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第一章 緒論 

1-1前言 

現在的台灣已將要邁入老年化的社會，據估計在未來50年內，65歲

以上的人口將增加至少3倍；如此多的老化人口伴隨而來的就是需要增

加龐大的醫療資源。在老化的疾病當中，器官失去作用占極高的比例，

許多器官無再生能力，一旦失去作用，就會造成身體無法彌補的傷害；

這時可能便要進行器官移植或其他重大手術，以維持身體的正常運作，

但是這將耗費相當大的醫療成本，如果能只需修復或使受損的器官再

生，便能繼續維持身體的正常機能，而不需做器官移植，如此便能大幅

降低病人的負擔與醫療成本，相信這是許多醫療過程最希望的結果，組

織工程正是朝這方面努力的新興技術。 

目前一般組織或器官修復以採取外科治療為主，大致有4種方式： 

1. 自體移植：擷取病患本身身體某部份進行移植，雖不會有疾病傳

染及免疫排斥的問題，但來源有限，數量往往不敷使用，且需於

組織來源處進行手術，會造成二次傷害。 

2. 異體移植：由其它人的組織或器官取得，包括親人或捐贈等途

徑，雖來源較自體為多，但數量仍有限，且會有疾病傳染及免疫

排斥的問題，另外病患借用他人器官的心理也會影響復原。 

3. 異種移植：由他種動物的組織或器官取得，如豬、牛、猩猩、猿

猴等，雖來源較多，但仍會有疾病傳染及免疫排斥的問題。 

4. 人造材料：如合金或塑化材質，但此種材料生物相容性低，且易

耗損需多次替換。 

相對於沒有生命力的材料而言，組織工程便是希望在體外培養一個

具生命力的組織或器官以應用於病人身上，使病人復原良好，減少手術
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次數，改善病人生活品質，進而大幅降低住院及醫療費用。組織工程目

前的應用範圍除了涵蓋組織及器官替換，如人工皮膚、心血管替代品，

神經系統，以及肝、胰等代謝器官修復，還延伸到細胞治療與藥物傳輸

等領域。 

1-2組織工程 

組織工程學(Tissue Engineering)為應用生物與工程的原理以發展活

組織的取代物，來修復、維持或改善人體組織的功能，而此取代物將成

為病人身體的一部份，對於疾病提供特定的治療(1)。組織工程涵蓋三大

主要元素(參見圖 1-1)，分別是細胞(cells)、促使細胞生長及分化所需的

傳導訊號(signals)及提供細胞生長所需的支架(scaffold)。 

 
圖 1-1組織工程三大要素 
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1-2-1細胞 

足夠的細胞數與功能正常的細胞是組織工程成功的要件。一般而

言，細胞的來源包括成熟細胞(adult cell)和幹細胞(stem cell)，為避免免

疫排斥的問題，成熟細胞以自體來源最為理想，因此須先從病人身體採

集適當的組織樣品，於體外分離出所需的細胞，然後培養到足夠數量，

再植入支架進行組織培養。但目前仍有一些尚待克服與解決的問題，例

如，可採集的健康組織數量太少、老年人或某些種類的細胞在體外增殖

能力太差、以及體外培養的環境是否能讓細胞維持正常的功能⋯等等，

這些都限制了使用自體成熟細胞於組織工程的應用。 

幹細胞可以在體外無限增殖，因此為組織工程理想的細胞來源，自

體幹細胞除可由臍帶血取得外，目前已能由骨髓、肌肉、脂肪、神經中

取得，其中又以骨髓取得最為容易，骨髓中的幹細胞有兩種：一種是造

血幹細胞(hematopoietic stem cells)，負責形成體內的血球細胞，如紅血

球、白血球、淋巴球等；另一種是間質幹細胞(mesenchymal stem cell, 

MSC)，可以分化成硬骨、軟骨、脂肪、結締組織及支持血球細胞形成

的網狀結構(2-4)。 

間質幹細胞擁有多樣分化發展能力，即使被冰凍保存後，他們仍可

以被培養到 38±4 代，而不會失去骨質再生的能力(5,6)，研究顯示間質幹

細胞已能應用於組織工程中的骨質再生及骨骼基因工程、軟骨生成及修

補、肌腱修補等(7,8)，本研究就是使用從兔體腸骨抽取骨髓培養而得的間

質幹細胞，在體外植入生醫材料所製成的支架中，培養一段時間後使支

架具有生命力，再植回自體兔體頭蓋骨以評估其可行性。 
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1-2-2訊號 

間質幹細胞在體外培養時，左右細胞生長、趨向、與分化的重要因

素就是各種生長因子與荷爾蒙。這些物質與細胞的受體結合後會於細胞

內引發一系列的化學反應，而啟動某些基因的表現，影響細胞的許多行

為，如生長、趨向與分化，組織才得以成型。因此組織工程的進行除了

需要考慮細胞、支架的因素外，缺乏這類訊號也難竟全功。例如要誘導

骨髓間質幹細胞分化為軟骨時，需要加入生長因子 TGF (Transforming 

growth factor)，若要誘導它們變成骨骼細胞，則要加入 BMP (Bone 

morphogenetic protein)等(9)。 

近年來許多的研究積極致力於生長因子和機械性刺激對細胞訊號

傳遞的影響(10)，在生長因子方面，1988年 Maniatopoulos等人首先從老

鼠取得骨髓間質幹細胞，經體外培養後使用醣皮質激素(dexamethasone)

刺激骨先驅細胞的分化，所需刺激的濃度範圍從 10-7~10-9 M，若超出此

濃度範圍，細胞會破裂進而影響骨形成的機制；β-glycerophosphate 作

為有機磷的來源，幫助基質的礦化，其合適濃度的範圍從 5~10 mM，過

量的濃度會造成失調的礦化作用，影響細胞進一步的分化，且危及骨基

質的生成；配合著 ascorbic acid刺激培養出骨的型態和其生化特徵(2,3)。 

骨碎補為水龍骨科(Polypodiaceae)多年生蕨類植物槲蕨 Drynaria 

fortunei (Kunze) J. Sm.的乾燥根莖，在中醫臨床上可用於治療骨折，因

此便以其功用命名為骨碎補。根據本研究室之前的研究顯示，骨碎補能

促進骨母細胞增生及分化，本研究希望經由體外及體內測試驗證骨碎補

是否也能促進間質幹細胞增生並朝骨母細胞分化，而在間質幹細胞分化

為骨母細胞時扮演分化劑的角色。 

在物理性刺激方面，一般靜態的體外培養養分給予細胞生長所須的

能量，卻忽略了細胞的代謝，在靜態培養下支架中的細胞養分輸送和代

謝物擴散速率並不能滿足，導致細胞生長的抑制和細胞型態的表現，在

組織工程中生物反應器(bioreactor)已漸漸被應用，來解決上述的問題。 



 5

生物反應器在組織工程中提供了以下幾種功能： 

1. 改善支架中細胞分布不均的問題。 

2. 維持培養液中氣體和養分的濃度。 

3. 提供生長的組織有效率的物質傳導。 

4. 使生長中的組織處於物理性的刺激。 

組織培養生物反應器有各種不同的型式(11)，如圖 1-2 所示，1.靜態

和軌道式混合有蓋培養皿(orbitally mixed Petri dishes)，2.靜態和磁攪拌

培養瓶(magnetically stirred flasks)，3.旋轉型：低轉速和高轉速，4.佈滿

型：使用磁共振線圈和旋轉容器。每種生物反應器有不同的功能，可依

據不同的需要選擇使用(12)。 

 

圖 1-2組織培養生物反應器(a)靜態和軌道式混合有蓋培養皿，(b)靜態和

磁攪拌培養瓶，(c)旋轉型：低轉速(上)和高轉速(下)，(d)佈滿型：

使用磁共振線圈(上)和旋轉容器(下) 
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1-2-3支架 

要在體外進行人工組織培養，首先須取出病患或捐贈者一部份組

織，經體外大量培養取得所需的細胞後，植入生物可分解性的多孔性支

架，利用支架的三度空間，在體外進行組織培養，讓細胞貼附並生長，

再植回病患所需修補的部位。因此，發展適合的生物可分解多孔性支架

提供細胞及組織生長，便為組織工程相當重要的關鍵技術。 

良好的硬骨組織工程支架，應具備以下特性以應用於體外組織培

養，並能植回病患體內。 

1. 良好的生物適應性，不具生物毒性，使細胞及組織能貼附並生

長。 

2. 為生物可吸收分解性材料，而且吸收分解的速度要能配合新生骨

組織形成與取代的速度。 

3. 具備高孔隙率，使細胞有較多的生長空間。 

4. 具備適當的孔洞尺寸，以提供骨母細胞生長。 

5. 所製備孔洞之間須有良好的連通性，以使細胞能均勻植入各孔

洞，體外培養及植入生物體時，養分及廢物能順利的進出。 

6. 具備適當的機械強度。 

本研究室之前的研究顯示，以適當比例綠梔子素、明膠及三鈣磷酸

鹽混合進行交聯反應所製成的骨科替代材料 GGT 為一擁有良好的生物

適應性，具備骨引導與促進骨再生能力的生物可降解材料(13)，在此基礎

上本研究於製備材料過程中加入氯化鈉顆粒，製成多孔性結構以應用於

組織工程。 
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1-3研究動機及目的 

本研究的主要目的為結合組織工程三要素：支架(Scaffold)、細胞

(Cells)、訊號(Signals)進行動物體內及體外試驗以評估本研究室所研製之

多孔性骨科材料(多孔性 GGT)，於體外培養間質幹細胞後應用於臨床硬

骨移植的可行性，並探討中藥骨碎補於間質幹細胞於分化為骨母細胞的

過程是否能扮演加速細胞增生及分化的角色。 

在 1994 年 Yao 等人的研究中，選擇在生物體內具有降解性

(biodegradable)的三鈣磷酸鹽(tricalcium phosphate)陶瓷粉末，以可吸收性

高分子材料的明膠 (gelatin)作為與陶瓷粉末混合的黏結劑 (binding 

agent)，並利用戊二醛(glutaraldehyde)充當交聯劑(cross-linking agent)，

使明膠發生交聯反應，此簡稱 GTG 複合材料，一方面可控制材料在生

物體內的物理變化，另一方面亦可降低明膠的排斥反應；雖然在上述的

研究中，無論於體外(in vitro)或是體內(in vivo)的評估結果，均顯現出三

鈣磷酸鹽與交聯明膠複合材料具有良好的生物適應性與新生骨引導能

力(14-16)，但要應用於生物體內戊二醛的生物毒性仍是不得不考慮的問

題。 

在 2004年 Liu等人，將交聯劑改為生物毒性遠低於戊二醛的天然交

聯劑綠梔子素(genipin)，簡稱 GGT複合材料，經體外及體內測試結果證

實為具有良好的生物適應性，具備骨引導與促進骨再生能力的生物可降

解材料(13)。同年 Jeng等人將 GGT複合材料結合中藥龜鹿膠及骨碎補製

成內含生藥的人造骨科複合材料，於體外及體內測試均證實添加中藥對

骨缺陷的修復具有明顯的促進作用(17)。 

本研究便是要將 GGT 材料，發展為可應用於組織工程的多孔性支

架，並選擇間質幹細胞為來源細胞，在體外培養至足夠數量後，將細胞

植入支架中進行培養，再將培養後的組織植回兔體頭蓋骨以進行相關的

評估。 
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第二章 文獻回顧 

2-1骨骼的組織與組成 

骨骼為一種特殊的結締組織，以鈣化的網狀膠質作為人體的骨架。

其中礦物質(mineral)/有機物(organic)的比例為 3/1，而礦物質的主要成分

是氫氧基磷灰石(hydroxyapatite, HAP)；(Ca10(PO4)6(OH)2)，有機物則為

膠原蛋白(collagen)。本研究即根據乾燥骨骼中無機礦物質與有機基質的

重量比例，選擇三鈣磷酸鹽粉末與明膠的重量比為 3：1，加以適當的水

分均勻混合而成。 

骨並非ㄧ個完全的固態均勻物質，事實上在其堅固的成分之間有一

些空隙。這些空隙可作為血管的通道以供應骨細胞的營養，同時使骨變

輕。依照這些空隙的大小及分布情形，可將骨分成海綿骨及緻密骨等區

域。海綿骨含有很多充滿紅骨髓的大空隙，他構成大部份的短骨、扁平

骨及不規則骨的骨組織與大部分長骨的骨端，他亦提供一部份骨髓的貯

存區以及支持作用。相反的緻密骨含有極少的空隙，他的骨幹層較骨端

層為厚。緻密骨提供保護作用及支持作用，並幫助長骨對抗加在其上的

重量壓力。 

海綿骨與緻密骨組織的差異可參考圖 2-1，其中最主要的差異為緻

密骨有ㄧ同心環的結構，而海綿骨則無。血管與神經由骨外膜及骨內膜

經佛克曼管(Volkman’s canals)穿過緻密骨，這些管內的血管與骨髓腔及

哈佛氏管(Haversian canals)內的血管相連接。哈佛氏管貫穿骨的縱軸，

由骨板(lamellae)圍繞其外，骨板是硬的鈣化細胞間質所形成的同心圓，

在骨板之間的小空間稱為腔隙(lacunae)，為骨細胞的存在位置。骨細胞

(osteocytes)為成熟的造骨細胞，已經喪失了製造新骨組織的能力。由腔

隙向各個方向發射的微小管子稱骨小管(canaliculi)，含有骨細胞的細長

突起。這些骨小管與其他腔隙相連結，最後與哈佛氏管相連。因此整個

骨形成ㄧ個複雜的網狀結構，它提供很多的途徑，使得營養物能抵達骨
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細胞，同時廢物也能被移除。每ㄧ個哈佛氏管與其周圍的骨板、腔隙、

骨細胞及骨小管形成哈佛氏系統(Haversian system)或稱骨元(osteon)。在

哈佛氏系統之間的區域稱為間板(interstitial lamellae)，這些間板亦含有腔

隙、骨細胞及骨小管，但它們的骨板經常與哈佛氏系統無關，而是硬骨

重塑時舊骨元被破壞所留下的片斷。 

 

圖 2-1緻密骨與海綿骨結構比較圖(18) 

與緻密骨相反的，海綿骨並不含有真正的哈佛氏系統，他是由稱為

骨小梁(trabeculae)的細骨板所形成之格子構造組成。某些骨的骨小梁之

間充滿了紅骨髓，紅骨髓細胞負責製造血球。骨小樑內的腔隙含有骨細

胞，這些骨細胞直接由循環經過骨髓腔的血液獲取養分。 
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2-2骨細胞與骨骼重建機制 

骨骼中主要含有三種型式的細胞分別為骨母細胞(osteoblast; OB)、

成骨細胞(osteocyte)及蝕骨細胞(osteoclast; OC)(19,20)。新生骨組織在形成

的過程中，是經由特定型態的細胞來進行骨骼的模化(shaped)和重塑
(21)，如圖 2-2所示，新骨的形成是經由骨母細胞完成，舊骨的吸收及移

除則由蝕骨細胞所負責，成骨細胞則對骨母細胞及蝕骨細胞兩者的活動

具有間接協調的功能。 

 

圖 2-2骨骼的形成和重塑過程(21) 
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2-2-1骨細胞成分 

骨母細胞是促使骨骼重建的特殊細胞，乃由結締組織中的間葉細胞

(mesenchymal cell)分化而來，其中必須先經過骨髓網狀細胞(reticulated 

cells of bone marrow)及骨前趨細胞(osteoprogenitor cell)兩個過度細胞型

態，其功能主要為形成彈性蛋白、合成膠原纖維及參與鈣化。在骨形成

過程中，存在於間葉細胞區的巨大細胞(可能為 osteoblast)一開始是被膠

原纖維圍繞住，然後逐漸連結在一起而形成ㄧ段段未鈣化的骨基質，此

稱為類骨質(osteoid)。這些類骨質段接著進行骨礦化步驟，此時骨母細

胞轉化為成骨細胞，所以在骨形成與鈣化的步驟中，骨母細胞扮演著主

要的角色。 

成骨細胞是骨組織中細胞轉化達到最後穩定型態的活細胞，當骨母

細胞經過製造骨基質活性期後，大部分又回到不活化狀態，變成扁平紡

錘狀，貼近不活化的骨表面，但有ㄧ些骨母細胞則被正在鈣化的骨基質

所包圍，而存在於骨小腔(lacuna)中，稱為成骨細胞，其在骨骼重建上是

不具直接的作用，即使發生骨組織的受傷亦不會使成骨細胞反應，然而

在骨組織進行鈣化作用時，可維持骨組織中無機質與有機質的恒定性

(homeostasis)，使鈣、磷和其他礦物質在激素的調控下，維持血漿中所

須的濃度(22)，因此正常骨骼和其他的組織ㄧ樣，一直都能穩定地被吸收

(resorption)和被形成(formation)以進行新陳代謝。 

蝕骨細胞由多核巨細胞(multinuclear giant cell, MNGC)組成，直徑約

為 100 μm，含有 2~50 個核及豐富的細胞質，蝕骨細胞的數量較少，

其主要功能是在骨生長或修復時，負責重吸收骨質，是破壞及吸收骨組

織的細胞，通常僅見於骨骼被吸收區，不會出現於新形成骨的地方，蝕

骨細胞最容易發現於已鈣化的骨表面所形成貝殼狀凹陷處，這些凹陷處

稱之為吸收灣(resorption bay)或 Howship’s陷窩(Howship’s lacula)(23,24)。 
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2-2-2骨骼重建機制 

自然骨組織在正常的情況下會進行骨生長、骨鈣化及骨新陳代謝等

骨骼重塑作用，此作用可依據骨母細胞的數量、蝕骨細胞的數目、類骨

質的邊緣寬度及新生骨的鈣化程度，來判定骨組織自行替換的情況(25)。

當骨骼發生骨折或因嚴重骨腫瘤病變而被破壞時，所造成的骨缺陷亦會

進行骨骼重建，一般自然骨癒合的過程主要由三個方面所組成，即骨癒

合需要有啟動的成骨細胞、骨誘導因子以產生骨基質和骨傳導介面，重

建機制詳細說明如下： 

ㄧ、成骨作用：骨折修復初期，骨斷裂處附近會形成骨痂(callus)，

在此時骨膜深層的細胞增生相當快速，由骨髓腔內的間葉細胞經由增生

血管提供養分，繼續快速分化成骨前趨細胞，接著骨前趨細胞經過適當

的刺激(調節或誘導)繼續分化成具活性的骨母細胞，最後形成具有成骨

能力的成骨細胞。 

二、骨誘導作用：間葉細胞與骨前趨細胞本身並無成骨作用，必須

經過誘導作用分化為成骨細胞才具有成骨作用。由於骨折間隙內最初並

不含有軟骨細胞(chondrocyte)或骨母細胞，這些細胞在骨癒合過程中的

出現，必然只是骨誘導作用的結果，產生誘導作用的因素或物質稱為誘

導體(inductor)，其誘導過程稱之為骨誘導作用(osteoinduction)。 

三、骨傳導作用：骨傳導作用與在局部環境中形成的骨模板(template)

有關，啟動後的成骨細胞會在骨模板上產生新骨，而骨傳導作用則有利

於新骨在三維空間內的產生和沉積，增加癒合過程中對大塊骨缺損及節

段性骨缺損的橋接能力。其中膠原蛋白、氫氧基磷灰石以及骨中絕大部

分的有機基質與無機鹽類成分都是骨傳導物質的原型。 
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2-3生醫骨科材料 

生醫材料是指用來輔助或代替生物體部分組織或器官功能，而且會

與生物體的細胞(cell)、血液(blood)、組織(tissue)或蛋白質(protein)直接

接觸的材料稱之。生醫材料已廣泛的應用於生物體內及體外，如局部植

入物(implants)，導管(catheters)、人工器官(artificial organs)、藥物釋放

(drug delivery)系統、毒物去除(toxin removal)系統、創傷外敷材料(wound 

dress)及隱形眼鏡(contact lenses)等，也可用在生醫感測器(biosensor)或是

生物科技工業上的一些製程，如細胞載體(cell carriers)、酵素擔體(enzyme 

supports)以及需要隔離或純淨化的系統(26)。 

2-3-1生醫骨科材料須具備的條件 

由於生醫材料需要與體液或組織接觸，所以對材料品質要求十分嚴

謹及精確，因此生醫材料需具備以下基本條件： 

1. 材料需具有無毒性(non-toxicity)，不會引發溶血、免疫、發炎等

反應。 

2. 材料需具有基本的功能性(functionality)，才可作為受損組織及

器官的替代物或修補物。 

3. 材料需具有可消毒性(sterilizability)，可使用壓力鍋、環氧乙烷

(ethylene oxide, E.O.)、氣漿(gas plasma)、臭氧(ozone)或γ射線

等技術進行消毒。 

4. 材料需具有良好的生物適應性(biocompatibility)。 

5. 材料需具有可降解性(degradability)，這是目前先進生醫材料最

需具備的條件。 

對於應用於硬骨組織的替代材料而言，除了應具有上述基本條件之

外，理想的生醫骨科材料不但希望能刺激骨細胞的增生(proliferation)及

分化(differentiation)，加速骨缺陷的復元；此外價格便宜、容易製作及方
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便大量生產、手術植入程序簡單等條件，更是在研製生醫骨科材料時，

不可或缺的考慮因素。 

2-3-2生醫骨科材料的分類 

在臨床上由於意外傷害或外科手術所引起的骨缺陷，常因為骨骼受

傷癒合期太長而苦惱，主要是由於骨骼是ㄧ個複雜的結締組織，從患處

舊骨被蝕骨細胞(osteoclast)重吸收(resorbing)，到骨母細胞(osteoblast)形

成新生骨組織的重塑(remodeling)過程，就需長達 6個月以上(20)，若需更

進ㄧ步使骨質礦質化(mineralization)達到ㄧ定強度，則所需時間將更

長。但若骨組織斷裂缺口過大，則會造成傷口延遲癒合(delayed union)

或不癒合(nonunion)的問題。當骨骼缺口太大而超過五分之ㄧ骨骼直徑

時，通常此間隙無法自然接合，這時骨科替代材料的填補或置換是目前

最常被使用的治療方式。 

人類利用生醫骨科材料來填充骨折間隙，其作用如同一個骨架，可

提供新生骨細胞排列其間，經過重塑過程及替代作用之後，新生骨組織

將取代材料，以進行修復或置換受創的骨骼(27)。若以取得來源進行骨科

替代材料的分類，大致可分為自然性骨科材料和人工合成材料兩大類，

以下就這兩類材料作詳細說明。 
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2-3-2-1自然性骨科材料 

由動物體內取得骨組織的自然性骨科材料，依據動物基因的相異性

及造成免疫問題等觀點，可分為下列三種形式(28)，臨床應用的優劣點分

別闡述如下： 

ㄧ、自體骨骼材料(autologous bone)：利用取自病患本身的骨骼以促

進骨癒合或取代缺失骨骼，這是最理想的骨骼材料，具有成骨能力且不

會發生免疫排斥現象及疾病傳播問題。但由於數量有限，未能提供夠強

的大塊骨移植塊，容易造成取骨處二度傷害及感染，因此應用範圍受限。 

二、異體骨骼材料(allologous bone)：即取自其他人捐贈骨骼進行骨

移植，即一般的骨銀行，這些骨骼在使用前要經過嚴格的篩檢過程，並

經特殊處理(如低溫冰凍、冷凍乾燥、輻射處理等)，降低抗原性，以減

小排斥現象，並且確定無感染病原後才可使用。異體骨骼材料數量較

大，且可提供大塊具足夠強度的骨移植塊，目前臨床上雖常被應用，但

仍無法完全排除免疫排斥及疾病感染的疑慮，因此也限制了臨床的運

用。 

三、異種骨骼材料(xenologous bone)：將與人類不同種屬的個體骨骼

經處理後，即去除骨塊的蛋白質及脂肪，只留下礦質化的完整結構，亦

可供為骨移植使用。這些經過處理的異種骨骼材料，因只留下礦質化結

構，所以只能提供漸進式替換作用的骨架，而不能作為真正促使骨質新

生的骨移植材料。異種骨移植塊所具有的骨質新生潛能很小，但對充填

骨骼缺損空間及維護骨切開部位的完整結構很有用。臨床上曾使用過的

異種移植骨塊包括牛骨、豬骨、珊瑚等，但同樣面臨免疫排斥及疾病感

染的問題。 
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2-3-2-1人工合成骨科材料 

現今常被用來研究作為人工合成骨科替代材料，大致可分為金屬、

陶瓷、高分子及複合材料等四種(29-32)，以下將依序就這幾種材料的發展

演進進行說明： 

ㄧ、金屬材料：自從 1775 年首先成功地使用鐵線於修復骨折的手

術，1860 年使用銀線於長骨折裂的固定，1886 年開始使用鋼板於骨折

固定，1902年 Jones利用黃金薄片包覆在關節端，以達到永久性植入的

效果，1938年Bives利用鈦、釩合金作第一個金屬的完整人工置換骨。

而自十九世紀末期，金屬在生醫骨科材料的應用發展更加迅速，目前移

植用的金屬材料大約有一半由不鏽鋼製成，另一半是由抗腐蝕性、高強

度的鈦合金及鈷-鉻合金製成(33)。 

二、陶瓷材料：由於生醫陶瓷及生醫玻璃具有良好的生物適應性，

故廣泛地被作為骨科及齒科置換材料。目前對鈣磷系列的生醫陶瓷作為

硬組織移植的研究，乃希望材料在生物體內能釋出部分鈣離子以刺激新

生骨的形成，但其方式不同於 1920 年 Albee 和 Morrison(34)利用三鈣磷

酸鹽粉末填在骨骼斷裂面，來促進骨骼癒合速度的研究，而是以燒結成

型的陶瓷材料為植入材料，以利材料在組織中心固定，由此之後許多相

關的研究亦紛紛被提出，在目前所使用的生醫骨科陶瓷材料，以塊狀

(dense blocks)或多孔性(porous)的氫氧基磷灰石(hydroxyapatite, HAP)和

三鈣磷酸鹽(tricalcium phosphate, TCP)應用最為廣泛，氫氧基磷灰石和三

鈣磷酸鹽對活體組織都有高度的生物適應性，既不會有系統毒性，也不

會有免疫的排斥反應，都可促進骨的再生。其他有關生醫玻璃陶瓷的發

展，如 1985 年 Yamamuro 等人(35)發展一種新的玻璃陶瓷，及 1988 年

Lin等人(36)對 DP-bioglass等相關的研究，此類材料所強調的乃是高的機

械強度、良好的引導新生骨形成的能力(osteoconductive potentiality)，由

此可見鈣磷系陶瓷、生醫玻璃及玻璃陶瓷已成為生醫骨科材料發展的主

流。 
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三、高分子材料：1880年 Gluck(37)利用樹脂作為牙齒的修補材料，

1930 年以後人工合成的高分子被用於關節軟骨的替代材料，1969 年

Shapiro等人(38)即以聚甲基丙烯酸甲酯(poly-methylmethacrylate, PMMA)

作為固定或填充材料的骨水泥(bone cement)，1990年 Alici等人(39)發展

出高硬度的 polyethylene等材料作為骨科替代材料。 

四、複合材料：複合材料作為骨科替代材料，依其組成成分的不同，

主要可分為二種型式，一為利用金屬高強度結合陶瓷的組織親合性與良

好的生物適應性，如在不鏽鋼或鈦合金表面鍍上ㄧ層氫氧基磷灰石粉

體，利用氫氧基磷灰石表面活化陶瓷的特性，試圖增加植入金屬與自然

骨組織之間的結合能力(40-42)，然而經過臨床應用發現長期植入於生物體

內，金屬與陶瓷之間的界面容易發生剝離。另ㄧ種複合材料為陶瓷材料

與高分子材料的混合，其中高分子材料的選擇，一般以生物可吸收性的

高分子材料為主，由於人工合成高分子材料僅具有黏著力與可降解等性

質，對骨組織的修復並沒有任何助益，因此許多學者提出利用天然的高

分子材料取代人工合成高分子材料，如 1983年Mittelmerier等人(43)將膠

原蛋白(collagen)和氫氧基磷灰石混合進行骨缺陷修補，發現新生骨組織

形成的速度有明顯加快的現象；1984 年 Chierici(44)更單獨使用膠原蛋白

作為猴子顱骨的填充材料，發現膠原蛋白具有促進新生骨組織的能力。

雖然這類複合材料的機械強度並不足以作為需擔當強度的骨科替代材

料，然而此複合材料合成的方便性，及可添加促進骨生長的物質，對於

無法自然癒合的骨缺陷將是極佳的填充材料。 
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2-3-3生醫骨科材料臨床應用 

無論是取之於自然性或是由人工合成的骨科材料，根據材料本身物

理性質的不同，以及是否具有生物降解的特性，這些材料於臨床應用上

最主要可分為兩種型式(45)： 

ㄧ、架構性材料：這些材料大部份乃由非降解性陶瓷材料、金屬、

合金及高分子所製成，其主要被運用來代替自然骨骼的機械性及支撐的

功能，因此並不需訴求與自然骨骼ㄧ樣的化學組成成分及結構，但是，

此類材料需長期存在於生理環境中，所以其穩定性、生物適應性及材料

的機械強度是否能與周圍骨骼匹配，即是發展時最重要的考量關鍵，臨

床上較常見的有人工關節、內固定器及長骨置換等。 

二、蛻化性材料：這類材料臨床應用的主要目的，是提供ㄧ個架構

或內含可促進新生骨組織生長修復成分的基質，隨著受傷骨組織的復

原，植入材料亦逐漸地被降解吸收，最後希望骨缺陷完全癒合成為新的

自然骨組織。對此類材料在研製時的考量重點，即為材料的可吸收性

(resorbability)與降解速率(degradation rate)的控制，當然材料進行降解時

所釋放出的成分，是否會對組織造成生物毒性(cytotoxicity)與排斥反

應，亦或會促進組織的生成速度，更是重要的評估因素，而機械強度將

不是重要的決定依據，此類材料通常被使用為局部骨缺陷的填充物。 
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2-4幹細胞 

幹細胞定義為同ㄧ源系之細胞間具有自我更生(self-renewal)及多元

性分化(multi-lineage differentiation)能力的細胞。就功能上而言，幹細胞

是ㄧ種具有多方面潛能(multipotent)，可自我更生(self-renewing)的細

胞，位於細胞體系(cell lineage)的源頭，並可分化成不同種類的組織(46)。 

人類幹細胞可以存在於胚胎或是所有的個體之內，包括幼兒及成

人，它的功能是可以提供胚胎發育成長，例如小孩子的成長或是青春期

的發育；還有組織修復，例如肝臟、皮膚及骨頭的修復；另外還有組織

的正常更新，像是細胞老化的更新等。 

就如圖 2-3 所示，幹細胞的分裂可為對稱性分裂 (symmetric 

division)，以擴充本身的數量，如早期的胚胎發展，每ㄧ幹細胞分裂與

成長成具相同分化潛能的幹細胞；也可為非對稱性分裂(asymmetric 

division)，一方面自我更新，一方面繁衍成較具分化性的後代(47)。當組

織因受傷或疾病而造成細胞退化或死亡，幹細胞就開始進行這種非對稱

性的分裂，分裂成ㄧ個跟自己完全ㄧ樣的幹細胞及另ㄧ個準備分化為成

熟細胞的起源細胞(progenitor cell)，所以組織ㄧ方面維持了長期自行更

新的能力，一方面又增加了新細胞可以發展為成熟細胞以替代喪失的部

份。 

依照來源的不同，或分裂及分化能力的差異來分，幹細胞可分為很

多種，但可簡單的分為兩大類，第一類是胚胎幹細胞(embryonic stem 

cells)，第二類是成人幹細胞(adult stem cells)。 

胚胎幹細胞來自於胚胎，能分化為所有組織，被認為是萬能的細

胞，其取得會有道德倫理上的爭議，而成人幹細胞(adult stem cells)由成

體，包括兒童或成人的任何組織取得，沒有道德倫理上的爭議，隨時可

以自病人身上取得，經由體外培養到足夠數量，便可應用於組織工程或

細胞療法。以前的觀念認為某種組織內的成人幹細胞只能分化為該組織
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的成熟細胞，也就是成人幹細胞的發展受到組織或胚層之間的制約性

(commitment)。但近幾年來這種觀念受到了嚴重的挑戰，研究報告指出

骨髓內原本被認為只能分化為血球細胞的造血幹細胞(hematopoietic 

stem cell)在新的環境下亦能發展成神經細胞、肝細胞或肌肉細胞，而神

經細胞亦能變成血球細胞。這種越來越多轉分化(transdifferentiation)現象

代表著成人幹細胞的可塑性(plasticity)越來越寬廣，而其應用於組織工

程、再生醫學、細胞療法等的角色也將更形重要。 

 
圖 2-3對稱性與非對稱性分裂 

成人幹細胞存在於骨髓、肌肉、脂肪、神經及臍帶血中。其中又以

骨髓中取得最為容易，而且沒有時間的限制。骨髓中的幹細胞主要有兩

種：一種是造血幹細胞(hematopoietic stem cells)，其細胞表面抗原為

CD34 陽性，可以經分化誘導成紅血球、白血球、血小板及其他血球細

胞；另一種是間質幹細胞(mesenchymal stem cell, MSC)，間質幹細胞不

同於懸浮性的造血幹細胞，在細胞培養時可貼附於培養皿，因此可利用

此特性將其自骨髓中分離出，其細胞表面抗原測試結果顯示和造血幹細

胞不同，為 CD34表面抗原陰性，而 SH2，SH3及 CD105等表面抗原則
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為陽性反應。就如圖 2-4中所示，間質幹細胞除了可以分化為中胚層的

骨骼肌肉系統外，已被證明可以分化成不同的細胞或組織；包括肝臟細

胞、心肌細胞、神經及腦細胞等。 

 

圖 2-4間質幹細胞分化的可塑性示意圖(48) 
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2-5骨碎補本草源流 

骨碎補在現代臨床主要應用於骨折、腎虛耳鳴及泄瀉等證，然其藥

材來源從唐宋以降就有數種說法，但主要為水龍骨科(Polypodiaceae)及

骨碎補科(Davalliaceae)植物(49)，直到 1995年中國藥典才將其統一為水龍

骨科植物槲蕨 Drynaria fortunei (Kunze) J. Sm.的乾燥根莖。其原植物如

圖 2-5所示。 

 
圖 2-5水龍骨科槲蕨之原植物圖(49)，注意其葉片為深裂 

骨碎補在中國最古老的藥典＜神農本草經＞中並未記載，在歷代文

獻中首見於唐代陳藏器所著的＜本草拾遺＞中，其書已亡佚，但其內容

則見於後代本草著述中，如＜開寶本草＞、＜嘉祐本草＞、＜證類大觀

本草＞、＜重修政和經史證類備用本草＞、＜本草綱目＞‥‥‥等。但

＜開寶本草＞及＜嘉祐本草＞亦已亡佚，因此就＜證類大觀本草＞(50)

中的內容予以引出。 

陳藏器云：「骨碎補似石韋而一根，餘葉生於木，嶺南虔吉亦有，

本名猴薑。開元皇帝以其主傷折，補骨碎，故作此名耳。」這一內容說

明了原植物具有以下幾個特徵： 
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1. 型態似石韋而一根：骨碎補的植物型態與石韋相似，同為蕨類植

物而具有匍匐於木石之上的根莖，但仔細比較石韋的植物型態

(如圖2-6所示)，其葉緣與水龍骨科植物槲蕨的型態並不一樣，

石韋為全緣，而槲蕨為羽狀深裂。 

2. 餘葉生於木：表示其為寄生於樹木上之寄生植物，就如蕨類一

般。 

3. 嶺南虔吉亦有：說明其產地在潮濕、溫暖的南方。 

  
圖 2-6石韋的原植物圖(51)注意圖中其葉片為全緣，而非深裂 

而＜開寶本草＞(原書已亡佚，此段文字為自＜證類大觀本草＞中

摘出)中則提出：「生江南，根著樹石上，有毛，葉如菴閭。江西人呼為

胡孫薑，一名石菴閭，一名骨碎布。」(50)這段文字除產地亦為潮溼溫暖

之江南及根著樹石上外，又提出下列幾個特徵： 

1. 其根有毛：此特徵與水龍科及骨碎補科之蕨類植物相符。其別名

胡孫薑與本草拾遺之猴薑近似，因猴子又稱猢猻，是指其根與薑

相似而與猴子ㄧ樣有毛。(參見圖2-7) 

2. 葉如菴閭：依＜植物名實圖考＞(52)(圖2-8)所載：「李時珍以為葉

如菊葉者是。圖經謂：菴閭惟入諸雜治藥中，治踒折，瘀血。大
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抵蒿艾之類，供薪蒸者，不知世復有用者否？」菴閭之葉片近似

掌狀深裂且葉緣為鈍鋸齒型，此與槲蕨明顯不同。而其別名石菴

閭就是指出其為生長在石頭上，但型態與菴閭相似的植物。 

 

圖 2-7水龍骨科槲蕨原植物的根，似薑而有毛(49) 

 
圖 2-8引自＜植物名實圖考＞菴閭原植物圖(52) 

＜證類大觀本草＞中尚有引用日華子的一段文字：「猴薑，是樹上

寄生草，苗似薑細長。」此段文字亦與上面所述之特點相近。 
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與宋＜嘉祐本草＞同時，而由蘇頌等所編撰的＜圖經本草＞(原書

亦已亡佚，此段文字為自＜證類大觀本草＞(50)中摘出)中提到：「骨碎

補，生江南‥‥‥根生大木或石上，多在背陰處，引根成條，上有黃毛

及短葉附之。又有大葉成枝，面青綠色，有黃點，背青白色，有赤紫點。

春生葉，至冬乾黃，無花實，惟根入藥。採無時, 削去毛用之。本名胡

孫薑，唐明皇以其主折傷有奇效，故作此名。‥‥‥又名石毛薑。」上

述文字所描述明顯為蕨類植物，觀其所附之圖(圖2-9)，戎州骨碎補及

舒州骨碎補，與水龍骨科植物較為相似，但葉緣為全緣而非深裂，而海

州骨碎補則為骨碎補科植物(圖2-10)。 

 

圖 2-9＜大觀本草＞所附之原植物圖(50) 

在較晚的＜重修政和經史證類備用本草＞中，除繼續引用上述的說

法以外，又引入寇宗奭所著之＜本草衍義＞：「骨碎補苗不似薑，薑苗

如葦稍，此物苗每一大葉兩邊小葉槎牙，兩兩相對，葉長有尖瓣也。」
(54)此段文字指出了骨碎補的葉子不像薑為全緣，而是兩邊小葉槎牙，兩

兩相對，在其所附圖中(圖 2-11)戎州骨碎補葉緣為深裂，而舒州骨碎補

則為淺裂，與大觀本草明顯不同。 
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圖 2-10引自＜藥用植物學＞之骨碎補科原植物圖(53) 

 
圖 2-11＜重修政和經史證類備用本草＞所附之骨碎補植物圖(54) 
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明朝李時珍＜本草綱目＞(55)云：「其根扁長，略似薑形，其葉有椏

缺，頗似貫眾葉，謂葉如菴閭者殊謬，如石韋者亦差。」此段文字亦說

明骨碎補之葉有椏缺，這點與＜本草衍義＞相似。 

清朝吳其濬＜植物名實圖考＞中提到骨碎補一共有四處並各附一

圖節錄如下： 

一、「骨碎補，本草拾遺謂之猴薑，開元時以其主傷折，補骨碎命

名。凡古木陰地皆有之。」(56)(見圖 2-12)此段文字僅指出蕨類

之生長環境，對其它特點則未提及，但觀其圖與水龍骨科植物

相近。 

 

圖 2-12引自＜植物名實圖考＞之骨碎補(56) 

二、「骨碎補與猴薑一類，惟猴薑扁闊，骨碎補圓長，滇之採藥者

別之。」(57)(見圖 2-13)觀其圖與水龍骨科植物槲蕨相近。 

三、「過山龍一名骨碎補。似猴薑而色紫，有毛，雲南極多。味苦
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性溫，補腎。治耳鳴及腎虛久瀉。」(58)(見圖 2-14)此段文字僅

描寫其地下根莖似猴薑而色紫，有毛，對葉子並未述及，無從

判斷其為水龍骨科或骨碎補科植物，而觀其圖與此兩科植物之

根莖均頗為相近。 

 

圖 2-13引自＜植物名實圖考＞之骨碎補(57) 

 

圖 2-14引自＜植物名實圖考＞之過山龍(58) 
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四、「碎補生雲南山石間。橫根叢莖，莖極勁，細葉如前胡、藁本

輩。石草似此種者甚多，而葉細碎無逾於此。」(59)(見圖 2-15)

此圖與骨碎補科植物海州骨碎補相近。 

 

圖 2-15引自＜植物名實圖考＞之碎補(59) 

在近代的研究方面，大陸學者周富榮及張小茜對 3種骨碎補槲蕨、

中華槲蕨、大葉骨碎補進行品質評價研究(60)，發現槲蕨含骨碎補之主要

成分柚皮甙，中華槲蕨、大葉骨碎補未檢出柚皮甙。另ㄧ學者李煥忠亦

進行四種骨碎補藥材檢識的研究發現(61)，屬槲蕨品種的藥材，含有柚皮

甙，而中華槲蕨類未測到柚皮甙。針對柚皮甙大陸學者周銅水等在「骨

碎補對大鼠實驗性骨損傷癒合的影響」(62)之研究中指出，槲蕨根莖主成

分柚皮甙與相當劑量的生藥作用效果相當，說明柚皮甙可能是槲蕨促進

骨損傷癒合作用的主要活性成分。 

綜合古書及近代研究，骨碎補藥材應儘可能的選用含有柚皮甙的水

龍骨科植物槲蕨。 



 30

第三章 實驗材料與方法 

本研究所使用的支架為結合天然交聯劑綠梔子素(Genipin)、高分子

材料明膠(Gelatin)及陶瓷粉末三鈣磷酸鹽(Tricalcium phosphate)並以氯

化鈉顆粒進行材料孔隙度與孔徑大小之調控，所新研製成的多孔性骨科

填充材料稱為多孔性 GGT。細胞為自兔體腸骨抽取骨髓培養所得的間質

幹細胞，此細胞經適當的刺激可分化為骨母細胞，訊號則為中藥骨碎

補、Dexamethasone、β-glycerolphate及 L-ascorbic acid。 

3-1實驗材料 

本研究支架所使用的實驗材料包括四部份：陶瓷材料(ceramics)、

高分子材料 (polymer)、天然交聯劑 (naturally occurring cross-linking 

reagent)、中藥骨碎補，分別描述如下： 

3-1-1陶瓷材料—三鈣磷酸鹽粉末 

三鈣磷酸鹽(Tricalcium phosphate, TCP; Merck, Germany)粉末為生

物可吸收的(bioresorable)陶瓷材料，而三鈣磷酸鹽若經不同溫度的熱處

理，會有不同的結晶相產生，分別為經 1000 ℃高溫處理的穩定 β相，

以及經 1180 ℃鍛燒後所轉變的不穩定 α相(14)。由於本研究所研製的多

孔性骨科複合材料，目的在提供骨缺陷癒合過程的骨引導作用，所以不

可有太快的降解速率，因此使用較穩定的 β相三鈣磷酸鹽粉末。將熱處

理後的三鈣磷酸鹽粉末研磨，再以 30與 40 mesh的篩網過篩，得到的顆

粒大小約 200-300 µm，即完成本研究所需陶瓷材料成份的製備，待合成

多孔性骨科複合材料時使用。 



 31

3-1-2高分子材料—明膠 

有機高分子材料常被利用作為陶瓷粉末的黏結劑(binding agent)，其

中天然高分子材料如纖維蛋白(fibrin)、膠原蛋白(collagen)及明膠(gelatin)

在近來的研究中更是被廣泛的使用。這些高分子材料不僅可黏結陶瓷粉

末以避免被體液或血液沖刷流失，更重要的是在骨缺陷癒合初期，扮演

加速組織修復與引導血管長入骨缺陷部位的角色(32,63)。本研究乃選擇豬

皮(porcine skin)所提煉的明膠(Bloom number 300, Sigma Chemical Co., 

USA)作為三鈣磷酸鹽粉末的黏結劑，由產品所提供的資訊得知其平均分

子量為 50,000-100,000 道耳吞(dalton)。 

明膠係由動物的皮、筋、腱等結締組織以及骨骼中的膠原蛋白轉換

而來，含有 85 %以上的蛋白質及 10 %左右的水分，乾燥明膠浸於水中

會因吸水而膨潤(swelling)，當溫度提高至 35 ℃則明膠開始溶解。一般

外科修補材料中，明膠水溶液含量大致為 10-35 %，為防止直接加熱造

成明膠燒焦及蛋白質被破壞，故於加熱時採用水浴法，並不時地攪拌成

為均質的(homogeneous)明膠溶液，而水浴法溫度的控制必須隨著所要求

的明膠濃度而有所改變，一般溶液濃度介於 5-20 %之間，必須調整溫度

在 60-80 ℃之間，若提高溶液濃度至 25-30 %之間時，則加熱溫度亦隨

之提高到 90-100 ℃，本研究所調配的明膠溶液濃度為 18 %，故在水浴

法加熱時，將溫度控制在 70-75 ℃之間(64)。 
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3-1-3天然交聯劑—綠梔子素 

生醫材料在臨床應用時，雖可暫時或永久性的取代缺損的組織或器

官，然而當生醫材料植入生物體內之後，可能面臨免疫系統及酵素的攻

擊，產生局部發炎而被分解，失去預期的功能。因此，為了使材料在生

物體內具有抵抗免疫系統及酵素的攻擊能力，以增加材料在生物體內的

停留時間，所以生醫材料在植入之前，須先經過交聯劑的交聯處裡(65-67)。 

由於人工合成化學交聯劑所產生生物毒性(cytotoxicity)的問題，增加

了生醫材料於臨床應用上的不方便性與困擾，為了克服生物毒性問題，

本研究採用由中藥梔子的果實(Cape Jasmine Fruit)萃取純化出來的天然

交聯劑—綠梔子素(genipin; Challenge Bioproducts Co., Taiwan)。綠梔子

素可以和氨基酸或蛋白質自然反應形成深藍色的產物(68)，而這些產物常

被食品業作為天然食用色素，梔子的果實為現代中醫臨床常用的清熱解

毒藥，早在秦漢年間成書的＜神農本草經＞便記載梔子「苦寒，無毒。

主五內邪氣，胃中熱氣，面赤，酒皰皶鼻，白癩，赤癩，瘡瘍。(69)」明

朝李時珍的＜本草綱目＞中亦記載梔子「治吐血、衄血，血痢、下血、

血淋，損傷瘀血及傷寒勞復，熱厥頭痛、疝氣，湯火傷。(70)」，在現代

中醫臨床常應用於清熱除煩、解毒，如心煩不眠、煩躁、目赤腫痛、咽

喉疼痛等，又可清利濕熱、消黃，如肝炎、膽結石、尿道炎等症，還可

涼血、止血、活血，可治療肺熱咳血，或因血熱所造成的吐血、衄血、

尿血等出血症狀(71)，由於綠梔子素在天然食用色素的應用及梔子在傳統

中醫臨床的廣泛使用可知，其生物毒性應比一般化學交聯劑來得低，因

此本研究選用綠梔子素作為交聯劑。 
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3-1-4中藥—骨碎補 

骨碎補為水龍骨科(Polypodiaceae)多年生蕨類植物槲蕨 Drynaria 

fortunei (Kunze) J. Sm. 的乾燥根莖，其生藥圖參考圖 3-1。在古代用於

治療骨折，因此便以功用命名為骨碎補。明朝李時珍＜本草綱目＞記

載：「骨碎補，氣味苦溫無毒。主治破血止血，補傷折。主骨中毒氣，

風血疼痛。」(72)在現代臨床主要應用於骨折、腎虛耳鳴及泄瀉等證，主

要成分有柚皮甙、骨碎補雙氫黃酮甙、骨碎補酸等。骨碎補與骨折修復

有關的藥理作用主要為促進骨骼對鈣的吸收，並提高血鈣和血磷的水

平，有利於骨折的癒合，又可改善軟骨細胞的功能，延遲細胞退行性病

變，降低關節病變率(73)。根據之前的研究顯示在細胞培養液中添加 100 

µg/ml 濃度的骨碎補水溶液對骨母細胞培養生物適應性良好，能促進骨

細胞礦物質化結節的形成，對細胞的增生及分化亦有促進效果(74)，而在

以 S-D大鼠頭蓋骨的器官培養，GGT＋骨碎補 100 µg/ml濃度的新生類

骨組織所佔骨缺陷表現最好(17)，因此本研究採用骨碎補水溶液濃度為

100 µg/ml，以進行相關的細胞培養與材料製備。 

 
圖 3-1骨碎補生藥圖 
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3-2實驗流程 

本研究所進行的實驗流程如圖 3-2 所示，首先結合綠梔子素

(Genipin)、明膠(Gelatin)及三鈣磷酸鹽(Tricalcium phosphate)進行材料製

備，在製備過程加入過篩之氯化鈉顆粒，以製造出多孔性的骨科填充材

料—多孔性 GGT 作為對照組，另外將骨碎補生藥萃取成粉末狀，於材

料製備過程中加入作為實驗組，接著對這兩組材料進行分析，包括孔隙

度、膨潤度及降解速率測定、掃描式電子顯微鏡(Scanning Electron 

Microscope, SEM)觀察及能量散射光譜分析儀(Energy dispersive X-ray 

spectrometry, EDS)元素分析。 

在生物適應性評估方面，包括體外及體內測試兩部份，先從兔體腸

骨抽取骨髓，進行間質幹細胞培養，待培養 2-3周後，間質幹細胞達一

定數量時，除將一部分植入多孔性 GGT 進行動態培養外，並進行體外

測試(in vitro test)。 

將繼代培養之間質幹細胞於培養時分成以未添加分化劑培養液培

養之對照組、添加分化劑培養液與添加分化劑及中藥骨碎補培養液培養

之實驗組，分別於培養 1週、2週、4週時進行鹼性磷酸酶染色法、Von 

Kossa’s 染色法及MTT色度分析法，確定間質幹細胞經由分化劑與中藥

骨碎補的刺激是否可朝骨母細胞分化，並測定細胞增生情形。 

將間質幹細胞植入多孔性 GGT 材料中，置入磁攪拌培養瓶中進行

動態培養，培養時於培養液中加入分化劑誘導間質幹細胞朝骨母細胞分

化，在培養 1 週、2 週、4 週時分別取出植回兔體頭蓋骨，此時並同時

取出一件試片以掃描式電子顯微鏡(SEM)及組織切片進行觀察細胞實際

生長情形。 

體內測試(in vivo test)部分以未培養間質幹細胞之多孔性 GGT為對

照組，含有自體間質幹細胞之多孔性 GGT及添加中藥骨碎補之多孔性

GGT為實驗組，分別植入兔體頭蓋骨，經手術八週後，將兔子犧牲取出
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頭蓋骨，作巨視觀察、X光檢驗、掃瞄式電子顯微鏡及組織切片，以觀

察多孔性 GGT在生物體內被吸收及新生骨組織生長情形，以評估間質

幹細胞、中藥骨碎補於體內骨缺陷修復過程所產生之影響。本研究所進

行的各流程，將分別於本章後續章節詳細說明之。 

巨視觀察 

X光檢驗 

SEM 
組織切片 

ALP stain 

Von Kossa’s stain 

MTT assay 

SEM 
組織切片 

兔體頭蓋骨植入 

圖 3-2實驗流程圖

材料分析生物適應性評估

孔隙度測定

膨潤度測定

降解速率 

SEM 

EDS 

體外測試體內測試 

材料製備

細胞及組織培養
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3-3多孔性骨科複合材料的研製 

利用天然交聯劑綠梔子素(Genipin)、高分子材料明膠(Gelatin)及陶

瓷粉末三鈣磷酸鹽(Tricalcium phosphate)並以氯化鈉顆粒進行材料孔隙

度與孔徑大小之調控，所新研製成的多孔性骨科填充材料稱為多孔性

GGT，本研究給予一個特定名稱—多孔性 GGT(porous composite of 

genipin cross-linked gelatin with tricalcium phosphate)，對於多孔性 GGT

及添加骨碎補的多孔性 GGT研製過程分別詳細說明如下： 

3-3-1中藥骨碎補的萃取 

本實驗所使用之骨碎補(欣隆藥行，台灣台中市)藥材粉末為自生藥

萃取而得，先秤取骨碎補生藥 100 g，再以清水洗去雜質及泥砂，將骨

碎補置入煎藥壺中，加清水約 500 ml，先行浸泡 20分鐘，再加熱萃取

二次，將藥液收集於燒杯中，再用濾紙(Filter paper, Toyo Roshi Kaisha, 

Ltd. Japan)將藥液過濾，去除雜質。 

過濾後之藥液置於燒杯中直接加熱濃縮至約 50 ml時，改為水浴法

加熱以避免燒焦，待濃縮成膏狀時停止加熱，置於室溫冷卻後，移至-80 

℃冰箱冷凍 3小時後取出，以真空乾燥機脫水成乾燥粉末備用。 
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3-3-2多孔性骨科複合材料製備 

本研究材料的製備分為對照組及實驗組，對照組為未添加中藥骨碎

補的多孔性 GGT，而實驗組則為添加中藥骨碎補多孔性 GGT。 

為了製作出多孔性的骨科複合材料，本研究選用穩定又容易為水所

溶解的氯化鈉顆粒作為填充劑，在製備過程中先與三鈣磷酸鹽粉末混合

均勻，再加入其他材料，待材料成形後，再將其置入水中浸泡，使氯化

鈉顆粒溶解於水中，因而製造出多孔性的結構，為使材料孔隙度達 75 %

以上，故本研究採用 GGT與氯化鈉的重量比為 1：3。 

首先選取適量的氯化鈉(Sodium Chloride, NaCl; Gerbu, Germany)，以

40 及 60 mesh 的篩網過篩，如此可得到氯化鈉的顆粒大小約 250-470 

µm，將過篩之氯化鈉顆粒置入高溫烘箱中，以 160-180 ℃的高溫烘乾約

4小時，將氯化鈉中的水分予以去除，再以 40及 60 mesh的篩網過篩一

次，秤取 108.75 g (GGT：NaCl＝1：3)的氯化鈉，以待材料製備時使用。 

由廠商所購得之明膠為乾燥粉末，為了使陶瓷粉末及明膠能充分均

勻的混合並發揮黏結效果，須將明膠調配成溶液狀態，先稱取 9 g明膠

粉末備用，將裝有 41 ml蒸餾水(distilled water)的燒杯，以加熱器將蒸餾

水利用水浴法，隔水加熱至 75 ℃左右，將明膠粉末加入蒸餾水中，利

用攪拌子(stirrer)持續攪拌約兩分鐘後，讓明膠完全溶解於熱水中而呈現

透明的金黃色，此時即完成重量比 18 %的對照組未添加中藥骨碎補明膠

溶液，而添加中藥骨碎補的實驗組則先於蒸餾水中加入 0.82 g的骨碎補

萃取粉末，製成濃度為 20 mg/ml的中藥水溶液，再將明膠加入溶解。 

為了使綠梔子素溶液與明膠溶液的交聯反應達到較為均勻程度，所

以在添加綠梔子素溶液之前，先將加熱器關掉，使明膠溶液溫度降至 50 

℃左右，再加入 20 %綠梔子素溶液於明膠溶液中，持續攪拌約兩分鐘即

完成明膠與綠梔子素的混合溶液(gelatin-genipin mixture)。 

最後稱取 27 g的三鈣磷酸鹽粉末，加入先行已經過篩並烘乾之氯化
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鈉顆粒攪拌均勻，將混合的三鈣磷酸鹽粉末及氯化鈉顆粒分成等量三部

份，依序加入上述的明膠與綠梔子素混合溶液中，每次皆迅速攪拌約一

分鐘，採取三段式的加入，主要是避免一次加入所有粉末無法達到充分

混合的缺失。 

當所有材料充分混合後會凝結成膠狀物，將膠狀物置入自製的模具

中，並將膠狀物壓實以排出多餘的水分及空氣，待膠狀物成形後置入-80 

℃冰箱中約 30分鐘，使材料硬化後取出，以刀片切成 1.5 cm直徑，厚

度約 0.2 cm的圓形試片，置於室溫下交聯反應一天後，如圖 3-3所示，

此時試片中尚含有氯化鈉顆粒，因此將試片放入燒杯中，加水將氯化鈉

溶解，溶解時要持續加水約ㄧ天，使水流出，以將氯化鈉完全溶解，製

造出所要的孔洞。 

將試片置入-80 ℃冰箱中一天後取出，以真空乾燥機乾燥，再將試

片浸泡入綠梔子素溶液中一天，使交聯反應完全，再冷凍乾燥ㄧ次，將

試片以封口袋包裝送至中國生化科技股份有限公司利用 γ射線(15 kGy)

對試片進行滅菌，即完成對照組多孔性 GGT 及實驗組添加中藥骨碎補

多孔性 GGT的製備，完成之成品如圖 3-4所示。 
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圖 3-3添加骨碎補之多孔性 GGT，氯化鈉尚未溶解 

 

圖 3-4添加骨碎補之多孔性 GGT，氯化鈉已溶解並乾燥 
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3-4材料特性分析 

對照組多孔性 GGT及實驗組添加中藥骨碎補多孔性 GGT製備完成

後，針對兩種材料分別進行孔隙度、膨潤度及降解速率測定，並以酒精

脫水處理後，再以 S-3000N掃描式電子顯微鏡進行材料斷面的觀察及攝

影，並作 EDS元素分析以確定是否有氯化鈉殘留。 

3-4-1孔隙度測定 

為了了解多孔性材料可提供細胞植入貼附與生長的空間所佔材料

外部體積的比例，因此需量測材料孔隙度(Porosity)，孔隙度乃指多孔性

材料孔洞所佔之體積與支架外部尺寸計算而得體積之比率，因此須先求

得材料實際體積與支架體積方能進行運算。 

首先以比重瓶(如圖3-5)量測材料之比重，量測前先將比重瓶洗淨

及烘乾，以電子秤量測空瓶重 Wo，再將支架切細後倒入比重瓶中，量

測支架及空瓶重量 Wp，將去離子水加入比重瓶中，並將比重瓶外多餘

水分擦拭乾淨後，量測其水、支架及比重瓶重 Wt，最後將支架倒出並

沖洗乾淨，再加入去離子水，將比重瓶外之水分擦乾後，量測水及比重

瓶重Ww，以下列公式求取材料密度。 

d(密度)＝支架材料重量/與支架材料同體積水重 

( ) ( )WpWtWoWw
WoWp

−−−
−

=  

Wo：空瓶重 

Wp：支架及瓶重 

Ww：水及瓶重 

Wt：水,支架及瓶重 

再以微量天平量測支架之重量，由密度與重量便可求得支架材料之
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實際體積 Vm。 

最後以電子式游標尺量取支架之直徑與厚度求得支架外部之體積

Vs，再由下列公式計算孔隙率。 

孔隙度(Porosity)
( ) %100

Vs
Vm-Vs

×=  

Vs：支架外部之體積 

Vm：支架材料之實際體積 

 

圖 3-5比重瓶 
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3-4-2膨潤度測定 

由於明膠在經過交聯反應後，共價鍵會在交聯明膠(cross-linked 

glatin)的交聯網路中形成，使得愈高交聯度的明膠結構，愈無法維持過

量的水分於交聯結構中，所以交聯度愈高的明膠，則會顯示較低之吸水

能力(water uptake ability)。 

膨潤度(swelling ratio)乃指材料因吸水後所增加的重量比率，因此可

將材料浸至水中一段時間後取出，將表面水分吸除，量取吸水前與吸水

後之重量而求得，實驗程序述之如下： 

首先將 1.5 cm直徑，厚度約 0.2 cm多孔性 GGT及添加中藥骨碎補

多孔性 GGT 圓形材料試片，先行冷凍乾燥後，分別於微量天平秤重，

此為吸水前重量(Wo)。將兩組材料分別置入裝有 20 ml去離子水的 50 ml

離心管中，在室溫下分別浸泡 3、6、12、24及 48小時。 

將試管中材料取出，以擦手紙將材料外表水分吸乾，將材料置於微

量天平上秤重，即為吸水後重量(Wt)，以下列公式計算膨潤度。 

膨潤度(Swelling Ratio) %100×
−

=
Wo

WoWt
 

Wt：吸水膨潤後重量 

Wo：原始重量 



 43

3-4-3降解速率測定 

本研究所研製之材料為生物可降解材料，希望植入兔體頭蓋骨後，

漸漸為兔體吸收，並為新生骨組織所取代，在進行體內及體外測試前需

先測定其降解速率，確定不會過快崩解，而無法進行後續實驗。經實際

量測所製之材料直徑及厚度計算體積後發現材料體積約 500 mm3，本實

驗以 40倍體積即 20 ml之去離子水進行浸泡，以進行降解實驗。 

首先將材料試片，先行冷凍乾燥後於微量天平秤重(Wo)，再分別置

入 50 ml離心管中，加入去離子水 20 ml，將離心管置於 37 ℃，5 % CO2

的細胞培養箱中，分別浸泡 1、2、4、6、8及 12週後取出離心管。 

將離心管中材料取出，冷凍乾燥後置於微量天平量測降解後重量

(Wt)，以下列公式計算降解失重比率。 

降解速率(Degradable Weight Loss Ratio) 

( ) %100×
−

=
Wo

WtWo
 

Wo：原始重量 

Wt：降解後重量 



 44

3-4-4 SEM觀察及 EDS元素分析 

為了對製備完成之多孔性 GGT 複合材料進一步觀察孔洞形狀、大

小、分布是否平均及孔洞之間的連通性是否良好，因此對材料的斷面進

行掃描式電子顯微鏡(SEM)觀察，並以能量散射光譜分析儀(EDS)分析其

所含元素成分。 

將製備完成之多孔性 GGT 複合材料及添加中藥骨碎補之多孔性

GGT複合材料取出，先以去離子水浸泡，使其吸水軟化後，分別以刀片

切下約 1/2，再以磷酸緩衝溶液(PBS)清洗 3次，每次清洗時需浸泡 5-10

分鐘，再分別以 30、50、70、80、90、95、100 %之酒精溶液各浸泡 15

分鐘，以進行脫水。 

脫水後將試片取出以臨界點乾燥機 (HCP-2 Critical Point Dryer, 

HITACHI, Japan)(參見圖 3-6)進行臨界點乾燥將酒精去除，再以離子覆膜

機(E-1010 Ion Sputter, HITACHI, Japan)(參見圖 3-7)鍍膜，然後以掃描式

電子顯微鏡(S-3000N Scanning Electron Microscope, HITACHI, Japan)(參

見圖 3-8)進行材料斷面的觀察及攝影，驗證孔洞分佈是否均勻，孔洞連

通性是否良好，並以所攝得之照片實際測量孔徑之大小。再以能量散射

光譜分析儀(EX-200, Energy dispersive X-ray spectrometry, EDS, Horiba, 

Japan)作元素分析，確認是否仍有氯化鈉殘留。 
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圖 3-6 HCP-2臨界點乾燥機 

 

圖 3-7 E-1010鍍金機 

 
圖 3-8 S-3000N掃描式電子顯微鏡 
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3-5生物適應性評估 

3-5-1間質幹細胞的取得與培養 

骨髓中的幹細胞分為兩大類，一種是造血幹細胞，負責形成體內的

血球細胞，如紅血球、白血球、淋巴球等，通常為懸浮性；另一種是間

質幹細胞(mesenchymal stem cell, MSC)或稱骨髓基質細胞(bone marrow 

stromal cell)，可以分化成硬骨、軟骨、脂肪、結締組織及支持血球細胞

形成的網狀結構，通常為貼附性(34)。 

本研究所使用的間質幹細胞為自兔體腸骨所抽取的骨髓培養而

得，經由初代及繼代的細胞培養，取得所需的間質幹細胞，再以添加分

化劑的培養液進行細胞培養，使間質幹細胞分化為骨母細胞，以進行相

關的生物適應性評估。 
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3-5-1-1間質幹細胞培養液的配製 

培養間質幹細胞的培養液中含有 L-DMEM (low-glucose Dulbecco’s 

modified eagles medium; Gibco, USA)、10 %胎牛血清(fetal bovine serum, 

FBS)、1 %抗生素(antibiotics; penicillin G, 100 U/ml; streptomycin, 0.1 

mg/ml; amphotericin B, 0.25 mg/ml)及碳酸氫鈉 (sodium bicarbonate, 

NaHCO3)3.7 g/L。 

配製前先將 500 ml血清瓶 2瓶、1 L 燒杯 1個、磁石攪拌器(stir)

置於燒杯中及裝有 1 L去離子水的血清瓶，先行滅菌後置於無菌操作檯

(laminar flow)中。將滅菌過之去離子水約 800 ml倒入 1 L燒杯中，再將

L-DMEM一包、 碳酸氫鈉 3.7 g及抗生素 10 ml加入去離子水中，以鋁

箔紙將燒杯覆蓋，移至磁石攪拌器攪拌 20 分鐘，注意轉速不可過快以

免產生氣泡。 

將燒杯移回無菌操作檯，加入去離子水使溶液體積為 900 ml，取少

許溶液以酸鹼測定儀量測酸鹼值後，調整溶液酸鹼值為 7.2，加入 100 ml 

胎牛血清，此時溶液體積為 1 L (1000 ml)，在無菌操作檯以 0.22µm濾膜

過濾，並分裝至 500 ml血清瓶。將瓶口封好，置入 4 ℃冰箱中保存備

用。 
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3-5-1-2添加分化劑培養液的配製 

當間質幹細胞培養至一定數量時，要促使間質幹細胞往骨母細胞分

化，此時需改以添加分化劑培養液予以培養，所添加之藥品及濃度為 10-8 

M Dexamethasone、10 mM β-glycerolphate及 50 µg/ml L-ascorbic acid。 

添加分化劑的培養液除上述分化劑外尚含有 DMEM (high-glucose 

Dulbecco’s modified eagles medium; Gibco, USA)、10 %胎牛血清、1 %

抗生素、碳酸氫鈉(sodium bicarbonate, NaHCO3) 3.7 g/L 及 sodium 

pyruvate 0.11 g/L。 

配製前先將 500 ml血清瓶 2瓶、1 L 燒杯 1個、磁石攪拌器(stir)置

於燒杯中及裝有 1 L 去離子水的血清瓶，先行滅菌後置於無菌操作檯

中。將滅菌過之去離子水約 800 ml倒入 1 L之燒杯中，再將 DMEM一

包、碳酸氫鈉 3.7 g、sodium pyruvate 0.11 g及抗生素 10 ml加入去離子

水中。 

因 Dexamethasone的濃度只需 10-8 M，所以先以微量天平秤取 0.0039 

g 加入10 ml 去離子水中，調成 10-3 M 濃度之溶液。再以微量吸量管

(Micropipet)抽取 10 µl的 10-3 M Dexamethasone溶液加入燒杯中，稀釋

後之濃度便為 10-8 M，再將 2.16 g β-glycerolphate及 0.05 g L-ascorbic acid

加入燒杯中。以鋁箔紙將燒杯覆蓋，移至磁石攪拌器攪拌 20 分鐘，注

意轉速不可過快以免產生氣泡。 

將燒杯移回無菌操作檯，加入去離子水使溶液體積為 900 ml，取少

許溶液以酸鹼測定儀量測酸鹼值後，調整溶液酸鹼值為 7.2，加入 100 ml 

胎牛血清，此時溶液體積為 1 L (1000 ml)，在無菌操作檯以 0.22 µm濾

膜過濾，並分裝至 500 ml血清瓶。將瓶口封好，置入 4 ℃冰箱中保存

備用。 
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3-5-1-3兔體骨髓抽取與培養 

本實驗以 2500-3000 g 的紐西蘭雄性大白兔作為實驗動物，未添加

中藥骨碎補的多孔性 GGT對照組共 8隻，分成 4組，每組 2隻，其中 1

組兔子頭蓋骨植入未培養間質幹細胞的多孔性 GGT，另外 3組則分別自

腸骨抽取骨髓，經培養約 2-3週後得到足夠數量的間質幹細胞，將間質

幹細胞植入多孔性 GGT中，置入磁攪拌培養瓶(spinner flask)中進行動態

培養，在培養 1週、2週及 4週時分別將含有自體間質幹細胞的多孔性

GGT 植回原兔子頭蓋骨進行體內測試。添加中藥骨碎補的多孔性 GGT

實驗組共 12隻兔子，也分成 4組，每組 3隻，流程與對照組相同。 

抽取兔子骨髓前須先在兔子後大腿肌，以肌肉注射方式，將兔子予

以全身麻醉。麻醉劑為全痛寧(Ketamin 10 ml/瓶 50 mg/ml，南光，台南)

及若朋(Rompun, Bayer, Germany)以 1：1 方式混合，劑量為 0.8~1.5 

ml/kg，待兔子熟睡後，以電動剃毛機剃除腸骨上方兔毛，再以優碘及

70 %酒精作局部消毒後覆蓋紙洞巾，製造出一個無菌操作空間以避免汙

染。 

於腸骨上方以皮下注射方式做局部麻醉，給予局部麻醉劑 Lidocaine 

(2 ml/瓶，10 mg/ml，林化學，台南)約 1.0~1.2 ml，待局部麻醉劑吸收後

開始抽取骨髓。抽取骨髓前須先以亞魯特注射液(Agglutex injection, 

Heparin Sodium 5,000 Unit/ml，中國化學，台灣)潤濕 20 ml注射針筒內

側管壁，以免抽骨髓時產生凝血。將注射針頭沿腸骨方向刺入，抽取約

5 ml骨髓。 

將骨髓移至無菌操作檯依序以 18號、20號及 22號針頭於培養皿中

將凝結之血塊沖散，再將骨髓抽入 T-75培養瓶(Flask)中，加入間質幹細

胞培養液，置入 37 ℃、5 % CO2培養箱(Incubator)中培養。 

24小時後取出懸浮液，置於 15 ml離心管中，原 T-75培養瓶再加入

培養液置回培養箱培養。將裝有懸浮液之離心管以轉速 1500 rpm，離心 
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5 分鐘後抽去上清液，置入另一培養瓶進行培養，如此數次更換可將懸

浮性的造血幹細胞及血球細胞去除，而得到貼附性的初代間質幹細胞。

兔子骨髓的抽取實驗如圖 3-9所示，而實際的細胞培養情形參見圖 3-10。 

初代間質幹細胞在 T-75 培養瓶中長滿後，將培養瓶自培養箱中取

出，以自動吸量管(Pipet-aid)抽除培養液，加入 5 ml 的磷酸緩衝溶液

(phosphate buffer solution, PBS, Sigma, USA)兩次予以清洗乾淨，再加入

1 ml的 0.25 % Trypsin/EDTA (Sigma, USA)溶液，輕搖幾下使溶液均勻覆

蓋到所有細胞，置回細胞培養箱中靜置 2-3分鐘後取出，輕拍培養瓶幾

下，於電子顯微鏡下觀察確定間質幹細胞懸浮於 Trypsin/EDTA溶液中，

加入 5 ml間質幹細胞培養液加以稀釋，將含有細胞之培養液抽入 15 ml

離心管中，以轉速 1500 rpm，離心 5分鐘後抽去上清液，此時視所需分

盤的數目加入適當的培養液，將離心管置於震盪器中將細胞打散均勻，

再分裝於培養瓶中，每 2-3天更換培養液 1次，待細胞長滿後便得到繼

代的間質幹細胞，本實驗即取第 2代或第 3代的間質幹細胞作為實驗材

料。 
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(A)         (B) 

  
(C)         (D) 

  
(E)         (F) 

圖 3-9抽取兔子骨髓的程序，(A)全身麻醉，(B)剃毛，(C)覆蓋洞巾， 

(D)局部麻醉，(E)抽骨髓，(F)將血塊打散 
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(A) 

  
(B) 

  
(C) 

圖 3-10間質幹細胞於培養瓶中實際生長情形，(A)培養第 4天，懸浮細

胞很多，間質幹細胞有少量貼附，(B)培養第 6天及第 8天，懸

浮細胞已減少，間質幹細胞有較多貼附，(C)培養第 12天，間質

幹細胞已長滿，(scale bar=20 µm) 
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3-5-2體外測試 

本研究體外測試(in vitro)部份，主要分為鹼性磷酸酶染色法(Alkaline 

phosphatase stain)、Von Kossa’s染色法及MTT色度分析法，間質幹細胞

植入材料後並將其取出作 SEM觀察及組織切片。 

在鹼性磷酸酶染色法、Von Kossa’s染色法及 MTT色度分析法裡均

將培養的細胞分成對照組、實驗組(一)及實驗組(二)，每一組的實驗材料

均為繼代培養的間質幹細胞，但所添加之細胞培養液則不同，分別敘述

如下： 

對照組：間質幹細胞培養液，主要成分為 L-DMEM，但未添加分化

劑。 

實驗組(一)：添加分化劑培養液，主要成分為DMEM及 3種分化劑。 

實驗組(二)：添加分化劑培養液再加入中藥骨碎補。每9 ml 培養液

中加入 1 ml骨碎補溶液，而所加入骨碎補溶液之濃度

為 100 µg/ml。 

將長滿繼代間質幹細胞培養瓶自培養箱中取出，經 PBS 溶液清洗

後，加入 0.25 % Trypsin/EDTA溶液，將間質幹細胞打下，作細胞計數。

於無菌操作檯中，將 6 孔的培養盤分別標定為對照組、實驗組(一)及實

驗組(二)，每組各 3個培養盤，每孔先分別加入如前述的培養液 2 ml，

再分別植入 1×104個間質幹細胞，置入培養箱中培養，每 2-3 天更換培

養液。 
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3-5-2-1鹼性磷酸酶染色法 

鹼性磷酸酶染色法可將骨母細胞的鹼性磷酸酶染成藍紫色，對骨母

細胞染色有專一性。依據 Sigma Alkaline Phosphatase Kit 86-R的程序，

敘述如下： 

在進行染色前須先配製固定液(Fix Solution)及鹼性磷酸酶染色液

(Alkaline Phosphatase Stain Solution)，其程序分述如下： 

固定液：取 25 ml Citrate solution、65 ml 丙酮(Acetone)及 8 ml 37 %

甲醛(Formaldehyde)加入 100 ml血清瓶中，混合均勻後儲存於 2-8 ℃冰

箱中，使用前先將其靜置於室溫使其回溫至 18-26 ℃。 

鹼性磷酸酶染色液：準備 50 ml的離心管，加入 45 ml去離子水，

使其回溫至 18-26 ℃備用，另取 1 ml Sodium Nitrite Solution 及 1 ml 

FRV-Alkaline Solution加入 15 ml離心管中，蓋緊瓶蓋輕輕搖晃均勻，靜

置 2分鐘，使其反應成 diazonium salt solution，將離心管中的 diazonium 

salt solution加入裝有 45 ml去離子水的離心管中，再加入 1 ml Naphthol 

AS-BI Alkaline Solution，蓋緊瓶蓋後混合均勻，靜置於室溫下備用。 

藥品準備好後，自培養箱中取出細胞進行染色，先以自動吸量管抽

除培養液，再以磷酸緩衝溶液(PBS)清洗 2次。加入固定液，靜置 30秒

後抽除，再加入去離子水，靜置 45秒後抽除，加入鹼性磷酸酶染色液，

避光靜置染色 15 分鐘後抽除，再加入去離子水，靜置 2 分鐘後抽除，

最後加入 Hematoxylin Solution 作對比染色 2分鐘後抽除，再以去離子

水沖洗 2次，將培養盤移至倒立式相位差顯微鏡下觀察確定已染色完成

後拍照。 
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3-5-2-2 Von Kossa’s染色法 

Von kossa’s 染色法乃利用硝酸銀(silver nitrate, AgNO3)溶液和礦物

質化結節中的磷酸鈣(calcium phosphate, Ca3(PO4)2)反應，生成暗褐色磷

酸銀沉澱，評估細胞是否具造骨細胞活性。 

在染色前須先配製以下三種染色液： 

5 %硝酸銀溶液(silver nitrate solution)：稱取 5 g硝酸銀(silver nitrate, 

AgNO3，聯工化學製藥，台灣)粉末，置入裝有去離子水 100 ml的血清

瓶中，血清瓶用錫箔紙包覆以避光。 

5 %硫代硫酸鈉溶液(sodium thiosulfate solution)：稱取 5 g硫代硫酸

鈉(sodium thiosulfate, Na2S2O3，聯工化學製藥，台灣)粉末，置入裝有去

離子水 100 ml的血清瓶中。 

Nuclear fast red染色液：先取 0.1g的 Nuclear fast red加入 100 ml的

5 %硫酸鋁(Aluminum Sulfate)水溶液，以加熱器加熱使其溶解，待冷卻

後加以過濾，如欲保存可加入一些 thymol的結晶作保存劑。 

藥品準備好後，自培養箱中取出細胞進行染色，先以自動吸量管抽

除培養液，再以磷酸緩衝溶液沖洗 3次，加入 2 % 戊二醛(glutaraldehyde)

溶液固定細胞，作用 20 分鐘後抽除戊二醛溶液，再以去離子水清洗 3

次，加入 5 %硝酸銀溶液浸潤細胞層，並置於紫外燈或 60 W白熱燈下

照射 60分鐘後抽除硝酸銀溶液，以去離子水清洗 3次，加入 5 %硫代硫

酸鈉溶液浸潤細胞 2-3分鐘，以去除殘留的硝酸銀，再以去離子水清洗

3次，最後加入 Nuclear fast red染色液 5分鐘，作對比染色，以去離子

水清洗 3次，將培養盤移至倒立式相位差顯微鏡下觀察並拍照。 
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3-5-2-3 MTT色度分析法 

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)為

可溶於水的黃色染劑，若經過活細胞粒線體中的 dehydrogenase 酵素分

解後，會還原形成不溶於水的 MTT-formazan 深藍色結晶，再用溶劑

(acid/alcohol-0.04 N HCl in isopropanol)將 formanzan 溶解，然後利用

ELISA reader(MRX Microplate Reader, Dynatech Laboratories Inc., 
Chantilly, USA)分別在波長 570 nm及 650 nm測定吸光值，所得的吸光

值差即和活細胞數目成正比，因此可作為評估細胞存活(survival)和增生

(proliferation)能力的評估。 

首先配製MTT溶液與 formazan溶劑，再作出 formazan吸光值與間

質幹細胞檢量線，然後以檢量線換算成細胞數，便可求得三種培養液對

細胞存活和增生的影響。 

MTT 溶液：從-20 ℃冰箱中取出 MTT 粉末(USB, Amersham Life 

Science)，用微量天平秤取 50 mg，倒入 15 ml離心管中，移入無菌操作

台內，將 10 ml PBS加入離心管中，蓋上瓶蓋搖晃均勻使MTT粉末完

全溶解，以 0.22 µm無菌過濾膜(Millipore, USA)過濾後，裝至 15 ml無

菌離心管中，用鋁箔紙包覆管身以避光，標示後儲存於 4 ℃冰箱中備用。 

formazan溶劑(acid/alcohol-0.04 N HCl in isopropanol)：取 50 ml無菌

離心管，加入 2 ml 1 N HCl，再加入 48 ml異丙醇(isopropanol，聯工化

學試藥，台灣)，標示後儲存於室溫下備用。 

將繼代的間質幹細胞在 96孔培養盤中由左至右依序接種 5×103、1×

104、2×104、3×104、4×104 cells/well，N=6，每個 well中先以微量吸管加

入 100 ml間質幹細胞培養液，然後將無菌操作台內的燈光關閉，避光下

再加入 10 µl的MTT溶液，將培養盤放入細胞培養箱中培養 4小時後取

出，小心吸除上清液，避免使底部藍色的 formazan沉澱一併抽除，再用

微量吸管每 well加入 200 µl的 formazan溶劑，蓋上蓋子後將培養盤移
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至搖盪機平台搖盪約 10分鐘後，於倒立式顯微鏡下觀察 formazan結晶

是否完全溶解，確定完全溶解後，將培養盤移至 ELISA reader以雙波長

測量波長 570 nm 及 650 nm 的吸光值，將吸光值差對應細胞數作一曲

線，並將曲線作回歸，求出MTT對應細胞數目的檢量線。 

將繼代間質幹細胞在 96孔培養盤中分別接種 5×103 cells/well，每個

well中先用微量吸管分別加入 180 µl間質幹細胞培養液、添加分化劑培

養液、添加分化劑與中藥骨碎補培養液，N=5，將培養盤放入細胞培養

箱中培養 2天。 

2天後將培養盤取出，如前加入MTT溶液，再培養 4小時，再加入

formazan溶劑，將培養盤移至 ELISA reader以雙波長測量波長 570 nm

及 650 nm的吸光值，所得吸光值差以MTT檢量線換算成細胞數，以評

估三種培養液對間質幹細胞存活和增生能力的影響。 
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3-5-2-4幹細胞植入材料程序 

為模擬細胞在生物體內實際生長情形，並改善三度空間材料於靜態

培養時細胞分布不均勻及代謝產物無法及時擴散的缺點，本研究特別引

進近年來在組織工程中漸被重視的生物反應器以進行動態培養，其實驗

程序詳細說明如下： 

間質幹細胞培養至足夠數量時，便可將細胞植入多孔性 GGT 以進

行動態培養，經培養 1、2及 4週時將多孔性 GGT複合材料取出，其中

一件植入兔體頭蓋骨，另一件作 SEM觀察與組織切片。 

為使材料懸浮於磁攪拌培養瓶(spinner flask)中進行動態培養，故先

製作網套及預先綁好線的別針，以供材料置放並固定於培養液中。將網

套與綁好線的別針以封口袋密封與磁攪拌培養瓶先行滅菌後置入無菌

操作檯備用。 

由培養箱中取出已長滿繼代間質幹細胞的培養瓶，於無菌操作檯將

培養液抽除後，以 PBS溶液清洗培養瓶 2次，加入 0.25 % Trypsin/EDTA

溶液，將細胞打下後，作細胞計數，並調整細胞密度至 2×106 cells/ml。 

將多孔性 GGT複合材料置於 12孔培養盤(12-well plate)中，以微量

吸量管抽取 500 µl(內含 1×106 cells)培養液，將培養液滴入多孔性 GGT

複合材料中，滴入時須使培養液均勻散佈於整個材料，將 12 孔培養盤

置入培養箱中靜置 1 小時，再將 12 孔培養盤自培養箱取出於無菌操作

檯中加入間質幹細胞培養液，加培養液時要從孔緣慢慢注入，以免將細

胞沖散，將 12 孔培養盤放回培養箱，培養 1 天，使細胞貼附於多孔性

GGT複合材料。 

自培養箱取出 12 孔培養盤，於無菌操作檯將含有間質幹細胞之多

孔性 GGT 取出，置於網套中，將網套以別針固定，懸於磁攪拌培養瓶

中，並以瓶蓋鎖緊固定，磁攪拌培養瓶中加入添加分化劑之培養液，使

多孔性 GGT複合材料完全浸潤在培養液中。 
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調整生物反應器(Bioreactor)之轉速至 70 rpm，將磁攪拌培養瓶置於

其上培養 10 小時，使細胞分布均勻，再將生物反應器轉速調整為 50 

rpm(75)，於培養箱中進行動態培養，每週更換培養液二次，更換時只抽

除一半的培養液，再將培養液加入，幹細胞植入材料實驗參考圖 3-11。 

 
(A) 

 
(B) 

圖 3-11幹細胞植入材料實驗，(A)網套及預先綁好線的別針，(B)將材料

懸浮於 spinner flask中 
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3-5-2-5掃描式電子顯微鏡觀察 

多孔性 GGT複合材料於磁攪拌培養瓶中經培養 1、2、4週時，分別

將材料取出植回兔體頭蓋骨，同時取出一件切下約 1/2 進行掃描式電子

顯微鏡(Scanning Electron Microscope, SEM)觀察，另 1/2作組織切片，以

觀察間質幹細胞於材料中分化為骨母細胞的實際生長及貼附情形。 

將植入間質幹細胞並以添加分化劑培養液培養之多孔性 GGT 複合

材料及添加中藥骨碎補之多孔性 GGT 複合材料每隻兔子各取出一件，

分別以刀片切下約 1/2，先以磷酸緩衝溶液(PBS)清洗 3次，每次清洗時

需浸泡 5-10分鐘，清洗後以 2 %戊二醛固定 48小時，再分別以 30、50、

70、80、90、95、100 % 酒精溶液各浸泡 15分鐘，以進行脫水。 

脫水後將試片取出以臨界點乾燥機 (HCP-2 Critical Point Dryer, 

HITACHI, Japan)進行臨界點乾燥將酒精去除，再以鍍金機 (E-1010 

HITACHI, Japan)鍍膜，然後以 S-3000N掃描式電子顯微鏡進行細胞生長

及貼附情形的觀察及攝影。 

3-5-2-6組織切片 

上一節中將多孔性 GGT複合材料於磁攪拌培養瓶中經培養 1、2、4

週時將材料取出切下約 1/2進行掃描式電子顯微鏡觀察的同時，將另 1/2

以磷酸緩衝溶液清洗 2次後，以 2 %戊二醛浸泡，待細胞固定後，將材

料送至台灣動物科技研究所進行染色、包埋及組織切片，送回後以直立

式電子顯微鏡觀察細胞生長及材料切面的實際情形。 
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3-5-3兔體頭蓋骨植入—體內測試 

本研究所研製的對照組多孔性 GGT 及實驗組添加中藥骨碎補之多

孔性 GGT 複合材料在經植入間質幹細胞於磁攪拌培養瓶作動態培養

1、2、4週後取出，依下列分組將材料植回兔子頭蓋骨進行體內測試。 

對照組：分四組，每組各 2隻兔子，共 8隻。 

1. 植入未培養間質幹細胞之多孔性 GGT。 

2. 植入培養自體間質幹細胞 1週之多孔性 GGT。 

3. 植入培養自體間質幹細胞 2週之多孔性 GGT。 

4. 植入培養自體間質幹細胞 4週之多孔性 GGT。 

實驗組：分四組，每組各 3隻兔子，共 12隻。 

1. 植入未培養間質幹細胞之添加中藥骨碎補多孔性 GGT。 

2. 植入培養自體間質幹細胞 1 週之添加中藥骨碎補多孔性

GGT。 

3. 植入培養自體間質幹細胞 2 週之添加中藥骨碎補多孔性

GGT。 

4. 植入培養自體間質幹細胞 4 週之添加中藥骨碎補多孔性

GGT。 

分別於頭蓋骨植入 8週後，將兔子犧牲取出頭蓋骨，以 X光照射、

組織切片及掃描式電子顯微鏡進行觀察及分析，評估植入間質幹細胞及

添加中藥骨碎補對骨缺陷修復的影響和材料在生物體內被吸收及新生

骨組織生長情形。 

頭蓋骨主要由皮質骨所構成，其中的海綿骨及骨髓含量極少，組織

重建能力極差，且手術後較不易產生自殘現象，因此以頭蓋骨作為評估

多孔性GGT及添加中藥骨碎補之多孔性GGT複合材料促進骨缺陷修復

的試驗為最佳選擇。其詳細實驗步驟於以下各節分述之。 
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3-5-3-1動物手術程序 

當間質幹細胞植入材料，經動態培養至所需時間時，便可進行兔體

頭蓋骨植入實驗，首先在兔子後大腿肌以肌肉注射方式，將兔子予以全

身麻醉。麻醉劑為全痛寧(Ketamin 10ml/瓶 50 mg/ml，南光，台南)及若

朋(Rompun 25 ml，Bayer, Germany)以 1：1方式混合，劑量為 0.8~1.5 

ml/kg，待兔子熟睡後，以電動剃毛機剃除頭蓋骨上方兔毛，再以優碘及

70 %酒精作局部消毒後覆蓋紙洞巾，製造出一個無菌操作空間以避免汙

染。 

於頭蓋骨上方以皮下注射方式做局部麻醉，給予局部麻醉劑

Lidocaine (2 ml/瓶，10 mg，林化學，台南)約 1.0~1.2 ml，待局部麻醉劑

吸收後，以手術刀劃開頭蓋骨上方的皮膚及肌肉層長約 5 cm，並以止血

鉗撐開皮膚與肌肉，以鑽磨機將頭蓋骨磨除，待鑽磨機打磨到近硬腦膜

處，以骨剪修剪其骨組織，使骨缺陷尺寸與材料一樣為直徑 1.5 ㎝的圓

形，將傷口以生理食鹽水清洗乾淨。 

自培養箱中將含有自體間質幹細胞之多孔性 GGT 複合材料取出，

先以生理食鹽水清洗後置入骨缺陷中，用 4-0尼龍縫線先縫合肌肉層，

再縫合皮膚，縫合完整後於手術部位施打約 1 ml 信華注射液

(Cephalosporin 抗生素，Cephazolin Sodium 1 gm/vial,信東，台灣)並以

優碘棉球消毒，以防止傷口感染與發炎。 

手術後隨時觀察兔子生命徵象，是否有出血及失溫現象，待清醒時

再放回兔籠，手術後連續施打信華注射液三天，劑量為 30 mg/kg。頭蓋

骨植入實驗參見圖 3-12。 
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(A)         (B) 

  
(C)         (D) 

  

(E)         (F) 

圖 3-12 兔子頭蓋骨植入實驗，(A)剃毛，(B)消毒，(C)覆蓋紙洞巾，(D)

切開皮膚及肌肉並以止血鉗固定，(E)鑽磨出骨缺陷，(F)置入材

料並縫合 
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3-5-3-2動物犧牲程序 

在兔子頭蓋骨植入實驗 8週後，將兔子犧牲，並取出頭蓋骨進行評

估，首先以固定器固定兔子(參見圖 3-13)，採靜脈注射方式，將麻醉劑

(Urethane1, 1 g/10 ml, Sigma, USA) 4 ml加 8 ml空氣打入兔子兩邊耳朵

背面血管，將兔子犧牲，以手術刀切開頭蓋骨上方皮膚、肌肉及筋膜組

織，可清楚看見材料與骨缺陷，觀察材料植入部位之周圍組織是否有發

炎潰爛的情形，再以鑽磨機取下含植入材料之周圍頭蓋骨約長 2.5 cm、

寬 2.0 cm的大小，先以生理食鹽水沖洗組織液與血水，再放入 10 % 福

馬林(formaldehyde)固定液中浸泡，將組織固定，以待進一步評估。 

 

圖 3-13兔子固定於固定器情形 
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3-5-3-3兔體頭蓋骨植入實驗評估 

在兔體未犧牲前，先對兔體外觀進行巨視觀察，檢查手術部位是否

有紅腫及潰爛的排斥情形，接著在兔體犧牲後，將頭蓋骨外部的皮膚與

筋膜切開，觀察材料植入部位周圍頭蓋骨表面組織是否有紅腫及發炎現

象，取下頭蓋骨後對腦組織進行觀察是否有發炎、腫脹及萎縮現象。 

取下的頭蓋骨以 10 %福馬林固定 48 小時後，以脫鈣液(TBD-1, 

Rapid Decalcifier, Thermo Shandon, USA)浸泡約一天後，再將頭蓋骨分別

切割以掃描式電子顯微鏡與組織切片進行觀察與分析。 

要進行掃描式電子顯微鏡觀察的試片分別以 30、50、70、80、90、

95、100 %之酒精溶液各浸泡 15分鐘，以進行脫水，脫水後將試片取出

以臨界點乾燥機進行臨界點乾燥將酒精去除，再以離子覆膜機機鍍膜，

然後以掃描式電子顯微鏡進行新生骨組織及細胞生長情形的觀察及攝

影。 

要進行組織切片之試片則送至台灣動物科技研究所進行染色、包埋

及組織切片，送回後以直立式電子顯微鏡進行觀察及攝影。 
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第四章 結果與討論 

4-1材料特性分析 

良好的多孔性骨科複合材料除了須具備有良好之生物適應性及適

當的機械強度外，更應具有生物可吸收分解的特性，而且吸收分解的速

度要能配合新生骨組織形成與取代的速度。另外尚須具備高孔隙率，以

讓細胞有較多的生長空間，進行骨缺陷的修復，而就孔洞本身而言，需

具備適合骨母細胞生長的孔洞尺寸而且孔洞之間要有良好的連通性，以

便體外培養時細胞能均勻長入，且培養液能順利進入為細胞所吸收，細

胞之代謝廢物亦能被帶走，植入生物體內時組織液能順利的進出以提供

養分及排出廢物。 

以下各節分就孔隙度、降解速率、膨潤度測定與掃描式電子顯微鏡

觀察與元素分析結果詳細說明。 
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4-1-1孔隙度測定 

孔隙度的大小關係著細胞植入的數目、孔洞的連通性與材料強度，

孔隙度愈大則植入細胞量愈多，能夠提供細胞較大的貼附與生長空間，

反之則植入細胞相對減少，另外孔隙度太小還會造成孔洞間連通性不

佳，細胞植入時無法均勻的進入各孔洞，以致細胞分布不平均，如果孔

隙度太大則材料強度太弱，無法應用於臨床，一般冷凍乾燥支架孔隙度

約 80 %，經實際量測結果材料孔隙度與此相當。 

孔隙度量測程序首先以比重瓶量測材料密度，而後再根據密度與重

量換算出材料實際體積，與材料外部體積比較而得。表 4-1為兩種材料

密度與孔隙度量測結果，其中多孔性 GGT密度為 1.18±0.10，添加骨碎

補多孔性 GGT則為 1.20±0.02，兩種材料量測結果相近。 

根據所量測而得的密度再求出孔隙度，多孔性 GGT 孔隙度為

82.07±1.51 %，添加骨碎補多孔性 GGT為 80.51±0.13 %，兩種材料量測

結果相近，且與預估結果相符。 

表 4-1密度與孔隙度量測結果 

 密度 孔隙度(%) 
多孔性 GGT 

添加骨碎補多孔性 GGT 
1.18±0.10 
1.20±0.02 

82.07±1.51 
80.51±0.13 
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4-1-2膨潤度測定 

交聯度愈高的明膠，分子鏈上自由胺基被交聯劑分子交聯比例增

加，使得材料中的自由體積(free volume)減少，會導致材料膨潤趨勢下

降(38)，因此膨潤度可用來判斷明膠的交聯程度。 

由圖 4-1膨潤度量測結果顯示，多孔性 GGT膨潤度較添加骨碎補多

孔性 GGT為高，這結果顯示添加骨碎補多孔性 GGT交聯程度較多孔性

GGT 為高，這是否意味著骨碎補中的柚皮甙 (Naringin, C27H32O14, 

M.W.=580.53)(分子結構式參見圖 4-2)亦能像綠梔子素(Genipin, C11H14O5, 

M.W.=580.53)(分子結構式參見圖 4-3)結構中的六元環一般與明膠發生

交聯反應，則有待進ㄧ步的驗證。 

 

圖 4-1 多孔性 GGT及添加骨碎補多孔性 GGT膨潤度量測結果 
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圖 4-2柚皮甙的分子結構式 

 

圖 4-3綠梔子素的分子結構式 

另外實驗結果也顯示，在浸泡 12 小時之後，兩組材料的膨潤趨勢

皆已呈現平緩現象，此結果較 GGT要在 24小時之後才呈現平緩現象還

要加速ㄧ倍，這是因為多孔性 GGT 的孔洞結構與去離子水接觸面積增

加，加速了水分的吸收。 
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4-1-2降解速率測定 

以去離子水浸泡多孔性 GGT及添加骨碎補多孔性 GGT，置入細胞

培養箱中，分別於 7、14、28、42、56 及 84 天時取出，將材料經冷凍

乾燥處理後秤重，計算材料試片的降解失重比例，結果參見圖 4-4。 

 

圖 4-4多孔性 GGT及添加骨碎補多孔性 GGT降解率量測結果 

由以上實驗結果顯示： 

1. 於剛開始前 7天降解較為明顯，這可能是未完全與綠梔子素交聯

的明膠及三鈣磷酸鹽粉末溶解及釋出所造成。 

2. 於浸泡 84天(12週)時，降解率約為 10 %，這結果與之前 GGT

的降解率 5 %比較，快了將近一倍，推測應與多孔性結構增加接

觸面積有關。 

3. 多孔性 GGT的降解率稍大於添加骨碎補多孔性 GGT，這可能是

添加骨碎補多孔性 GGT交聯程度較好所致，這與膨潤度量測結

果相符。 
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4-1-4掃描式電子顯微鏡觀察 

掃描式電子顯微鏡結果如圖 4-5所示，(A)圖為多孔性 GGT 50倍放

大圖，(B)圖為添加骨碎補多孔性 GGT 100倍放大圖，從外觀放大圖可

以發現多孔性GGT及添加骨碎補多孔性GGT為具備三度空間的多孔性

結構，孔洞分布均勻沒有材料局部聚集，或局部孔洞過大而無材料分布

的情形，因此細胞能均勻植入以進行骨缺陷的修復。 

孔洞尺寸經實際量測為 280-430 µm，符合製備時以 40-60 mesh篩網

過篩，取得 250-470 µm固定尺寸範圍之氯化鈉顆粒，以產生固定孔徑的

預期。另外觀察孔洞之間的孔壁有小孔彼此連通，具備良好連通性，在

體外培養時可使細胞能均勻進入貼附與生長，培養液能順利進入為細胞

所吸收，代謝產物亦能順利排出，植入生物體內時組織液也能順利的進

出以提供養分及排出廢物。 
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(A) 

 
(B) 

圖 4-5多孔性 GGT掃描式電子顯微鏡觀察結果，孔洞分布均勻，孔壁間

有小孔互相連通，(A)多孔性 GGT 50倍放大圖，(B)添加骨碎補多

孔性 GGT 100倍放大圖 
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4-1-5能量散射光譜分析儀元素分析 

以能量散射光譜分析儀對多孔性 GGT 複合材料作元素分析，本步

驟最主要為確定所添加的氯化鈉顆粒是否均已為水所溶解而排出，以免

於進行細胞培養及植入手術時，因滲透壓過高造成細胞皺縮，甚至脫水

死亡。 

由圖 4-6 及表 4-2 的結果顯示，並無氯或鈉元素存在，顯示氯化鈉

顆粒已完全被水所溶解而排出，不會對細胞造成不良影響。 

 
圖 4-6多孔性 GGT組成元素分佈圖 

表 4-2多孔性 GGT組成元素分析表 

Element App Intensity Weight% Weight% Atomic% 

C K 4.98 0.5955 29.24 0.29 46.81 

O K 4.06 0.4798 29.52 0.29 35.48 

P K 3.40 1.4557 8.15 0.10 5.06 

Ca K 6.03 0.9885 21.29 0.16 10.21 

Nb L 2.61 0.7737 11.80 0.23 2.44 

totals   100.00   
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4-2生物適應性評估 

本研究生物適應性評估主要分為體外(in-vitro)及體內(in-vivo)測試

兩部份，體外主要有鹼性磷酸酶染色法(alkaline phosphatase stain)、Von 

Kossa’s 染色法及MTT色度分析法，驗證間質幹細胞經分化劑與中藥骨

碎補的刺激可朝骨母細胞分化，並測定細胞增生情形，另外將植入間質

幹細胞的多孔性 GGT 以掃描式電子顯微鏡及組織切片進行觀察細胞的

貼附與生長情形。 

體內測試部分為將材料培養間質幹細胞後植回兔體頭蓋骨，經手術

八週後，將兔子犧牲取出頭蓋骨，作巨視觀察、X光檢驗、掃瞄式電子

顯微鏡及組織切片，觀察多孔性 GGT 在生物體內被吸收及新生骨組織

生長情形，以評估間質幹細胞、骨碎補於骨缺陷修復過程所產生之影

響。各項測試結果分別於以下各章節詳細說明。 
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4-2-1體外測試 

4-2-1-1鹼性磷酸酶染色法 

鹼性磷酸酶染色法(alkaline phosphatase stain)可將骨母細胞的鹼性

磷酸酶染成藍紫色，對骨母細胞染色有專一性。因此可藉此染色法確定

間質幹細胞是否已朝骨母細胞分化。 

圖 4-7 為以間質幹細胞培養液未添加分化劑培養之鹼性磷酸酶染色

結果，由結果可知隨著培養時間增加，藍紫色面積並沒有跟著增加，這

表示未添加分化劑對間質幹細胞進行培養，間質幹細胞沒有朝骨母細胞

分化。 

圖 4-8 為以添加分化劑培養液培養之鹼性磷酸酶染色結果，由結果

可知隨著培養時間增加，藍紫色面積跟著增加，這表示添加分化劑對間

質幹細胞進行培養，可刺激間質幹細胞朝骨母細胞分化。 

圖 4-9 為以添加分化劑及中藥骨碎補培養液培養之鹼性磷酸酶染色

結果，由結果可知隨著培養時間增加，藍紫色面積跟著明顯增加，且於

四週時特別明顯，這表示添加分化劑及中藥骨碎補對間質幹細胞進行培

養，可刺激間質幹細胞朝骨母細胞分化，且較只添加分化劑更為明顯。 

另外圖 4-7，明顯比圖 4-8、圖 4-9的細胞密度低，這表示分化劑及

中藥骨碎補除可刺激間質幹細胞朝骨母細胞分化外，還可促進間質幹細

胞的增生。 

由此可知間質幹細胞在體外培養時確實可以分化劑誘導向骨母細

胞分化及增生而應用於硬骨組織的修復，而添加分化劑及中藥骨碎補則

更能加快間質幹細胞朝骨母細胞分化及增生。 
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(A) 

   
(B) 

   
(C)  

圖 4-7以間質幹細胞培養液培養鹼性磷酸酶染色結果，隨著培養時間增

加，沒有明顯分化現象，(A)1週，(B)2週，(C)4週。(scale bar=20 

µm) 
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(A) 

   
(B) 

  
(C) 

圖 4-8以添加分化劑培養液培養鹼性磷酸酶染色結果，隨著培養時間增

加，有明顯分化現象，(A)1週，(B)2週，(C)4週，(scale bar=20 µm) 
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(A) 

   
(B) 

  
(C)  

圖 4-9以添加分化劑及中藥骨碎補培養液培養鹼性磷酸酶染色結果，隨

著培養時間增加，有明顯分化現象，(A)1週，(B)2週，(C)4週，

(scale bar=20 µm) 
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4-2-1-2 Von Kossa’s染色法 

Von kossa’s染色法可將骨母細胞礦物質化結節中的磷酸鈣染成暗褐

色磷酸銀沉澱，因此可用此來評估細胞是否具造骨細胞活性。 

因間質幹細胞以分化劑及中藥骨碎補刺激後朝骨母細胞分化，剛開

始為單層紡錘狀的細胞型態，而後成骨細胞會形成多層(multilayer)立體

狀的群落(confluency)，如圖 4-10 所示，三種不同培養液分別培養間質

幹細胞 2週後，以倒立式相位差光學顯微鏡觀察結果，(A)圖為以未添加

分化劑的間質幹細胞培養液培養，間質幹細胞仍為單層紡錘狀的細胞型

態，未形成群落，而(B)圖以添加分化劑及(C)圖以添加分化劑及骨碎補

培養液培養間質幹細胞，則已開始形成群落。 

圖 4-11，為以三種不同培養液分別培養間質幹細胞 3週後，顯微鏡

觀察結果，(A)圖為以未添加分化劑的間質幹細胞培養液培養，間質幹細

胞仍為單層紡錘狀的細胞型態，未形成群落，而(B)圖以添加分化劑及(C)

圖以添加分化劑及骨碎補培養液培養，細胞群落已明顯形成，其中(C)

圖尤其明顯。 

由以上結果可知，未添加分化劑培養的間質幹細胞，於 2週及 3週

細胞型態仍為單層紡錘狀與間質幹細胞相同，表示間質幹細胞並未朝骨

母細胞分化。而(B)圖以添加分化劑及(C)圖以添加分化劑及骨碎補培養

液培養間質幹細胞，則群落已明顯形成，而添加骨碎補者尤其明顯。因

此於 2、3、4週對細胞進行 Von kossa’s染色法。 
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(A) 

  
(B) 

  
(C) 

圖 4-10以三種不同培養液分別培養間質幹細胞 2週顯微鏡觀察結果，以

未添加分化劑培養者，未形成群落，以添加分化劑，添加分化劑

及骨碎補培養者，開始形成群落，(A)未添加分化劑，(B)添加分

化劑，(C)添加分化劑及骨碎補，(scale bar=20 µm) 
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(A) 

  
(B) 

  
(C) 

圖 4-11以三種不同培養液分別培養間質幹細胞 3週顯微鏡觀察結果，以

未添加分化劑培養者，仍未形成群落，以添加分化劑，添加分化

劑及骨碎補培養者，已明顯形成群落，(A)未添加分化劑，(B)添

加分化劑，(C)添加分化劑及骨碎補，(scale bar=20 µm) 
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圖 4-12為以未添加分化劑的間質幹細胞培養液分別培養 2、3、4週

的 Von Kossa’s 染色結果，隨著培養時間增加，仍為單層紡錘狀的細胞

型態，未形成群落，也沒有暗褐色礦物質化結節產生，表示間質幹細胞

未朝骨母細胞分化。 

圖 4-13為以添加分化劑培養液培養間質幹細胞 Von Kossa’s染色結

果，2週時(A圖)細胞已開始形成群落，但並沒有暗褐色礦物質化結節形

成，3週時(B圖)細胞明顯形成群落，有暗褐色礦物質化結節開始形成，

在 4 週時(C 圖)細胞形成群落更為明顯，且暗褐色礦物質化結節已經形

成，表示間質幹細胞已朝骨母細胞分化。 

圖 4-14 為以添加分化劑及中藥骨碎補培養液培養間質幹細胞 Von 

Kossa’s 染色結果，2週時(A圖)細胞已開始形成群落，但並沒有暗褐色

礦物質化結節形成，3週時(B圖)細胞明顯形成群落，已有暗褐色礦物質

化結節明顯形成，在 4 週時(C 圖)細胞形成群落及暗褐色礦物質化結節

形成更為明顯，經與圖 4-13比較後可發現添加中藥骨碎補對礦物質化結

節形成有明顯的催化作用。 

由此可知未添加分化劑對間質幹細胞進行培養，間質幹細胞無法自

行朝骨母細胞分化，不能形成群落與礦物質化結節。添加分化劑可刺激

間質幹細胞朝骨母細胞分化，形成群落與礦物質化結節，具有造骨細胞

活性。若再添加中藥骨碎補則表現特別明顯，所以中藥骨碎補對間質幹

細胞朝骨母細胞分化有催化作用。 
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(A) 

  

(B) 

  

(C) 
圖 4-12以間質幹細胞培養液培養 Von Kossa’s染色結果，隨著培養時間

增加，仍為單層紡錘狀的細胞型態，未形成群落及礦物質化結

節。(A)2週，(B)3週，(C)4週，(scale bar=20 µm) 
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(A) 

  

(B) 

  

(C) 

圖 4-13以添加分化劑培養液培養 Von Kossa’s染色結果，隨著培養時間

增加，細胞形成群落，礦物質化結節愈明顯。 

(A)2週，(B)3週，(C)4週，(scale bar=20 µm) 
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(A) 

  

(B) 

  

(C) 

圖 4-14以添加分化劑及骨碎補培養液培養 Von Kossa’s染色結果，隨著

培養時間增加，細胞形成群落，礦物質化結節明顯形成。 

(A)2週，(B)3週，(C)4週，(scale bar=20 µm) 
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4-2-1-3 MTT色度分析法 

經實驗求得間質幹細胞MTT檢量線如圖 4-15所示，間質幹細胞數

(萬)/well和 formazan吸光值(O.D.570-650 nm)的對應關係為 

x=12.5198y-0.8707 
x:間質細胞數(萬)/well 

y: formazan 吸光值(O.D.570-650 nm) 

 

圖 4-15 formazan 吸光值 V.S.間質幹細胞檢量線 

將間質幹細胞植入 96 孔培養盤中，分別以間質幹細胞培養液、添

加分化劑培養液、添加分化劑及中藥骨碎補培養液分別培養 2天後，經

以 ELISA reader以雙波長測量波長 570 nm及 650 nm的吸光值的差值

後，以檢量線換算其細胞數(參見圖 4-16)，發現添加分化劑培養液與添

加分化劑及中藥骨碎補的培養液細胞增生均優於間質幹細胞培養液，其

中以添加分化劑及中藥骨碎補的培養液更好，表示中藥骨碎補及分化劑

均能促使間質幹細胞增生，同時加入有加成效果。 
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圖 4-16三種不同培養液相對間質幹細胞增生情形 

4-2-1-4掃描式電子顯微鏡(SEM)觀察 

將間質幹細胞植入多孔性 GGT複合材料中，將其置於 spinner flask

中以添加分化劑培養液進行動態培養，經過 1、2、4週時取出切下 1/2，

在掃描式電子顯微鏡下觀察材料斷面發現，間質幹細胞在第1週時便能

均勻進入並密佈於各孔洞中生長(參見圖 4-17)，第 1 週時間質幹細胞貼

附較不明顯，但在培養第 2 週(圖 4-18)及第 4 週(圖 4-19)時則有非常明

顯的緊密貼附現象，由此可見多孔性 GGT 複合材料具有良好的生物適

應性，可在體外培養間質幹細胞或作為間質幹細胞之載體，運用於未來

的骨移植手術中。 
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(A) 

 
(B) 

圖 4-17間質幹細胞植入材料，體外培養 1週的 SEM照片，間質幹細胞

均勻密佈在各孔洞且貼附於材料表面。(A)100倍放大圖，(A)1500

倍放大圖 
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圖 4-18間質幹細胞植入材料，體外培養 2週的 SEM照片，間質幹細胞

較為緊密貼附於材料表面。(2500倍放大圖) 

 

圖 4-19間質幹細胞植入材料，體外培養 4週的 SEM照片，間質幹細胞

更為緊密貼附於材料表面。(2500倍放大圖) 
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4-2-1-5組織切片 

前ㄧ節中取下試片同時將另 1/2材料進行組織切片結果如圖 4-20所

示，間質幹細胞能進入並分布於孔洞中生長。 

 
(A) 

 
(B) 

圖 4-20間質幹細胞植入材料，體外培養 2週組織切片，間質幹細胞均勻

密佈孔洞中(A)100倍放大圖，(B)200倍放大圖，(scale bar=10 µm) 
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4-2-2體內測試 

本實驗體內測試部份為以多孔性 GGT 為對照組，添加中藥骨碎補

多孔性 GGT為實驗組，分別植入間質幹細胞於體外培養 1、2、4週後，

植回自體頭蓋骨，經手術八週後，將兔子犧牲取出頭蓋骨，作巨視觀察、

X 光檢驗、掃瞄式電子顯微鏡及組織切片，以觀察多孔性 GGT 在生物

體內被吸收及新生骨組織生長情形，評估間質幹細胞、骨碎補於骨缺陷

修復過程所產生之影響，各項測試結果詳細於以下各節說明之。 

4-2-2-1兔體頭蓋骨巨視觀察 

將培養自體間質幹細胞之多孔性 GGT 複合材料植回兔體頭蓋骨

後，於 1週後(參見圖 4-21)對兔子頭部外觀進行觀察發現，兔子的手術

傷口處恢復相當良好，並無膿腫或潰爛的症狀產生，2週時(參見圖 4-22)

傷口已恢復，兔毛剃除處已開始長出兔毛，表示手術過程成功，未有感

染情況發生。 

手術八週後，將頭蓋骨表皮切開(參見圖 4-23)，觀察植入部位骨組

織表面無紅腫、發炎及潰爛現象，此結果說明實驗材料在植回兔體頭蓋

骨後，不會導致組織的病變或生物適應性不良的現象，進一步觀察實驗

材料與周圍骨組織接合程度相當緊密，材料位置仍清晰可見，可見在植

入以後材料不會被組織液或血液所沖離或明顯的吸收代謝。 

將頭蓋骨取出，觀察腦組織外觀(參見圖 4-24)，沒有產生發炎、腫

脹或萎縮之症狀，由以上巨視觀察證明，多孔性 GGT 複合材料不具生

物毒性，生物適應性良好，不會造成周圍組織的傷害，而所植入之間質

幹細胞為自體骨髓細胞，也不會有排斥現象。 
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圖 4-21兔體頭蓋骨手術後 1週，傷口恢復相當良好，並無膿腫或潰爛的

症狀產生 

 

圖 4-22兔體頭蓋骨手術後 2週，傷口已恢復，並可明顯看到兔毛剃除處

已開始長出兔毛 
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圖 4-23多孔性 GGT複合材料植入兔體頭蓋骨 8週後，兔體頭蓋骨的植

入部位皆無紅腫及發炎現象發生 

 

圖 4-24多孔性 GGT複合材料植入 8週後，兔體頭蓋骨下方的腦組織並

無產生發炎、腫脹或萎縮之病變 
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4-2-2-2 X光觀察 

多孔性 GGT 複合材料植入間質幹細胞，於體外培養不同時段，植

回自體兔體頭蓋骨八週後，X-ray 照射情形參見圖 4-25，由圖中可明顯

看出材料與周圍組織接合緊密，新生骨組織已沿著宿主骨與材料接合面

向骨缺陷生長，使得圓形的骨缺陷已變成不規則狀，材料部份降解而為

新生骨組織所取代，這結果表示材料生物適應性良好，而且具有骨引導

作用，能促進骨缺陷的癒合。 

添加骨碎補多孔性 GGT複合材料的 X-ray照射情形參見圖 4-26，在

圖中可更明顯的看到新生骨組織向骨缺陷生長的情形，圓形的骨缺陷也

變成不規則狀，材料已部份降解為新生骨組織所取代，這結果表示添加

骨碎補多孔性 GGT 複合材料同樣具有良好生物適應性，並具有骨引導

作用，能促進骨缺陷的癒合 

為進一步對新生骨組織作定量評估，因此利用影像分析軟體計算新

生骨組織所佔骨缺陷的面積比率以進行比較，由表 4-3發現未植入間質

幹細胞的多孔性 GGT，其新生骨組織佔骨缺陷的總面積比率為 17 %，

低於植入間質幹細胞先行在體外培養 1週(23 %)、2週(28 %)、4週(32 %)

以後再植回自體頭蓋骨的材料，而添加骨碎補多孔性 GGT 未植入間質

幹細胞為 24 %，也低於植入間質幹細胞體外培養 1 週(28 %)、2 週(33 

%)、4週(38 %)，這顯示先行將間質幹細胞植入材料，間質幹細胞不需

等材料之引導作用，可直接進行骨缺陷修復，所以可加速新生骨組織之

生成，且隨著體外培養時間增加所佔骨缺陷總面積也隨著增加，表示先

行將間質幹細胞植入材料中，進行體外培養使其增生並朝骨母細胞分化

可促進新生骨組織的產生，而材料中所添加的骨碎補，於生物體內可緩

慢釋放出來以促進骨組織的再生。 
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(A) 

 

(B) 

圖 4-25多孔性 GGT複合材料植入間質幹細胞，於體外培養不同時段，

植回兔體頭蓋骨八週後，X-ray照射圖，(A)未植入間質幹細胞，

(B)植入間質幹細胞體外培養ㄧ週，(C)植入間質幹細胞體外培養

二週，(D)植入間質幹細胞體外培養四週，HB表宿主骨，NB表

新生骨，M表材料位置，圓形虛線表材料與宿主骨界面 

M

NB 

HB 

M

NB 

HB 
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(C) 

 

(D) 

圖 4-25續 

NB

M

HB 

NB 

M

HB 
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(A) 

 

(B) 
圖 4-26添加骨碎補多孔性 GGT複合材料植入間質幹細胞，於體外培養

不同時段，植回兔體頭蓋骨八週後，X-ray照射圖，(A)未植入間

質幹細胞，(B)植入間質幹細胞體外培養ㄧ週，(C)植入間質幹細

胞體外培養二週，(D)植入間質幹細胞體外培養四週，HB表宿主

骨，NB表新生骨，M表材料位置，圓形虛線表材料與宿主骨界

面 

NB 
M

HB 

NB 

M

HB 
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(C) 

 

(D) 
圖 4-26續 

表 4-3兩種材料於體外培養不同時段後植回兔體頭蓋骨，新生骨組織生

成所佔骨缺陷總面積的百分比 

體外培養時間 未植入幹細胞 1週 2週 4週 

多孔性 GGT 

添加骨碎補多孔性 GGT
17 

24 

23 

28 

28 

33 

32 

38 

NB 

M

HB 

NB 

M
HB 
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4-2-2-3掃瞄式電子顯微鏡觀察 

兔子犧牲後，將頭蓋骨取下經處理後，於掃描式電子顯微鏡下觀察

主要有以下幾點發現： 

ㄧ、在圖 4-27中可以發現，位於宿主骨與多孔性 GGT複合材料的

界面附近有骨母細胞聚集生長，且與材料緊密貼附，表示多孔

性 GGT 複合材料不具生物毒性，生物適應性良好，並且具備

骨引導作用，能引導宿主骨中的骨母細胞沿著接觸界面朝多孔

性 GGT複合材料中生長。 

二、在圖 4-28中可以發現，多孔性 GGT複合材料內部，有明顯的

血管生長情形，血管內部並可見到外形像甜甜圈的紅血球

(erythrocytes)聚集情形，表示將多孔性 GGT複合材料植入兔體

頭蓋骨後，新生血管可於材料之中生長，以執行養分及生長因

子等的輸送及廢物的排除，幫助骨組織的修復。 

三、在圖 4-29中可以發現在多孔性 GGT複合材料內部有間質幹細

胞所增生及分化細胞聚集的現象，表示經由抽取骨髓培養而得

的間質幹細胞，植入多孔性 GGT 複合材料中體外培養一段時

間後，植回自體頭蓋骨仍能持續增生及分化，參與骨缺陷的修

復。 

由以上三點結果可知多孔性 GGT 複合材料為一不具生物毒性、生

物適應性良好，具骨引導作用，能引導骨母細胞進入材料之中，並能使

新生血管於材料之中生長，擔任養分及廢物之運輸，以促進骨缺陷修

復，且所植入之幹細胞能持續增生及分化，為可應用於組織工程以供組

織培養的支架。 
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(A) 

 

(B) 
圖 4-27兔體頭蓋骨掃描式電子顯微鏡觀察結果，宿主骨與材料界面處有

骨母細胞聚集生長現象。(A)30倍放大圖，(B)500倍放大圖，HB

表宿主骨，M 表材料位置，ITF 表材料與宿主骨界面，OB 表骨

母細胞 

HB 
M

ITF 

OB 
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(A) 

 

(B) 
圖 4-28兔體頭蓋骨掃描式電子顯微鏡觀察結果，多孔性 GGT複合材料

內部有血管形成，血管內有明顯的紅血球聚集。(A)100 倍放大

圖，(B)1500倍放大圖，M表材料位置，RBC表紅血球 

M

RBC
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(A) 

 

(B) 
圖 4-29兔體頭蓋骨掃描式電子顯微鏡觀察結果，多孔性 GGT材料有間

質幹細胞所增生及分化細胞聚集現象。(A)30 倍放大圖，(B)500

倍放大圖，(C)、(D)1500倍放大圖，HB表宿主骨，M表材料位

置，ITF表材料與宿主骨界面 

HB

M

C 

D 

ITF 
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(C) 

 

(D) 
圖 4-29續 
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4-2-2-4組織切片 

經以直立式光學顯微鏡觀察組織切片，比較多孔性 GGT 與添加骨

碎補多孔性 GGT 骨缺陷修復、新生骨組織生長與材料降解及被取代情

形，分別探討如下： 

圖 4-30 為未植入間質幹細胞之多孔性 GGT，植入兔體頭蓋骨經八

週後取出的組織切片，從(A)40 倍放大圖中可發現在宿主骨與材料界面

間有多處新生骨組織生成，由(B)及(C)400 倍放大圖更可明顯看到新生

骨組織形成，宿主骨與材料界面因被新生骨組織所取代，無法清楚辨

識，表示多孔性 GGT 植入八週後已發揮骨引導作用，引導新生骨組織

朝材料方向生長，局部材料並已降解為新生骨組織所取代。在材料下緣

可發現被一層平整的纖維組織(fibrous tissue)所包覆，而非形成厚異物

膜，此纖維膜介於骨組織與內皮組織之間，並不會阻礙骨組織往材料的

方向成長，由此可知多孔性 GGT 擁有良好的生物適應性，具備骨引導

作用，能引導骨組織朝材料生長。 

圖 4-31 為植入間質幹細胞在體外培養四週的多孔性 GGT，植回自

體頭蓋骨經八週後取出的組織切片，從(A)40 倍放大圖中可發現在宿主

骨與材料界面間也有多處新生骨組織生成，這點與未植入間質幹細胞的

圖 4-30相似，但在(B)40倍放大圖及(C)400倍放大圖中，可發現位於材

料內部也有新生骨組織明顯形成，新生骨周圍並有骨母細胞聚集的現

象，因此處材料並未與宿主骨接觸，表示所生成的骨組織應為所植入的

間質幹細胞所分化而形成。 

圖 4-32 為未植入間質幹細胞之添加骨碎補多孔性 GGT，植入兔體

頭蓋骨經八週後取出的組織切片，從(A)40 倍放大圖中可發現在宿主骨

與材料界面間也有多處新生骨組織生成，從(B)100倍及(C)400倍放大圖

中可以發現新生骨組織中間包覆著深藍色未降解的材料，新生骨組織與

材料之間緊密貼附，邊緣成不規則形，表示材料生物適應性良好，在生

物體內已逐漸吸收降解，被新生骨組織所取代。 
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圖 4-33 為植入間質幹細胞在體外培養ㄧ週之添加骨碎補多孔性

GGT，植回自體頭蓋骨經八週後取出的組織切片，由(A)40 倍及(B)100

倍放大圖中可發現在材料內部有大面積的類骨組織生成，此處材料未與

宿主骨直接接觸，類骨組織應為間質幹細胞所生成，由(C)400倍放大圖

發現未降解材料與新生類骨組織緊密貼附，且材料內部有細胞組織參雜

其中，這同樣也證明添加骨碎補多孔性 GGT 具有良好生物適應性，而

且間質幹細胞可經由體外培養作為骨組織的來源細胞，參與並加速骨組

織修復。 

圖 4-34 為植入間質幹細胞在體外培養二週之添加骨碎補多孔性

GGT，植回自體頭蓋骨經八週後取出的組織切片，由圖中可明顯發現有

較大面積及數量的新生骨組織沿著宿主骨與材料界面朝材料內部生

長，這結果可與 X-ray照射結果相呼應，即體外植入間質幹細胞及添加

骨碎補對骨組織修復有促進作用。 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 
圖 4-30未植入間質幹細胞多孔性 GGT頭蓋骨組織切片，在宿主骨與材

料間有新生骨生成，(A)40倍放大圖，(B)(C)400倍放大圖，HB

表宿主骨，M表材料位置，NB表新生骨 

HB
M 

B 

C

NB

NB

NB

Fibrous Tissue 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 
圖 4-31植入間質幹細胞體外培養四週多孔性 GGT頭蓋骨組織切片，材

料界面與內部都有新生骨生成，(A)(B)40倍放大圖(C)400倍放大

圖，HB表宿主骨，M表材料位置，NB表新生骨 

HB

NB

NB

NB

M 

M
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 
圖 4-32未植入間質幹細胞添加骨碎補多孔性 GGT頭蓋骨組織切片，

(A)40倍放大圖，(B)100倍放大圖(C)400倍放大圖，HB表宿主

骨，M表材料位置，NB表新生骨，GGT表未降解材料 

HB

NB

NB

M 

GGT
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 
圖 4-33植入間質幹細胞體外培養ㄧ週添加骨碎補多孔性 GGT頭蓋骨組

織切片，(A)40倍放大圖，(B)100倍放大圖，(C)400倍放大圖，

M表材料位置，GGT表未降解材料，BLT表類骨組織 

M

BLT

GGT

BLT
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 
圖 4-34植入間質幹細胞體外培養二週添加骨碎補多孔性 GGT頭蓋骨組

織切片，(A)(B)40倍放大圖(C)400倍，HB表宿主骨，M表材料

位置，NB表新生骨，GGT表未降解材料 

HB 

NB

NB 

M

GGT
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第五章 結論 

本研究的主要目的為結合組織工程三要素：細胞 (Cells)、訊號

(Signals)、支架(Scaffold)以評估本研究室所研製之多孔性骨科材料(多孔

性 GGT)，應用於硬骨組織工程的可行性，並探討中藥骨碎補於間質幹

細胞於分化為骨母細胞的過程是否能扮演加速細胞增生及分化的角色。 

首先在材料製備裡成功的採用氯化鈉顆粒作為孔洞填充劑，將本研

究室之前所研製成功的 GGT 複合材料發展為多孔性的複合材料－多孔

性 GGT，經量測孔隙率多孔性 GGT及添加骨碎補多孔性 GGT均達 80 

%，可提供較大的細胞生長空間；降解測試結果發現經浸泡 12週，材料

雖已部份降解，但結構完好，沒有崩解現象，由 SEM 觀察得知為俱備

三度空間之多孔性結構，且孔洞大小均勻、孔洞間連通性良好，並經 EDS

元素分析證實，沒有氯及鈉殘留，氯化鈉已完全被水溶出。 

在體外的生物適應性評估方面，將繼代間質幹細胞以不同培養液分

別培養後，經鹼性磷酸酶染色法及 Von Kossa’s 染色法結果發現，未添

加分化劑培養的間質幹細胞未朝骨母細胞分化，不能表現鹼性磷酸酶特

性及形成礦物質化結節，而以添加分化劑與添加分化劑及中藥骨碎補培

養液培養的間質幹細胞，可表現鹼性磷酸酶特性及形成礦物質化結節，

且添加骨碎補有更明顯之趨勢，MTT色度分析法結果發現，添加分化劑

與添加分化劑及中藥骨碎補培養液的細胞增生均優於未添加分化劑的

間質幹細胞培養液，其中又以分化劑及中藥骨碎補同時加入增生最多，

以上結果表示間質幹細胞在體外可經由分化劑的刺激朝骨母細胞分

化，可作為骨組織的來源細胞，而中藥骨碎補可加速間質幹細胞增生及

朝骨母細胞分化。 

將繼代間質幹細胞植入多孔性GGT後置入 spinner flask中分別培養

1、2、4週後取出，以 SEM及組織切片觀察，發現間質幹細胞能均勻密

佈於各孔洞，細胞生長及貼附情形良好，且隨著培養時間增加，貼附情

形更為緊密。由此可知多孔性 GGT具有良好之生物適應性，可在體外
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培養間質幹細胞或作為間質幹細胞的載體，以應用於組織工程。 

在體內的生物適應性評估方面，將體外培養後的多孔性 GGT 植回

自體兔體頭蓋骨，經八週後將兔子犧牲，以手術刀切開表皮作巨視觀

察，發現植入部位骨組織無紅腫發炎及潰爛現象，實驗材料與周圍骨組

織緊密接合，材料仍清淅可見；將頭蓋骨取出後，觀察腦組織外觀，沒

有產生發炎、腫脹或萎縮的症狀，由此證明多孔性 GGT 複合材料不具

生物毒性，生物適應性良好，而所植入的細胞為自體間質幹細胞，因此

也沒有排斥的現象。 

兔體頭蓋骨以 X-ray 照射後發現材料與周圍骨組織已完全融合在一

起，且已有新生骨組織形成，使圓形的骨缺陷變為不規則形狀，表示植

入材料已有部分溶解吸收並與宿主骨組織產生骨引導現象，經以影像軟

體分析後發現植入間質幹細胞與添加骨碎補對新生骨組織修復有催化

作用。 

SEM實際觀察材料於兔體內生長情形後，發現材料與宿主骨組織界

面有骨母細胞聚集生長，表示材料具骨引導作用，在材料內部有血管生

長可骨組織修復時擔任養分供給與廢物排除的工作，並發現材料內部有

間質幹細胞及其所衍生細胞聚集生長，表示所植入的間質幹細胞可參與

骨組織的修復。 

頭蓋骨組織切片發現在宿主骨與材料界面間有新生骨組織生成，宿

主骨與材料界面因被新生骨組織所取代，無法清楚辨識。植入間質幹細

胞的材料可發現位於材料內部也有新生骨組織或類骨組織生成，因材料

內部並未與宿主骨接觸，表示所生成的骨組織應為所植入的間質幹細胞

所分化而成。另發現新生骨組織中間包覆著深藍色未降解的材料，新生

骨組織與材料緊密貼附，邊緣成不規則形。由以上結果顯示，多孔性

GGT複合材料生物適應性良好，具骨引導作用，在生物體內可被吸收降

解為新生骨組織所取代，間質幹細胞可參與並加速骨組織的修復。 

綜合以上結果顯示，本研究所研製的多孔性複合材料 -多孔性
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GGT，為一擁有良好生物適應性，具備骨引導與促進骨再生能力的生物

可降解材料，可作為細胞及藥物之載體，應用於組織工程。間質幹細胞

在體外可經由分化劑刺激朝骨母細胞分化，作為骨組織的來源細胞，以

參與骨組織的修復；中藥骨碎補可促進間質幹細胞增生及朝骨母細胞分

化。 

隨著組織工程技術的成熟，在體外培養人工組織、人工器官應用於

臨床，以加速病患復原及降低醫療成本將不再只是夢想。本研究雖成功

的將間質幹細胞在體外進行培養，並植入支架中，但並未在體外培養出

新生骨組織或類骨組織，這仍有待後續的研究予以突破，以使能應用於

臨床的體外培養硬骨組織早日開發成功。 

中草藥中對於骨組織修復有促進作用的藥物如何與現代科技結

合，應用於組織工程，並探討其作用機轉，甚至對其單一有效成分進行

研究，使藥物對症狀的作用更為直接有效，將古人智慧的結晶，更廣泛

應用於臨床，則是另一有待開發的領域。 
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