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ＢＭＰ２及ＶＥＧＦ双基因骨髓干细胞复合磷酸钙支架

生物相容性的体外实验研究
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　　摘　要：目的　制备ＢＭＰ２及ＶＥＧＦ双基因骨髓干细胞复合磷酸钙支架，探讨所制备支架材料的生物相容性。方法　以磷

酸钙粉为原料制备多孔磷酸钙支架材料（ＣＰＣ），对所得支架材料采用双基因转染的鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）复合共制备成双

基因修饰磷酸钙支架材料，采用扫描电子显微镜及万能测试机对材料的表征及物理性能进行评价；复合共培养２周后计算细胞在

支架材料上的黏附率，利用倒置相差显微镜及扫描电镜下观察细胞在材料内的黏附和生长情况，分别采用 ＭＴＴ法、碱性磷酸酶

活性测定（ＡＬＰ）及茜素红染色检测 ＭＳＣｓ在支架材料上的增殖、分化及矿化情况。结果　制备的双基因修饰磷酸钙支架材料具

有良好孔隙结构和一定强度；双基因转染的 ＭＳＣｓ在支架表面附着良好，细胞增殖测定、细胞ＡＬＰ及茜素红染色检测显示该材料

对 ＭＳＣｓ生长和功能表达未见明显抑制作用，生物相容性良好。结论　双基因修饰磷酸钙支架材料具有良好孔隙结构和较好力

学强度；双基因转染的 ＭＳＣｓ可以在其上进行良好的黏附、生长、增殖、分化以及矿化，具有良好的生物相容性。
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　　骨与关节创伤、肿瘤及关节翻修术等原因所致的骨缺损是

当前骨外科常见的问题之一，应用组织工程方法构建人工骨修

复材料为骨缺损的修复提供了方向。磷酸钙人工骨因良好的

相容性、可被骨组织完全降解而成为组织工程学方法修复骨缺

损支架材料的研究热点［１］。成骨因子ＢＭＰ２和成血管因子

ＶＥＧＦ在骨再生中都发挥着重要作用，二者联合应用能促进新

骨形成和骨缺损周围组织的侧支循环的建立，能放大各自单一

作用效应联合重建骨与血供来加速骨愈合。利用基因治疗策

略将双基因 ＢＭＰ２ 和 ＶＥＧＦ 转染至骨髓间充质干细胞

（ＭＳＣｓ），通过与支架材料复合构建血管化组织工程骨，可在局
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部持续、稳定地促进组织工程骨体内成骨及血管化，以达到修

复骨缺损的目的。为验证ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ双基因骨髓干细

胞复合磷酸钙支架材料的临床应用安全性，本研究对其进行了

生物相容性评价研究。

１　材料与方法

１．１　双基因修饰多孔磷酸钙复合支架的制备　结合作者前期

的实验研究结果将磷酸钙粉制备枝状多孔磷酸钙支架材料

（Ｓｕｐｐｏｒｔ１，以下简称Ｓ１），成品为直径５ｍｍ、高１５ｍｍ的圆柱

状多孔磷酸钙支架材料，将该支架材料经蒸馏水清洗３次，自

然干燥，高温、高压消毒后用 ＲＰＭ１６４０培养液（含２０％胎牛

血清）无菌条件下预湿２４ｈ，吸出多余液体，备用。在２４孔培

养板内置入多孔磷酸钙支架，采用分步负压吸附沉淀法制备细

胞支架复合体，将传代后生长旺盛的双基因转染大鼠 ＮＳＣｓ，

经同步化后用０．２５％的胰蛋白酶消化制成细胞悬液，调整以

１×１０５／ｍＬ的密度悬浮细胞，微量加样器取１００μＬ细胞悬液

均匀接种于预处理的多孔磷酸钙支架材料中，尽量减少液体自

行流出的情况发生；接着放入自制的负压注射器中缓慢负压抽

吸，使溶液浸入支架内部，待１０ｍｉｎ细胞初步黏附，再次接种、

负压抽吸，反复３次，使细胞充分均匀散布在支架中；于３７℃、

５％ＣＯ２ 及饱和湿度条件下培养箱静置６ｈ以利于细胞充分

贴附到材料上。再加培养液继续培养，从而制得 ＢＭＰ２及

ＶＥＧＦ双基因修饰多孔磷酸钙复合支架（Ｓｕｐｐｏｒｔ２，以下简称

Ｓ２）（图１）。每２～３ｄ换液１次，培养２周后取出复合体用于

检测。

　　Ａ：前期试验制备的多孔磷酸钙支架Ｓ１；Ｂ：ＢＭＰ２及ＶＥＧＦ双基因修饰多孔磷酸钙复合支架Ｓ２；Ｃ：Ｓ２封装，Ｃｏ６０消毒（２种支架均为直径５

ｍｍ、高度１５ｍｍ的圆柱状支架）。

图１　　多孔磷酸钙支架Ｓ１及Ｓ２

１．２　研究方法

１．２．１　双基因修饰磷酸钙复合支架的物理及力学性能测试　

复合培养２周后取出支架材料，４％的戊二醛固定，丙酮脱水，

乙酸异戊酯置换，３７℃、５％ＣＯ２ 条件下干燥。采用超高分辨

率场发射扫描电子显微镜观察表面形貌以及阿基米德法测定

孔隙率，并通过万能测试机测试抗压强度。

１．２．２　双基因修饰磷酸钙复合支架的细胞相容性　（１）实验

分组：ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ双基因转染 ＭＳＣｓ复合多孔磷酸钙支

架实验组，单纯ＢＭＰ２及ＶＥＧＦ双基因转染 ＭＳＣｓ为对照组。

（２）双基因转染 ＭＳＣｓ与磷酸钙支架材料的复合情况：双基因

转染的 ＭＳＣｓ接种于磷酸钙支架材料上进行培养２、４、８、１２ｈ

后各取出６孔，ＰＢＳ液冲洗去除未黏附细胞，收集细胞并计算

细胞黏附率。细胞黏附率计算公式：黏附率＝黏附细胞数／总

细胞数×１００％；常规培养１、２、３ｄ后将复合细胞共培养支架

材料取出后，扫描电镜下观察细胞在材料内的黏附和生长情

况。（３）ＭＴＴ法检测双基因转染 ＭＳＣｓ在支架上的增殖：两组

分别置于２４孔板中培养１、３、７ｄ后，每组各取６孔进行增殖

检测，每孔加入０．５％ ＭＴＴ溶液１００μＬ，于培养箱内继续培

养４ｈ后吸弃上清液，再加入ＤＭＳＯｌｍＬ，振荡１０ｍｉｎ使结晶

物充分溶解，每孔吸取１５０μＬ液体移入９６孔培养板中，酶标

仪于４９０ｎｍ波长下检测各孔吸光度（ＯＤ）值。（４）碱性磷酸酶

（ＡＬＰ）活性检测双基因转染 ＭＳＣｓ在支架材料上的分化：两组

分别置于２４孔板中培养１、３、７ｄ后吸弃培养液，ＰＢＳ液洗涤２

遍，再加入０．２５％胰蛋白酶消化３～５ｍｉｎ，再加ＤＭＥＭ 终止

消化，吸入离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，然后

每管滴加２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００２００μＬ，４℃冰箱过夜裂解细胞，次

日反复吹打后，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。每孔取５０μＬ上

清液按ＡＬＰ检测试剂盒说明操作。（５）茜素红ＴｒｉｓＨＣＩ染色

检测双基因转染 ＭＳＣｓ在支架材料上的矿化：两组分别置于

２４孔板中培养，每３ｄ更换ＤＭＥＭ 诱导液１次，连续培养３

周。倒置相差显微镜下观察细胞钙化情况，如可见白色结节，

用０．１％茜素红ＴｒｉｓＨＣＩ染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗。倒置相差

显微镜下观察原白色结节部位，染色鲜红者即为矿化结节。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行分析处

理。各组数据均以狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　双基因修饰磷酸钙复合支架的物理及力学性能测试　

（１）扫描电镜观察：２种支架材料表面凹凸不平，孔隙大小多

样，类圆形孔居多，大孔内部呈三维网状结构都存在孔洞与孔

洞之间的连通，Ｓ２支架材料中的大孔改变不明显，但大孔中有

部分小孔却被细胞及分泌的基质所覆盖（图２Ａ、Ｂ）；（２）所测得

结果按相关公式计算２种支架材料的孔径，二者比较差异无统

计学意义（犘＝０．４０５），见图３；按比重法来测量２种支架材料

的孔隙率，Ｓ２支架材料孔隙率明显下降，具有统计学意义（犘＜

０．００１），见图４。（３）力学性能测试：根据相关公式计算出２种

支架材料的抗压强度没有显著差异（犘＝０．２５６），见图５。

２．２　双基因转染 ＭＳＣｓ与磷酸钙支架材料的复合情况　

ＭＳＣｓ在支架上复合培养１、２、３ｄ的黏附生长扫描电镜照片

（图６），复合培养３ｄ后细胞大量紧密生长并有伪足相连；

ＭＳＣｓ在支架材料表面的黏附率（图７），随着时间的延长，细胞

黏附率逐渐增大，４ｈ与２ｈ相比差异无统计学意义（犘＝

０．０７２）；８、１２ｈ分别与之前的时间点相比，差异有统计学意义

（犘＜０．００１）。说明ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ双基因转染 ＭＳＣｓ在支
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架材料表面上黏附能力良好且４ｈ后细胞黏附率增长迅速。

　　Ａ：Ｓ１支架扫描电镜观察；Ｂ：Ｓ２支架扫描电镜观察。

图２　　扫描电镜下观察２种支架材料图

图３　　２种支架材料孔径大小比较

图４　　２种支架材料孔隙率比较

２．３　ＭＴＴ法检测双基因转染 ＭＳＣｓ在支架上的增殖情况　

ＭＴＴ检测 ＭＳＣｓ在支架材料中生长良好，ＯＤ值随时间延长

而增大，采用狋检验分析发现：在培养１ｄ（犘＝０．１７９）和３ｄ

（犘＝０．１１４）时两组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；培养

７ｄ时（犘＜０．００１）ＯＤ值对照组高于实验组，两组间比较差异

有统计学意义（犘＜０．００１），说明随着细胞数目的增多，细胞的

接触抑制以及支架材料由于孔径有限限制了 ＭＳＣｓ的增殖

（表１）。

２．４　ＡＬＰ活性检测双基因转染 ＭＳＣｓ在支架材料上的分化

情况　随着培养时间的延长，复合于支架材料的 ＭＳＣｓ碱性磷

酸酶的活性逐渐升高。采用狋检验分析发现：培养１ｄ（犘＝

０．０８３）时两组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；培养３ｄ

（犘＝０．００２）、７ｄ（犘＜０．００１）时，ＭＳＣｓ的 ＡＬＰ的活性实验组

明显高于对照组，两组间比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），说明支架材料能促进 ＭＳＣｓ的成骨分化（表２）。

图５　　２种支架材料抗压强度的比较

表１　　支架材料对 ＭＳＣｓ的增殖能力影响（ＯＤ值，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ

实验组 ０．４１±０．０１▲ ０．６１±０．０８▲ ０．７０±０．０５＃

对照组 ０．４３±０．０５ ０．６９±０．１３ ０．９１±０．０４

　　▲犘＞０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５与对照组比较。

表２　　支架材料对 ＭＳＣｓ的ＡＬＰ活性的

　　　　影响（ｎｍｏｌ·ｍｇ
－１·ｈ－１，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ

对照组 ８．１１±０．７９▲ ９．７２±１．０５＃ １０．８０±３．１１＃

实验组 ８．８０±０．８１ １２．０５±１．１３ ４６．２５±３．０４

　　▲：犘＞０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．５　茜素红ＴｒｉｓＨＣＩ染色检测双基因转染 ＭＳＣｓ在支架材

料上的矿化情况　培养３周后，双基因转染 ＭＳＣｓ可形成肉眼

可见的白色矿化结节，经茜素红染色可见大小不一、形态各异

的红色结节（图８）。与对照组相比，实验组的矿化结节数目和

面积明显增加。

　　Ａ：复合培养１ｄ（×１０００）；Ｂ：复合培养２ｄ（×１０００）；Ｃ：复合培养３ｄ（×１０００）。

图６　　双基因转染的 ＭＳＣｓ在支架材料上黏附生长的扫描电镜照片
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图７　　支架材料中双基因转染的 ＭＳＣｓ在

不同时间点的黏附率

　　Ａ：对照组，培养３周（×１００）；Ｂ：实验组，培养３周（×１００）。

图８　　两组 ＭＳＣｓ矿化结节茜素红·ＴｒｉｓＨＣＩ染色

３　讨　　论

磷酸钙人工骨作为骨缺损组织工程支架材料可为成骨细

胞的长入提供支撑结构，有利于细胞的黏附、营养物质的交换，

并有利于细胞增殖和分化并向支架内部迁移，为细胞生长提供

合适的外部环境，同时，磷酸钙人工骨的三维支架结构还能起

到模板作用，引导组织再生和组织结构修复［２］，作为一理想的

组织工程支架材料能促进组织再生的化学表面和一定的力学

强度［３４］。孔隙率及孔隙大小被认为是影响磷酸钙人工骨降解

的主要因素［５］，较大的孔隙率有利于增大材料与体液之间的接

触面积，有利于细胞及血管的长入，加快支架的降解速度［６］。

Ｂｏｌｇｅｎ等
［３］认为在三维支架材料中多孔之间的联接有利于细

胞及血管性组织的长入，并被认为是材料中血管化及营养物质

渗入的必要条件［７９］。Ｗｅｉ等
［１０］的研究也证实三维立体的材

料环境可以促进 ＭＳＣｓ向成骨细胞进行分化。因此，提高磷酸

钙人工骨三维支架内部孔隙之间的联通性，是获得力学强度与

降解速度之间的平衡的一可能有效方法［１１］。本研究中前期采

用定向冰晶模板法提高了三维结构内部的孔隙的联通性，本研

究扫描电镜观察可见ＣＰＣ支架材料具有疏松多孔结构，单个

孔呈椭圆形、圆形或多边形，不规则，孔与孔之间相互连通，孔

壁厚度比较均匀，与天然松质骨微观结构相同，具有良好的可

降解性。

生物活性因子在促进骨修复过程中发挥极其重要的作用。

ＢＭＰ对骨原细胞的分化起决定性作用，是促进成骨的主要因

子［１２］。有研究表明ＢＭＰ２是ＢＭＰ家族成员中作用最强的因

子［１３］，采用ＢＭＰ２直接或者通过其他载体局部应用可促进骨

的形成已经过实验证实［１４］。同样骨组织工程中骨血管化也是

一个关键环节，其作用贯穿于整个移植修复过程，充足的血供

在确保种子细胞存活、增殖及分化的同时还有益于新骨的加速

形成，从而加快修复骨的缺损。ＶＥＧＦ作为一种特异性最高的

促血管生成因子［１５］，在血管生成中的直接和间接的调控作用

已经得到公认。然而，只有解决了转染ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ的

ＭＳＣｓ在材料上的接种问题才能确保该种子细胞成功地在

ＣＰＣ支架材料上向成骨细胞分化。为此，本研究采用分步负

压吸附沉淀法进行细胞接种，该方法不仅可以使高浓度的细胞

悬液均匀进入支架材料内部的空隙中，而且对种子细胞在材料

空隙内的贴附和成活也有利。本实验将ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ双

基因转染的 ＭＳＣｓ接种到ＣＰＣ支架材料上建立细胞支架材料

的三维生物活性复合体后，通过扫描电镜观察细胞在材料表面

的生长情况，发现细胞在支架材料上贴附、生长良好且生存状

态良好；通过 ＭＴＴ检测细胞在支架材料上的生长及增殖情况

发现 ＭＳＣｓ细胞在材料上正常的贴壁、增殖和迁移生长，即该

材料具有很好的细胞亲和性；通过碱性磷酸酶活性检测和茜素

红染色，ＭＳＣｓ在支架材料上的成骨分化情况发现材料表面的

细胞数量随着培养时间的延长逐渐增多且成骨分化良好，其中

细胞接种第７天后碱性磷酸酶的活性显著高于对照组。染色

显示红色矿化结节与对照组相比，实验组在数目和面积上明显

增加，即该材料具有很好的成骨诱导及促分化性能；应力分析

ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ双基因转染 ＭＳＣｓ复合ＣＰＣ支架材料具有

良好的力学性能。

综上所述，本研究通过将ＢＭＰ２及 ＶＥＧＦ双基因转染的

ＭＳＣｓ与具有多微孔立体结构磷酸钙支架材料的体外复合培

养进行细胞相容性验证发现：双基因转染的 ＭＳＣｓ在ＣＰＣ支

架材料上不仅可以良好地进行的黏附、生长、增殖和分化，同时

还表现出较好的诱导成骨性能。该实验结果为下一步将

ＢＭＰ２／ＶＥＧＦ双基因骨髓干细胞复合磷酸钙人工骨应用于体

内骨缺损的修复和检测其促进骨再生奠定了良好的实验基础。
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缩和骨骼改变并存的现象，而且随着畸形时间的延长，骨骼改

变更为明显。通过对马蹄内翻足的不同发育阶段的骨骼发育

进行分析发现［１２］，距骨骨化的改变较为明显。松解软组织挛

缩和矫正距骨在三维空间上的选择畸形是治疗的关键之处。

０～６个月的患儿足部相对较为柔软，畸形可以矫正，通过更换

石膏，在学步前就可以矫正畸形［１２］。而此年龄的患儿对于

Ｃａｒｒｏｌｌ手术的耐受性较差，肌腱的延长和缝合较为困难，影响

手术的疗效［１３］。７～１２个月患儿尚未负重或刚开始学习走路，

足跗骨的形态仍未发生较大改变［１４］。手术矫正畸形后，距骨

和踝关节可以较快恢复至正常解剖结构。大于１～３岁的患儿

已经可以行走，受到负重的影响之后，距骨的旋转畸形加重，骨

骼的形态也发生了改变，跟骨向内旋，舟骨被挤压变形，足部的

内收内翻位畸形更加严重［１５］，保守治疗的效果不如手术治疗

的效果。年龄对于不同治疗方案疗效和疗程是有显著影响的。

０～６个月的患儿更适用于Ｐｏｎｓｅｔｉ法保守治疗，７～１２个月的

患儿适宜用Ｃａｒｒｏｌｌ手术治疗。大于１～３岁患儿的治疗效果

不如１岁以内的患儿，但仍应该积极采取手术治疗，可以取得

一定的疗效。通过随访发现，年龄对于不同治疗方案的复发率

也有一定影响。随访结果表明，Ｐｏｎｓｅｔｉ法治疗０～６个月的患

儿复发率较低，Ｃａｒｒｏｌｌ手术治疗７～１２个月的患儿复发率较

低，１～３岁的患儿的复发率２种治疗方案比较差异无统计学

意义，但是均高于其他年龄组。说明ＣＣＦ的治疗最好选择在１

岁以内进行。
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