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摘要  在硼酸盐玻璃(R2O-RO-B2O3-SiO2-P2O5)系统中, 用不同硼含量的玻璃粉末, 采
用泡沫浸渍法制备 4种组分的多孔支架, 对这些支架的体外生物活性、可降解性能及
细胞毒性进行研究. 结果表明, 不同硼含量的玻璃粉均能制备成支架, 其气孔率为
73%~80%, 孔径 200~300 μm, 孔间连通性良好. 在 0.02 mol/L K2HPO4溶液中浸泡

后 , 支架均能转化为羟基磷灰石 , 具有优良的生物活性 , 其中组分为 D-Alk-2B, 
D-Alk-3B 的支架在浸泡 7 h 后, 表面形成羟基磷灰石, 并全部被羟基磷灰石层所覆盖, 
证实了支架有很高的生物活性. 在细胞黏附实验中, 支架上的细胞黏附生长良好, 形态
舒展, 伪足明显, 仅 D-Alk-3B 组分的支架在体外降解过程中所释放的硼在局部区域累
积后对细胞增殖产生了一定的抑制作用, 但支架浸提液经适当稀释后(稀释比例为
1:8), 生物相容性明显改善. 因此, 经过适当预处理, 这一系列硼硅酸盐玻璃多孔支架
有可能应用于骨组织工程.  

关键词   
硼硅酸盐生物活性玻璃

可控降解 
MTT检测 
细胞黏附实验 
毒性分析 

  

 
骨组织病变或损伤的修复是生物医学领域的重

要课题 . 用于骨缺损或病变修复的异种骨移植和生
物来源的替代材料由于来源有限、加工处理繁琐以及

骨诱导作用不令人满意等原因 , 使得研究非生物来
源的骨组织替代材料成为必然的发展方向. 同时, 随
着近十几年组织工程技术的迅速发展 , 也为大范围
骨病变或缺损的修复开辟了新的途径[1]. 在组织工程
化方法中 , 三维结构的生物支架材料作为细胞生长
的模板, 不仅为细胞提供依附生长的空间, 而且提供
必要的营养物质, 诱导细胞沿特定位置生长, 控制再
生组织的结构和形状. 因此, 支架材料一直是骨组织
工程研究的重点内容[2,3].  

在众多骨组织工程支架材料中 , 生物活性玻璃
不仅显示出优异的生物相容性 , 且能够直接参与人
体骨组织的代谢和修复过程 , 并可与人体骨组织产

生牢固的化学键合 , 因此以  45S5(Bioglass®)为代表
的生物活性玻璃一经问世便引起了各国研究者的关

注 , 目前已在临床上得以应用 [4~6]. 然而 , 此类生物
玻璃的组分中含有较多的SiO2, 在植入人体一年后, 
硅在体内不能完全降解 , 最终无法完全转化为与人
体骨组织类似的物质 [7,8]. 因此 , 该类生物玻璃的降
解性能已成为限制其发展的瓶颈. 最近的研究显示, 
硼硅酸盐生物活性玻璃不仅具有良好的生物相容性

和生物活性 , 与现有硅酸盐系统的生物玻璃最根本
的不同之处在于 , 该类玻璃在生理模拟液 (SBF, 
stimulated body fluid)中能完全降解, 且其降解速率
可通过玻璃的成分加以控制[9,10].  

本文以硼硅酸盐生物活性玻璃为原料 , 通过有
机泡沫浸渍法制备了多孔玻璃支架 , 对支架的体外
生物活性、降解性能进行研究, 然后采用其浸提液对
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成年雄性山羊骨髓基质细胞进行培养, 通过 MTT 检
测以及细胞黏附实验对材料降解过程中支架的毒性

与硼的浓度毒性进行客观的判断 , 为骨组织工程中
生物材料的选择提供了理论和实验依据.  

1  实验 
1.1  硼硅酸盐玻璃及支架的制备 

实验制备支架采用的玻璃粉的摩尔配比为的

14R2O-30RO-8xB2O3-(54−18x)SiO2-2P2O5, 其中 x = 0, 
1, 2, 3, 玻璃分别命名为 D-Alk-0B, D-Alk-1B, D-Alk- 
2B和D-Alk-3B(本文以下内容中分别以 0B, 1B, 2B和
3B 简化表示). 采用熔融法, 在 1100~1300℃的硅钼
炉中熔融 50~60 min, 钢板冷压制备块体玻璃, 然后
球磨获得小于 50 μm的玻璃粉.  

用乙醇(上海振兴化工一厂)作为溶剂, 乙基纤维
素(ethyl-cellulose, EC, 国药集团)作为添加剂. 将一
定量的乙醇和EC在QM-ISP型行星球磨机中搅拌混
合均匀, 然后加入玻璃粉继续球磨 3 h, 获得稳定的
浆料. 将多孔聚氨酯海绵(孔径尺寸约为 20孔/5 cm, 上
海塑料六厂提供)浸渍到上述浆料中, 反复挤压排除
空气, 使海绵充分接触吸收浆料. 取出挂浆后的海绵
用木板挤压排除多余浆料 , 置于玻璃板上于室温下
自然干燥 24 h, 随后于 60℃下进一步干燥 12 h. 最后
将干燥后的坯体放入程序控温炉, 首先, 以 1℃/min
的速度升温到 460℃, 保温 1 h烧蚀有机模板, 随后以
3℃/min分别升温到 560~600℃, 保温 60~90 min后随
炉冷却, 获得不同组分的支架, 详细的工艺过程参见
文献[11]. 

1.2  支架的体外降解及生物活性实验 

浸泡实验中 , 采用 0.02 mol/L的K2HPO4 溶液

(K2HPO4, 上海恒信化学试剂有限公司, 分析纯), pH
为 7.00, 代替SBF, 进行浸泡实验检测材料的体外生
物活性, 主要是为了加快生物活性的测试进程, 并简
化生理模拟液组成 , K2HPO4 溶液中PO4

3−的浓度是

SBF的 20倍, 提供更多的PO4
3−, 从而促使羟基磷灰石

的生成. 另外, 由于引入的离子较少, 有利于硼离子
溶出的研究. 在K2HPO4 浸泡实验中, 将支架材料浸
泡于K2HPO4 溶液中, 置于 37℃的恒温水浴箱中, 每
隔一段时间测量支架的失重情况和浸泡溶液的pH, 
实验环境为静态 ,  pH的变化为累积值 . 浸泡后的多
孔支架研磨后采用X射线衍射(XRD, D/max 2550 V, 
Rigaku, Cu-Kα, Japan)分析反应产物的相组成; 以扫

描电子显微镜(SEM, Hitachi S-4700, Japan)观察样品表
面形貌变化. 支架释放的B离子浓度以Optima2100DV
型电感耦合等离子体发射光谱仪 (ICP-OES, Perlin- 
Elmer Co. USA)测定.  

1.3  MTT实验及细胞黏附实验 

MTT 实验中, 采用成年雄性山羊骨髓基质细胞
(自制). 浸提液的提取是按照 ISO10993-5的方法进行
的, 支架为硼硅酸盐玻璃 4个系列的样品. 取支架 2 g
高压消毒后浸泡于 10 mL条件培养液中. 提取的浸提
原液用条件培养液按对倍稀释 , 浸提液与营养液的
比例分别为 1:1, 1:2, 1:4, 1:8. 在需检测的时间, 向
孔板每孔加入 20 μL浓度为 5 mg/mL的二甲基噻唑二
苯基四唑溴盐(MTT)溶液后在标准 CO2 培养箱中培

养 4 h. 吸取MTT溶液, 加入 200 μL DMSO溶液, 在
微型振荡器振荡 5 min, 用酶标仪(Elx 800, BIO-TEK, 
USA)测定光吸收度, 测试采用波长为 490 nm. 由于
只有活细胞的线粒体脱氢酶能将染料 MTT 转变为不

臜可溶的紫色甲 (formazan)颗粒, 后者被 DMSO 溶解
后呈现颜色的色度被酶标仪所测定. 因此, 酶标仪所
测定的吸光度(A)与培养板孔中的活细胞的数量具有
线性对应关系, 可以通过 A值的大小来反映活细胞数
量的多少. 计算出阴性对照和各浓度实验组的 A均值, 
阴性对照组作为 100%细胞增殖率, 按照下面的公式
分别计算各不同稀释比例实验组细胞的相对增值度
(RGR, relative growth rate, %), 

 RGR= A
A

×
实验组的 平均值

阴性对照组的 平均值
100%. (1) 

按照表 1规定将各组的RGR转换成 6级细胞毒性
以评价材料的毒性程度[12].  
 

表 1  细胞增殖率与细胞毒性对照 a) 
细胞增值率(%) 细胞毒性(级) 

≥100 0 
75~99 1 
50~74 2 
25~49 3 
0~24 4 
0 5 

a) 如果实验结果为 0或 1级反应为合格; 实验结果为 2级反应应
结合细胞形态分析综合评价; 实验结果为 3, 4或 5级反应为不合格 

 
细胞黏附实验中, 将不同组成经高压灭菌的支架

转移到 5 cm培养皿中, 然后加入 5 mL浓度为 6×104细

胞/mL第 2代的山羊骨髓基质细胞悬液, 在标准 CO2

培养箱中进行培养, 分别于 1, 3, 7 d后取出, 固定附
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在支架表面上的细胞, 进行扫描电子显微镜(S-2360N
型扫描电子显微镜, 日本理光)观察. 

2  结果与讨论 

2.1  硼酸盐玻璃支架的体外降解及其生物活性的讨论 

在支架的浸泡实验中 , 由于材料降解过程中钙
离子、硼离子等的释出, K2HPO4浸泡液中的离子浓度

发生变化, 进而溶液的pH发生变化, 由于pH的变化
与材料的降解是同步的 , 材料的降解速度在一定程
度上通过pH的变化反应出来[9,13]. 4 种不同组分支架
的pH变化, 如图 1所示.  

 

 
图 1  4种不同组分支架的浸泡液的 pH的变化 

 
在初始阶段, pH都有一个迅速的提高阶段, 随着

反应时间的推移, pH的变化逐渐趋于平缓. 反应环境
是静态的, pH是一个累加的数值, 这一变化表明了支
架在初始阶段反应活性很高 , 支架的降解速度也比
较大, 此时溶液中硼离子的沥析速度相对较高[14], 随
着反应时间的推移, 支架的降解速度逐渐趋缓, 硼单
位时间内的释出量也是逐渐降低的. 就 4种不同组分
相互比较而言, 含硼量越高的组分,  pH的变化越迅
速, 变化越大, 这也就说明硼的含量越高, 玻璃反应
活性越高 . 这主要是因为随着硼含量的增加 , 
(Na2O+K2O)/B2O3 比例逐渐小于  1, 玻璃中除了有一
定量的[BO4]四面体外, [BO3]三角体的存在逐渐增多, 
使得玻璃网络结构相对硼含量较少的玻璃材料而言

比较结构疏松, 因而具有更高的反应活性[10].  
从图 2所示, 4种不同组分支架的 XRD图谱可以

确定, 支架浸泡之后, 生成羟基磷灰石. 从图谱中还
可以看出, 反应产物的 XRD 衍射峰宽化, 说明所获
的羟基磷灰石晶体结构不完全或者生成的产物在纳

米范围内. 硼的含量越高, XRD的峰强越高, 峰型越

尖锐. 这也就是说明, 随着硼的含量提高, 所获得的
玻璃的化学反应活性得到进一步提高 , 反应速度加
快 , 在相同的浸泡时间内所生成的羟基磷灰石就越
多. 这一点也可以与 pH的变化趋势相互引证.  

采用排水法所获得的支架显气孔率的结果表明,
所制备支架的显气孔率在 73%~80%范围之内, 另外,
如图 3(a )和 ( c )所示 ,  浸泡前、后支架 (以组分为
2-Alk-2B 的支架为例)的孔道之间高度贯通, 孔径分
布均匀, 形貌与人体小梁骨的孔结构(图 3(b))极为相
似, 支架的孔径在 200~300 μm 之间. 材料的合适孔
隙率和孔径不但有利于细胞的黏附生长、血管和神经

组织的长入 , 而且有利于营养成分的渗入和代谢产
物的排出. 研究显示, 骨替代材料的孔隙率应>50%,  

 

 
图 2  浸泡 7 d后, 4种支架的 XRD图谱 

 

 
图 3  D-Alk-2B的支架 SEM图片 

(a) 浸泡前的支架; (b) 人体小梁骨[15]; (c) 在 0.02 mol/L K2HPO4

浸泡 7 d后支架; (d) 孔筋的形貌 
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孔径>200 μm, 否则不利于骨组织的长入 [16]. 因此 , 
本实验采用有机泡沫浸渍法所制备的多孔支架在孔

隙率和孔径尺寸上都有利于细胞、组织的长入和生

长. 
图 3(c)和(d)分别为在K2HPO4溶液中浸泡 7 d后, 

2B组分的支架表面和孔筋处的SEM照片. 从图(c)中
可以观察到, 由于支架在K2HPO4溶液中的降解作用, 
部分孔筋已发生断裂, 进一步的观察(图  3(d))所示可
以发现, 孔筋表面被一层沉积物所覆盖, 放大证实此
沉积层由大量的球状团聚物所构成, XRD分析已知, 
支架表面的沉积物为羟基磷灰石 . 在支架浸泡降解
过程中, 首先溶出的是碱金属、碱土金属离子, 溶出
的Ca2+与溶液中的PO4

3−反应, 生成HAP, 沉积在支架
的表层 . 在人体骨组织和生物活性材料界面之间形
成的羟基磷灰石对两者的牢固键合至关重要 , 材料
表面诱导上述磷灰石层沉积的能力可以通过体外含

磷溶液浸泡实验进行初步证实 [17]. 本文研究结果表
明 , 硼硅酸盐玻璃多孔支架具有诱导生成羟基磷灰
石沉积层的能力, 显示出良好的生物活性.  

2.2  MTT检测结果及支架的细胞毒性分析 

MTT 检测是利用琥珀酸脱氢酶和细胞色素 C 的
作用下能够将黄色的MTT(二甲基噻唑二苯基四唑溴
盐) 臜还原成紫色结晶的甲 并沉积在细胞中, 而死的
细胞无此功能. MTT 能够灵敏地反映细胞的存活数
量 , 结合细胞的黏附情况就可以对材料的毒性做出
客观的评价. 

(ⅰ) MTT结果的分析.  支架高压消毒浸泡于 10 
mL培养液中, 3 d后提取的浸提原液用培养液按对倍
稀释, 浸提液与营养液的比例分别为 1:1, 1:2, 1:4, 
1:8, 测量其 A值, 如图 4所示, 其中空白柱状为阴性 

 

 
图 4  MTT检测的结果 

对照样品 , 该样品中的细胞在没有任何添加的培养
液中正常生长; 而图中黑色柱状为阳性对照样品, 该
样品中加入了 64 g/L的苯酚溶液细胞生长情况较差. 
如果样品的 A值越靠近阴性对照, 则样品对细胞生长
的抑制影响越小, 如果样品的 A 值越靠近阳性对照, 
则样品对细胞生长的抑制影响越大 . 图中介于阴性
对照和阳性对照之间的四根柱状为本实验 4 组样品
0B, 1B, 2B, 3B的 A值. 

从图 4中直观反映可得: 随着浸提液的稀释倍数
增加, 浸提液的 A值趋于阴性对照, 这说明浸渍液中
存在的离子对细胞的生长有抑制作用 , 随着稀释倍
数的增加, 离子的抑制作用下降, 其 A值也就越趋接
近于阴性对照; 其中 0B 组分(不含硼)的 A 值仍然低
于阴性对照 , 说明材料中即使不含有硼仍然对细胞
的生长具有一定的抑制作用; 0B 组分支架与含硼的
支架比较, 其对细胞的抑制作用与 1B, 2B 组分的支
架相差不大, 甚至 1B支架浸泡 3 d后的浸提液 A值
高于 0B 组分的支架, 这就进一步说明不能把抑制细
胞生长的原因完全归因于硼离子的存在; 就含硼的
支架之间而言, 随着硼含量的提高, 对细胞的抑制作
用总体上呈增高趋势, 但是值得注意的是, 1B组分的
支架比 0B组分具有具有更好的细胞相容性. 1B组分
支架浸提液的稀释比例为 1:2, 1:4, 1:8, 以及 2B的
浸提液稀释比例为 1:8时, 所得的 A值不仅高于 0B, 
而且高于阴性对照组的 A值. 这说明适量硼离子的存
在对细胞的生长具有一定刺激作用.  

(ⅱ) 支架毒性分析.  表 2分别为MTT法所获得
的 A值, 根据(1)式计算获得 RGR值以及其细胞毒性
级别的判断结果. 

从表中数据的结果分析可得 , 随着浸提液的稀
释倍数的提高, 毒性级别下降, 其中 0B, 1B组分支架
的浸提液均没有细胞毒性, 毒性级别均在 0~1 之间, 
比较这两组的 RGR值, 1B组分任何稀释比例的浸提
液都具有更好的细胞增殖作用; 2B 浸提液稀释比例
比较低(稀释比例为 1:1, 1:2)时, 细胞毒性级别为 2, 
需要根据细胞黏附生长的结果进一步进行判断 , 随
稀释比例提高便不再具有细胞毒性; 3B 组分的毒性
级别≥2, 初步判断为毒性. 

图 5为山羊骨髓基质细胞(BMSCs)与支架在体外
复合培养后的典型的 SEM 照片, 能够充分反映细胞
在支架上的黏附生长情况. 图 5(a)为 2B 支架的细胞
黏附 SEM 照片, 其上固定的细胞已经沿支架大片铺 
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表 2  支架的毒性分析结果(培养细胞 3 d后的浸提液) 

 
稀释比例 

(浸提液:营养液) 
RGR 毒性级别

D-Alk-0B-3d 1:1 0.768951 1 
 1:2 1.006088 0 
 1:4 1.069681 0 
 1:8 1.042762 0 

D-Alk-1B-3d 1:1 0.825173 1 
 1:2 1.165035 0 
 1:4 1.180915 0 
 1:8 1.088018 0 

D-Alk-2B-3d 1:1 0.504896 2 
 1:2 0.693146 2 
 1:4 0.754282 1 
 1:8 1.028093 0 

D-Alk-3B-3d 1:1 0.605127 2 
 1:2 0.462097 3 
 1:4 0.591668 2 
 1:8 0.647926 2 
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展, 多为多角状, 能明显地见到伪足, 细胞之间排列
也紧密, 并沿孔径长入. 随着硼含量的增加, 支架材
料的离子释放速度增大 , 瞬间的硼离子析出浓度就
增大, 对细胞的抑制影响也增大. 3B支架的SEM图中
仅能看到少量细胞, 孔径中可以看到部分长入细胞, 
看不到大片伸展的细胞 . 结合前文MTT结果的分析
可知, 2B支架尽管毒性级别为 2, 但细胞黏附性良好, 
判断为无毒; 3B支架上细胞的生长增殖能力相对较
弱, RGR的毒性级别≥2, 这说明过高的硼离子含量
对细胞的生长确实存在一定的抑制作用 . 综合判断
认为适当的硼离子浓度不会对细胞的正常繁殖产生

抑制作用. 通过选择适当的玻璃组分, 以及控制硼离
子的释放速度, 降低硼离子对细胞的影响, 达到组织
工程对支架无毒副作用的要求 . 硼是人体必需的微
量元素, 过量或者是不足都对人体都有害[18,19]. 硼在
人体内的半衰期为 21~24 h, 硼无论以何种形式摄入, 
其中的 80%~90%都会随尿液排出体外[20]. 硼在人体

内有其自身的代谢平衡, 只要不破坏这一平衡, 硼便
不会在体内沉积 . 由于体外细胞培养实验与实际生
物体环境的差异 , 需要进一步的动物体内实验对其
硼的毒副作用进行深入研究.  
 

 
图 5  山羊骨髓基质细胞与支架在体外复合培养 SEM图 

(a) D-Alk-2B; (b) D-Alk-3B 

3  结论 
(ⅰ) 采用有机泡沫浸渍法制备的支架, 孔间连

通性良好. 支架在 K2HPO4 浸泡液中的浸泡表明, 材
料具有良好的可控降解性能 , 而且浸泡过程中生成
HAP, 具有优异的生物相容性; HAP涂层的生成速度
加快, 降解性能也增大; 随表明 HAP层的增厚, 其生
成速度也逐渐下降.  

(ⅱ) 由 4 组支架所表现出不同的生物活性和降
解行为, 因此支架具有良好的性能可控性. 支架降解
转换为HAP的过程中, 溶液中的 pH值和硼离子含量
都会升高, 在一定范围内, 可以避免其对细胞的抑制
作用 , 而且适量的硼离子对细胞的生长有一定的刺
激作用, 有助于细胞的增殖生长. 降解过程中, 硼离
子的释放量可以通过调节玻璃组分中的硼的含量进

行控制.  
(ⅲ) 4 种不同组分硼酸盐活性玻璃支架中, 组分

为 D-Alk-0B, D-Alk-1B 的支架体外细胞实验证明其
无毒; 组分为 D-Alk-2B的支架毒性级别为 2, 但结合
细胞黏附实验判断其为无毒; 组分为 D-Alk-3B 的支
架体外细胞实验的综合判断为存在一定毒性.  
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