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人工关节置换技术已逐渐成熟，但骨缺损仍是

全膝关节置换中需要面对的重要难题。特别是在关

节翻修手术中，假体相对应的骨床侧极大的存在骨

缺损的可能性[1-2]。临床工作中，迫切需要有一种方
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【摘要】 目的 探讨 3D打印胶原/羟基磷灰石支架对骨髓间充质干细胞成骨分化的作用。方法

分离SPF级雄性SD大鼠骨髓间充质干细胞，实验分为：对照组、浸提组、诱导组及浸提诱导组，MTT法

检测对照组，浸提组的细胞增殖情况，对比分析各组细胞的碱性磷酸酶（ALP）活性，对各组细胞诱导培

养17天后进行茜素红染色，观察钙结节染色情况。结果 MTT结果显示，浸提组与对照组在不同时间

点的OD值比较，差异无统计学意义（P＞0.05），ALP 活性结果显示，不同时间点各组与对照组相比，差异

均有统计学意义（P＜0.05）；不同时间点浸提诱导组与浸提组相比，差异均有统计学意义（P＜0.05）；诱

导组在48 h及72 h与浸提组相比，差异均有统计学意义（P＜0.05）。茜素红染色结果显示，对照组细胞

无钙结节点，浸提组及诱导组镜下肉眼可明显观察到红色区域染色，镜下观察可见钙结节点，浸提诱导

组所产生的钙结节点的数量、大小以及染色的颜色深度均明显优于其他各组。结论 3D打印胶原/羟基磷

灰石支架具有生物相容性好，可促进BMSCs向成骨分化，对细胞毒性低等特点，适宜用作骨缺损的治疗。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of 3D printed collagen / hydroxyapatite scaffold on

osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. Methods Rat BMSCs were isolated from

rat bone marrow. Cell proliferation and differentiation were detected by MTT and ALP activity. After inducing

cell culture for 17 days, cells in each group were stained with alizarin red to observe the staining of calcium

nodules. Results The MTT results showed that there was no significant difference in OD between the extraction

group and the control group at different time point (P>0.05).ALPactivity results showed that the extraction group

had significant differences compared with the control group at different time point (P<0.05); the extraction

induction group had significant differences at different time point compared with the extraction group (P<0.05);

At 48 h and 72 h, the group had significant differences compared with the extraction group (P<0.05).Alizarin red

staining showed that the cells in the control group had no calcium knot nodes. The red area staining was clearly

observed under the microscope in the extraction group and the induction group, and the calcium knot nodes were

observed under the microscope. The number, size and color depth of the knot nodes were significantly better than

those of the other groups. Conclusion The scaffold has good biocompatibility, can promote the differentiation

of BMSCs to osteogenesis, and has low cytotoxicity. It is suitable for the treatment of bone defect.
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法，使骨缺损的治疗能够实现形状匹配度高、生物力

学性能好、有利于骨长入等特点。目前主要的修复

方法包括自体骨移植[3]、同种异体骨或混合植骨[4-5]、

人工合成替代品[6]、及金属衬垫块[7]等方式来修复骨

缺损，这些方法都有自身的局限性，特别是在形状方

面存在不匹配的问题，难以满足临床上修复骨缺损

的个性化需要。生物复合材料是最具发展前景的骨

替代品，它包含骨原细胞、骨诱导生长因子以及合成

的骨传导等特性[8-9]。复合合成材料提供了一条把成

骨的 3个基本因素结合为一体的途径，并且克服了

自体骨的缺点。3D打印技术可以依据影像学数据，

等比复原所需形状，制备的支架材料具有良好的可

控性，既能根据需要生产出不规则、定制化的支架外

形，又可精确控制支架的孔径大小及孔径连通率[10-11]。

本文利用3D打印技术打印胶原/羟基磷灰石生物复

合材料，并对复合材料的成骨作用进行探讨，以期为

临床提供有效的骨缺损替代骨组织模块，达到更加

理想的手术效果，为关节假体提供良好的稳定基础，

增加假体的使用寿命，降低再次翻修手术的可能性，

使患者受益。

材料与方法

一、实验材料

取 3 只 4 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠，体重 90～

120 g，由中国医科大学实验动物中心提供。3D打

印胶原/羟基磷灰石支架，由第四军医大学西京医院

提供。BI胎牛血清；BCA蛋白浓度测定试剂盒（北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）；MTT细胞增

殖检测试剂盒（北京鼎国昌盛生物技术有限公司）；

碱性磷酸酶测试盒说明书（南京建成生物工程研究

所）；茜素红染色液（上海源叶生物科技有限公司）。

二、原代骨髓间充质干细胞（ bone marrow mes-

enchymal stem cells，BMSCs）的分离培养及分组

取4周龄SPF级SD大鼠双侧股骨及胫骨，剪去

两端骨骺，用 5 ml无菌注射器吸取DMEM培养基，

冲洗髓腔，收集冲洗液，制成细胞悬液。接种于培养

瓶中，置于37℃、5% CO2培养箱中培养，2天后半量

更换培养液，细胞生长达90%融合后，按1∶2比例传

代，继续扩大培养。实验分为：对照组：用 10%胎牛

血清的DMEM培养三代BMSCs；浸提组：将胶原/羟

基磷灰石支架置入 10%胎牛血清的DMEM中 24 h

浸泡制备浸提液（支架按 1 mg∶5 ml的比例浸泡），

诱导组（配置终浓度包含 10 nM β-甘油磷酸二钠，

100 nM地塞米松，50 mg/ml Vit C的 10%胎牛血清

的DMEM作为诱导液，培养三代BMSCs）及浸提诱

导组（配置终浓度包含10 nM β-甘油磷酸二钠，100 nM

地塞米松，50 mg/ml VitC的浸提液，培养三代BMSCs）。

三、MTT法检测胶原/羟基磷灰石支架对细胞

增殖的影响

将传至三代的BMSCs用浸提液培养24 h，观察

细胞形态。将细胞接种于96孔板，每组设8个复孔，

每孔加入浓度为 30 cells/μl 的 BMSCs100 μl，MTT

法检测吸光度值。对照组及浸提组于培养24 h、48 h、

72 h、96 h后加入 50 μl MTT，37℃下培养 4 h后，每

孔加入150 μl DMSO，摇匀，570 nm处测定吸光度。

四、BMSCs与胶原/羟基磷灰石支架材料体外

共培养

将培养至第 3代的BMSCs消化后制成细胞悬

液，细胞浓度为106/m，吸取1 ml滴到胶原/羟基磷灰

石支架上，37℃，5%CO2饱和湿度培养2 h后翻转材

料滴加1 ml细胞悬液，相同条件培养2 h后加F12培

养基（含10% FBS）浸没材料，放入培养箱中培养。

五、ALP活性测定

分别在培养 24、48、72、96、120 h后取 4组细胞

的裂解液，于 520 nm波长处测定 OD 值，计算碱性

磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性。

六、钙结节染色

诱导培养 17天后行茜素红染色，Hanks液清洗

两次，95%乙醇固定30 s，蒸馏水冲洗3次，0.1%茜素

红（50 mMTris-Hcl，PH8.3）37℃，30 min，蒸馏水冲

洗，干燥，封片，拍照。

七、统计分析

采用SPSS 22.0（IBM，美国）软件对所得数据进

行统计分析，计量资料采用Kolmogorov-Smirnov检

验是否符合正态分布，符合正态分布的MTT及ALP

采用重复测量的方差分析检验，以 x̄ ±s表示，检验水

准α值取双侧0.05。

结 果

一、MTT法检测胶原/羟基磷灰石支架对增殖

的影响

不同时间点各组 BMSCs 中的 MTT 结果显示

（见表 1），两组之间OD值比较差异无统计学意义

（P＞0.05），且两组细胞均长势良好，细胞形态均一，
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呈现梭形，漩涡状生长，两组细胞形态无明显差别

（见图1～2）。

二、ALP活力测定

检测不同时间点各组 BMSCs中ALP活性结果

显示，不同时间点各组与对照组相比，差异均有统计

学意义（P＜0.05）；不同时间点浸提诱导组与浸提组

相比，差异均有统计学意义（P＜0.05）；诱导组在48 h

及 72 h 较浸提组相比，差异均有统计学意义（P＜

0.05），见表2。

三、钙结节染色

各组细胞培养 19天后，经茜素红染色，结果显

示对照组细胞汇合处呈现多层重叠生长，镜下观察

无钙结节点，浸提组及诱导组镜下肉眼可明显观察

到红色区域染色，镜下观察可见钙结节点，浸提诱导

组所产生的钙结节点的数量、大小以及染色的颜色

深度均明显优于其他各组（见图3～6）。

讨 论

一、骨缺损的治疗方法

3D打印技术与组织工程化骨技术的结合，是利

用影像学数据，等比复原打印支架，可根据需要打印

出不规则、定制化的支架外形，具有良好的可控性，

精确控制支架的孔径大小及孔径连通率，达到取材

简便、损伤小、形状匹配度高、生物力学性能好、有利

于骨长入的治疗要求[12]。本文意在利用 3D打印技

术结合具有较好的生物相容性及机械性能的胶原/

羟基磷灰石仿生活性骨支架材料制备的骨组织再生

复合支架，对复合材料的成骨作用进行探讨，为伴有

骨缺损的人工关节置换的临床治疗提供实验依据。

表1 不同时间点两组BMSCs中的MTT结果（OD，x̄ ±s，每组复孔数=8）

组别

对照组

浸提组

F值

P值

注：BMSCs为骨髓间充质干细胞

24 h

0.681±0.017

0.676±0.018

0.332

0.574

48 h

0.942±0.034

0. 921±0.028

1.670

0.217

72 h

1.436±0.043

1.428±0.035

0.223

0.644

96 h

1.514±0.039

1.506±0.041

0.121

0.733

F值

1060.99

1244.957

P值

＜0.01

＜0.01

表2 不同时间点各组BMSCs中ALP 活性结果（U/g，x̄ ±s，每组复孔数=8）

组别

对照组

浸提组

诱导组

浸提诱导组

F值

P值

注：“a”表示与对照组相比，P＜0.05；“b”表示与浸提组相比，P＜0.05，BMSCs为骨髓间充质干细胞

24 h

10.42±0.36

14.71±1.79a

16.42±1.62a

17.37±2.06ab

31.537

＜0.01

48 h

12. 54±0.58

18.38±1.83a

23.16±1.93ab

25.83±2.12ab

92.369

＜0.01

72 h

12.13±0.61

17.25±1.63a

20.85±1.95ab

20.44±1.86ab

52.753

＜0.01

96 h

11.73±0.54

15.912±1.58a

17.96±2.04a

18.46±2.06a

26.818

＜0.01

F值

23.685

7.035

20.133

28.085

P值

＜0.01

0.001

＜0.01

＜0.01

图1 对照组的骨髓间充质干细胞 图2 浸提组的骨髓间充质干细胞

① ②
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这种等比复原的支架材料使不规则的轮廓变得平

整，为其临床应用于关节置换术中骨缺损的填充提

供了可靠实验基础。

在过去的30年中，已有各种各样的生物材料作

为细胞生长的理想支架[13-17]，包括永久性、可生物降

解的、天然存在的或合成的生物材料。这些生物材

料都必须具有良好的生物相容性、骨诱导性、骨传导

性、整合性、多孔性，以及与天然骨的机械相容性，以

实现其在骨组织工程中的理想作用[18]。成骨诱导是

指诱导成骨祖细胞增殖和分化，以表达成骨表型的

生物刺激。羟基磷灰石，一种天然的骨矿物质，不可

吸收，很容易掺入骨中，具有骨传导性，但不能诱导

骨[19]。胶原是构成骨组织的重要成分，具有抗原性

小，有利于干细胞的黏附、分化、增殖，生物相容性好

等特点，但单一胶原支架具有机械性能差、降解速率

高的缺点[20]。本文将羟基磷灰石与胶原相混合，提

高了材料的性能，保留了羟基磷灰石骨传导性及力

学性能，同时又有利于干细胞的增殖分化。

二、3D打印组织工程骨的研究进展

本课题组前期通过 3D打印技术在膝关节置换

术中应用3D打印个性化导航模板，可更好的恢复患

者下肢力线，增加关节活动度，提高手术的精确度[21]。

但在术者行膝关节置换术时，经常会遇到严重骨缺

损的情况，传统的胫骨平台严重骨缺损通常采用垫

块、骨块及打桩的方式进行修复[22-23]。这些方法都有

自身的局限性，特别是在形状方面存在不匹配的问

题，难以满足临床上修复骨缺损的个性化需要。本

课题中的胶原/羟基磷灰石仿生活性骨支架材料复

合BMSC，为骨再生提供了一个便利的环境，以期能

够开发具有较好的生物相容性及机械性能的胶原/

羟基磷灰石仿生活性骨支架材料，结合3D打印技术

制作骨组织再生的复合支架，为伴有骨缺损的人工

关节置换的临床治疗提供实验依据。

文献表明，将羟基磷灰石与胶原相结合，可使二

者的生物相容性、骨诱导性、机械性能、骨传导性和

生物降解性有所改善，从而促进干细胞的成骨分化[24]。

Dewey等[25]制作了多尺度胶原/羟基磷灰石/聚乳酸

复合材料，发现该材料在缺乏成骨诱导的情况下依

然可以促使脂肪来源的干细胞向成骨细胞分化。本

文通过对 3D 打印的胶原/羟基磷灰石支架与 BM-

SCs构成复合物的研究，探讨其在体外维持成骨分

化的作用，实验发现，BMSCs在支架上长势良好，支

架浸提液对细胞增殖没有影响。浸提组及诱导组细

胞的茜素红强度增加，ALP酶活性提高，表明细胞

内有钙盐沉积，BMSCs向成骨细胞转化增加，浸提

液与诱导液相同，具有诱导BMSCs向成骨细胞转化

的作用，有利于骨组织的形成。

三、本研究的不足及展望

本实验中所采用的支架在前期研究中已证实具

有良好的生物学特性，本文对细胞与材料的生物相

容性、干细胞成骨分化性能、材料对细胞的毒性等进

行了研究，表明该支架具有生物相容性好，可促进

BMSCs向成骨分化，对细胞毒性低等特点。另外，

由于本文只进行了体外实验，研究尚不全面，本课题

组将对支架在骨缺损动物模型中植入后的骨再生能

力作出进一步研究。期待能够最终应用于临床，在

关节置换手术中有效的进行骨缺损修复，达到更加

理想的手术效果，并且为关节假体提供良好的稳定

基础，增加假体的使用寿命，降低再次翻修手术的可

能性，使患者受益。
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