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文章亮点： 

1在以往构建生长因子/复合载体支架的基础上，利用硫酸钙的物理特性，将注射式硫酸钙与骨形态发生
蛋白 2制成缓释载体，观察骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体的体外缓释作用，以及对骨髓间充
质干细胞向成骨细胞方向分化的影响。 

2体外实验发现骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体具备良好的生长因子释放能力，与骨髓间充质
干细胞具有良好生物相容性，并且具有骨诱导和骨传导作用。 

3 骨形态发生蛋白释放过程中存在的形式尚需进一步研究和分析；实验所用数据和结果都建立在体外平
面上，缺乏体内实验的数据结果，这也是今后的研究重点。 
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摘要 

背景：目前硫酸钙主要被作为抗生素载体和成骨因子载体。 

目的：观察骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释系统的体外缓释效果及与种子细胞的生物相容性。 

方法：制备骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释系统，检测其体外释放性能。将 SD大鼠骨髓间充质干
细胞经体外诱导培养、扩增后，种植于骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体和单纯的注射式硫酸钙
支架上行体外培养。 

结果与结论：骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释支架具有缓释骨形态发生蛋白 2的效果，持续时间可达
31 d。骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释支架与大鼠骨髓间充质干细胞具有优良的生物相容性，并且相
同时间点支架上的细胞黏附率、细胞数量及细胞碱性磷酸酶活性均明显高于注射式硫酸钙支架；扫描电镜

发现两组材料上均有细胞生长，骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释支架上的细胞在支架表面和孔隙内生
长良好，细胞突起接触融合，细胞密集区域可见细胞外基质形成，大量细胞包绕在材料表面；注射式硫酸

钙支架上的细胞黏附数量较少，生长情况不及骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释支架上的细胞。 
 
 

Biocompatibility of bone morphogenetic protein-2/injectable calcium sulfate 
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Abstract 

BACKGROUND: The calcium sulfate is mostly used as carriers for antibiotics and osteogenic factors by 
now. 
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OBJECTIVE: To observe the in vitro delivery effect of bone morphogenetic protein-2/injectable calcium sulfate 
cement slow-release system and the in vitro biocompatibility with bone marrow mesenchymal stem cells.  

METHODS: Bone morphogenetic protein-2/injectable calcium sulfate cement slow-release scaffold was prepared 
and its release properties were detected. Bone marrow mesenchymal stem cells obtained from Sprague-Dawley 
rats were induced, cultured and proliferated in vitro, and then, the cells were seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement scaffolds (experimental group) or single injectable calcium sulfate 
cement scaffolds (control group).  

RESULTS AND CONCLUSION: The release of bone morphogenetic protein-2 on the scaffolds of experimental group 
could last for 31 days. Rat bone marrow mesenchymal stem cells had a good biocompatibility with the bone 
morphogenetic protein-2/injectable calcium sulfate cement scaffolds. The adhesive rate, cell number and alkaline 
phosphatase activity at the same time point in the scaffolds of experimental group were significantly greater than those of 
the control group. Cells could be observed on each scaffold under a scanning electron microscope. In the experimental 
group, interconnected cell processes were fused, extracellular matrix was visible in the dense area, and the scaffold was 
surrounded by a large number of cells. The cells in experimental group grew better than the control group.  

Key Words: biomaterials; material biocompatibility; bone morphogenetic protein-2; injectable calcium sulfate 
cement; rat bone marrow mesenchymal stem cells; biocompatibility; other grants-supported paper 
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0  引言 
 
骨组织工程是目前临床骨缺损修复的研究的热点，然而由于生长因子存在稳定性差、半

衰期短等不足，限制了其临床应用。目前利用载体或缓释系统负载生长因子既能够保护生长

因子的生物活性，又可以达到生长因子缓慢释放的效果，从而持续促进细胞生长及组织修复

再生
[1-6]
。骨形态发生蛋白2能诱导和加速间充质干细胞向成骨样细胞分化[7]

。注射式硫酸钙

是医用半水硫酸钙的衍生产品之一，可以作为支架材料搭载糖蛋白、氨基苷类抗生素
[8]
。因

此实验应用骨组织工程学方法，将骨形态发生蛋白2负载于注射式硫酸钙上，制备骨形态发

生蛋白2缓释载体，探讨其缓释性能及对大鼠骨髓间充质干细胞增值、分化的影响，旨在通
过体外实验为骨形态发生蛋白2寻找较理想的缓释载体。 

 
1  材料和方法 

 
设计：完全随机分组设计，对比观察实验。 

时间及地点：于2010年6月至2011年6月在江苏大学基础医学实验室完成。 
材料： 

骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙缓释载体与骨髓间充质干细胞生物相容性实验的主要试剂及仪器： 

Main reagents and instruments: 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

试剂及仪器 来源 

注射型硫酸钙 
L-DMEM、胎牛血清、胰蛋白酶 
骨形态发生蛋白 2 
1.077 g/mL Ficon淋巴细胞分离液 
细胞碱性磷酸酶染液、碱性磷酸酶检测试剂盒、茜素红染液、ELISA试剂盒
冯库萨染液 
FLX800酶标仪 
倒置相差显微镜 
电子显微镜 

美国Wright公司 
Gbico公司 
PeproTech公司 
天津颧洋生物公司 
南京碧云天公司 
舜百生物科技有限公司 
美国 Gene company Limited 
日本 OLYMPUS公司 
南京农业大学生科院 
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实验动物：健康雄性SD大鼠，体质量约150 g，由江
苏大学动物实验中心提供。 

实验方法： 
骨髓间充质干细胞的分离、培养：颈椎脱臼处死SD大

鼠，无菌条件下取其股骨、胫骨，用含体积分数10%胎
牛血清的L-DMEM培养液冲洗骨髓腔，冲出骨髓，淋巴

细胞分离液分离后，常规传代培养
[9]
。 

骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙支架的制备：按照说明

书，将固相硫酸钙粉末天平称质量4 g，用无菌注射器
抽取按固液相配比1∶0.4的无菌蒸馏水，加入100 mg/L

骨形态发生蛋白2，然后将固相粉剂加入含有骨形态发
生蛋白2的混合溶剂中，均匀搅拌1 min，初步固化后注

入自制模具5 mm×5 mm×5 mm内，用2 kg砝码加压驱
赶残存的空气，约3 min后，小心顶出样条，将其置于

37 ℃恒温箱内继续固化5 min，固化过程中同时测量硫
酸钙的固化温度。固化后经灭菌后的细砂纸打磨，将已

制备的骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙置于4 ℃冰箱中
保存备用。然后再用以上方法制备单纯注射式硫酸钙(不

加骨形态发生蛋白2)，分别制作20个样本。上述操作严
格按照无菌要求。 

骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙浸泡液取样及检测：取

上述制备好的复合载体样本4个分别置于无菌试管中，

加1%BSA-PBS(pH值7.2) 600 μL浸泡，每24 h后吸出
全部浸泡液移至无菌试管，再向样本试管内添加等量

1%BSA-PBS(pH值7.2)，取出的浸泡液置于-70 ℃冰箱
保存。通过双抗夹心ELISA法测定每日骨形态发生蛋白

2的释放量，即取每日所取样本浸泡液100 μL，等量稀
释后按大鼠骨形态发生蛋白2/ELISA试剂盒说明进行检

测，用酶标仪于450 nm处测出液体中骨形态发生蛋白2
吸光度，绘制出骨形态发生蛋白2释放曲线。 

细胞接种：将骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙(实验组)
和注射式硫酸钙(对照组)样本分别置24孔培养板内，0.25%

胰酶消化生长良好的第2代骨髓间充质干细胞，吸取制成的
浓度5×109 L-1

细胞悬液100 μL，分别滴加到已置入24孔板

的材料表面，在37 ℃、体积分数为5%CO2，饱和湿度静

置3 h后翻转材料，向每组材料的另一面滴100 μL该细胞悬

液，静置培养3 h后，置于孵箱中培养，3 d换液1次。 
骨髓间充质干细胞成骨诱导的鉴定：骨髓间充质干细胞

与载体复合培养后，倒置显微镜下观察其形态变化，接

种7 d行碱性磷酸酶细胞化学染色、14 d行茜素红染色及

冯库萨染色。 
材料上细胞黏附率、细胞计数及碱性磷酸酶活性检测：接

种细胞后6 h，分别取每组材料4个样本，0.25%胰蛋白酶

消化，PBS洗涤4次，用细胞计数板进行计数，根据公式：
细胞黏附率=(黏附细胞数/接种细胞数)×100%，计算细胞

黏附率。第3，7，10，14天时，每组材料各取样本4块，
PBS洗涤4遍，0.25%胰酶消化细胞，反复吹打材料后加

入等量含体积分数为10%胎牛血清的培养基终止消化，
取出材料，培养液离心，制悬，计数。上述计数后的细

胞悬液，在冰浴中用超声细胞破碎机处理5次，6 s/次，
共30 s，然后1 000 r/min离心5 min，取上清液，按碱性

磷酸酶试剂盒说明书，计算出碱性磷酸酶活性。 
扫描电镜观察：接种第7天时，每组分别取出2块细胞

支架复合物，40 g/L多聚甲醛-2.5%戊二醛固定，乙醇
梯度脱水，临界点干燥，喷金，扫描电镜下观察细胞生

长情况。 
主要观察指标：①骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙

的体外缓释效果。②两组材料上的细胞黏附率、细胞计

数及碱性磷酸酶活性检测结果。 

统计学分析：数据以x
_

±s表示，采用SPSS 11.5统计
软件中的方差分析进行统计学处理，若有差异有显著性

再采用SNK-q检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 
 

2.1  骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙缓释载体上骨形
态发生蛋白2的释放量和持续时间  骨形态发生蛋白2

呈持续递减释放，在第1周能保持较高的浓度，第7-15
天处于平台期，后逐渐减少，持续时间达31 d，见图1。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

图 1  骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释支架上骨形态发
生蛋白 2的释放曲线 

Figure 1  Release curve of bone morphogenetic protein-2 on 
the bone morphogenetic protein-2/injectable 
calcium sulfate cement scaffolds 

注：骨形态发生蛋白 2呈持续递减释放，在第 1周能保持较
高的浓度，第 7-15天处于平台期，后逐渐减少，持续时间
达 31 d。 
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2.2  不同材料上的细胞黏附率测定  细胞接种6 h后，
实验组细胞黏附率为(55.2±2.6)%，对照组细胞黏附率

为(35.2±3.2)%，两组比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 
 

2.3  不同支架材料上的细胞计数  两组材料上细胞数
量均随培养时间延长而逐渐增多，相同时相点实验组材

料上的细胞数量与对照组相比差异有显著性意义(P < 
0.05)，见表1。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
2.4  不同支架材料的细胞碱性磷酸酶活性检测  两组

碱性磷酸酶活性在第10天时达到最高峰，相同时相点实
验组碱性磷酸酶活性最高，与对照组比较差异有显著性

意义(P < 0.05)，见图2。 
 

2.5  骨髓间充质干细胞培养与成骨诱导的鉴定  培养
48 h后，可见有少量贴壁细胞，多为梭形或成纤维细胞

样。7 d左右细胞可长满瓶底，细胞间排列紧密，呈均
匀一致的长梭形。经过不同载体复合培养后，行碱性磷

酸酶细胞化学染色，对照组为阴性，实验组呈阳性，可

见胞质中棕黄色颗粒；14 d行茜素红和冯库萨染色，对

照组为阴性，实验组为强阳性，细胞间可见大块细胞融

合形成的钙结节，见图3-5。 

 
2.6  扫描电镜观察细胞在不同材料上的生长状况   

可以观察到该载体存在明显的微孔结构。实验组接种7 d

后电镜下可见较多细胞生长，细胞突起接触融合，包绕

在材料表面，见图6A；对照组接种7 d后见支架表面黏

附的细胞明显较少，细胞之间少有突起连接，见图6B。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

表 1  骨髓间充质干细胞接种于骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸
钙缓释载体和单纯注射式硫酸钙支架不同时间点的细胞

计数 

Table 1  Counts of the bone marrow mesenchymal stem cells 
after seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement scaffolds or 
single injectable calcium sulfate cement scaffolds      

(x
_

±s)

与骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙支架组比较，aP < 0.05。 

注：两组材料上细胞数量均随培养时间延长而逐渐增多，相同时相点骨

形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体材料组上的细胞数量高于注射式

硫酸钙支架组(P < 0.05)，表明骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体

与细胞具有良好的相容性。 

 

接种时间 
骨形态发生蛋白 2/注
射式硫酸钙缓释载体 

注射式硫酸钙支架 

  
 3 d 

  
4.62±0.27 

 
2.64±0.13a 

 7 d  9.92±0.14 4.53±0.12a 
10 d 15.17±0.18 7.65±0.24a 
14 d 21.25±0.52 11.29±0.48a 

 

图 2  骨髓间充质干细胞接种于骨形态发生蛋白 2/注射式硫
酸钙缓释载体和单纯注射式硫酸钙支架不同时间点

的细胞碱性磷酸酶活性 

Figure 2  Alkaline phosphatase activity at different time after 
the cells were seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement 
scaffolds or single injectable calcium sulfate cement 
scaffolds 

注：两组碱性磷酸酶活性在第 10天时达到最高峰，并且相同
时相点骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体组碱性磷酸
酶活性高于单纯注射式硫酸钙支架组(P < 0.05)，表明骨形态
发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体具有骨诱导作用。 
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图 3  骨髓间充质干细胞接种于骨形态发生蛋白 2/注射式硫
酸钙缓释载体和单纯注射式硫酸钙支架 7 d (×100) 

Figure 3  Morphology of bone marrow mesenchymal stem 
cells 7 d after seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement 
scaffolds or single injectable calcium sulfate cement 
scaffolds (×100) 

 

A：骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙

缓释载体组细胞间排列紧密，呈均

匀一致的长梭形 

B：单纯注射式硫酸钙支架组细胞数

目较实验骨形态发生蛋白 2/注射式

硫酸钙缓释载体组少，细胞散落 
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3  讨论 

 
1965年，Urist[10]

首先报道将置于酸溶液中去钙的牛

骨骨片植入肌内，发现能够诱导新骨生成，他们认为去

钙骨基质中存在能诱导骨生长的未知物质，称之为骨形

态发生蛋白。随着分子生物学及重组DNA技术的发展，
已经证实存在并能重组合成骨形态发生蛋白。研究者们

经过大量动物实验证实，骨形态发生蛋白具有强大的促

成骨活性，能够诱导间充质细胞不可逆地分化为骨、软

骨组织
[11-13]
。骨形态发生蛋白是目前最肯定的具有诱导

成骨作用的生长因子
[14]
，但其在临床的应用未得到相应

认可和推广。主要原因为骨形态发生蛋白的纯度或活性

不足，以及在应用骨形态发生蛋白的过程中使用技巧、

剂量掌握等方面存在差异。具备良好生物相容性的载体可

图 4  骨髓间充质干细胞接种于骨形态发生蛋白 2/注射式硫
酸钙缓释载体 7 d的碱性磷酸酶染色(×100) 

Figure 4  Expression of alkaline phosphatase 7 d after the 
cells were seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement 
scaffolds (×100) 

 
 

注：碱性磷酸酶染色呈阳性，可见胞质中棕黄色颗粒。

图 5  骨髓间充质干细胞接种于骨形态发生蛋白 2/注射式硫
酸钙缓释载体 14 d的茜素红及冯库萨染色 (×100)

Figure 5  Alizarin Reds and Von Kossa staining 14 d after the 
cells were seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement 
scaffolds (×100) 

A：茜素红染色可见大块的红色钙结节 

B：冯库萨染色可见大块黑色的钙结节 

图 6  骨髓间充质干细胞接种于骨形态发生蛋白 2/注射式硫
酸钙缓释载体和单纯注射式硫酸钙支架 7 d的扫描电
镜观察(×1 000) 

Figure 6  Scanning electron microscopy observation 7 d after 
the cells were seeded onto the bone morphogenetic 
protein-2/injectable calcium sulfate cement 
scaffolds or single injectable calcium sulfate cement 
scaffolds (×1 000) 

 

A：骨形态发生蛋白 2/注射式硫酸钙缓释载体组可见较多细胞生长，细胞

突起接触融合，包绕在材料表面 

B：单纯注射式硫酸钙支架组见支架表面黏附的细胞明显较少，

细胞之间少有突起连接 
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以明显改善骨形态发生蛋白生物活性的发挥，其首要的性

能就是能对骨形态发生蛋白有良好的缓释作用
[15]
。硫酸钙

人工骨的应用研究已有1个世纪之久，众多文献表明硫酸
钙人工骨具有良好的生物相容性、体内完全降解，是理想

的骨移植替代材料。体外细胞培养研究证实成骨细胞可以

黏附在硫酸钙表面生长，硫酸钙对成骨细胞无毒性作用，

并在一定程度上刺激成骨细胞的增殖和分化。硫酸钙降解

的同时为血管和成骨细胞长入提供空间和引导性支架，亦

即硫酸钙降解吸收过程同步于骨的爬行替代过程。目前主

要是作为抗生素载体和成骨因子载体
[16-17]
。Turner等[18]

把

含有10%硫酸妥布霉素的硫酸钙片植入犬肱骨近端骨缺
损内，发现植入部位周围组织硫酸妥布霉素浓度可以持续

增高至14 d，一些动物可以持续到28 d，4周时缺损区内
被新生骨组织填充。Berdmore等[19]

成功应用含10%硫酸

妥布霉素的硫酸钙片与骨形态发生蛋白联合治疗预防了

羊胫骨近端污染骨折感染的发生。 

 
实验采用的是FDA批准上市的美国Wright医疗技术

公司研发的注射式硫酸钙，它由特制硫酸钙粉剂和相应

的溶剂组成，使用时配置成糊状，固化温度不高于33 ℃，

固化后机械强度与松质骨相当。在以往构建生长因子/
复合载体支架的基础上

[20-22]
，利用硫酸钙的物理特性，

将注射式硫酸钙与骨形态发生蛋白2制成缓释载体，观
察骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙缓释载体的体外缓释

作用，以及对骨髓间充质干细胞向成骨细胞方向分化的

影响。体外实验发现骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙缓

释载体能够缓慢释放骨形态发生蛋白2，持续时间达   
31 d，并且有平台期，保持稳定的释放浓度。同时在平

面环境下骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙缓释载体对骨
髓间充质干细胞的生长及诱导成骨能力优于单纯注射

式硫酸钙。实验组细胞形态由长梭形变成多角形，胞体

和胞核增大，且骨髓间充质干细胞发生了成骨分化，可

见大块钙结节沉积，表现出明显的成骨效应。实验组细

胞数量、细胞黏附率和碱性磷酸酶活性均明显优于对照

组，反映了骨形态发生蛋白2/注射式硫酸钙与骨髓间充
质干细胞有较好的生物相容性，能够保留生长因子的生

物活性，诱导骨髓间充质干细胞成团向成骨细胞分化。

扫描电镜观察可见实验组上细胞在支架表面和孔隙内

生长良好，细胞突起接触融合，细胞密集区域可见细胞

外基质形成，大量细胞包绕在材料表面，对照组上细胞

黏附数量较少，生长情况不及实验组。 
 

实验的机制在于：注射式硫酸钙配制时实测最高温

度不超过33 ℃，而骨形态发生蛋白2失活温度为55-  
75 ℃[23]

，该载体能够保留骨形态发生蛋白2的生物活

性，体外实验也证实该载体能发挥成骨诱导的作用；扫

描电镜观察材料断面显示，该载体具备较好的孔隙率及

孔径结构，具有较好的降解性及骨传导性。同时骨形态

发生蛋白2包裹于注射式硫酸钙内，大分子骨形态发生

蛋白2不能从注射式硫酸钙空隙中游离，只能随着注射
式硫酸钙的降解逐渐缓慢释放，持续缓慢地发挥其生物

学效应；注射式硫酸钙的缓慢降解吸收所形成的弱酸性

环境及无机盐能减弱破骨细胞的活性，从而促进骨髓间

充质干细胞向成骨细胞分化，加速新骨的形成。Walsh
等

[24]
研究发现硫酸钙不仅作为骨缺损填充剂引导组织

再生，而且可以间接刺激骨的形成。硫酸钙有诱导成骨

的特性，可能与局部pH值降低造成宿主骨局部脱钙、骨

基质内成骨诱导因子释放有关。 
 

实验制备的缓释载体具备良好的生长因子释放能

力，同时具有骨诱导和骨传导作用，为微创治疗骨缺损

提供了一种新的途径。由于本次实验是体外观察骨形态

发生蛋白2/注射式硫酸钙缓释载体缓释作用以及与骨髓

间充质干细胞的生物相容性，对于在体内环境中该载体

如何发挥其作用还需要进一步的实验研究。 
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