
前 言

近年来镁合金作为一种可降解的植入型生物材

料，受到了越来越多研究者的关注。与其他植入材

料相比较，镁合金具有良好的生物相容性和力学性

能，其弹性模量与天然骨相似［1-2］。更为重要的是镁

合金生物材料在骨组织愈合过程中可以完全自行降

解，避免二次手术给患者带来的痛苦和经济负担［3］。

但由于镁的化学性能比较活泼，其合金的耐腐蚀性

比较差。植入人体后，镁合金植入物可以快速降解，

导致其周围镁离子浓度过高。研究表明镁离子浓度

过高可能对成骨细胞具有毒副作用［4］。而镁合金降

解后周围微环境的变化会对成骨细胞的生物活性造

成影响，其中影响微环境变化的两个主要因素是镁

离子浓度和pH值变化，这两个因素是影响镁合金材

料能否在人体内得到广泛应用的重要因素［5］。镁合

金植入物周围镁离子浓度的升高和pH值增大会造成

骨代谢过程中骨形态发生蛋白（BMP-2）的分泌量增
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【摘 要】目的：模拟AZ31B镁合金在体外降解过程中周围微环境的变化，进一步探讨其降解后对MC3T3成骨细胞增殖

和粘附的影响。 方法：首先，制备不同时间段的AZ31B镁合金浸提液，对其镁离子浓度及其pH值的变化进行检测。其

次，利用制备好的浸提液分别培养MC3T3成骨细胞1、3、5和7 d，测定OD值来观察成骨细胞的增殖变化。然后，采用

AZ31B镁合金浸提液分别培养成骨细胞30、60和120 min后，进行细胞核染色，观察成骨细胞粘附情况。结果：当AZ31B

镁合金浸提液中镁离子浓度达到45.4~63.6 μg/mL时，MC3T3成骨细胞的增殖粘附明显，且在63.6 μg/mL左右时能够更

好地促进成骨细胞的增殖粘附。结论：培养3 d的AZ31B浸提液最有助于成骨细胞的增殖和粘附。
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Effect of microenvironment changes during AZ31B magnesium alloy degradation on osteoblast

proliferation and adhesion in vitro
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Abstract: Objective To simulate the microenvironment changes during degradation of AZ31B magnesium alloy and explore the

effect of such changes on proliferation and adhesion of MC3T3 osteoblasts in vitro. Methods Magnesium ion concentration and

pH value were measured in AZ31B magnesium alloy extracts obtained with different extraction time. MC3T3 osteoblasts were

cultured in these extracts for 1, 3, 5 and 7 d, after which the OD values were measured to assess the proliferation of the osteoblasts.

The cells cultured in the extracts for 30, 60 and 120 min were observed for changes in cell adhesion using nucleus staining. Results

The proliferation and adhesion of MC3T3 osteoblasts were significantly enhanced after exposure to AZ31B magnesium alloy

extracts with magnesium ion concentrations ranging from 45.4 μg/mL to 63.6 μg/mL. A magnesium ion concentration of 63.6

μg/mL was optimal to promote the proliferation and adhesion of the osteoblasts. Conclusion AZ31B extract at 3 d can be optimal

for promoting the proliferation and adhesion of osteoblasts in vitro.
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加，刺激破骨细胞的增殖分化，进而影响骨组织的再

生和改建［6］。以往研究为了探索镁离子浓度的变化

对成骨细胞生物活性的影响，多采用在培养液中加

镁盐调节镁离子在培养液中的浓度，与镁合金的自

然降解仍有较大的差异。在本研究中，我们采用不

同时间的镁合金浸提液来模拟镁合金在体内降解过

程和镁离子浓度的释放曲线和pH值变化，初步分析

对成骨细胞生物活性的影响，寻找最适宜的镁离子

浓度和范围，为镁合金更好在体内应用提供数据

支持。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

α-MEM培养基（HyClone，美国），胎牛血清（Hy-

Clone，美国），双抗（HyClone，美国），0.25%Trpsin 胰

酶（含 EDTA、含酚红，亚太恒信有限公司），CCK-8

（东仁化学科技有限公司，上海），细胞计数板（柯仕

达电子材料有限公司，苏州），单孔培养皿（柯仕达电

子材料有限公司，苏州），96孔培养皿（柯仕达电子材

料有限公司，苏州），显微镜（东仁化学科技有限公

司，上海），离心机（东仁化学科技有限公司，上海），

超净台（北京冠鹏净化设备责任有限公司，北京），培

育箱（SANYO，日本），酶标仪（Thermo Fisher，美国），

50 mL试管（柯仕达电子材料有限公司，苏州），15 mL

试管（柯仕达电子材料有限公司，苏州），AZ31B型镁

合金金属片（宝鸡钛业有限公司，宝鸡）。

1.2 AZ31B镁合金的处理和浸提液的制备

本实验采用AZ31B型镁合金作为实验材料，其化

学成分见表1，将AZ31B镁合金切割成直径为2 cm、厚

度为2 mm的金属圆片，经过抛光打磨以后，再以丙酮、

75%酒精和蒸馏水超声荡洗5 min，室温下干燥，采用Co60

消毒备用。

Composition

Percentage

Si

≤0.1

Fe

≤0.005

Cu

≤0.05

Mn

0.2-0.5

Mg

≤96.64

Zn

0.5-1.5

Al

2.5-3.5

Ni

≤0.005

表1 实验用AZ31B镁合金的化学成分（w/%）

Tab.1 Chemical composition of AZ31B magnesium alloy used in the experiment (w/%)

将消毒好的AZ31B镁合金金属圆片按2 mL/cm2加

入培养基，放在含5% CO2的37 ℃培育箱中进行浸泡，

分别浸泡0.5、1.0、2.0、3.0、5.0和7.0 d的浸提液，取上清

液体放入15 mL的试管中，以2 000 r/min离心5 min，取

上清液体放入新的15 mL试管中，将制备好的AZ31B

镁合金浸提液送检，采用离子色谱仪（DIONEX公司，

美国）检测镁离子浓度的释放以及pH值的变化。

1.3 MC3T3成骨细胞增殖能力检测

MC3T3成骨细胞以 104的密度接种在 4个 96孔

板中，每个孔中分别加入 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、7.0 d

的 AZ31B 镁合金浸提液各 100 μL，每组设置 6 个重

复组，在 5% CO2的 37 ℃培育箱中分别培育 1、3、5和

7 d。之后在每孔中分别加入 10 μL 的 CCK-8，放在

5% CO2的37℃培育箱中培育30 min。采用酶标仪进

行检测，用波长为450 nm进行检测，检测不同镁离子

浓度以及pH值对成骨细胞增殖的影响。

1.4 MC3T3成骨细胞粘附检测

MC3T3成骨细胞以104的密度接种在24孔板中，

每孔加入0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、7.0 d的AZ31B镁合金

浸提液 200 μL，每组设置 6个复孔，分别在培育箱中

培育30、60、120 min后，弃上层培养基，PBS冲洗去除

表面未粘附细胞，75%酒精固定5 min，PBS冲洗3次，

再采用DAPI对细胞核进行染色，激光共聚焦显微镜

下随机选取4个视野进行计数。

1.5 统计学方法

实验数据使用SPSS 23.0统计软件进行分析，数

据采用单因素方差分析比较多组间统计学差异，P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 AZ31B镁合金浸提液镁离子释放浓度和pH值分析

结果显示，Blank 为培养基本身镁离子的浓度，

作为实验的对照组。实验组随着时间的推移，镁合

金降解释放镁离子的浓度呈上升趋势（图 1）。α-

MEN培养液pH值为8.0，AZ31B镁合金浸提液pH值

检测结果均为8.5。

2.2 AZ31B镁合金浸提液对成骨细胞增殖的影响

实验结果显示（图 2），同一浸提液中 MC3T3 成

骨细胞，随着培养时间的延长，增殖呈上升趋势。而

同一培养时间，不同浸提液中MC3T3成骨细胞的增

殖存在一定的差异，在2、3、5和7 d浸提液中MC3T3

成骨细胞的增殖与空白对照组相比较差异较明显，

且具有统计学意义（P<0.05）。3 d时增殖最为明显，

2、5、7 d浸提液中的MC3T3成骨细胞的增殖与3 d相

比较，2、3 d浸提液中MC3T3成骨细胞增殖差异较明

显，且具有统计学意义（P<0.05）。
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2.3 AZ31B镁合金浸提液对成骨细胞粘附的影响

实验结果（图3）显示，同一pH值下，同一浓度下

浸提液，成骨细胞粘附的个数随着接触时间的延长

而呈上升趋势。同一接触时间下，AZ31B镁合金不

同时间的浸提液对成骨细胞粘附的影响不同，1、2、

3、5、7 d浸提液中MC3T3成骨细胞粘附个数与空白

对照组相比较差异较明显，且具有统计学意义（P<

0.05）。其中 3 d粘附差异最为明显，而 1、2、5、7 d浸

提液中MC3T3成骨细胞粘附数与3 d组相比较，1、2、

5、7 d与3 d浸提液中MC3T3成骨细胞粘附个数差异

较明显，且有统计学意义（P<0.05）。

图1 AZ31B镁合金不同时间段浸提液中镁离子的浓度（μg/mL）
Fig.1 Magnesium ion concentration in AZ31B magnesium alloy

extracts obtained after different time periods of extraction (μg/mL)

/μg
∙m

L-1

图3 AZ31B镁合金不同时间段浸提液中镁离子对成骨细胞粘附的影响

Fig.3 Effect of magnesium ion concentrationin AZ31B magnesium alloy extracts on adhesion of osteoblasts

*P<0.05, compared with the blank control group; #P<0.05, compared with the 3 d group.

3 讨 论

近年来镁合金生物材料被广泛应用到医学领

域，其具有良好的生物相容性，低弹性模量和骨诱导

性、植入人体后可完全降解，避免二次手术取出的问

题，同时可以避免骨愈合过程中的应力遮挡。更为

重要的是，镁合金在人体内降解后，可以诱导骨组织

的再生和改建，是目前应用较为广泛的生物金属材

* P<0.05, compared with the blank control group; #P<0.05, compared with the 3 d group.

图2 AZ31B镁合金不同时间浸提液中镁离子对成骨细胞增殖的影响

Fig.2 Effect of magnesium ion concentration in AZ31B magnesium alloy extracts on proliferation of osteoblasts

中国医学物理学杂志 第34卷-- 948



料。但由于其组成成分的不同，对成骨细胞增殖粘

附的影响也不尽相同。目前应用较为广泛的是

AZ31B镁合金，其具有超塑性成形性好、高比强度等

优点［7］，更为重要的是其在人体内降解后，其降解产

物具有生物活性且无毒性作用［8］。

镁合金生物材料植入人体后，在机体内环境下

降解后，其周围微环境发生变化，影响成骨细胞的增

殖分化，而微环境的变化主要包括其周围pH值和镁

离子浓度。而pH值在骨组织重建过程中起着至关重

要的作用，已有研究明确表示 pH 值影响成骨活

性［9］。而 pH 值维持在 8.0~8.5 时有助于成骨细胞的

增殖分化［10］。本实验AZ31B镁合金降解后其周围的

pH值维持在 8.5左右不变，波动范围小，与以往研究

的能够促进成骨细胞增殖分化pH值范围相符合，说

明AZ31B镁合金降解后其周围 pH值维持在一个相

对稳定的范围内，有助于成骨细胞增殖分化。

AZ31B镁合金降解后其周围pH值维持在一个相

对恒定的范围内，因此其降解后周围微环境对MC3T3

成骨细胞增殖变化的影响主要受镁离子浓度变化的影

响。AZ31B镁合金降解后其周围微环境中呈碱性环境，

且镁离子浓度上升，能够促进其周围BMP-2的增加，进

而引导新骨的形成。然而，过量的镁离子将会导致BMP-

2的分泌过量，进而促进了破骨细胞的增殖分化，影响

骨组织的吸收［6］。对此，有学者研究发现，成骨细胞的

生物活性具有镁离子浓度依赖性，当镁离子浓度在48~

96 μg/mL 时，能够促进骨的再生［11］。而本实验发现

AZ31B降解后其降解液中镁离子浓度在45.4~63.6 μg/

mL左右时，MC3T3成骨细胞的增殖粘附明显，且在63.6

μg/mL时能够更好地促进成骨细胞的增殖粘附。该结

果与以往研究结果存在一定差异，我们猜测可能是由

于AZ31B镁合金浸提液中除了镁离子的析出外，还有

其组成的微量元素的析出，如Zn、Al、Mn等微量元素。

Zn能够促进成骨细胞的增殖、骨胶原蛋白的合成以及

钙盐的沉积［12］。低浓度Al能够促进成骨细胞的增殖和

粘附［13］。Mn能够促进成骨细胞分化过程中碱性磷酸

酶的活性［14］。而AZ31B镁合金浸提液检测中含有以上

3种微量元素。

目前镁合金生物材料被广泛应用到骨组织中，

然而其自身降解速度过快，在植入人体内之前需要

在 AZ31B 镁合金表面制备一些相关的化学转化涂

层，如稀土转化涂层［15］、氟转化涂层［16］等，以降解其

在人体内降解的速度，同时控制镁离子的释放速

度。在本研究中，我们利用AZ31B镁合金在降解过

程中释放的不同浓度镁离子进行成骨细胞增殖粘附

的实验，其结果能够为镁合金表面化学涂层处理时，

控制镁合金降解速度提供一定的数据指导，有助于

推动镁合金生物材料在医学领域的应用。

除此之外，本实验也存在一定的局限性，本实验

采用的是模拟人体体液浸泡AZ31B镁合金，因此降

解液中除了含镁离子以外，还含有其他AZ31B镁合

金组成微量元素的析出，而析出的其他微量元素的

量对成骨细胞生物活性会产生怎样的影响也是我们

今后研究的方向。
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