
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
!

月第
%&

卷第
!

期
!

!""

#

!""

$$$%&

'

())*%+,

'()*+,-(./012)3/45+(/2*6-3-7)1

8

6+*-()392-:+1;-7

8

#

<+=>!"#$

#

?/3>%&

#

@/>!

ABC

!

#">#$&D#

"

E

>"!FDGD&HI>!"#$>"!>"#%D

!论
!

著!

!收稿日期"

!

!"#FG##G#&

!!!!

!接受日期"

!

!"#$G"#G"H

!基金项目"

!

军事口腔医学国家重点实验室开放课题 &

!"#SbY"&

'#上海市卫生局局级课题面上项目 &

!"#%%#!S

'#第二军医大学长海医院

$

#!FF

%基金项目 &

JK#!FFS#D""

'

>50

LL

/17+*=

8

57)7+b+

8

])=/1)7/1

8

N1/

O

1),/46-3-7)1

8

57/,)7/3/

O8

&

!"#SbY"&

'#

W+2+1)3N1/

O

1),/4

K+)37MY01+)0/45M)2

O

M)-

&

!"#%%#!S

'

)2*7M+

$

#!FF

%

N1/

E

+(7/4JM)2

O

M)-K/;

L

-7)3/45+(/2*6-3-7)1

8

6+*-()392-:+1;-7

8

&

JK#!FFS#D""

'

>

!作者简介"

!

高建勇#博士#主治医师
>PG,)-3

!

8

/2

OE

-)2

O

)/#H&$

!

#!$>(/,

#通信作者 &

J/11+;

L

/2*-2

O

)07M/1

'

>R+3

!

"!#G%##$!"!&

#

PG,)-3

!

)̂2

O

.

*+27/

!

#$%>(/,

锶掺杂改性羟基磷灰石的生物学性能研究

高建勇!田
!

刚!朱
!

强!王少海!汪大林#

第二军医大学长海医院口腔科#上海
!""S%%

!!

!摘要"

!

目的
!
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方法
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结论
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不同
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含量的
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具有良好的生物相容性(一定浓度的
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掺杂能够有效提高
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M
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#

K'

'与人骨磷灰

石成分组成)结构相似#因其良好的生物相容性)生

物活性已广泛应用于硬组织缺损修复)植入体表面

涂层和骨缺损充填*然而其结晶度)结构稳定性比

骨磷灰石高#植入后不易降解#作为残留于骨组织中

的异质#容易成为植入部位感染源和种植障碍物#不

利于骨缺损修复及种植体的骨性结合+

#

,

*

K'

在人

自然骨中的形态是缺钙羟基磷灰石#其准确的表述

式为&
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#

6

'

#"

&

NB

S

#
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#
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#其中
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为取代

的阳离子#

V

为取代的阴离子*天然骨组织中存在

的无机离子如
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)

6

O

!c

)

b

c

)
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!c

)
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)
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!c等在骨生物学)机械性能等方面起着重要作

用#无机离子替代能引起
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晶体大小)结晶度)溶

解性和表面形貌等结构变化#并最终提高材料的生

物学性能+

!
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*基于仿生的理念#离子掺杂成为近年

来
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改性的研究热点#而锶&

;71/27-0,

#
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'因其

在人体骨组织中的浓缩存在#正备受关注*

有研究发现#
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掺杂导致
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晶格改变#改善

了结晶度)溶解度和材料的生物降解性+

%
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#体外细胞

实验结果也显示
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能促进成骨细胞的增殖和成骨

性胶原合成)抑制破骨细胞分化+
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,

(并且
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掺杂可

以促进体内骨形成#抑制骨吸收#改善骨的微细结
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,

#使其更好地与自然骨匹配和融合*但是#对

于任何一种元素在体内都存在最佳生物学浓度范

围#超过这一范围就会存在潜在的毒性风险*低含

量
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可以促进骨形成)抑制骨的吸收#而高含量
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会造成体内骨钙代谢异常+
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的时候#成骨细胞标记物表
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胞的增殖*本研究对不同含量
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掺杂的
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'生物相容性及生物学活性进行比较分析#探讨
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的安全剂量及最佳生物学效应*
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*浸提液用过滤器除

菌*采用电感耦合等离子体发射光谱仪测量
F

组

51GK'

试样浸提液中的
J)

!c

)

51

!c浓度*

#>F

!

51GK'

试样溶血作用检测
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,规定的医疗器械及其成分的溶血性能评价
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生理盐水的试管*各试管
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&

4

试样1
4

阴性对照'"&

4

阳性对照1
4

阴性对照'

d#""T

*溶

血评价标准!溶血率
%

FT

#符合医用材料溶血实验

要求(溶血率
&

FT

#提示材料具有溶血作用*

#>$

!

51GK'

试样体外细胞毒性检测
!

按
#>S

项方

法制备浸提液#分别加入不同比例
A6P6

培养液

稀释#得
F"T

)

!"T

)

#"T 51GK'

浸提液*采用

6RR

法检测细胞毒性*设定阴性对照为
A6P6

培养液#阳性对照为
$>S

O

"

]

苯酚溶液*将
]H!H

小

鼠成纤维细胞&由上海中国科学院硅酸盐研究所提

供'以
#d#"

&

"

]

接种于
!S

孔板#贴壁良好#

!SM

后

弃原液#

NY5

清洗
!

次#按实验分组分别加入浸提液

或培养液*将培养
!

)

&*

的
]H!H

细胞用
6RR

比

色法检测*实验观察期#弃培养板内浸提液或培养

液#加入
F

O

"

]

的
6RR

&

!"

#

]

"孔'#继续培养
$M

#

弃原液加入
A65B

&

#F"

#

]

"孔'#振荡培养板
#"

,-2

#用酶标仪在
F""2,

波长处测定各孔
4

值#计

算细胞相对增殖率*细胞相对增殖率&

T

'

`

&

4

试样"

4

阴性对照'
d#""T

*根据细胞相对增殖率进行细胞

毒性的结果评价!

'

#""T

#毒性
"

级#合格(

&FT

"

HHT

#毒性
#

级#合格(

F"T

"

&ST

#毒性
!

级#结合

细胞形态综合分析(

!FT

"

SHT

#毒性
%

级#不合格(

#T

"

!ST

#毒性
S

级#不合格(

"

#毒性
F

级#不合格*

细胞形态毒性分析!通过倒置相差显微镜观察
F

组

试样不同浸提液浓度培养下的细胞形态*

#>&

!

51GK'

试样对
6W$%

细胞黏附的影响
!

F

组

片状试样各
$

个放在
!S

孔培养板内#将生长良好的

第
%

代
6W$%

成骨细胞&上海中国科学院硅酸盐研

究所'以
$d#"

S

"孔的密度接种#加
A6P6

培养液
#

,]

#于
%&h

)

FT JB

!

)饱和湿度的条件下培养#分

别于培养
#

)

S

)

#!M

后弃培养液#

NY5

漂洗
!

次#每

孔加入
F

O

"

]6RR!""

#

]

#

%&h

继续孵育
SM

#弃上

清#加入
#,]A65B

#结晶充分溶解后#取
!""

#

]

"

孔移至
H$

孔培养板#震荡
#",-2

#用酶联免疫检测

仪测定
F&"2,

处的
4

值*每组重复
%

次实验#结

果取平均值*

#>D

!

51GK'

试样对
6W$%

细胞增殖的影响
!

以

!d#"

S

"孔的密度将生长良好的第
%

代
6W$%

成骨

细胞接种于
F

组试样各
$

个的
!S

孔培养板内#分别

于
#

)

S

)

&*

种植培养*培养条件和
6RR

检测方法

同
#>&

项*

#>H

!

51GK'

试样对
6W$%

成骨细胞
']N

活性的

影响
!

以
!d#"

S个"
(,

!密度将
6W$%

成骨细胞接

种于含有
F

组试样的
!S

孔培养板中#分别于
#

)

%

)

F*

终止培养#弃去培养液#

NY5

清洗
%

次#加入细胞

裂解液
">!FT R1-7/2VG#""

#

#!"""1

"

,-2

离心

#F,-2

#取上清液收集后置于
eD"h

冷藏#待所有试

样收集完毕后按照
']N

试剂盒说明测定
S"F2,

处

的
4

值#用空白管调零*

#>#"

!

统计学处理
!

采用
5N55#$>"

软件进行统计

学分析#定量数据以
(

.i(

表示#应用独立样本
"

检验

分析组间差异*检验水准&

$

'为
">"F

*

B

!

结
!

果

!>#

!

51GK'

试样表面晶相结构及浸提液中
J)

!c

$

51

!c浓度
!

如图
#

#

51

掺杂
K'V

射线衍射图谱显

示!

1

&

51

!c

'

&

1

&

J)

!c

'#

51

!c取代
J)

!c

#使
K'

的晶

格发生畸变#从而引起晶面间距扩大#结晶度改变*

掺
51

后#

V

射线衍射峰位左移#

51

!c含量愈多#偏移

量愈大*不同
51

含量的
51GK'

浸提液中
J)

!c

)

51

!c浓度研究结果发现#在
F

组试样中#

J)

!c浓度以

51

掺杂量为
FT

组最高#

51

掺杂量为
#T

组最低(

51

!c浓度随着
51

掺杂量增加而增加#

51

掺杂量为

!"T

组最高#

51

掺杂量为
"T

组最低&表
#

'*

图
>

!

不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样表面晶

相结构
J

射线衍射图谱

@$

.

>

!

J4/&

2

,$**/&%'$()(*G/4I!+3/*&%0

%/

2

+'&#

"

-&+0+'/3%'3/0(*'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+

51GK'

!

571/27-0,*/

L

+*M

8

*1/I

8

)

L

)7-7+

!>!

!

51GK'

试样溶血实验结果
!

不同
51

含量

&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'试样的溶血率分别为

-

"S#

-
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">D#%T

)

">H!!T

)

">#!FT

)

">#S&T

)

!>SF#T

*试

管中红细胞下沉#上层液变清无红色#吸取少量含红

细胞的下层液在显微镜下观察#未发现红细胞破裂

现象#表明材料在此浓度范围内符合医用材料的溶

血实验要求*

表
>

!

不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样浸提液中
;&

BK

(

G/

BK浓度

L&5>

!

;()%0)'/&'$()+(*;&

BK

&),G/

BK

$)'-0

#0&%-$)

.

#$

M

3(/(*'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+

!

Y

"&

#

O

-

,]

e#

'

51GK' J)

!c

51

!c

"T51 D>!S "

#T51 S>#" S>"!

FT51 !$>%# ##>"%

#"T51 !%>!" #&>$H

!"T51 !#>"F !%>S"

!!

51GK'

!

571/27-0,*/

L

+*M

8

*1/I

8

)

L

)7-7+

!>%

!

51GK'

试样体外细胞毒性实验结果
!

由表
!

可见#细胞培养
!

)

&*

#各组细胞生长呈明显增长趋

势#不同
51

含量&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'试样总

体毒性评级为
"

级)

#

级#说明不同
51

含量
51GK'

合格#体外培养对
]H!H

细胞无毒性#符合/医疗器械

生物学评价0中关于实验材料细胞毒性的要求&国家

标准
WY

"

R#$DD$>FG!""%

'*

通过倒置相差显微镜观察#不同
51

含量&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'试样浸提液&未稀释'培养的

]H!H

细胞与阴性对照组比较细胞形态无明显差异#

细胞均贴壁生长#形态呈梭形或多角形#细胞突充分

伸展#并见圆形的分裂状态细胞#胞质内有离散颗

粒#细胞无溶解&图
!

'*

表
B

!

不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样浸提液浓度作用
ANBN

成纤维细胞
B,

和
O,

相对增殖率和毒性分级

L&5B

!

:0#&'$80

.

/(='-/&'0

%

:PL

'

&),'(H$%$'

2.

/&,0(*ANBN*$5/(5#&+'+%3#'3/0,*(/B&),O,&

2

+$)'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+

R-,+ 51GK'

#"TA-307+*

UWR

&

T

'

R/I-(-7

8O

1)*+

!"TA-307+*

UWR

&

T

'

R/I-(-7

8O

1)*+

F"TA-307+*

UWR

&

T

'

R/I-(-7

8O

1)*+

92*-307+*

UWR

&

T

'

R/I-(-7

8O

1)*+

A)

8

! "T51 #"">$ " #"$>! " #"%>H " HD>% #

#T51 HF># # #"!>H " #"#>$ " HF># #

FT51 #"S>! " #"$>F " #"%>H " #"#>$ "

#"T51 #"%>$ " #"F>! " HD>% # H$># #

!"T51 #"">$ " #"S>F " H$>& # HF># #

A)

8

& "T51 #"#>% " #"%>S " #"%>! " #"">$ "

#T51 HD>F # #"#># " #"">% " #"">" "

FT51 #"%>$ " #"$>! " #"S>H " #"#>$ "

#"T51 #"!>H " #"S>! " #"!>H " HH># #

!"T51 #""># " #"">D " #"">" " H&>" #

!!

51GK'

!

571/27-0,*/

L

+*M

8

*1/I

8

)

L

)7-7+

图
B

!

不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样作用
ANBN

成纤维细胞
O,

细胞形态观察

@$

.

B

!

9(/

"

-(#(

.2

(*ANBN*$5/(5#&+'+(),&

2

O(*%3#'3/0$)'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+&),%()'/(#

.

/(3

"

+

'

!

@+

O

)7-:+(/271/3

(

Y

!

"T 51

(

J

!

#T 51

(

A

!

FT 51

(

P

!

#"T 51

(

<

!

!"T 51>51GK'

!

571/27-0,*/

L

+*M

8

*1/I

8

)

L

)7-7+>B1-

O

-2)3

,)

O

2-4-()7-/2

!

d!""

!>S

!

不同
51

掺杂量
K'

对
6W$%

成骨细胞黏附的

影响
!

由图
%

可见#细胞在不同
51

含量&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'试样表面黏附量随培养时间延长而

增加*培养
#M

时#

F

组试样随着
51

含量的增加#

-

#S#

-
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!

!"#$

年
!

月#第
%&

卷

6W$%

细胞黏附量增加#但差异无统计学意义&

2

&

">"F

'(

SM

时#

FT51

含量)

#"T51

含量)

!"T51

含

量
%

组表面细胞黏附量明显上升#与
"T51

含量)

#T 51

含量
!

组比较差异有统计学意义&

2

$

">"F

'(

#!M

时#

FT51

含量)

#"T51

含量)

!"T51

含量
%

组与
"T51

含量)

#T51

含量
!

组表面细胞

黏附量差异有统计学意义 &

2

$

">"#

'#

#T51

含量

组与
"T 51

含量组差异亦有统计学意义&

2

$

">"F

'*说明与纯
K'

相比#随着
51

掺杂量的增加#

促进了
6W$%

细胞的黏附#但高于
FT

的
51

掺杂量

促进作用无进一步增强#

FT51

掺杂量取得了更有

效的作用*

图
D

!

9PQD

成骨细胞在不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样表面培养
>

(

E

(

>B-

的黏附情况

@$

.

D

!

!,-0+$()(*9PQD(+'0(5#&+'+&*'0/>

&

E

&

&),>B-%3#'3/0()'-0+3/*&%0(*G/4I!

1&'0/$&#$)'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+

51GK'

!

571/27-0,*/

L

+*M

8

*1/I

8

)

L

)7-7+>

#

2

$

">"F

#

##

2

$

">"#>

,̀ $

#

(

.i(

!>F

!

不同
51

掺杂量
K'

对
6W$%

成骨细胞增殖的

影响
!

由图
S

可见#不同
51

含量&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'试样表面细胞增殖数量随培养时间增加

而增加*第
#

天各组间细胞增殖数量随
51

含量呈

递增趋势但差异无统计学意义&

2

&

">"F

'(第
S

天

FT51

含量)

#"T51

含量)

!"T51

含量
%

组与
"T

51

含量)

#T51

含量
!

组相比细胞增殖数量明显增

加且差异有统计学意义&

2

$

">"F

'(第
&

天
FT51

含量)

#"T51

含量)

!"T51

含量
%

组与
"T51

含

量)

#T51

含量
!

组比较明显增加且差异有统计学

意义&

2

$

">"F

'#

#T51

含量组与
"T51

含量组比

较差异亦有统计学意义&

2

$

">"F

'*说明
51

的掺杂

能够促进
6W$%

细胞的增殖#但
51

含量的增加与促

进细胞增殖作用非线性关系#

51

掺杂量
#"T

以上时

促增强作用不再加强#

FT51

含量)

#"T51

含量
!

组表现出良好的促进成骨细胞增殖作用*

图
E

!

9PQD

成骨细胞在不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样表面培养
>

(

E

(

O,

增殖情况

@$

.

E

!

R/(#$*0/&'$()(*9PQD(+'0(5#&+'+&*'0/>

&

E

&

&),O,(*%3#'3/0()'-0+3/*&%0(*G/4I!

1&'0/$&#$)'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+

51GK'

!

571/27-0,*/

L

+*M

8

*1/I

8

)

L

)7-7+>

#

2

$

">"F>,̀ $

#

(

.i(

!>$

!

不同
51

掺杂量
K'

对
6W$%

成骨细胞
']N

活性的影响
!

由图
F

可见#

6W$%

成骨细胞在不同

51

含量&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'试样表面
']N

活性随培养时间的增加而增加*第
#

天
']N

在各

组试样表面表达差异无统计学意义&

2

&

">"F

'(第
%

天#

FT51

含量)

#"T51

含量
!

组试样表面
']N

的

活性明显高于
"T51

含量)

#T51

含量
!

组&

2

$

">"F

'(第
F

天#

FT51

含量)

#"T51

含量)

!"T51

含量
%

组
']N

的表达明显高于
"T51

含量)

#T51

含量
!

组 &

2

$

">"F

'#

#T51

含量组明显高于
"T

51

含量组&

2

$

">"F

'*说明
51

掺杂
K'

能够促进

成骨细胞
']N

的活性#但当掺杂量到一定比例后再

增加
51

量不能进一步提高其促进作用*

D

!

讨
!

论

K'

作为一种骨修复植入生物材料#良好的生

物相容性是其得以应用的重要前提*我们采用溶血

实验)体外细胞毒性实验等方法考察了不同
51

含量

&

"T

)

#T

)

FT

)

#"T

)

!"T

'

51GK'

材料的生物相容

性*溶血实验是常用的急性毒性实验中的初筛实验

方法之一#通过检测材料对红细胞溶解的作用来评

价材料的毒性+

#!

,

*本研究结果显示#各组
51GK'

的

溶血率均小于
FT

#同时显微镜观察血细胞未见细

-

!S#

-
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胞破裂*提示制备的不同
51

含量的
51GK'

不引起

溶血反应#符合相关溶血实验要求*体外细胞培养

法具有简便)快速)灵敏)重复性好的优点#

6RR

法

是常用的检测材料体外细胞毒性的方法+

#%

,

*我们

选用
]GH!H

小鼠成纤维细胞对试样材料进行细胞毒

性分析#结果发现制备的不同
51

含量的
F

组
51GK'

试样材料细胞毒性评级均为
"

或
#

级#各组材料表面

细胞形态良好#未见明显毒性反应*实验结果与陈德

敏等+

#S

,关于
51

掺杂
K'

的细胞毒性研究结论相似#

说明
51

掺杂
K'

材料具有较好的生物安全性*

图
F

!

9PQD

成骨细胞在不同含量
G/

掺杂
G/4I!

试样表面培养
>

(

D

(

F,

时
!AR

表达

@$

.

F

!

!AR0H

"

/0++$()$)9PQD(+'0(5#&+'+

&*'0/>

&

D

&

&),F,(*%3#'3/0()'-0

+3/*&%0(*G/4I!1&'0/$&#$)'-0*$80G/4I!

.

/(3

"

+

51GK'

!
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L

+* M

8
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8

)

L

)7-7+

(

']N

!

'3_)3-2+

L

M/;

L

M)7);+>

#

2

$

">"F>,̀ $

#

(

.i(

!!

成骨细胞属于锚合依赖性细胞#其在材料表面

的黏附是材料骨界面锚合的第一步#是由一系列动

态的蛋白质)生长因子介导的细胞活动+

#F

,

*当细胞

黏附)铺展后#经过滞留期#开始增殖*既往实验结

果表明#掺入
51

的
51GK'

能有效地促进成骨细胞

的增殖+

#$G#&

,

*我们通过
6RR

法研究了不同
51

含

量掺杂的
K'

对
6W$%

细胞黏附)增殖的影响#结

果发现#各组材料表面细胞黏附)增殖数量随培养时

间增加而增加#

51

掺杂量为
FT

时促进细胞黏附作

用最为显著*在细胞增殖实验中#培养第
#

天#各组

材料表面细胞增殖数量并无明显差异#这可能与作

用时间短有关#研究认为
51

!c促进成骨细胞显著增

殖的作用时间始于
SDM

+

#DG#H

,

(培养
S

)

&*

时#

51

掺杂

量为
FT

和
#"T!

组表现出良好的促进成骨细胞增

殖的作用*

51

!c通过钙离子感受器作用#启动相关

联的信号受体#促进生长因子的释放)细胞的黏附及

增殖+

!"G!#

,

*

51

掺杂量较高&

!"T

'时对促进细胞黏

附)增殖作用并无明显优势#表明
51

的掺入量与材

料的离解度并非成简单的正比关系#不是随
51

!c代

替
J)

!c比例增加
51GK'

的生物降解度也直线增

加+

!!

,

#当
51

掺杂量在
#"T

以上时#虽然
51

!c浓度较

高#但其对成骨细胞的黏附)增殖作用不会显著增

强*

JM/0*M)1

8

等+

!%

,研究动物体内骨种植的实验

结果也证实了这一现象*

']N

是成骨细胞分化)矿化过程中必需的酶之

一#分析检测
']N

活性是评价成骨细胞分化的重要

指标*有研究证实
51

!c具有促进成骨细胞分化作

用+

!SG!F

,

#能增加
']N

的表达*本研究结果发现#

51

掺杂量的增加可以促进
']N

的表达#但
51

掺杂量

在
FT

)

#"T

和
!"T

时#

%

组间差异无统计学意义*

同时
51

!c促进
']N

的表达具有一定的延迟性#在培

养第
%

天后出现了明显促进作用*

JM02

O

等+

#D

,研

究认为#

51

!c

)

J)

!c都是
J)

受体激活剂#但亲和力有

一定差异#

J)

!c强而
51

!c弱#它们在介导的钙敏受

体传导通道中的活性作用存在差异*我们认为#

51G

K'

作用早期#降解的
J)

!c浓度明显高于
51

!c

#在

高
J)

"

51

摩尔比下#

51

!c并不能竞争
J)

!c

#

51

!c生物

活性较
J)

!c弱+

!$

,

*此时#

J)

!c因高浓度)高活性成

为促进
']N

表达的主要因素*随着作用时间延长#

51

!c浓度进一步增加#其对
']N

表达的作用逐渐增

强#在
51

!c及
J)

!c双重作用下共同促进了
']N

的

表达*因此#

51

!c促进
']N

显著增强表达具有延迟

性#始于
SDM

后+

#H

,

*我们推测#

51

!c作用于成骨细

胞分化存在可能的负反馈调节#即
51

!c存在最佳体

液
G

细胞平衡浓度范围#此时#细胞膜表面与
51

!c相

关作用受体饱和#当高于这一浓度范围时#

51

!c促进

成骨细胞分化作用无进一步增强或可能减弱#但还

需要进一步在细胞水平和分子水平上阐明其促进成

骨细胞
']N

表达的作用机制*

综上#本研究发现#不同
51

掺杂量的
51GK'

具

有良好的生物相容性#

51

掺杂能够促进成骨细胞的

黏附)增殖和分化*在提高
K'

生物学活性方面#

51

掺杂量存在一个适合范围#掺杂量为
FT

和
#"T

时

51GK'

具有良好的生物学性能*
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