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PDLLA/HA/DBM复合生物材料对成骨细胞增殖活性的影响
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　　提　要:目的　研究人成骨细胞在一种新型骨替代材料消旋聚乳酸/羟基磷灰石/脱钙骨基质(PDLLA/HA/DBM)上的

生长情况 ,并与消旋聚乳酸 PDLLA和脱钙骨基质(DBM)相比较 ,从细胞水平评价材料的生物相容性。方法　将培养的人

成骨细胞第 3代 , 密度为 3.5×105/ml悬液 , 分别种植于 PDLLA/HA/DBM 、PDLLA及 DBM 上 ,利用细胞计数法检测种植后

1 、2、3 、5、7 d的细胞增殖率。结果　成骨细胞在 PDLLA/HA/DBM 表面的增殖速度较 PDLLA和 DBM 快。结论　PDLLA/

HA/DBM 更有利于成骨细胞种植。
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　　Abstract:Objective　To study the effects of PDLLA/HA/DBMV biomaterials on cell proliferation by compari-

son of polyactic acid(PDLLA)and decalcified bone matrix(DBM)so as to evaluate the biocompatibility of the bio-

materials at the cell level.Methods　The isolated third generation human fetal osteoblasts(suspension , 3.5×105/

ml)were inoculated onto the biomaterials of PDLLAHA/DBM , PDLLA , and DBM for 1 , 2 , 3 , 5 , and 7 d.Prolifer-

ation rates of cells on different materials were determined by flow cytometry.Results　The osteoblast proliferation

rate on PDLLA/HA/DBM was higher than that on PLA andDBM.Conclusion　PDLLA/HA/DBM is compatible for

the growth of osteoblasts.
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　　在骨组织工程研究中 ,细胞 、支架材料 、细胞与材

料的相互作用是研究的重点。理想的骨替代材料应具

有良好的生物相容性 ,对细胞和组织无毒副作用 ,同时

与骨组织之间能早期形成骨性结合界面[ 1 ,2] 。消旋聚

乳酸/羟基磷灰石/脱钙骨基质(D , L-polylactic acid/

Hydroxyapatite/decalcified bone matrix , PDLLA/HA/DBM)

是人工合成的一种新型硬组织替代材料[ 3] ,为了探讨

其生物相容性 ,本实验应用体外细胞培养技术 ,选用股

骨头置换术所取得的人股骨头碎片培养的成骨细胞 ,

从成骨细胞增殖活性的角度来探讨细胞与材料之间的

相互作用 。
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1　材料与方法

1.1　材料
　　F12 培养基(Gibco), 含 20%的小牛血清 , Vitamin C 、青霉素

等 ,培养用三蒸水。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养支架材料准备　　将 PDLLA/HA/DBM 生物复

合材料及消旋聚乳酸(重庆大学生物工程学院提供)制备成直

径7 mm , 厚1.5 mm 的圆盘状 ,制作方法按照我们以前所报道的

方法[ 1 , 2] , 获得的生物材料复合物为多孔的三维立体结构 ,孔径

为100～ 400μm ,孔隙率为 71.3%。另将脱钙骨基质 DBM 制成

长7 mm ,宽 5 mm 的方片 ,置于 48 孔培养板的孔底 , 75%的乙

醇溶液浸泡 2 h ,用三蒸水反复冲洗 , 除去水分 , 在密闭环境中

用高效紫外灯照射 1h , 灭菌后的材料用培养基浸泡 1 h ,备用。

1.2.2　成骨细胞分离培养 、纯化和鉴定　　取股骨头置换术

的人股骨头松质骨 ,将其剪成碎块 , 放置入 25 ml培养瓶中 , 加

入F12 培养液(含 20%的小牛血清 , Vitamin C、青霉素等)置于

37 ℃恒温培养箱 ,每 3 d换液 1 次 , 约 1 ～ 2 周可获得第 1 代细

胞[ 4] 。收集细胞分瓶传代 ,经形态学和 Ⅰ型胶原及碱性磷酸酶

活性鉴定为成骨细胞 ,选用第 3 代成骨细胞用于实验。 Ⅰ型胶
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原单克隆抗体及ABC 试剂盒均购自北京中山生物技术有限公

司 ,为即用型抗体。 成骨细胞碱性磷酸酶染色方法简述如下:

取出盖玻片后用 TBS 液洗涤 5 min×4次 , 在 1 ml TBS 缓冲液中

加20μl BCIP/NBP显色盒试剂(博士德公司)并混匀 , 待标本风

干后 ,加至标本上 , 室温避光显色 20 min ,冲洗后 , 梯度脱水 , 干

燥封片。阳性染色为蓝色颗粒。

1.2.3　材料中成骨细胞的种植　　将培养的人成骨细胞(第 3

代)稀释至密度为 3.5×105/ ml , 用加样器吸取0.5 ml细胞悬液 ,

均匀加入到材料中 ,轻轻摇晃 , 使细胞悬液充分渗透到材料中 ,

于培养箱中恒温培养 4 h , 再向培养孔中加入充足的培养液 , 每

2 ～ 3 d更换培养液。

1.2.4　支架材料中成骨细胞计数　　将培养到 1、2 、3、5、7 d 的

标本从培养液中取出 ,用 PBS 液冲洗 2 次 , 加入 0.7 ml消化液

(含 0.25%胰蛋白酶 , 0.02%EDTA)消化 3 ～ 5 min , 用吸管轻轻

吹打数次 ,再加入 0.1 ml FBS 以终止消化 ,用细胞计数板计数。

每孔重复 3次 , 取平均值。

1.3　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 行方差分析。

2　结果

2.1　成骨细胞的鉴定
　　培养的细胞在培养的第 10 ～ 14 天始 , 可见细胞呈复层生

长 ,并见钙化物质出现 , Ⅰ 型胶原免疫组化染色及碱性磷酸酶

染色阳性 ,见图 1 , 2 , 3。

2.2　成骨细胞在材料上的增殖情况
　　成骨细胞增殖率见图 4。

　　结果表明:①3 种材料表面的成骨细胞随着培养时间的延

长 ,细胞数量逐渐增加 , 其差异经统计学处理有显著意义(P <

0.05);尤其是第 3天以后 , 细胞数量增加与第 1、2 天相比增加

明显。 ②同 PDLLA 相比和 DBM 相比 , 3、5 、7 d 后成骨细胞在

PDLLA/HA/DBM 表面增殖速度较快 , 而 DBM 次之 , 三者比较 ,

成骨细胞在 PDLLA 上的增殖率最慢。经统计学处理有显著意

义(P<0.05)。

图 1　Ⅰ 型胶原阳性染色颗粒呈棕黄色位于成骨细胞胞浆内　

(ABC×200)

Fig 1　Type Ⅰ collagen positive staining of brownish yellow granules

in the osteoblast cytoplasm　(ABC×200)

图 2　碱性磷酸酶阳性染色颗粒呈蓝色位于成骨细胞胞浆内

　(×100)

Fig 2　Alkaline phosphatase positive staining of blue granules in

the osteoblast cytoplasm　(×100)

图 3　成骨细胞与复合材料共培养 7 d后 ,材料边缘细胞簇中可见

钙结节沉积　(×100)

Fig 3　Calcium sediment in the cell clusters at the edge of the material at

7 d after coculture of osteoblasts and the biomaterial　(×100)

＊:P<0.05 vs 1 , 2 d;■:P<0.05 vs PDLLA/HA/DBM at the same

time point

图 4　三种材料表面培养的成骨细胞增殖情况

Fig 4　Proliferation rates of osteoblasts cultured on the 3 biomaterials

3　讨论

　　采用乳液共混法制备的 PDLLA/HA/DBM 生物复
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合材料具有良好的孔隙率和降解特性 。在 0 ～ 5周内

PDLLA/HA/DBM能保持良好的空间结构和生物力学

性能 ,具有较好的骨传导作用 ,有利于骨长入。pH 值

经历 12周后仅下降至 6.4[ 3] 。在植入体内条件下 ,不

会影响机体组织细胞酶的活性和代谢。PDLLA/HA/

DBM孔隙率为71.3%,孔径在100 ～ 400μm左右 ,支架

有效空间大 ,这种结构特征 ,不但能保证其具有很好的

骨传导性能 ,而且可以有效的为种子细胞粘附 、分化及

成骨提供更好的场所。骨创伤早期 ,骨断端将释放大

量内源性骨诱导因子促进骨生长 , 5周后内源性骨诱

导因子急剧减少。这时 PDLLA/HA/DBM 复合材料已

进入快速降解期 , DBM 释放增加 ,为局部提供足够外

源性骨诱导因子有利于骨愈合 。

　　本实验采用细胞直接计数法测定细胞增殖率 ,该

法可直接反映细胞在材料表面的生长情况 ,可以较好

地评价材料细胞相容性[ 5 , 6] 。本实验结果表明 ,成骨

细胞在 PDLLA/HA/DBM 复合材料表面增殖速度较

PDLLA及 DBM 快 ,该新型复合材料克服了 PDLLA 强

度低的缺点 ,又结合了 DBM 的骨诱导作用 ,所以具有

较好的细胞生物相容性和成骨潜能 ,有望成为一种具

有良好应用前景的硬组织替代材料 。
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可吸收线整形缝合肌肉形成小子宫。

2　结果

　　45 例患者的腹部切口均在 3 ～ 4 cm , 其中切口在 3 cm 者有

31 例(子宫≤孕 70 d), 4 cm 者有 14 cm(子宫>孕 70 d)。 45 例

中行纵切口 41例 , 横切口 4例 , 手术时间为 48 ～ 87 min ,平均时

间为(63.4±11.8)min。术中出血量 58 ～ 259 ml , 平均(145±

24.4)ml。行子宫全切术 6 例 ,三角形子宫切除术 5 例 , 子宫肌

瘤挖除术8 例 , 子宫次全切除术26例。无 1例发生副损伤和并

发症 ,无 1 例伤口感染 ,术后平均住院日 4.4 d(3～ 5 d)。

3　讨论

3.1　手术的操作技巧
　　腹腔镜下子宫肌瘤挖除术俱有微创的优势 , 但缝合及止血

均较困难 ,手术时间长 , 出血量较多[ 1] , 作者采用小切口行子宫

良性病变切除术 ,既保留了微创的优势 ,又有操作简单 , 止血及

缝合可靠的特点。三角形子宫切除术不仅切除了病变 , 又保留

了部分子宫体 ,可维持盆底的功能。操作均在直视下进行 , 处

理哪个部位 ,暴露哪个部位 , 切口虽小仍然暴露清楚。从小切

口取出较大的子宫时应用电刀纵行切开子宫 ,则取出宫体并不

费力 ,或将肌瘤挖除后再取出子宫。对于子宫肌瘤挖除术关键

是扎好止血带 ,在腹腔内行肌瘤挖除术 , 大多数妇科医生均能

迅速掌握该项不需专业培训技术。

3.2　小切口的优点
　　小切口手术具有创伤小 ,术后患者疼痛轻 , 手术时间短 , 术

后恢复快等优点。与腹腔镜子宫切除比较 , 小切口的优点是节

省人力和费用 ,手术时间更短 , 不需专门的设备和技术 , 其操作

较腹腔镜方便 ,缝扎及止血可靠 , 因而更具安全性 , 尤其是一些

比较大的肌瘤 ,腹腔镜手术会十分困难。于常规子宫切除术比

较 ,小切口手术具有某些微创手术的优点[ 2] :①创伤小 , 切口

小 ,腹腔内脏暴露少 , 手术中对肠道的干扰少 ,因而术后患者疼

痛轻 , 肠功能恢复快。 ②手术时间短。 切口小 , 开腹与关腹时

间均短 ,勿需悬吊膀胱及安放固定拉钩。最短仅 48 min , 平均

手术时间 63 min。 ③切口美观。 ④缩短住院时间。小切口术

后恢复快 ,伤口不需拆线 , 术后 3～ 5 d 即可出院 ,较常规手术提

前 2～ 3 d 出院。小切口适用于所有子宫良性病变需行子宫切

除术患者。

　　关键词:子宫良性病变;微创手术
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