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摘!要! 微纳米生物活性玻璃因其具有特殊的形态结构和理化性能目前引起众多研究者的关注# 但是目前对微纳米生物活性

玻璃的结构及形态对细胞性能的影响研究的较少% 本文通过溶胶 9凝胶法结合模板仿生技术合成了具有特殊结构和形态的微

纳米生物活性玻璃# 并通过体外细胞实验# 研究了这种微纳米结构对人骨髓间充质干细胞成骨性能!(-̀# +78 %̂# /34#C# 和

F̀ 1$的影响# 结果证明具有规则形态的生物活性玻璃!.SM$相比不规则形态的生物活性玻璃!,SM$更能促进细胞的体外成骨

性能# 为将来设计具有特定结构的生物活性玻璃提供了参考依据%

关键词! 微纳米生物玻璃' 溶胶9凝胶技术' 碱性磷酸酶' 成骨基因
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!前!言

由美国佛罗里达大学 -CBBQ-50I8TU 教授于 %& 世

纪 >& 年代初研制的生物活性玻璃!SE3\(TDEVIM4C;;$是

无机类生物活性材料的一个重要组成部分 )#*

% 其与之

前的生物材料的最大的区别# 是可以与骨组织形成键

合% 由于其具有良好的生物活性# 能够与骨形成牢固

的化学结合# 一问世便引起国际生物材料学界的高度

关注% 经过 #& 多年的研究# 在 #:=< 获得 LZ(批准进

入临床 )%*

# 并引发了生物活性玻璃研究的热潮% 目

前# 对生物玻璃的结构& 理化及生物学性能研究仍在

不断深入# 特别是近年来# 在生物玻璃的细胞学研究

方面取得一些突破性进展# 证明生物玻璃具有一定的

细胞和基因激活作用# 这对于骨组织的再生修复是一
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个关键因素 )" 9<*

% 溶胶 9凝胶法是一种新兴的技术#

在 %& 世纪 :& 年代才被引用到生物玻璃的制备过程中

来 )$*

% 由于溶胶 9凝胶技术室温可控# 后续的热处理

温度在 $&& d>&& c# 在工艺上易于操作% 并且# 制

备的生物玻璃具有多孔结构& 密度小& 比表面积高#

生物活性高# 在保持生物活性的前提下# 其化学组成

可在较大范围内进行调整# 是一种非常有前途的制备

方法% 进入 %# 世纪后# 随着纳米时代的到来# 为了

进一步改善生物活性材料的组织修复特性# 近年来对

生物活性材料的纳米化# 引起国内外生物医学材料学

界的广泛重视% 但由于微纳米生物玻璃与传统的生物

玻璃 ?<.< 和溶胶 9凝胶生物玻璃 <=.& >>.和 >&."&/

等# 在形态上存在很大的区别# 因此# 单纯从生物玻

璃溶出离子角度很难评价微纳米生物活性玻璃的形态

对细胞学行为的影响%

本文采用溶胶 9凝胶技术结合有机模板法# 制备了

一种具有规则形态的微纳米生物活性玻璃# 并通过体外

实验研究了这种形态的生物活性玻璃对细胞行为的影响#

考察了其对成骨基因表达的影响%

"

!材料与方法

"

5

!

!生物玻璃的制备与表征

以生物活性良好的化学组分为 $&e .EF

%

# "$e

/CF# ?e %̀F

<

!摩尔百分数$的溶胶 9凝胶生物玻璃

!<=.$为研究对象% 制备微球颗粒形态的 $&. 生物玻

璃工艺过程主要分为以下几步" 将一定量的柠檬酸

!/($溶解于无水乙醇的水溶液中# 磁力搅拌 #& XE8#

形成溶液 (' 将一定量的前驱体原料正硅酸乙脂

!)*F.$ & 磷酸三乙脂!)*̀ $ & 四水硝酸钙按顺序加至

溶液 (中# 形成溶胶 S' 将一定量的聚乙二醇! *̀M\

$&&&# *̀M\#&&&&$加入到溶胶 S中并继续搅拌 ? U#

以使生物玻璃的前驱体充分水解以及 *̀M分子的成形

组装' 将充分水解的溶胶 S装入密封的 <& X4塑料离

心管中# 于$& c水热老化 %? U' 将塑料管中的湿凝胶

取出于 $& c干燥%? U' 将烘干好的干凝胶研磨后# 置

入高温炉中以#& c[XE8升至 $&& c热处理 % U# 研磨

无需过筛即可得到分散良好的生物活性玻璃微球

颗粒%

样品的微纳米结构形貌采用日本6.'$""&L高分辨场

发射扫描电镜进行观察%

"

5

"

!人骨髓间充质干细胞的分离

人骨髓间充质干细胞!0'./;$取自非造血系统& 非

遗传性疾病且未累及骨髓的正常成人骨髓# 将原代细胞

置于低糖培养基!-\Z'*'# M,S/F$中# 在 "> c& 体积

分数 <e的/F

%

及饱和湿度条件下培养% 细胞贴壁并汇

合成单层后# 按 #g" 传代进行扩增% 传至第 " 代# 消化

离心以 # h#&

< 个[TX

% 密度# 分别在成骨诱导液&

-\Z'*'中# 将两种生物玻璃与细胞共培养# 考察其成

骨性能%

"

5

#

!检测项目与方法

%5"5#!碱性磷酸梅"(-̀$活性检测

蛋白提取!细胞和生物玻璃在 $孔板中培养 $# #& Y

时# 用冰冷的 S̀.洗两次# 加入 "&&

$

4(-̀ 裂解液# 转

移到 *̀ 管中# 冰上裂解数分钟% 用超声细胞破碎机超声

裂解% 然后转移到冰冻离心机中# #" &&& BAX离心 %

XE8# 将上清液分装# 9=& c冰冻保存%

碱性磷酸酶"<=>#测定!将 %&&

$

4浓度 < XX34[-的

对硝基苯酚! A\1EDB3AUI834# S,FS(.,/,1/$加入到 #5<

X4的 *̀ 管中# 再将解冻的样品吸取 %&

$

4加入# "> c

水浴 #< XE8% 再加入 &5< X4浓度 &5# X34[-的1CF0终止

反应# 用酶标仪读取 ?#& 8X处的读数%

!?<测定总蛋白!按照S/(试剂盒!S/()' B̀3DIE8

(;;CQNED# )UIBX3$的说明# 吸取每一份待测液 %<

$

4注

入 :$孔板中# 加 %&&

$

4的 S/(工作液到每一个孔中#

在摇床上摇晃 "& ;使液体充分的混匀# 再盖上孔板 "> c

孵化 "& XE8% 结束后将孔板取出# 冷却至室温# 用酶标

仪测量 <$% 8X处的吸光度%

碱性磷酸酶!(-̀$活性等于 (-̀ 测定的观测值与总

蛋白测定的观测值之比%

%5"5%!成骨基因检测

@.<的提取!将与材料复合培养 < Y 的细胞抽提

+1(% 每孔加入 # X4)BE_34!,8VEDB3PI8# /CB4;KCY# /(#

J.($反复吹打# 按照说明书上的步骤抽提+1(# 将干燥

后的 +1(溶于 %&

$

4的 Z*̀/水中# 在 1C83ZB3A%&&&

!)UIBX3.TEI8DERET$ 上检测 +1(浓度# 并立即进行逆

转录%

@.<的逆转录!取 <&& 8P总 +(1# 采用 LIBXI8DC;

-ERI.TEI8TI;公司的逆转录试剂盒# 在 /̀+仪!)/\?#%#

)*/01*公司$上进行逆转录# 逆转录完成后# TZ1(立

即进行+IC4\DEXÌ /+!i+)\̀/+$%

@*'$9+"3*>?@"A@19>?@#检测!采用)CNC+C公司

的 .OS+ B̀IXÊ*G)Ci 在实时定量 /̀+仪 !/UB3X3?#

S,F\+(Z公司$上进行 +IC4\DEXI /̀+! i+)\̀/+$检测#

引物序列见表 #%

=
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表 #!成骨相关基因引物序列

.&"/)#!0%12)%#)34)5')# ,6',%%)/&$17)8)5)# 6,%,#$),8)5

MI8I B̀EXIB

M(̀Z0 (M(((((//)M//((()()M()M(/

!1'j&&%&?$$ )MMM)M)/M/)M))M((M)/

+78 %̂ (M((MM/(/(M(/(M((M/))M(

!1'j&&#&#<&<#5"$ (MM(()M/M///)((()/(/)

F̀1 M/M(MM(M))M(()MM)M

!1'j&#"%%>5%$ /))M)MM/)M)MMM)))/

/F-#(#C# /(M//M/))/(//)(/(M/

!1'j&&&&==$ ))))M)())/(()/(/)M)/))M//

"

5

$

!数据统计分析

采用 . .̀. 2IB;E38 #=5& 对实验结果进行统计分析#

!!

其中组间比较采用 F8I\aCQ(1F2(法分析# 方差齐时

采用 .\1\N法分析统计显著性水平为2k&5&<%

#

!结果与分析

#

5

!

!生物活性玻璃微球制备技术对微球形貌的影响

实验前期研究了酸催化溶胶 9凝胶技术结合 *̀M作

模板剂制备微纳米生物活性玻璃的过程中# *̀M分子量

对微纳米生物活性玻璃的形貌和尺寸的影响)>*

% 研究发

现# *̀M$&&& 制备得到直径为 <

$

X左右的规则的微米

球# 球体表面有明显的微纳米裂纹!.SM# 图 #C# K$' 当

使用 *̀M#&&&&制备时# 合成了不规则的纳米生物活性

玻璃颗粒# 尺寸在 >& d%&& 8X之间# 颗粒之间有轻微团

聚!,SM# 图 #T# Y$%

图 #!生物活性玻璃微球的 .*'照片" ! C# K $ .SM# ! T# Y $ ,SM

LEP5#!.*'XETB3PBCAU;3RKE3CTDEVIP4C;;I;" ! C# K $ .SMC8Y ! T# Y $ ,SM

#

5

"

!

,-,

和
.-,

生物活性玻璃微球对
/0,1+

成骨性

能影响的比较

!!碱性磷酸酶!(-̀$在成骨诱导初期由成骨细胞分泌#

是骨前体细胞成骨分化的标志之一)=*

# 常用碱性磷酸酶

活性来定量表达骨髓间充质干细胞成骨分化的水平% 从

图 %可以看出# $ Y和 #& Y时成骨诱导下 .SM和 ,SM的

(-̀ 的表达水平比对照组都要高# 且具有显著性统计学

差异!2k&5&&#$# 成骨诱导环境中 .SM的(-̀ 表达均值

在 $ Y和 #& Y时比,SM组要高# 但是不具有统计学差异%

在非成骨诱导环境下# .SM在 #& Y 时 (-̀ 表达水平比

,SM高% 因此# .SM显示出比 ,SM更好的 (-̀ 表达的

情况%

#

5

#

!成骨基因表达

%

型胶原!/F-#C#$由骨细胞生产的骨基质中的主要

有机成分): 9#%*

' 骨桥蛋白! F̀1$是骨细胞通过它们的

"

2

#

"整合素锚钉到矿化的骨表面): 9#&##"*

' 成骨特异性转

录因子!+78 %̂$是骨生成的+主导基因,# 敲除 +78 %̂ 的

老鼠不能成骨!只形成软骨的骨架# 但是缺乏矿化的组

织$

):##? 9#<*

%

实验通过实时定量 /̀+!i+)\̀/+$的方法# 测定相

关成骨基因表达# 同样通过持家基因 M(̀Z0对相关基

因进行均一化# 图 " 是诱导培养 < Y 后# 0'./;在 ? 种

生物活性玻璃上相关成骨基因表达的情况% 0'./;分别

在成骨诱导液和普通完全培养液的培养条件下# +78 %̂&

:
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图 %!0'./;在两种生物玻璃微球诱导培养 $ Y和 #& Y后(-̀

表达的情况

LEP5%!(4]C4E8IAU3;AUCDC;I!(-̀$ CTDEVEDQ3R0'./. ;IIYIY R3B

$ Y C8Y #& Y

F̀1和/F-#C# 这 " 个与成骨相关的基因的表达量# 成

骨诱导组要明显高于对照组的% 两种生物玻璃的成骨诱

导组和成骨对照组# +78 %̂ 这个促使积极分裂的成骨前

体细胞转向分化的相关基因已经高表达# 而且成骨诱导

组高于对照组# 表明两种生物玻璃在外环境下培养 < Y#

0'./;在两种培养条件下# 特别是在成骨诱导的条件

下# 生物玻璃上的细胞已经从 M# 期走向 M& 期# 退出了

细胞周期# 从有丝分裂转向细胞分化# 并通过激活骨细

胞表型基因# 促进成骨细胞分化和成熟% 其中在成骨诱

导环境下# .SM组明显高于,SM组%

从图 " 可以看出# 诱导组的 F̀ 1和 /F-#C# 与骨细

胞外基质合成相关的基因表达量都发生上调# 并且明显

可见# 诱导组的上调量高于对照组的% 其中# 在诱导环

境下 .SM组的基因表达量又明显高于,SM# 尤其是 F̀ 1

表达差异具有显著性统计学差异!2k&5&&#$% 从基因

的相对表达量可见# 与 ,型胶原合成相关的 /F-#C# 基

因作为细胞分化早期的标志物# 其相对于其他基因有较

高的表达量# 标志着,型胶原这种骨组织的主要细胞外

基质逐步走向成熟% 此外# 其大量的合成和分泌还会为

组织的矿化& 钙结节的形成提供基底# 并对成骨细胞表

型的分化起到加速的作用% 可见# .SM在成骨诱导的条

件下# 已经相对于其他实验组和对照组# 更早的进入了

这种时期%

图 "!0'./;诱导培养 < Y后# 成骨基因的表达

LEP5"!MI8IÎABI;;E38 4IVI4;3R3;DI3PI8ETXCB]IB;R3BTI44;;II\

YIY 38 .SMC;XIC;7BIY CD< Y T74D7BI

基于近几年的研究# 0I8TU 教授于 %&&: 年对生物

玻璃的基因激活作用的机理提出了一个假说" 从生物玻

璃中溶出的离子# 激活了细胞的基因朝着再生和自我修

复的方向发展% 生物玻璃中可溶性含水 .E及 /C离子基

团# 溶出所形成的局部化学微环境# 有利于激发内皮祖

细胞的成骨细胞进入细胞周期的活性阶段!从 M# 期进

入 .期$

)#$*

% 因为 0I8TU 教授的理论主要是针对 ?<.<

提出的# 所以更多的是注重溶出离子而没有将生物玻璃

的其他性能考虑在内% 6I44等)#>*提出了另外一个更加全

面的机制# 同时考虑到生物玻璃溶出离子& 表面化学以

及拓扑结构几方面的影响# 更加适合新型生物玻璃!图

?$% 细胞不断地通过自己的受体检测其周围环境中的细

胞因子& 趋化因子& 机械应力& 气体和重要的生理离子

等# 细胞表面受体!如整合素$与细胞外基质相互作用

引起的细胞内信号分子细胞级联# 最终通过级联细胞转

&#
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录因子!如成骨细胞核心结合因子+78 %̂$# 启动或关闭

基因的表达# 生物活性玻璃激活的基因!以前报告的是

由生物玻璃 ?<.< 上调或下调基因$Z1(解螺旋# 转录

成X+1(和翻译成蛋白质!图 ?$# 这些蛋白质决定了细

胞表型# 因此回应了最初的激活作用# 也就是增殖& 分

化& 基质形成或细胞死亡的初始刺激的反应%

图 ?!生物活性玻璃基因表达调控机制示意图

LEP5?!MI8IÎABI;;E38 BIP74CDE38 XITUC8E;X;KQKE3CTDEVIP4C;;I;

$

!结!论

生物玻璃可以通过形态来影响成骨基因的表达% 具

有规则球形的生物玻璃相比具有不规则纳米结构的生物

玻璃# 更能促进 (-̀ 的表达及成骨相关基因 /F-#C#&

F̀ 1和+78 %̂ 的表达# 为我们将来设计生物玻璃的形

态# 提供了理论依据%
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