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仿骨成分多元掺杂羟基磷灰石体外成骨性能研究 

程 瑶 1, 王 铭 2, 王星星 1, 徐征丽 1, 汪大林 1, 祝迎春 2 
(1. 上海第二军医大学附属长海医院, 上海 200433; 2. 中国科学院 上海硅酸盐研究所, 中国科学院特种无机涂层
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摘 要: 羟基磷灰石因有良好的生物学活性被广泛应用于人工骨替代材料, 但纯羟基磷灰石存在的自身不足限制了

其临床应用范围。人体硬组织中含有多种具有重要生化作用的微量元素, 本研究按照骨骼中微量元素含量对羟基磷

灰石进行掺杂改性, 制备出一种新型仿骨成分多元掺杂纳米结构羟基磷灰石材料(HA2)。通过碱性磷酸酶活性染色、

半定量 PCR 测量和茜素红染色等不同方法对比了未掺杂纳米结构羟基磷灰石(HA1)和多元掺杂纳米结构羟基磷灰

石材料(HA2)对小鼠成骨前体细胞(MC3T3-E1)增殖及分化的影响。碱性磷酸酶活性染色实验证明 HA2 比 HA1 具有

更强的促进细胞产生 ALP 的作用; 半定量 PCR 测量证明 HA2比 HA1对成骨基因的表达有更为显著的促进作用; 茜

素红对矿化结节的染色实验同样证明 HA2 比 HA1 更有利于成骨细胞发生矿化。相对于未掺杂纳米结构 HA1, 多元

掺杂纳米结构 HA2 对小鼠成骨前体细胞 MC3T3-E1 的分化及成骨有显著促进作用。多元掺杂改性使人工合成纳米

结构羟基磷灰石更接近人体骨的无机成分, 具有优良的成骨性能, 是一种有前途的硬组织植入体材料。 
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Abstract: Hydroxyapatite (HA) has been widely used as artificial bone substitutes because of its good biological 

activity, but the disadvantages of pure HA have limited its clinical applications. In human natural hard tissues, there 

are many trace elements doped in hydroxyapatite, which play beneficial roles in biological actions. In this study, 

multi-doped nanostructured hydroxyapatite (HA2) was synthesized by doping trace elements in HA according to the 

contents in human bones. Alkaline phosphatase activity staining, semi-quantitative PCR measurement (ALP, OCN 

and OPN) and alizarin red staining were carried out to detect the effect of pure nanostructured hydroxyapatite (HA1) 

and multi-doped nanostructured hydroxyapatite (HA2) on proliferation and differentiation of MC3T3-E1cells. Alka-

line phosphatase activity experiments prove that the HA2 has a stronger role than HA1 in promoting cell production. 

Semi quantitative PCR measurement confirms that HA2 is more effective than HA1 in promoting the expression of 

osteogenic genes. Alizarin red staining results show that HA2 is better than HA1 for MC3T3-E1 cells to produce 

mineralized nodules. Multiple-doped nanostructured hydroxyapatite (HA2) has an obvious promoting effect on the 
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differentiation and osteogenesis of MC3T3-E1 comparing with the undoped nanostructured HA1. Multi-doped na-

nostructured hydroxyapatite (HA2) is more beneficial to bone formation, which has the inorganic composition more 

close to human bone and is a promising biomaterial for human hard tissue implants. 

Key words: hydroxyapatite; trace elements; multi-doping; nanostructure; osteogenic properties 

 
 
 
 

骨组织的缺损、丢失和坏死是世界范围内重要

的临床难题, 其治疗结果极大地影响着患者的美观

和身心健康[1]。目前临床治疗骨缺损的方法主要包

括自体骨或异体骨移植等方法。自体骨移植是骨替

代的金标准, 但由于自体骨来源有限且引起新的损伤, 

患者可接受度低, 制约了其临床应用[2]。异体骨和异

种骨移植存在传播疾病的风险和免疫排斥的可能[3]。

随着临床对骨替代材料要求的不断提高, 研制具有良

好生物相容性、生物降解性、骨传导性的人工合成骨

缺损修复材料逐渐成为治疗骨缺损领域的研究热点[4]。 

羟基磷灰石材料因与天然骨组织无机成分结构

相似, 且具有良好的生物相容性、骨引导性, 使其逐

渐成为临床工作中应用最为广泛的人工合成骨缺损

替换植入材料之一[5-6]。人工合成的纯羟基磷灰石材

料在稳定性、骨整合速率和力学强度等方面存在不

足, 这在一定范围内制约了 HA 的临床应用[7-9]。研

究发现天然骨组织的无机成分 HA, 并非完全按照

标准的化学计量比 Ca10(PO4)6(OH)2 的形式存在, 而

是被不同的阴离子和阳离子置换取代, 天然骨的无

机成分中含有镁、钠、钾、锶、硅、氟、锌、镁等

多种不同的微量元素[10-11]。微量元素掺杂羟基磷灰

石是近年来的研究热点之一, 关于单一元素掺杂羟

基磷灰石的研究报道较多, 如硅掺杂羟基磷灰石。

纯羟基磷灰石材料易于在体内降解吸收[12]; 氟和锌

掺杂羟基磷灰石可提高抑菌性[13-14]; 镁和锶掺杂羟

基磷灰石有利于成骨细胞增殖及促进成骨[15-16]。但

是关于多种元素掺杂羟基磷灰石的研究还未见文献

报道, 依据人体骨微量元素的含量, 将 Na、K、Mg、

Al、Zn、Sr、Si、F 和 C 多种元素引入羟基磷灰石

中, 制备出仿人体骨成分多元掺杂纳米结构羟基磷

灰石材料(HA2), 研究了HA2对MC3T3-E1成骨及分

化性能的影响, 实验结果表明多元离子掺杂改性纳

米结构 HA 能明显促进成骨作用。 

1  实验方法 

1.1  材料和主要仪器 

1.1.1  试剂和材料制备 

实验材料包括未掺杂纳米结构羟基磷灰石[17]和

多元掺杂纳米结构羟基磷灰粉体。以 Ca(H2PO4)2·H2O

和 Ca(OH)2 为反应原料, 采用水热法来制备纯 HA1

粉体。采用 SiO2、 SrO、 NaF、 Mg(H2PO4)2、 

Zn(H2PO4)2·2H2O 、 NaH2PO4·2H2O 、 KH2PO4 、

Al(H2PO4)3·H2O 和 CaCO3, 合成了多元离子(Si、

Sr、F、Mg、Zn、Na、K、Al 和 C)掺杂纳米结构

羟基磷灰石材料, 每种元素的含量与人体硬组织的

含量保持在同一数量级。文献曾经报道的反应物和

掺杂源大多数为可溶性硝酸盐、氯盐、铵盐、钠盐

或钾盐等, 但是这些反应物容易造成 Na+、Cl-、NO3
-

等外源离子通过反应物引入羟基磷灰石材料, 而本

方法能够避免在羟基磷灰石材料中引入目标离子以

外的杂质离子。 

按照所得 HA 摩尔数为 0.005 mol, 即约 5 g 的

产 量 进 行 反 应 。 按 照 化 学 计 量 比 称 取 所 需

Ca(H2PO4)2·H2O 和 Ca(OH)2 放入 120 mL 聚四氟乙

烯反应釜中, 再加入 80 mL 去离子水, 用玻璃棒搅

拌使之初步均匀混合。对于多元微量元素掺杂 HA, 

分别配制掺杂源均匀溶液或者悬浮液, 用移液管取

用所需体积加入到反应体系中, 将聚四氟乙烯反应

釜放入不锈钢钢套中 , 并固定在可旋转的均相反

应器中, 调节温度至 150℃, 反应 12 h 后取出。待

冷却后, 打开钢套和反应釜, 真空抽滤得到沉淀物, 

在 80℃烘箱里烘干 12 h, 得到白色的羟基磷灰石

粉末。 

小鼠成骨前体细胞(MC3T3-E1)购自中科院细

胞库; MEM 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、青霉素-

链霉素双抗、β-甘油磷酸钠为 Gibco 公司产品 ; 

CCK-8 试剂盒、Hochest33324/PI 双染试剂盒为日本

同仁化工产品; ALP 染色试剂盒为上海斯丹塞生物

技术有限公司提供; 地塞米松、茜素红染色液为上

海榕柏公司产品; Trizol 抽提试剂盒、反转录试剂

盒、荧光定量试剂盒为 TakaRa 公司产品。矿化诱导

液的成分为: MEM 培养基, 10%胎牛血清, 1%双抗, 

50 μg/mL 抗坏血酸、10 nmol/L 地塞米松、10 mmol/L 

β-甘油磷酸钠。 

1.1.2  仪器 

5%细胞培养箱(美国热电公司); 超声仪(SZ-IID) 

(上海狄昊实业发展有限公司); 离心机(5415r) (德国
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艾本德公司生产); VirioSkan Flash 微光孔板检测仪; 

NanoDrop1000 分光光度计(美国赛默飞世尔科技公

司); ABI Veriti 梯度 PCR 仪(Veriti™ 96)(美国应用生

物系统公司 ); 罗氏实时荧光定量 PCR 系统

(LightCycler® 480II) (瑞士罗氏公司)。采用场发射扫

描电镜(S-4800, 日立)观察 HA1 和 HA2 两种材料的

微观形貌。 

1.2  实验方法 

1.2.1  细胞培养及实验分组设置 

将小鼠成骨前体细胞(MC3T3-E1)放置在大皿

内培养, 2~3 d 换液一次, 4~5 d 传代确保细胞生长状

态良好。培养条件为 MEM+10%胎牛血清, 1%双抗(青

霉素 1000 U/mL, 链霉素的含量为 1 mg/mL), 37℃, 

5% CO2培养箱培养。 

实验共设 4 个组, 包括一个对照组和三个实验

组。对照组只加入单纯的细胞培养液; 诱导矿化组加

入成骨细胞矿化诱导液; HA1组加入含有 0.05 mg/mL 

HA1的矿化诱导混悬液; HA2组加入含有 0.05 mg/mL 

HA2的矿化诱导混悬液。 

1.2.2  碱性磷酸酶活性染色 

将 MC3T3-E1消化制备细胞悬液, 以每孔 20万

个细胞数目加入 6 孔板中, 孵育 24h 后细胞完全贴

壁, 按照 1.2.1 中实验设计分为 4 组进行处理。每 3

天半量换液一次, 共处理 10 d, 吸出培养液, 4%多

聚甲醛固定 2 min, 吸出固定液, PBS 洗 2 次, 用

TBST 润洗 2 次, 用碱性磷酸酶染液染色, 避光放置

30 min,吸出染液, PBS 润洗 1 次, 显微镜拍照。 

1.2.3  相关成骨基因检测(Real-time PCR) 

将 MC3T3-E1 制成 1×105 cells/mL 的细胞悬液, 

铺 6 孔板, 孵育 24 h 后, 分组方法见 1.2.1, 分别在

第 3、5、7、10、14 d 收集样本进行测量。Trizol 抽

提细胞总  RNA, 用反转录试剂盒合成  cDNA 模

板。PCR 扩增成骨相关基因, 其引物序见表 1:  

实验以小鼠的 β-action 为内参。罗氏实时荧光

定量 PCR 仪上机得出 CP 值进行计算。 

1.2.4  茜素红染色 

消化 MC3T3-E1, 以每孔 2×105 个细胞铺 6 孔 

表 1  成骨基因相关引物 

Table 1  Gene related primers 

Gene Sequence 

F: 5′- AAGCTGGGAAGAACACTCCA-3′ 
ALP 

R: 5′- CAAACAGGAGAGCCACTTCA-3′ 

F: 5′- AAGCAGGAGGGCAATAAGGT-3′ 
OCN 

R: 5′- TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC-3′ 

F: 5′- GCAGGCATTCTCGGAGGAAA-3′ 
OPN 

R: 5′-TCTGAGCTGCCAGAATCAGTC-3′ 

板, 待 24 h以后, 按照上述分组进行矿化处理, 每 3

天半量换液一次至第 21 d。4%多聚甲醛固定待检测

的细胞 30 min, 0.1%茜素红染色 10 min, PBS 清洗 3

次, 显微镜拍照。 

1.3  统计分析 

所获得的数据用 spss19.0 软件处理, 3 组以上

数据用方差分析 (ANOVA), 2 组之间用 t 检验 , 

p<0.05 判断差异显著。 

2  实验结果 

2.1  细胞及粉体材料形貌观察 

MC3T3-E1 的形貌如图 1 所示, 细胞呈长梭形, 

生长状态良好。 

羟基磷灰石材料的扫描电镜形貌如图 2 所示。

如图 2(a)、2(c)所示, 在微米尺度上, 掺杂前后的羟

基磷灰石形貌基本一致, 由(10~20) μm×0.25 μm 左

右的片状结构组成。如图 2(b), 2(d)所示, 片状结构

是由 20 nm×100 nm 的纳米短棒状结构排列而成。

图 2(c)的插图为多元掺杂纳米结构羟基磷灰石 

 

图 1  MC3T3-E1 细胞株 

Fig. 1  MC3T3-E1 cell line 

 

图 2  羟基磷灰石材料的 SEM 照片 

Fig. 2  SEM images of hydroxyapatite materials 
(a, b) HA1and (c,d) HA2. Inset in (c) is EDS of HA2, inset in (d) is the 
enlarge image of HA2 
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的 EDS 图谱, 可见 HA2 中存在 Si、Sr、Mg、Al、Zn、

Na、K 和 C 的多种元素。图 2(d)插图清晰显示了多

元掺杂纳米结构羟基磷灰石的纳米形貌。HA1 与 HA2

的颗粒形貌及尺寸均与人体硬组织羟基磷灰石基本

结构相似[18]。 

2.2  多元掺杂羟基磷灰石对细胞碱性磷酸酶

活性的影响 

碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)染色结

果如图 3 所示, 图片中蓝色越深代表 ALP 活性越

高。对比图 3(a)与 3(b)可以看出, 矿化诱导液处理可

加速细胞产生 ALP。比较图 3(b)、3(c)、3(d)可以看

出, HA1 和 HA2 组比单纯矿化诱导液更易于促进细

胞产生 ALP, 同时也证明 HA2 比 HA1 具有更强的促

进细胞产生 ALP 的作用。 

2.3  多元掺杂羟基磷灰石的成骨基因表达 

不同处理组成骨相关基因表达结果如图 4~6 所

示。图 4 为碱性磷酸酶(ALP)基因水平, HA1 和 HA2 

 

图 3  碱性磷酸酶染色照片 

Fig. 3  Light microscopic photoes of samples after alkaline 
phosphatase staining 
(a) Control group; (b) Mineralization group; (c) HA1 group; (d) HA2 group 

 

图 4  ALP 基因表达量培养时间变化图 

Fig. 4  ALP genes expression with culture time 
Ctr: control group; M, M+HA1, M+HA2: mineralizationgroups (*p<0.05; 
**p<0.005; ***p<0.0001) 

组在处理的第 3d 就产生显著性差异(p<0.005)。随着

培养时间延长, 组间差异不断增加(p<0.0001), ALP

基因表达水平在处理的第 10 天达到高峰。图 5 为骨

钙素(osteocalcin, OCN)基因水平, 如图所示, 在处

理的早期阶段不同处理组 OCN 基因水平并产生明

显差异, 从第 5 天起各组间逐渐产生差异(p<0.05), 

且随着培养时间延长, 组间差异性不断增大。HA2

处理组明显比其他组表现出更高的 OCN 水平。图 6

为骨桥蛋白(osteopontin, OPN)基因水平, 如图所示, 

在处理的第 3 d,  HA1 和 HA2 矿化组间差异不明显, 

但这两组 OPN 的表达水平明显高于对照组和空白

矿化组。不同粉体处理的差异性从第 5 天开始体现, 

HA2 处理组对 OPN 表达的促进作用明显强于 HA1

处理组。 

2.4  多元掺杂羟基磷灰石对成骨前体细胞矿

化的影响 

镜下观察成骨细胞状态良好, 在第 15天就可以

看到一些有矿化小点形成, 培养至第 21天可见典型

矿化结节形成。结果如图 7 所示, 图片中红染的块 

 

图 5  OCN 基因表达量随培养时间变化图 

Fig. 5  OCN genes expression with culture time 
Ctr: control group; M, M+HA1, M+HA2: mineralizationgroups (*p<0.05; 
**p<0.005;***p<0.0001) 

 

图 6  OPN 基因表达量随培养时间变化图 

Fig. 6  OPN genes expression with culture time 
Ctr: control group; M, M+HA1, M+HA2: mineralizationgroups. (*p<0.05; 
**p<0.005; ***p<0.0001) 
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图 7  茜素红染色照片 

Fig. 7  Light microscopic photoes of samples after Alizarin 
red staining 
(a) Control group; (b) Mineralization group; (c) HA1 group; (d) HA2 
group 
 

状结节代表成骨矿化诱导的效果。图 7(a)为对照组,

表示单纯培养基培养 MC3T3-E1 不具备成骨矿化能

力。图 7(b)仅可见少量红色的矿化结节, 证明诱导

液有诱导并促进细胞矿化的作用。图 7(b)、7(c)、7(d)

比较可以看出HA1和HA2比单纯矿化诱导液更易于

促进细胞矿化作用 , 产生矿化结节 , 同时也证明

HA2 比 HA1 具有更强的促进细胞产生矿化的作用。 

3  讨论 

生物学实验表明, 通过动态反应制备的多元素

掺杂纳米结构羟基磷灰石材料表现出优良的生物学

效应。通过 ALP 活性染色实验发现, 在 HA1、HA2

处理 MC3T3-E1 细胞相同时间下, ALP 活性染强度

均比矿化组明显加深, 证明掺杂与非掺杂纳米结构

羟基磷灰石均可促进细胞产生 ALP。但 HA2 组比

HA1 组染色更深, 证明多元掺杂改性使羟基磷灰石

材料更益于促进细胞产生 ALP, 促进成骨。 

多元掺杂纳米结构羟基磷灰石体外成骨性能基

因水平研究表明, 三种不同的成骨基因包括碱性磷

酸酶(ALP)、骨钙素(OCN)、骨桥蛋白(OPN), 其表

达产物均与成骨作用息息相关 ,  其中碱性磷酸酶

(ALP)可增加游离的磷酸盐, 调节细胞信号传导刺

激成骨[19-20]。骨钙素(osteocalcin, OCN)与 I 型胶原

蛋白结合促进羟基磷灰石晶体成核, 与细胞成骨密

切相关[21]。骨桥蛋白(osteopontin, OPN)与骨组织中

的羟磷灰石紧密结合, 参与调节骨钙的沉积, 对干

细胞成骨分化具有重要调节作用[22-23]。不同处理组

成骨相关基因水平变化表明, HA1 和 HA2 均比矿化 

组更易于促进成骨相关基因 ALP、OCN、OPN 的表

达, 且 HA2 比 HA1 对成骨基因的促进作用更强, 表

明多元掺杂更易刺激成骨相关基因的表达, 从而促

进成骨。 

钙结节成骨实验表明, 在第 21天对不同处理组

染 色 发 现 对 照 组 并 未 产 生 矿 化 结 节 , 说 明

MC3T3-E1 是一种成骨前体细胞, 在单纯培养液作

用下不能发生矿化形成钙结节, 而矿化诱导液可以

使 MC3T3-E1 矿化产生钙结节, 但红染颗粒明显少

于 HA1 和 HA2 处理组, 证明两种纳米结构的羟基磷

灰石粉体比矿化诱导液更易于促进细胞矿化作用, 

产生矿化结节。HA2 组比 HA1 具有更多的矿化结节, 

证明掺杂对成骨前体细胞矿化作用更强。 

本工作中的多元掺杂纳米结构羟基磷灰石材

料含有多种人体骨所含元素 , 对成骨前体细胞的

分化、矿化作用明显优于未掺杂纳米结构羟基磷灰

石粉体。其作用机理可能是多元掺杂引入多种人体

骨成分 , 不同元素在细胞培养的液体环境中游离

出并作用于 MC3T3-E1细胞周围, 多种元素协同作

用开启成骨信号通路 , 促进成骨基因的表达及矿

化产物的形成。其中的氟元素可增加其稳定性, 有

利于成骨细胞附着及早期形成骨结合。硅元素的掺

杂可以改变材料原有的表面结构及电荷水平, 硅、

锌元素掺杂易于成骨细胞附着成骨[24-25]。钠、氟、

碳掺杂的纳米结构羟基磷灰石更接近于人体骨的

无机结构相, 益于磷灰石沉积,具有良好的生物相

容性[26]。 

4  结论 

实验根据人体骨骼中各微量元素的含量配比制

备 出 仿 骨 成 分 纳 米 结 构 羟 基 磷 灰 石 , 通 过

MC3T3-E1 标准细胞株, 研究对比了 HA1 和 HA2 对

MC3T3-E1 成骨作用的影响。通过碱性磷酸酶染色

发现 HA2 组碱性磷酸酶活性明显高于 HA1 处理组,

证明 HA2可以更好地促进 MC3T3-E1 产生碱性磷酸

酶。从基因角度进一步研究表明, HA1、HA2 均可促

进 MC3T3-E1 细胞中成骨相关三种基因表达量

(ALP、OCN、OPN)的升高, 且 HA2 比 HA1 更有益

于促进 MC3T3-E1 的成骨基因的表达。最后通过茜

素红染色发现 HA2组形成的矿化结节数目及红染范

围均明显多于 HA1 组, 再次说明多元掺杂改性的

HA 更有益于成骨作用。本研究揭示了仿生骨材料

新的生物学性能, 所制备的仿骨成分多元离子掺杂

羟基磷灰石具有优良的成骨性能, 是一种有前途的

硬组织植入体材料。 
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