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羟基磷灰石球形颗粒表面微形貌构建及其对 
干细胞生物学行为的调控 
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(1. 西南交通大学 材料科学与工程学院, 材料先进技术教育部重点实验室, 成都 610031; 2. 中国人民解放军第

309 医院, 北京 100091) 

摘 要: 通过调节溶胶-凝胶体系中羟基磷灰石(HA)粉末和甲壳素(Chitin)的质量比, 制备具有不同表面微形貌的

HA 球形颗粒。扫描电子显微镜(SEM)表征结果显示: 随着 HA/Chitin 质量比从 4/1 增加到 35/1, 球形颗粒的表面微

形貌发生了明显变化 , 由粗糙渐趋平滑 , 微米级皱褶逐渐减少至消失 , 微孔隙率从 (35%±0.8%)减少到

(10.4%±0.7%)。体外细胞培养的结果表明具有微米级皱褶, 微孔隙率较高的粗糙表面具有引导干细胞铺展和增殖的

作用, 微孔隙率低的平滑表面则具有引导干细胞轴向延伸及骨向分化的趋势。同时, HA 球形颗粒表面微形貌对干

细胞表面特征性抗原标志物的表达具有调控作用。 
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Surface Microstructure on Hydroxyapatite Spherules and Its 
Regulation on Stem Cells 
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Abstract: HA spheres with different surface microstructures were prepared by a Sol-Gel route with various hy-

droxyapatite (HA)/chitin ratios. The surface morphologies, phase compositions, and biomimetic mineralization 

ability of samples were respectively analyzed with scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), 

and biomimetic mineralization test. Furthermore, the influences of the surface microstructure on biological behavior 

of bone marrow-derived mesenchymal stem cells were examined by Alamar blue, SEM, alkaline phosphatase assay 

and flow cytometry. When the mass ratio of HA/Chitin was increased from 4/1 to 35/1, the surface microstructure 

of HA spheres changed substantially, as showed by a reduction of micro-porosity from (35%±0.8%) to 

(10.4%±0.7%), decrease of surface roughness, and gradual disappearance of micro-creases. The result of biomi-

metic mineralization test showed that the surface microstructure had important influence to the ability of biomi-

metic mineralization for HA spheres. In vitro culture of bone marrow-derived mesenchymal stem cells demonstrated 
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that the rougher sphere surface, with abundant micro-creases and micro-pores, supported cell spreading and prolif-

eration. In comparison, the smoother sphere surface with fewer micro-pores effectively induced cell elongation and 

up-regulated ALP expression, which suggested stem cells osteogenic differentiation. Meanwhile, the surface micro-

structure of spherules also modulated the expression of characteristic antigen makers on the surface of stem cells. 

Key words: hydroxyapatite; surface microstructure; stem cell; biological behavior 

 

羟基磷灰石(HA, Ca10(PO4)6(OH)2)作为自然骨

的主要无机成分, 具有优良的生物相容性和骨传导

性[1-2]。研究结果显示具有一定孔隙结构的 HA 支架

还具有骨诱导性[3-5]。多孔 HA 支架的孔隙结构、化学

成分和表面形貌是其具有骨诱导活性的关键因素[6-12]。

其中, 支架表面微形貌通过空间尺度效应对细胞的

粘附、铺展、迁徙、增殖、分化及凋亡等功能产生

直接影响[13-15]。 

目前对支架表面微形貌的研究主要集中在支架

表面微观几何结构, 包括晶粒尺寸、微纳尺度孔隙、

表面粗糙度及特殊的表面区域等。通过对材料表面

微米、纳米及微纳米多级结构的研究, 发现增大比表

面积、改进表面形貌或调节表面电性等手段, 可以影

响材料的溶解与再沉积、材料与蛋白质的相互作用, 

引导细胞粘附、增殖和分化, 调控植入体组织周围免

疫反应, 从而在骨诱导中起着重要作用[16-18]。但对

磷酸钙生物陶瓷表面微形貌的研究主要集中在通过

微加工技术在二维陶瓷平面上制备微纳图案(如沟

槽、台阶、凹坑、凸柱等)来观察细胞效应, 很少针

对三维支架本身开展研究, 其主要原因是很难用常

规的微加工技术在硬而脆的陶瓷支架表面制作微结

构。此外, 目前主要通过改变原料晶粒尺寸、烧结

温度来调控生物陶瓷支架材料的表面微形貌。随着

烧结温度的降低, 生物陶瓷的微孔数量(孔径小于

10 m)增加, 当烧结温度分别为 1150℃和 1250℃时, 

HA 的微形貌由微孔数量和晶粒尺寸共同决定。但

上述方法对同一制备体系中的生物陶瓷支架表面微

形貌的调控有限。 

利用 HA/Chitin 溶胶–凝胶体系制备 HA 球形颗

粒可使 HA 粉体均匀分布于溶胶体系, 制备的球形

颗粒一般具有微米或亚微米结构[19]。通过改变体系

中 HA/Chitin 质量比有可能调控所制备 HA 球形颗

粒的表面微形貌, 如粗糙度和微孔隙率等。因此, 本

研究通过制备具有不同表面微形貌的 HA 球形颗粒, 

采用前期工作中使用的颗粒堆积支架体系[4, 6, 20-21], 

考察表面微形貌对 HA 球形颗粒支架磷灰石矿化层

形成性能及对骨髓来源间充质干细胞增殖、骨向分

化及表面特征性标志物表达的影响, 探索 HA 表面

微形貌的生物调控机理。 

1  实验方法 

1.1  原料及试剂 

液体石蜡、甲壳素、N,N-二甲基乙酰胺(DMAC)、

氯化锂、4-硝基苯磷酸二钠盐(4-NPP)均为分析纯, 

由成都科龙化工试剂厂出品。直径 20 m 的球状

HA 粉体由四川大学国家生物医学材料工程技术研

究中心制备。-MEM、胰蛋白酶为美国 Gibco 公司

生产, Alamar Blue 为美国 Sigma 公司生产; 小牛血

清由杭州四季青公司生产; 碱性磷酸酶试剂盒由南

京建成生物技术有限公司生产。 

1.2  HA 球形颗粒表面微形貌的构建 

将 5 g 无水氯化锂加入 100 mL DMAC 中, 加入

0.7 g 甲壳素, 溶解后形成溶胶。按照 HA/Chitin 质

量比为 4/1、10/1、20/1、30/1 和 35/1 分别向溶胶体

系中加入HA粉末, 搅拌均匀, 密封静置 24 h后, 在

机械搅拌下放入装有液体石蜡的烧杯中(转速均为

400 r/min), 2 h 后加入去离子水得到凝胶化的 HA 球

形颗粒。用去离子水将五组样品充分洗涤后干燥,  

1200℃常压烧结(升温速率为 2.5℃/min)即得到具有

不同表面微形貌的 HA 球形颗粒, 分别用 HA4、

HA10、HA20、HA30 和 HA35 表示。 

1.3  HA 球形颗粒表面微形貌表征 

采用密度法测定 HA 球形颗粒的微孔隙率 , 

Brunauer-Emmett-Teller (BET)法计算球形颗粒的比

表面积。利用扫描电子显微镜(FEI Quanta 200)观察

分析球形颗粒的表面微形貌 , 用 X 射线衍射仪

(XRD, XD1000, 中国)分析表面微形貌的相组成。 

密度法测定孔隙率的公式如下:  
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0 为 HA 理论密度(3.16 g/cm3); m 为单颗 HA 球形

颗粒的质量; V0为致密的 HA 球形颗粒的体积; V1为

实测 HA 球形颗粒的体积。 

1.4  HA 球形颗粒体外生物学评价 

取直径约 0.5 mm 的三组 HA 球形颗粒(HA4、

HA20、HA35)各 3 g, 超声清洗后堆积于多孔不锈钢
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管中, 浸入快速矿化液(ACS)置于 37℃进行仿生矿

化实验, 每 24 h 更换一次 ACS, 共矿化 3 d。 

将培养到第五代的 SD 大鼠乳鼠骨髓来源间充

质干细胞(BM-MSCs)用 0.25%胰蛋白酶-0.1%EDTA

消化液消化后, 加入含 10%胎牛血清的L-DMEM培

养基制成细胞悬液, 调节细胞密度为 1×105个/mL。

将具有不同表面微形貌的三组 HA 球形颗粒(HA4、

HA20、HA35)堆积于 24 孔细胞培养板中, 每组设 5 个

平行样。每个样品接种 1 mL 细胞悬液, 置于 37℃的

CO2 培养箱中培养。隔日更换一次培养基。 

在培养的第 1、3、5、7 d 进行细胞增殖检测, 并

绘制增殖曲线, 具体步骤如下: 按 Alamar Blue: 无

酚红培养基: 胎牛血清=8/1/1 的体积比配制 Alamar 

Blue 工作液, 弃去旧培养基后用磷酸缓冲液(PBS)

冲洗 2 次, 每孔加入 1 mL Alamar Blue 工作液, 在

CO2 培养箱中培养 3 h, 每孔取 200 L 置于 96 孔培

养板中, 酶标仪在 570~600 nm 波长处测吸光度值。 

在培养 3 d 后各组取样品用 PBS 冲洗 3 次, 梯

度脱水脱醇处理后临界点干燥, 喷金后用 SEM 观

察 HA 球形颗粒表面上细胞的状况。 

收集 BM-MSCs 与各组 HA 球形颗粒共培养 7d

后的样品, 加入 0.25%胰蛋白酶-0.1%EDTA 消化液

消化, 离心处理, 收集样品上的细胞, 加入 BM-MSCs

表面特异性抗原标志物抗体(CD90、CD44、CD29、

CD45、CD11b)室温避光孵育 30 min, PBS 清洗后流

式细胞仪(FACS Calibur, 美国 BD 公司)检测各组

样品细胞上干细胞表面特异性抗原表达情况。 

培养 7 d 后进行碱性磷酸酶活性检测: 取各组

样品用 PBS 冲洗 2 次, 每组样品加入 1 mL 0.1%的

Triton X-100, 在–20℃反复冻融 3 次以便完全裂解

细胞, 将细胞裂解液按 100 L/孔转入 96 孔酶标板 

中, 每孔加入 100 L4-NPP, 混匀, 孵育 20 min 后, 

在酶标仪 405~510 nm 波长处测吸光度值。 

2  结果与讨论 

2.1  成分分析 

图 1为 1200℃烧结后各组 HA球形颗粒的 XRD

图谱, 由图可见, 在 2=26、32、40、47、50
的位置均出现了明显的 HA 特征峰, 与 HA 的标准

图谱完全吻合(JCPDS 09-0432), 且未出现其他杂相, 

说明在制备和烧结过程中没有引入杂质, 可见利用

HA:Chitin质量比调控HA球形颗粒的表面微形貌不

会对 HA 球形颗粒本身的相成分产生影响。 

2.2  HA 球形颗粒表面微形貌观察 

图 2 为不同 HA/Chitin 比例制备 HA 球形颗粒

表面 SEM 形貌, 在 HA/Chitin 比例小于 30/1 时, 球

形颗粒表面存在微孔, 且尺寸分布在 10 μm 以下, 

部分微孔尺寸小于 1 μm, 尤其在 HA/Chitin 低比例(4/1  

 

图 1  HA4和 HA35球形颗粒烧结后的 XRD 图谱 

Fig. 1  XRD patterns of HA4 spherules and HA35 spherules 

 

图 2  不同 HA/Chitin 比例制备 HA 球形颗粒表面 SEM 照片 

Fig. 2  SEM images of surface HA spheres with different initial ratios of Chitin/HA 
a1, b1: HA4; a2, b2: HA10; a3, b3: HA20; a4, b4: HA30; a5, b5: HA35 
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和 10/1)时, 球形颗粒表面出现了微米级的皱褶, 这

增大了球形颗粒表面的比表面积和粗糙度。随着

HA/Chitin 比例的提高, 球形颗粒表面的微米级褶皱

消失, 微孔数量逐渐减少。当 HA/Chitin 比例≥30/1

时, 颗粒表面变得光滑且致密, 在 HA35 的表面仅有

少数微孔。这说明通过采用改变 HA/Chitin 质量比来

调控 HA 球形颗粒表面微形貌的方法是有效的。 

2.3  HA 球形颗粒微孔隙率和比表面积 

微孔隙率能增大磷酸钙生物陶瓷的比表面积, 

有利于蛋白吸附、钙离子的释放和再沉积, 对磷酸

钙生物陶瓷的骨诱导性能有重要的作用[22-24]。研究

报道具有较高微孔隙率(17%)的 BCP 陶瓷在植入动

物肌内后能诱导骨形成 , 而较低微孔隙率(4%)的

BCP 陶瓷则未见骨形成[11]。 

表 1 给出了不同 HA/Chitin 质量比的 HA 球形

颗粒的微孔隙率和比表面积。随着 HA 粉体比例的

提高, 颗粒微孔隙率逐渐下降, HA/Chitin比例为 4/1

时, 球形颗粒微孔隙率高达(35%0.8%), 比表面积为

152.49 m2/g; 而在HA/Chitin比例为35/1时, 球形颗粒

微孔隙率只有(10.4%0.7%), 比表面积为 17.25 m2/g。

这是因为实验中甲壳素作为微孔造孔剂的唯一原料, 

在相同的粉体与烧结条件下, 其含量越高, HA 球形

颗粒的微孔数量越多, 微孔隙率和比表面积越高。

而体系中 HA 比例会影响到球形颗粒的收缩率, 因

此当 HA 比例低到一定程度时, 球形颗粒表面因为 

表 1  不同表面微形貌的 HA 球形颗粒的微孔隙率 

Table 1  Microporosity and specific surface area of HA 
spheres with different ratios of HA/Chitin 

HA/Chitin Micro-porosity/% BET/(m2·g-1) 

4/1 350.8 152.49 

10/1 30.10.9 / 

20/1 25.70.4 86.39 

30/1 19.6±0.5 / 

35/1 10.4±0.7 17.25 
 

收缩较大会出现微米级皱褶, 将进一步增大球粒的

比表面积。这与图 2 的 SEM 结果相一致。 

2.4  HA 球形颗粒的仿生矿化研究 

三组不同表面微形貌的 HA 球形颗粒(HA4、

HA20、HA35)在 37℃, ACS 中矿化 3d 后, 表面矿化

情况如图 3所示, 在 HA4球形颗粒和HA20球形颗粒

表面均可见有大量均匀矿化层覆盖。图 3(b1, b2)显

示该矿化层都是由大量片状的晶片交叉聚集而成, 

每一晶片垂直于基底表面垂直生长。且覆盖于 HA4

球形颗粒表面的晶片尺寸普遍大于覆盖于 HA20 球

形颗粒表面的晶片尺寸。而在致密光滑的球形颗粒

表面(HA35)局部区域也观察到少量絮状矿化物覆盖

(图 3b3, c所示), 说明具有更高微孔隙率和粗糙度的

HA 球形颗粒表面(HA4、HA20)比光滑致密且微孔隙

率低的 HA 球形颗粒表面(HA35)具有更好的形成类

骨磷灰石层的能力。这是由于前两者具有更大的比

表面积, 能提供更多的磷灰石晶体的成核位点, 更

容易促进钙磷矿化层的成核生长。并且更高的微孔

隙率使得更多来自于材料的 Ca2+、PO4
3-、HPO4

2-扩

散到周围, 从而使得钙磷再沉积更容易发生。实验

结果表明表面微形貌对 HA 球形颗粒的仿生矿化能

力有重要影响。 

2.5  HA 球形颗粒细胞培养 

骨髓来源间充质干细胞(BM-MSCs)与三组不同

表面微形貌的 HA 球形颗粒堆积共培养 3 d 后的

SEM 照片(图 4)显示, BM-MSCs 在 HA4 和 HA20 球

形颗粒表面的增殖、粘附及铺展情况明显优于在

HA35 球形颗粒表面的情况。图 4(a, d)显示细胞连接

成片, 呈扁平状铺展于球形颗粒表面, 并伸出大量

板状伪足, 球形颗粒的褶皱区域可见细胞立体爬行

生长。图 4(b, e)显示细胞大部分呈扁平状铺展于球

形颗粒表面, 伪足多为板状, 部分为丝状(图 4d)。图

4(c, f)显示细胞散在粘附于球形颗粒表面, 呈梭形

生长, 伸出的伪足多为丝状伪足。上述现象说明细 

 

图 3  矿化 3 d 后 HA 球形颗粒表面的 SEM 照片 

Fig. 3  SEM images of the surface of HA spheres (a, b) mineralized for 3 d 
a1, b1: HA4; a2, b2: HA20; a3, b3: HA35 
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图 4  骨髓来源间充质干细胞与不同表面微形貌的 HA 球形颗粒共培养 3 d 后的粘附和生长情况 

Fig. 4  SEM images of BM-MSCs cultured on HA spehres with different surface microstructures after 3 d 
a, d: HA4; b, e: HA20; c, f: HA35 

 

胞在材料表面生长情况与其表面微结构有很大相关

性, 粗糙表面为细胞粘附提供更多位点, 更大的比

表面积则为细胞提供了更多的铺展生长空间。而在

致密光滑表面, 细胞的粘附和铺展都受到限制。 

三组 HA 球形颗粒堆积支架与 BM-MSCs 共培

养 1、3、5、7 d 后, 细胞的增殖情况如图 5 所示。

实验所用的 Alamar Blue 具有氧化还原指示剂的作

用, 可以进入细胞内部并对细胞无毒副作用, 细胞

新陈代谢后变成粉红色化合物, 该化合物生成量与

细胞数量及活性呈正比, 通过测定该化合物的吸光

度值变化可以得到细胞增殖活性[25]。该方法对细胞

增殖和活性检测等同于传统的 MTT 检测, 但更为

简单直观。样品组细胞增殖的变化趋势与空白组一

致, 说明虽然在材料制备中引入了 Li2+, 但其并未

影响 HA 材料的生物学性能。这是因为 HA 球粒在

烧结前已经经过充分浸洗溶出了绝大部分 Li2+, 余

下痕量已不足以对材料的生物学性能产生作用了。

图 5 结果表明各组 HA 球形颗粒无细胞毒性, 具有

良好的细胞相容性。同时, 从第 3 d 开始, 相比 HA35  

 

图 5  不同表面微形貌对细胞增殖的影响 

Fig. 5  Proliferation of BM-MSCs cultured on tissue culture 
plates and HA spheres with different surface microstructures at 
1, 3, 5 and 7 d 

(* represents statistical difference, P<0.05) 

组, HA 4 组和 HA20 组细胞增殖活性更高, 且 HA4 组

在各时间点均显著高于其他组, 说明各组 HA 球形

颗粒的表面微形貌对于MSCs增殖的影响各不相同, 

即粗糙多孔的表面微结构通过促进细胞铺展[26, 27]

而更有利于细胞的增殖, 该结果与 SEM 观察情况

相一致。 

BM-MSCs 是一类存在于骨髓中的具有多向分

化潜能的干细胞, 细胞表面会表达特异性抗原。目前

主要通过对其特征性的阳性表面抗原标志物 CD29、

CD90、CD44 和阴性表面抗原标志物 CD11b、CD31、

CD45 的检测来进行鉴定[28]。流式检测结果显示实验

所用的第五代 SD 大鼠 BM-MSCs 的 CD29 阳性细胞

比率99.2%, CD90的阳性细胞比率98.9%, CD44的阳

性细胞比率 93%, CD11b 的阳性细胞比率 1.9%, 

CD31 的阳性细胞比率 4.2%, CD45 的阳性细胞比率

3.4%, 与文献报道 SD 大鼠 BM-MSCs 表面特异性抗

原标志物表达相符, 证明实验所用的 MSCs 是高纯度

的均质干细胞群。表 2 显示 BM-MSCs 与不同表面微

形貌的 HA 球形颗粒共培养 7d 后表面特异性抗原标

志物的表达情况。BM-MSCs 与 3 组 HA 球形颗粒共

培养后, 其表面特异性抗原标志物的表达均发生了变

化, 尤其 HA20 组和 HA35 组, 三个表面阳性特异性抗

原标志物较之对照组均有明显下降, 说明不同表面微

形貌对干细胞的均质性影响不同, 也间接说明不同表

面微形貌对干细胞分化程度的影响明显不同。BM- 

MSCs 的特异性表面抗原标志物表达在致密平滑、微

孔隙率低、比表面积小的表面下降更为显著, 这可能

与细胞在其表面的粘附及铺展受到限制, 细胞轴向伸

长与其所处的钙磷环境使细胞更易骨向分化有关。在

随后的研究中, 将进一步对细胞粘附蛋白、特征性成

骨蛋白及基因表达进行检测, 以期深入认识 HA 表面

微形貌对干细胞行为和功能的影响和机制。 

BM-MSCs分化初期会伴随碱性磷酸酶(ALP)的

上升, 碱性磷酸酶是骨髓来源间充质干细胞分化的 
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表 2  BM-MSCs 与不同表面微形貌的 HA 球形颗粒共培养

7 d 后表面特异性抗原标志物表达 

Table 2  Surface characteristic markers expression of BM- 
MSCs cultured on HA spheres with different surface mi-

crostructures after 7 d 

 CD29 CD44 CD90 

Control 99.2% 93% 98.9% 

HA4 89.4% 67% 90.9% 

HA20 74.6% 56% 76.0% 

HA35 66.9% 40% 59.7% 

 
重要标志。图 6 显示 BM-MSCs 与不同表面微形貌

的HA球形颗粒共培养 7 d后的ALP表达情况。HA35

组和 HA20 组的 ALP 表达显著高于 HA4 组, 这说明

HA35 组(致密平滑表面, 低微孔隙率)的 BM-MSCs

具有更好的分化趋势, 而 HA4 组(粗糙表面, 高微孔

隙率)的 BM-MSCs 分化程度低, 主要可能是由于具

有粗糙表面和较高微孔隙率的球形颗粒上的细胞具

有更高的增殖速率和更长的增殖期, 共培养 7 d 时

仍处于细胞增殖高峰期, 从而细胞分化情况相对较

低。这与文献报道的细胞增殖、分化的反比关系一

致[29]。 

3  结论 

本研究尝试利用溶胶–凝胶体系, 通过调节 HA/ 

Chitin 质量比, 成功地在 HA 球形颗粒表面构建了

不同的微观形貌。这种方法可以在较大范围内不受

制备体系中 HA 比例的调整范围限制, 既可以单独

考察磷酸钙生物陶瓷表面微观结构对细胞生物行为

的影响, 又为在体外考察三维支架状态下多尺度结

构对细胞行为的调控提供了可能。 

 

图 6  不同表面微形貌对细胞分化的影响 

Fig. 6  Expression of ALP of BM-MSCs cultured on 
HA spheres with different surface microstructures at 7 d 
(* represents statistical difference, P<0.05) 

体外细胞实验结果证实材料表面微形貌对 BM- MSCs

的生物行为有很大影响, 多孔粗糙表面更有利于细胞

的增殖。而致密光滑表面则更有利于 BM- MSCs 的骨

向分化。并且, 每种表面都具有良好的细胞相容性。 
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