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生物陶瓷对体外培养大鼠成骨细胞的影响
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　　【摘要】　生物陶瓷是近 20年来研究的热点之一 ,作为无机生物医学材料 ,其良好的生物相容性 ,在医学领域广

阔的应用前景 ,越来越受到学者们的重视。而大鼠成骨细胞的体外复合培养 ,常被应用于评估材料与成骨细胞间的相

互作用 ,特别是材料对细胞增殖、功能、黏附的影响 ,其结果往往成为材料体内植入实验的基地。随着相关文献的增

多 ,结合近年来有关文献就生物陶瓷对大鼠成骨细胞增殖、功能、黏附的影响作一回顾和分析。
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ABSTRACT　B ioceram ics is one of the popular research in lastest 20 years, being inorganic biomedical materials, with fine
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　　过去医学领域中应用最广泛的生物材料是金属和有机材

料 ,而金属长期埋植生物体内容易发生电解、腐蚀 ,金属的磨

屑会引起周围生物组织的吞噬或生化反应 ,另外产生金属元

素向各种器官转移 ,造成其他组织或器官的损害和组织的变

态反应等问题。而有机材料则由于强度问题 ,在骨科领域的

应用受到很大限制 ,且存在材料的耐久性问题。故而近

20年来 ,医学上广泛重视研究和应用各种生物陶瓷材料 ,特

别是以磷酸盐为基质材料的生物活性陶瓷 [ 1 ]。

1　生物陶瓷的分类

　　生物陶瓷 ( bioceram ics)按体内性质可以分为两类 ,一类

为生物惰性陶瓷 ,如氧化铝、氧化锆、碳素材料等。这类陶瓷

材料的结构都比较稳定 ,分子中的键力较强 ,而且都具有较高

的强度、耐磨性和化学稳定性。另一类为生物活性陶瓷 ,如

羟基磷灰石 ,生物玻璃陶瓷等 ,在生理环境中可通过其表面

发生的生物化学反应与生物体组织形成化学键性结合。还

有在体内可发生降解和吸收的生物陶瓷 ,如磷酸三钙生物

活性陶瓷 ,在生理环境中可被逐步降解和吸收 ,并为新生组

织所替代。

111　生物惰性陶瓷　生物惰性材料定义是指在生物体内能
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保持稳定 ,几乎不发生化学反应的材料。生物惰性材料植入

体内后 ,基本上不发生化学和降解反应 ,它所引起的组织反

应 ,是围绕植入体的表面形成一层包被性纤维膜 ,与组织间的

结合主要是靠组织长入其粗糙不平的表面或微孔中 ,从而形

成一种物理嵌合。

112　生物活性陶瓷　生物活性陶瓷作为无机生物医学材料 ,

没有毒性和不良反应 ,与生物体组织有良好的生物相容性 ,越

来越受到人们的重视。生物陶瓷的研究和临床应用 ,已从生

物惰性材料发展到生物活性材料 ,从简单的填充发展为牢固

性种植和永久性修复。

　　生物活性陶瓷包括 :生物反应性陶瓷 (表面生物活性陶

瓷 )、生物降解性陶瓷。这类材料的组成中含有能够通过人

体正常的新陈代谢进行转换的钙 (Ca)、磷 ( P)等元素 ,或含有

能与人体组织发生键合的羟基 ( 2OH)等基团。它们的表面同

人体组织可通过键性结合达到完全的亲和 ,或部分或完全地

被人体组织吸收或取代。磷酸钙材料有与骨骼矿化物相类似

的成分和结构 ,属于生物活性材料范畴。磷酸钙与骨组织之

间是以一种自然的方式生物键合。因此在临床上 ,磷酸钙作

为骨组织较为理想的替代材料 ,受到了广泛的关注。

　　生物活性磷酸钙陶瓷 ,主要指磷灰石 ,包括羟基磷灰石

(HA)和磷酸三钙 ( TCP)以及双相磷酸钙陶瓷。由于磷酸钙

陶瓷强度较低 ,目前主要用于金属材料的活性涂层和低负载

的植入体或作为非承载力的修复部件或矫正小的骨缺损。

2　对大鼠成骨细胞影响效应评价方法

211　成骨细胞体外培养和对生物材料的评估　成骨细胞的

体外培养大致经过 3个阶段 :快速增殖 (相对未分化 )、细胞

外基质成熟、基质矿化。常通过使用倒置相差显微镜观察细

胞的形态变化及生长状况。成骨细胞是骨发生和骨形成的重

要细胞 ,具有合成分泌骨基质和糖蛋白的作用 ,并通过钙化基

质形成骨组织 ,是骨组织修复过程中的主要功能细胞 ,其体外

分离、培养技术已经成熟。细胞体外复合培养可直接观察细

胞与生物材料复合生长的情况 ,能有效检测细胞生理功能的

变化 ,有利于了解细胞与材料之间的相互作用 ,具有简便快

捷、敏感直观、重复性好等优点。在区别生物材料对细胞影响

方面 ,体外培养法较体内法更为敏感直接 ,故成骨细胞的体外

培养 ,现已被广泛应用于评估各种材料对成骨细胞的影响 ,以

探讨不同材料与骨细胞生长和代谢的相关性 ,为进一步研究

体内植入材料提供理论依据。

212　对增殖活性的影响　测定细胞增殖率可以定量反映细

胞相容性 ,测定的方法很多 :活细胞染色、细胞直接计数、MTT

比色法、3 H2TdR DNA测定、蛋白质测定等。常用四甲基偶氮

唑盐微量酶反应比色法 (MTT法 )进行细胞增殖测定 ,MTT只

和活细胞结合 ,从而避免了死细胞的干扰 ,可以间接了解成骨

细胞的增殖活性。细胞计数流式细胞仪法 ,流式细胞仪检测

复合培养一定时期后成骨细胞各个细胞周期时相的 DNA比

例 ,从分子水平分析材料对成骨细胞增殖的影响。研究中发

现 ,大鼠成骨细胞可以在 HA、BGC和钛合金表面黏附、延展

和增殖 ,但在 HA和 BGC表面的成骨细胞的增殖比例和正常

相似 ,同时要高于在钛合金表面 ,这说明 : HA和 BGC的细胞

相容性要高于钛合金 ( Ti26A l24V ) [ 2 ]。谭小兵等 [ 3 ]发现 ,

ZrO2 2CBC与成骨细胞共同培养时 ,对成骨细胞无毒性作用 ,

实验早期对成骨细胞的增殖分化无抑制作用 ,后期轻度抑制

成骨细胞的增殖 ,并且对 ALP的分泌也有抑制作用。而全仁

夫等 [ 4 ]提出 : ZrO2梯度复合 HAP明显促进体外培养的大鼠

成骨细胞增殖和分化 ,具有良好的生物相容性 ,并且认为主要

原因在于该材料表面的粗糙程度。唐昭等 [ 5 ]报道 ,将成骨细

胞分别接种于 HPA (聚羟基磷酸钙钠 ) , HA, BGC表面 ,成骨

细胞在 HPA表面的增殖速度较对照组快。与 HA相比 ,其最

大的特点是表面具有一定的降解性 ,这种较大的降解性有利

于材料和机体之间的物质交换。磷酸陶瓷溶解产生的钙磷对

成骨细胞的增殖起重要的作用。实验表明 HPA结合钙离子

的能力高于 HA,而局部钙离子浓度的增加 ,有利于成骨细胞

的黏附、生长和增殖。同时材料表面的降解 ,更为细胞的伸入

提供了位置 ,对形成早期的骨性结合比较有利。

213　对成骨活性的影响　ALP富含于胞浆中 ,它可使无机磷

酸盐水解 ,从而降低磷酸盐浓度 ,增加局部无机磷酸浓度 ,促

进骨的矿化 ,是成骨细胞分化成熟的重要标志 ,目前比较一致

认为 ,该酶在体外钙化中起着关键性作用。ALP活性是成骨

细胞功能的重要指标之一 ,可以间接反映成骨细胞的活性和

功能。在成骨细胞的基质成熟期 ,以碱性磷酸酶活性升高及

Ⅰ型胶原分泌为其特征 ,故 ALP是成骨细胞分化的主要特征

酶之一 ,是成骨细胞矿化过程中主要的功能活性酶。纳米羟

基磷灰石 ( nHA) ,其作为纳米材料固有的表面效应使其表面

原子存在许多悬空键 ,并且有不饱和性质 ,具有很高的化学活

性 ,可以增加材料的生物活性和成骨诱导能力。有学者报道

HA对大鼠成骨细胞 ALP活性和 mRNA表达提高明显高于玻

璃陶瓷和钛。温波等 [ 6 ]提出 ,在其对照普通 HA的实验中 ,

nHA表面接种的大鼠成骨细胞的成骨功能及代谢活动均明

显高于对照组。随着成骨细胞的增殖 , ALP活性逐渐增强 ,细

胞总蛋白含量和细胞基质钙含量逐渐增加。各时期 nHA表

面附着的成骨细胞总蛋白含量明显高于同时期相应的常规陶

瓷各组蛋白含量。人体骨骼中的无机成分不是纯的 HA (Ca10

( PO4) 6 (OH) 2 ) ,其中还含有碳酸根 ,钠 ,镁离子 ,以及微量的

氟、锶、钡等离子。在 HA中掺入氟 ,可以取代磷灰石中的羟

基 ,使含氟羟基磷灰石 (Ca10 ( PO4) 6 (OH) 2 - x Fx ) ( FHA )晶格

常数变小 ,其结构变得紧密 ,从而使 FHA溶解度较 HA降

低 [ 7 ] ,紧密的结构又能使材料的强度得到提高 [ 8 ]。故认为一

定量的氟能促进成骨细胞及 DNA的合成。

214　对细胞黏附的影响　细胞黏附于细胞外基质是组织发

生与形成最重要的早期阶段。在骨修复材料的研究中 ,成骨

细胞与基质材料的黏附状况一方面与材料的生物相容性有着

极为密切的关系 ,同时也是植入手术成功与否的关键。只有

当成骨细胞与材料界面发生适当的黏附后 ,细胞才能进行进

一步的迁移、增殖和分化。细胞外基质在细胞与材料的黏附

中有重要的作用 ,邱凯等 [ 2 ]通过聚磷酸钙 ( calcium polyphos2
phate, CPP,是一种可降解的无机聚合物 ) ,与 HA,β2TCP的对

照研究发现 , CPP能促进大鼠成骨细胞的生长 ,同时具有良好

的细胞相容性 ,与成骨细胞复合后 ,细胞能在材料中三维生

长 ,并能分泌出细胞外基质。体外组织化学发现 ,细胞与细胞

外基质分子间通过配体 -受体结合方式 ,不仅产生牢固连接 ,
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而且是细胞锚着依赖性生长分化的基础。江宏兵等 [ 9 ]采用

FN处理材料 ,发现 FN可以增进种子细胞的黏附 ,而单纯的

TCP /HA材料不能实现其与细胞的生物结合。但也有学

者 [ 10 ]观察到 :将转基因大鼠的骨髓间充质细胞种植于透明

HA表面 , 1 h后观察到细胞的黏附和扩展 , 5 h后更加明显 ,

细胞逐渐分化为成骨细胞。结果证实 ,透明 HA陶瓷支持细

胞黏附、增殖和分化。而成骨细胞 80%以上的胞外基质蛋白

都是Ⅰ型胶原 [ 11 ] , B rodie等 [ 12 ]通过其在不同比例的 HA和

TCP复合物表面有无Ⅰ型胶原涂层的对照实验中 ,发现大鼠

成骨细胞在有Ⅰ型胶原涂层的材料表面增殖得到加强 ,认为

Ⅰ型胶原涂层可以提高磷酸钙陶瓷的生物相容性 ,促进骨整

合过程。Doldera等 [ 13 ]也认为植入物表面形成一层具有生物

活性的 HA陶瓷涂层 ,可以使骨替换材料与骨形成骨键合 ,达

到较好的植入效果。

骨基质材料的表面粗糙度不仅与植入材料在体内的力学

稳定性相关 ,而且显著影响成骨细胞在其上的黏附、增殖和分

化等特征 ,同时对成骨细胞的整合有重要的影响。当粗糙度

大时 ( > 115μm ) ,有利于成骨细胞的黏附和增殖 [ 14 ]。W eb2
ster等 [ 15 ]观察到在 HA中添加钇元素后 ,增加了 HA表面的

孔隙 ,促进了玻璃粘连蛋白和胶原之间的相互作用 ,从而加强

了大鼠成骨细胞的黏附。并且认为 HA可以通过合成处理 ,

提高细胞相容性。TCP多孔的结构使其具有宽大的内部空间

和表面积 ,可以容纳大量的成骨细胞 ,使植入局部有较高的成

骨细胞浓度。有学者观察到大鼠成骨细胞可以很好地黏附于

TCP陶瓷表面 ,同时细胞的增殖也没有受到影响 ,可以认为

TCP有很好的细胞相容性 ,并对成骨细胞的增殖有一定的促

进作用。曾晖等 [ 16 ]观察到 TCP陶瓷混悬液能够刺激成骨细

胞的生长 ,且随浓度的递增其促进效应增强。同时发现 :成骨

细胞与 TCP材料结合紧密 ,不仅存活、黏附于陶瓷表面 ,还向

陶瓷孔内延伸生长 ,其形态、数量和生物学行为均未受到抑制

或干扰。我们认为在大鼠成骨细胞培养中 , TCP降解对成骨

细胞生长和分化起着重要的作用 ,它提高了材料的表面活性 ,

使组织细胞易于附着、延伸和扩展。

　　以上几个方面的研究 ,可以基本反映生物活性陶瓷与成

骨细胞之间的相互作用 ,尤其是前者对后者的影响 ,通过对大

鼠成骨细胞的生长、增殖、生物活性及黏附的观察 ,可以比较

直观地表现出生物活性陶瓷的特点 ,从而为进一步的体内实

验打下基础。

3　结论与展望

　　可以发现 ,生物活性陶瓷在体外与大鼠成骨细胞的复合

培养中 ,对成骨细胞的生长、增殖、生物活性等方面具有积极

的影响 ,但同时也发现 ,生物陶瓷对大鼠成骨细胞基因表达影

响的相关文献还很少 ,也是将来的一个研究方向。生物活性

陶瓷相对于金属材料和生物惰性陶瓷在骨科领域有着无法比

拟的优势 ,前者作为内植物不仅与机体之间有更加良好的界

面 ,而且在成骨细胞的生长、增殖、功能方面更具优势 ,将来一

定会有广泛的应用。其不仅可以喷涂于金属假体、内固定钢

板表面 ,更可以直接作为融合器以有效促进骨的融合 ,甚至可

以制成内固定器材加以应用。复合陶瓷的发展将会成为生物

陶瓷发展的热点之一。
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