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成骨细胞 (Hos8603 )与强韧化纳米人工骨支架的联合培养
Combined culture of osteoblast-Iike cells (Hos8603) and nm zirconium dioxide reinforced hyper-porosity tri­

calcium phosphate bone cells scaffold 
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骨组织工程是利用组织工程学方法将一定数量的成骨

细胞接种到具有空间三维结构的支架材料上，在体外或植入

体内联合培养，获得具有一定结构和功能的骨组织山。本实

验观察自制强韧化纳米人工骨支架与建株成骨细胞

CHos8603)联合培养后细胞生长情况和结合数量，以评价该

支架生物相容性及细胞复合能力，为临床应用提供实验依

据。

1 材料和方法

1. 1 强韧化纳米人工骨支架的制备 我科与天津大学材料

学院及中科院固体物理研究所合作研制，材料由纳米氧化错

颗粒与经基磷灰石粉末在一定复合添加剂条件下烧结制成，

孔径 200~300μm，孔隙率 85%~95% 。

1. 2 主要仪器及试剂 DMEM 培养液 CGibco); 小牛血清

(杭州四季青生物工程材料研究所) ;膜蛋白酶 C Gibco) ;成骨

细胞 CHos8603 ，中科院上海细胞所);CO，培养箱 CSanyo) ;倒

置显微镜COlympus) ;扫描电镜(东芝公司)。

1. 3 成骨细胞与支架材料联合培养 成骨细胞 C Hos8603) 

光镜下为圆形，接种 4 h 贴壁，贴壁细胞呈条索状生长，为多

边形、梭形，有较多突起，胞质淡，单核，较大， 1~2 个核仁，具

有典型成骨细胞形态特征。镜下观察细胞长满瓶底 80%~

90% ，常规传代培养。取 1 X 10' Iml 单细胞悬液，负压条件

下接种于 5 mmX5 mmX4 mm 细胞支架上，细胞培养箱中

作用 4 h 后取出复合支架置于 6 孔培养板中，加入培养液联

合培养。

1. 4 支架复合培养体的细胞计数及光镜观察 取联合培养

4 d 的支架材料， PBS 液反复冲洗，加入 5%膜蛋白酶消化液

消化 10 min，吸取消化液冲洗支架材料，使成骨细胞完全脱

落，收集冲洗液中止消化，进行细胞计数并在光镜下观察细

胞形态。将冲洗所得细胞洗涤离心后接种于 25 mmX 10 
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mm 培养皿中继续培养， 1 周后再次作形态学对比，光镜观察

成骨细胞形态学改变。

1. 5 支架复合培养体的电镜观察 取联合培养 4 d 后支架

材料， PBS 液冲洗，2%戊二M固定，乙醇逐级脱水，醋酸异戊

醋浸泡，以固体 CO2 作为临界点干燥，旋转喷镀金膜，制作电

镜标本，扫描电镜下观察成骨细胞株在支架多孔表面上的生

长情况。

2 结果

2.1 支架复合培养体电镜观察 电镜下见细胞附着生长，

但分布不均匀，支架底部附着生长细胞明显多于顶部。细胞

沿微孔壁爬行生长，多树枝状突起，部分微孔被细胞遮盖(图

1)。

图 1 成骨细胞 (Hos8603)在支架

材料上复合生长电镜照片( X200) 

2.2 支架复合培养细胞计数及光镜观察 冲洗液经离心沉

淀后，制成单细胞悬液，光学显微镜下用细胞计数板计数，计

算可知支架结合细胞数为 4X105 /mm3 0 光镜下观察冲洗下

细胞，其形态与正常培养的建株细胞相比无明显改变。将冲

洗所得细胞洗涤离心后接种于 25 mmX 10 mm 培养皿中继

续培养， 1 周后再次作形态学对比，成骨细胞元明显形态学改

变(图 2) 。

图 2 支架复合培养后成骨细胞 (Hos8603) ( X 40) 

3 讨论
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细胞爬行所替代[3J 。我们利用纳米技术，在 R 三磷酸钙中加

入一定比例的纳米氧化错颗粒，利用后者的纳米微粒特性，

对磷酸钙陶瓷起到增强补韧的作用，制备纳米氧化错强韧化

高孔隙率磷酸钙人工骨细胞支架，它具有较高强度，孔径适

当(约 250μm) 的高孔隙率 (85% ~90%) 网状支架(物理上

称之为无序的宏孔固体) ;同时仍然保持了自-三磷酸钙本身

具有的骨诱导作用和自降解作用[川]。该支架性能上追求一

定要适宜宿主成骨细胞的爬行替代，外观上则放弃了以往人

工骨研究拘泥于对人体正常骨倍的简单模仿。

3. 2 成骨细胞株(Hos8603)与支架材料复合及联合培养观

察 Hos8603 成骨细胞株采用人骨肉瘤细胞来源，在体外培

养中具有成骨细胞的表型特征，因而可作为一个良好的研究

成骨细胞表型的体外模型系统。本实验接种于支架材料上

的成骨细胞经光镜下比对，与未经接种的成骨细胞在形态学

上无明显差异，继续传代培养后生物学性状亦改变不大。经

过继续传代培养 6~7 代，细胞株生长正常，充分证实支架材

料对联合培养的建株细胞生物学性状影响不大。

经过联合培养的支架材料上所承载的细胞数对于评价

支架材料的性能具有极为重要的意义。研制该支架最主要

目的就是最大限度适应成骨细胞爬行替代，加速支架与宿主

骨的融合，理论上讲单位体积的支架材料所承载的细胞数量

越大，其作为骨组织工程材料细胞载体的作用越满意。本研

究中成骨细胞株( Hos8603)与支架能有效地秸附、爬行，表明

作为成骨细胞爬行支架具有良好的生物相容性和细胞教附

性。实验中我们观察到成骨细胞在三维细胞支架中分布不

均，多集中于底部，支架中心部位少有细胞长入，唐开等[6J 观

察到相同的实验结果，这可能与体外联合培养方式有关，采

用动态兰维培养方法可以有效地提高支架中联合培养细胞

的数量，同时部分纠正细胞在支架中分布不均的情况。
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都需要骨断端骨细胞的爬行替代过程并最终被宿主的成骨




