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氧化石墨烯/磷酸钙生物水泥体外生物相容性研究

宁黔冀,刘梦璐,杨洪
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摘 要:等摩尔的Ca3(PO4)2-CaHPO4-CaCO4(CPCs)水泥系为固相,不同质量浓度的氧化石墨烯(GO)水

分散液(0~24mg/mL)为液相,按一定的固液比固化,得到复合材料GO/CPCs.以成骨细胞 MC3T3-E1为对象,初
步探究该复合材料试样的体外生物相容性.扫描电镜观察细胞贴壁形态,MTT法评价细胞活力,碱性磷酸酶(ALP)

活性检测探讨材料的骨诱导性.结果显示:MC3T3-E1细胞在材料表面状态良好,产生胞质突;GO的添加能够增强

MC3T3-E1细胞活力;GO/CPCs在短期内(1d)促进 MC3T3-E1细胞早期分化.GO/CPCs有望成为一种新型骨组织

替代材料.
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磷酸钙生物水泥(CalciumPhosphateCements,CPCs)的应用可以追溯到1983年[1],Brown等将等摩

尔磷酸四钙和磷酸氢钙(DicalciumPhosphateAnhydrous,DCPA)粉末混合,加入去离子水调和固化,水化

过程具有可塑性、自固化和发热少等特点,产物具有良好的生物相容性[2-4].CPCs在模拟人体环境下的自固

化产物为羟基磷灰石(Hydroxyapatite,HAP),其孔隙大小介于100μm至几百微米,符合骨组织工程中支

架材料的要求[5],已得到广泛应用.材料的生物相容性要求材料本身对机体无毒性,此外,希望亦能对生物体

生长有积极的促进作用.研究发现,将CPCs浸提液加入人骨髓间充质干细胞培养液中,细胞生长良好,并能

在材料表面边缘附着[6].Costantion将CPCs植入猫颅下组织,证明具有骨传导性,诱导成骨作用[7].但CPCs
的力学性能仅与松质骨相当[8],因此应用范围限制在牙科[9]、整形外科[10]、骨填充[11-12]等承载压力较小的

临床.有学者尝试改变CPCs粉末成分[13]或者将纳米金[14]、骨胶原蛋白[15]、壳聚糖[16]等加入CPCs制作复合

材料,使其力学性能得以改善.
石墨烯是一种单层碳原子厚度的二维材料,是目前已知杨氏模量最大的材料(130GPa).氧化石墨烯

(Geapheneoxide,GO)是化学法制备石墨烯的中产物[17],力学性能与石墨烯相当[18],且其表面具有很多含

氧官能团,接触角检测结果显示其具有良好的亲水性[19],生物相容性优于其他纳米碳化物[20].GO和磷酸钙

能够协同促进人类间充质干细胞成骨作用[21];GO与明胶和羟基磷灰石组成的复合材料能够促进人类间充

质干细胞的成骨分化[22].我们的前期研究表明,GO的加入能增强CPCs的机械性能[23],当添加GO质量比

为0.5%时,增强效果尤为显著.据此,本文以小鼠颅前骨 MC3T3-E1细胞[iCellBioscience(ATCCCRL-
2594,Shanghai,China)]为材料,对该复合材料的体外生物相容性进行探讨.

1 材料方法

1.1 GO/CPCs复合材料的制备

将α-Ca3(PO4)2(α-TCP)、CaHPO4(DCPA)、CaCO3(CC:)(国药集团化学试剂有限公司)按摩尔比1∶1∶1
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混合,外加乙醇为球磨介质,球磨4h,80℃烘烤4h,得到CPCs固相粉末.
GO(南京吉仓纳米科技有限公司)加去离子水,经超声振动制得不同质量浓度的 GO水分散液(0~

24mg/mL)作为为固化液,按固液比2.5与 CPCs粉末调和,制备GO/CPCs水泥膏,置入 Ø5mm×8mm
圆柱模具中固化.在相对湿度100%、37℃条件下固化.7d后,将GO/CPCs从模具中取出,砂纸打磨两端至

平整、光滑,每片质量控制在(0.1±0.01)g.GO/CPCs经体积分数75%乙醇浸泡1h、紫外照射30min后与

细胞共培养.各材料编号及GO含量见表1.
表1 GO/CPCs的GO含量

NO. GO-0 GO-1 GO-2 GO-3

GOwt% 0 0.06 0.24 0.96

1.2 MC3T3-E1细胞培养

MC3T3-E1细胞培养液为α-MEM 培养液(GEHealthcareLifeSciences,HycloneLaboratories,Log-
an,Utah,USA),在37℃、5%CO2 培养箱培养,每2d更换一次培养液.
1.3 MC3T3-E1细胞形态观察

MC3T3-E1细胞按浓度6×104~8×104cells/ml与GO/CPCs共培养在24孔细胞培养板中.经1、3和

7d培养后,移去培养液,加入2.5%戊二醛(中国郑州派尼化学试剂场),4℃过夜.用磷酸盐缓冲液漂洗3次,
每次10min,置于叔丁醇(天津市科密欧化学试剂开发中心)/乙醇(北京化工厂)体积分数分别为(30%、

50%、70%、80%、90%)进行等级脱水,每级5min;置入纯叔丁醇3次,每次5min,最后一次放置4℃冰箱

内.经真空干燥仪(德国CHRIST,1-2LD)干燥、离子溅射仪(中科科仪,SBC-12)镀金后扫描电镜(日立,

TM3030Plus)观察细胞在GO/CPCs表面的贴壁状态.
1.4 MC3T3-E1细胞活力的测定

细胞活力测定采用 MTT法[24].细胞接种浓度同2.3,共培养1、3和7d后加入5% MTT溶液(合肥博

美生物科技有限公司),继续培养4h.加入DMSO震荡10min,使结晶得以充分溶解,使用酶标仪(Thermo
scientific,MOLTISKANSPECTRUM1500)测量490nm下的吸光值,重复3次.
1.5 碱性磷酸酶(ALP)活力测定

细胞培养方法同2.4.用碱性磷酸酶(AlkalinePhosphatase,ALP)试剂盒(南京建成生物工程研究所)检
测细胞ALP活力,未处理细胞作为空白对照.

2 结果和讨论

2.1 MC3T3-E1细胞形态

MC3T3-E1细胞在GO/CPCs能正常生长、黏附,且伸张状态良好,多为梭形和多角形(图1).细胞在材

料表面延伸出胞质突,材料表面相邻细胞产生的胞质突彼此相互作用、相互牵制,伸展并交织形成网状(图

1(h),(i)),有助于细胞紧紧地贴附在材料表面或进入大小合适的孔隙(图1a).进入材料孔隙的细胞可以通

过胞质突作为锚而吸附到孔内.该结果与之前的报道一致[25-27].
GO的添加更有利于细胞的贴附.细胞在材料表面形成的胞质突直径随培养时间延长而逐渐变大,例如

GO-0处理第1d约为25μm,第7d为40μm.此外,与GO-0相比,细胞在GO/CPCs表面形成的胞质突

直径略大,例如GO-3处理第7d约为60μm(图d),是第1d的2.4倍(图1a).
2.2 细胞活力

在培养早期,GO的添加能够提升 MC3T3-E1细胞活力(图2).随GO/CPCs材料中GO含量增加,细
胞活力逐渐上升,在第1d和第3d,GO-2和GO-3的OD值显著高于GO-0(P<0.05).第7d,细胞活力

随GO含量增加而提升,但均低于GO-0.
与之前研究一致[28],GO-0的细胞活力均低于空白对照(无材料处理)(图2).CPCs的水化产物 HAP

促进成骨细胞增殖的效应低于其他骨组织替代品[28],这可能与其固有的碱性有关[29].研究表明,碱性不利于

细胞生长[30],HAP释放到培养液中,改变了培养液原有的pH.我们之前的研究显示[23],浸泡初期材料浸提
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液为弱酸性或弱碱性,均不利于细胞活力;至7d后浸提液pH接近于人体,但存在离子种类、浓度的差异,
可能影响细胞活力.共培养初期(第1d、3d),随GO含量的增加,细胞活力呈现上升趋势(图2),SEM观察

显示,细胞在材料表面贴壁良好且长出了突起(图1),结果表明GO具有较好的生物相容性.据报道,GO自

身超氧阴离子基团所产生的氧化应激反应对细胞活力有抑制作用,影响细胞活力[26,29],这与本文的结果不

符.GO/CPCs复合材料改善了HAP以及GO对细胞的不利影响,原因可能是复合材料中HAP颗粒和GO
颗粒与培养液中阴阳离子相互作用,减小了氧化应激反应对细胞的不利影响,此机制需要进一步研究.共培

养7d后,GO/CPCs组细胞活力低于GO-0,可能是浸泡时间延长导致培养液中GO含量增加,氧化应激反

应作用明显,影响了细胞活力.另外,材料浸泡时间可能会影响其内部颗粒大小、表面粗糙程度以及孔隙(图

1)等,之前研究表明[23],不添加GO的材料表面较粗糙,可能有利于细胞胞质突附着,提升细胞活力.

2.3 ALP活力

GO/CPCs对细胞的影

响存在时间依赖性,各处理

细胞的ALP活力随培养时

间均呈现上升趋势.第1d,

GO-0处理的细胞ALP活

力显著低于对照,可能与细

胞活力低下有关(见图2).
GO-1,GO-2和 GO-3
与对照基本持平显著高于

GO-0,GO在培养早期能

够促进细胞分泌碱性磷酸

酶,与之前结果一致[30].第3
d、第7dGO-0处理的细

胞 ALP活力高于对照,复
合材料处理的 ALP活力随

GO含量增加而呈下降趋势,原因可能与材料表面的粗糙度有关[31].之前SEM结果显示[23],GO/CPCs表面

较GO-0均匀、细腻.培养时间的延长,粗糙面有助于吸附更多培养液中的离子,比如Ca2+,高浓度的Ca2+
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为细胞分化提供了良好的环境[5].
GO表面具有很多含氧官能团,可
与溶液中的阴离子、阳离子相互

作用[32],改变细胞微环境,可能影

响细胞 ALP活力.此机制需要进

一步研究.

3 结 论

本试验探究了氧化石墨烯/
磷酸 钙 生 物 水 泥 对 成 骨 细 胞

MC3T3-E1的相容性.MC3T3-E1
细胞在新型复合材料 GO/CPCs
表面贴壁良好,呈现梭形并产生

胞质 突;GO 的 添 加 能 够 增 强

MC3T3-E1细胞活力,GO/CPCs
在短期内(1d)促进 MC3T3-E1细胞早期分化.GO/CPCs有望作为一种新型骨组织替代材料应用,具有一定

的前景.
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InVitrostudyonbiocompatibilityofgraphene
oxide/calciumphosphatecements

NingQianji,LiuMenglu,YangHong

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:α-Ca3(PO4)2-CaHPO4-CaCO4(molarratio1∶1∶1)anddifferentconcentrationsofGOaqueousdispersion
(0~24mg/ml),dividedlyusedasthecementsolidphaseandtheliquidcomponent,aremixedatacertainpowder/liquidratio
tosetasGO/CPCssampleofcompositecement.MC3T3-E1cellsareusedtostudythebiocompatibilityofGO/CPCsinvitro.
Thecellmorphologyonthesurfaceofmaterialsisobservedbyscanningelectronmicroscopy.Theviabilityofthecellsisevalua-
tedbyMTTtesting,andthebone-inductionofcellsisinvestigatedbyalkalinephosphatase(ALP)assay.Theresultsshowthat
theMC3T3-E1cellsgetalongwellwithGO/CPCsandhaveacytoplasm-formingprocess.TheactivityofMC3T3-E1cellsand
theirdifferentiationattheshort-term(1d)canbeenhancedbyGO/CPCs.TheresultsobservedabovesuggestthatGO/CPCs
maybecomeanewmaterialinsteadofbonetissue.

Keywords:calciumphosphatecements;grapheneoxide;biocompatibility
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