
前 言

当前，临床上常采用引导性骨再生术（Guided Bone

Regeneration, GBR）对牙槽骨缺损部位进行再生治疗［1］。

尽管在严重骨缺损部位进行GBR治疗时，采用钛网、钛

膜可长期维持骨缺损的空间，最大限度地保证新骨的

形成，但由于受到多因素的影响，其疗效并不确切［2-4］。

随着生命科学技术的发展，组织工程技术的出现为实

现牙槽骨的再生提供了新的方法。现阶段学者们报道

抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu表面构建成骨细胞膜片的实验研究
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【摘要】目的：探讨大鼠颌骨成骨细胞在抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu表面构建细胞膜片的可行性。方法：体外培养大鼠颌骨

成骨细胞，采用富含维生素C培养基在抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu表面构建细胞膜片（细胞膜片组），并以单纯培养基作对

照（对照组），检测膜片形成过程中碱性磷酸酶（ALP）和成骨相关基因ALP、I型胶原（Col-1）、骨形成蛋白2（BMP-2）的表

达情况。结果：采用富含维生素C的培养基连续培养可在抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu表面成功构建成骨细胞膜片，该细胞

膜片由多层细胞构成，富含胞外基质。相对于对照组，细胞膜片组的膜片形成过程中成骨细胞ALP活性及成骨相关基因

ALP、Col-1、BMP-2 的表达均显著增高。结论：在抗菌钛合金 Ti6Al4V-6Cu 表面可成功构建成骨细胞膜片，有望与

Ti6Al4V-6Cu联合应用于引导性骨再生术。
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Construction of osteoblast membrane sheet on thesurface of antibacterial titanium alloy Ti6Al4V-6Cu
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Abstract: Objective To study the feasibility of constructing rat jaw osteoblast membrane sheet on the surface of antibacterial

titanium alloy Ti6Al4V-6Cu. Methods Osteoblasts were isolated and cultured in vitro from jaw bone of rats firstly. Osteoblast

membrane sheets were then constructed on the surface of the antibacterial titanium alloy Ti6Al4V-6Cu by using vitamin C-rich

medium, and with those using pure medium as the control group, the expression of alkaline phosphatase (ALP) and osteoblast-

related genes ALP, type I collagen (Col-1), and bone morphogenetic protein (BMP-2) was detected and analyzed.ResultsOsteoblast

membrane sheet can be successfully constructed on the surface of antibacterial titanium alloy Ti6Al4V-6Cu by continuous culture

using vitamin C-rich medium. The osteoblast membrane sheet was composed of multiple layers of osteoblasts and rich in

extracellular matrix. Compared with the control group, the ALP activity of osteoblasts and the expression of osteoblast-related

genes ALP, Col-1, BMP-2 were significantly increased in the osteoblast membrane sheet group during formation. Conclusions

Osteoblast membrane sheets can be successfully constructed on the surface of antibacterial titanium alloy Ti6Al4V-6Cu, so it is

hopeful to combinedly apply Ti6Al4V-6Cu to guided bone regeneration.
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采用细胞膜片技术（Cell Sheet Technology, CST）可避免

酶消化对细胞生物学功能的影响，最大程度地保留细

胞外基质，利于细胞间及细胞与细胞外基质间的相互

作用［5］。报道显示将CST应用于牙周组织工程可有效

实现牙周骨缺损的再生修复［6-7］，利用骨髓间充质干细

胞及牙周膜干细胞构建的复合干细胞膜片联合富血小

板纤维蛋白可形成具有生理性结构的牙周组织［8］。CST

在牙周组织再生中的应用使得将CST与钛网联合应用

获得理想的GBR效果成为可能。课题组前期研究发现

抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu具有良好的生物安全性［9］，本

研究拟进一步探讨在该材料表面构建细胞膜片的可行

性，为利用该材料制备钛网、钛膜与细胞膜片联合应用

于GBR加速牙槽骨的再生提供帮助。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 同批次100~120 g雌性Sprague-Dawley（SD）

大鼠10只，生产许可证号：SCXK（沪）2012-0002。大鼠

饲养于南京军区福州总医院比较医学科，按啮齿类动

物标准饲料喂养，环境温度（23±2）℃，湿度50%~60%，

通风良好，12 h白昼和黑夜循环更替，自由饮水摄食，适

应性喂养1周后进行实验。

1.1.2 样品 Ti6Al4V-6Cu由中科院海西研究院先进制

造技术集成研究所提供，规格为10 mm×10 mm×3 mm，

经SiC砂纸逐级打磨，丙酮、无水乙醇、75%乙醇、三级

水逐级超声清洗、烘干、高温高压消毒。

1.1.3 试剂 DMEM培养液、胎牛血清（FBS，美国Hyclone

公司）；青霉素、链霉素、Triton X-100、BCA蛋白测定试

剂盒、碱性磷酸酶检测试剂盒、RIPA裂解液（上海碧云

天生物技术研究所）；胰蛋白酶（美国Gibco公司）；维生

素C（美国Sigma公司）；Trizol Reagent（美国 Invitrogen

公司）；PrimeScript®逆转录试剂盒、SYBR green PCR反

应试剂盒（日本大连TaKaRa生物工程公司）；去RNA酶

水、DEPC水（上海申能博彩生物技术公司）；苏木素（上

海国药集团化学试剂有限公司）；伊红［中国医药（集团）

上海化学试剂公司］。

1.1.4 仪器 HEAL FORCE超净工作台（苏州净化设备

有限公司）；生物安全柜（上海力申科学仪器有限公司）；

细胞培养箱（德国Heraeus公司）；全自动酶标仪（美国

iMARK公司）；电热恒温水槽（DK-8D，上海精宏实验设

备有限公司）；倒置相差显微镜（广州光学仪器厂）；

Olympus 倒置相差荧光显微镜（带摄影系统）（日本

Olympus公司）；电子天平（德国Sartorius公司）；台式离

心机（Labofuge 400R，德国Heraeus公司）；实时荧光定

量PCR仪（LightCycler 480，德国Roche公司）；生物组

织包埋机、摊片烤片机（孝感宏业医用仪器有限公司）；

石蜡组织切片机（德国Leica公司）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠颌骨成骨细胞体外培养 无菌条件获取SD

大鼠下颌骨，彻底去除肌肉、筋膜等软组织后剪成2 mm×

2 mm的骨块，PBS缓冲液反复冲洗，加入0.25%胰蛋白

酶消化10 min，将消化后的骨块经DMEM反复漂洗后

置于培养瓶底。在培养瓶中加入含 10%胎牛血清的

DMEM培养液，保持骨片与瓶壁紧贴，37 ℃、5% CO2细

胞培养箱培养。当骨片周围成骨细胞密集生长相互汇

集，移除骨片，常规方法对细胞进行消化传代。

1.2.2 大鼠颌骨成骨细胞碱性磷酸酶（Alkaline

Phosphatase, ALP）和矿化结节检测 将颌骨成骨细

胞以 2×104个/孔的密度接种于 24孔板内培养，37 ℃、

5% CO2细胞培养箱中培养 24 h后更换为成骨诱导液

（10% 胎牛血清的 DMEM 培养液+10 mmol/L β-甘油

磷酸钠+10-9 mol/L地塞米松+50 μg/mL 维生素C），培

养 7 d后终止培养，加入 95%酒精固定。参照试剂盒

操作说明进行ALP染色。颌骨成骨细胞以5×104个/孔

的密度接种于 12 孔板内，培养 24 h 后更换为成骨诱

导液，每 3 d换液一次，培养 14 d后终止培养，95%酒

精固定后Von Kossa染色观察钙结节形成情况。

1.2.3 Ti6Al4V-6Cu 表面构建颌骨成骨细胞膜片

将颌骨成骨细胞以 1×105/孔密度接种于Ti6Al4V-6Cu

表面，细胞膜片组（CST）加入膜片诱导培养液（10%

FBS的DMEM培养液中加入 50 μg/mL维生素C），对

照组（Control）仅加入含 10% FBS的 DMEM 培养液。

每 3 d更换培养液，连续培养 14 d CST组可用细胞刮

沿培养皿边缘小心分离获得细胞膜片，将细胞膜片

经 4% 多聚甲醛固定、冲洗、梯度酒精脱水、浸蜡包

埋、切片、苏木素-伊红染色观察膜片结构。

1.2.4 Ti6Al4V-6Cu表面成骨细胞膜片形成过程中ALP

表达检测 颌骨成骨细胞以 1×105/孔的密度接种于

Ti6Al4V-6Cu表面，CST组加入膜片诱导培养液，Control

组仅加入含10% FBS的DMEM培养液。每3 d更换培

养液，于7、14 d弃原培养液，PBS洗3次，加入100 µL 1%

TritonX-100，震荡3 min，4 ℃冰箱过夜。吸取细胞裂解

上清液，参考ALP试剂盒说明书用酶标仪检测各组ALP

含量，结果用细胞总蛋白进行标准化。

1.2.5 Ti6Al4V-6Cu表面成骨细胞膜片形成过程中成

骨相关基因表达检测 颌骨成骨细胞以1×105/孔的密

度接种于Ti6Al4V-6Cu表面，CST组加入膜片诱导培

养液，Control 组仅加入含 10% FBS 的 DMEM 培养

液，每 3 d更换培养液，于第 7、14天采用实时荧光定

量RT-PCR（qRT-PCR）检测材料表面成骨细胞成骨相

关基因ALP、I型胶原（Col-1）、骨形成蛋白 2（BMP-2）

的表达情况。引物序列见表1。
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1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0软件进行统计学处理，检测结果

采用两样本 t检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SD大鼠颌骨成骨细胞体外培养与鉴定

大鼠颌骨骨片接种至培养瓶 3 d后，骨片周边贴

壁细胞增多，向周围移行生长，呈梭形或多边形。

12~14 d细胞汇合成片即可进行传代（图1a）。实验选

择三代以内的细胞进行。体外成骨诱导液培养的细

胞 ALP 染色阳性（图 1b），连续培养 14 d 可见颗粒状

矿化结节形成，Von Kossa染色阳性（图1c），上述结果

提示所培养的细胞为成骨细胞。

基因（登记序号）

骨形成蛋白2（NC_017178.1）

碱性磷酸酶（NM_013059）

I型胶原（NM_053304）

GAPDH（NC_005103.3）

引物序列

5′-ATGGGTTTGTGGTGGAAGTG-3′

5′-TCTCGTTTGTGGAGTGGATG-3′

5′-CCTAGACACAAGCACTCCCACTA-3′

5′-GTCAGTCAGGTTGTTCCGATTC-3′

5′-TCTGACTGGAAGAGCGGAGAG-3′

5′-GAGTGGGGAACACACAGGTCT-3′

5′-CGGCAAGTTCAACGGCACAGTCAAGG-3′

5′-ACGACATACTCAGCACCAGCATCACC-3′

产物大小/碱基对

169

138

112

129

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequence

a：细胞原代培养 b：ALP染色 c：矿化结节Von Kossa染色

图1 成骨细胞体外培养与鉴定

Fig.1 Culture and identification of osteoblasts in vitro

2.2 Ti6Al4V-6Cu表面构建颌骨成骨细胞膜片

体外培养 14 d，CST组经膜片诱导培养液连续培

养在 Ti6Al4V-6Cu 表面可观察到一薄层乳白色膜状

物（图 2a），用细胞刮小心从边缘刮起可获得完整的，

具有一定韧性的细胞膜片，膜片具有一定的收缩性，

而Control组即常规培养液处理的对照组不能形成完

整的膜片。组织学染色显示所构建的颌骨成骨细胞

膜片含2~3层细胞，富含细胞外基质（图2b、图2c）。

a：大体观察 b：膜片HE染色低倍镜观 c：膜片HE染色高倍镜观

图2 Ti6Al4V-6Cu表面构建的颌骨成骨细胞膜片

Fig.2 Osteoblast membrane sheet on the surface of Ti6Al4V-6Cu
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2.3 Ti6Al4V-6Cu表面颌骨成骨细胞膜片形成过程中

ALP的表达情况

ALP活性检测结果显示，Ti6Al4V-6Cu表面CST组

在膜片诱导培养液连续诱导7、14 d后，颌骨成骨细胞

的ALP活性显著高于Control组（P<0.05）（图3）。

2.4 Ti6Al4V-6Cu表面颌骨成骨细胞膜片形成过程中

成骨相关基因（ALP、Col-1、BMP-2）的表达情况

实时荧光定量 PCR检测结果显示，Ti6Al4V-6Cu

表面CST组在膜片诱导培养液连续诱导7、14 d，颌骨

成骨细胞基因ALP、Col-1、BMP-2的表达均显著高于

Control组（P<0.05）（图4）。

3 讨 论

现有的关于钛合金材料表面构建细胞膜片的相

关研究还鲜有报道。毛久凤等［10-11］报道在钛片表面

成功构建出成骨细胞膜片，且随着培养时间的延长，

细胞膜片逐渐增厚，且通过对钛表面进行改性处理

能够有效黏附细胞膜片，触发膜片的早期分化。本

实验参考以往文献报道，在课题组前期研究工作基

础上以颌骨成骨细胞为种子细胞，探讨在抗菌钛合

金Ti6Al4V-6Cu表面构建成骨细胞膜片的可行性。

ALP：碱性磷酸酶；COL-I：I型胶原；BMP-2：骨形成蛋白2
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图4 Ti6Al4V-6Cu表面颌骨成骨细胞膜片形成过程中成骨相关基因表达情况（n=6, *P＜0.05）
Fig.4 Osteogenesis-related gene expression in the osteoblast membrane formation on Ti6Al4V-6Cu surface（n=6, *P＜0.05）
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图3 Ti6Al4V-6Cu表面颌骨成骨细胞膜片形成过程中ALP活

性检测（n=6, *P<0.05）
Fig.3 ALP activity in theformationof jaws osteoblast membrane

sheet on the Ti6Al4V-6Cu surface (n=6, *P<0.05)

在细胞膜片构建方面，学者们主要采用温度敏

感性培养皿法［12］和维生素C连续诱导培养法［13］。维

生素 C诱导法无需特殊材料，简单易行，所获得的细

胞膜片可满足组织再生需要，已被广泛应用于细胞

膜片的相关研究中。维生素 C作为人体所必需的营

养素之一，在机体胶原和其他胞外基质的合成中发

挥重要作用。采用维生素C连续诱导培养，不仅可上

调牙周膜干细胞的端粒酶活性，促进细胞胞外基质

的合成，还可增强细胞的增殖和成骨分化能力［14-15］。

已有报道利用维生素 C 可构建出由 3~4 层细胞组成

的富含 I 型胶原和纤维连接蛋白等细胞外基质的具

有一定的机械性能和可操作性的犬骨髓间充质干细

胞细胞膜片［16］。课题组前期报道利用维生素 C连续

诱导培养法成功构建出富含胞外基质的骨质疏松大

鼠骨髓基质细胞膜片［17］。本实验结果也证实采用维

生素 C连续诱导培养可在抗菌钛合金表面形成具有

一定韧性的细胞膜片，组织学染色显示该细胞膜片

由多层细胞构成，膜片富含细胞外基质。

ALP 是一类含锌的糖蛋白，可在碱性环境中水

解各种磷酸单酯化合物底物，去除其磷酸基团，产生

磷酸根离子和羟基并释放到细胞外以促使钙盐沉

积，形成钙化结节。对 ALP 活性的检测可反映出细

胞的成骨分化和钙盐沉积的能力和趋势［18］。Col-1是

成骨细胞分泌的特异性细胞外基质胶原蛋白，它所

形成网状结构为成骨细胞矿化功能提供重要保

障［19］。研究证实，体外培养成骨细胞进入分化期后Ⅰ

型胶原的分泌进入高峰，因此体外环境中Col-1表达

量成为成骨细胞分化程度和成骨能力的重要指标之

一［20］。BMP-2是转化生长因子 β超家族成员之一，是

一种分泌性多功能蛋白，它对稳定和加速成骨细胞

的分化和矿化过程及新骨的形成都起到重要的作

用［21-22］。本实验对颌骨成骨细胞膜片构建过程中成

骨相关基因的检测结果表明，体外采用富含维生素C

培养基连续培养，在抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu表面所

构建的成骨细胞膜片富含 ALP，同时反映细胞成骨

分化能力的相关基因如ALP、Col-1及BMP-2均有显
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著增加。该结果提示抗菌钛合金 Ti6Al4V-6Cu 具有

良好的生物相容性，在材料表面所构建的膜片不仅

富含细胞外基质，还具有一定的成骨能力。

在GBR治疗中常由于钛网、钛膜的暴露，引起细菌

感染，最终影响骨再生效果［4］。铜离子由于具有较好的

生物活性和出色的抗菌性能，常被添加到钛合金中以

增强材料的抗菌能力。姚孟宇［23］报道以Ti6Al4V合金

为基础制备的Ti6A14V-5Cu具有良好的生物相容性，可

促进小鼠成骨细胞在其表面粘附增殖与分化。课题组

所使用的含铜钛合金材料Ti6Al4V-6Cu同样表现出良

好的生物安全性及细胞相容性，并具有较强的抗菌性

能［9,24］，有望制备成钛网、钛膜应用于临床。本实验结果

进一步发现在抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu表面可成功构

建出具有成骨分化能力的细胞膜片，有望与该含铜钛

合金制备的钛网、钛膜联合应用于GBR实现牙槽骨的

再生。考虑到骨组织再生过程受多因素调控，后续还

需通过体内实验进一步验证抗菌钛合金Ti6Al4V-6Cu

表面构建的细胞膜片的成骨能力并阐明其骨再生作用

机制。
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