市中心医

院基础实验室和中南大学湘雅医院中心实验室完成。 
材料：人足月妊娠剖宫产健康胎儿的脐带来源于湘

潭市中心医院产科，供者及家属均完全知情同意并签署

知情同意书，实验经医院伦理委员会批准。 
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
方法： 
hUCMSCs的分离、扩增及成骨诱导

[6]
：将脐带去除脐

血管、外膜，剪成1 mm3组织块；分别加入0.1%胶原酶

Ⅱ及 0.125% 胰酶，消化离心，调整细胞浓度为    
1×106 /cm2，置于5%CO2的培养箱中培养。每3 d换液1
次，直至细胞融合80%~90%时，用0.25%胰酶消化，

并按1∶3比例传代培养。选取第3代hUCMSCs，置于

含体积分数为10%FBS、1.0×10-7 mol/L地塞米松，   
50 mg/L抗坏血酸，50 mg/L维生素C，1.0×10-3 mol/L  
β-甘油磷酸钠的高糖DMEM培养基，进行成骨诱导。 

细胞形态学观察：观察hUCMSCs贴壁时间、形态变

化、生长增殖情况，照相并记录实验结果。 
nHA/PA66支架的预处理：无菌条件下，将支架材料修

整成0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm，60Co消毒后暂以DMEM培

养液浸泡，干燥备用。 
hUCMSCs与nHA/PA66复合培养：收集成骨诱导的第3

代hUCMSCs，消化离心后，调整细胞浓度为1.0×108 L-1，

均匀接种在nHA/PA66支架上。37 ℃饱和湿度培养箱内

孵育4 h；继续置入成骨诱导体系中培养备用，液面稍

覆盖支架表面以上，以便细胞在支架中充分生长。 
测定生长曲线：复合培养后第2，4，6，8，12天，

hUCMSCs+nHA/PA66为实验组，对照组为体外培养第

3代的成骨诱导hUCMSCs悬液。分别置于12孔板中培

养，随机取6孔，每孔加入5%MTT 20 μL，培养箱内孵

育4 h，吸弃上清液，每孔加200 μL DMSO，振荡10 min。
检测波长为490 nm，自动酶标测定仪检测各孔A值，并

以时间(d)为横坐标，A值为纵坐标，绘制生长曲线。 
碱性磷酸酶定量测定：复合培养第2，4，6，8，10，

12，14天行碱性磷酸酶活性检测，对照组为未行成骨诱

导hUCMSCs与nHA/PA66复合常规培养的上清液。第

2~14天各时间点收集细胞，按照试剂盒说明进行碱性磷

酸酶活性测定。 
nHA/PA66支架材料细胞毒性测定：复合培养第2，4，8

天取样测细胞增殖率，每孔加入5%MTT 100 μL，37 ℃
孵育4 h，吸弃上清液后每孔加DMSO 500 μL振荡     
15 min，每孔取200 μL液体加入96孔板中，测定波长  
490 nm处的吸光度值(A值)。取6孔吸光度的均值。阴性

对照为相同密度的成骨诱导后hUCMSCs接种到培养孔。 
材料细胞毒性评价标准：细胞相对增殖度(relative 

growth rate，RGR)=(实验组平均吸光度值/阴性对照组

平均吸光度值)×100。 
毒性分级标准： 

 
 
 
 
 
 

 
电镜扫描：分别在复合培养的第1天及第7天后取细

胞/支架复合物，用3%的戊二醛固定24 h；PBS冲洗3
次；1%锇酸固定后用体积分数30%~100%乙醇梯度洗

脱；用梯度醋酸异戊酯置换后，放入无菌网盒中，临界

点干燥、真空喷镀金膜后，电镜扫描下观察hUCMSCs在
支架材料上生长情况。 

主要观察指标：①原代及传代hUCMSCs生长情况。

②成骨诱导后hUCMSCs在nHA/PA66中的生长增殖。

③ALP的活性测定。④细胞毒性检测情况。 
统计学分析：所有数据由第一作者经过SPSS11.5 

统计软件包处理，两组数据采用t 检验，P < 0.05表示

差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  hUCMSCs细胞生长情况及形态特征  培养24 h
内可见少量散在分布的贴壁细胞。二三天左右可见梭形

及多角形细胞，细胞增多。培养五六天后可见梭形或多

突起形贴壁细胞，生长速度增快，之后增生为形态相对

均一稳定的成纤维样长梭形细胞，呈漩涡状生长或平行

排列生长，10~12 d细胞融合至80%~90%，见图1a。传

2代以后细胞形态呈均一成纤维样长梭形排列，见图1b。 

主要试剂和仪器 来源 

DMEM/F12、DMEM 高糖培养基、

噻唑蓝(MTT) 
胎牛血清 
β-甘油磷酸钠、地塞米松、 
抗坏血酸、维生素 C 

碱性磷酸酶试剂盒 
扫描电子显微镜 
nHA/PA66 支架材料  

Gibico，美国 
 
北京鼎国公司 
Sigma，美国 
 
江苏碧云天生物技术研究所 
AMARAY，美国 
四川大学纳米生物材料研究中心

反应 细胞相对增殖度(RGR) 

0 级 
1 级 
2 级 
3 级 
4 级 
5 级 

≥100 
75~99 
50~74 
25~49 
1~24 
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2.2  成骨诱导hUCMSCs在nHA/PA66中生长增殖情况   
电镜扫描可见复合培养1 d后细胞在材料表面附着生长，

见图2a。5~7 d后，细胞牢固黏附在支架上，材料孔隙

内可见细胞充填，见图2b。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
hUCMSCs复合nHA/PA66材料生长曲线可见，五六

天后细胞快速增长，9~10 d进入平台期。实验组及对照

组hUCMSCs生长增殖活性随着时间延长而增加，到达

顶峰进入平台期后略有下降，见图3，2~12 d各时间点

两组A值差异无显著性意义(P > 0.05)，且从生长曲线增

殖规律看出两者相似，均提示nHA/PA66多孔材料对成

骨诱导后hUCMSCs的生长和增殖没有影响。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  碱性磷酸酶定量检测结果  第4天开始碱性磷酸酶

活性逐渐增高，10 d后逐渐达到最高值水平，对照组增高

不明显。各时间点实验组的碱性磷酸酶活性水平明显高于

对照组，两组之间差异有显著性意义(P < 0.05)，见表1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  细胞毒性测试结果  2，4 d时间点支架材料细胞毒

性评级均为0级，8 d毒性评级为1级，实验组与对照组A
值比较差异无显著性意义(P > 0.05)，各组对hUCMSCs
的增殖无明显影响，说明nHA/PA66支架对hUCMSCs
生长基本无毒性作用。 

 
3  讨论 

 
目前评价的生物相容性的方法主要为：体内埋植法

和体外培养法[7-8]。其中体外培养法通过生物材料与相应

细胞复合后在体外培养，直接观察细胞在该材料表面粘

附、生长和增殖，并有效检测细胞生理变化[9]。此方法简

单有效，重复性好，有利于了解细胞与材料的相互作用，

在目前评定生物相容性的方法中常应用得最广泛[10]。本

实验运用体外培养法，主要从细胞在材料上的黏附及生

长增殖、材料细胞毒性、材料对细胞成骨性能影响等几

个方面评价hUCMSCs与nHA/PA66材料在体外培养体

系中的生物相容性。 
本实验观察hUCMSCs在nHA/PA66支架材料的粘

附、生长情况，为材料与细胞的相容性在细胞形态学上

提供直接的证据。实验结果发现hUCMSCs在24 h内贴

Figure 1  Growth and morphology of primary and passaged 
human umbilical cord mesenchymal stem cells 
(×100) 

图 1  原代及传代 hUCMSCs 生长情况及形态特征(×100) 

a: Primary cells showed whirlpool growth and 
spread to all of the bottom of the culture bottle 

b: Passage cells were fibroblast-like and long fusiform

Figure 2  Growth and proliferation of human umbilical cord 
mesenchymal stem cells on nano-hydroxyapatite/ 
polyamide 66 materials after osteogenic induction 

图 2  成骨诱导 hUCMSCs 在 nHA/PA66 上的生长增殖 

a: The cells showed a spreading growth on 
the surfaces of the materials at 1 d 

b: The cells extended into the pores and 
covered the surfaces of the pores at 7 d 

Figure 3  Cell growth curves of the experimental and control 
groups tested by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide assay 

图 3  实验组与对照组 MTT 法测定细胞生长曲线图 

Time (d) 

A
bs

or
ba

nc
e 

va
lu

e 

Experimental group 
Control group 

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0       2       4       6       8      10     12 

表 1  实验组与对照组碱性磷酸酶活性比较 
Table 1  Comparison of alkaline phosphatase activity between 

the experimental and control groups    (x
_

±s, μkat/L)

aP < 0.05, vs. control group 

 Time Control group Experimental group 

 2 d 170.37±2.17 216.38±21.84a 
 4 d 201.04±17.00 333.90±22.17a 
 6 d 240.55±17.00 500.27±16.34a 
 8 d 266.39±17.00 787.16±18.17a 
10 d 285.56±18.84 896.51±27.01a 
12 d 310.90±16.84 1 032.21±16.84a 
14 d 334.57±15.34 1 058.04±28.51a 
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附nHA/PA66表面生长；5~7 d细胞增多并可伸入材料孔

隙，并覆盖孔隙表面。说明nHA/PA66支架材料不但对

hUCMSCs附着、生长无不良影响，而且提供三维空间

让细胞向孔隙内部生长。 
碱性磷酸酶是成骨细胞分化的早期重要标志酶之

一，代表成骨分化的开始。该酶活性越高，说明前成骨

细胞向成熟成骨细胞分化越明显[11-13]。本实验在成骨诱

导hUCMSCs与nHA/PA66复合培养后，碱性磷酸酶活性

随着成骨复合培养的时间增长而增加，可以说明

hUCMSCs在nHA/PA66支架材料可以继续维持成骨分化

的潜能。种子细胞与材料体外培养时，支架材料对细胞的

毒性过大，会影响细胞对材料的黏附、增殖、分化甚至母

体正常的生理功能。因此，支架材料对种子细胞的细胞毒

性大小也是检验生物相容性好坏的重要指标[14-15]。本实验

选择MTT法检测材料对细胞的毒性作用，由于该方法具

有成本较低、操作简单、无环境污染等优点，能灵敏地

反映出细胞被损害的程度[16-18]，目前已被国内外公认且

应用广泛。既往在鉴定细胞毒性试验中应用最早及使用

最广泛的测定细胞是小鼠成纤维细胞(L929)，而目前越

来越多的学者根据使用目的选择人体不同或/和组织来

源的细胞作为实验细胞，其结果也更为准确与客观[19]。

本实验直接以成骨诱导的hUCMSCs为测定细胞，通过

MTT法首先检测hUCMSCs在支架材料上生长增殖活

性，从绘制的生长曲线上分析，发现成骨诱导培养的

hUCMSCs在nHA/PA66上仍具备较高的增殖能力，实验

组及对照组hUCMSCs生长增殖活性随着时间延长而增

加，且从生长曲线增殖规律看出两组相似，均说明

nHA/PA66多孔材料可以为种子细胞hUCMSCs的良好

载体，对其生长和增殖无不良影响。且MTT法检测

nHA/P66对hUCMSCs细胞毒性，各时间点均评价为无

毒。说明nHA/P66材料对成骨诱导的hUCMSCs无毒，

生物相容性好。 
hUCMSCs作为一种多潜能干细胞，具有取材方便、

来源更加原始、生物性能稳定、免疫原性低，其在骨组

织工程领域具有广阔的应用前景[20]。nHA/PA66多孔支

架材料可作为骨组织工程中hUCMSCs的细胞载体，生

物相容性良好，不影响该细胞的生长增殖及成骨分化，

满足骨组织工程的需要。 
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来自本文课题的更多信息--  

作者贡献：第一作者进行实验设计，第三、四、五作者

进行实施、评估，资料收集为第一、四、五作者，第一作者

成文，第二作者审校，第一作者对文章负责。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

伦理要求：参与实验的患病个体及其家属自愿参加，在

充分了解本治疗方案的前提下签署“知情同意书”；治疗方

案获医院伦理委员会批准。 

本文创新性：实验直接以成骨诱导的人脐带间充质干细

胞为测定细胞，通过 MTT 法首先检测人脐带间充质干细胞

在支架材料上生长增殖活性，从绘制的生长曲线上分析，发

现成骨诱导培养的人脐带间充质干细胞在纳米羟基磷灰石/
聚酰胺 66 多孔支架上仍具备较高的增殖能力。 


