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摘要    应用组织工程的策略制备仿生复合支架是修复骨组织缺损的一种新兴方法. 本研究通

过混合交联生物活性玻璃、胶原和磷酸丝氨酸, 制备了一种新型的仿生复合支架. 该支架具有

与天然骨组织相类似的成分. 体外实验表明, 复合支架在不含 MC3T3-E1 细胞的培养液中矿化

产生了八面体晶体, 与复合支架和细胞共同培养过程中的矿化产物在形态和成分上一致. 这种

八面体晶体最后演变成板状羟基磷灰石. 支架的细胞外基质类似组分对矿化具有明显的调控作

用. 体内动物实验证实, 该复合支架具有优良的骨修复性能.  
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具有特定骨修复功能的复合材料的设计是骨组

织工程研究的热点, 并已在许多方面取得了重大进

展[1~3]. 很多材料对于某些类型的细胞是生物相容的, 

但为了提高其对细胞的反应, 往往需要添加生长因

子和其他试剂 . 这就导致了制备方法复杂、成本   

高[4~6]. 另一方面, 调控功能是评价生物材料性能的

基本因素. 生物材料对细胞的调控作用直接影响着

细胞的黏附、增殖、生长以及随后的生物矿化和骨重

塑效果[7~9].  

通过对骨组织结构和成分的仿生研究发现, 基

质为矿化反应提供了一个适宜的微环境. 硬组织的

细胞外基质(ECM)由有机相和无机相组成. 无机相的

主要成分是羟基磷灰石(HA), 有机相包括胶原蛋白

(COL)和少量非胶原蛋白, 如多糖、脂类等. 这类非

胶原蛋白在骨组织中虽然含量少, 却具有独特的分

布和生物学功能 . 例如磷酸丝氨酸 (phosphoserine, 

PS), 它是细胞生物膜结构的重要组成成分, 为细胞

分化、增殖和再生所必需, 可维持和促进多种膜结合

蛋白和受体的生物活性. 另外, 它作为磷蛋白的重要

组成成分, 是生物矿化的重要调节剂[10]. 自然衍生的

胶原作为天然骨基质的主要有机成分, 具有良好的

细胞亲和性, 可与细胞发生特定的相互反应[11]. 硅酸

盐和磷酸盐系统的玻璃以及玻璃陶瓷具有良好的生物

相容性, 无毒副作用, 且由于它们的化学组成与生物

体的自然骨骼相似, 因此容易与周围骨骼形成紧密牢

固的化学键合, 或经生物降解形成新的骨骼成分[12].  

本研究旨在优化综合生物活性玻璃(BG)、胶原和

磷酸丝氨酸的生物降解性和生物活性, 设计一种仿

生型骨组织工程支架材料, 重点研究复合材料的生

物分子, 包括胶原蛋白和磷酸丝氨酸对矿化的调控

功能. 这种研究策略的主要优点在于其制备过程简

单、成本低.  
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1  材料与方法 

1.1  复合支架的制备 

58S 生物活性玻璃为 SiO2-CaO-P2O5 三元系统, 

由溶胶-凝胶法制备. 其化学组成为(wt%): 60%SiO2, 

36%CaO 和 4%P2O5.  

本实验主要采用冷冻干燥和化学交联技术制备

BG-COL-PS 复合支架. 首先, 将Ⅰ型胶原蛋白溶液

和磷酸丝氨酸按 4:1 的质量比混合, 搅拌均匀. 随后, 

将生物活性玻璃粉体缓慢加入到上述溶液中, 搅拌

均匀. 其中, 生物活性玻璃与有机成分的质量比为

65:35. 之后, 以 1-乙基-3-(3-二甲基氨丙基)碳二亚

胺(EDC)和 N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)对上述混合物进

行交联处理. 以乙撑磺酸(MES)为缓冲剂, 调 pH 至

5.5. 将混合物于 4℃放置 24 h 进行交联反应. 之后, 

将上述交联过的混合溶液置于60℃冰箱冷冻 12 h. 

最后冷冻干燥得最终样品.  

DMEM 培养液和胎牛血清购自美国密苏里州圣

路易斯 Sigma公司, 组织培养器皿购自美国密歇根州

米德兰 Corning 公司. 小鼠成骨前体细胞株(MC3T3- 

E1)购自日本 RIKEN 细胞库. 其他试剂均为分析纯.  

1.2  矿化实验 

当 MC3T3-E1 细胞培养到足够多时, 加入 0.25%

胰酶进行消化, 1~2 min 后弃除胰酶, 加入培养液中

止消化, 冲下贴壁的成骨细胞, 吹打均匀制成细胞悬

液, 并将细胞悬液密度稀释成 1.0×104 个/mL. 之后, 

取 2 mL 细胞悬液接种于放置有 BG-COL-PS 复合支

架的培养板中. 在培养箱中静置, 使细胞完全贴壁于

材料. 培养箱温度设定为 37℃, 并保持浓度为 5%的

CO2 气氛.  

材料在含细胞的培养液中分别培养 1, 7 和 15 天

后取出, 浸入 PBS 中, 漂洗材料及细胞表面. 然后将

材料放入青霉素小瓶中, 加入 3%戊二醛, 在 4℃固定

1 h. 随后吸出固定液, 用 PBS 清洗 2 次. 之后, 用系

列梯度乙醇(30%, 50%, 70%, 90%, 95%和 100%)脱水, 

每种浓度的乙醇通过 2 次, 每次 5 min. 随后将样品

放入冷冻干燥机中, 抽真空. 样品干燥后取出. 最后, 

将样品在铝座上固定, 在 15 mA 的电流条件下喷金 3 

min, 并用扫描电子显微镜(30XLFEG 型, 荷兰 Phil-  

ips 公司)和能谱仪(INCA 型, 英国 Oxford 公司)进行

观察. 此外, 本实验还采用 X 射线衍射仪(X’PertPRO

型, 荷兰 PANalytical 公司)分析测定支架材料矿化产

物的晶相结构. X射线衍射仪采用Cu靶, λ为 0.15418, 

管压为 40 keV, 对样品从 10°~70°进行 2θ扫描, 扫描

速度为 15. 24°/min.  

1.3  骨缺损动物模型制备 

选用新西兰大白兔(2~2.5 kg, 12 月龄)考察复合

材料的骨组织反应. 对每只兔静脉注射布托啡诺酒

石酸(0.2 mg/kg)和咪唑安定(0.02 mg/kg), 并在 2%异

氟醚的气氛下按 3 mg/kg 的剂量注射异丙酚进行麻醉. 

之后, 每只兔随机选用左右侧桡骨做 20 mm 切口的

骨缺损, 植入尺寸为 15 mm×20 mm 的 BG-COL-PS

支架材料. 空白对照组不植入任何物质. 用肌肉覆盖

缺损区, 缝合皮肤. 术后 12 周取材, 石蜡包埋切片, 

并用苏木精伊红(HE)染色, 于光学显微镜下观察成

骨以及材料降解情况.  

2  结果与讨论 

2.1  MC3T3-E1 细胞与 BG-COL-PS 复合支架的
生物矿化 

相差显微镜观察发现, 成骨细胞与 BG-COL-PS

复合支架材料共同培养 7 天后有机结合在一起, 形成

一个由细胞和矿化细胞间质组成的三维晶体结构 , 

如图 1A 所示. 通过扫描电子显微镜及其能谱对这种

矿物进行分析, 可以发现矿物呈规则八面体结构, 含

大量钙离子, 如表 1 和图 2 所示. 由细胞分泌所形成

的八面体晶体在形成矿物的密度及形状之后, 细胞

分泌过程产生新的晶体单元, 矿物的沉析作用处于

一个动态的不断更新的运动之中. 晶体宏观上的生

长通过大量生长单元的组装堆砌而实现, 如图 1B~D

所示.  

为进一步证实 BG-COL-PS 复合支架材料的调控

机制, 比较了这种复合材料在不含有细胞培养液中

的矿化情况. 结果发现, 培养 7 天后, 材料表面同样

生成八面体晶体(图 3), 与细胞和材料共同调控矿化

7 天产生的晶体形貌几乎一样. 能谱元素分析表明, 

这两种晶体具有相同的元素及相近的组成(表 1 和 2). 

随后, 这种晶体进一步熔融生长, 15 天后演变成板状 
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矿物(图 4). 

矿化晶体的形态变化表明, BG-COL-PS 复合支

架材料对晶体的生长有着极大的调控作用, 可诱导

矿化并使晶体生长成特定的形态. 在本实验的矿化

系统中, 晶体在材料上的沉积似乎影响了胶原和磷

酸丝氨酸基质的熔融(图 3), 而这种基质的熔融反过

来又加速了晶体的自组装.  

根据热力学第二定律, 胶原和磷酸丝氨酸基质

在溶液中的矿化反应使得局部自由能达到最小. 结

构的进化需要系统熵的降低, 如果没有这些相互反

应造成的最小自由能, 熵值将会使形成的晶体具有

更低水平的组装形式, 以更简单的不规则的形貌出

现, 而非图 2 所观察到的规则的八面体状矿物晶体. 

这种能量顺序的影响一旦出现, 可使亚单元小分子

自组装成具有特定形貌的宏观矿物, 从而加速骨缺

损的修复. 

 

 

图 1  BG-COL-PS 支架材料与细胞培养 7(A), 8(B), 10(C)和 12(D)天调控矿化显微镜照片(×200) 

 
表 1  BG-COL-PS 支架材料与细胞培养 7 天矿化晶体 EDX 分析 

元素 K 比率 质量百分比(%) 原子量百分比(%) 

C 0.1404 14.037 33.629 

O 0.1929 19.285 34.685 

P 0.0084 0.842 0.783 

Au 0.2861 28.612 4.180 

Ca 0.3722 37.224 26.724 

总计  100.000 100.000 

 
表 2  BG-COL-PS 支架材料在不含细胞的培养液中培养 7 天矿化晶体 EDX 分析 

元素 K 比率 质量百分比(%) 原子量百分比(%) 

C 0.1312 13.121 34.556 

O 0.1816 18.160 35.904 

P 0.0171 1.709 1.746 

Au 0.3991 39.916 6.510 

Ca 0.2710 27.094 21.384 

总计  100.000 100.000 
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图 2  BG-COL-PS 支架材料与细胞在培养液中培养 7 天 
矿化晶体扫描电子显微镜形貌观察 

 

图 3  BG-COL-PS 支架材料在不含细胞的培养液中培养 
7 天矿化光学显微镜照片(×200) 

 

图 4  BG-COL-PS 支架材料在不含细胞的培养液中培养 
15 天矿化晶体扫描电子显微镜形貌观察 

采用 XRD 对 BG-COL-PS 复合支架调控矿化 15

天生成的晶体进行分析, 如图 5 所示. 由图谱可知, 

矿化物为羟基磷灰石. 但与标准羟基磷灰石陶瓷粉

末的衍射峰相比, 矿化物的衍射峰明显变宽, 峰位重

叠, 表明矿物相的生长能减少, 结晶度较低, 晶粒细

小, 该特点与天然骨很类似[12].  

 

图 5  羟基磷灰石标准样品(A)和 BG-COL-PS 支架材料(B)
在不含细胞的培养液中培养 15 天矿化晶体 XRD 图 

羟基磷灰石在不含细胞的培养液中的形成证明, 

BG-COL-PS 生物活性骨组织工程支架具有显著的引

导和调控矿化的能力. 这种能力对于骨修复和骨组

织工程材料极其重要. 许多材料对于某些类型的细

胞是生物相容的, 但为了提高其对细胞的反应, 往往

需要添加生长因子和其他试剂. 本研究表明, 当不添

加任何额外的细胞和试剂时, 产生了类似的细胞反

应, 如羟基磷灰石的形成.  

在本实验的两种矿化反应系统中, 钙和磷的浓

度变化不大, 因此复合支架中的生物分子, 如胶原蛋

白和磷酸丝氨酸可能是调控羟基磷灰石矿化的关键

因素.   

在自然骨组织中, 生物分子调控是影响生物矿

化的基本因素 [13]. 生物分子内的羧基(-COOH)和磷

酸基团(-PO4H2)对钙离子有很强的亲和力, 可促进和

调控矿化. 胶原在生物矿化的初始阶段起着重要作

用. 但胶原本身不能完成基质的全部功能. 它不能引

起和指导矿化, 起这些作用的是磷蛋白. 磷蛋白是一

类富含天冬氨酸及磷酸丝氨酸的蛋白质. 不同的生

物体系可能采用不同的矿化基质, 但是所有矿化基

质的共性都是通过磷酸基与 Ca2+, 进而与磷酸钙微

晶结合. 磷酸丝氨酸的另一重要特征是它能与胶原

产生较强的结合. 磷酸丝氨酸的羧基和氨基可以与

胶原的羧基和氨基分别发生键合作用, 这样的配合

为磷酸钙的析出与组装创造了条件.  

本实验制备的 BG-COL-PS 复合支架正是由于具 
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有胶原和磷酸丝氨酸这类天然细胞外基质成分, 因

此可起到类似细胞分泌的细胞外基质的模板作用而

完成调控矿化的过程, 形成羟基磷灰石. 

2.2  组织学评价 

图 6 为 BG-COL-PS 支架材料植入骨缺损 12 周  

时的HE染色切片组织学形貌. 由图可见, 术后 12周, 

缺损处的材料周围形成了具有哈弗氏系统的新骨 . 

在新形成的骨组织中, 还可发现逐渐钙化的软组织. 

材料与骨组织间紧密联接. 

由此可见, 该材料参与了体内的骨重建过程. 一

般而言, 体内的骨重建过程往往由破骨细胞的吞噬

作用以及成骨细胞的成骨作用在自体骨植入材料周

围发生. 有些材料尽管可在体内和体外被破骨细胞

吸收[14~16], 但由于这些材料的吸收和溶解速率太慢, 

因此很难将其应用于骨缺损的修复. BG-COL-PS 复

合材料由生物活性玻璃晶体和细胞外基质成分, 如胶

原蛋白和磷酸丝氨酸组成, 因此易于被黏附的细胞吸

收, 在体液中易于溶解, 产生明显的骨重塑效果.  

3  结论 

BG-COL-PS 复合支架对矿化的调控功能及其生

物反应的研究表明, 在不含细胞的培养液中, 该支架

可以矿化生成八面体晶体, 与支架和细胞共同调控

矿化的产物在形态和成分上相类似. 这一调控功能 

 

图 6  BG-COL-PS 复合支架植入骨缺损 12 周组织学形貌 
观察 

A: ×10; B: ×40 

主要受复合材料中有机质成分影响. 而且, 具有高生

物活性的 BG-COL-PS 复合支架在体内表现出优良的

骨修复效果.  
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