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不同孔径 CPC 材料对大鼠骨髓间充质干细胞增殖的影响 *
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摘要 目的：评价不同大小孔径的磷酸钙骨水泥（Calcium phosphate cement,CPC）材料对大鼠骨髓间充质干细胞（Bone mesenchymal
stem cells ,BMSCs）增殖能力的影响。方法：用盐析法制备三种不同孔径的（200-300μm、300-450μm、450-600μm）CPC 材料，利

用 Micro-CT 测量三种材料的平均孔径、孔隙率。无菌条件下取新生大鼠 BMSCs 原代培养并传代；将三组材料分别放置于 24 孔

板内，每个材料接种 5×104 个细胞后，37℃、饱和湿度环境下静置培养。于接种后第 1、4、7、14、21 天用 picogreen 试剂盒测定细胞

增值率；并在第 14 天、21 天戊二醛固定材料并干燥喷金，扫描电镜观察材料表面细胞生长情况。结果：micro-CT 测量结果显示：

三种 CPC 材料孔径间相互连通，孔隙率均大于 68%，平均孔径分别为 235μm、422μm、505μm。细胞在三组材料上均呈对数增

长趋势，在第 14 天到达平台期，在第 1 天三组细胞数量无明显差异，第 4 天 450-600μm 组细胞数量明显高于其余两组 （P＜
0.05），在第 7 天细胞数量随孔径的增加而增加，3 组间均有统计学差异（P＜0.05），第 14 天和第 21 天 200-300μm 组细胞数量明

显少于其余两组（P＜0.05），300-450μm 组和 450-600μm 组间无统计学差异（P＞0.05）。结论：孔径大小可影响大鼠 BMSCs 在多

孔 CPC 材料上的增殖能力，随着孔径增大，细胞增殖力增高。本研究为进一步研究孔径结构对细胞的影响提供了实验依据。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of CPC material with different pore sizes on cell proliferation. Methods: Primary cul-

tured rat bone mesenchymal stem cells were used in the present study. Three kinds of CPC scaffolds with different pore sizes
(200-300μm, 300-450μm, 450-600μm) were divided into three groups. Micro-CT was used to analyze the average pore size and
porosity. The three kinds of CPC material were placed in 24-well plates and 5×104 cells were incubated per-well. The cells were har-
vested 1,4,7,14 and 21 days after the incubation, and then use the PicoGreen dsDNA Quantitation Reagent kit to test the cell proliferation
on the three group of scaffolds. The cell morphology and cell condition were observed by scanning electron microscope. Results: The
pore sizes of CPC material used in this study were interconnected. Porosity of the three groups was greater than 68% with the average
pore size of 235μm, 422μm and 505μm, respectively. The amount of cell in the 3 groups has no significant in day 1.In the 4th day the
amount of cell in the 450 - 600μm group more than that of B and C groups. The number of cell necrosis in A group was significantly
more than that of B and C groups. In the 7th day, increase of the pore size, the amount of cell increased gradually . In the 14th and 21th
day, the amount of cell in 200-300μm group was significantly less than that the other two groups. Conclusion: The pore size may affect
cell proliferation. Along with the increase of the spore size, cell adhesion rate increased gradually. The present study provides the founda-
tion for further study on the effect of aperture structure on cell viability.
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前言
目前大段骨缺损的修复仍然是骨科医生临床上所面临的

难题，骨组织工程的研究和发展为大段骨缺损的修复提供了一
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条良好的途径，良好的支架材料能够为细胞提供附着及相互作

用的场所，因此要求支架材料必须有良好的生物相容性、与周

围组织炎性反应小、生物降解速度与新骨再生速度相适应、合
适的机械力学强度[1]。近几年越来越多的模拟骨结构的多孔支

架材料被证实其促进骨折愈合的能力明显的优于无孔径结构

的支架，因此说明材料的三维结构可以影响新生骨的形成及骨

传导[2]。材料的孔径结构和孔隙率是影响材料结构的重要因素，

孔与孔之间必须相互连通才能使细胞长入和迁移，才能使营养

物质进入材料内部，而只有相互连通的孔才能使新生骨连续的

长入[3]。目前有关材料孔径结构对宿主细胞的功能及行为影响

方面的研究相当匮乏。我们前期的研究发现孔径的大小可影响

细胞在材料上的粘附能力，通过观察接种在不同孔径大小的

CPC 材料上细胞的粘附和坏死，发现随着孔径增大，细胞粘附

率逐渐增高，同时，随着孔径的增大，细胞坏死率也逐渐降低。
但前期试验仅探讨细胞接种后 48 小时内的变化，缺乏长时间

的动态观察。本次研究我们的目的是长时间观察细胞接种材料

后细胞形态以及增殖情况的差异，探讨孔径结构对细胞增殖的

影响。为今后研究孔径结构对细胞分化以及选择最佳结构的生

物材料修复骨缺损提供依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

SD 大鼠购自第四军医大学实验动物中心；DMEM/F12 培

养基（GIBCO 公司，美国）；胎牛血清、青链霉素（Hyclone 公司，

美国）；倒置相差显微镜（Nikon 公司，日本）；CO2 细胞培养箱、
各种规格培养板、培养皿、离心管 （Corning 公司，美国）；

PICOGREEN 细胞繁殖定量检测试剂盒（杰美基因，中国）；扫

描电镜（日立公司，日本）；显微 CT（通用电气公司，美国）。
1.2 支架材料的制备

CPC 支架华东理工大学材料科学与工程学院生物材料研

究所制造[4, 5]，材料圆柱状，高 4mm，直径 5mm，CPC 材料制备

方法如下：氯化钠结晶按不同要求将其造粒筛分别制成

200~300μm、300~450μm、450~600μm 的颗粒备用，将 CPC
粉末、氯化钠结晶和固化剂按照一定比例放入研钵中混合，随

后放入不锈钢模具，在 100Mpa 压力下、37℃、100％湿度环境

中固化，48h 取出，放入超纯水中 3d，溶解 Nacl 成孔，取出在

120℃干燥并高压灭菌，最后得到三种不同孔径的支架材料，

-20℃无菌保存备用 #。采用 Micro-CT 扫描并三维重建，通过软

件分析三种材料平均孔径、孔隙率等物理参数。实验前材料需

进行预处理：完全培养基浸泡 12h，无菌吸水纸充分干燥。
1.3 大鼠 BMSCs 的原代和传代培养

选出生 3 周的 SD 大鼠，麻醉处死，无菌条件下取股骨和

胫骨，用剪刀将两端干骺端切除，冲洗骨髓腔，制成单细胞悬

液，接种于 25cm2 的培养瓶内，置 37℃、5% CO2 饱和湿度条件

下培养，7-10d 左右，达到 70-80%铺满，胰酶进行消化传代，1×
104 个细胞 /cm2 接种，每 3 天换液。本实验均采用第 3 代细胞

进行。
1.4 大鼠 BMSCs 接种 CPC 材料

取经过预处理的 3 组 CPC 材料，分组放入 24 孔培养板

内。用完全培养基将 P3 代 BMSCs 制成细胞悬液调整浓度为

2.5×106 个 /ml，每个材料滴加 10μl（2.5×104 个细胞 / 材料），

静置于 37℃、5% CO2 浓度饱和湿度细胞培养箱内，2h 后取出

并翻转材料，再滴加 10μl 细胞悬液（2.5×104 个细胞 / 材料）。
静置于细胞培养箱内。2 小时后再添加含 10%FBS 的完全培养

基 1.5ml，后隔日换液。
1.5 细胞增殖率测定

分别于细胞接种材料后 1 天、2 天、4 天、7 天、14 天、21
天，每组取 3 个材料，无菌 PBS 冲洗后放置于新 24 孔板内，按

照 picogreen 细胞增殖检测试剂盒说明进行操作，最后将反应

液转移至 96 孔板内，紫外酶标仪 480nm 测定吸光度值。
1.6 SEM 观察

材料接种细胞后 7 天、21 天取各组 CPC 支架材料，PBS 漂

洗，戊二醛固定过夜，采用临界干燥法对材料进行脱水干燥，真

空喷金，扫描电镜观察细胞形态及与材料表面粘附情况。
1.7 统计分析

所有数据用 SPSS17.0 软件处理。采用单因素方差分析进

行比较，数据用 x±s 表示。P < 0.05 为有显著性差异。

2 结果

2.1 micro-CT 分析结果

通过软件分析可精确计算出三组材料孔径大小和孔隙率。
三组材料孔径间相互连通，孔隙率均大于 68%，平均孔径分别

为 235μm、422μm、505μm，见表 1。

表 1 micro-CT 分析三组材料平均孔径及孔隙率

Table 1 The average pore sizes and porosities of the three group scaffolds analyzed by micro-CT

A 组 Group A B 组 Group B C 组 Group C

孔径 Pore size 200-300μm 300-450μm 450-600μm

平均孔径 Average pore size 235±24μm 422±21μm 505±31μm

孔隙率 Porosity 69.0±3.2% 68.3±3.3% 68.9±1.6%

2.2 细胞增殖率测定

从图 1 中可以看出：细胞在三组材料上均呈对数增长趋

势，在第 14 天到达平台期，在第 1 天三组细胞数量无明显差

异，第 4 天 450-600μm 组细胞数量明显高于其余两组 （P＜

0.05），在第 7 天细胞数量随孔径的增加而增加，3 组间均有统

计学差异（P＜0.05），第 14 天和第 21 天 200-300μm 组细胞数

量明显少于其余两组（P＜0.05），300-450μm 组和 450-600μm
组间无统计学差异（P＞0.05）。
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图 1 三组细胞增殖率

Fig.1 Percentage of cells proliferation on the three groups of CPC

scaffolds at 1,4,7,14 and 21 days post seeding

2.3 扫描电镜观察

通过扫面电镜可以表现材料外表面与细胞的粘附情况，同

时反映细胞形态和增殖情况，见图 2、图 3。从电镜照片我们可

以观察到三种 CPC 材料孔径差异明显，BMSCs 在三组 CPC 材

料表面均能良好生长。
第 7 天，三组材料上接种的细胞在形态上无差异，细胞均

伸展连接成片块状，在细胞表面可看到少量圆点状细胞外基质

沉积及部分坏死细胞存在，见图 2。
第 21 天，三组材料表面被细胞层均匀覆盖，孔内及孔间均

被细胞覆盖且连成片状，从电镜照片看不出三组间差异，见图

3。

图 2 第 7 天 3 组材料扫描电镜照片

Fig 2 The SEM photos of the three groups in the 7th day

图 3 第 21 天 3 组材料扫描电镜照片

Fig 3 The SEM photos of the three groups in the 21th day

3 讨论

组织工程构建人工骨是一种较成熟的技术，它主要包括 3
个方面的内容：种子细胞、支架材料和生长因子[6]。其中支架材

料作为细胞交互作用和骨基质形成的载体同时还要具备新生

骨组织长入的结构[7]。同时，生物材料还应该作为营养物质以及

生长因子的运输工具来促进干细胞及前成骨细胞的增殖和成

骨分化用以促进骨传导。为了更好的与周围组织相融合，生物

材料需要在制作工艺上模拟真实的骨结构、形态和功能。近几

年多孔支架材料的三维结构是国内外研究的热点。本实验所使

用的 CPC 材料由华东理工大学材料科学与工程学院生物材料

研究所制造，该材料组成是骨组织中的主要无机成分，且拥有

接近于松质骨的孔隙率，有良好的生物相容性、可控的降解速

度、骨传导性和优秀的力学强度，已在之前的研究中得以验证[4,5]。
孔隙率和孔径大小是生物材料的两个非常重要的物理参

数[8]。相关动物实验研究报道[9]：孔隙率大于 60 %更有利于新生

骨的长入。体外研究也证实：较高的孔隙率促进细胞增殖；但是

过高的孔隙率（＞70 %）会降低材料的机械力学强度[10]。但是孔

径的大小对于细胞的粘附、增殖以及分化的影响是没有统一的

观点。国外文献报道：Tina Mygind[7]等人利用人骨髓间充质干

细胞和多孔的羟基磷灰石材料，在第 14 天和第 21 天观察到

500 μm 孔径的材料细胞数量明显多于 200 μm 孔径材料；
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Ciara M[11]等人利用胶原糖胺材料与 MC3T3 前成骨细胞系也

得出类似结论；Itoh M [12] 等人利用复合胶原的磷酸石材料与

MC3T3 前成骨细胞系研究发现，50-300μm 孔径范围内细胞

增殖无统计学差异；Akin FA[13]等人发现与大孔（49μm）相比，

小孔 （0.4、13μm） 的 TiO2 材料更利于促进人成骨细胞的增

殖。
细胞增殖是一个复杂的过程，其中生物材料的表面特性决

定了细胞的粘附增殖以及分化能力[14]。在接种细胞后 1 天，三

组材料表面细胞增殖无统计学差异，第 4 天 450-600μm 材料

上细胞数量明显多于其余两组，结合前期试验考虑为孔径大更

利于早期细胞粘附、因此在早期大孔径材料表面有更多的细胞

基数[15, 16]。同时孔径大，更有利于细胞向材料内部爬行生长。而

随着时间的推移，到第 7 天，因为孔径大更有利于细胞向材料

内部爬行生长因此孔径越大，材料内细胞数量越多。到第 14 天

和 21 天，小孔径材料内细胞数量明显少于其余两组，考虑为孔

径越大，材料的表面积越大，有利于更多的细胞与材料表面的

接触[15, 17]。
通过扫描电镜我们在三组材料间看不出明显差异，材料表

面已经全部被细胞所覆盖，说明在第 7 天细胞已爬行至材料内

部空间继续增殖，在第 14 天细胞进入平台期，考虑因细胞间 "
接触抑制 "[18]作用，材料表面及内部空间均已被细胞所铺满减

慢了增殖速度[19]。
本研究证实了孔径大小可以影响细胞的增殖能力。大孔径

材料 （450-600μm） 的细胞增殖能力明显强于小孔径材料

（200-300μm）；我们可以推断材料的孔径大小以及表面积在细

胞增殖上面起到非常重要的作用，但是确切的干预机制和因素

我们仍不清楚，有待进一步研究。本实验仅从形态、增殖率探讨

了孔径的大小对细胞增殖的影响，而孔径结构对细胞体外分化

能力以及体内成骨能力又会出现怎样的影响均有待进一步的

实验。
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