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在不同钛表面上的成骨细胞膜片的增殖变化
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［摘　要］目的：研究不同表面钛片上成骨细胞膜片的生长增殖情况。方法：制备光滑表面钛片（对照组）和
喷砂酸蚀表面钛片（实验组），把鉴定后的体外培养原代成骨细胞置两种钛片上制备成骨细胞膜片；通过电镜扫

描（ＳＥＭ）观察两组钛片上的成骨细胞形态及附着情况，采用ＣＣＫ－８法评估两组钛片表面对成骨细胞膜片生长
增殖的影响。结果：ＳＥＭ可见对照组钛片表面较光滑，成骨细胞附着后多单层均匀生长，基质连接处有断裂；实
验组钛片表面粗糙，形成大小不一，凹凸不平的“蜂窝状”多级微孔，细胞黏附后多层生长，基质连接紧密；ＣＣＫ－
８结果显示，两组膜片吸光度（ＯＤ）值随培养时间延长而增高，实验组各时间点ＯＤ值均高于对照组，除第１、３天
外，其它时间点ＯＤ值比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：喷砂酸蚀钛表面对成骨细胞膜片增殖促进作
用明显高于光滑钛表面。
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　　目前常规植牙已进入非常成熟的阶段，有较好
的远期疗效，但是，对于骨壁缺失或骨质吸收严重

的患者，牙槽骨的重建修复仍面临很多问题。自体

骨修补较大范围骨缺失时，易造成供区损伤及手术

并发症，增加感染的几率；而同种异体或异种骨可

能存在免疫排斥反应，成骨效果不如自体骨［１］；常

用的人工骨材料无骨诱导活性，难以塑形，对大面

积骨缺损修复效果不确定。因此，研发无免疫排斥

反应、成骨快及吸收较慢的骨替代材料，具有重要

的临床意义。在相关研究中，骨组织工程技术对于

解决骨重建、骨增量等问题有较好的应用前景［２］。

同时，如何提高种植体与骨结合的质与量也非常重

要。纯钛作为种植体的基底材料，与骨的结合质量

受多重因素影响，其中，钛表面改性是影响因素之

一。本研究将细胞膜片技术与钛表面改性相结合，

观察在不同钛表面的成骨细胞膜片的增殖变化情况。

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），ＣＣＫ８试剂盒（同仁化学，日本）；Ｓ３４００Ｎ
扫描电镜（日立，日本），ＥＬＸ８００ＵＶ酶标仪（Ｂｉｏ
Ｔｅｃｋ公司，美国）。
１２　方法
１２１　钛片的制备　定制 ＴＡ１工业纯钛片直径
１４５ｍｍ，厚度 １ｍｍ。ＴＡ１钛基底表面经 ８００＃、
１２００＃、２０００＃金相砂纸逐级打磨至光滑镜面，作为
光滑组（对照组）；ＴＡ１钛基底用直径４００μｍ棕刚
玉以４ｋｇ／ｃｍ２压力，倾斜４５°，工作距离１５ｃｍ作
喷砂处理，再放于 ６０℃水浴中，以 １０％ＨＣＬ和
６０％Ｈ２ＳＯ４混合液浸泡１ｈ，去离子水洗净，作为喷
砂酸蚀组（实验组）。

１２２　原代成骨细胞培养、鉴定　麻醉后处死新
生ＳＤ大鼠并取其颅盖骨剪碎，加入０２５％胰蛋白
酶于３７℃水浴消化２０ｍｉｎ后去上清，ＰＢＳ冲洗沉

淀后倒掉；再加Ⅰ型胶原酶于３７℃水浴中消化１５
ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ剧烈摇晃１次，收集上清，加入完
全培养基终止消化，重复该步骤３次；上清离心，收
集沉淀后重悬即得原代成骨细胞。每隔２ｄ换液１
次，细胞长满培养瓶底７５％ ～８５％后０２５％胰酶
消化，完全培养基终止消化，分装培养瓶进行传代，

传至第３代备用。原代提取或传代后采用差速贴
壁法纯化细胞。采用ＨＥ、茜素红及Ⅰ型胶原染色进
行细胞鉴定，按试剂盒说明书操作步骤进行染色。

１２３　膜片的制备　将不同表面钛片平放于２４
孔板中。取第３代成骨细胞以０５×１０９个／Ｌ密度
接种于各组钛片上，加入含 １６％胎牛血清（ＳＢＦ）
的完全培养基培养，隔天换液后加入５０ｍｇ／Ｌ抗坏
血酸。于细胞培养箱中连续培养数天，择期观察细

胞膜片形态。

１２４　电镜扫描　不同钛表面处理好后，喷金，电
镜扫描其形貌；在不同钛表面培养成骨细胞膜片

１４ｄ后，戊二醛固定，乙醇（５０％、７０％，８０％，
９０％）逐级脱水，每次１０ｍｉｎ，最后用１００％乙醇脱
水３次，每次１０ｍｉｎ，表面喷金，电镜下观察扫描膜
片生长情况。

１２５　成骨细胞膜片 ＣＣＫ８增殖检测 两组细胞
分别培养１、３、５、７、１０、１４ｄ，相应时间点前１天换
液１次，当天于 ９６孔板中每孔依次加入培养液
１００μＬ，ＣＣＫ８溶液１０μＬ，每组各设６个平行样
本，将９６孔培养板于培养箱中孵育１５０ｍｉｎ，用酶
标仪以４５０ｎｍ测定各孔吸光度（ＯＤ）值。以含有
成骨细胞或细胞膜片的培养基、ＣＣＫ８溶液、光滑
钛表面或喷砂酸蚀钛表面作为测定孔；含有光滑钛

表面或喷砂酸蚀钛表面的培养基、ＣＣＫ８溶液，不
含成骨细胞或细胞膜片作为标准孔；不含成骨细胞

或细胞膜片的培养基，不含两种钛表面，但含有

ＣＣＫ８溶液作为空白孔。不同钛表面细胞膜片最
终ＯＤ值＝测定孔 ＯＤ值 －标准孔 ＯＤ值 －空白
ＯＤ值。
１３　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１７０统计学软件进行数据分析。
实验数据采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较
时采用单因素方差分析，两两比较采用配对 ｔ检
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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
原代细胞培养第３天，镜下可见细胞多呈三角

样不规则形，细胞各自独立，相互几乎无基质连接，

偶见视野中有杂质混入（图１Ａ）；原代细胞培养第
７天，细胞基质增多，细胞间通过基质连接生长，细

胞多呈梭形或三角形（图１Ｂ）；细胞传代后第４天，
细胞形态较为一致，多呈短梭形，视野中几乎无杂

质混入（图１Ｃ）；第三代细胞培养第２天，可见少量
散在钙化灶，周围短梭形细胞旋涡状围绕生长，且

相互之间有基质连接，生长较密集（图 １Ｄ）。ＨＥ
染色阳性：见细胞核呈紫蓝色，胞质为淡紫色（图

２Ａ）。茜素红染色阳性：见红色灶状钙节结生长
（图２Ｂ）。Ⅰ型胶原染色阳性：细胞核呈深棕黄色，
细胞基质呈浅棕黄色（图２Ｃ）。

注：Ａ、Ｂ为原代细胞培养第３和７天（２００×），Ｃ为传代细胞培养第４天（１００×），Ｄ为第３代细胞培养第２天（２００×）

图１　原代及传代培养的成骨细胞
Ｆｉｇ．１　Ｏｒｉｇｉｎａｌａｎｄｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

注：Ａ为ＨＥ染色，Ｂ为茜素红染色，Ｃ为Ⅰ型胶原染色

图２　成骨细胞鉴定（２００×）
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ

２２　钛表面及成骨细胞膜片电镜扫描
光滑钛表面经机械抛光后呈相对“镜面”样表

面（图３Ａ），而经喷砂酸蚀的表面十分粗糙，呈“蜂
窝状”结构，可见凹凸不平、大小不一的一级或二

级孔（图３Ｂ）；细胞分别接种于两种钛表面培养第
１４天时，对照组表面大量细胞通过其基质较为有
序的相互连接，但多处连接有断裂，且生长趋于单

一层面，较为平整（图３Ｃ）；实验组表面覆盖多层细
胞及基质，层次较多，界限不清，且不均匀（图

３Ｄ）。
２３　成骨细胞膜片培养及观察

第１４天时，在钛表面上刮取细胞膜片，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４Ａ）；镜下观察可见，膜片中部
细胞紧密重叠生长，钙化节结有由边缘向中心蔓延

的趋势；边缘部细胞形态及界限不清，钙化明显

（如图４Ｂ）。
２４　成骨细胞膜片ＣＣＫ８增殖检测

结果显示，细胞接种后制膜第１天到第１４天，
ＯＤ值随培养时间的延长而升高，呈较为平缓的
“Ｓ”型，实验组曲线在第１～３天和第１０～１４天则
相对平缓，提示细胞增殖速率较缓慢，第５～１０天，
曲线陡峭，提示细胞增殖速率较快。组间比较，各

时间点实验组 ＯＤ值高于对照组，除第１、３天外，
其他时间点差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
图５。
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注：Ａ为光滑钛表面，Ｂ为喷砂酸蚀钛表面，Ｃ为对照组成骨细胞膜片，Ｄ为实验组成骨细胞膜片

图３　两种钛表面及其成骨细胞膜片（１０００×）
Ｆｉｇ．３　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｔｉｔａｎｉｕｍｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓ

注：Ａ为肉眼观，Ｂ为镜下观（１００×）

图４　成骨细胞膜片（第１４天）
Ｆｉｇ．４　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓ

图５　两种钛表面对成骨细胞膜片增殖的影响
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｔｉｔａｎｉｕｍｓｕｒｆａｃｅｏｎ

ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

３　讨论

细胞膜片技术作为一种新的组织重建方式，自

２０世纪９０年代由日学者Ｏｋａｎｏ等［３］首次提出后，

现已迅速发展，学者们已成功构建出多种细胞膜

片［４］，并在重建心肌组织、角膜及治疗糖尿病和食

道溃疡方面取得了深入进展［５－８］。细胞膜片具有

一定的机械性能及可塑形性，能修复较大面积骨缺

失［９］。Ｕｃｈｉｈａｒａ等［１０］通过实验，将成骨细胞膜片

包被经 Ｘ射线灭活的自体骨植入裸鼠骨折断裂
处，６０ｄ后骨折愈合。提示细胞膜片具有修复骨

缺损严重区域及促进成骨的能力。

本实验ＣＣＫ８检测结果，各时间点实验组 ＯＤ
值均高于对照组，除了第１天和第３天，其他时间
点差异均有统计学意义；且两组在第５天到第１０
天，增殖曲线上升陡峭，提示该时间段为膜片增殖

高峰期，这一时期实验组比对照组持续更长。该结

果可能与喷砂酸蚀处理获得粗糙的表面形成了多

级微孔，增加了材料表面积，利于细胞伪足的长入

和蛋白的吸附，使钛表面具有更高的表面吸附能力

有关［１１］。但是，周屹立等［１２］认为，一定范围内钛

表面粗糙度的增加并不能影响细胞早期的黏附率，

而表面形态和氧化膜结构才是影响细胞黏附增殖

的主要原因，这可能是钛表面处理参数的不同带来

的结论不一致。本实验结果中，ＣＣＫ８增殖趋势与
本课题组前期研究结果不同处理表面钛片上成骨

细胞膜片ＡＬＰ活性检测结果相匹配，前期毛久凤
等［１３］发现光滑钛表面组及喷砂酸蚀组１周形成的
成骨细胞膜片 ＡＬＰ含量较２周 ＡＬＰ含量高，提示
随着培养时间的延长，ＡＬＰ活性会有所降低，细胞
正处于早期分化向成熟阶段过渡；而在本实验

ＣＣＫ８增殖检测中，各组细胞在培养第１０天达到
增殖高峰后呈增殖速度减缓，提示成骨细胞正处于

逐渐的自分泌成膜和矿化阶段；结合电镜扫描结

果，成骨细胞能在喷砂酸蚀钛表面及光滑钛表面生

长、分泌外基质，两种钛表面材料均未对细胞产生

毒性致细胞凋亡等影响，只是不同的钛表面形貌，

使得成骨细胞呈不同的导向性生长，喷砂酸蚀组钛

表面呈大小不一，孔中有孔的“蜂窝状”钛表面，形

成膜片后细胞基质连续且丰富，向三维方向多层次

生长；而光滑钛表面呈相对“镜面”样表面，细胞呈

单层生长，且细胞基质纵向间多有不延续。ＣＣＫ８
检测在第１０天后细胞增殖率下调现象，这可能是
因为随着细胞增殖分化，在有限的培养空间微环境

中有较大的细胞密度所致单个细胞生长空间不足

和营养受限所致。
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综上所述，本研究中，与光滑钛表面相比，喷砂

后酸蚀钛表面对促进成骨细胞膜片增殖有着更显

著的作用，但有关的作用机制还有待进一步研究。
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