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　　提　要:目的　研究一种新的骨替代材料———消旋聚乳酸 羟基磷灰石 脱钙骨基质(PDLLA HA DBM)骨细胞界面形

态 ,评价其生物相容性。方法　采用体外细胞培养技术 ,选用培养的人成骨细胞 ,通过光镜和扫描电镜等观察 , 了解细胞

在材料中的生长情况和相互关系 ,并与消旋聚乳酸(PDLLA)及脱钙骨(DBM)相比较。结果　随着培养时间的延长 , 细胞在

PDLLA HA DBM 材料表面的密度增加 , 未见细胞死亡。细胞以锚状结构牢固地附着于材料表面 , 并分泌细胞外基质 , 覆盖

并完全包裹材料颗粒。结论　PDLLA HA DBM与人成骨细胞能早期形成骨性结合界面 ,具有良好的生物相容性 , 可望成为

一种新的具有前景的骨替代材料。
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Biocompatibility of PDLLA HA DBM with human osteoblasts co-cultured in vitro
GUOQiao-nan , ZHAO Jian-hua , LU Jia-you (Research Institute of Pathology , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the osteocompatibility of poly(D , L-lactic acid) hydroxyapatite decalcified

bone matrix (PDLLA HA DBM)and to compare the osteocompatibility with that of PDLLA and DBM.Methods　

The isolated human osteoblasts from the femoral head of patients were inoculated onto PDLLA HA DBM , PLA , and

DBM.The interface between biomaterial and osteoblasts was investigated with phase contrast microscope and scanning

electron microscope.Results　Osteoblasts were attached tightly to the surface of biomaterial with an arched structure

and had normal morphology.The extracellular collagenous matrix covered the surface of biomaterial and packed the

granules of biomaterial completely.Conclusion　PDLLA HA DBM can form osteointegrated interface at the early

stage with good biocompability.
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　　骨具有再生和自行修复能力 ,因肿瘤切除 、外伤 、

骨异常生长所造成的骨缺损 ,在单纯依靠骨自行修复

无法愈合的情况下 ,则需采用手术治疗 。传统的移植

方式主要有自体骨移植和异体骨移植 ,但自体移植骨

源有限 ,而异体骨移植又有传播疾病和免疫排斥反应

等问题。组织工程骨为解决骨缺损修复这一难题展示

了新的希望 ,它是在支架材料中复合具有成骨能力的

成骨细胞 ,于体外构建具有活力的骨组织 ,再移植至所

需修复的骨缺损区 ,使其直接发挥成骨作用 ,从而促进
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骨缺损的修复。成骨细胞是骨细胞修复过程中的主要

功能细胞 ,其体外分离 、培养技术已成熟 ,而骨组织工

程研究中支架材料的选取尚存在分歧
[ 1 ～ 5]

。

　　目前常用的骨替代材料很多 ,如金属 、陶瓷 、高分

子及复合材料。其中尤以羟基磷灰石应用最为广泛。

但是因其细胞相容性差 、立体空间结构紊乱 ,无成骨诱

导因子存在等缺点 ,故进一步应用受到限制 。而聚乳

酸易于降解 ,会使局部酸性增强而引起炎症反应 ,并有

可能改变新生骨的动力强度。据此 ,我们构建了成分

类似自然骨的消旋聚乳酸 羟基磷灰石 脱钙骨基质

(PDLLA HA DBM)复合材料支架 。为了探讨其生物相

容性 ,我们应用体外细胞培养技术 ,选用培养的人成骨

细胞 ,从光镜和扫描电镜两个层面观察细胞和材料之

间的相互作用 ,评价该材料的成骨潜能和生物相容性。

2216
第 25 卷第 24期

2003年 12 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.25 , No.24

Dec.2003

DOI :10.16016/j.1000-5404.2003.24.021



1　材料和方法

1.1　材料准备
　　将 PDLLP 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[ 6 ,7] , 获得的生物复合物为

多孔的三维立体结构 , 孔径为 100 ～ 400 μm , 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 1 h , 灭菌后的材料

用培养基浸泡 1 h , 备用。

1.2　骨膜成骨细胞分离培养 、纯化和鉴定
　　取青年人因股骨头置换而手术切除的股骨头骨松质制成

骨组织碎块 ,放置入 25 ml培养瓶中 , 加入 F12 培养液(含 20%

的小牛血清 , VC 、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[ 8] 。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。

1.3　细胞接种
　　用所备用的 48孔培养板, 每孔放入 1 片材料 , 3 种材料均设

1、2 、3、5、7 d 5组 ,每组 3孔 , 将细胞浓度为 3.5×105 ml的人成骨

细胞悬液接种于消毒备用的3 种材料表面 , 静置片刻 ,缓慢从材

料边缘加入199 培养液 , 轻轻摇晃 ,使细胞悬液充分渗入材料孔

隙内。密闭后置于 37 ℃恒温培养箱中密闭联合培养。 8 h 后加

入培养液 ,其后隔天换液 1次 , 倒置相差显微镜下连续观察材料

边缘及孔隙表面的变化情况 ,并摄像记录。同时分别取 1、3、5、

7 d 标本 , 3%戊二醛固定 ,临界点干燥, 镀金膜 , AMRAY-1000 扫

描电镜观察材料与细胞之间的关系。设两组对照 , 分别为单纯

接种细胞或未接种细胞的各种材料 ,其步骤同上。

2　结果

2.1　倒置显微镜(Inverted phase microscope , IPM)观察
　　人成骨细胞第 3 代体外培养时呈现贴壁生长的特性 ,多呈

多角形 、短梭形。由于材料的不透光性 , 倒置显微镜观察不到

细胞贴附后的形态 ,镜下仅见材料及孔隙的表面有较多的细胞

聚集。接种 1 d后 , 3种材料边缘附着的细胞较少 , 以圆形细胞

为主 ,远离材料的培养板边缘有散在的单个或多个细胞。细胞

形态为三角形 、短梭形或圆形。 随着培养时间延长 , 材料边缘

附着或聚集的细胞密度增加 ,形态以三角形 、短梭形 、多角形为

主。3 种材料边缘细胞数量有差异。随着时间延长 ,成骨细胞

在 PDLLA HA DBM 复合材料边缘细胞数量逐渐增多 , 见图 1。

而PDLLA与成骨细胞复合培养时 , 材料边缘细胞虽逐日增多 ,

但数量较复合材料要少 , 见图 2;成骨细胞在 DBM 材料边缘细

胞数量介于上述二者材料之间 ,见图 3。

图 1　PDLLA HA DBM与成骨细胞共培养后 7 d ,材料边缘有大量成骨细胞 ,并可见钙化结节　(IPM×100)

Fig 1　Lots of osteoblasts at the edge of the biomaterial and visible calcified nodes at 7 d after co-culture

of PDLLA HA DBM with human osteoblasts　(IPM×100)

图 2　PDLLA与成骨细胞共培养后 7 d ,材料边缘细胞略有增多　(IPM×100)

Fig 2　Increased osteoblasts at the edge of the biomaterial at 7 d after co-culture of PDLLA with human osteoblasts　(IPM×100)

图 3　DBM与成骨细胞共培养后 7 d ,材料边缘有大量细胞 ,但较之复合材料要少　(IPM×100)

Fig 3　Lots of osteoblasts at the edge of the biomaterial at 7 d after co-culture of DBM with human osteoblasts ,

but fewer than those of PDLLA HA DBM and PDLLA　(IPM×100)

2.2　扫描电镜观察
　　接种3 d 后 PDLLA HA DBM复合生物材料表面可见成骨细

胞粘附于材料表面 , 正在延伸的细胞表面不光滑 , 而伸展的细

胞表面光滑 ,并以多个细小的突起伸入到材料颗粒之间 , 形成

一种牢固的锚状结构 ,见图 4。此时 ,细胞分泌的细胞外基质较

少 ,材料颗粒结构清晰可见 , 随着培养时间的延长(7 d 时), 细

胞数量逐渐增加的同时 ,细胞外基质也增多。分泌的细胞外基

质包绕于细胞周围 , 有散在的微小钙结节形成 , 部分细胞间伪

足相互接触融合。材料周边细胞密度增大 , 包埋在其周围分泌

大量细胞外基质中 ,几乎将材料孔填满 ,并与材料混合在一起。

脱钙骨基质上的成骨细胞只位于表面及周围 , 细胞呈梭形 , 有

成簇现象 , 见图 5。而 PDLLA 早期细胞呈球形 , 周围有胶原纤

维网形成 ,随着培养时间延长 , PLA 因降解而使支架孔隙变形

或者消失 ,成骨细胞与材料融合 , 细胞形态不清楚 , 材料表面细

胞数量较少 ,见图 6。
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图 4　PDLLA HA DBM与成骨细胞共培养后 3 d ,材料表面的成骨细胞并以多个细小的突起伸入到材料颗粒之间 ,

形成一种牢固的锚状结构　(SEM×500)

Fig 4　Osteoblasts anchoring into biomaterial surface in the form of tiny processes at 3 d after

co-culture of PDLLA HA DBMwith human osteoblasts 　(SEM ×500)

图 5　DBM与成骨细胞共培养后 3天 ,成骨细胞呈簇排列　(SEM×100)

Fig 5　Osteoblasts arranged in clusters on the biomaterial at 3 d after co-culture of DBM with human osteoblasts　(SEM×100)

图 6　PDLLA与成骨细胞共培养后 7 d ,成骨细胞与材料混合在一起 ,界限不清,但细胞伸展尚可　(SEM×600)

Fig 6　Well-spread osteoblasts mixed with the biomaterial without clear boundary at 7 d after co-culture of

PDLLA with human osteoblasts　(SEM×600)

3　讨论

　　评价硬组织替代生物材料生物相容性的方法很

多。近年 ,体外细胞复合培养法已成为评价生物相容

性的主要方法
[ 9 , 10]

。体外成骨细胞培养模型可以排除

体内多种因素的影响 ,控制实验条件 ,同时成骨细胞为

材料植入部位的主要功能细胞 ,可直接反映材料与细

胞之间的相互作用关系。本实验选用经鉴定具有成骨

细胞多种生物学特性的培养人成骨细胞 ,与新型骨替

代材料 ———消旋聚乳酸 羟基磷灰石 脱钙骨基质

(PDLLA HA DBM)共同培养 ,并与消旋聚乳酸 、脱钙骨

基质相比较 ,从形态学角度观察其骨界面的形成。由

于 PDLLA HA DBM 复合材料支架主要成分为消旋聚

乳酸 ,植入机体后 ,随着诱导成骨作用和骨传导作用的

发挥 ,PDLLA逐渐被溶解吸收 ,其可降解的特性符合作

为构建组织工程骨组织支架材料的基本要求 。

3.1　PDLLA HA DBM的生物学特性

　　采用乳液共混法制备的 PDLLA HA DBM 生物复

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
[ 6]
,与骨的 pH值近似 ,在植入

体内条件下 ,对机体组织细胞酶的活性和代谢影响较

小
[ 11]
。PDLLA HA DBM 孔隙率高(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 。本实

验表明 ,随着培养时间的延长 ,复合生物材料边缘的细

胞密度呈逐渐增加 ,且细胞形态与正常无明显差别 ,表

明本材料对细胞无明显毒副作用。约 7 d 时 ,细胞已

完全牢固地附着于材料的表面 。并呈锚状结构附着于

材料表面 ,同时细胞外基质也增多 ,分泌的细胞外基质

包绕于细胞周围 ,有散在的微小钙结节形成 ,这表明材

料复合培养不影响成骨细胞胞外基质的矿化能力。

PDLLA HA DBM复合生物材料的这种早期形成骨性结

合界面的机制 ,可能是由于其与骨近似的 pH 值以及

在体内环境下良好的可降解性 ,这种较大的降解性不

仅为细胞的伸入提供了位置 ,而且有利于与机体之间

的物质交换 ,促进游离磷酸钙的沉积。材料表面的可

降解性能较早的引起骨修复 ,促进早期骨的形成。由

此可见 ,PDLLA HA DBM 的这种可降解性有利于与组

织进行离子交换 ,使材料具有一定的生物活性 ,可引起

早期的骨界面的形成 ,复合材料的缓慢降解较之消旋

聚乳酸更有利于延长材料强度维持时间及有利于成骨

细胞长入及生存环境的稳定 ,另一方面也可避免短期

内大量降解产物释放 ,从而增加材料的生物相容性 。

3.2　PDLLA HA DBM的成骨潜能

　　骨替代材料的生物相容性是影响移植物在宿主体

内转归的决定因素 ,也是组织工程研究中判断支架材

料质量的重要标准。PDLLA与种子细胞宿主间均具有

免疫抗原性低 、生物相容性好的特点 ,本实验扫描电镜

观察可见细胞以锚状结构与材料紧密结合 ,并分泌出

大量的细胞外基质 ,逐渐包裹材料颗粒 ,并在材料表面

形成一层较厚的膜状结构 。细胞外基质的形成非常重

要 ,是形成骨基质并发生钙化继而形成新骨的重要条

件。本研究所采用的生物复合材料较之消旋聚乳酸 ,
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具有较好的骨传导作用 , 有利于骨长入 。有研究表

明
[ 7]
,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。

这时材料已进入快速降解期 ,将释放大量 DBM ,为局

部提供足够外源性骨诱导因子有利于骨愈合 。

　　本研究初步表明 ,作为一种新的人工合成的硬组
织替代材料 ,PDLLA HA DBM 能与骨细胞形成早期的

骨性结合界面 ,它结合了消旋聚乳酸和脱钙骨基质的
特点 ,具有良好的成骨潜能 ,生物相容性优良 ,可望成

为一种具有良好应用前景的硬组织替代材料 。
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文章编号:1000-5404(2003)24-2219-02　 个案与短篇

海水浸泡对犬弹烧复合伤多脏器组织病理学的影响

The pathological changes of projectile-burn combined wound in dogs with seawater im-
mersion

陈　强
1
,赖西南

2
,葛衡江

1
,牟江洪

3
　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所:1 麻醉科 , 2 第六研究室;3 病理科 , 重

庆 400042)

　　战伤统计表明 , 海战较陆地战斗有较高的伤死率 , 其中弹

烧复合伤在战斗减员中占据重要地位。如何对这类伤员进行

救治 ,对于保障我军战斗力具有重要意义。目前国内外对这方

面的研究未见报道 , 建立海水浸泡弹烧复合伤模型 , 研究各脏

器病理改变 ,对于进一步了解致伤机制具有重要的理论和临床

实际意义。

1　材料和方法

1.1　实验动物和分组
　　健康成年杂交犬 15只 , 体质量 12～ 15 kg ,平均 13.7 kg , 雌

雄不拘 ,分成 2 组:①海水浸泡组(n =8):致弹烧复合伤后立即

置入海水中浸泡 , 4 h 后捞出热风吹干犬毛 ,置于室温为25 ℃的

室内进一步观察;②非浸泡组(n =7):致伤方法同浸泡组 ,

　　基金项目:全军“十五”指令性课题(01-L011)

　　　　　　Supported by the Research Project of PLA Tenth Five-year Plan(01-L011)

　　作者简介:陈　强(1969-),男 ,河南省潢川市人 ,硕士 ,主治医师 ,讲师 ,主要

从事海水浸泡复合战伤早期救治方面的研究。电话:(023)

68757340

　　收稿日期:2003-05-13;修回日期:2003-07-20

致伤后不浸泡直接置于室温为 25 ℃的室内进一步观察 。

1.2　动物模型制作
　　实验犬用 3%戊巴比妥钠 1 ml kg后肢静脉注射麻醉 ,常检

后背部 10%区域剪毛 , 15%硫化钠脱毛 , 3%凝固汽油按 1 ml 20
cm2 均匀涂擦脱毛区 , 燃烧 10 s后 , 湿巾灭火 , 致 10%Ⅱ度烧伤

(病理证实)。随后 ,将犬仰卧 , 后肢垂直悬吊于特制固定架 , 53

式滑膛枪发射 1.03 g 钢珠 ,致犬右后肢切线伤。 致复合伤后立
即用固定架将犬浸泡于特定海域海水(水温 21 ～ 23℃),保持犬

双上肢以上露出水面。

2　结果

2.1　动物存活情况 ,见表 1

表 1　两组实验动物不同时段存活情况

伤后时间(h)
组别 n

4～ 10 11～ 16 17～ 20 21～ 28

非浸泡组 7 7 7 5 5

浸泡组 8 8 5 4 4
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