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前言

随着生命科学的发展，生物材料的发展，也取得了飞快的

进步。全球每年这些材料[1]的营业额都在不断的增加。碳 /碳复

合材料作为其中的一种，它的优点是弹性模量和人体骨骼接

近，生物相容性良好，不会有应力遮挡效应产生，缺点是和人体

组织不能形成化学键结合，且植入人体后，表面颗粒容易脱落，

分布在植入物周围，为止需要对该植入物进行表面改性，以便

能更好的应用到临床骨科中。羟基磷灰石已被证实生物活性良

好[2]，和人体骨骼有良好的键合。人体骨组织[3]由有机相和无机

相组成，无机相主要由羟基磷灰石组成，实际人骨中的无机组

分由羟基磷灰石、硅、钠、镁、锌、和碳酸根等离子组成，因此在
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摘要 目的：成骨细胞在碳 /碳复合材料表面羟基磷灰石涂层上有良好的长入，该实验在羟基磷灰石(hydroxyapatite HA)涂层中掺
入硅后，研究成骨细胞对该涂层的生物活性，为临床骨科应用提供实验基础。方法：本研究采用化学液相气化沉积 /水热法在碳 /

碳材料表面制备了含硅羟基磷灰石(silicon-hydroxyapatite Si-HA)涂层。在体外成骨细胞相容性的研究中，以 HA涂层为对照，通过

甲基噻唑基四唑（methylthiazolyl tetrazolium MTT）法测定细胞增殖反应和对细胞毒性反应，碱性磷酸酶（alkaline phosphatase

ALP）测定细胞的分化，扫描电镜观察细胞生长形态，免疫荧光显影技术测定细胞的长入。结果：在 HA涂层中引入硅后，Si-HA涂

层和 HA涂层在第 2天、第 4天的成骨细胞增殖实验表明前者的细胞长入数较后者多，两者的差异有统计学意义，而 Si-HA涂层

浸泡液中的 ALP活性下降较 HA涂层而言更明显，两者的差异有统计学意义，电镜扫描及荧光染色均提示在 Si-HA涂层中成骨
细胞的增值数更多。结论：在 HA涂层中引入硅后，改变了涂层自身的晶体结构及表面电荷，同时诱导成骨细胞分泌胶原，使得成

骨细胞更好的贴壁生长和增殖，成骨能力增加。在临床骨科植入物表面涂层改性上有很好的应用前景。
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In Vitro Study of the Osteoblast Compatibility of Silicon Hydroxyapatite
Coatings on Carbon/carbon Material*

Osteoblasts have good growth in hydroxyapatite coating on carbon/carbon composites. To evaluate the

biological activity of osteoblasts to the hydroxyapatite coating includes silicon in this study, it may provide an experimental basis for

clinical orthopedic applications. In this study, silicon hydroxyapatite (Si-HA) coating on C/C material was made by the way of

chemical liquid-vaporized deposition / hydrothermal. In vitro cytocompatibility study, as the control of HA coating by MTT method for

the determination of cell proliferation and cytotoxicity, Alkaline phosphatase for the cell differentiation, scanning electron microscopy for
cell morphology, immunofluorescence imaging techniques for cell ingrowth. After the introduction of silicon in the HA coating,

osteoblast proliferation experiment showed that the number of cells growed into Si-HA coating more than HA coating on day 2 and day

4, there was significant difference between the two, the ALP activity in Si-HA coating soaking decreased more than it in HA coating,

there was significant difference between the two, scanning electron microscopy and staining suggested that more osteoblasts added in

Si-HA coating. After the introduction of silicon into HA coating, the crystal structure and surface charge of the coating

changed, it induced osteoblasts secreted collagen, Si-HA coating promoted the adherent growth and proliferation of osteoblasts. It may

have good prospects in clinical orthopedic implants' surface modification.
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临床使用羟基磷灰石时，常需在其中添加一些微量元素来改善

其临床活性。含硅羟基磷灰石就是其中的一类改性材料。本实

验采用（Sprague Dawley, SD）大鼠骨髓原代细胞[4]培养成骨样

细胞，以 HA涂层为对照，进行 Si-HA涂层对细胞生长和细胞
活性方面的测定，评估硅加入涂层后对成骨细胞的增殖能力和

长入效果进行，探讨其成骨能力。

1 材料和方法

1.1 实验动物
SD大鼠由江苏省实验动物中心提供。

1.2 实验材料
HA涂层碳／碳复合材料和含硅 HA涂层碳／碳复合材料

（由深圳大学材料学院提供），制作方法：将低密度的碳 /碳复

合材料，放入高氯酸钠溶液中进行水热处理，用蒸馏水洗净、烘

干后，置于含硝酸钙、磷酸二氢氨的流动水溶液中，通过超高频

电磁致热法[5]使其表面沉积出磷酸氢钙涂层、进而将碳 /碳复
合材料磷酸氢钙涂层置于含氨水水溶液的水热釜中进行水热

处理，得到碳 /碳复合材料羟基磷灰石涂层。接着，将碳 /碳复

合材料羟基磷灰石涂层置于含有硅酸钠水溶液的水热釜中，再

进行水热处理，得到碳 /碳复合材料含硅羟基磷灰石涂层。
1.3 主要试剂及仪器
胎牛血清（HyClone 南美）；(Dulbecco's Modified Eagle

Medium, DMEM)培养基（Lonza 美国）；胰蛋白酶（Sigma 美

国）；MTT（Sigma美国）；二甲亚砜（Dimethyl sulfoxide, DMSO）

（Sigma 美国）；倒置显微镜 Olympus；荧光显微镜 Olympus

DP73；扫描电镜（SU-70日本日立）；酶标仪(BIO-RADMod-

el680)。
1.4 成骨细胞的分离和培养

将 SD大鼠使用颈椎脱臼法处死后无菌下取颅骨，去除骨

膜后剪碎，加入 0.25 %胰酶消化，终止消化后用(Phosphate
Buffered Saline, PBS)(pH=7.3) 洗涤三次，1000转 /分共 4分钟

离心收集细胞[6]放入培养瓶中，加入(Dulbecco's Modified Eagle

Medium, DMEM)培养基，再加入 10 % 小牛血清，将培养瓶置

于 5 ％CO2、37 ℃的培养箱中培养一周左右，隔天进行换液，除

去不贴壁的细胞，培养贴壁细胞，继续传代培养，得到含成骨细

胞的培养液。

1.5 成骨细胞的增殖
将已制成的材料（深圳大学材料学院提供）直径为 1.0 cm，

厚度为 0.4 cm，表面分别为 HA 涂层和 Si-HA 涂层，放入 6 孔
板中，分别加入含成骨细胞的培养液 1.5 mL，完全淹没材料，加

入含 10 %小牛血清及 DMEM培养基，放入 5 ％CO2、37 ℃的

培养箱中培养 4天，隔天加 10 %小牛血清，以利于成骨细胞生

长。分别于第 2天，第 4天，将培养液吸尽，PBS冲洗材料三遍，

然后加入 2.5 %的胰酶将长入材料中的成骨细胞从材料上消
化下来，加入 PBS终止消化，再将该液体接种到 96孔板中，加

入 5 mg/mL MTT [7]试剂 5 滋L，继续在 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养 4 h，然后加入 150 滋L二甲亚砜（Dimethyl sulfoxide, DM-
SO），10 min后在酶标仪中测定 570 nm波长下的吸收率。
1.6 成骨细胞碱性磷酸酶测定

分别于第 2天，第 4天，将上述 6孔板中的培养液吹打均

匀，分别采样，并制成 1 mL细胞悬液，采用磷酸苯二钠法[8]测定

样品 ALP活性。
1.7 成骨细胞生长形态观察

在第 2天、第 4天时将板中的培养液吸尽，用 PBS液冲洗
材料三遍后加入 2.5 ％戊二醛，4 ℃固定过夜，然后使用 30 %、
50 %、70 %、90 %、95 %乙醇逐步梯度脱水，将材料表面喷金后

使用扫描电镜[9]观察细胞生长的形貌情况。

1.8 细胞荧光染色

在第 2 天、第 4天时将板中培养液吸尽，加入 PBS 冲洗，

用甲醛进行固定 15 min，再用 5 ug/ml的碘化丙啶（propidium

iodide, PI）进行荧光[10]染色 15 min，最后用抗荧光淬灭液封片，

在 OLYMPUS DP73下观察细胞荧光染色。

2 结果

2.1 成骨细胞的增殖测定

从（表 1）MTT测定的结果可以看出在第 2天和第 4天，
HA涂层和 Si-HA涂层表面均有成骨细胞长入，且随时间的增

加，二者成骨细胞的长入数目也随之增加，而 Si-HA涂层表面

长入的成骨细胞数较单纯 HA涂层要多，两者的差异有统计学

意义（n=4，P<0.05）。

2.2 成骨细胞的 ALP活性测定

从（表 2）得出在第 2 天 Si-HA 涂层浸泡液比 HA涂层的

浸泡液中的 ALP活性下降更明显，而第 4天 Si-HA涂层的浸

泡液的 ALP活性下降相对缓慢，两者的差异有统计学意义

（n=4，P<0.05）。

Time Hydroxyapatite Silicon-hydroxyapatite

Day 2

Day 4

0.1516± 0.0042

0.1538± 0.0037

0.2765± 0.0051

0.3411± 0.0063

表 1 MTT法测定

Table 1 MTT determine

Time Hydroxyapatite Silicon-hydroxyapatite

Day 2

Day 4

0.4012± 0.0071

0.3233± 0.0062

0,2766± 0.0054

0.2633± 0.0049

表 2 碱性磷酸酶测定

Table 2 ALP determine
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2.3 成骨细胞的长入

在第 2天（图 1），同一视野下在涂层表面均有成骨细胞的
长入，有的黏附在材料间隙，并伸出伪足，形貌不规则，Si-HA

涂层的成骨细胞数量要比 HA涂层的多，在第 4天（图 2），两涂

层表面的成骨细胞长入更好，呈群落状分布在材料的表面，

Si-HA涂层的成骨细胞的密度要大于 HA涂层的成骨细胞。

图 3 第 2天 HA涂层(a)和 Si-HA涂层(b)荧光镜下的成骨细胞(× 40)

Fig.3 Osteoblast in Fluorescence microscopy in HA coating (a) and Si-HA coating (b) day 2(× 40)

图 1 第 2天 HA涂层(a)和 Si-HA涂层(b)扫描电镜下成骨细胞

Fig.1 Osteoblast in HA coating(a) and Si-HA coating(b) Scanning electron microscope day 2

2.4 细胞荧光染色

在第 2天（图 3）HA涂层里的成骨细胞（白色箭头所指）呈

零星状分布，而 Si-HA涂层的成骨细胞较 HA涂层密度更高，

到第 4天（图 4）同一涂层的成骨细胞密度比第 2天明显增加，

此时 Si-HA涂层的成骨细胞增加数目更多。

图 2 第 4天 HA涂层(c)和 Si-HA涂层(d)扫描电镜下成骨细胞

Fig.2 Osteoblast in HA coating(c) and Si-HA coating(d) Scanning electron microscope day 4

3 讨论

目前在临床骨科使用的植入物表面，大多都有生物活性涂

层，这样可以增加植入物的生物相容性，而羟基磷灰石涂层是

应用得最多和最成熟的，而在长期的临床随访中发现，随着植

入物在人体内时间的增加，因涂层的松动和脱落进而导致内植

入物的稳定性困扰着临床医生，为此，研究内植入物涂层进一

步改性，提高涂层的活性和稳定性显得很有必要。结合人体骨

骼的无机成分，在涂层中掺入硅，有可能提高涂层的性能。本实

验在人体骨骼替代物碳 /碳复合材料表面覆盖上含硅 HA 涂
层，并和单纯 HA涂层进行生物活性比对。本实验 MTT法检测

成骨细胞增殖提示：在两种涂层中成骨细胞均有增殖，说明两
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图 4 第 4天 HA涂层(c)和 Si-HA涂层(d)荧光镜下的成骨细胞(× 40)

Fig.4 Osteoblast in Fluorescence microscopy in HA coating(c) and Si-HA coating(d) day 4(× 40)

涂层对成骨细胞均有良好的生物相容性和活性，有利于成骨细

胞的增殖，对成骨细胞的毒性[11]为 0，从增殖数据得出：Si-HA

涂层中成骨细胞的增殖数较 HA涂层中要多，说明在涂层中加

入硅离子后对成骨细胞的增殖有很好的促进作用。已有研究报

道在钛合金表面覆盖含硅 HA涂层能提高植入物在体内外的

生物活性，这可能与硅离子的加入改变了 HA的自身结构以及

降低涂层本身所带的电位有关，当硅离子加入后，将取代先前

的一部分磷离子，使得硅离子能和周围的氧原子重新构成新的

四面体结构[12]，相比原来的磷 -氧四面体结构，成骨细胞和该结
构可有更多的接触面积，这样就有利于成骨细胞更好的长入和

增殖，与此同时，磷酸根被硅酸根取代后，HA自身的负电荷[13]

发生改变，增加了负电荷，成骨细胞因电荷吸引而更易于黏附，

进而能更牢靠结合在 HA表层，有利于成骨生长及增殖，本实

验在碳 /碳复合材料表面覆盖含硅 HA涂层得到了一致的结
果。Kim[14]及 J Lee等[15]用兔软骨细胞的增殖实验分别来评定纯

HA 涂层和 Si-HA 涂层的生物活性，实验结果显示，二者的细

胞增殖数随着时间的增加而有不同程度的增加，而 Si-HA组细

胞增殖数目多于 HA组，该实验说明 Si-HA相比 HA而言，是

一类生物相容性更好的材料，本实验结果和它符合。另外，当硅

加入 HA后，由于硅离子的刺激作用，成骨细胞可能产生一种

胶原[16]，而正是这种胶原使得成骨细胞能和 HA更广的黏附以

及散布，结合更牢靠，这样，成骨细胞能更好的长入，而该观点

已经在人的成骨细胞实验中得到证实，Botelho等[17]进行的人

成骨细胞 (HOB)繁殖实验表明硅能够促进 HOB细胞的增殖，

具体的胶原类型需进一步的实验研究。因此，在实际临床工作

中，内植入物表面有 Si-HA涂层时，成骨细胞能更好的长入，更

利于骨折的愈合，同时能使新生骨和内植入物更牢靠的结合在

一起。成骨细胞在进行体外培养时，一般而言，细胞的增殖和分

化 [18] 呈现负相关，本实验结果表明：Si-HA涂层的浸泡液中
ALP较 HA涂层少，说明在该时间段内，相比 HA涂层而言，
Si-HA涂层能更好的促进细胞增殖，抑制细胞分化，进而可得

知 Si-HA涂层的生物活性更佳，更利于成骨细胞长入，使得内

植入物的稳定性更佳。从扫描电镜看出，成骨细胞群落[19]明显

增多，密度增加，分布在材料孔隙周围，和材料黏附在一起，在

该段时间内，成骨细胞群落数逐步增加，同一时间点看，Si-HA

涂层的细胞数要多于 HA涂层，这和荧光扫描所提示的符合。

这和MTT增殖实验的结果相符合。由此可见，在短期内，Si-HA

涂层有更好的生物相容性，更利于新骨的生成，能更好的应用

到临床骨科中去。综上所述，目前国内外尚无碳 /碳复合材料

表面含硅羟基磷灰石涂层的报道，本实验采用化学液相气化沉

积 /水热法在碳 /碳材料表面制备含硅羟基磷灰石涂层，相对

羟基磷灰石涂层来讲，含硅羟基磷灰石涂层更有利于成骨细胞

的长入，有更好的细胞增殖活性，这可能与硅掺入后使电位降

低而有利于成骨细胞更易贴壁，同时硅掺入后改变了晶体结

构，使得成骨细胞更容易长入，另外也可能为硅刺激成骨细胞

产生胶原，这样使得成骨细胞易黏附涂层表面。本实验主要研

究在碳／碳复合材料表面 HA涂层的改性，可为人体植入物表

面改性[20]提供实验基础及参考，有广泛的应用前景。而长期的

体外实验结果、体内实验结果及确切的机制尚待进一步实验来

检验。
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