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文章亮点： 

实验的特色在于采用水热合成法以聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠为修饰剂和无修饰剂制

备纳米钛酸钙生物材料，实现了钛酸钙形貌的可控制备，并且证实了利用或未利用修饰剂的纳米钛酸钙对成

骨细胞无毒性作用，能促进成骨细胞的增殖和分化。 
关键词： 
生物材料；纳米生物材料；纳米；钛酸钙；成骨细胞；细胞增殖；细胞分化；其他基金 
主题词： 
生物材料；纳米粒；成骨细胞；细胞增殖；口腔 
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摘要 
背景：以不同修饰剂制备的纳米钛酸钙具有良好的骨传导性、生物相容性及生物活性。 
目的：观察纳米钛酸钙材料对成骨细胞增殖、分化的影响。 
方法：分别以聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠为修饰剂制备纳米钛酸钙，同时制备无修饰剂的

纳米钛酸钙。将制备的 4 组纳米钛酸钙分别配制为 0.1，1.0，10 g/L 的浸提液，MTT 方法检测材料浸提液对

乳鼠成骨细胞增殖及碱性磷酸酶活性的影响，以正常培养的细胞为对照。 
结果与结论：以聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠为修饰剂制备的纳米钛酸钙，无修饰剂的纳米

钛酸钙在 1.0，10 g/L 质量浓度下可明显促进成骨细胞的增殖；上述 4 组纳米钛酸钙浸提液在 1.0，10 g/L 质

量浓度下，培养 3，6，9 d 的细胞 A 值也高于对照组(P < 0.05，P < 0.01)，培养 6，9 d 的细胞碱性磷酸酶活

性值均高于对照组(P < 0.05，P < 0.01)。表明以聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠、无修饰剂制

备的钛酸钙对成骨细胞无毒性作用，可促进成骨细胞的增殖和分化。 
 
Nano-calcium titanate effects on rat osteoblast proliferation and differentiation  
 
Weng Zhi-qiang1, Sun Min2, Tang Xu-yan3, Wu Zhan-ao2, Duanli Rong4, Jiang Tao2 (1Outpatient Department, 
Nanjing General Hospital of Nanjing Military Area Command of Chinese PLA, Nanjing  210002, Jiangsu 
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Province, China; 3Stomatologic Hospital & College, Anhui Medical University, Key Laboratory of Oral 
Diseases Research of Anhui Province, Hefei  230032, Anhui Province, China; 4School of Medical Science 
and Laboratory Medicine, Jiangsu University, Zhenjiang  212013, Jiangsu Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Nano-calcium titanate, prepared with different modifiers, have properties of good osteogenesis, 
bone conductibility and biocompatibility.  
OBJECTIVE: To observe the influence of nano-calcium titanate materials on the proliferation and differentiation 
of osteoblasts.  
METHODS: Nano-calcium titanate was prepared with modifiers such as polyethylene glycol, acetyl trim ethyl 
ammonium bromide and sodium citrate. Meanwhile, nano-calcium titanate without modifier was prepared. All the 
four kinds of nano-calcium titanate materials were used to prepare nano-calcium titanate extracts under the 
concentration of 0.1, 1.0, 10 g/L, respectively. The proliferation of osteoblasts was observed through 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay and alkaline phosphatase activity of 
osteoblasts was observed. Osteoblasts cultured in normal condition served as contrast. 
RESULTS AND CONCLUSION: The proliferation of osteoblasts cultured in the calcium titanate extracts 
prepared with polyethylene glycol, acetyl trim ethyl ammonium bromide and sodium citrate and without modifier 
was obviously improved under the concentration of 1.0 and 10 g/L. Absorbance value of the cells cultured in the 
above-mentioned four kinds of calcium titanate extracts 1.0 and 10 g/L) for 3, 6, 9 days exceeded the contrast (P 
< 0.05, P < 0.01), as well as the alkaline phosphatase activity (P < 0.05, P < 0.01). Calcium titanate prepared with 
polyethylene glycol, acetyl trim ethyl ammonium bromide and sodium citrate and without modifier has no  
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cytotoxicity effect on osteoblasts, and can promote the proliferation and differentiation of osteoblasts. 
 
Subject headings: biomaterials; nanoparticles; osteoblasts; cell proliferation; mouth 
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0  引言  Introduction 
 

纳米钛酸钙生物材料具有骨传导性，提供生物相

容性支架，适合新骨生长；具有骨诱导性，可使干细

胞分化为成骨细胞；具有骨生长性，材料含有促进成

骨细胞不同阶段分化的细胞成分。生物材料是能够直

接与生理系统接触并发生相互作用，能够对细胞、组

织和器官进行诊断治疗、替换修复或诱导再生的具有

特殊性能和功能的材料[1-4]。钛具有良好的机械强度和

生物相容性，因此钛种植体已被广泛应用于临床修复

牙列缺失或牙列缺损。种植体种植成功的关键在于形

成良好的种植体-骨结合界面，而成骨细胞是种植体-

骨结合界面中的重要细胞组成部分，对于形成良好的

骨结合界面至关重要[5]。 
对生物材料的要求不仅仅局限于无毒、安全，生

物相容性、血液相容性好，而且要求生物材料具有细

胞外基质的作用，即生物材料在生理环境中应与活体

细胞产生相互作用，有特殊的细胞响应，从而诱导细

胞发展成有生命力的新生组织或器官。鉴于大多数从

生物体组织中分离出来的细胞是贴附生长型的，即细

胞首先必须贴附于材料表面，然后才有细胞的伸展、

迁移、聚集、分化，细胞与材料的相互作用和其他的

生长模式。生物材料组织工程学的研究已进入一个新

的发展期，也面临着知识更新和实验技术转型前所未

有的挑战。以分子生物学的知识和技术来研究材料的

生物特性，才能真正掌握生物材料内在的生物功能，

研究开发出创新性的仿生材料，用于修复并重建人体

生理功能。实验证明任何材料的表面化学结构和表面

形态结构都可作为生物信号，这类信号能在分子水平

上有效地和特异性地调节人体附着细胞功能性基因的

表达、信息核糖核酸的结构稳定、基因产物的合成与

功能，从而有效地产生材料的诱导性生物效应[6-9]。此

类生物效应不仅决定了生物材料的安全性，也决定了

生物材料用于重建人体生理功能的特异性。这类材料

表面信号对人体细胞的调节作用是功能特异性的和极

其敏感的，在基因水平的有效调节可在细胞与材料接

触的几小时内即出现。 
实验采用水热合成法制备以聚乙二醇、十六烷基

三甲基溴化铵、柠檬酸钠为修饰剂和无修饰剂纳米钛

酸钙生物材料，旨在评价其对乳鼠成骨细胞生物活性

及增殖和分化的影响。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：对比观察细胞学实验。 
时间及地点：实验于2012年4月至2013年4月在江

苏大学化学化工院实验室和江苏大学基础与医学技术

学院实验室完成。 
材料： 
实验动物：新生一两天SD乳鼠20只，雌雄不拘，由

江苏大学动物实验中心提供，许可证号：SYXK(苏) 
2008-0024。 

纳米钛酸钙对鼠成骨细胞增殖与分化影响实验的主要试

剂与仪器： 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
实验方法： 

纳米钛酸钙的制备：将钛酸四正丁酯与无水乙醇室温

下混合放入水热反应釜中，再将称量后的氧化钙和不同

的修饰剂(聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠

或无修饰剂)用去离子水溶解后也加入至釜中，添加去离

子水至内胆填充量的80%。密闭后放入DGG-9023A型
电热恒温鼓风干燥箱，反应120 ℃ 24 h。反应后的底

物过滤，去离子水冲洗、120 ℃干燥，进一步在马弗炉

中650 ℃下煅烧1 h得到煅烧后的产品，即为样品。 
反应方程式：Ti(C4H9O)4+H2O→Ti(OH)4+ C4H9OH，

钛酸丁酯+水→钛酸+丁醇，Ti(OH)4+OH-→TiO3
2- + 

H2O，钛酸+氢氧根离子→钛酸根离子+水分子，Ca2+ + 
TiO3

2-→CaTiO3，钙离子+钛酸根离子→钙钛矿。 
纳米钛酸钙浸提液的制备：将以聚乙二醇、十六烷基

试剂及仪器 来源 

以聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、

柠檬酸钠(上海宏瑞化工有限公司)
为修饰剂和无修饰剂制备的纳米钛

酸钙 
DMEM 培养基 
胰蛋白酶、胎牛血清、Model680 酶标

光度仪 
倒置相差显微镜 
MTT 
碱性磷酸酶试剂盒 
CO2细胞培养箱 
台式低速离心机 
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研究所 
 
 

GIBCO 公司 
美国 Sigma 公司 
 
日本 Olympus 公司 
北京中生瑞泰科技有限公司 
南京建成生物研究所 
上海赛默飞世尔科技公公司 
江苏常州中捷实验仪器制造 
有限公司 
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图 1  SD 乳鼠成骨细胞原代培养 7 d 的细胞形态(倒置显微

镜，×200) 

Figure 1  The morphology of osteoblasts primarily cultured for 
7 d (Inverted microscope, ×200) 

注：细胞呈梭形、三角形或不规则多边形，有数量不等的突

起伸出。 

三甲基溴化铵、柠檬酸钠为修饰剂和无修饰剂纳米钛酸

钙以双重蒸馏水分别配置成0.1，1.0，0 g/L 3种质量浓

度，吸取浸提液为50 μL，浸提质分别为5，50，500 μg。 
实验样品： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
新生SD大鼠成骨细胞的分离、接种与传代培养

[10-11]
：将

10只大鼠胎鼠浸泡于体积分数75%乙醇5 min，取出后

放入培养皿中，剥出颅骨，剔除骨膜、血管和结缔组织，

放入含青霉素、链霉素的0.01 mol/L 的PBS(pH=7.4)
中浸泡。移入超净台内，用PBS将取下的颅骨冲洗3次，

并将冲洗干净的骨片剪碎(1 mm×1 mm)，均匀地排放到

培养瓶中，贴壁12 h后用培养基洗涤一两次(除去杂质和

没有完全贴壁的细胞)，然后加入含体积分数10%胎牛血

清完全培养基；放入37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中

培养。以后每3 d换培养液1次，待生长细胞铺满平皿

90%后进行传代。传代时先用PBS洗2次，加入0.25%
胰蛋白酶1 mL，润湿细胞后放在倒置显微镜下进行观

察；待细胞变圆立即加5 mL 含体积分数10%胎牛血清

的完全培养基终止消化，吸管吹打至细胞分散，以1 2∶

进行传代；每次传代时将细胞放入培养瓶后，先将培养

瓶翻转放入培养箱中2 h贴壁，然后再将细胞翻转过来。

每5 d传代1次，将传3代细胞备用。 
MTT 法检测成骨细胞增殖：采用锥虫蓝染色计算活细

胞数≥95%，按3×107 L-1浓度制备细胞混悬液，分别加

于5块96孔板内，每孔200 μL。培养24 h观察细胞贴壁

后换含不同浓度聚乙二醇、柠檬酸钠、十六烷基三甲基

溴化铵为修饰剂或无修饰剂制备的纳米钛酸钙0.1，1.0，   
10 g/L，每组各5个复孔，每孔加入50 μL，空白对照组

不加。然后每孔加入完全培养基150 μL，放入CO2培养

箱培养1，3，6，9 d后，每孔加入5 g/L MTT液10 μL，
37 ℃培养4 h，每孔加入150 μL的二甲基亚砜，振荡器

内温度为37 ℃，120 min/次，振荡5 min后分别在酶标

仪(490 nm)波长处测定各孔A值。 
成骨细胞鉴定活细胞形态观察：细胞培养后每日用倒

置相差显微镜观察细胞形态变化及生长状况。 
Giemsa染色和钙化结节染色(茜素红法)：将事先准备的

圆型无菌盖玻片放入24孔培养内，将上述培养纯化后的

细胞调至3×107 L-1浓度接种于24孔培养板盖玻片上，然

后每孔加入完全培养基150 μL，放入体积分数5%CO2

培养箱培养培养7 d后取出，PBS洗3次，甲醇固定     
10 min，Giemsa染液染15 min，自来水冲洗，空气干

燥，二甲苯透明，树胶封固，镜下观察成骨细胞形态变

化。 
成骨细胞碱性磷酸酶活性测定：将传代后的细胞以

3×107 L-1的浓度接种于96培养板中，培养4 h观察细胞

贴壁后，分别设置培养1，3，6，9 d，加入换以不同浓

度聚乙二醇、柠檬酸钠、十六烷基三甲基溴化铵为修饰

剂或无修饰剂制备的纳米钛酸钙0.1，1.0，10 g/L，每

组各5个复孔，每孔加入50 μL，空白对照组不加。在   
410 nm波长下测定A值并用细胞总蛋白标准化代表细

胞碱性磷酸酶活性(A值)。严格按碱性磷酸酶试剂盒说明

操作。 
主要观察指标：纳米钛酸钙对乳鼠成骨细胞增殖及

碱性磷酸酶活性的影响。 
统计学分析：应用SPSS 16.0统计软件进行数据分

析，资料以x
_

±s表示，对各组成骨细胞增殖情况和碱性

磷酸酶活性进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，以
P < 0.05为差异有显著性意义。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  乳鼠成骨细胞原代培养和传代培养的活细胞观

察  从颅盖骨经酶消化分离所得细胞接种于培养瓶培

养4 h后，待细胞可贴壁后呈梭形、三角形或不规则多

边形，有数量不等的突起伸出；传代后细胞以梭形、

三角形为主，胞核呈圆形或椭圆形，呈集落样生长趋

势，集落中心细胞排列紧密甚重叠，周围细胞以突起

相连，随着细胞增殖 终连成一片，可复层生长，见

图1，2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

序号 样品 
 
1 

 
以聚乙二醇为修饰剂制备的 0.1 g/L 钛酸钙 

2 以聚乙二醇为修饰剂制备的 1.0 g/L 钛酸钙 
3 以聚乙二醇为修饰剂制备的 10g/L 钛酸钙 
4 以十六烷基三甲基溴化铵为修饰剂制备的 0.1 g/L 钛酸钙 
5 以十六烷基三甲基溴化铵为修饰剂制备的 1.0 g/L 钛酸钙 
6 以十六烷基三甲基溴化铵为修饰剂制备的 10 g/L 钛酸钙 
7 以柠檬酸钠为修饰剂制备的 0.1 g/L 钛酸钙 
8 以柠檬酸钠为修饰剂制备的 1.0 g/L 钛酸钙 
9 以柠檬酸钠为修饰剂制备的 10 g/L 钛酸钙 

10 无修饰剂的 0.1 g/L 钛酸钙 
11 无修饰剂的 1.0 g/L 钛酸钙 
12 无修饰剂的 10 g/L 钛酸钙 
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图2  成骨细胞传代培养7 d的细胞形态(倒置显微镜，×200)

Figure 2  The morphology of osteoblasts passaged for 7 d 
(Inverted microscope, ×200) 

注：细胞以梭形、三角形为主，胞核呈圆形或椭圆形，呈集落样

生长趋势，集落中心细胞排列紧密甚重叠，周围细胞以突起相连，

随着细胞增殖 终连成一片，可复层生长。 
 

图3  利用聚乙二醇修饰剂制备的纳米钛酸钙10 g/L对成骨

细胞传代培养的形态的影响(倒置显微镜，×200) 

Figure 3  The changes in cell morphology of osteoblasts 
subcultured in 10 g/L nano-calcium titanate extract 
prepared using polyethylene glycol as a modifier 
(Inverted microscope, ×200) 

 

注：细胞多呈三角形或梭形，胞浆丰富，染成粉红色，细胞核染

成紫蓝色，呈圆形或卵圆形，细胞生长融合成复层。 

图 4  利用十六烷基三甲基溴化铵为修饰剂制备的纳米钛酸

钙 10 g/L 对成骨细胞传代培养形态的影响(倒置显微

镜，×200) 

Figure 4  The changes in morphology of osteoblasts 
subcultured in 10 g/L nano-calcium titanate extract 
prepared using acetyl trim ethyl ammonium bromide
as a modifier (Inverted microscope, ×200) 

注：细胞多呈三角形或梭形，胞浆丰富，染成粉红色，细胞核染

成紫蓝色，呈圆形或卵圆形，细胞生长融合成复层。 

图5  利用柠檬酸钠为修饰剂制备的纳米钛酸钙10 g/L对成

骨细胞传代培养形态的影响(倒置显微镜，×200) 

Figure 5  The changes in morphology of osteoblasts 
subcultured in 10 g/L nano-calcium titanate extract 
prepared using sodium citrate as a modifier 
(Inverted microscope, ×200) 

注：细胞多呈三角形或梭形，胞浆丰富，染成粉红色，细胞核染

成紫蓝色，呈圆形或卵圆形，位于细胞中央，细胞生长融合成复

层。 

注：细胞多呈三角形或梭形，胞浆丰富，染成粉红色，细胞核染

成紫蓝色，呈圆形或卵圆形，位于细胞中央，细胞生长融合成复

层。 

图6  无修饰剂制备的纳米钛酸钙10 g/L对成骨细胞传代培

养形态的影响(倒置显微镜，×200) 

Figure 6  The changes in morphology of osteoblasts 
subcultured in 10 g/L nano-calcium titanate extract 
prepared without modifier (Inverted microscope, 
×200) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  成骨细胞Giemsa和钙化结节染色结果   见图

3-6。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

传代培养7 d后成骨细胞多呈三角形或梭形，胞浆

丰富，染成粉红色，细胞核染成紫蓝色，呈圆形或卵圆

形，位于细胞中央，细胞生长融合成复层。以聚乙二醇、

十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠为修饰剂和无修饰剂

制备的纳米钛酸钙在1.0，10 g/L质量浓度下对成骨细胞

有明显促增殖作用。 
2.3  不同修饰剂制备样品和无修饰剂制备样品的结构

变化  经650 ℃下煅烧1 h后修饰剂处理后的样品，有

聚乙二醇、十六烷基三甲基溴化铵、柠檬酸钠3种，通

过电镜扫描后出现形状改变，有较多大小不等聚集的圆

型体，另外，空间结构也发生改变；无修饰剂样品有较

多大小不等聚集的不规则体，另外，空间结构没有明显
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注：以修饰剂制备的样品有较多大小不等聚集的圆型体，空间结

构发生改变。 
 

A：以聚乙二醇为修饰剂

制备的纳米钛酸钙 

 

B：以十六烷基三甲基溴化铵为修饰

剂制备的纳米钛酸钙 

 

C：以柠檬酸钠为修饰剂制备的纳米钛酸钙  

图 7  利用修饰剂制备纳米钛酸钙的扫描电镜图(×50 000)

Figure 7  Scanning electron microscope observation of 
nano-calcium titanate prepared with modifier 
(Inverted microscope, ×50 000) 

 

注：无修饰剂样品有较多大小不等聚集的不规则体，空间结构没

有明显改变。 
 

图 8  未利用修饰剂制备纳米钛酸钙的扫描电镜图 
(×50 000) 

Figure 8  Scanning electron microscope observation of 
nano-calcium titanate prepared without modifier 
(Inverted microscope, ×50 000) 

改变，见图7，8。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  成骨细胞增殖检测结果  见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
与对照组比较，当材料质量浓度在1.0-10.0 g/L作

用第3-9天后细胞增殖逐渐升高(P < 0.05，P < 0.01)。
各个实验组组内不同时间点比较，除第1天差异无显著

性意义(P > 0.05)外，3-9 d比较差异有显著性意义    
(P < 0.05)，表明有无修饰剂制备的纳米钛酸钙质量浓

度在1.0-10.0 g/L范围内对成骨细胞的增殖和分化作用

与浓度和时间有关。 

表 1  利用修饰剂或未利用修饰剂制备纳米钛酸钙对成骨细胞

增殖和分化的影响 

Table 1  Effect of nano-calcium titanate prepared with or without 
modifier on the proliferation and differentiation of 
osteoblasts                  (x

_

±s, n=5, absorbance)

与对照组比较，aP < 0.05；组内与其他质量浓度比较，bP < 0.05，  cP < 0.01。

注：对照组为正常培养的细胞。结果表明纳米钛酸钙质量浓度在

1.0-10.0 g/L 范围内对成骨细胞的促增殖和分化作用与浓度和时间有关。

组别 1 d 3 d 
 
对照组 

 
0.043±0.020 

 
0.045±0.020 

聚乙二醇修饰剂组   
0.1 g/L 0.042±0.030 0.092±0.040 
1 g/L 0.046±0.020  0.095±0.050ab 
10 g/L 0.041±0.010  0.098±0.060ab 

十六烷基三甲基溴化铵修饰剂组   
0.1 g/L 0.039±0.022 0.097±0.062 
1 g/L 0.042±0.011 0.119±0.054ab 
10 g/L 0.043±0.021 0.146±0.052ab 

柠檬酸钠修饰剂组   
0.1 g/L 0.049±0.010 0.116±0.062 
1 g/L 0.045±0.030  0.121±0.093ab 
10 g/L 0.059±0.040  0.175±0.071ab 

无修饰剂组   
0.1 g/L 0.042±0.020 0.122±0.060 
1 g/L 0.042±0.030  0.134±0.060ab 
10 g/L 0.047±0.010 

 
 0.136±0.070ab 

组别 6 d 9 d 
 
对照组 

 
0.057±0.010 

 
0.061±0.020 

聚乙二醇修饰剂组   
0.1 g/L 0.122±0.010 0.162±0.050 
1 g/L  0.144±0.080ab   0.170±0.030ab 
10 g/L  0.169±0.090ab   0.198±0.050ac 

十六烷基三甲基溴化铵修饰剂组   
0.1 g/L 0.135±0.092 0.188±0.073 
1 g/L  0.145±0.073ab   0.194±0.093ac 
10 g/L  0.165±0.065ac 0.207±0.071ac 

柠檬酸钠修饰剂组   
0.1 g/L 0.153±0.094 0.195±0.062 
1 g/L  0.169±0.054ab  0.212±0.064ac 
10 g/L  0.181±0.062ac  0.226±0.082ab 

无修饰剂组 
0.1 g/L 

 
0.149±0.032 

 
0.206±0.051 

1 g/L 0.157±0.031ab  0.220±0.032ac 
10 g/L 0.163±0.025ac  0.231±0.052ab 
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2.5  传代成骨细胞碱性磷酸酶活性检测结果  见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
与对照组比较，各组生物材料在1.0，10 g/L质量浓

度下成骨细胞碱性磷酸酶活性均提高。同一时间点下，

各个实验组组不同浓度间比较，除第1天无差异外      
(P > 0.05)，第3-9天组间差异有显著性意义(P < 0.05)，
(P < 0.01)。表明4种生物材料样品在1.0，10 g/L质量浓

度下能提高成骨细胞碱性磷酸酶活性。 

 
3  讨论  Discussion 

 
随着细胞培养技术的发展，目前体外成骨细胞培养

技术已日渐成熟，已从骨组织、骨膜及间充质中分离培

养出典型的成骨细胞，证实了其体内和体外的成骨能

力。成骨细胞体外培养技术不仅是研究成骨细胞生物学

特性及功能调节的重要工具，而且常用来研究与骨相关

疾病的发病机制及防治问题。成骨细胞是骨代谢过程中

重要的执行细胞
[12]。体外分离培养成骨细胞是研究其生

物学特性及功能调节的重要工具[13]。碱性磷酸酶活性变

化可以了解成骨细胞的增殖和分化成熟程度，以及成骨

矿化能力，碱性磷酸酶的合成及矿化结节的形成是成骨

细胞的表型特征[14-17]。成骨细胞的增殖和分化不仅具有

时间依赖性，而且受多种因素的调节。实验利用组织块

培养法原代分离培养成骨细胞，在体外可移行出骨组织

的特点。在原代培养时要适时传代，当细胞生长融合成

一层时传代，传代太晚细胞会发生衰老，传代太早又会

因细胞数量太少不能骤然适应新环境而影响细胞增  
殖[18-19]。实验采用细胞化学方法对成骨细胞作了进一步

鉴定。碱性磷酸酶部分来源于成骨细胞，碱性磷酸酶活

性的提高和成骨细胞骨钙素分泌的升高表明分化水平

增加，提示该表面有利于成骨细胞的分化。由于成骨细

胞能合成和分泌碱性磷酸酶，碱性磷酸酶活性被认为是

成骨细胞的一个重要生物学标志[20-26]。实验结果显示当

细胞生长出现聚集，多层重叠，显微镜下可见多个大小

不等的不透明区域时，Giemsa和钙化结节染色呈阳性

反应，证实胞浆丰富，染成粉红色，细胞核染成紫蓝色，

不透明区域为钙化结节。通过形态学观察证实原代培养

细胞具有与成骨细胞相似的形态和生长特点。成骨细胞

在不同分化时期各基因表达调控的规律也不同。各实验

组随着时间改变碱性磷酸酶活性均高于对照组(P < 
0.05，P < 0.01) 。实验可以观察到成骨细胞在体外的

成熟过程，细胞在汇合以后碱性磷酸酶水平处于上升趋

势。因此实验体外培养成骨细胞的方法是切实可行的、

有效的，可为骨形成、骨代谢机制、成骨细胞黏附、增

殖和分化能力研究及骨组织工程研究提供生物学性能。 
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伦理要求：实验过程中对动物的处置符合2009年《Ethical 

表 2  利用修饰剂或未利用修饰剂制备纳米钛酸钙对成骨细胞

碱性磷酸酶活性影响 

Table 2  Effect of nano-calcium titanate prepared with or without 
modifier on alkaline phosphatase activity of osteoblasts

(x
_

±s, n=5, absorbance)

与对照组比较，aP < 0.05，bP < 0.05；组内与其他质量浓度比较，cP < 0.05。

注：对照组为正常培养的细胞。结果表明纳米钛酸钙质量浓度在

1.0-10.0 g/L 范围内能提高成骨细胞碱性磷酸酶活性。 

组别 1 d 3 d 
 
对照组 

 
0.052±0.020 

 
0.081±0.030 

聚乙二醇修饰剂组   
0.1 g/L 0.055±0.030 0.091±0.040 
1 g/L 0.078±0.030 0.098±0.030 
10 g/L  0.049±0.013  0.124±0.036a 

十六烷基三甲基溴化铵修饰剂组   
0.1 g/L 0.058±0.024 0.093±0.053 
1 g/L 0.078±0.012 0.119±0.044ac 
10 g/L 0.094±0.033 0.124±0.036ac 

柠檬酸钠修饰剂组   
0.1 g/L 0.062±0.082 0.099±0.053 
1 g/L 0.086±0.031 0.117±0.042ac 
10 g/L 0.101±0.034 0.144±0.041ac 

无修饰剂组   
0.1 g/L 0.062±0.012 0.104±0.042 
1 g/L 0.089±0.032  0.140±0.035ac 
10 g/L 0.101±0.031 

 
 0.144±0.044ac 

组别 6 d 9 d 
 
对照组 

 
0.106±0.050 

 
0.118±0.040 

聚乙二醇修饰剂组   
0.1 g/L 0.105±0.050 0.129±0.050 
1 g/L 0.107±0.020ac  0.172±0.080ac 
10 g/L 0.268±0.072ac  0.332±0.057bc 

十六烷基三甲基溴化铵修饰剂组   
0.1 g/L 0.130±0.061 0.289±0.072a 
1 g/L  0.215±0.072ac  0.298±0.044bc 
10 g/L  0.288±0.040bc  0.317±0.072bc 

柠檬酸钠修饰剂组   
0.1 g/L 0.129±0.051 0.138±0.053a 
1 g/L  0.155±0.062ac 0.278±0.062bc 
10 g/L  0.296±0.073bc 0.336±0.044ac 

无修饰剂组 
0.1 g/L 

 
0.129±0.052 

 
0.198±0.043a 

1 g/L 0.234±0.06ac 0.268±0.071bc 
10 g/L  0.284±0.064bc 0.334±0.052ac 
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issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 

学术术语：钛酸钙-是一种具有优异介电特性、温度特性、

机械特性以及光学特性的基础无机介电材料，被广泛应用于陶

瓷电容器、PTC热敏电阻器、微波天线、滤波器以及不锈钢焊

条等领域。 

作者声明：文章为原创作品，数据准确，内容不涉及泄密，

无一稿两投，无抄袭，无内容剽窃，无作者署名争议，无与他

人课题以及专利技术的争执，内容真实，文责自负。 
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