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可注射藻酸盐支架与人骨髓基质干细胞的体外复合培养*☆ 
汪群力1，龚继承1，邹重文1，杨柏林1，罗伟国1，金  丹2，魏宽海2 

In vitro co-culture of injectable alginate scaffolds and human bone marrow stromal stem cells    

Wang Qun-li1, Gong Ji-cheng1, Zou Zhong-wen1, Yang Bo-lin1, Luo Wei-guo1, Jin Dan2, Wei Kuan-hai2 

Abstract 
BACKGROUND: Injectable tissue-engineered bone is limited to animal experiments. If the human bone marrow stromal stem 
cells have a good biocompatibility with alginate, the injectable tissue engineered bone will be a very promising clinical treatment. 
OBJECTIVE: To study the biocompatibility of human bone marrow stromal stem cells and injectable scaffold of calcium alginate 
gels in vitro.  
METHODS: The second passage human bone marrow stromal stem cells were co-cultured with calcium alginate gels. Bone 
marrow stromal stem cells cultured with no material served as controls. The morphology and proliferation of the cells were 
observed by inverted phase contrast microscope and scanning electron microscope. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay was used to semi-quantitatively evaluate the cell proliferation.  
RESULTS AND CONCLUSION: The human bone marrow stromal stem cells co-cultured with calcium alginate gels grew well 
under inverted phase contrast microscope, and no significant difference was found between calcium alginate gels group and 
control group. Under scanning electron microscope, human bone marrow stromal stem cells adhered well to the calcium alginate 
gels and proliferated obviously. MTT results showed that the cell number had no significant difference between the two groups. It 
is suggested that calcium alginate gels have good biocompatibility with human bone marrow stromal stem cells. 
 
Wang QL, Gong JC, Zou ZW, Yang BL, Luo WG, Jin D, Wei KH. In vitro co-culture of injectable alginate scaffolds and human 
bone marrow stromal stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(21): 3895-3898.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：目前可注射组织工程骨的研究主要限于动物实验，若人骨髓基质干细胞与藻酸盐生物相容性良好，可注射组织工程

骨将是极具前途的临床治疗手段。 
目的：体外观察人骨髓基质干细胞与可注射支架藻酸钙凝胶的生物相容性。 
方法：实验组将第 2 代人骨髓基质干细胞与藻酸钙凝胶复合培养，对照组单纯接种骨髓基质干细胞。倒置相差显微镜、扫

描电镜观察各组细胞形态及增殖情况，MTT 法半定量检测细胞增殖情况。 
结果与结论：倒置显微镜下见实验组细胞生长良好，与对照组无明显差异。扫描电镜见骨髓基质干细胞在藻酸钙表面贴附、

增殖良好，第 6 天时细胞已跨越微孔表面或向孔内生长。MTT 法显示与对照组相比，实验组细胞增殖能力不受影响。结果

初步表明藻酸钙与人骨髓基质干细胞体外生物相容性较好。 
 
关键词：藻酸钙凝胶；可注射；人骨髓基质干细胞；生物材料；生物相容性 
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0  引言 
 

组织工程研究近年来发展迅速，是治疗骨

缺损、骨不连的理想模式。随着可注射组织工

程支架的出现，使得骨缺损、骨不连微创经皮

注射治疗成为可能。与手术方法相比，可注射

性的组织工程骨治疗具有微创、经济、临床使

用简便等优点。藻酸钠是来自海洋藻类植物中

的无水D-甘露糖醛酸的聚合物，可溶于水形成

一定黏度的溶液，藻酸钙为藻酸钠的置换物，

呈水凝胶状态，是较理想的可注射组织工程支

架材料[1-2]，目前文献报道基本限于动物实验研

究[3-4]。 
人骨髓间充质干细胞是存在于人骨髓中的

具有高度自我更新能力和多向分化潜能的干细

胞群体。其在不同的理化环境和细胞因子的诱

导下，具有分化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪

细胞、肌肉细胞甚至神经元样细胞等多系分化

潜能。由于其具有易于分离、扩增及体外操作

简便等特点，现已成为干细胞治疗和组织工程

研究领域广泛应用的一种成体干细胞。本课题

将人骨髓基质干细胞与藻酸盐进行体外复合培

养并观测其生物相容性，为下一步的临床应用

做准备。 
 
1  材料和方法 

 
设计：体外对比观察实验。 
时间及地点：实验于2009-07/2010-01在 
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方法： 

骨髓基质干细胞分离培养：选取临床自愿捐

献骨髓的骨不连患者6例，局部麻醉下无菌操

作，用16号骨穿针行髂骨穿刺，抽取骨髓    
20 mL。离心并用100目钢网过滤后接种入培养

瓶内，加含体积分数为15%胎牛血清的高糖

DMEM液，置于CO2孵箱内进行培养，每3 d换
液。待原代细胞长满瓶底，用0.25%胰酶-EDTA
液将贴壁细胞消化分离，加条件培养基(DMEM
培养液+体积分数为10%胎牛血清+10-8 mol/L
地塞米松+10 mmol/L β-甘油磷酸钠+50 mg/L
维生素C)，置于CO2孵箱继续培养，每2 d或3 d
换液[5]。 

藻酸盐凝胶的配制：用灭菌蒸馏水将藻酸钠

溶解配成20 g/L的水溶液，将其与30 mmol/L
的氯化钙混合，形成水凝胶。 

细胞接种：取第2代骨髓基质干细胞消化后

计数，以1.5×104/孔接种于24孔培养板或置有

盖玻片的培养皿，每孔加入培养基1 mL。实验

分为2组，藻酸盐组每孔加3 mm×3 mm× 1 mm
的藻酸盐凝胶与细胞混合培养，对照组单纯接

种细胞，于不同时间点观察及检测。 
相差显微镜观察：逐日使用相差显微镜观察

两组细胞生长情况。 
MTT法分析骨髓基质干细胞与藻酸盐复合培养

的成活和增殖能力：按上述方法接种细胞后，于

2，4，6，8 d弃原培养基，加入MTT 50 μL，
置入37 ℃ CO2孵箱内孵育4 h，加入二甲基亚

砜1 mL，振荡15 min使细胞裂解，酶标仪上选

择波长570 nm，测定吸光度值。 
扫描电镜观察：将第2代骨髓基质干细胞消

化后计数板计数，以1.5×108 L-1浓度用微量加

样器将细胞均匀接种于小块状藻酸盐上，分别

于3，6 d将接种细胞的生物材料取出，PBS漂
洗，2%戊二醛固定，系列脱水，乙酸异戊酯置

换，临界点干燥，表面喷金后进行扫描电镜观察。 
主要观察指标：①复合在藻酸盐凝胶中的

人骨髓基质干细胞形态。②与藻酸盐凝胶复合

后的细胞增殖能力。 
统计学分析：所测数据在SPSS11.0上进行

方差统计分析。P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 
 
2.1  相差显微镜观察结果  接种后3 h对照组

细胞有部分贴壁，由圆形变为有2~4个突起的不

规则形、多角形，8 h后完全贴壁，细胞呈多角

形、梭形。细胞生长较快，两三天后细胞克隆

形成，见图1，6~8 d汇成单层。藻酸盐组细胞

生长与对照组相似，见图2。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  扫描电镜观察结果  藻酸盐与骨髓基质

干细胞复合后第3天见支架上贴附细胞为梭形 

主要仪器和试剂 来源 

相差显微镜 
扫描电镜 
CO2细胞培养箱 
酶标仪 
高糖 DMEM 
胎牛血清 
 
胰蛋白酶、地塞米松、 
β甘油磷酸钠和 
维生素 C 

四唑盐(MTT，2 g/L)  
藻酸钠 
氯化钙  

日本 Nikon 公司 
日本日立公司 
美国 Harris 公司 
日本 Bio-Rad 公司 
Hyclone 公司 
杭州四季青生物制品 
有限公司 

美国 Sigma 公司 
 
 
上海申能博彩公司 
山东结晶集团股份有限公司

浙江衢州巨化试剂有限公司

Figure 1  Cultured human bone marrow stromal 
stem cells observed by inverted phase 
contrast microscope on 3 d (×100) 

图1  倒置显微镜下观察培养第3天时的人骨髓
基质干细胞生长情况(×100) 

Figure 2  Human bone marrow stromal stem cells 
co-cultured with calcium alginate gels 
on 3 d observed by inverted phase 
contrast microscope (×100) 

图 2  相差显微镜观察藻酸钙与人骨髓基质干
细胞复合培养第 3 天时的生长情况 
(×100) 
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或多角形表现，带多个突起，各细胞突起数目不等，长

短粗细各异，胞体表面有颗粒状物，见图3；6 d时细胞

成片生长，细胞跨越微孔表面或向孔内长入，见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.3  MTT法测定细胞增殖情况  随培养时间的延长，

各组吸光度值逐渐增加，到第6天最高，藻酸盐组在各

时间点与对照组比较差异均无显著性意义(P > 0.05)，
见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
可注射组织工程骨是将细胞-载体复合物注射入体

内形成骨组织，从而达到修复骨缺损或骨不连的目的，

具有创伤小和操作简单的特点[6]。另外，修复不规则缺

损，可注射组织工程骨可直接注入缺损区，在固化前进

行局部塑性，具有可塑性强的优点。目前，用于可注射

骨材料的报道较多，如纤维蛋白凝胶、聚氧化乙烯水凝

胶和藻酸盐，其中相对成熟的是藻酸盐[7-8]。藻酸钠是可

溶于水的明胶样碳水化合物，在其水溶液中加入二价阳

离子作用下可发生聚合反应，形成网状结构的凝胶，藻

酸钠溶液与氯化钙溶液混合，形成藻酸钙，交联过程均

匀，具有良好的通透性，利于大分子通过，有利于其中

的种子细胞进行营养物质交换和信号传递；其制备方法

温和，形成的凝胶具有多孔状结构[9-10]。操作时可将骨

髓基质干细胞与藻酸钠溶液混合，注射时再复合氯化钙

溶液，即可在体内形成藻酸钙凝胶与种子细胞的复合

物，注射到特定部位并塑形，藻酸钙在体内以酶解方式

降解，在体内降解时间报道不一致，但藻酸钙具有完全

降解性[11-13]，是较理想的可注射组织工程骨的材料。 
骨组织工程支架材料不仅要求高孔隙度的三维立

体结构、良好的表面活性、可控生物降解性及可塑性与

适宜的力学性能，同时组织工程对材料的要求主要有良

好的生物相容性[14]。生物相容性不仅影响种子细胞的生

物学特性和培养效率，而且决定移植后能否与受体很好

地适应并结合在一起，从而发挥其修复骨缺损的作用。

以藻酸钙为载体的可注射组织工程骨已在小动物体内

获得了成功，但要将其应用于临床，将其与人的种子细

胞进行复合培养观察其生物相容性是必要的。在倒置显

微镜下的观察发现，藻酸钙与人骨髓基质干细胞复合培

养后，细胞生长、增殖旺盛，形态健康。扫描电镜观察

发现细胞可在材料表面贴附、分裂增殖，藻酸钙与细胞

的相容性很好。检测MTT结晶形成的量可以间接反映细

胞数量与活力[15]。作者通过MTT法检测发现藻酸钙与人

骨髓基质干细胞复合培养后，与单纯细胞的对照组相

比，细胞增殖能力不受影响。本实验的结果表明，藻酸

钙与人骨髓基质干细胞的生物相容性良好，可以用作组

织构建的支架材料，但其在体内构建的组织工程骨的成

骨能力还需要临床前的体内植入研究一步验证。 
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1  甲壳素神经再生室注入聚乳酸-聚乙醇酸-

重组人促红细胞生成素微球促进缺损周围神经

的修复——见2012年16卷12期2115页。 
2  复合他克莫司聚乳酸-乙醇酸缓释导管修复

大鼠胫神经缺损——见2012年16卷12期2099
页。 
3  同种异体神经复合体修复兔周围神经缺损

——见2011年15卷34期6315页。 
4  许旺细胞在不同孔径丝素蛋白支架上的生

长——见2011年15卷25期4607页。 
5  胶原蛋白-硫酸肝素神经生物支架材料的制

备——见2011年15卷12期2125页。 
6  纤维蛋白胶和医用OB胶联合几丁聚糖-胶

原导管修复面神经损伤——见2011年15卷8期
1331页。 
7  胶原-壳聚糖支架材料与间充质干细胞的组

织相容性——见2011年15卷8期1377页。 
 
 
1  甲壳素神经再生室注入聚乳酸-聚乙醇酸-

重组人促红细胞生成素微球促进缺损周围神经

的修复 

黄亚洲(郑州大学第二附属医院骨科，河南省郑

州市   450014) 
推荐理由：周围神经损伤的治疗一直是临

床工作中的难题，仅手术修复损伤的神经往往

达不到理想的效果。因此手术结合药物联合治

疗成为治疗周围神经损伤与缺损的新方向。促

红细胞生成素除了具有造血的作用以外，对神

经系统损伤的修复也起着重要作用，其不但对

中枢神经系统有明显的促进神经发育、提供保

护、营养和再生的作用，而且对周围神经损伤

的修复也起着重要作用。但其促进周围神经损

伤修复的具体理论尚不十分清楚。实验旨在观

测重组人促红细胞生成素对于大鼠双侧坐骨神

经缺损功能恢复的影响，并对人周围神经损伤

治疗提供新的方向和依据。实验首次应用甲壳

素神经再生室，并且在其中加入聚乳酸-聚乙醇

酸-重组人促红细胞生成素微球凝胶，以观察其

对坐骨神经再生的效果。 
 

2  复合他克莫司聚乳酸-乙醇酸缓释导管修复

大鼠胫神经缺损 
林慧鑫(广州医学院附属深圳市沙井人民医院

手外科，广东省深圳市  518104) 
推荐理由：目前周围神经缺损的修复以自

体神经移植最为常用，并被认为是临床治疗的

“金标准”。但自体神经供源有限，切取后不可

避免的造成供区神经功能的损害，且供区神经

与受区神经在直径上常不匹配，特别是对粗大

神经缺损的修复更为困难，极大地影响了神经

的再生及功能恢复。因此，寻找一种能替代自

体神经移植的生物活性材料成为国内外学者的

研究重点。 
聚乳酸-乙醇酸作为一种生物可降解材料，

在组织工程学中有广泛的应用，目前已有用其

制成的商品化的神经导管应用于临床，对神经

缺损的修复有一定的效果。但神经的再生速度

较为缓慢，单纯的聚乳酸-乙醇酸导管虽可以为

缺损神经的再生创造一定的微环境，却无法加

快神经的再生速度。Sunderland的研究表明，

失神经支配的肌肉恢复神经支配的时间不能超

过12个月，否则肌纤维将出现变性、纤维化等

不可逆改变，散失功能恢复的可能，因此，加

快神经的再生速度同样非常重要。 
他克莫司是从日本筑波山近郊土壤中的链

霉菌N09993中提取出来的一种高效免疫抑制

剂，研究发现其同时具有明显促神经再生作用。

实验尝试将他克莫司复合到聚乳酸-乙醇酸中

制成缓释导管修复大鼠的胫神经缺损，并与自

体神经移植相比较，观察其修复效果。 
 

3  同种异体神经复合体修复兔周围神经缺损 
杨小华(承德医学院附属医院骨外二科，河北省

承德市  067000) 
推荐理由：周围神经缺损的修复是临床面

临的一个难题，自体神经移植也有诸多弊端。

人工神经修复周围神经缺损，促进神经再生，

是一项颇具应用前景和挑战性的研究工作。实

验通过应用种植许旺细胞去细胞同种异体神经

复合体修复兔坐骨神经缺损，证实种植许旺细

胞的去细胞同种异体神经复合体免疫原性非常

小，能够更有效地促进神经再生和功能恢复，

为异体神经修复神经缺损提供理论依据。 
 
4  许旺细胞在不同孔径丝素蛋白支架上的生长 
焦  微(复旦大学附属华山医院麻醉科，上海市 
200040) 

推荐理由：实验观察许旺细胞在不同孔径

丝素蛋白支架上的生长情况，发现不同孔径丝

素材料的表面可见许旺细胞生长情况不一。在

10~20 μm 孔径材料支架上，细胞浓度较低，

细胞表现为特异的双极性形态，细胞与细胞之

间或平行排列，或首尾相连成细胞链；细胞与

细胞之间或平行排列，或首尾相连成细胞链；

在50~60 μm 孔径丝素材料支架上，细胞浓度

较高，细胞多为球形，单个分散在多孔支架表

面，或呈现成团成串葡萄样聚集在孔的底部，

未延展成双极性形态，只有极少量生长在孔与

孔之间嵴上的细胞呈双极样。说明多孔丝素蛋

白支架的孔径对许旺细胞的黏附、生长有一定

的影响，许旺细胞更适合生长在孔径略大于胞

体直径的支架材料上。 
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关键信息：藻酸盐来源丰富，藻酸钙为藻酸钠的置换物，

呈水凝胶状态，是较理想的可注射组织工程支架材料。可注

射的组织工程骨治疗骨不连微创、经济，市场前景光明。 
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