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文章亮点： 
1 墨鱼骨文石相碳酸钙和磷酸盐在特定条件下发生水热反应，反应温度 200 ℃下，反应时间为 8 h时转化完全。 
2 合成手段不经过成核再结晶的过程，同时保持原来文石相碳酸钙的结晶取向，因此内部结构和形貌都保持
不变。 
3 实验的特点在于获得的墨鱼骨转化羟基磷灰石材料所具有的良好三维结构，且对人骨瘤细胞的生长无明显
毒性，不影响细胞的正常增殖，具有良好的细胞相容性。 
关键词： 
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摘要 
背景：从自然界中寻找骨移植替代材料来充填骨缺损是目前骨组织工程支架是研究的热点。 
目的：探索墨鱼骨转化羟基磷灰石三维支架及其作为骨组织工程支架材料的可行性。 
方法：以墨鱼骨为原料，与磷酸氢二铵在特定条件下发生水热反应，利用 X射线衍射、傅里叶变换红外光谱、
X射线光电子能谱法和扫描电镜分别对水热反应产物进行表征。 
结果与结论：墨鱼骨水热反应产物为羟基磷灰石。墨鱼骨转化羟基磷灰石保持了良好的文石相结构，将其与

MG63 细胞体外培养并考察其细胞相容性，证实墨鱼骨转化羟基磷灰石材料对细胞的生长无明显影响且无明
显毒性，不影响细胞的正常增殖，可作为新型骨组织工程细胞支架材料。 
 
黄谢山，刘明，王江. 墨鱼骨转化羟基磷灰石制备及细胞相容性[J].中国组织工程研究，2014，18(16): 
2532-2537. 
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Abstract 
BACKGROUND: Recently, bone tissue engineering is highlighted from the nature source.  
OBJECTIVE: To explore the preparation of a cuttlebone-transformed hydroxyapatite scaffold as the novel bone 
substitution.  
METHODS: As raw materials, the cuttlebone appeared to have a hydrothermal reaction with diammonium 
phosphate under specific conditions, and the hydrothermal products were characterized respectively by X-ray 
diffraction, Fourier transform infrared spectroscopy, energy-dispersive X-ray spectroscopy and scanning electron 
microscopy.  
RESULTS AND CONCLUSION: The results showed that the hydrothermal products were hydroxyapatite. The 
cuttlebone-transformed hydroxyapatite possessed good three-dimensional structure. Cytocompatibility of the 
cuttlebone-transformed hydroxyapatite with MG63 cells cultured in vitro were observed and we found the 
cuttlebone-transformed hydroxyapatite had no obvious effects on cell growth and no toxicity, which can be used 
as new bone tissue engineering scaffolds.  
 
Subject headings: hydroxyapatites; durapatite; biocompatible materials; stents 
Funding: the Major Science and Technology Plan of Hainan Province, No. ZDXM20120066; the Natural Science 
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0  引言  Introduction 
羟基磷灰石，又称羟磷灰石，是钙磷灰石(Ca5(PO4)3(OH))

的自然矿物化，且经常被写成(Ca10(PO4)6(OH)2)的形式以突
出其由羟基与磷灰石两部分组成。OH-基能被氟化物、氯化
物和碳酸根离子代替，生成氟基磷灰石或氯基磷灰石，其

中的钙离子可以被多种金属离子通过发生离子交换反应代

替，形成对应金属离子的M磷灰石(M代表取代钙离子的金
属离子)。羟基磷灰石是脊椎动物骨骼和牙齿的主要组成，
人的牙釉质中羟基磷灰石的含量在96%以上。羟基磷灰石
具有优良的生物相容性，并可作为一种骨骼或牙齿的诱导

因子，在口腔保健领域中对牙齿具有较好的再矿化、脱敏

以及美白作用。实验证明羟基磷灰石粒子与牙釉质生物相

容性好，亲和性高，其矿化液能够有效形成再矿化沉积，

阻止钙离子流失，解决牙釉质脱矿问题，从根本上预防龋

齿病。含有羟基磷灰石材料的牙膏对唾液蛋白、葡聚糖具

有强吸附作用，能减少患者口腔的牙菌斑，促进牙龈炎愈

合，对龋病、牙周病有较好的防治作用。羟基磷灰石因其

与人体自然骨组成和结构极为相似，并且有良好的生物相

容性和生物活性，被广泛作为人骨缺损修复材料[1-3]
。其来

源有多种，天然生物质碳酸钙转化即是其中之一。在天然

生物质碳酸钙中，珊瑚是最早得到深入研究的，且最早应

用于临床
[4-15]
。珊瑚的碳酸钙结构多孔而疏松，即使磨成细

微粉末状的珊瑚钙也保有这种特性，且其除了钙、镁等常

量矿物质之外，还含有数十种微量元素，而且所有成分都

是有机型态的矿物质(经过珊瑚虫的天然螯合)，并非一般
无机的化学元素。Roy等[16]

曾利用水热法将海珊瑚从文石

相碳酸钙转变为羟基磷灰石，由于珊瑚羟基磷灰石与骨组

织结构和成分相似，因此被认为是一种较好的人工骨材    
料

[17-20]
，美国生产的Interpore系列产品即是以天然珊瑚为

原料，经水热反应生成的羟基磷灰石材料，该材料已获美

国食品和药物管理局认证，并应用于临床
[21]
。然而天然珊

瑚可塑性较差，并且属于国家保护的珍贵自然资源，这限

制了其在临床大规模应用。而墨鱼骨是海洋生物墨鱼的脊

梁骨，主要化学成分也为文石相碳酸钙，同样具有良好的

三维多孔房架式网状结构，且资源丰富
[22-23]
，将墨鱼骨转

化为羟基磷灰石材料，有望取代天然珊瑚羟基磷灰石在骨

缺损修复临床上的应用。实验拟通过水热反应，将墨鱼骨

转化形成羟基磷灰石，同时通过体外细胞培养试验和MTT
检测其生物相容性。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：材料学研究。 
时间及地点：实验于2013年1至12月在海南大学材料

与化工学院生物材料研究所完成。 
材料： 
生物材料：墨鱼骨购自海南省walmart超市购买，产地

为海南省。MG63细胞来源于中南大学湘雅医学院附属海

口医院。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
墨鱼骨转化羟基磷灰石的制备：将墨鱼骨材料进行切

割，然后用蒸馏水进行清洗，并将其脱脂脱蛋白，然后制

成10 mm×10 mm×5 mm的组织块，将组织块分为6组，每
组5块，前5组分别置于高压反应釜内胆中，再分别加入等
量磷酸氢二铵(加入量以墨鱼骨中的Ca和磷酸氢二铵P的
化学计量比为1.67作为标准；溶解法测定墨鱼骨中的Ca含
量)，最后加入2 000 mL蒸馏水，进行水热反应。在200 ℃
温度下分别反应2，4，6，8，10 h，墨鱼骨的碳酸钙和磷
酸氢二铵在高温高压条件下发生化学反应： 

10CaCO3+6(NH4)2HPO4+2H2O      
Ca10(PO4)6(OH)2+6(NH4)2CO3+4H2CO3

[16] 
以未进行水热反应的墨鱼骨作为对照组。 
材料表征：于设定时间取出材料，蒸馏水清洗，风干。

分别进行X射线衍射分析，傅里叶变换红外光谱分析，X射
线能谱分析和扫描电镜分析。 

体外细胞培养试验和MTT试验：MG63细胞在αMEM
培养基中悬浮后接种于培养瓶中于37 ℃ /体积分数
5%CO2的细胞培养箱中培养，每3 d更换培养液。将经过
灭菌消毒的墨鱼骨转化羟基磷灰石材料分别置于24孔板
中，再将传代培养的成骨细胞按5×107 L-1

的浓度滴加在

24孔板中，每孔滴加1 mL，待细胞自然沉降在材料表面，
又于37 ℃/体积分数5%CO2的细胞培养箱中培养，每3 d
换液。根据MG63细胞的增殖周期，分别取墨鱼骨转化羟
基磷灰石材料和细胞复合培养1，3，5和7 d进行光镜观察
细胞形态和增殖情况。在MTT试验中，同等条件下，以人
工化学合成羟基磷灰石材料做对比，以未放置材料作空白

对照组，平行6组进行试验。将复合培养第1，4，7天的
样品各取6孔，弃原培养液，每孔加入MTT 20 μL，再加
入无血清αMEM培养液100 μL，37 ℃/体积分数5%CO2

培养箱中孵育4 h后，去上清，每孔加入二甲基亚砜    
150 μL，振荡10-15 min，吸取该溶解液至另一24孔板中，
每孔150 μL，用酶联免疫检测仪在570 nm波长下检测各
组吸光度值。 

墨鱼骨转化羟基磷灰石制备及细胞相容性实验用主要材料及仪器： 

材料及仪器 来源 

高压反应釜内胆(容量为 80 mL，聚四氟乙烯制作) 西安常仪仪器厂 

X射线衍射仪(D8 Advance型) ，傅里叶变换红外
光谱仪(TENSOR27型) 

德国 Bruker公司 

X射线能谱仪，扫描电镜 日本 Hitachi公司 

αMEM培养基，人工化学合成羟基磷灰石材料 自制 

细胞培养箱 常州菲普实验仪器厂 

光镜 广州维伯鑫生物科技公

司 

酶联免疫检测仪 北京中仪公司 
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主要观察指标：细胞与材料共培养不同时间后的变化

情况。 
统计学分析：采用SPSS 18.0软件进行分析，计量资

料采用x
_

±s表示，用两独立样本t 检验分析，P < 0.05为差
异有显著性意义。 

 
2  结果  Results  
2.1  墨鱼骨转化羟基磷灰石材料的制备结果  图1A是水
热反应前(原墨鱼骨)及不同水热反应时间样品粉末的X射
线衍射图谱，图1A中图谱a经X射线衍射图谱处理软件
JADE 进 行 分 析 ， 得 到 其 各 衍 射 峰 的 d 值 与
JCPDSNo.05-0453完全一致，表明构成墨鱼骨的矿物是文
石相碳酸钙结构。图1中图谱b，c，d，e，f对应样品的水
热反应时间分别为2，4，6，8，10 h。用MDI Jade 7.0软
件分别对各图谱进行分析，得出在水热反应2 h后，出现了
羟基磷灰石物相，其晶型结构也发生了变化。随着反应的进

行，墨鱼骨文石矿物相逐步向羟基磷灰石物相转化，图中b，
c，d是文石和羟基磷灰石的衍射峰共存。在反应时间4 h时，
羟基磷灰石衍射峰强度远高于文石，说明水热反应4 h后，大
部分文石相碳酸钙已转化为羟基磷灰石。图中e其各衍射峰
与JCPDSNo.74-0566相符，说明在反应时间达到8 h时，文
石相碳酸钙已完全转化成羟基磷灰石，图中f图谱与e图谱完
全一样，说明水热反应8 h后样品的晶型结构稳定无变化。 
图1B是水热反应前(原墨鱼骨)及不同水热反应时间样品

粉末的傅里叶变换红外光谱图谱。图1B中图谱a与文石相碳
酸钙的傅里叶变换红外光谱图相符

[34]
，表明构成墨鱼骨的矿

物是文石相碳酸钙。其CO3
2-
不对称伸缩振动峰(1 450 cm-1

强峰)、面外变形振动峰(880 cm-1
中强峰)和面内变形振动峰

(712 cm-1
弱峰)的吸收强度随着水热反应的进行逐渐变弱

(图谱b-d)，在反应达到8 h(图谱e)时消失。在反应达到2 h(图
谱b)时，出现了P-O振动峰(1 084 cm-1

和575 cm-1)和OH-

伸

缩振动峰(615 cm-1)，其吸收强度随着水热反应时间的进行

石的傅里叶红外光谱图谱相符。表明墨鱼骨文石相碳酸钙在

磷酸盐溶液水热反应作用下，逐步转化为羟基磷灰石，并且

转化程度随着反应时间的延长而增加。 
文石矿物在磷酸盐溶液中水热转变为羟基磷灰石，通常

被认为是发生了局部规整离子交换反应，因为羟基磷灰石(六
方晶系，a=0.943 nm，b=0.688 nm，g=1 200)和文石相碳
酸钙(a=0.939 nm，b=0.574 nm，g=1 170，可以描述为假
六方晶系)的晶格参数相近[34]

，离子所处的位置大致相同
[35]
，

当文石相碳酸钙经局部规整离子交换反应转化为羟基磷灰

石时，由于减少了成核作用所需结构重排的能量，从而使反

应易进行，表部文石相碳酸钙直接与磷酸盐发生水热反应，

内部文石相碳酸钙不与溶液直接接触，易与扩散进去的

PO4
3-
，OH-

离子发生固态局部规整离子交换反应转化成羟基

磷灰石，反应从外到内，所以是一个随时间逐步转化的过程。 
2.2 墨鱼骨转化羟基磷灰石材料的成分和形貌结构  图
2A是利用X射线光电子能谱法分析的预处理过的墨鱼骨的X
射线能谱法谱图，图2B是利用X射线能谱法分析水热反应  
8 h的产物的X射线能谱法谱图，结果显示墨鱼骨的主要化学
成分文石相碳酸钙在水热反应8 h的产物中的C元素已经检
测不到，检测到元素主要为Ca，O，P元素[36]

。X射线能谱法
微区定量分析结果如表1所示，通过计算得到水热反应产物
的Ca/P为1.67，与羟基磷灰石Ca10(PO4)6(OH)2的化学计量

比相符合。说明在水热反应过程中，经磷酸盐溶液作用，反

应产物中已不存在文石相碳酸钙，完全转化为羟基磷灰石。 
 
 
 

 
 
 
 

逐渐增强(图谱b-d)。在反应达到8 h(图谱e)时，与羟基磷灰 
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图 1  墨鱼骨的 X射线衍射图谱(A)和傅里叶变换红外光谱图谱(B) 
Figure 1  X-ray diffraction (A) and Fourier transform infrared spectroscopy (B) patterns of the cuttlebone 
图注：图中 a为未进行水热反应的墨鱼骨，图中 b-f分别为进行 2，4，6，8，10 h水热反应的墨鱼骨。 
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表 1  墨鱼骨转化羟基磷灰石的化学成分表 
Table 1  Element composition of cuttlebone-transformed 
hydroxyapatite     

表注：Ca/P的数量为比值，无单位。 

化学成分 含量(%)/比值 

O 
P 
Ca 
Ca/P 

59.09 
13.63 
22.74 
1.67 
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图 2  预处理的墨鱼骨和墨鱼骨转化羟基磷灰石的 X射线能谱法图谱 
Figure 2  Energy-dispersive X-ray spectroscopy patterns of preprocessed cuttlebone and cuttlebone-transformed hydroxyapatite 
图注：图 A为预处理的墨鱼骨 X射线能谱法图谱，B为墨鱼骨转化羟基磷灰石的 X射线能谱法图谱。墨鱼骨的主要化学成分文石相碳酸钙在水
热反应 8 h的产物中的 C元素已经检测不到，检测到元素主要为 Ca，O，P元素。 

A B 

图 3  扫描电镜观察到的墨鱼骨转化羟基磷灰石的显微结构 
Figure 3  Scanning electron microscope images of cuttlebone-transformed hydroxyapatite 
图注：图中 A，B，C，D分别为×50，×100，×200，×500，墨鱼骨转化羟基磷灰石呈多孔状。 

B  A C 

图 4  MG63细胞与墨鱼骨转化羟基磷灰石材料体外培养不同时间的细胞形态变化(×100)。 
Figure 4  Morphological changes of MG63 cells co-cultured with cuttlebone-transformed hydroxyapatite for different time (×100) 
图注：图中 A-D分别为 MG63细胞与墨鱼骨转化羟基磷灰石材料体外培养 1，3，5，7 d时的形态。墨鱼骨转化羟基磷灰石材料不影响细胞正
常增殖。 
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图 5  MG63细胞与羟基磷灰石，墨鱼骨转化羟基磷灰石外培养不同时间的 MTT检测结果 
Figure 5  MTT assays for proliferation of MG63 cells co-cultured with hydroxyapatite and cuttlebone-transformed hydroxyapatite 
图注：与空白对照组相比，

aP < 0.05；与人工化学合成羟基磷灰石组相比，bP < 0.05；与前一时间点相比，cP < 0.05。 

培养 1 d 

a a 

c 

ac    
abc 

c 

a 
ab 

培养 4 d 培养 7 d 

空白对照组 人工化学合成羟基磷灰石组 墨鱼骨转化羟基磷灰石组 
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图3是墨鱼骨转化羟基磷灰石的扫描电镜照片，大体观
察为瓷白色，背部呈肉眼可见的多孔状外观，纹理清晰(图
3A)。可观察到有较粗大的支柱样结构，支柱之间相互平行， 
即为肉眼可见之清晰纹理，相邻支柱间是与之相交排列的

小梁结构，壁较薄，支柱与小梁相间排列。 表面光滑，并
呈现出板层样(图3B)，气孔率高达80%以上。构成规则的
壁龛样网格(图3C)，由“横墙”和“竖壁”规则搭建而成
多孔通道结构，而且这些孔道是相通的，孔道开口大体呈

长方形，大小较均匀，尺寸为200-300 μm(图3D)。 
2.3  墨鱼骨转化羟基磷灰石的细胞相容性  材料与细胞
复合培养1 d，光镜观察到材料周边有少量细胞，细胞形态
不够清晰，细胞延展的不够充分(图4A)。材料与细胞复合
培养3 d，材料周边的细胞数量有所增多，细胞形态趋于清
晰，细胞贴材料周边生长，生长状态良好，但生长活力不

够旺盛(图4B)。材料与细胞复合培养5 d，细胞数量明显增
加，细胞贴附材料生长良好，细胞形态可分辨为梭形、三

角形和多边形(图4C)。材料与细胞复合培养7 d，材料周边
的细胞数量明显增多，布满材料周边胞浆透明，生长活力

旺盛，细胞形态更加清晰，多为梭形、三角形和多边形，

无细胞衰老及异常分裂现象(图4D)，可见墨鱼骨转化羟基
磷灰石材料不影响细胞正常的增殖。 
图5是试验组和对照组MG63细胞的MTT检测结果，根

据吸光度值随着细胞数的增加而增加，两者呈现明显的正

相关关系
[37]
，各组材料的细胞随着培养时间的延长，数量

都有所增加，在各个时间点各组之间细胞的数量差异有显

著性意义(P < 0.05)。 
表2为MG63细胞与材料体外培养1，4和7 d时细胞的相

对生长率(细胞相对生长率按下式计算：细胞相对生长率= 
×100%，其中AE和AC分别是实验组和对照组的吸光度

值)。按照GB/T16886.5-2003标准[38]
，可以看出材料的细

胞毒性为0级，属于无细胞毒性的材料，从细胞相容性方面
的研究结果，可知材料对MG63细胞的生长无明显影响且
无明显毒性，属于无细胞毒性材料，具有较好的细胞相容

性。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  结论  Discussion 
墨鱼骨文石相碳酸钙和磷酸盐在特定条件下发生水热

反应，随着反应时间的延长，文石相碳酸钙逐步转化为羟

基磷灰石，在本实验中，反应温度200 ℃下，反应时间为   
8 h时转化完全。由于不经过成核再结晶的过程，同时保持
原来文石相碳酸钙的结晶取向，因此内部结构和形貌都保

持不变。 
从细胞相容性方面的研究结果可知，墨鱼骨转化羟基

磷灰石材料对人骨瘤细胞的生长无明显毒性，不影响细胞

的正常增殖，具有良好的细胞相容性。墨鱼骨转化羟基磷

灰石材料所具有的良好三维结构和相容性，使其有望成为

一种新型骨组织工程细胞支架材料。 
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因作者校对失误，在《中国组织工程研究》杂

志2014年第18卷第8期张婉楠撰写的《颊侧多曲簧

活动矫治器临床应用中的生物学效应》，文章中有文

字错误。原文“作者贡献：第一作者构思并设计本综
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