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负载柚皮苷壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架的表征及生物学性能
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文题释义：

柚皮苷：是一种天然来源的双氢黄酮类化合物，主要存在于柑橘类水果的果皮和果肉中，具有促进骨髓间充质干细胞增殖及成骨分化的能

力，主要用于补肾强骨、治疗骨质疏松及促进骨折愈合。

β-磷酸三钙：具有良好的生物相容性、降解性及骨传导性，易被新的骨基质取代，通过溶解和吸收过程促进成骨，是一种良好的骨修复 

材料。

摘要

背景：柚皮苷具有促进骨髓间充质干细胞增殖及成骨分化的能力，可用于治疗骨质疏松及促进骨折愈合，然而其生物利用率低，临床应用

受限。

目的：制备负载柚皮苷的壳聚糖/β-磷酸三钙支架，表征其生物学性能。

方法：采用冷冻干燥和化学交联法制备壳聚糖/β-磷酸三钙支架，将壳聚糖/β-磷酸三钙支架浸泡于含柚皮苷的无水乙醇溶液中3 h，真空

冷冻干燥后得到壳聚糖/β-磷酸三钙/柚皮苷支架，表征支架的孔径、孔隙率、溶胀率、降解率、机械性能及柚皮苷的体外释放能力。将大

鼠骨髓间充质干细胞分别接种于壳聚糖/β-磷酸三钙支架与壳聚糖/β-磷酸三钙/柚皮苷支架表面，检测细胞增殖、黏附、活性及成骨诱导

分化后的碱性磷酸酶活性。

结果与结论：①扫描电镜下可见壳聚糖/β-磷酸三钙/柚皮苷支架具有多孔网状结构，平均孔径为(106.82±25.22) μm，孔隙率为

(76.26±4.81)%，24 h溶胀率为(796.17±31.76)%，4周时体外降解率为7.71%，体外可释放柚皮苷长达9 d，壳聚糖/β-磷酸三钙/柚皮苷支架的

平均孔径、孔隙率、24 h溶胀率、4周时体外降解率、压缩强度、压缩模量与壳聚糖/β-磷酸三钙支架比较差异均无显著性意义(P > 0.05)；
②大鼠骨髓间充质干细胞在两种支架表面黏附良好，并具有良好的活性，相较于壳聚糖/β-磷酸三钙支架，壳聚糖/β-磷酸三钙/柚皮苷支

架可促进大鼠骨髓间充质干细胞的增殖(P < 0.05)，提高成骨诱导分化后的骨髓间充质干细胞碱性磷酸酶活性(P < 0.05)；③结果表明，壳聚

糖/β-磷酸三钙/柚皮苷支架具有良好的物理性能，可促进骨髓间充质干细胞的增殖及成骨分化。

关键词：柚皮苷；壳聚糖；β-磷酸三钙；支架；骨缺损修复；骨组织工程；工程化骨材料

Characterization and biological properties of naringin-loaded chitosan/beta-tricalcium phosphate 
scaffold 

Yuan Qian, Zhang Hao, Pang Jie
Department of Stomatology, Shiyan Renmin Hospital (Affiliated Renmin Hospital of Hubei University of Medicine), Shiyan 442000, Hubei Province, China
Yuan Qian, Master candidate, Physician, Department of Stomatology, Shiyan Renmin Hospital (Affiliated Renmin Hospital of Hubei University of Medicine), 
Shiyan 442000, Hubei Province, China
Corresponding author: Pang Jie, MS, Chief physician, Department of Stomatology, Shiyan Renmin Hospital (Affiliated Renmin Hospital of Hubei University of 
Medicine), Shiyan 442000, Hubei Province, China

https://doi.org/10.12307/2025.583 

投稿日期：2024-09-19

采用日期：2024-11-14 

修回日期：2025-01-12

在线日期：2025-01-23

中图分类号： 

R459.9；R318.08；R-331 

文章编号： 

2095-4344(2026)02-00424-09

文献标识码：B 

文章快速阅读：制备壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 柚皮苷复合支架  

骨髓间充质干细胞的提取扫描电镜

骨髓间充质干细胞的接种孔隙率

支架表面骨髓间充质干细胞的黏附溶胀率

支架表面骨髓间充质干细胞的增殖降解率

支架表面骨髓间充质干细胞的活死染色

支架表面骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶活性检测

力学性能

药物释放

冷冻干燥法制备壳
聚糖 /β- 磷酸三钙 /
柚皮苷支架 

支架制作 支架表征 体外细胞实验



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 30｜No.2｜January 2026｜425

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

0   引言   Introduction
创伤、骨肿瘤、骨髓炎、骨坏死等原因均可引起不同程

度的骨缺损
[1-2]

，小范围的骨缺损常可以自愈，而较大范围

缺损 ( 如临界骨缺损 ) 则无法实现自我修复，进而影响患者

的心理及生理功能
[3]
，因此，骨缺损的修复与重建一直是临

床研究的重点。自体骨移植被认为是骨缺损修复的金标准
[4-5]

，

但会给患者带来额外的手术创伤，增加感染风险，并且骨组

织来源有限，限制了其应用
[6]
。在此背景下，骨组织工程逐

渐成为骨缺损修复重建的研究热点。

骨组织工程包括种子细胞、支架载体、生长因子
[7]
。骨

髓间充质干细胞具有较高的增殖能力和多向分化潜能，成骨

分化能力优良，作为种子细胞被广泛应用于骨组织工程
[8]
。

多孔支架用于骨缺损区可以为新骨的形成提供空间，便于血

管长入，有利于气体交换
[9-10]

。在支架材料中，天然聚合物

具有良好的生物相容性、可降解性等优点，有较高的研究前

景
[11-12]

。壳聚糖来源于甲壳类动物的壳，与细胞外基质结构

相似，能够促进细胞的黏附与增殖，具有亲水表面、生物降

解性和无毒性，成为一种理想的生物材料
[13-14]

，但机械性能

不足限制了壳聚糖的应用。交联剂可以改善生物聚合物的机

械性能、孔隙率及降解性等
[15-17]

。京尼平作为一种天然来源

的交联剂，具有很低的细胞毒性
[18]
，与壳聚糖交联可以提高

支架的机械性能，进而提高支架的稳定性
[19-20]

。然而，单纯

的壳聚糖支架不足以模拟天然的细胞外基质环境。

磷酸钙基生物陶瓷具有与骨组织相同的化学成分，被广

泛用作骨替代材料
[21-22]

。β- 磷酸三钙是目前研究最多的磷酸

钙之一，具有良好的骨传导性和生物相容性，相较羟基磷灰

石具有更快的降解速率和高吸收率，易被新的骨基质取代，

能够通过溶解和吸收过程促进成骨
[23-24]

。尽管 β- 磷酸三钙

具有较高的机械强度，但脆性大且缺乏弹性
[25]
，难以单独作

为支架材料使用。将 β- 磷酸三钙与壳聚糖联用既具有足够

的机械强度，又能弥补单独材料应用时脆性大的缺点，同时

模拟了天然骨组织有机 -无机相结合的特点。

生物活性分子是骨组织工程的关键因素之一，可以增强

支架材料的功能，促进成骨细胞的聚集和分化。目前最常用

的生长因子如骨形态发生蛋白 ( 骨形态发生蛋白 2)，因高成

本和潜在的不良反应限制了其应用
[26-27]

。相比之下，一些天

然来源的中药物质，因可用性高、生产成本低及优异的生物

活性受到越来越多的关注。柚皮苷是一种天然来源的双氢黄

酮类化合物，主要存在于柑橘类水果的果皮和果肉中
[28]
，具

有广泛的生物学效应，包括抗炎、抗氧化、抗癌、抗菌等
[29-32]

。

近来的研究表明，柚皮苷具有促进大鼠骨髓间充质干细胞增

殖和诱导成骨分化的能力
[33]
，可通过多种信号通路对骨骼系

统产生积极作用，具有补肾强骨、治疗骨质疏松、促进骨折

愈合等功效
[34-35]

，目前在骨组织工程领域中具有较高的研究

价值。

此次实验制备壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架，表征

该支架的物理性能与生物学性能，验证柚皮苷的成骨诱导潜

力。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料制备、表征及生物学性能检测，两组间采用

独立样本 t 检验，多组间采用单因素方差分析。

Abstract
BACKGROUND: Naringin has been shown to promote the proliferation and osteogenic differentiation of bone marrow derived mesenchymal stem cells, making 
it a potential candidate for treating osteoporosis andenhancing fracture healing. However, its clinical application is limited by its low bioavailability.
OBJECTIVE: To prepare chitosan/β-tricalcium phosphate scaffolds loaded with naringin and characterize their biological properties.
METHODS: Chitosan/β-tricalcium phosphate scaffolds were prepared by freeze-drying and chemical crosslinking. The chitosan/β-tricalcium phosphate scaffolds 
were immersed in anhydrous ethanol solution containing naringin for 3 hours. After vacuum cold drying, chitosan/β-tricalcium phosphate/naringin scaffolds 
were obtained. The pore size, porosity, swelling rate, degradation rate, mechanical properties, and in vitro release capacity of naringin of the scaffolds were 
characterized. Rat bone marrow mesenchymal stem cells were inoculated on the surface of chitosan/β-tricalcium phosphate scaffolds and chitosan/β-tricalcium 
phosphate/naringin scaffolds, respectively, and cell proliferation, adhesion, activity and alkaline phosphatase activity after osteogenic differentiation were 
detected.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The results of scanning electron microscopy showed that the naringin-chitosan/β-tricalcium phosphate composite scaffold 
had a porous mesh structure. The average pore diameter was (106.82±25.22) μm; the porosity was (76.26±4.81)%; 24-hour swelling rate was (796.17±31.76)%; 
in vitro degradation rate of 7.71% at 4 weeks, and naringin could be slowly released in vitro for 9 days. There was no significant difference in the average 
pore size, porosity, 24-hour swelling rate, in vitro degradation rate, compression strength and compression modulus at 4 weeks between the chitosan/
β-tricalcium phosphate scaffold and the chitosan/β-tricalcium phosphate scaffold (P > 0.05). (2) Rat bone marrow mesenchymal stem cells adhered well to 
the surfaces of the two scaffolds and had good activity. Compared with the chitosan/β-tricalcium phosphate scaffold, the chitosan/β-tricalcium phosphate/
naringin scaffold promoted the proliferation of rat bone marrow mesenchymal stem cells (P < 0.05), and increased the alkaline phosphatase activity of 
bone marrow mesenchymal stem cells after osteogenic differentiation (P < 0.05). (3) The results show that the chitosan/β-tricalcium phosphate/naringin 
scaffolds exhibit favorable physical properties and can effectively promote the adhesion, proliferation, and osteogenic differentiation of bone marrow-
derived mesenchymal stem cells. 
Key words: naringin; chitosan; β-tricalcium phosphate; scaffold; bone defect repair; bone tissue engineering; engineered bone materials
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1.2   时间及地点   实验于 2023 年 9 月至 2024 年 8 月在湖北

医药学院附属人民医院口腔研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   试剂与仪器   壳聚糖 ( 脱乙酰度≥ 95%，阿拉丁 )；β-

磷酸三钙 ( 生物医用级，≥ 98%，阿拉丁 )；柚皮苷 ( 分析标

准品，≥ 98%，阿拉丁 )；京尼平 ( 分析标准品，≥ 98%，源

叶生物 )；溶菌酶 ( 索莱宝 )；大鼠间充质干细胞成脂诱导分

化培养试剂盒 ( 美仑生物，中国 )；DMEM/F12 培养液 (GIBCO，

美国 )；胎牛血清 (Biological Industries，以色列 )；1% 青霉素 -

链霉素溶液 (Hyclone，美国 )；Calcein-AM/PI 活细胞 / 死细

胞双染试剂盒 ( 索莱宝，中国 )；BCIP/NBT 碱性磷酸酶活性

检测试剂盒 (Beyotime，中国 )；CCK-8 液 (Beyotime，中国 )；

倒置荧光显微镜 ( 奥林巴斯 IX53+DP73，阿富汗 )；冷冻干燥

机 (Labconco，美国 )；酶标仪 (Thermo，美国 )；磁力搅拌器

( 安徽中科中佳科学仪器有限公司，中国 )；扫描电子显微镜

(Thermofisher，美国 )；万能试验机 ( 深圳三思 UTM5105，

中国 )；紫外可见光分光光度计 ( 北京普析 TU-1901， 

中国 )。

1.3.2   实验动物   10 只雄性 SD 大鼠，三四周龄，体质量

80-100 g，购自湖北医药学院实验动物中心，合格证号：

8NO.42000900001441，用于提取骨髓间充质干细胞。实验已通

过湖北医药学院伦理委员会批准，审查批号：第2024-实 003 号。

1.4   实验方法   

1.4.1   支架制备   称取 1 g 壳聚糖粉末溶解于 49 mL 去离子水

中，得到 20 g/L 壳聚糖溶液；向壳聚糖溶液中缓慢滴加 1 mL

冰乙酸，磁力搅拌器搅拌 2 h 至壳聚糖溶液澄清。称取 1 g β-

磷酸三钙粉末加入壳聚糖溶液中，超声波分散后磁力搅拌混

匀。称取 5 mg 京尼平粉末溶于 100 μL 无水乙醇后，加入壳

聚糖与 β- 磷酸三钙混合溶液中，其中壳聚糖与京尼平的质

量比为 200 ∶ 1，搅拌均匀后将混合溶液注入 24 孔板内，室

温下交联 24 h后移入 -20 ℃冰箱冷冻 4 h，-80 ℃冷冻过夜后，

移入 -80 ℃真空冷冻干燥机中干燥 24 h，得到壳聚糖 /β- 磷

酸三钙支架。

将冻干的壳聚糖 /β-磷酸三钙支架浸泡于 1 mol/L NaOH

中2 h，去除多余的酸，去离子水反复洗涤至支架pH值呈中性；

将支架于含饱和柚皮苷的无水乙醇溶液中浸泡 3 h( 柚皮苷质

量分数为 0.5%)[33]
，捞出后再次置于 -80 ℃真空冷冻干燥机

干燥 24 h，得到壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架。将支架

置于超净工作台紫外照射8 h消毒，真空包装，常温保存备用。

1.4.2   支架物理性质表征实验

扫描电镜观察：使用液氮淬断冻干的壳聚糖 /β- 磷酸三

钙支架、壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架后喷金，利用扫

描电子显微镜扫描支架内部的结构和形态，使用 Image J 软

件分析样本平均孔径。

支架的孔隙率：采用比重瓶液体置换法测量壳聚糖 /β-

磷酸三钙支架、壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 柚皮苷支架的孔隙率。

将支架的干质量记为 m0，比重瓶装满无水乙醇后的质量记

为 m1。将支架浸入比重瓶中，超声振荡 10 min，待支架完

全浸透后加满无水乙醇，此时瓶内总质量记为 m2。将浸满

无水乙醇的支架取出，比重瓶及剩余无水乙醇的质量记为

m3。支架孔隙率 =(m2-m3-m0)/(m1-m3)×100%。

支架的溶胀率：将壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 柚皮苷支架 ( 或

壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架 ) 的干质量记为 m0。将支架完全浸

入 PBS 中，置于 37 ℃恒温箱中 24 h 后取出，用稍浸湿的滤

纸吸去支架表面多余水分后称质量，记为 mt。

支架溶胀率 =(mt-m0)/m0×100%。

支架的降解率：将壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 柚皮苷支架 ( 或

壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架 ) 的干质量记为 m0。将支架完全浸

入含 10 U/g 溶菌酶的 PBS 中，置于 37 ℃恒温箱中，隔天换

液。浸泡在第 1，2，3，4 周分别取出支架，用去离子水洗

涤 3 次以去除杂质，冷冻干燥后称质量，记为 mt。

支架降解率 =(m0-mt)/m0×100%。

支架的机械性能：通过万能试验机测试壳聚糖 /β- 磷酸

三钙支架、壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架的压缩性能。

将样品制备为直径 12 mm、高 7 mm 的圆柱体，以 1 mm/min 

的十字头速度进行加压，每组 3 个样品，测试压缩强度，绘

制应力 -应变曲线。

支架的缓释性能：首先将柚皮苷溶于无水乙醇中制备 

1 mg/mL 柚皮苷溶液，将溶液分别稀释至 50，25，10，5，

2.5，1 μg/mL，使用紫外可见光分光光度计测量各质量浓度

溶液在 282 nm 波长处的吸光度值，绘制柚皮苷标准曲线。

采用 PBS 为释放介质，将干燥的壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮

苷支架浸泡于盛有适量 PBS 的离心管中，置于恒温振荡器中

(37 ℃，100 r/min) 恒定摇动，于设定的时间点取出 1.5 mL 

PBS( 同时补回 1.5 mL 新鲜 PBS)，使用紫外可见光分光光度

计在 282 nm 波长处测量吸光度值，根据柚皮苷标准曲线回

归方程计算柚皮苷的累计释放率。

1.4.3   大鼠骨髓间充质干细胞培养及鉴定   取 SD 大鼠，腹腔

注射 3% 戊巴比妥 (50 mg/kg) 麻醉后颈椎脱臼法处死，置于

体积分数 75% 乙醇中浸泡 10 min 消毒，转移至超净工作台，

分离股骨和胫骨，用含 1% 双抗的无菌 PBS 反复冲洗，剪去

两端的骨骺端，暴露骨髓腔，用注射器吸取完全培养基 (含 1%

青霉素 - 链霉素溶液、体积分数 10% 胎牛血清、89%DMEM/

F12) 反复冲洗至骨髓腔发白，收集培养基于离心管内， 
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1 000 r/min 离心 5 min 后弃上清，重悬并接种于培养皿中进

行培养。待原代细胞融合至 80% 后进行传代，传至第 3 代

时接种至 6 孔板，细胞密度为 3×105/ 孔，培养 24 h 后分别

更换为成骨诱导液 (1% 青霉素 - 链霉素溶液、体积分数 10%

胎牛血清、88%DMEM/F12 培养液、50 μg/mL 维生素 C、 

10-2 mol/L β-甘油磷酸钠、10-8 mol/L 地塞米松 )、成脂诱导液，

培养 21 d 后分别进行茜素红及油红 O 染色，鉴定干细胞的

多向分化潜能。

1.4.4   细胞接种   使用无菌手术刀片将壳聚糖 /β-磷酸三钙支

架、壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架切削为厚度 2 mm 的

圆片，使用体积分数 75% 乙醇浸泡 2 h 消毒，用无菌 PBS 洗

涤 3 次。将支架浸泡于完全培养基中于培养箱中预培养过夜，

取出后置于 24 孔板内。将消化下的 P3 代骨髓间充质干细胞

悬液缓慢滴加至支架中心，培养 1 h 后翻转支架，缓慢加入

完全培养基至稍没过支架表面。

1.4.5   支架的生物相容性

细胞黏附：细胞接种方法同 1.4.4，细胞密度为 1×105/孔，

每组5复孔。接种后第2和8小时分别取出支架材料，用0.25%

胰酶消化孔板内未黏附的细胞并计数，计算细胞黏附率。

黏附率 = 黏附细胞数 / 细胞总数 ×100%。

细胞增殖：细胞接种方法同 1.4.4，细胞密度为 2×104/孔， 

同时设置单独培养的骨髓间充质干细胞组 ( 空白对照组 )，

每组 5 复孔。培养第 1，3，7 天时更换含 10%CCK-8 液的完

全培养基，于 37 ℃恒温培养箱中孵育 1.5 h，将孔板置于摇

床上振荡 5 min 使溶液均匀，每孔各取 100 μL 溶液加入 96

孔板中，在 450 nm 波长处检测吸光度值。

活死细胞染色：细胞接种与分组同细胞增殖检测。培养

第 1，3，7 天时，使用 Calcein-AM/PI 活细胞 / 死细胞双染试

剂盒进行染色，在倒置荧光显微镜下观察活细胞和死细胞的

分布及细胞形态。

1.4.6   支架的成骨诱导能力   细胞接种方法同 1.4.4，细胞密

度为 2×104/ 孔，每组 5 复孔。培养 1 d 后更换成骨诱导液进

行成骨诱导，置于 37 ℃恒温培养箱中培养，隔天换液。成

骨诱导第 7，14 天提取蛋白，使用 BCIP/NBT 碱性磷酸酶活

性检测试剂盒检测碱性磷酸酶活性，同时使用碱性磷酸酶染

色试剂盒进行染色，置于显微镜下观察并拍照。

1.5   主要观察指标   壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架与壳聚糖 /β-

磷酸三钙 / 柚皮苷支架的物理性能、生物相容性以及成骨诱

导能力。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 25.0 统计软件对实验数据进行统

计学分析，计量资料用 x-±s 表示，两组间比较采用独立样本

t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05 表示差异

有显著性意义。该文统计学方法已经湖北医药学院学校生物

统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   支架大体外观   冷冻干燥后的支架呈淡蓝色、疏松多孔

的海绵状圆柱体，负载柚皮苷后变为淡黄绿色，表面光滑，

形态规则，有一定弹性，见图 1。

2.2   支架扫描电镜观察   扫描电镜下可见复合支架呈现出多

孔的网状结构，孔间相互连通，孔隙大小均匀，β-磷酸三钙

颗粒均匀地镶嵌在壳聚糖网状支架中，见图 2。壳聚糖 /β-

磷酸三钙支架组平均孔径为 (105.04±27.28) μm，壳聚糖 /β-

磷酸三钙 / 柚皮苷支架组平均孔径为 (106.82±25.22) μm，两

组间孔径比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，表明柚皮苷的载

入并没有改变复合支架的空间结构，并且两组支架均具有良

好的孔径，可为细胞的增殖及迁移提供良好的空间。

2.3   支架的孔隙率检测结果   壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架的平

均孔隙率为 (78.77±4.21)%，壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支

架的平均孔隙率为 (76.26±4.81)% ，两组支架孔隙率比较差

异无显著性意义 (P > 0.05)，见图 3A。

2.4   支架的溶胀率检测结果   溶胀率可反映支架材料的亲水

性。壳聚糖 /β-磷酸三钙支架的溶胀率为 (803.09±28.76)%，壳

聚糖 /β-磷酸三钙 /柚皮苷支架的溶胀率为 (796.17±31.76)%， 

两组间比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，见图 3B。

2.5   支架的降解率检测结果   如图 4 所示，壳聚糖 /β- 磷酸

三钙支架和壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架均具有良好的

生物可降解性，在最初 1 周缓慢开始降解，在 4 周时分别降

解 7.67% 和 7.71%，两组支架缓慢的降解速率足以匹配新骨

的形成速率。

2.6   支架的机械性能检测结果   图 5A 所示为两组支架的应

力 - 应变曲线，在早期阶段具有弹性变形区域，此时应力随

应变线性增加，当应力达到一定值时支架材料发生塑性形

变。壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架和壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮

苷支架的压缩强度分别为 14.58，14.73 MPa，压缩模量分别

为 229.07，223.99 MPa，两组支架的压缩强度、压缩模量比

较差异均无显著性意义 (P > 0.05)，见图 5B，C。

2.7   支架的缓释性能检测结果   由图 6 可见，壳聚糖 /β- 磷

酸三钙 / 柚皮苷支架内的柚皮苷在 4 h 内呈快速释放，累计

释放率达 65.98%，36 h 后开始平稳释放，最终使柚皮苷释放

长达 9 d。

2.8   大鼠骨髓间充质干细胞培养及鉴定   培养至 P3 代时，镜

下见骨髓间充质干细胞呈长梭形，以漩涡状排列，成骨诱导

21 d 后茜素红染色可观察到明显的钙结节，成脂诱导 21 d 后
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油红 O 染色可观察到明显的脂滴，见图 7，验证了干细胞的

多向分化潜能。

2.9   支架的生物相容性  

2.9.1   细胞黏附   接种第 2 小时，壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架

组、壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架组细胞黏附率分别为

(51.55±3.71)%，(49.06±5.81)%，组间比较差异无显著性意义 

(P > 0.05)；接种第 8 小时，两组细胞黏附率分别为 (75.00± 

3.39)%，(70.94±2.77)%，组间比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，

见图 8，表明柚皮苷的载入并未影响细胞的黏附。

2.9.2   细胞增殖   CCK-8 检测结果显示，培养第 1 天，各组细

胞增殖吸光度值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)；培养第

3，7 天，壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架组细胞增殖吸光

度值显著高于壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架组、空白对照组 (P < 

0.05)，壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架组和空白对照组细胞增殖吸

光度值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，见图 9，提示两组

支架均具有良好的生物相容性，并且支架释放的柚皮苷可促

进骨髓间充质干细胞的增殖。

2.9.3   活死细胞染色   如图 10 所示，培养第 1，3，7 天，3 组

的活细胞被染为绿色，均匀地分布在整个视野中，随着时间

的增加，活细胞数量逐渐增多，被染为红色的死细胞较少见，

表明细胞在支架上具有很高的存活率，支架具有良好的生物

相容性；并且两组支架上的骨髓间充质干细胞呈现三维不同

层次的生长，多孔支架可为细胞提供良好的黏附和增殖空间。

2.10   支架的成骨诱导能力检测结果   成骨诱导培养后的碱性

磷酸酶染色结果显示，随着培养时间的延长，两组碱性磷酸

酶染色程度加深，并且相同时间点的壳聚糖 /β- 磷酸三钙 /

柚皮苷支架组染色程度强于壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架组，见

图 11。

碱性磷酸酶活性定量分析结果显示，同时间点壳聚糖 /β-

磷酸三钙 / 柚皮苷支架组碱性磷酸酶活性显著高于壳聚糖 / 

β- 磷酸三钙支架组 (P < 0.05)，见图 12，表明柚皮苷的载入

能持续促进骨髓间充质干细胞的成骨分化。

3   讨论   Discussion
较大范围骨缺损的修复与重建一直是临床研究的重点。

近年来骨组织工程逐渐成为研究热点。生长因子是骨组织工

程的关键因素之一，主要是通过调控细胞的增殖、迁移和分

化来发挥骨诱导活性
[36-37]

。有研究表明，柚皮苷可以通过上

调 microRNA-20a 并下调 PPARgamma 的表达来促进骨髓间充

质干细胞的成骨分化
[38]
，还可促进破骨细胞的凋亡，防止卵

巢切除术后引起的骨质疏松
[39]
。但由于柚皮苷难溶于水及肠

道的首过效应等，导致其生物利用率低
[40-41]

，而与支架载体

联用可在骨缺损局部实现缓释
[42]
，充分发挥柚皮苷的优势。

常用的支架材料如壳聚糖具有良好的生物相容性、可降

解性等，但单纯应用时机械性能不足
[43]
，而与 β- 磷酸三钙

联合用作支架载体，既具有了一定的机械性能，也弥补了 β-

磷酸三钙脆性大、缺乏弹性等缺点，还能较好地模拟细胞外

基质结构。有研究将壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架植入比格犬骨

缺损处，在 12 周时观察到明显的新骨及血管形成，证明了

壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架具有促进骨缺损修复的能力
[44]
。但

单纯的支架材料缺乏骨诱导性，因此，此次研究通过冷冻干

燥法制备了壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架并负载生物活性分子柚

皮苷，通过化学交联实现柚皮苷的缓慢释放，以增强其成骨

性能。

支架通过充当临时细胞外基质来支持骨组织再生，从

而发挥关键作用。理想的支架材料需要良好的孔径和孔隙 

率
[45-46]

，此次研究制备的壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 柚皮苷支架具

有疏松多孔的结构，孔间连通性好，可为细胞提供良好的黏

附增殖空间，维持细胞生长的营养运输通道，基本满足骨组

织工程支架材料的要求。支架良好的溶胀性能有利于维持周

围环境的湿润，利于细胞生长
[47-48]

，但过高的溶胀率可能会

损害支架的机械稳定性。壳聚糖基支架主要的缺点是溶胀率

高，而此次研究通过化学交联以及掺入 β-磷酸三钙显著改善

了其溶胀性能，有利于细胞的生长。骨组织工程支架材料还

要求有足够的机械强度和适当的降解速率，在植入初期，支

架应具有足够的强度来支持骨组织向支架内部生长；在骨组

织修复后期，支架适当降解可以为新骨的形成提供空间
[49-50]

。 

研究表明人体松质骨的抗压强度在 2-11.61 MPa 之间
[51]
，此

次研究制备的壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架足以满足松

质骨缺损修复的力学要求，并且该复合支架在 4 周内具有理

想的降解速率，降解时释放的钙磷离子等可发挥骨传导性。

生物活性因子的缓释可以在骨缺损局部提供一个持续的高浓

度成骨诱导作用。在体外释放实验中，检测到复合支架上的

柚皮苷缓释可达 9 d，可持续发挥骨诱导性。壳聚糖 /β- 磷

酸三钙 / 柚皮苷支架具有良好的空间结构、理想的溶胀性能、

生物降解性和机械性能，并能在局部缓释柚皮苷，有利于骨

缺损的修复，这些特性增加了该复合支架的临床应用潜力。

通过检测大鼠骨髓间充质干细胞对壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 

柚皮苷支架的黏附作用，验证了支架具有良好的生物相容性，

网状多孔结构足以容纳细胞的黏附。CCK-8 实验结果显示壳

聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架可促进骨髓间充质干细胞的

增殖，活死细胞染色显示骨髓间充干细胞在支架上具有较高

的存活率，验证了支架具有良好的生物相容性。碱性磷酸酶

是早期成骨分化的一种标志性酶。成骨诱导 7，14 d 后，碱
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图注：每个图中左侧为壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架，右侧为壳聚糖 /β- 磷

酸三钙 / 柚皮苷支架。

图 1 ｜两组支架大体观

Figure 1 ｜ General view of the two groups of scaffolds

图注：图 A 为两组支架

的应力 - 应变曲线；B
为两组支架压缩强度，

组间比较差异无显著性

意 义 (P > 0.05)；C 为 两

组支架的压缩模量，组

间比较差异无显著性意

义 (P > 0.05)。

图 3 ｜两组支架的孔隙率 (A) 与溶胀率 (B) 比较     
Figure 3 ｜ Comparison of porosity and swelling rate between two groups 
of scaffolds

图注：图 A 为 P3 代骨髓间充质干细胞镜下观 (×40)；B 为成骨诱导 21 d
后的茜素红染色 (×100)；C 为成脂诱导 21 d 后的油红 O 染色 (×100)。 
图 7 ｜大鼠骨髓间充质干细胞培养及鉴定

Figure 7 ｜ Culture and identification of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells

图注：图 A，B 为壳聚糖 /β-磷酸三钙支架微观形貌；C，D 为壳聚糖 /β-
磷酸三钙 / 柚皮苷支架微观形貌。两组支架均呈现出多孔的网状结构，

孔间相互连通，孔隙大小均匀，β- 磷酸三钙颗粒均匀地镶嵌在壳聚糖

网状支架中。

图 2 ｜支架的扫描电镜图像

Figure 2 ｜ Scanning electron microscopic images of scaffolds

图注：壳聚糖 /β- 磷酸三钙 /
柚皮苷支架内的柚皮苷在 4 h
内呈快速释放，累计释放率达

65.98%，36 h 后开始平稳释放，

最终使柚皮苷释放长达 9 d。

图注：两组接种 2，8 h 时的细

胞黏附率比较差异无显著性意

义 (P > 0.05)。       
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图注：两组支架的

孔隙率与溶胀率比

较差异均无显著性

意义 (P > 0.05)。
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图注：两组支架均具有良好

的生物可降解性，在最初 1
周缓慢开始降解，在 4 周

时分别降解 7.67%和 7.71%。
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图 4 ｜两组支架的降解率

Figure 4 ｜ Degradation rate of two groups of scaffolds
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图 8 ｜两组支架表面的骨髓间充质干细胞黏附率    
Figure 8 ｜ Bone marrow mesenchymal stem cell adhesion rate on the 
surface of two groups of scaffolds

图 6 ｜壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架内柚皮苷的累计释放率

Figure 6 ｜ Cumulative release rate of naringin in chitosan/β-tricalcium 
phosphate scaffolds

图 5 ｜两组支架的机械性能

Figure 5 ｜ Mechanical properties of two groups of scaffolds
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图注：绿色代表活细胞，红色代表死细胞。各组均可见大量的活细胞，

较少见死细胞。 
图 10 ｜各组骨髓间充质干细胞的活死染色图像 (×100)
Figure 10 ｜ Live-dead staining images of bone marrow mesenchymal stem 
cells in each group (×100)
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图 12 ｜两组支架表面骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶活性定量分析

Figure 12 ｜ Quantitative analysis of alkaline phosphatase activity of bone 
marrow mesenchymal stem cells on the surface of two groups of scaffolds
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图注：图 A 为碱性磷酸酶染色大体观，同时间点下壳聚糖 /β- 磷酸三 

钙 / 柚皮苷支架组染色程度强于壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架组；B 为碱性

磷酸酶染色镜下观，同时间点下壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架组染

色程度强于壳聚糖 /β-磷酸三钙支架组 (×40)。
图 11 ｜两组支架表面骨髓间充质干细胞碱性磷酸酶染色图像

Figure 11 ｜ Alkaline phosphatase staining images of bone marrow 
mesenchymal stem cells on the surface of two groups of scaffolds
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图 9 ｜各组骨髓间充质干细胞增殖的比较

Figure 9 ｜ Comparison of bone marrow mesenchymal stem cell 
proliferation in each group
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性磷酸酶染色以及定量分析结果显示，壳聚糖 /β-磷酸三钙 / 

柚皮苷支架组较壳聚糖 /β- 磷酸三钙支架组具有更高的碱性

磷酸酶活性，考虑是复合支架释放的柚皮苷促进了骨髓间充

质干细胞的成骨分化。

该实验也存在一定的局限性：仅验证了载柚皮苷支架在

细胞层面上的成骨诱导作用，缺乏检测复合支架骨缺损修复

能力的体内动物实验，将在下一阶段进行研究；虽然支架中

的柚皮苷短期缓释效果较为明确，但是成骨是一个长期的过

程，是否能使药物缓释恰好匹配新骨的形成速率，后续仍有

待研究；实验验证了柚皮苷具有成骨诱导活性，但是具体的

作用机制尚未明确。

综上所述，壳聚糖 /β- 磷酸三钙 / 柚皮苷支架具有良好

的理化性能，能基本满足骨组织工程的要求，药物的缓慢释

放可以发挥持续的成骨诱导作用，并且可以促进骨髓间充质

干细胞的增殖及成骨分化，具有一定的研究前景。
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