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目的
!

探讨以
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羟基丁酸
.'.

羟基己酸共聚酯"
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%为支架材料!以人脐带间充质干细胞"

RgJIBJ+

%为种子

细胞的复合物体内构建组织工程骨的能力&方法
!

将
RgJIBJ+

接种在
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上体外成骨诱导培养
1

周!诱导组为实验组!

不滴加
RgJIBJ+

组为对照组!植入裸鼠皮下!并分别于
$
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个月取材行
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型胶原免疫组织化学'碱性磷酸酶染色及逆转

录聚合酶链反应"

O8.<JO

%检测&结果
!
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表现出良好的细胞吸附性&实验组细胞大'小形态基本保持原状!成骨特异

性指标检测均为阳性#对照组细胞则不能保持原状!体积逐渐缩小至完全降解!成骨特异性指标均为阴性&结论
!
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复合

RgJIBJ+

经体外成骨诱导后具有在裸鼠体内异位构建组织工程骨的能力&

"关键词#
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间充质干细胞#组织工程#骨#
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近年来#种植义齿已成为牙列缺损或缺失患者主流的修复

方法*目前采用的引导骨再生技术)上颌窦提升术等只能修复

少量的牙槽骨缺损%自体骨移植虽然安全可靠#无免疫排斥#但

将造成供区继发损伤和并发症%异体或异种骨移植能修复较大

骨缺损#但存在免疫排斥*如今骨组织工程已被认为是修复大

段骨缺损最有希望的方法之一'

$

(

#支架材料与种子细胞是其中

最重要的两个因素*人脐带间充质干细胞$

RQ?9,Q?G#H#P9H

P"F!?D+D,PR

T

?9H+ED?PDHH+
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RgJIBJ+

&含量丰富#具有低免

疫原性#取材及分离培养过程对供者无损害#不涉及社会伦理

等方面的争议#在组织工程领域具有广阔的应用前景'
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&因具有较佳的力学性能)良好的

生物相容性和可完全降解性#在组织工程和医用材料领域备受

关注'

0.)

(

*目前#
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在组织工程软骨)血管)心脏瓣膜等

领域研究较多'

-

(

#但在骨组织工程研究领域中国内)外报道甚

少*本实验以
RgJIBJ+

为种子细胞#以
<@2@@U

为支架材

料#对
RgJIBJ+

和
<@2@@U

作为骨组织工程种子细胞和可

吸收载体材料应用的可行性进行研究*
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材料与方法
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实验动物
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裸鼠购自北京华阜康生物科技股份有限公司#
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型倒置相差显微镜$
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公司#日
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型
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公司#德国&#
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型
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培养基$

=#GP"

公司 #美

国&#胎牛血清$杭州四季青&#碱性磷酸酶染色试剂盒$南京建

成生物有限公司&#

&

型胶原免疫组织化学染色试剂盒$武汉博

士德生物有限公司&*
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脐带及支架材料来源
!

脐带从贵州医科大学附属医院产

科获得#均来自足月妊娠剖宫产健康胎儿*经产妇及家属同意#

脐带标本用于科学实验研究*
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由清华大学化工系研

制并提供#孔径为
$%%

$
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#孔隙率
(%K

#孔间相互连通*
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实验方法
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RgJIBJ+

体外分离培养及鉴定
!

无菌收集脐带#剥

%0-1

重庆医学
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&#副主任医师#硕士#主要从事种植及骨组织工程方面的研究*



离华通胶#将其剪成
$??L$??L$??

大小#均匀接种于含

完全培养基$低糖
3I7I

培养基和
$%K

胎牛血清&的培养瓶

内#置
'-b

)

MKJ̀

1

饱和湿度培养箱内培养#倒置显微镜观察

细胞的生长和形态变化%当细胞生长融合达
(%K

时#按
$e1

的比例传代*

?&B&@

!

RgJIBJ+

向成骨细胞诱导分化及鉴定
!

收集第
0

代

RgJIBJ+

#将细胞以
$L$%

M

"

?>

的密度接种于
)

孔板#用完

全培养基进行培养#次日实验组更换成诱导培养基$含
$%K

胎

牛血清)

$L$%

_/
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"

>

地塞米松)
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维生素
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甘油磷酸钠的高糖
3I7I

培养基&进行成骨细胞

诱导#对照组用完全培养基进行培养#每
'

天更换
$

次培养液#

诱导
$0!

后进行
&

型胶原免疫组织化学和碱性磷酸酶染色

$

9HS9H#,D

6

R"+

6

R9E9+D

#

A><

&染色#

1$!

后进行茜素红染色*

?&B&A
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复合物的构建并植入裸鼠皮下

!

将
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切成
$&%%P?L%&M%P?L%&%MP?

大小#高温

高压消毒#利用完全培养基浸泡备用*收集第
0

代
RgJI.

BJ+

#按
1L$%

-

"

?>

的密度将细胞悬液滴加在
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上#

1

!

后更换培养基#实验组更换为成骨诱导液#对照组则是未滴

加细胞成分的
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*
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"
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体外复合培

养
1

周#用
$%K

水合氯醛作裸鼠腹腔注射麻醉$

M?>

"

S

N

&#消

毒皮肤#在背部正中切开长约
$P?

#血管钳钝性分离后左侧和

右侧皮下分别植入实验组和对照组细胞"材料复合物#实验组

和对照组各植入
$1

块复合物*术后裸鼠单只分笼饲养#观察

裸鼠整体和切口愈合情况及复合物形态变化*

?&B&B

!

检测指标
!

于植入后第
$

)
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)

M

个月分别予戊巴比妥安

乐死处理
0

只裸鼠#石蜡包埋#组织切片行
@7

)

&

型胶原免疫

组织化学)

A><

染色*逆转录聚合酶链反应$

O8.<JO

&检测第

'

)

M

个月实验组和对照组的骨特异性
&

型胶原和骨桥蛋白

?O4A

的表达情况*引物由上海生工生物工程有限公司合

成#扩增产物的大小及引物序列分别如下!

'

.9PE#,

的扩增产物

大小为
M)0G

6

#上游引物
Ma.J8===AJ=AJA8A==A=A

AAA.'a

#下游引物
Ma.AA==AA==J8==AA=A=8=J.

'a

%

&

型胶原蛋白扩增产物大小为
'-$G

6

#上游引物
Ma.==J

AA==8=88=8=J=A8=AJ.'a

#下游引物
Ma.A=AJJA

J=A==AJJA=A===AJ.'a

%骨桥蛋白扩增产物大小为

1/%G

6

#上游引物
Ma.8=J8==8=8A=AJJJJAAAA=.

'a

#下游引物
Ma.JA===A=888JJA8=AA=JJAJ.'a
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结
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果
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RgJIBJ+

形态学观察及鉴定
!

原代培养
)!

左右组织

块周围有细胞爬出#贴壁生长#

$1!

左右细胞生长增快)数量

增多#呈平行排列或漩涡状生长#传至第
0

代以后#细胞形态较

单一#多为长梭形*
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图
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复合物植入裸鼠大体观
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对照组植入
$

$

3

&)

'

$

7

&个月
@7

染色$

L$%%

&*

图
'

!!

RgJIBJ+

'

<@2@@U

复合物
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染色
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个月*

图
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实验组植入
$
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M

个月
&

型胶原免疫组织化学染色%

L$%%

&

@&@
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RgJIBJ+

成骨分化及鉴定
!

成骨诱导
$0!

#

&

型胶原

免疫组织化学染色呈阳性#细胞膜及细胞外基质呈棕黄色#提示

局部有
&

型胶原合成和分泌$图
$A

&#对照组染色呈阴性%碱性磷

酸酶染色呈阳性#胞质中呈现灰黑色颗粒或条状)块状沉淀$图

$2

&#对照组染色呈阴性%成骨诱导
1$!

#茜素红染色呈阳性#细

胞汇合聚集后呈多层重叠生长#圆形的矿化结节呈红色#周围折

光性增强$图
$J

&#对照组细胞无矿化结节形成#染色呈阴性*
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!

RgJIBJ+
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复合物植入裸鼠大体观
!

实验组

细胞"支架复合物的大小形态于
$

)

'

)

M

个月基本保持原状#质

地变硬%而对照组细胞"支架复合物则不能保持原状#体积逐渐

缩小至完全降解$图
1A

)

12

)

1J

&*实验组
$

个月时取材见大部

分区域仍呈灰白色#表面形成纤维包裹#略光滑#质韧%

'

个月

时表面微红#质地稍硬#仍有少量材料残留%

M

个月时复合物被

硬组织替换#色红#厚度增加#硬度增大#新生血管相互融合$图

13

)

17

)

15

&*对照组
$

个月时取材见植入物体积缩小#表面呈

灰白色#未见纤维包裹%

'

个月时体积明显缩小#大多降解#仅

残留少许碎块#色泽略深%

M

个月时完全降解#仅见少许黏液样

物质$图
1=

)

1@

&*

@&B

!

@7

染色
!

实验组
$

个月时细胞沿
<@2@@U

孔壁生长#

骨组织雏形形成#骨小梁)骨髓腔组织结构清楚#骨小梁周边成

骨细胞被覆并产生骨基质#骨基质内见骨细胞及小血管增生#

部分材料降解%

'

个月时较多编织骨组织和少量板层骨组织形

成#组织结构清楚#板层骨内见哈佛斯系统雏形#仍有少量材料

残留%

M

个月时较多板层骨组织形成#结构清楚#板层骨内见较

多哈弗斯系统样结构形成#大量骨小梁形成#其内见较多骨细

胞#表面被覆生长活跃的成骨细胞#材料完全降解$图
'A

)

'2

)

'J

&*对照组
$

个月时
<@2@@U

表面有大量的空泡和较多的

炎性细胞#见明显
<@2@@U

残留%

'

个月时
<@2@@U

表面有

少量的空泡和炎性细胞#无明显
<@2@@U

残留$图
'3

)

'7

&*

@&C

!&

型胶原免疫组织化学染色
!

实验组
$

个月时呈微弱阳

性$图
0A

&#

'

个月时呈阳性$图
02

&#

M

个月时呈强阳性#细胞

外基质有大量的棕黄色异染区$图
0J

&%对照组染色阴性*

@&D

!

碱性磷酸酶染色
!

实验组
$

个月时呈微弱阳性$图
MA

&#

'

个月时呈阳性$图
M2

&#

M

个月时呈强阳性#呈蓝紫色表达$图

MJ

&%对照组染色阴性*

@&I

!

O8.<JO

检测
!

实验组
'

个月时
&

型胶原蛋白
?O4A

在
'-$G

6

条带表达#骨桥蛋白
?O4A

呈阴性表达%对照组均

呈阴性表达$图
)A

)

)2

&*

M

个月时
&

型胶原蛋白
?O4A

在
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'-$G

6

条带表达#骨桥蛋白
?O4A

在
1/%G

6

条带表达%对照 组均呈阴性表达$图
)J

)

)3

&*

!!

A

!

$

个月%

2

!

'

个月%

J

!

M

个月*

图
M

!!

RgJIBJ+

'

<@2@@U

实验组植入
$

(

'

(

M

个月碱性磷酸酶染色%

L$%%

&

!!

A

$

2

!

RgJIBJ+

"

<@2@@U

植入
'

个月
&

型胶原)骨桥蛋白的基因表达%

J

)

3

!

RgJIBJ+

"

<@2@@U

植入
M

个月
&

型胶原)骨桥蛋白的基因

表达%

$

!实验组%

1

!对照组*

图
)

!!

RgJIBJ+

'

<@2@@U

复合物的基因表达

A

!

讨
!!

论

种子细胞的获取是骨组织工程研究的基础*体外分离扩

增
RgJIBJ+

的方法目前主要有酶消化法和组织块贴壁法*

前者具有快速分离
IBJ+

的优势#但酶体系有可能降解细胞外

膜#甚至对细胞造成损伤#影响细胞贴壁*本实验选用组织块

贴壁法对华通胶来源的
RgJIBJ+

进行体外分离培养#研究结

果与徐燕等'

/

(的一致#该方法能更加简单)经济)快捷地分离出

具有高增殖活性及多向分化潜能的
IBJ+

*

可吸收支架材料是骨组织工程的核心要素之一*材料的

物理性质会对细胞的黏附等产生很大的影响#亲水性的表面有

利于细胞的黏附和生长#多孔结构用于营养物质的渗透和细胞

的正常代谢*一般通过表面改性的方法加以改进#如通过培养

基浸泡离子注入#多聚赖氨酸包埋等对材料表面进行修饰以改

善其亲水性和细胞吸附性'

(.$%

(

*本实验通过用完全培养基浸

泡支架材料的方法#提高材料的亲水性#结果发现!材料上的细

胞数量增多#呈梭形或多角形#表面光滑#增殖较快*说明用完

全培养基浸泡后的材料更能模拟细胞的体外生长环境#有利于

细胞的黏附和增殖*

RgJIBJ+

"

<@2@@U

复合物植入裸鼠背部皮下#诱导组

细胞"支架复合物的大小形态于第
$

)

'

)

M

个月基本保持原状#

但质地变硬*

@7

染色诱导组
$

个月时见骨组织雏形#

'

个月

时见较多编织骨组织及哈弗斯系统雏形#

M

个月时见较多板层

骨组织及哈弗斯系统样结构#这说明植入物在体内经历
M

个月

的成熟并逐渐成骨*

&

型胶原免疫组织化学及
A><

染色由弱

阳性
.

阳性
.

强阳性的过程正好印证了植入物在体内的成骨情

况*以上均表明诱导组在脱离体外诱导环境后
RgJIBJ+

并

未失去成骨细胞表型同时能继续增殖及分泌细胞外基质#可以

代偿
<@2@@U

的降解而维持整个复合物的原有形态*对照

组
<@2@@U

则不能保持原状#体积逐渐缩小至完全降解*

@7

染色
$

个月时
<@2@@U

表面有较多的炎性细胞#见明显

材料残留%

'

个月时
<@2@@U

表面有少量的炎性细胞#无明显

材料残留*相关特异性指标均为阴性*提示
<@2@@U

作为

支架材料在体内有良好的生物相容性和合适的降解率*

O8.<JO

检测又从基因层面验证了以上结果#其中
&

型胶

原蛋白在第
'

)

M

个月时基因表达均呈阳性#而
<̀4

基因表达

在第
'

个月时呈阴性#第
M

个月时呈弱阳性*可能因为
<̀4

是成骨分化中晚期的标志#细胞"支架复合物经体外诱导植入

体内成骨需要一定的时间积累#要形成成熟的骨组织#还需要

体内相关环境因素的作用'

$$.$0

(

#如生理刺激等'

$M

(

*

本实验基于骨组织工程的基本原理#结果提示
<@2@@U

复合
RgJIBJ+

经体外成骨诱导后具有在裸鼠体内异位构建

组织工程骨的能力#为初步构建组织工程骨提供实验依据*但

细胞上架率低)分布不均匀)

<@2@@U

仍存在亲水性等方面的

不足需要在以后的实验中进一步改进*
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