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［摘　要］目的：研究成骨细胞膜片在两种不同改性钛表面上碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的表达。方法：原代培养 ＳＤ
大鼠成骨细胞，分别在阳极氧化处理钛表面（实验组）及光滑钛表面（对照组）上构建成骨细胞膜片，连续培养７
ｄ和１４ｄ，采用ＡＬＰ活性检测初步评价成骨细胞膜片在两种钛表面的成骨效应。结果：通过ＳＤ大鼠原代成骨细
胞培养、纯化和鉴定，其形态学特征符合成骨细胞特性；将成骨细胞接种在两种钛表面，在第７天或第１４天时实
验组ＡＬＰ活性均高于对照组（Ｐ＜０．０５），两组成骨细胞膜片第１４天ＡＬＰ活性均低于第７天（Ｐ＜０．０５）。结论：
阳极氧化相对于光滑处理的钛表面而言，具有更显著的促进成骨细胞膜片成骨分化的作用。
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　　种植义齿修复是口腔缺牙患者首选的治疗方
案之一，有效迅速地进行种植修复一直是临床研究

的重点。钛种植体表面改性是口腔种植骨整合界

面研究的重要方法之一，通过钛表面改性，有望更

好的促进骨基质的合成、分泌和矿化，从而有效地

缩短种植体周围的成骨时间。阳极氧化是钛表面

处理方法之一，作为电化学方法，易于形成纳米级

规则有序的阵列微孔，类似天然骨的仿生结构［１］，

但此表面形态能否为细胞的生长提供适宜微环境

值得研究；此外，对于种植区骨质条件差、骨缺损范

围较大的患者，往往需要骨移植，虽然自体骨移植

仍是最有效的方法，但往往需要开辟第二术区，增

加患者的手术创伤以及术中或术后并发症的风险。

因此，如果所采用的骨替代材料能够获得类似自体

骨移植的成骨效果，又能明显减少手术创伤，将能

明显提高临床的治疗效果。近年来，细胞膜片技术

在骨组织工程研究中发展迅速［２－３］，采用细胞膜片

技术在不同钛表面能否获得良好的骨再生效应，目

前尚未见相关文献报道。本研究体外构建成骨细

胞膜片，通过检测成骨细胞膜片碱性磷酸酶（ＡＬＰ）
活性，探讨成骨细胞膜片在不同钛表面成骨分化的

情况。

１　材料与方法

１．１　材料
钛片（西安泰金工业电化学技术有限公司），

２４ｈ内新生的ＳＤ大鼠（贵州医科大学动物实验中
心），胎牛血清（以色列ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司），
ＤＭＥＭ高糖培养基、胰蛋白酶、青 －链霉素（美国
Ｇｉｂｃｏ公司），Ⅰ型胶原酶及抗坏血酸（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；碱性磷酸酶（ＡＬＰ）检测试剂盒（南京建成
公司）及 ＥＬＸ８００ＵＶ酶标仪（ＢｉｏＴｅｃｋ公司，美
国）。

１．２　方法
１．２．１　原代成骨细胞培养、鉴定　取２４ｈ内新生
ＳＤ大鼠颅盖骨刮掉骨膜并剪成碎骨块，依次用
０２５％胰蛋白酶及Ⅰ型胶原酶于３７℃水浴中消
化，离心重悬收集沉淀即得原代成骨细胞；采用差

速贴壁法纯化，３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，隔２ｄ
换液。细胞长满培养瓶底７５％～８５％后胰蛋白酶
消化进行传代，传至第３代备用。采用碱性磷酸
酶、茜素红、Ⅰ型胶原染色对第３代成骨细胞进行观察
和鉴定，按剂盒说明书操作。

１．２．２　肽片制备及分组　将光滑处理的钛表面作
为对照组，阳极氧化处理的钛表面作为实验组，每

组样本各１２片，分别连续培养７ｄ、１４ｄ。钛片直
径（１４．５±０．３）ｍｍ，厚度（１±０．２）ｍｍ，为圆形；钛
片经８００＃、１２００＃、２０００＃３种型号金相砂纸打磨至
光滑镜面（对照组）；实验组的处理则在对照组处

理后通过丙酮，无水乙醇及去离子水分别依次浸泡

１５ｍｉｎ后，脱脂去杂质，以 ５％ Ｈ２ＳＯ４ 和 ３％
Ｈ３ＰＯ４混合溶液作为电解液，光滑钛片作为阳极，
石墨作为阴极，直流电压１００Ｖ作用２０ｍｉｎ，洗净晾
干，高压备用。取第３代成骨细胞，消化、离心，重
悬，以０．５×１０６／ｍＬ密度接种于装有钛片的２４孔
板，每孔加入适量 １６％完全培养基及浓度为
５０ｍｇ／Ｌ的抗坏血酸。于３７℃，５％ＣＯ２培养箱中
连续培养，于第７、１４天时倒置相差显微镜下观察
细胞形态。

１．２．３　成骨细胞膜片 ＡＬＰ活性检测　采用酶标
仪法检测ＡＬＰ活性，成骨细胞接种钛表面培养后，
在第７天，１４天分别收集各组培养液以１０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，收集上清。每组设定测定孔、标准孔
及空白孔，测定孔依次加入上清中段５０μＬ，缓冲
液及基质液各５０μＬ；标准孔依次加入酚标准应用
液（０．１ｇ／Ｌ）５０μＬ，缓冲液及基质液各５０μＬ；空白
孔依次加入三蒸水 ５０μＬ，缓冲液及基质液各
５０μＬ。测定孔、标准孔及空白孔各设１２个平行样
本，在９６孔板上标记，充分摇匀后放入３７℃水浴
２０ｍｉｎ。各孔再加入显色剂１５０μＬ，轻微摇动混
匀，用酶标仪以波长４９０ｎｍ测定各孔 Ｄ值。计算
ＡＬＰ活力（金氏单位／ｍＬ）＝（测定孔 Ｄ值／空白孔
Ｄ值－标准孔 Ｄ值／空白孔 Ｄ值）×酚标准品浓
度×１００ｍＬ×样本测定前稀释倍数。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行统计学分析。
实验数据采用均数±标准差表示（ｘ±ｓ），组间比较
时采用单因素方差分析，组内比较采用配对 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　成骨细胞观察及鉴定
培养后第２天（图１Ａ），镜下可见细胞多呈三

角形或树杈型，几乎各自独立相互无基质连接。第

４天（图１Ｂ），细胞呈梭形生长趋势，且有少量细胞
通过基质相互连接生长；第８天（图１Ｃ），细胞多呈
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梭形，长满培养瓶底，且相互之间有基质连接，生长

密集；第３代细胞第５天（图１Ｄ），细胞多呈短梭
形，结瓦状生长。第３代成骨细胞茜素红染色阳
性，镜下见红色灶状钙节结生长（图２Ａ）；ＡＬＰ染
色阳性，镜下观察见细胞质为条梭状、三角状或树

杈状，胞质呈棕灰色深染；细胞核呈紫蓝色（图

２Ｂ）；Ⅰ型胶原染色阳性，细胞基质呈浅棕黄色，细
胞核呈深棕黄色（图２Ｃ）。
２．２　成骨细胞膜片培养及观察

第７天镜下见成骨细胞密集，可见钛片边缘与
孔壁间细胞生长良好，呈梭形生长，相互有基质连

接（图３Ａ）。第１４天，钛片上刮取膜片，肉眼仔细
观察，见一层透明的镜面样薄膜，中间平滑均匀，边

缘呈皱褶状（图３Ｂ）；第１４天镜下观察，膜片中部
细胞均匀地紧密重叠生长（图３Ｃ），细胞形态及细
胞间界限不清。

２．３　成骨细胞膜片ＡＬＰ活性检测
第７天或第 １４天时，实验组成骨细胞膜片

ＡＬＰ活性均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；两组成骨细胞
膜片在第 １４天 ＡＬＰ活性均低于第 ７天（Ｐ＜
００５），见表１。

表１　两组钛表面成骨细胞ＡＬＰ活性（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＴｈｅＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｓｈｅｅｔｓ

ｏｎｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｔｉｔａｎｉｕｍｓｕｒｆａｃｅ

分组 ｎ
ＡＬＰ（ｕ／Ｌ）

第７天 第１４天

对照组 １２ ３．７４１±０．３１４　 １．４９９±０．３００（２）　

实验组 １２ ６．４９０±１．２２１（１） ４．６８４±１．４２８（１）（２）

（１）与对照组相比，Ｐ＜０．０５；（２）与第７天相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

细胞膜片技术是一种无支架的组织工程方法，

通过细胞自分泌的基质相互连接后，向三维方向密

集生长而成，其形态质地均匀，细胞利用率较高，无

炎症、坏死等不良反应［４］。而水溶性的抗坏血酸

以５０ｍｇ／Ｌ浓度加入培养，能催化成骨细胞增殖、
矿化的进程［５］。作为种子细胞之一的成骨细胞，

是种植体周围骨组织形成的中心，是骨形成和改建

中最重要的功能细胞，在基质的合成、分泌和矿化

过程中发挥作用［６］。天然纯钛表面的氧化膜本是

一种惰性物质，不能促进磷酸盐的沉积［７］，但是可

以通过对其表面的改性来获得理想的表面形貌和

化学组成，以提高吸附钙、磷离子的能力，促进磷酸

盐的形成，从而促进成骨［７－１０］。众多表面改性方

法中，阳极氧化处理容易在金属和合金表面实现具

有一致性和可控性纳米结构的表面形貌，更有益于

细胞的黏附、增殖及成骨［１１］。

成骨细胞中富含ＡＬＰ，它是成骨细胞早期矿化
的标志，以ＡＬＰ活性检测来评价成骨细胞膜片不
同时期的增殖分化情况，可以反映出在不同钛表面

上培养的成骨细胞膜片向成骨分化的速率［１２］。本

研究结果显示，组间比较，实验组在各时间点 ＡＬＰ
活性均高于对照组。这可能与在酸性电解质溶液

中，钛片表面作阳极氧化改性后，易在其表面形成

粗糙的二氧化钛纳米孔结构及亲水性增加有关。

粗糙的表面增大了表面积，为细胞的附着提供更多

的位点，为细胞提供足够的生长空间［１３］；Ｔｈｉｒｕｇ
ｎａｎａｍ等［１４］证实粗糙的表面形成丰富的ＯＨ基团，
亲水性的增加，使该表面带负电荷，吸引胎牛血清

培养基中带正电荷的钙、磷离子相结合，促使磷酸

盐的沉积，从而促进成骨细胞膜片向成骨基质方向

分化。Ｄｅｌｉｇｉａｎｎｉ等［１５］证实了粗糙的钛表面亲水

性增加，而 Ｌｉｕ等［１６］也已证实粗化的表面亲水性

增加，利于细胞附着蛋白质的吸附量增大。组内比

较，两组第１４天ＡＬＰ活性均低于第７天。因成骨
细胞是一种分化较高的细胞，以其制备的细胞膜片

较其他间充质干细胞诱导分化而来的膜片有着更

高的成熟度，提示细胞可能已处于快速增殖的早期

向骨基质分泌、矿化的成熟阶段。

综上所诉，与光滑钛片相比，阳极氧化钛片对

成骨细胞早期增殖分化有着更显著的促进作用，但

对其具体作用机制还有待进一步研究。
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