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Abstract 
Objective: Two composites were tested in vitro in order to study their cell compatibility. Methods: 
Composite A (10% n-HA) and composite B (20% n-HA) were shaped into 5 mm × 3.3 mm cylinders. 
Properties of degradation in vitro were studied through soaking the composites into PBS buffer so-
lution. In order to study two composites’ cell compatibility, MTT Test were carried out by culturing 
MG-63 cells in the extraction of the composites. Then MG-63 cells were seeded on the top surfaces of 
the composites, cellular morphologic studies were implemented by SEM (scanning electron micro-
scope). Results: There was a rapid period and slow period of weight loss for composite A during the 
vitro degradation experiment. Composite A depredated completely at the 40th day. Composite B had 
no rapid weight loss period, the point of 50% weight loss was at the 25th day and complete degrada-
tion was achieved at the 55th day. The results of two composites’ MTT Test showed no cytotoxicity of 
them. The cytotoxicity grades for both composites were Grade 1. No statistic differences between 
two composites (P > 0.05). The SEM results showed that MG-63 cells’ life activity and cellular mor-
phology stayed in normal. Conclusions: 1) Composite A degradated faster than composite B in vitro, 
Composite A had a period of rapid weight loss, while composite B degradated smoothly during the 
experiments. 2) There was no obvious influence for both composites on the proliferation of human 
osteosarcoma cells MG-63, MG-63 cells perform normally on the surface of both two composites, 
composite A and composite B showed good cell compatibility in the study. 
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摘  要 

目的：探讨两种纳米羟基磷灰石/硫酸钙复合材料的体外降解特点、细胞毒性，进而验证该种复合材料的细

胞相容性；方法：按照n-HA在复合材料中所占质量分数不同分为复合材料A (10% n-HA)和复合材料B (20% 
n-HA)，以磷酸盐缓冲液PBS为溶剂检测材料体外降解性能；通过MTT实验评定复合材料的细胞毒性；将

人成骨样细胞MG-63种植在材料表面，然后扫描电镜观察。结果：体外降解实验结果显示A组材料在PBS
缓冲液中有较明显的快速失重期和慢速失重期，第40天完全降解；B组材料没有明显的快速失重期，第25
天降解至50%，第55天降解完全。MTT实验结果显示两组复合材料不同浓度的浸提液对细胞的生长、增

殖没有明显影响，MTT测试得出的结果为两复合材料的细胞毒性为1级，即无细胞毒性，并两种材料差别

无统计学意义(P > 0.05)；两组材料与人成骨样细胞MG-63共培养的扫描电镜显示，细胞的形态、生命活

动未受明显影响。结论：1) B组材料体外降解速度较A组材料慢，后者降解初期有一个短暂的快速失重期，

B组材料降解相对平稳；2) A组材料与B组材料对人成骨样细胞MG-63的增殖无明显影响，细胞毒性均为1
级，即无细胞毒性；细胞在两组材料表面覆盖面积均在80%以上，两复合材料均具有良好的细胞相容性。 
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1. 引言 

由于创伤、感染、肿瘤、病理等原因造成的骨质缺损的修复是临床研究的热点，同时也是一项挑战。

Rimondini L.等[1]通过体内研究表明 6 mm × 6 mm × 10 mm 大小的骨缺损需通过骨组织移植修复，同时还

有大量的骨移植手术应用到口腔颌面外科与神经外科，据统计全球每年进行的骨移植术超过 200 万例。

骨移植的关键是骨修复材料的选择，由于骨修复是一种复杂的再生过程，所以对骨修复材料的要求有其

特殊性[2]。目前应用于临床的骨移植材料有自体骨、同种异体骨、及各种人工合成的骨移植替代材料。 

Open Access

https://doi.org/10.12677/ms.2020.106062
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


张金鹏 等 
 

 
DOI: 10.12677/ms.2020.106062 514 材料科学 
 

自体骨移植因能够提供成骨活性细胞、骨诱导生长因子及骨传导基质，因此依然被看作是“金标准”，

然而自体骨移植有其应用的局限性，如感染、疼痛、供区血肿、供区(如髂骨)骨折等供区并发症等[3] [4]，
所以自体骨移植应用受到了限制。同种异体骨移植也是一种治疗骨缺损的标准方法[5] [6] [7] [8] [9]。同

种异体骨具有骨传导性及较小的骨诱导能力，没有供区并发症、不增加手术时间和术中出血等优点，所

以在 20 世纪中后期同种异体骨得到了较广泛的应用。据美国器官共享系统和肌肉骨骼移植基金会的统计

数据表明，从 1994 年至 2000 年，美国的肌肉骨骼组织捐献的次数增长了约 320%，但进入 21 世纪后，

肌肉骨骼组织捐献的次数增长减缓[10] [11]，原因之一就是同种异体骨移植存在传播疾病(如 HIV、肝炎

病毒等) [12] [13]、免疫排斥反应、伦理、宗教等问题，因此同种异体骨的临床应用也受到了限制。 
随着现代医学的发展，用各种人工骨移植替代物已经逐步取代了传统的自体骨及同种异体骨移植[14]。

理想的骨移植替代物应具有下列特点：1) 良好的生物相容性；2) 良好的生物降解性，降解过程中在局部

形成微酸性环境；3) 具有一定的机械强度；4) 具有良好的材料–细胞界面；5) 有利于血管和成骨细胞

的长入；6) 能兼顾骨诱导性和骨传导性[15] [16]。目前，用于骨移植替代物的材料主要有以下几类：i) 无
机物材料，包括医用硫酸钙(calcium sulfate, CS)及生物陶瓷(Bio Cement，磷酸钙类)类；ii) 有机物材料，

包括有机高分子及提取物，如脱钙骨基质(dematerialized bonematrix, DBM)，骨胶原(collagen)，珊瑚羟基

磷灰石(coral1ine hydroxyapatite, C-HA)等；iii) 各种复合人工骨材料[16]。生物材料种类很多，特性各异，

能在一定程度上满足要求，但受材料本身理化性能的影响，一般都存在诸如强度不够、降解速率不匹配

等自身难以克服的缺点，临床应用效果总是不尽如人意。 
本实验研究应用昆明理工大学材料学与工程学院提供的纳米级羟基磷灰石(n-HA)与CSH复合制备成

复合材料，按照 n-HA 在复合材料中所占质量分数不同分为复合材料 A (10% n-HA)和复合材料 B (20% 
n-HA)。通过体外降解、细胞相容性实验检测 A、B 两种复合材料的体外降解性能及细胞毒性。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料  

n-HA/CaSO4 复合材料 A、B (昆明理工大学材料科学与工程学院)；PBS 缓冲液(索莱宝，中国)；
MTT(SIGMA，美国)；人成骨样细胞 MG-63 (中国科学院昆明动物研究所提供)；DMEM 培养基(SIGMA，

美国)；胎牛血清(Hyclone，美国)。实验仪器：扫描电镜(日立 S-3400N，日本)；CO2恒温细胞培养箱(Binder-50，
德国；移液枪(Dragonmed，中国)；电子天平(Sartorius-CPA，德国)；垂直流超净工作台(ZHJH-1214，上

海智城仪器)；550 型酶联免疫仪(美国 Bio-Rad 公司)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 复合材料体外降解实验 
将制备好已消毒的 2 组材料样品称重，记为 M0，于无菌条件下分别浸泡于盛有 PBS 缓冲液溶液 50 ml

的密闭容器内，置生化培养箱(37℃ ± 0.5℃)。每 3 日取等份试样，50℃烘干至恒重。以电子分析天平称

重(精确至 0.001 g)，记为 Mn，更换容器中缓冲液，将试样置回。由此计算材料的失重率(%)。其计算方

法如下：失重率(%) = (M0 − Mn)/M0 × 100%。比较三种样品的降解速率。 

2.2.2. 复合材料体外细胞相容性的实验 
1) 细胞毒性检测(MTT 法) 
选择人成骨样细胞 MG-63 细胞株(图 1)检测材料细胞毒性(中国科学院昆明动物研究所提供)。所用

MTT(溴化-3-(4，5 二甲基噻唑-2)-2，5 二苯基四唑)购自 Sigma 公司。事先将 2 组材料置于 6 孔培养板中，

每孔培养板中加入含 10% (V/V)肽牛血清的 DMEM 培养液 10 ml，在 37℃振荡器中震荡 72 小时(70 转/分)。
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浸取液按 100%、50%、25%浓度用 10% (V/V)小牛血清的 DMEM (dul-becco’s modified eagle medium)培养基

稀释，以纯 DMEM 细胞培养液作阴性对照。各种浓度的浸提液用吸管转移入预先培养有细胞的 24 孔培养

板中，细胞浓度为 1 × 104/ml，每孔培养液 500 μl，加入不同浓度的浸提液 50 μl，置 37℃、5% CO2细胞培

养箱中培养 72 h 后，再于每孔加入 5 mg/ml MTT 50 μl，37℃，5% CO2条件下培养 4 h，吸除培养液加入二

甲基亚砜(DMSO) 150 μl，震荡 30 min，用分光光度计测其吸光度值(OD 值，实验波长 490 nm)，重复测定 3
次，实验组 OD 值除以阴性对照组 OD 值的百分率即为细胞增殖率(RGR)，最后转化为相应的细胞毒性等级。 
 

 
Figure 1. Inverted microscope photo of MG-63 
图 1. MG-63 细胞的倒置显微镜照片 

 
2) 细胞形态学观察 
冻存的第二代 MG-63 细胞复苏后培养，当细胞生长至 90%时，0.25%胰蛋白酶消化，以 1 × 103/ml

接种于事先放有直径 5 mm，高 2 mm 材料的 24 孔板中，5 h 后，2%戊二醛固定，酒精梯度脱水，表面喷

金，扫面电镜观察材料表面细胞贴附及生长情况。 

2.3. 统计学方法 

采用 SPSS11.5 统计学软件，MTT 实验中各组之间的比较采用完全随机设计单因素方差分析(One-way 
ANOVA)。α = 0.05 为统计学检验标准。 

3. 结果 

3.1. 复合材料体外降解特征 

两组材料失重率变化趋势图见图 2，两组样品于体外 PBS 缓冲液中浸泡至第一次换液时 A 组材料质

量损失 20%，B 组材料质量损失 11%；此后两组材料降解速率有所降低并基本稳定，A 组材料在第 16 天

时质量损失达 50%，当质量损失达到 90%时降解速率降低，并于浸泡第 40 天时降解完全；B 组材料则于

第 25 天时达到 50%，质量损失于第 37 天时达到 80%，并此后降解速率降低，第 55 天时达 100%。 
 

 
Figure 2. Trend graph of weight loss of two composites 
图 2. 两复合材料失重率变化趋势图 
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3.2. 复合材料细胞相容性 

3.2.1. 两组材料浸提液对人成骨样细胞 MG-63 细胞增殖的影响 
人成骨样细胞MG-63在两组材料不同浓度的浸提液中培养后，吸光度(OD值)及细胞毒性分级见表1~4。

由表中可见，不同浓度的浸提液对 MG-63 细胞增殖的影响，两组材料之间的区别无统计学意义(P = 0.770 > 
0.05)，并细胞毒性分级均为 1 级，即无细胞毒性；虽然浸提液浓度为 100%和 50%时两实验组和阴性对照

组吸光度(OD)值比较有区别(P = 0 < 0.05)，但其细胞增率对应的细胞毒性仍为 1 级；材料浸提液浓度为 25%
时，两复合材料对细胞增殖的影响已经和阴性对照组无缺别(P > 0.05)。说明 MG-63 细胞在两种复合材料浸

提液中可以相对正常的增殖。 
 
Table 1. Extraction concentration 100% 
表 1. 浸提液浓度 100% 

 阴性对照 A 组材料 B 组材料 

吸光度(OD)值 1.25 ± 0.04▲ 0.94 ± 0.08△ 0.97±0.06 

增值率(%) 100 75 78 

细胞毒性(级) 1 1 1 

▲：与两实验组比较 P = 0 < 0.05；△：两实验组间比较 P = 0.770 > 0.05。 
 
Table 2. Extraction concentration 50% 
表 2. 浸提液浓度 50% 

 阴性对照 A 组材料 B 组材料 

吸光度(OD)值 1.26 ± 0.04▲ 1.06 ± 0.08△ 1.10 ± 0.06 

增值率(%) 100 84 87 

细胞毒性(级) 1 1 1 

▲：与两实验组比较 P < 0.05；△：两实验组间比较 P = 0.687 > 0.05。 
 
Table 3. Extraction concentration 25% 
表 3. 浸提液浓度 25% 

 阴性对照 A 组材料 B 组材料 

吸光度(OD)值 1.25 ± 0.08▲ 1.13 ± 0.08△ 1.15 ± 0.06 

增值率(%) 100 89 92 

细胞毒性(级) 1 1 1 

▲：与两实验组比较 P > 0.05；△：两实验组间比较 P = 0.921 > 0.05。 
 
Table 4. Correspondence between relative cell proliferation rate & cytotoxicity grade [17] 
表 4. 细胞相对增殖率与细胞毒性分级的关系[17] 

细胞相对增值率(%) 细胞毒性分级 

≥100 0 

99~75 1 

74~50 2 

49~25 3 

24~1 4 

https://doi.org/10.12677/ms.2020.106062


张金鹏 等 
 

 
DOI: 10.12677/ms.2020.106062 517 材料科学 
 

3.2.2. 材料支架与细胞共培养后材料表面扫描电镜结果 
细胞接种到材料上培养 5 h 后，移去培养液，2%戊二醛固定，酒精梯度脱水，表面喷金，扫面电镜

观察材料表面细胞贴附及生长情况。从图 5、图 6 中(图 3、图 4 为接种细胞前材料表面扫描电镜图)可以

看出 MG-63 细胞在两种复合材料表面几乎融合成片，覆盖材料表面 80%以上，图中可以清晰的看到细胞

伪足，说明细胞生命活动无明显异常。 
 

 
Figure 3. SEM of A composites (1000×) 
图 3. A 组材料扫描电镜(1000×) 
 

 
Figure 4. SEM of B composites (1000×) 
图 4. B 组材料扫描电镜(1000×) 
 

 
Figure 5. SEM of MG-63 cells on A composites 
图 5. MG-63 细胞种植在 A 组材料上的电镜扫描结果 
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Figure 6. SEM of MG-63 cells on B composites 
图 6. MG-63 细胞种植在 B 组材料上的电镜扫描结果 

4. 讨论 

HA 和 CSH 都是良好的骨修复材料，但前者的塑型性能很差,体内降解也比较慢，而有报道称 CSH
有在体内降解过快的不足之处，从而引发了一系列的临床并发症。本研究就是利用降解慢的 HA 的两种

特殊形态，纳米羟基磷灰石(n-HA)与 CSH 复合，以期调控 CSH 复合材料的降解速率，让其具有更加的

成骨性能。葛亮等[18]研究发现在模拟体液(SBF)中浸泡的 n-HA 在经过首个 24 小时的快速失重期后，质

量基本不在丢失，这一现象可能与受试样品表面的光滑程度有关，材料表面粗糙，易导致降解加快，一

旦浸泡后，样品表面即变得平滑，故快速降解现象不再出现，也可能与其表面吸附了浸泡液中的钙元素，

从而弥补了质量的损失有关。本实验使用 PBS 缓冲液来检测两组复合材料的降解性能，由于 PBS 缓冲液

中基本没有 Ca2+，所以材料降解的速率会比在 SBF 中略快。从实验结果可以看出 A 组材料也存在快速失

重期，即第一个 72 小时，质量损失率为 22%，虽然 B 组材料在第一次换液时质量损失也较快，但只损

失了 11%，此后两复合材料降解速度减小，并以几乎同种速率降解，第 40 天时 A 组材料完全降解，而 B
组材料用了 55 天降解完全。 

具有良好的生物相容性是一种生物材料能否应用于临床的前提。生物学评价通常包括体外和体内两

种测试途径。体内实验是将材料直接与动物体接触，观察植入体周围组织反映的状况，这类实验模拟了

人体生理环境，与材料的最终应用状况接近[19]。目前，体内实验也有一定的缺点，如在体内环境中，只

能对其最后影响结果做出大体评价，不能对特定参数进行定量分析，动物体内植入是生物材料安全性和

有效性评价的主要手段。而体外实验是将材料或其浸提液在体外环境下与细胞或组织接触，观察材料对

细胞数量、形态及分化的影响，优点是可以将材料对细胞增殖的影响量化，将细胞的形态变化直观化，

比体内实验更加敏感、客观。 
按照标准试验标准 ISO 10993-5 [20] [21]本实验两组复合材料对细胞增殖的影响即细胞毒性通过四哇

盐比色试验即 MTT 试验来检测。其基本原理是线粒体琥珀酸脱氢酶能催化四甲基偶氮唑盐形成蓝紫色结

晶物并沉积于细胞中，二甲基亚砜(DMSO)可使结晶物溶解显色，结晶物结晶形成数目的多寡与活细胞数

目和功能状态呈正相关[22]。结晶物溶解后选择一定波长在酶标仪上测吸光度 OD 值，根据 OD 值计算出

细胞相对增殖率(RGR) (RGR = (实验组 OD 值/对照组 OD 值) × 100%)，根据 RGR 评价材料的细胞毒性等

级，RGR 与细胞毒性等级对应见表 4。本实验结果显示，MG-63 细胞在材料上接种 3 d 后，三种浓度的

材料浸提液对细胞的增殖没有明显不良影响，两种复合材料之间区别无统计学意义(P > 0.05)，在浸提液

为 100%和 50%两组中虽然 OD 值与空白对照组不同(P < 0.05)，但最后 RGR 对应的细胞毒性为 1，即无

细胞毒性，说明两复合材料对细胞无毒性作用。 
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HA 是天然骨成分之一，合成的 HA 结构和形貌图谱分析与天然骨相似，n-HA 更与细胞的微环境相

似，这样就有利于细胞的粘附、生长及分泌胶原，促进钙化。人成骨样细胞 MG-63 与两复合材料共培养

的扫描电镜观察显示细胞覆盖了材料的大部分表面积，在材料表面细胞能够正常的伸出伪足进行生命活

动，分泌基质。 
综上所述，通过初步的体外实验研究表明 B 组材料体外降解速度较 A 组材料慢，后者降解初期有一

个短暂的快速失重期，而 B 组材料降解平稳；两复合材料均可以为实验细胞提供较为良好的生存环境，

均有良好的细胞相容性。为进一步的动物实验及临床应用提供了前提和理论依据。 
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