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含铜介孔生物活性玻璃的体外成血管及成骨性能
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文题释义：

无机生长因子：为生物材料中释放出来的一类无机物质，通常为金属离子或化合物。常见的无机生长因子包括锶、铜、锌等微量元素，它

们在骨代谢和组织修复中扮演着重要角色。将这些无机物质与生物材料结合，通过缓慢释放离子促进骨组织周围血管生成并促进骨再生，

有望用于骨缺损修复等组织工程领域。

介孔生物活性玻璃：为一种具有特殊结构和功能的生物材料，主要由氧化硅、氧化钙和五氧化二磷等成分组成，主要特点是具有高度有序

的互连介孔通道结构，孔径在5-20 nm范围。介孔生物活性玻璃具有较大的比表面积、优越的生物活性和药物输送功能，因良好的生物相

容性和促进骨再生特性在骨组织工程领域得到广泛应用。

摘要

背景：介孔生物活性玻璃因优异的生物相容性、骨诱导活性在骨修复方面具有巨大的应用潜力，将治疗性离子融入介孔生物活性玻璃颗粒

中可赋予材料更加理想的生物学特性。

目的：合成含铜介孔生物活性玻璃，探讨其体外促血管形成及成骨分化性能。

方法：采用微乳液辅助溶胶-凝胶法合成介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃，通过扫描电镜、透射电镜、能谱分析和X射线衍射

等手段表征材料的形貌、结构和成分及离子缓释性能。将介孔生物活性玻璃浸提液、含铜介孔生物活性玻璃浸提液分别与小鼠成纤维细

胞L929共培养，通过活死染色、CCK-8实验评价材料的生物相容性。将两种材料浸提液分别与人脐静脉内皮细胞共培养，通过Transwell实
验、划痕实验和CD31免疫荧光染色评价材料的促血管形成性能。将两种材料浸提液分别与小鼠骨髓间充质干细胞共培养，通过碱性磷酸

酶染色(未加入成骨诱导液)、茜素红染色(加入成骨诱导液)评估材料的促成骨性能。

结果与结论：①表征结果显示，介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃均呈现紧密排列的颗粒状形貌，内部介孔结构相似，含铜介孔

生物活性玻璃可持续释放铜离子；②活死染色与CCK-8实验结果显示，相较于介孔生物活性玻璃，含铜介孔生物活性玻璃可促进L929细胞

的增殖，具有良好的生物相容性；③Transwell实验、划痕实验和CD31免疫荧光染色结果显示，相较于介孔生物活性玻璃，含铜介孔生物活

性玻璃可促进人脐静脉内皮细胞的迁移与CD31蛋白表达，促进血管形成；④碱性磷酸酶染色与茜素红染色结果显示，含铜介孔生物活性

玻璃的促成骨性能强于介孔生物活性玻璃。结果表明：含铜介孔生物活性玻璃具有优异的生物相容性和促血管形成及骨再生潜力。

关键词：介孔生物活性玻璃；铜；成血管；成骨；无机生长因子；组织工程学；生物材料；生物活性；工程化骨材料
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制备含铜介孔生物活性玻璃

材料学表征

生物相容性

● 活死染色

● CCK-8 实验

体外成血管性能

● Transwell 细胞迁移实验

● 划痕实验

● CD31 免疫荧光染色

含铜介孔生物活性玻璃纳米颗粒具有促血管生成、成骨分化性能

体外成骨性能

● 茜素红染色

● 碱性磷酸酶染色

离子释放曲线
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0   引言   Introduction
骨缺损的治疗，尤其是由创伤、感染、肿瘤或遗传

畸形等所导致的大段骨缺损，无疑是临床医生所面临的

一项重大挑战
[1-2]

。现有的骨缺损治疗方法有自体移植、

同种异体移植和异种移植等，虽然自体骨移植是骨再生

的金标准，但可获取的骨量有限限制了其在临床中的实

际应用，而同种异体骨移植和异种骨移植具有病原体传

播和免疫排斥反应等风险
[3-4]

。为克服这些限制，骨组织

工程应运而生，骨组织工程旨在使用生物材料和生长因

子来增强细胞成骨分化、改善成骨活性并促进骨修复
[5-7]

，

因此，许多类型的天然和合成生物材料被提议作为骨替

代品修复骨缺损
[8]
。

在不同的生物材料中，生物活性玻璃因具有骨诱导和

骨传导性能在骨组织工程应用中受到广泛关注
[2，9-11]

。近

年来，研究人员开发出一种新型第三代介孔生物活性玻璃，

该材料展现出独特的结构特征和良好的生物活性
[12]
。2004

年，YAN 等
[13-14]

采用溶胶 -凝胶法制备了介孔生物活性玻

璃。与非介孔生物活性玻璃相比，介孔生物活性玻璃具有

较大的比表面积、优越的生物活性和药物输送能力
[15]
。 

为了进一步提高介孔生物活性玻璃的功能，研究者们常

在其中添加不同的生长因子，如血管生长因子等
[16-19]

，

但是生长因子的使用也存在一些缺点，如成本高、不良

反应多以及在生理条件下容易丧失生物活性等
[20-21]

。为

此，研究者们关注到无机生长因子 ( 如金属离子 ) 从生物

材料中释放的现象
[22]
，与生长因子相比，无机离子具有

潜在的优势，如成本低、稳定性高和安全性好等
[2，4，23]

。 

这些金属离子从生物材料中释放出来后能够发挥治疗性

作用，促进骨组织周围血管生成、骨组织生长及矿化过

程
[24-26]

。在这些治疗性离子中，铜离子可以加强缺氧诱

导因子的表达进而模拟缺氧环境，对成血管细胞的募集、

分化起到关键作用
[27]
。LI 等 [24]

的研究证明了含铜钛合金

可通过释放铜离子促进血管形成，进而促进骨整合。

在此背景下，此次实验深入探究了含铜介孔生物活

性玻璃的体外促血管形成和成骨分化性能，为骨缺损的

治疗提供一定的思路。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料制备及其材料学、细胞学表征，使用单因

素方差分析和 Tukey 多重比较检验确定组间差异。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 9 月至 2024 年 2 月在江

西省人民医院完成。 

1.3   材料

1.3.1   细胞   人脐静脉内皮细胞 (赛业生物科技有限公司，

广州，中国 )；小鼠成纤维细胞 L929(IM-M021，逸漠生
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Abstract
BACKGROUND: Mesoporous bioactive glass has great application potential in bone repair due to its excellent biocompatibility and osteoinductive activity. 
Incorporating therapeutic ions into mesoporous bioactive glass particles can give the material more ideal biological properties.
OBJECTIVE: To synthesize copper-doped mesoporous bioactive glass and investigate its in vitro angiogenesis and osteogenic differentiation properties.
METHODS: Mesoporous bioactive glass and copper-doped mesoporous bioactive glass were synthesized by microemulsion-assisted sol-gel method. The 
morphology, structure, composition, and ion release performance of the materials were characterized by scanning electron microscopy, transmission electron 
microscopy, energy dispersive spectroscopy, and X-ray diffraction. The extracts of mesoporous bioactive glass and copper-doped mesoporous bioactive glass 
were co-cultured with mouse fibroblasts L929. Biocompatibility of the materials was evaluated by live/dead staining and CCK-8 assay. The extracts of the two 
materials were co-cultured with human umbilical vein endothelial cells. The angiogenesis-promoting properties of the materials were evaluated by Transwell 
assay, scratch assay, and CD31 immunofluorescence staining. The extracts of the two materials were co-cultured with mouse bone marrow mesenchymal stem 
cells. The osteogenic properties of the materials were evaluated by alkaline phosphatase staining (without osteogenic induction solution) and Alizarin red 
staining (with osteogenic induction solution).
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The characterization results exhibited that both mesoporous bioactive glass and copper-doped mesoporous bioactive 
glass presented a tightly packed granular morphology with similar internal mesoporous structures, and copper-doped mesoporous bioactive glass could 
continuously release copper ions. (2) The live/dead staining and CCK-8 assay results showed that compared with mesoporous bioactive glass, copper-doped 
mesoporous bioactive glass could promote the proliferation of L929 cells and had good biocompatibility. (3) The results of Transwell assay, scratch assay, and 
CD31 immunofluorescence staining exhibited that compared with mesoporous bioactive glass, copper-doped mesoporous bioactive glass could promote the 
migration of human umbilical vein endothelial cells and the expression of CD31 protein, and promote angiogenesis. (4) The results of alkaline phosphatase 
staining and alizarin red staining demonstrated that the osteogenic performance of copper-doped mesoporous bioactive glass was stronger than that of 
mesoporous bioactive glass. The results indicate that copper-doped mesoporous bioactive glass has excellent biocompatibility and the potential to promote 
angiogenesis and bone regeneration.
Key words: mesoporous bioactive glass; copper; angiogenesis; osteogenesis; inorganic growth factor; tissue engineering; biomaterial; bioactivity; engineered 
bone material
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物科技有限公司，厦门，中国 )；小鼠骨髓间充质干细胞

(CRL-12424，ATCC，美国 )。
1.3.2   主要试剂   乙酸乙酯、磷酸三乙酯、四水硝酸钙、

正硅酸乙酯、氯化铜、氨水 ( 国家集团化学试剂有限公

司，上海，中国 )；曲拉通 X-100、十六烷基三甲基溴化

铵 ( 阿拉丁生化科技股份有限公司，上海，中国 )；PBS、

高糖培养基 (GIBCO，美国 )；CD31 一抗 (Abcam 公司，英

国 )；CCK-8 试剂盒、山羊抗兔二抗 ( 碧云天生物科技有限

公司，上海，中国 )；内皮细胞培养基 (ScienCell，美国 )；
Calcein-AM/PI 活细胞 / 死细胞双染试剂盒 (40747ES76，

翌圣生物科技有限公司，上海，中国 )；多聚甲醛溶液 ( 雷

根生物科技有限公司，北京，中国 )；茜素红染色液、氯

化十六烷基吡啶 (Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA)；
BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂盒、碱性磷酸酶检测试

剂盒、喹啉甲酸蛋白浓度测定试剂盒 (C3206，P0321S，
P0012，碧云天生物技术有限公司，上海，中国 )。
1.3.3   主要仪器   激光扫描共聚焦显微镜 (TCS-SP8，徕卡，

德 国 )； 酶 标 仪 (ELx800，BioTek Instruments，Highland 

Park，USA)；扫描电镜 (Merlin，卡尔蔡司股份公司，德

国 )；透射电镜 (JEM-2100HR，日本 )；电子散射能谱仪

(ThermoFisher Scientific，Waltham，MA，美国 )；X 射线

衍射能谱仪 (X’pert PRO，帕纳科，荷兰 )；电感耦合等离

子发射光谱仪 (PS1000-AT，Leeman，美国 )；物理吸附

仪 (Micromertics 仪器有限公司，美国 )；Transwell 小室

(Corning，美国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   介孔生物活性玻璃的制备   多项研究表明，含铜介

孔生物活性玻璃纳米颗粒中铜摩尔百分比为 5% 时显示出

良好的效果
[28-30]

。采用微乳液辅助溶胶 -凝胶法合成介孔

生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃纳米颗粒，所有化

学试剂均为分析纯级。使用乙酸乙酯 -十六烷基三甲基溴

化铵 -水微乳液作为软模板，分别以磷酸三乙酯、四水硝

酸钙、正硅酸乙酯和氯化铜作为磷源、钙源、硅源和铜源。

首先将 0.56 g 十六烷基三甲基溴化铵溶解于 33 mL 去离

子水中，以 300 r/min 磁力搅拌 15 min；然后向该溶液中

加入 8 mL 乙酸乙酯搅拌 30 min，形成微乳液，随后添加 

5.6 mL 28% 氨水，继续搅拌 15 min；在每 30 min 时间间

隔内向上述混合物中依次加入 3 g 正硅酸乙酯、0.29 g 磷

酸三乙酯和 0.4 g 四水硝酸钙，继续搅拌 30 min；最后加

入 0.14 g 氯化铜溶解在混合物中，反应 4 h 后，将混合物

以 5 000 r/min 离心 10 min，弃上清液，得到凝胶沉淀物，

用无水乙醇和去离子水洗涤 3 次；将沉淀物在 -20 ℃真

空冷冻干燥机中冻干 24 h，以 5 ℃ /min 的速率加热到 

650 ℃并保温煅烧沉淀物 3 h，去除有机物和硝酸盐，得

到含铜介孔生物活性玻璃。采用相同方法合成介孔生物

活性玻璃，不添加氯化铜。

1.4.2   介孔生物活性玻璃的表征   使用扫描电镜对介孔生

物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃的表面形貌进行观

察；使用透射电镜对介孔生物活性玻璃纳米颗粒和含铜

介孔生物活性玻璃内部介孔微观结构进行观察；采用能

谱仪分析介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃的

元素组成；通过 X 射线衍射分析测试介孔生物活性玻璃

和含铜介孔生物活性玻璃的结构，2θ 范围为 10°-80°，

步长为 0.010°；通过氮气吸附 - 脱附实验检测介孔生活

性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃的比表面积，各取材料 

0.5 g，在真空脱气 6 h，装置内温度为 200-220 ℃，随后

吸附介质选用液氮，在 -195.5 ℃下进行测试。

1.4.3   介孔生物活性玻璃的离子释放性能实验   分别准

确称取介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃粉体 

10 mg，浸泡在装有 10 mL 模拟体液溶液的离心管中，将

装有材料和模拟体液的离心管密封后放入恒温恒速摇床

中，设定温度为 37 ℃、转速为 120 r/min。反应 1，3，
5，7 d 后，将离心管以 5 000 r/min 离心 5 min，取上清液  

5 mL 放入新离心管中，采用电感耦合等离子发射光谱仪

检测两种降解后释放的铜离子和钙离子浓度。

1.4.4   制备介孔生物活性玻璃浸提液   根据 ISO 10993-5 标

准制备材料浸提液
[31]
。将灭菌后的介孔生物活性玻璃 ( 或

含铜介孔生物活性玻璃 ) 粉体以 0.1 g/mL 浸提比例浸泡在

高糖培养基中，以 120 r/min在 37 ℃恒温摇床中孵育 24 h；
5 000 r/min 离心 5 min，取上清液，再加入体积分数 10%

胎牛血清、1% 双抗及 1% L- 谷氨酰胺制备成浸提液，用

于后续细胞实验。两种材料浸提液用于后续细胞实验，培

养内皮细胞时采用 20 倍的完全培养基 ( 含体积分数 10%

胎牛血清、1% 双抗及 1% L- 谷氨酰胺 ) 稀释，培养骨髓

间充质干细胞时采用 50 倍的完全培养基稀释。

1.4.5   介孔生物活性玻璃的生物相容性评估  

实验分组：将 L929 细胞以 2×103/ 孔的密度接种于

96 孔板中，分 3 组培养：对照组加入 200 µL 完全培养基，

介孔生物活性玻璃组、含铜介孔生物活性玻璃组分别加

入 200 µL 介孔生物活性玻璃浸提液、含铜介孔生物活性

玻璃浸提液，置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中培养。

活死染色实验：培养 1，3，7 d，分别用钙黄蛋白乙

酰氧基甲酯和碘化丙啶标记活 / 死细胞，置于激光扫描共

聚焦显微镜下观察。

CCK-8 实验：培养 1，3，7 d，每孔加入 20 µL CCK-8 

溶液孵育 3 h，吸取 100 µL 上清液转移至 96 孔板中，使

用酶标仪读取 450 nm 处的吸光度值。

1.4.6   介孔生物活性玻璃体外促血管形成评价   通过 

Transwell 细胞迁移实验、划痕实验和 CD31 免疫荧光染色

来评估两种材料的促血管形成性能。
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Transwell 细胞迁移实验：将 Transwell 小室放入 24 孔

板中。将 1.0×105
个人脐静脉内皮细胞悬浮于 100 µL 内皮

细胞培养基中，接种到 Transwell 小室的上室中，对照组

底部室加入 600 µL 完全培养基，介孔生物活性玻璃组、

含铜介孔生物活性玻璃组底部室分别加入 600 µL 介孔生

物活性玻璃浸提液或含铜介孔生物活性玻璃浸提液。培

养 24 h 后，将上室用 40 g/L 多聚甲醛溶液固定 30 min，

加入 0.1% 结晶紫染色 10 min，用棉签擦去上膜上的细胞，

置于光学显微镜下对迁移穿过聚碳酸酯膜的细胞进行计

数。

划痕实验：将人脐静脉内皮细胞以 1.5×105 / 孔的密

度接种至 24 孔板中，观察细胞刚好铺满整个孔板底部时

去除培养基，使用 200 μL 长枪头在孔板上划出一道相对

笔直的划痕，对照组添加 400 μL 完全培养基，介孔生物

活性玻璃组、含铜介孔生物活性玻璃组分别添加 400 μL

介孔生物活性玻璃浸提液或含铜介孔生物活性玻璃浸提

液。培养 24 h 后，置于光学显微镜下观察划痕愈合情况，

使用 Image J 软件对划痕宽度进行定量分析。

CD31免疫荧光染色：将人脐静脉内皮细胞以2×104/孔 

的密度接种于共聚焦皿中，对照组添加 1 mL 完全培养

基，介孔生物活性玻璃组、含铜介孔生物活性玻璃组分

别添加 1 mL 介孔生物活性玻璃浸提液或含铜介孔生物

活性玻璃浸提液。培养 72 h 后，使用 40 g/L 多聚甲醛固

定 30 min，用 PBS 清洗 3 次；用 1% 曲拉通 X-100 渗透 

15 min，再次用 PBS 洗涤 3 次；用 3% 牛血清蛋白封闭 1 h，

用 PBS 清洗 3 次；加入 CD31 一抗 (1 ∶ 100 稀释 ) 过夜孵

育，用 PBS 洗涤 3 次；加入用山羊抗兔二抗 (1 ∶ 500 稀释 )

避光孵育 2 h，用 PBS 洗涤 3 次；加入 DAPI 工作液进行核

染色 10 min，用 PBS 洗涤 3 次；置于共聚焦显微镜下观

察荧光情况，使用 Image J 软件分析荧光染色吸光度值。

1.4.7   介孔生物活性玻璃体外促成骨性能评价

实验分组：将小鼠骨髓间充质干细胞以 5×104/ 孔的

密度接种于 24 孔板中，对照组加入 2 mL 完全培养基，介

孔生物活性玻璃组、含铜介孔生物活性玻璃组分别加入 

2 mL 介孔生物活性玻璃浸提液或含铜介孔生物活性玻璃

浸提液。用于茜素红染色时，培养基与材料浸提液中均

添加成骨诱导液 (50 ng/mL 抗坏血酸、10 mmol/L β- 甘油

磷酸钠、10 nmol/L 地塞米松 )；用于碱性磷酸酶染色时，

培养基与材料浸提液中不添加成骨诱导液。

茜素红染色和定量分析：培养 14 d 后，用 40 g/L 多

聚甲醛溶液在 4 ℃下固定 30 min，每孔加入 200 µL 茜素红

染色 5 min，用去离子水冲洗茜素红染液，置于显微镜观

察染色情况。对于茜素红染色定量分析，加入 500 µL 10%

氯化十六烷基吡啶 30 min，样品完全溶解后测定 562 nm 

处的吸光度值。

碱性磷酸酶染色和定量分析：培养 14 d 后，用 40 g/L 

多聚甲醛溶液在 4 ℃下固定 30 min，每孔加入 200 µL 5-

溴 -4- 氯 -3- 吲哚基磷酸 / 硝基蓝四唑染色液，37 ℃

避光孵育 30 min，置于激光共聚焦显微镜在视野中观

察染色情况。使用裂解液裂解细胞，将裂解的细胞溶液 

8 000 r/min 离心 3 min，取上清液，检测细胞内的碱性磷

酸酶值和二喹啉甲酸总蛋白浓度，最后通过公式计算得

到各组样品的碱性磷酸酶定量结果。碱性磷酸酶活性定

量结果 = 碱性磷酸酶活性检测结果 ÷( 总蛋白浓度 × 碱性

磷酸酶活性检测孵育时间 )。
1.5   主要观察指标   介孔生物活性玻璃纳米颗粒和含铜介

孔生物活性玻璃的表征结果、生物相容性及体外促血管

形成、成骨性能。

1.6   统计学分析   实验数据采用 GraphPad Prism 8.3.0 软

件进行分析，数据以 x-±s 表示，使用单因素方差分析和

Tukey 多重比较检验确定组间差异，P < 0.05 为差异有显

著性意义。该文统计学方法已经江西省人民医院生物统

计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   介孔生物活性玻璃材料学表征结果   扫描电镜下可见

介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃粉体均为紧

密堆积的纳米球形颗粒，无明显差别，二者粒径为 75 µm

左右，粒径分布在 50-100 µm 范围内，见图 1A，B；透

射电镜下可见介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻

璃的介孔孔道清晰可辨，排列高度有序，孔道均匀一致，

并且介孔生物活性玻璃中铜离子的掺杂对介孔的影响并

不明显，见图 1C，D。氮气吸附 - 脱附实验等温线计算介

孔生物活性玻璃的比表面积为 289.79 m2/g，含铜介孔生

物活性玻璃的比表面积为 307.65 m2/g。能谱仪检测结果

显示含铜介孔生物活性玻璃粉末中成功加入铜元素，见图

1E。X 射线衍射分析结果显示，介孔生物活性玻璃和含铜

介孔生物活性玻璃均无明显结晶衍射峰，见图 1F。
2.2   介孔生物活性玻璃离子释放性能检测结果   实验结果

显示，含铜介孔生物活性玻璃中铜离子的释放具有持续

性，铜离子浓度表现出逐步上升的趋势 (图 2A)。与此同时，

随着时间的延长，含铜介孔生物活性玻璃中钙离子的释

放量持续增大，在 5 d 时趋于平缓 ( 图 2B)。
2.3   介孔生物活性玻璃的生物相容性评估结果   激光共聚

焦显微镜下活死染色图像显示，随着培养时间的延长，3

组细胞逐渐增多，培养第 1 天，3 组细胞均存活，未见红

色的死细胞；培养 3 d 后，3 组细胞均存活，仍未见红色

的死细胞，含铜介孔生物活性玻璃组细胞数量多于其他

两组；培养第 7 天，3 组仍未见红色的死细胞，均为绿色

的活细胞，含铜介孔生物活性玻璃组细胞数量多于其他
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方面具有巨大的应用潜力
[32]
，而将治疗性离子以氧化物

的形态巧妙地融入介孔生物活性玻璃颗粒中已经成为介

孔生物活性玻璃改性中较为成熟的技术。将不同的离子

纳入 SiO2-CaO-P2O5 系统中可以赋予材料血管生成、抗菌、

抗炎及促成骨的特性
[33]
，为未来的骨修复治疗开辟更为

广阔的前景。

此次实验采用微乳液辅助溶胶 - 凝胶法成功制备了

含铜介孔生物活性玻璃，并进行了全面的表征和生物相

容性评价，探索了其在体外对血管形成和骨再生的影响。

微乳液辅助溶胶 -凝胶法是一种简单、有效的纳米材料合

成方法，该方法的优势在于能够实现材料形貌、结构和

功能的精确控制，在制备介孔材料方面具有广泛的应用

前景，尤其是在生物医学领域
[34]
。铜元素以 CuO 的形式

被引入到介孔生物活性玻璃中，取代了介孔生物活性玻

璃结构中的部分钙元素，扫描电镜和透射电镜图像显示，

介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃展现出一种

紧密堆积的纳米球形颗粒形态，而它们内部的介孔结构则

呈现出井然有序、均匀分布的孔道排列，说明 Cu2+
的掺

入既没有改变材料的形貌，也没有改变介孔结构，这与

HAN 等
[35]

的研究相符。这种有序介孔结构的形成主要是

由纳米范围内胶束的规则堆积 ( 自组装 ) 以及有机 - 无机

物质的均匀分布所致
[31，36]

。对于介孔生物活性玻璃而言，

较高的比表面积有利于生物流体与玻璃表面进行更好的

相互作用，从而增加了周围介质中治疗离子的溶出
[37-39]

。

从能谱仪分析结果可以看到 Cu2+
被成功引入到介孔生物

活性玻璃中，但从元素相对含量来看，在介孔生物活性

玻璃和含铜介孔生物活性玻璃合成过程中，实际合成的

组分比例与预期存在细微差异，这种差异可能源于合成

初期的溶剂挥发自组装阶段，此时混合溶液中的离子可

能因团聚和相分离而导致分布不均。除此之外，虽然能

谱仪的扫描技术可以对各组样品进行元素原子数量分析，

但此技术仅为半定量检测，精度有限，因此所得结果可

能存在一定偏差
[40]
。

铜作为人体内的微量元素具有促血管生成的作用
[41]
。

已有研究证实，含铜介孔生物活性玻璃中的 Cu2+
通过激

活缺氧诱导因子 1α 信号通路促进血管生成因子表达，从

而促进人脐静脉内皮细胞的生长、迁移
[26，42]

。ALASVAND

等
[43]

通过结合 3D 打印和静电纺丝技术成功制备了含铜

生物活性玻璃的组织工程小直径血管移植物，体内血管

生成分析、苏木精 - 伊红染色和 CD31 免疫荧光染色结果

显示，含铜血管移植物在植入后均可促进新血管的形成。

此次实验结果显示，与介孔生物活性玻璃相比，含铜介

孔生物活性玻璃具有更强的血管生成能力，类似的结果

在 HAN 团队
[35]

的研究中得到证实。血管生成和成骨之间

两组，见图 3A。
CCK-8 实验结果显示，随着培养时间的延长，3 组细

胞数量增多，培养 3，7 d 时，含铜介孔生物活性玻璃组细

胞数多于介孔生物活性玻璃组 (P < 0.001)，介孔生物活性

玻璃组细胞数多于对照组 (P < 0.01，P < 0.001)，见图 3B。

以上结果提示，介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物

活性玻璃均具有良好的生物相容性。

2.4   介孔生物活性玻璃促人脐静脉内皮细胞血管生成实验

结果   Transwell 细胞迁移实验结晶紫染色定性图像显示，

含铜介孔生物活性玻璃组染色面积最大，介孔生物活性

玻璃组次之，但仍高于对照组 (图 4A)。定性分析结果显示，

含铜介孔生物活性玻璃组募集到的人脐静脉内皮细胞数

目最多，显著性高于介孔生物活性玻璃组 ( 图 4B)。

为了进一步评估介孔生物活性玻璃对人脐静脉内皮

细胞迁移能力的影响，进行了划痕实验，结果显示：含

铜介孔生物活性玻璃组划痕闭合程度显著高于对照组和

介孔生物活性玻璃组，见图 4C，D。

为了评估各组材料对人脐静脉内皮细胞促血管生成

方面的潜力，进行了 CD31 免疫荧光染色实验。CD31 是

内皮细胞的特异性标志物，通过 CD31 免疫荧光染色可以

直观地观察内皮细胞的分布和形态。免疫荧光染色结果

显示，对照组人脐静脉内皮细胞 CD31 阳性染色较为稀疏，

荧光信号强度较低，表明在没有生物材料干预的情况下，

内皮细胞的血管生成活性较低；与对照组和介孔生物活

性玻璃组对比，含铜介孔生物活性玻璃组人脐静脉内皮

细胞 CD31 阳性染色最为显著，荧光信号强度最高，CD31

阳性细胞数量最多，见图 5，表明含铜介孔生物活性玻璃

在促进内皮细胞血管生成方面具有显著优势。

2.5   介孔生物活性玻璃促小鼠骨髓间充质干细胞成骨分化

实验结果   培养 14 d 后茜素红染色图像显示，3 组均出现

钙沉积，与对照组和介孔生物活性玻璃组相比，含铜介

孔生物活性玻璃组钙结节染色数量最多，茜素红染色面

积最大、最深 ( 图 6A)。茜素红染色定量分析表现出与定

性分析相同的趋势 ( 图 6B)。

培养 14 d 后碱性磷酸酶染色图像显示，含铜介孔生

物活性玻璃组碱性磷酸酶染色较对照组、介孔生物活性

玻璃组明显增强，介孔生物活性玻璃组碱性磷酸酶染色

强于对照组 ( 图 6C)。碱性磷酸酶染色定量分析表现出与

定性分析相同的趋势 ( 图 6D)。

3   讨论   Discussion
在当前的骨组织工程研究领域中，如何进一步提升

骨替代物的修复能力是一个引人瞩目的研究焦点。介孔生

物活性玻璃因优异的生物相容性、骨诱导活性在骨修复
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图注：图 A，B 分别为介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃的扫

描电镜图像，均为紧密堆积的纳米球形颗粒，无明显差别，比例尺 = 
200 nm；C，D 分别为介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃的透

射电镜图像，介孔孔道清晰可辨，排列高度有序，比例尺 =100 nm；E
为能谱仪分析结果，显示铜元素被成功加入介孔生物活性玻璃中；F 为

X 射线衍射分析结果，显示含铜介孔生物活性玻璃铜掺杂后未形成结晶。

图 1 ｜介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻璃的材料学表征

Figure 1 ｜ Material characterization of mesoporous bioactive glass and 
copper-doped mesoporous bioactive glass nanoparticles

图注：图 A 为含铜介孔生物活性玻璃中铜离子的释放，具有持续性，呈

现浓度逐步上升的趋势；B 为介孔生物活性玻璃和含铜介孔生物活性玻

璃中钙离子逐步释放，5 d 时趋于平稳。

图 2 ｜介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃在模拟体液中浸泡后

的离子释放

Figure 2 ｜ Ion release of mesoporous bioactive glass and copper-doped 
mesoporous bioactive glass after immersion in simulated body fluid
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图注：图 A 为各组 L929 细胞培养不同时间点的活 / 死染色图像，均未

见明显的死细胞，比例尺 =200 µm；B 为各组 L929 细胞 CCK-8 实验检测

结果，
aP < 0.01，bP < 0.001。

图 3 ｜介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃的生物相容性

Figure 3 ｜ Biocompatibility of mesoporous bioactive glass and copper-
doped mesoporous bioactive glass 
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B

的关系已经得到了很好证实
[44-46]

，血管不仅是营养扩散、

细胞增殖和新骨组织生长的营养输送器官，而且在调节参

与骨再生的细胞和信号分子方面发挥着关键作用
[18-19]

，因

此，铜的促血管生成作用是其促骨生成的重要因素之一。

关于铜的促骨生成作用，许多研究表明，铜通过增

强成骨相关基因表达和增强细胞外基质矿化来促进成骨

分化
[47-49]

。FIEHN 及其研究团队
[50]

研究显示，与未掺杂

铜的生物活性玻璃相比，铜掺杂的生物活性玻璃对骨髓

间充质干细胞晚期成骨分化具有明显的促进作用，表现

为骨钙素在 mRNA 水平、骨桥蛋白在蛋白水平升高。QIU

等
[49]

的研究显示，与未经处理的硅藻相比，负载铜的硅

藻促进牙周膜干细胞中碱性磷酸酶、RunX相关转录因子2、

骨钙素和骨桥蛋白等成骨相关因子的表达；此外，还表

现出更好的碱性磷酸酶活性和更多的茜素红染色暗红色

矿化结节。研究表明，铜离子可通过经典的 Wnt 信号通

路影响间充质干细胞的成骨分化以及破骨细胞的骨吸收，

从而促进骨整合，在维持骨稳态中发挥重要作用
[51]
。Wnt
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图注：图 A 为各组人脐静脉内皮细胞 CD31
免疫荧光染色图像，红色荧光表示 CD31 蛋

白表达，蓝色荧光表示细胞核，比例尺 = 
30 µm；B 为 CD31 免疫荧光染色定量分析，
aP < 0.001。

图注：图 A，B 分别为茜素红染色的定性与定量分析，含铜介孔生物活性玻璃组矿化程度最高，成骨分化最明显，比例尺 =100 µm；C，D 分别为

碱性磷酸酶染色的定性、定量分析，含铜介孔生物活性玻璃组碱性磷酸酶活性最高，成骨分化最明显，比例尺 =100 µm。
aP < 0.000 1。

图 6 ｜介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃对小鼠骨髓间充质干细胞成骨分化的影响

Figure 6 ｜ Effects of mesoporous bioactive glass and copper-doped mesoporous bioactive glass on osteogenic differentiation of mouse bone marrow 
mesenchymal stem cells

图注：图 A 为 Transwell 小室实验中人脐静脉内皮细胞结晶紫染色定性

图像，比例尺 =100 µm；B 为结晶紫染色定量分析结果；C 为划痕实验

中人脐静脉内皮细胞迁移定性图像，比例尺 =200 µm；D 为划痕实验中

人脐静脉内皮细胞迁移面积定量分析结果。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001，

dP < 0.000 1。
图 4 ｜介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃对人脐静脉内皮细胞

迁移的影响

Figure 4 ｜ Effects of mesoporous bioactive glass and copper-doped mesoporous 
bioactive glass on the migration of human umbilical vein endothelial cells
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图 5 ｜介孔生物活性玻璃与含铜介孔生物活性玻璃对人脐静脉内皮细胞

CD31 蛋白表达的影响

Figure 5 ｜ Effects of mesoporous bioactive glass and copper-doped 
mesoporous bioactive glass on the expression of CD31 protein in human 
umbilical vein endothelial cells
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信号通路下游的 c-Myc、蛋白激酶 B 等蛋白的表达可以上

调缺氧诱导因子 1α 的表达，促进血管生成
[52]
，而缺氧诱

导因子 1α 信号通路的激活可以促进干细胞向成骨方向分

化，通过与基因启动子区 HRE 等转录启动子结合促进成

骨相关基因的表达
[53]
。

值得注意的是，CCK-8 实验结果提示铜具有促进细胞

增殖的作用，可能的原因是铜促进成血管相关生长因子

的表达，通过旁分泌和外泌体的合成来促进细胞间通讯，

从而促进细胞增殖。铜离子还可以模拟低氧微环境诱导

细胞的自噬来提升细胞代谢水平，从而促进细胞增殖。

此次实验活死染色和 CCK-8 检测结果均提示，3 组细胞数

都随着培养时间的延长而增多，其中含铜介孔生物活性

玻璃组细胞数量最多，提示含铜介孔生物活性玻璃具有

良好的生物相容性。

此次研究的创新点在于将铜离子引入介孔生物活性

玻璃结构中，成功制备出一种含有无机生长因子的生物活

性成血管成骨材料，相较于传统依赖生长因子促进血管生

成的方法，此次研究利用铜离子的稳定性高、成本低和安

全性高等优势，制备了更具有临床应用前景的生物材料。

此次研究采用了多种先进实验手段，全面系统地评估了

材料的结构特征、表面形貌、生物相容性及促血管生成、

成骨分化方面的性能，结果表明含铜介孔生物活性玻璃

在体外表现出良好的生物相容性和优异的促血管形成及

成骨分化能力，为骨缺损治疗提供了一种更为高效、安

全且具备广泛应用潜力的新策略，展示了在临床转化中

的良好前景。

综上所述，实验成功合成了介孔生物活性玻璃和含

铜介孔生物活性玻璃，并对其形貌、结构、生物相容性、

促成血管及成骨分化性能进行了全面评价，结果表明含

铜介孔生物活性玻璃纳米颗粒具有良好的生物相容性并

具有促血管生成、骨再生潜力，为其在骨修复领域的应

用提供了重要的理论基础。
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