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近些年来组织工程技术研究在骨缺损修复中显示出巨大

的潜力#组织工程骨移植入体内#骨的血管化)成骨破骨细胞再

生)骨端融合是移植骨成活的
'

个重要环节#其中血管化是前

提#是组织工程骨内复合的干细胞存活)增殖)转化为成骨组织

替代支架的决定因素*目前组织工程骨的血管化不足)缺乏功

能性血管已成为其发展进入临床应用的最大障碍'
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学者采用多种方法加快组织工程骨内部血管网的形成使新生
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周组织工程骨异位移植大体观察及免疫组织化

学染色检测
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周异位移植骨大体观察情况
!

第
1

周见肌袋

边缘软组织包裹组织工程骨#与工程骨局部相连#但组织工程

骨边缘锐利#切面可见明显工程骨孔隙%第
0

周包绕工程骨软

组织增多#工程骨表面变红软组织增厚#边缘变钝#部分切面孔

隙内见鲜红软组织填充%第
/

周软组织进一步包裹工程骨#与

其分界不清#工程骨边缘圆润#切面大部分孔隙由鲜红软组织

填充#以上现象联合培养细胞组最明显$图
1>

!

3

&#其次为

[\T3+

组*
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周
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表达情况
!

随着时间

延长#组织内表达
32'0

)

32$%:

)

cj.$

的阳性细胞均增多#第
1

周
563+

及联合培养细胞组见少量阳性细胞#

[\T3+

组未见

阳性细胞%第
0

周逐渐围成管腔形成新生血管#少量管腔内其

内可见红细胞%第
/

周#见明显新生血管管腔且部分与宿主血

管沟通*见图
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!

]

*采用
Q;4

C

A.6G"

K

JE+)&%

图像分析软件
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周各

组间差异均有统计学意义#其中联合培养组阳性细胞光密度值

在各时间点最高#进一步两两比较见图
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周组织工程骨异位移植联合培养细胞组大体观察及免疫组织化学
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表达情况
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组织工程骨重建是个复杂的过程#不仅涉及骨生成#还涉

及血管生成*组织工程骨技术中种子细胞复合到可降解的生

物载体上及时形成功能性血管才能保证种子细胞的存活'

$

(

*

在细胞和分子水平了解骨和血管生成机制及其相互关系和作

用#有助于组织工程骨的存活及与宿主骨的整合#从而修复骨

缺损'

)

(

*

[\T3+

有高度自我更新及多向分化潜能#在体内)体

外不同的微环境下均可诱导分化为成骨细胞)成软骨细胞和破

骨细胞#又由于其独特的免疫调节作用#取材容易#不涉及伦理

道德等特点#是组织工程应用最多的种子细胞'

-

(

*但只使用一

种细胞作为种子细胞诱导成骨有一定的局限性#很多时候复合

在组织工程支架内的细胞即使同时移植了成骨所需因子#由于

未形成与宿主的有效血液循环#没有营养物质供应#在植入后

很短时间就会死亡'

1

(

#组织工程支架上的种子细胞只有在有氧

代谢)细胞灌注充足#保证合理的营养物质供应和代谢产物的

排出才能存活'

/.(

(

*研究显示移植复合一种种子细胞的支架结

构后#周 围 宿 主 血 管 内 营 养 物 质 的 扩 散 深 度 仅 约
$:%

#

;

"

D

'

$%

(

#尤其对于体积较大的工程骨#营养物质无法很快进
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入支架内部#从而使中心复合的干细胞坏死#无法成骨*研究

者曾采用人脐静脉内皮细胞)内皮细胞与间充质细胞联合移植

促进组织工程骨的血管化#但由于上述两种细胞分化能力较

差#会出现明显的移植后凋亡#因此并未被广泛应用*

563+

是

内皮细胞的前体细胞#与造血干细胞表达相同表面标志物#存

在于脐带血)骨髓及外周血中#骨髓是其最主要的来源#在前炎

症因子等的刺激下#可迁移到外周血及组织中#分泌
R5̂ S

#其

与
563+

上的
R5̂ S

受体特异性结合#活化受体细胞内段偶联

的络氨酸激酶#催化下游的信号蛋白从而促使
563+

增殖并定

向向内皮细胞分化'

$$

(

#促进新生血管管腔形成#在新生血管生

成中起重要作用'

$1

(

*有研究将
R5̂ S$):

基因通过腺病毒载

体转染至内皮祖细胞#不仅提高了内皮祖细胞分泌
R5̂ S

效

率#同时也提高了
563+

自身增殖能力'

$'

(

#从而表明
R5̂ S

是

563+

促进血管生成中最重要的因子*有研究证明'

$0

(粒细胞

集落刺激因子$

.̂3TS

&可动员外周血
563+

细胞#提高
R5̂ S

和基质细胞衍生因子
$

$

T2S.$

&的表达#增强
563+

增殖能力

和归巢能力*

[\T3+

通过旁分泌分泌多种可溶性细胞因子如
R5̂ S

)

.̂3TS

)骨形成蛋白
.1

$

F",A;"G

K

D"

C

A,AB#I

K

G"BA#,+.1

#

[\6.1

&

等参与
563+

促进新生血管管腔形成过程#

R5̂ S

及
.̂3TS

可

被
563+

利用#进一步促进
563+

新生血管及形成血管管

腔'

$:

(

*有研究报道显示'

$)

(

[\T3+

与
563+

通过直接接触和

旁分泌信号表达相互作用#促进血管和骨的形成!直接接触改

变共培养环境#上调黏附蛋白)生长因子等细胞因子的分泌#其

中
[\6.1

与
R5̂ S

间的相互作用起着很重要的作用'

$-

(

*本

实验将自体
563+

及
[\T3+

按照最佳比例$

$_1

&共同培养形

成联合培养体系并复合在组织工程支架上#体外培养
'

)

-

)

$0!

检测显示#联合培养细胞组成骨相关因子
j+BA"

K

"B#,

)

j+BA",A.

IB#,

)

3"J.$

表达量较
[\T3+

组及
563+

组明显增加$

!

$

%&%$

&#

$0!

最高#可见将两种细胞联合培养促进了骨及新生血

管的生成*另有报道显示
[\T3+

可在低氧环境中释放多种

血管生成因子及抑制
[\T3+

细胞向脂肪细胞及成骨)破骨细

胞转化#在这里起主要作用的调节因子是作为转录因子的低氧

诱导因子$

D

LK

"P#4.#,!EI#,

C

H4IB"G$

#

UQS.$

&#它可以通过活化

内皮生长因子调节血管形成*在低氧条件下#

UQS.$

的
+

亚型

呈指数上调#刺激了多种血管形成蛋白如
R5̂ S

等级联式地

增加#从而促进组织工程骨内新生血管的形成'

$/.$(

(

*

[\6.1

既可由
[\T3+

分泌#其亦是
563+

分泌的重要生长因子'

1%

(

#

在移植后
$:;#,

内即可促进
[\T3+

成骨分化'

1$.1'

(

#将
563+

与
[\T3+

采用
?G4,+NAJJ

小室间接共培养#可明显提高
[\.

T3+

的干性功能)增殖和分化能力及成骨能力#温丽'

10

(认为是

563+

旁分泌的细胞因子所起的作用#即在
563+

旁分泌因子

的作用下#

[\T3+

增加了
R5̂ S

及
[\6.1

等的分泌#从而促

进了新生血管的形成及成骨*

本实验将联合
'

组种子细胞的组织工程骨移植至兔四肢

肌袋内使其生长分化#观察其变化#培养
1

个月后#联合培养细

胞体系复合的组织工程支架未出现排异反应#且逐步降解#由

胶原)骨小梁及新生骨替代#且其内见大量表达
32'0

)

32$%:

)

cj.$

的血管内皮细胞)部分形成血管腔结构且与周围软组织

内血管沟通#代表组织工程骨移植成功且血管化良好#认为

563+

可加快组织工程骨内新生血管及血管网的形成#增加

[\T3+

的存活数量#提高其增殖和成骨转化能力*

32'0

是特

异性的血管内皮细胞标记物#能突出显示较小的不成熟的微血

管和单个内皮细胞#然而成熟的血管内皮细胞
32'0

也可表现

为阳性%本研究还采用新生血管特异性标记
32$%:

#其是研究

肿瘤)组织工程移植物及血管病变治疗后探讨新生血管生长能

力的重要指标*

cj.$

是紧密连接蛋白#其表达代表血管为功

能性血管#可见流动血流通过#

cj.$

与
32$%:

阳性说明新生

血管为功能性血管#具有携带营养物质带走代谢产物的

功能'

1:

(

*

本实验将两种细胞共同培养形成联合培养体系#无论在体

内)体外均增加了成骨和成血管因子的表达水平#说明
563+

不仅促进组织工程骨血管化的形成#还促进
[\T3+

成骨#认

为这是在两种细胞直接或间接相互作用基础上形成的#尽管本

研究显示了这一结果#但两细胞相互作用的确切分子机制还没

有完全明确#有待于进一步研究*本次实验结果为自体细胞复

合的组织工程骨应用于临床提供了理论基础*
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