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摘要 目的 通过探究羟基磷灰石 ( HAp) 壳聚糖 ( CS) 复

合微球支架对骨髓间充质干细胞体外生物学行为的影响，评

估其作为骨组织工程支架的可行性。方法 纳米 HAp 和

CS 复合物通过微流体技术自组装成微球支架，显微镜下形

态学观察。将 P2 代骨髓间充质干细胞 ( BMSCs) 与微球行

体外共培养，计算前 6 h 黏附率。培养 1、3、6、9 d，计算增殖

率并用 GraphPad Prism 6 软件对数据进行处理; 行扫描电镜

及共聚焦扫描式显微镜检测，观察细胞黏附及分布。将细胞

微球复合物填入自制模具中培养 14 ～ 21 d，进行形态观察。

结果 显微镜镜下微球为完整的圆形，大小一致。BMSCs 与

微球体外培养 6 h，黏附率达 90%以上。6 d 时，BMSCs 的增

殖率达到最高。扫描电镜结果显示微球上有大量 BMSCs 黏

附定植并分泌大量胞外基质将微球连接成整体; 共聚焦扫描

式显微镜结果可见明显的细胞骨架微丝蛋白。细胞微球体

外模具培养 18 d 后，形成了结构完整的组织块。结论

HAp-CS 微球是一种良好的促 BMSCs 种子细胞黏附定植的

支架材料，是促进细胞生长的有效支撑载体，与共培养细胞

形成的复合组织块有望应用于体内动物实验修复标准缺损。
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运用组织工程骨进行骨组织再生修复已成为当

下研究的热点之一。而生物支架在骨缺损的修复过

程中起到关键性作用，被誉为组织工程的“基石”。
复合类仿生支架 ( 有机物与无机物结合) 可以模拟

天然成熟骨组织的结构，在促进干细胞增殖、骨向分

化 等 方 面 具 有 显 著 优 势［1］。羟 基 磷 灰 石

( hydroxyapatite，HAp) 作为人体骨骼和牙齿的主要

组成，生物相容性良好，并有足够的机械强度可承受

体内压力; 纳米级 HAp 利于成骨细胞黏附，具有骨

诱导性，常被作为仿生支架的制备原料［2］。壳聚糖

( chitosan，CS) 作为一种天然的再生来源聚合物，生

物性能佳，易于化学改性并对体内大分子有高度亲

和性，是一类颇有前景的组织工程支架材料［3］。该

研究采用微流体技术将纳米 HAp 和 CS 制备成微米

级微球支架，并通过一系列细胞学实验评估其作为

组织工程支架的生物学作用。

1 材料与方法

1． 1 材料及设备

1． 1． 1 实验动物与试剂 SPF 级雄性 4 周龄 SD 大

鼠 20 只，由安徽医科大学实验动物中心提供。微球

制备相关试剂 ( 国药集团化学试剂有限公司) ，高糖

型 DMEM ( 美国 Invitrogen 公司) ，胎牛血清 ( FBS)

( 中国 四 季 青 公 司) ，异 硫 氰 酸 标 记 的 鬼 笔 环 肽

( FITC-Phalloidin) 、DAPI ( 美国 Sigma 公司) ，琼脂糖

( 美国 Solarbio 公司) 。
1． 1． 2 主要仪器 微量进样泵 ( 中国兰格恒流泵

有限公司) ，pH 计( PHS-3B，中国上海虹益公司) ，

Countstar 自动细胞计数仪 ( IC 1000，中国上海睿钰

生物科技有限公司) ，荧光倒置显微镜 ( DMI3000B，

德国 Leica 公司) ，场发射扫描电子显微镜 ( JSM-
6700F，日本 JEOL 电子公司) ，共聚焦扫描式显微镜

( SP5-DMI6000-DIC，德国 Leica 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 HAp 纳米颗粒合成 5 mmol 尿素溶于 20
ml 乙醇与水 ( 3 ∶ 1 ) 混合溶液中，加入 CaCl2 ( 0. 1
mol /L，8. 35 ml) 与 NaH2PO4 ( 0. 1 mol /L，5 ml) ，pH
值调至 11. 9。搅拌 30 min，置于 80 ℃ 烘箱 24 h。
产物洗涤冻干备用。
1． 2． 2 复合微球制备及显微镜下形态学观察 CS
及 HAp 各 40 mg 加入 19． 6 ml 蒸馏水中，超声破碎

20 min，所得 HAp-CS 混合溶液作为内相，环己烷溶

液 ( 含 3% 司班 80) 作为挤出相。利用微量进样泵

控制两相挤出速度，外向 1 ml /min，内相 0. 05 ml /
min，进行微球制备，NaOH 乙醇溶液 ( 0. 4 mol /L)

进行收集固化，所得 HAp-CS 复合微球蒸馏水反复

清洗，显微镜下观察微球形态。
1． 2． 4 细胞黏附率及增殖率 微球高温高压灭菌
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了，与 P2 代骨髓间充质干细胞( bone marrow mesen-
chymal stem cells，BMSCs) 体外共培养。黏附率: 细

胞与微球复合之比为 50 ∶ 1 ( 细胞初始浓度为 C0 =
5 × 104 /ml) 。设置 3 个复管，置于培养摇床上，先动

态培养 5 min，后静置 30 min，交替进行 6 h。1、2、3、
4、5、6 h 等 6 个时间点，分别吸取 1 ml 细胞微球混

合溶液，静置 1 min，上清液中的游离细胞计数为

Ct，黏附率为( C0 － Ct ) /C0 × 100% 。取 3 个复管平

均值。增殖率: 前 6 h 动静态交替培养操作同上，设

置 3 个复管。1、3、6、9 d 时，取 1 ml 细胞微球混悬

液，静置后吸除上清液，PBS 清洗 3 次，胰酶消化，定

容至 1 ml，细胞和微球均计数，细胞浓度为 C，每毫

升微球数为 N，二者之比为 C /N，该数值随时间的

增长体现了细胞在微球上的增殖。3 个复管所得值

求平均数。
1． 2． 5 扫描电镜观察 BMSCs 与微球支架的复合状

态 细胞材料复合 1、3、6、9 d 后，每种材料各取 1
ml 细胞材料混悬液，PBS 清洗 3 次，2. 5%戊二醛室

温固定 30 min，冷冻干燥后进行扫描电镜观察。
1． 2． 6 细胞骨架染色及共聚焦扫描式显微镜观察

细胞材料复合后 6 d，取 1 ml 细胞材料混悬液，

PBS 轻缓清洗 3 次，4%多聚甲醛室温固定 20 min，

PBS 清洗 ( 5 min × 3 ) 。FITC-Phalloidin ( 5 μg /ml)
避光 染 色 40 min。PBS 清 洗 10 min，清 洗 3 次。
DAPI ( 1 μg /ml) 避光染 5 min。PBS 洗 3 次。共聚

焦扫描式显微镜观察。
1． 2． 7 体外模具实验 6 cm 培养皿中加入 5 ml 高

温高压灭菌的 2%琼脂糖后，其厚度为 2 mm。待其

凝固后，使用直径为 5 mm 的打孔器，琼脂糖上便形

成直径为 5 mm、厚度为 2 mm 的圆形缺损，与标准

骨缺损尺寸吻合。将细胞和微球共培养 1 d 后填充

至上述模具中，表面盖筛网，加入 5 ml 培养液，每 2
～ 3 d 换一次液，培养 14 ～ 21 d，观察组织块形成情

况。

2 结果

2． 1 显微镜下微球形态观察 将所制备的 HAp-CS
复合微球分散在水中，显微镜下可见其表面光滑，粒

径均匀，大小为 300 μm 左右，见图 1。
2． 2 BMSCs 黏附率和增殖率 BMSCs 与细胞复

合前 6 h 的黏附率一直处于上升趋势，2 h 时已高达

70% 以上，6 h 时，黏附率超过 90%，说明 HAp-CS 微

球具有良好的促细胞黏附作用，见图 2A。细胞与微

球 复合前3 d，增殖幅度较平缓，6 d时，达增殖高

图 1 HAp-CS 微球形态图

峰，与初始细胞微球复合之比 ( 50 ∶ 1 ) 相比，增长

了 10 倍，第 9 天时，细胞处于凋亡期，见图 2B。

图 2 细胞与微球复合后黏附率和增殖率

2． 3 BMSCs 与细胞复合后扫描电子显微镜观察

细胞材料复合 1 d 后，少量 BMSCs 定植于微球表

面，细胞紧密黏附于球体表面，长梭形似成纤维细

胞，形态舒展，细胞之间有相互接触融合的趋势，见

图 4A。细胞材料复合 6 d 后，大量细胞分布于微球

上，微球间胞外基质相互交织呈拉丝状，并将微球缠

绕包裹成一个团块。微球借细胞及胞外基质凝聚成
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3D 块状结构，见图 3B。

图 3 细胞微球复合 SEM 结果图

A: 细胞材料复合 1 d，BMSCs 呈长梭形定植于微球表面; B: 细胞

材料复合 6 d，微球借细胞及胞外基质连接成团块状

2． 4 BMSCs 骨架染色后荧光倒置显微镜及共聚焦

扫描式显微镜观察 FTTC 荧光素标记的鬼笔环肽

与微丝结合后被荧光激发呈绿色，DAPI 复染可将细

胞核染成蓝色，见图 4。荧光倒置显微镜下，BMSCs
的胞核染成蓝色，大量细胞黏附定植于微球表面。
部分微球之间有大量细胞聚集，并借细胞连接在一

起，见图 4A。共聚焦扫描显微镜下，微丝骨架呈绿

色，细胞核呈蓝色，大量 BMSCs 定植并沿微球表面

分布，骨架结构和细胞核清晰可见，见图 4B。放大

可见微丝呈长梭形放射状包绕在胞核周围，见 4C。
HAp-CS 支架维持了细胞的特征性骨架结构，细胞

的生长状态良好。

图 4 BMSCs 与微球体外共培养 6 d 时细胞骨架染色结果图

A: 荧光倒置显微镜观察结果; B、C: 共聚焦扫描显微镜观察结果

2． 5 体外模具实验 BMSCs 和微球支架体外培养

18 d，形成了复合组织块。该块状结构形态较规则

完整，直径约为 5 mm，厚度约为 2 mm，见图 5A。用

镊子夹起后，并无明显挤压变形或破裂，组织块有一

定凝聚力和抗重力作用，见图 5B。

3 讨论

3． 1 微球制备工艺 传统块状陶瓷支架存在的最

大问题是内部细胞的营养供应不足以及代谢废物不

能有效排出，严重影响骨修复的效果［4 － 5］。为此，研

究者设计了一种新的思路，即利用微球支架作为靶

图 5 体外模具实验结果图

A: 细胞材料共培养后形成了块状结构; B: 用镊子夹起，无明显

破碎现象

细胞的黏附载体，直接复合细胞填补到组织缺损区

或与靶细胞体外共培养成组织块后移植于缺损区用

于体内修复［6］。微球材料的传统制备方法主要有 4
种: 乳化交联法、沉淀凝聚法、溶剂蒸发法、喷雾干燥

法［7 － 10］。但这类微球并不适于组织修复: 乳化交联

法制备的微球粒径不均匀，其所用化学交联剂还具

有一定生物毒性; 喷雾干燥法所得微球粒径较小且

结构过于致密，不适于细胞的黏附生长。本研究中

采用的微流控制备技术，凭借其高通量、低消耗、精
确的粒径及结构可控性等技术优势，在生命科学领

域显示出了巨大的应用价值［11 － 12］。
3． 2 支架对细胞的生物学作用 一个理想的骨组

织工程支架，必定能与细胞产生充分的生物学作用。
支架材料已经从简单的机械支持成为能够为诱导细

胞分化、调控细胞生长增殖的生物学界面［1］。在仿

生支架中引入纳米级元素，可对成骨细胞和 BMSCs
产生多层次的调控，如黏附、存活、增殖以及信号基

因的表达［2，13］。而本研究中 HAp-CS 支架的主要原

料之一便是纳米级 HAp，黏附增殖实验结果证实，

其在 BMSCs 的初期定植和增殖生长方面具有明显

的优势。
微球支架与种子细胞间的相互作用在体外长期

培养过程中得到了充分体现。一方面，HAp-CS 球

体间无额外作用力，无法自动凝聚成块状结构，故球

体间的连接需依靠 BMSCs 分泌的大量胞外基质，这

种天然“粘接剂”加强了细胞与微球间以及微球自

身间的紧密联系，并形成能抵御一定外力的工程化

组织块。另一方面，BMSCs 的生理活动如长期存活

和分泌胞外基质等，又有赖于微球提供的结构和生

理支持。在体外长期培养的过程中，HAp-CS 微球

和 BMSCs 成为了相互作用的整体，这种 3D 块状结

构有望用于体内骨再生的实验研究。
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Fabrication of hydroxyapatite-chitosan composite microspheres and
their biological effect study in vitro

Shen Lili，He Jiacai
( 1Stomatological Hospital ＆ College，2Anhui Medical University，3Key Lab． of Oral Diseases

Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the influence of HAp-CS composite microsphere scaffold on the in vitro cell
behaviors of mesenchymal cells and evaluate its potential application for bone tissue engineering． Methods Nano-
hydroxyap-atite ( HAp) and chitosan ( CS) composites solution were assembled into microsphere scaffold through
microfluidic and observed by inverted microscope． Ｒat bone marrow mesenchymal stem cells were co-cultured in
vitro with the microspheres for calculating the adhesion rate for the first 6h． Proliferation rate was measured by cell
counting in the next 1，3，6，9 d，respectively，and GraphPad Prism 6 software was used for statistical analysis． The
morphology of BMSCs on the surface of HAp-CS composite microsphere was observed by scanning electron micros-
copy ( SEM) and confocal scanning microscopy． The cells and HAp-CS microspheres were filled into a disc mold
and co-cultured for 14 ～ 21 d to observe the morphology． Ｒesults HAp-CS microspheres were observed to be
round and with uniform size by microscope． The adhesion rate of BMSCs reached 80% after cultured for 6 h，and
proliferation rate reached the highest value when cultured for 6 d． SEM observations showed that BMSCs adhered
compactly to the surface of the microspheres，and the microspheres could be connected together through BMSCs． Af-
ter co-culturing BMSCs with microspheres for 14 ～ 21 d，a complete tissue constructs could be formed． Conclusion

HAp-CS microspheres are proved to be good scaffolds for promoting BMSCs adhesion and proliferation． Large a-
mount of extracellular matrix can be formed to connect microspheres after co-cultured for a certain time，which
paves the way for HAp-CS microspheres to be applied for bone regeneration in animal experiments．
Key words hydroxyapatite /chitosan microsphere; biomimetic scaffolds; bone mesenchymal stem cells; adhesion;

proliferation
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