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［摘　要］目的：研究成骨细胞膜片在钛表面的生长情况。方法：将体外培养鉴定的的大鼠成骨细胞接种在
纯钛表面，构建大鼠成骨细胞膜片，连续培养１、２、３周，分别于第１、２、３周末收集成骨细胞膜片，倒置显微镜下
观察细胞膜片的组成，光镜测量各时间点细胞膜片的厚度。结果：原代培养细胞符合成骨细胞形态学特征；第

２、３周末细胞膜片厚度较第１周末细胞膜片厚度明显增加（Ｐ＜００５）；与第３周末细胞膜片相比，第２周末细胞
膜片厚度增加最明显，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：钛表面构建的成骨细胞膜片拥有良好的增殖生
长活性。
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　　由于外伤、牙周疾病等因素导致的种植术区牙
槽骨骨缺损，给缺牙区的种植修复带来了困难且修

复失败率高。基于组织工程方法促进骨组织再生、

恢复其结构与功能已引起人们广泛的关注。传统

的组织工程方法利用细胞与支架的直接复合，出现

细胞活性差、细胞利用率低等缺点。随着组织工程
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无支架细胞膜片技术（ｃｅｌｌｓｈｅｅｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＳＴ）
的不断发展，利用细胞与细胞外基质聚合物再生组

织的方法，一定程度上有效的解决了细胞流失的问

题。该技术已成功应用于构建皮肤、角膜、牙周膜

等多种组织［１－４］。钛作为可供选择的植入材料，与

宿主骨之间具有良好的生物相容性，但其生物惰性

使钛与宿主骨之间短时间内难以形成很好的骨整

合，构建具有成骨活性的细胞膜片，对植体周围快

速成骨、缩短骨愈合时间具有重要的临床指导意

义［５］。目前尚未见有关钛表面构建细胞膜片的报

道。本实验旨在钛表面构建大鼠成骨细胞膜片，从

形态学、组织学观察不同时间段细胞膜片的厚度，

初步评估其在钛表面的生物学变化。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
ＤＭＥＭ高糖培养基及胰蛋白酶购自美国 Ｈｙ

Ｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自浙江杭州四季青公司，Ⅰ
型胶原酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，抗坏血酸购自美国
ＳｏｌａｒｂｉｏＳｉｇｍａＵｌｔｒａ公司，超净工作台、恒温培养
箱、离心机及倒置相差显微镜及照相系统购自美国

ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ公司，钛片由陕西省西安泰金工业
电化学技术有限公司生产，ＳＤ大鼠乳鼠购自贵州
医科大学实验动物中心。

１．２　方法
１．２．１　大鼠成骨细胞的培养及鉴定　新生２４ｈ
内ＳＤ大鼠乳鼠于无菌超净台内剥离颅骨，预冷的
ＰＢＳ液洗 ３次后，刮净骨膜结缔组织，剪碎骨片。
加入胰蛋白酶（含０２５％ ＥＤＴＡ）消化约１５ｍｉｎ，
弃消化液；０１％Ⅰ型胶原酶２ｍＬ，于３７℃消化
２０ｍｉｎ，重复消化３次，收集消化液，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃上清；沉淀制成细胞悬液，差数贴壁法
纯化，用含有１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ的高糖培养
基培养，每２～３ｄ更换培养液１次。细胞融合单
层铺满瓶底约８０％ ～９０％进行传代培养，传至 ３
代。从形态学、碱性磷酸酶染色、茜苏红染色对细

胞进行鉴定。

１２２　钛片的准备　准备厚约１ｍｍ，直径３５ｃｍ
的２级纯钛片，以不同粗糙度的金相砂纸打磨表
面、抛光后呈镜面，丙酮超声清洗１８０ｍｉｎ，之后依
次使用７５％酒精、去离子水清洗１５ｍｉｎ，置于空气
中自然干燥，实验前高压灭菌。

１２３　构建大鼠成骨细胞膜片　第３代成骨细胞

以２×１０６个／孔的细胞密度接种于６孔细胞培养
板内钛表面，用 ＤＭＥＭ高糖培养基（含 １５％胎牛
血清、５０ｍｇ／Ｌ抗坏血酸及１００Ｕ／ｍＬ青霉素 －链
霉素）连续培养３周，培养基每２ｄ更换１次。
１３　观察指标

分别于细胞膜片培养的第１、２、３周末时，用细
胞刮将其小心的分离钛表面，置于 ＰＢＳ里倒置相
差显微镜下观察；然后置于４％的多聚甲醛中固
定、脱水、石蜡包埋、连续切片，进行ＨＥ染色，光镜
下观察细胞膜片的形态及组成。用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
图像分析软件（２００倍视野，图像尺寸１２８０×１０２４）
采集各时间点细胞膜片的组织学切片图像，同样像

素和视野下设置标尺，随机选取５个点，根据标尺
测量其厚度并取平均值，此值为膜片的厚度。

１４　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析。所有

数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差
分析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　大鼠成骨细胞形态
原代培养的细胞呈圆形类圆形，５ｈ后有部分

细胞贴壁，贴壁细胞呈梭形、星形。第７～８天时后
有细胞集落生长，融合成片，细胞铺满瓶底即可传

代。碱性磷酸酶染色检测阳性，符合成骨细胞的生

物学特性。连续培养２１ｄ，茜苏红染色出现钙结
节。见图１。
２２　大鼠成骨细胞膜片

细胞膜片培养第１、２及３周末均可观察到钛
表面形成薄层乳白色膜状物，利用细胞刮可将成骨

细胞膜片从钛表面分离（图 ２Ａ），膜片有一定韧
性，可收缩成团，具有一定的操作性。将膜片置于

倒置显微镜下观察膜片层由细胞和细胞外基质形

成，细胞间连接紧密（图２Ｂ）。
２３　成骨细胞膜片厚度

细胞膜片厚度测量结果（如图 ３），第 １周末
（１３３３６１±０４５５５１）μｍ，第２周末（２７７５９５±
０４４４８８）μｍ，第３周末（３４７６８２±０３９９７８）μｍ，
第２周末和第３周末的膜片厚度逐渐增加，差异具
有统计学意义（Ｐ＜００５）。提示通过在纯钛表面
高密度接种的成骨细胞，用含有抗坏血酸的培养基

连续培养，可形成膜片层结构，且随时间的增加膜

片厚度增加，其中第２周膜片厚度增加最明显。
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注：Ａ为原代成骨细胞，Ｂ为ＨＥ染色，Ｃ为碱性磷酸酶染色，Ｄ为茜苏红染色

图１　大鼠成骨细胞形态（１００×）
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｏｆｒａｔｓ

注：Ａ为大体观，Ｂ为镜下观

图２　大鼠成骨细胞膜片（１００×）
Ｆｉｇ．２　Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓｏｆｒａｔｓ

注：Ａ（２００×）和Ｂ（４００×）为培养第１周末膜片，Ｃ（２００×）和Ｄ（４００×）为培养
第２周末膜片，Ｅ（２００×）和Ｆ（４００×）为培养第３周末膜片

图３　培养不同时间的成骨细胞膜片（ＨＥ）
Ｆｉｇ．３　Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｈｅｅｔｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

３　讨论

相较于传统的组织工程方法，ＣＳＴ作为一种新
型的组织再生技术，具有细胞利用率高、无组织排

斥反应等优点，细胞膜片结构保留了一些重要的细

胞表面蛋白如细胞生长因子受体、细胞－细胞连接
蛋白等可通过温度反应培养皿法、物理刮取法等方

法获得完整的膜片结构，由于膜片结构保留了细胞

与细胞、细胞与细胞外基质间连接，它可同一时间

将大量细胞移植到受体区，移植细胞活性和生理功

能及结构的完整性受到保护［６］。本研究采用 ＣＳＴ
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的方法，利用成骨细胞在钛表面构建了大鼠成骨细

胞膜片，研究发现，利用抗坏血酸成骨诱导后的成

骨细胞在钛表面培养５～７ｄ，即能形成薄层膜状
物，膜片内细胞随机排列并重叠生长，细胞间充满

细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），膜片结构
能很好的黏附于钛表面，并且可以在钛表面维持至

少２～３周。钛材料与周围环境的整合过程需要细
胞的粘附、增殖、分化等行为。成骨细胞增殖、分化

的前提是细胞的黏附。不同于其它金属，金属钛表

面可以对一些大分子物质的吸附来调节细胞的生

物学行为。有研究提示采用ＥＣＭ蛋白处理的钛表
面促进了成骨细胞的增殖、分化［７］。ＥＣＭ蛋白的
存在影响细胞的黏附能力，钛表面大量细胞与细胞

外基质间的反应对调节细胞内信号通路、细胞的黏

附、增殖很重要［８－１０］。本实验前期已对体外构建

的成骨细胞膜片有一定研究，其主要成分是细胞及

细胞自分泌的细胞外基质蛋白，现对成骨细胞膜片

在钛表面的生物学变化评估提示，丰富的 ＥＣＭ蛋
白可以增强膜片结构在钛表面的黏附能力，ＥＣＭ
作为细胞自身的细胞外支架有利于维持细胞的稳

定、促进细胞间的连接，便于细胞间信息的沟通。

细胞膜片通过ＥＣＭ的黏附与周围环境相互作用影
响细胞的功能。本实验通过测量钛片上细胞膜片

的厚度结果显示，借助细胞刮将膜片与钛表面分

离，组织学对其厚度分析，诱导过程中随着时间的

延长，膜片厚度增加，其中第２周末和第３周末较
第１周末厚度明显增加，提示通过在纯钛表面高密
度接种的成骨细胞，用含有抗坏血酸的培养基连续

培养，可形成膜片层结构，且随时间的增加膜片厚

度增加；与第３周末比较，第２周末膜片厚度增加
最明显，细胞膜片在钛表面培养２周，增殖能力降
低，有可能膜片内细胞开始进入分化阶段。提示在

钛表面构建的成骨细胞膜片能很好的与钛表面形

成接触，并且在表面生长增殖，这可能与细胞的发

育需要生长因子和细胞因子等细胞信号分子的激

发完成，而这些信号分子能够募集细胞，诱导细胞

的增殖、分化［１１］。综上，本研究应用细胞和细胞外

基质膜片技术在钛表面构建的由多层细胞聚集形

成的细胞膜片模拟了体内骨基质的形成过程。在

钛表面，成骨细胞膜片仍然存在细胞增殖活性。
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