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骨组织工程产品发展的现状与展望

许建中) ) （第三军医大学西南医院骨科，全军矫形外科中心，重庆 %"""(’）

) ) 自 !*’+ 年“组织工程”概念被提出以来，这一材
料学、细胞生物学以及工程学等多学科交叉的新兴学

科得到了迅猛的发展。其“通过将活细胞接种于生物

支架材料后再植入体内以实现修复和替代缺损组织”

的理念已经在骨、软骨和皮肤等组织修复重建方面取

得了显著的效果，并且国外已有软骨和皮肤的相关产

品问世。对于骨组织工程而言，目前仍主要停留在基

础研究层面，规模化成熟的临床应用尚未得以实现。

国内上海第二医科大学通过将自体的间充质干细胞

（,-.-/012,34 .5-, 0-44.，678.）成骨诱导后接种于部
分脱钙骨构建组织工程骨用于修复颅骨和颌面骨缺

损，取得了良好效果［!］；四川大学用异体骨膜来源的

成骨细胞复合生物支架构建组织工程骨治疗多个部位

的骨缺损和骨不连，也获得了较好的修复重建效

果［&］。本课题组在国家“’9(”计划滚动资助下，致力
于研究解决长骨骨干大段骨缺损的修复重建问题，目

前已经取得了初步的成果［(］。现结合国内外的骨组

织工程的发展现状，谈一点我们在这方面工作的体会。

!" 制备适用于临床的骨组织工程产品的迫切性

) ) 严重创伤、肿瘤切除、骨感染等原因所致的骨缺损
十分常见，而脊柱融合、人工假体置换等对骨移植材料

的需求量也非常巨大。自体骨移植是目前临床治疗骨

缺损较有效的方法，但来源有限且会造成供区新的创

伤，对患者造成新的生理和心理创伤；珊瑚、!#:8; 或
高分子材料等人工替代材料分别在生物相容性、生物

活性、生物降解性以及与宿主骨的力学匹配性等方面

存在短期内难以克服的不足，单独使用暂且很难成为

主流的治疗手段［%，$］。目前，同种异体骨以较好的骨

传导性成为目前临床上最主要的骨移植材料［9］，在欧
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美国家其用量仅次于血液，成为使用量第二大的移植

组织。我国在骨组织库建设方面也取得了可喜的进

步，目前已经建立起包括本单位在内的规范性骨组织

库近 !" 个。
) ) 但是，为了降低异体骨的免疫原性，在处理过程中
除去了细胞成分因而丧失了直接成骨活性，导致成骨

能力下降及较高的骨不连发生率。近年来，组织工程

学通过种子细胞体外扩增并复合于支架材料构建有生

物活性的骨移植物，弥补了单纯异体骨无直接成骨活

性的不足。在大型哺乳动物实验已经取得了良好的修

复重建效果［%，$］。目前，包括本单位在内的数家单位

也已成功将自体细胞来源的组织工程骨初步应用于临

床。我们通过应用自体 678.接种于同种异体脱钙骨
基质材料上构建组织工程骨修复长骨骨干缺损，取得

了较好的疗效。但是，如要满足临床的各种需求尚有

一些问题迫切需要解决。

#" 制约骨组织工程产品规模化应用的瓶颈

) ) 目前，组织工程骨修复骨缺损无论是大型哺乳动
物实验，还是临床少量的“个体化”应用，都取得了令

人振奋的结果［! E $］，已经成为修复重建骨缺损有希望

的治疗策略之一。但是，作为组织工程三大要素的种

子细胞、支架材料和构建技术仍然存在各种问题。在

目前的情况下难以满足骨组织工程产品规模化应用的

要求，成为制约其广泛应用的瓶颈。

&= !) 种子细胞
) ) 种子细胞作为组织工程的活性成分的主要来源，
对于组织工程产品的修复重建效果的好坏起着举足轻

重的作用。规模化骨组织工程产品对于种子细胞具有

两点要求：一是具有优良的增殖和分化潜能，利于大量

扩增和诱导分化为成骨细胞；二是移植到宿主体内不

引起移植排斥反应和致瘤。目前，应用于骨组织工程

的种子细胞主要有以下 ( 类：胚胎干细胞、成体干细胞
以及成骨细胞。这 ( 类细胞又可根据供者不同，分为
自体来源和同种异体来源两种。目前用于骨组织工程

研究的胚胎干细胞均为同种异体来源的，其具有很高

的增殖潜能，体外可近乎无限扩增，可以很好满足骨组

织工程对于种子细胞数量的需求；但是，如何有效的将
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其诱导分化为骨组织工程需要的成骨细胞，目前还有

大量的问题需要解决和探索。此外，其体内移植后的

免疫排斥反应和致瘤性也不容忽视［!，"］。成体干细胞

主要是 #$%&，有骨髓来源的、脂肪来源的和脐血来源
的等。骨髓来源的细胞研究和应用的最早，成骨效果

较好，因而被视为“金标准”［’］。其余来源的 #$%&，由
于近年来刚被分离和研究，具体结果还有待进一步的

观察和比较。所有的成体干细胞均为来源于成熟组织

内的限定干细胞，因而其增殖和分化潜能是有限的，随

着年龄的增加而逐渐降低［() * (+］。这就决定了其数量

扩增必然存在一定的限度，难以满足作为规模化生产

的骨组织工程产品的需要。此外，同种异体来源的

#$%&免疫原性不可忽视，虽然亦有报道阐述其免疫原
性低并可能具有一定的免疫调节功能［(,，(-］，以及少量

的动物应用研究报道［(.］，但其最终效果的评价还有待

长期观察和相关基础研究的跟进。自体来源的 #$%&
虽然免疫问题不必考虑，但是高年龄是限制其应用的

一个因素。而且，自体来源的 #$%& 作为种子细胞决
定了组织工程骨的个体化制备模式。这就要求各应用

单位必须配备专用净化场所、专业构建和培养设备以

及经过专业培训的技术人员。因此，在中、小医院推广

这一技术存在一定的难度。自体来源的成骨细胞由于

获取细胞困难很少应用；异体来源的成骨细胞作为种

子细胞的相关研究近年来数量也减少，主要是因为免

疫原性问题和体外扩增较其他类型细胞明显受限。

/0 /1 支架材料
1 1 优良的骨组织工程支架材料应当具有适当的孔
径、孔隙率和孔隙连同率［(!］以及与再生骨组织相匹配

的降解速度和一定的骨诱导特性，如要修复负重骨骨

缺损，还必须具有一定的机械强度来满足骨传导的需

要。从目前的各种生物支架材料的特性来看，单独的

一种材料均无法满足上述的要求。生物来源的异体脱

钙骨基质，孔隙和骨诱导特性虽然较好，但是机械强度

很低；人工合成的高聚物，如 2345 等，不具有骨诱导
作用，机械强度偏低；生物陶瓷类材料疲劳强度低、脆

性大、抗折及抗冲击性远不能满足高负荷人工骨的机

械强度要求；珊瑚类材料机械强度差、体内降解缓慢。

因此，支架材料的研发近年来一直是组织工程学领域

的研究热点。

/0 +1 组织构建技术
1 1 组织构建技术对于组织工程骨产品移植体内后存
活情况和成骨能力的强弱具有重要的影响。常规的构

建方法主要是将种子细胞滴加到支架材料上，完全依

靠支架材料的孔隙的物理作用将细胞滞留于材料中，

然后在培养液中孵育。这种方法细胞接种率低，体外

培养时易于脱落，由于黏附的细胞数量有限且细胞分

布不均，移植体内后成骨活性显著降低。而且，组织构

建过程中细胞的体外扩增以及构建物的体外孵育成熟

需要 /) 6 +) 7 的周期，增加了患者的等待时间，与我
们期望建立的“随取随用”的规模化产品的目标还有

一定的距离。此外，对于大段的骨缺损，构建的组织工

程骨中心部位血供受限，易于发生营养障碍；复杂骨折

常常骨缺损和感染并发，此时单纯的组织工程骨移植

很有可能会因为局部感染无法控制而引发移植物感

染，进而导致移植失败。

1 1 此外，骨组织工程产品如要满足规模化制备和应
用，相应产品的储存和运输也是相当重要的，这直接关

系到产品的生物活性的保存和修复重建的效果。

!" 解决途径的探索与展望

+0 (1 种子细胞
1 1 目前常用的种子细胞主要存在扩增能力和免疫原
性无法协调统一的问题。扩增能力强的细胞免疫原性

高；无免疫原性的细胞增殖扩增能力又欠缺。因此，解

决问题的根源之一在于寻找二者可以协调统一的细胞

来源，建立起稳定的种子细胞库，最终为组织工程骨的

产业化进程铺平道路。

1 1 为了解决自体来源的种子细胞体外扩增时间长、
患者需要长时间等待的问题，应用同种异体细胞是一

种可行的方法。但是，这样就涉及了如何解决异物移

植后免疫原性的问题。移植物进入体内引起宿主的免

疫反应主要是通过一系列信号识别和攻击异己的方式

引起的。改变移植细胞的性状，让宿主无法识别或是

阻断识别信号的传递从而达到免疫耐受是当前一部分

学者采取的技术策略。%835,9:;（ <=>?>?@A< 8 B=CDE?9
<=>F9G&&?<AG>F7 GH>A;FH ,9:;）是一种融合免疫球蛋白，
可以选择性地阻断 %I/" 与 J! 的信号传导通路，导致
8细胞免疫失能，诱导对特异性抗原的免疫耐受。代
飞等［("］将 %835,9:;基因导入异体 #$%&中，体外可以
显著抑制共培养的淋巴细胞反应，扩增后构建组织工

程骨异体移植后可以异位成骨。同时，一部分研究者

仍希望使用患者自身的细胞，他们分别通过将 K%8,、
L5LK4、$KM/ 和 3:L/" , 种基因［(’］或是 K%8+ N ,、
$KM/、%9#O%和 P3Q,［/)］, 种基因联合转入到人的体
细胞中获得了类似于胚胎干细胞的多能干细胞，以此

来增强自体细胞的增殖和分化能力，满足治疗需要。

但是，这种方法目前还存在诸多风险，使用的逆转率病

毒可使基因变异而引发肿瘤。因此运用于临床还有一
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定距离。此外，研究者也在探索着其他组织来源的细

胞在骨组织工程产品中的应用可能［%!］。

# # 本课题组前期进行了不同品系的小型猪之间的组
织工程骨交叉移植实验研究，不同个体均可见不同程

度的免疫排斥反应［%%，%"］。然而可喜的是在贵州小型

香猪和广西巴马猪胫骨部位的组织工程骨交叉移植结

果显示，移植物可以较好的修复骨缺损，其结果令人振

奋。由于目前免疫排斥反应的程度缺乏一个可参照的

界限，所以异体的组织工程骨是否存在像异体骨一样

被临床可以接受的免疫原性尚待进一步探讨；且如何

将异体组织工程骨修复骨缺损过渡到临床应用研究以

证实其疗效。这些均是组织工程骨产业化过程中的重

大课题，如可实现将是组织工程骨研发过程中里程碑

式的跨越。

"$ %# 支架材料
# # 目前，虽然单一支架存在各种问题，难以达到理想
的标准。但是，多种支架材料复合使用可以互补长短，

有利于更好的发挥各自的优点。&’(’) 等［%*］将羟基
磷灰石和 !+,-.复合制备负重骨的支架，其相应的机
械强度得到显著增强，可以达到松质骨需要的最高的

压缩强度，其相应的黏附性也提高了 /01，原有的孔
隙率也很好的得到保留。2’3456 等［%7］将 "+羟酸聚合
物与生物活性玻璃按照一定比例混合制备骨组织工程

支架，合成物的降解速率可以通过调节两种成分的比

例来实现与骨组织再生速度一致，而且生物活性玻璃

的骨诱导活性得以保留。因此，多种材料的复合使用

可能将是以后的发展方向。

"$ "# 组织构建技术
# # 对于常规构建技术的革新显著地促进了骨组织工
程的发展，增强了产品的修复重建效果。周强等［%8，%/］

发明了凝胶双相接种技术，通过骨胶原的黏附特性将

种子细胞牢固黏附于支架材料上，接种率几乎达

!001，接种后再通过胶原的收缩，产生孔隙为营养物
质的传送提供通道。通过这种技术构建的组织工程骨

可以显著加速体外成熟过程，缩短构建时间。为了实

现组织工程骨的“随取随用”，我们课题组在已有的异

体脱钙骨基质支架材料的基础上，通过多聚+9+赖氨酸
对其进行表面修饰后制成富集基质材料，应用网孔筛

滤和电荷吸附的原理将细胞富集在材料上，然后用于

修复骨缺损。前期的异位成骨实验显示了同常规的构

建技术构建的组织工程骨相似的成骨效果，与国内外

其他研究取得的结果近似［%:］，但修复长节段骨缺损的

效果还有待进一步实验观察。

# # 将缓释技术同组织工程骨复合，可以为目前临床

上骨缺损并发感染和大段骨缺损中心部位营养供给问

题的解决提供新的策略，也将拓宽组织工程骨的应用

范围。目前，我们课题组设计了“抗感染组织工程骨”

和“促血管化组织工程骨”，就是通过研制的藻酸盐缓

释微球，分别缓释万古霉素和血管内皮细胞生长因子

（;<=>）来实现移植局部的抗感染和促进内皮细胞生
长，使新生血管及早长入移植物中心，满足营养供

给［%? @ "%］。通过这种策略修复山羊股骨 %01大段骨缺
损时，复合 ;<=> 缓释微球的组织工程骨可以显著的
缩短和提高骨修复的时间和质量；而附加万古霉素缓

释微球的组织工程骨在不影响骨缺损重建的前提下，

还可以在移植局部实现有效的抗生素缓释，满足局部

抗感染需求。

"$ *# 产品储存和运输
# # 骨组织工程产品储存和运输的重点就是种子细胞
的保存和运输。如何在保存和运输过程中保持细胞的

生物活性，以便实现到达目的地后可以快速地用于骨

缺损的修复重建这是我们关注的焦点。国内外已有报

道，分别通过脱水与再水化［""］以及深低温保存［"*］的

方法对细胞进行保存和运输，虽然取得了一定的进展，

但是储存的时间比较有限，所需设备比较复杂，用于修

复骨缺损的最终效果还有待观察。

# # 针对目前骨组织工程产品难以储存和运输的现
状，基于骨形态蛋白修复骨缺损良好的效果［"7］以及我

们长期对于骨组织工程研究的基础，我们提出一个假

设：组织工程骨中的种子细胞的主要功能是分泌大量

促进骨愈合的基质和细胞因子成分，而这些物质均为

蛋白质，而组织工程骨可能主要是依赖这些蛋白质发

挥作用的。因而我们提出一个概念“功能蛋白质骨组

织工程”（ ABC5 6DEE45 5CFDC55GDCF A’E5H BC I4CJ6DBC’K
LGB65DCE）。我们先将细胞接种于支架上，体外孵育成
熟后经过深低温冻干，细胞脱水而亡，而细胞分泌的基

质和因子得以保留，包装后只要按照蛋白制品的保存

和运输方法即可实现冻干后产品的保存和运输，方法

简便。我们已将相关产品用于异位成骨实验，效果良

好，可比拟常规构建的组织工程骨；用于修复长骨骨干

缺损的效果还有待进一步观察。

# # 总之，骨缺损的临床需求是骨组织工程不断前进的
原动力。密切关注临床需求的特点，在已有的技术和理

论的前提下，发展新型支架材料、研制专用的组织工程

构建的生物反应器、建立规范的医疗产品质量标准等应

当是当前我们从事骨组织工程研究和应用的相关人员

关注和努力的目标和方向。相信在不久的将来会涌现

出一批组织工程骨相关医疗产品造福于广大患者。
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