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不同浓度多聚赖氨酸溶液对同种异体骨进行表面改性的实验研究
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［摘　 要］　 目的　 探讨多聚赖氨酸溶液对兔同种异体骨进行表面改性使其具有良好的细胞亲和力与最低细胞毒性的最佳浓
度。方法　 使用浓度为１００ ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ｍｇ ／ ｍＬ、１ ｍｇ ／ ｍＬ、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ的多聚赖氨酸溶液，采取冻干法，
分别对兔同种异体骨的微孔进行表面改性。根据多聚赖氨酸浓度，将兔同种异体骨分为１００ ｍｇ ／ ｍＬ组、３０ ｍｇ ／ ｍＬ组、１ ｍｇ ／ ｍＬ组、
０． １ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ组和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组，同时，将未行表面改性的同种异体骨设为空白对照组。将兔骨髓间充质干细胞
（ＢＭＳＣｓ）分别种植在各组同种异体骨内，并向成骨方向进行诱导和增殖。采用噻唑蓝（ＭＴＴ）比色试验检测ＢＭＳＣｓ在各组同种异
体骨微孔表面的黏附、增殖情况，同时检测各组经诱导培养后的细胞表达碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的活性。结果　 在经不同浓度多聚赖
氨酸溶液表面改性的同种异体骨中，空白对照组和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组ＢＭＳＣｓ增殖及其表达ＡＬＰ的活性明显小于其他各组
（Ｐ ＜ ０． ０５），而其他各组之间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。结论　 从经济、有效方面考虑，多聚赖氨酸溶液对同种异体骨进行表
面改性的最佳浓度为０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ，该浓度可使同种异体骨具有良好的细胞亲和力与最低的细胞毒性。
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ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｐｏｒｅ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ （ＭＴＴ）ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｔｅｓｔ． Ａｎｄ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＡＬＰ）ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｎ ｔｈｅ ａｌｌｏｇｒａｆｔ
ｂｏｎｅ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｕｒｆａｃｅｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＡＬＰ ｏｆ
ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ ＜ ０． ０５），ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＞ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｅｃｏｎｏｍｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｂｏｎｅ ｉｓ ０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ，ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｍａｋｅ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｂｏｎｅ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ ｃｅｌｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｍｉｎｉ
ｍｕｍ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ；ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｂｏｎｅ；ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ；ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

　 　 针对大段骨缺损，临床上常使用组织工程骨进行
修复。其中，同种异体骨是重要的组织工程骨之
一［１２］。但是，同种异体骨细胞亲和力（骨传导能力）
不强，宿主细胞难以在其微孔表面大量黏附与增殖，临
床治疗效果不佳［３４］。为增强同种异体骨的细胞亲和
力，本课题组在前期的实验中，采用冻干法，使用多聚
赖氨酸溶液对兔同种异体骨的微孔进行表面改性，其
细胞亲和力得到了显著提升；此外，该方法成本低廉，
步骤简单，易于掌握和操作［５７］。然而，有研究报道，多
聚赖氨酸具有细胞毒性，可抑制细胞的生长［８］。为了
使同种异体骨表面改性后具有最佳的细胞亲和力与最
低的细胞毒性，本研究通过探讨多聚赖氨酸溶液的最
佳浓度，旨在为其今后的临床应用提供实验依据。
１　 材料与方法
１． １　 材料

成年新西兰大白兔由空军军医大学实验动物中心
提供，兔同种异体骨购自西京医院骨库，左旋多聚赖氨
酸（分子量１５万～ ３０万）、Ｌ抗坏血酸、地塞米松、胰
蛋白酶、β甘油磷酸钠、噻唑蓝（ＭＴＴ）、ＤＭＳＯ购自美
国Ｓｉｇｍａ，ＤＨａｎｋｓ液、转化生长因子β２（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒβ２，ＴＧＦβ２）、ＤＭＥＭ培养基购自美国
Ｇｉｂｉｃｏ，胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限
公司，碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性测
定试剂盒购自南京建成生物工程研究所。
１． ２　 方法
１． ２． １　 兔同种异体骨的表面改性和分组　 　 兔同种
异体骨均取自于兔椎体松质骨，切割成边长为３ ｍｍ
的正方体，然后分别浸入１００ ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ｍｇ ／ ｍＬ、
１ ｍｇ ／ ｍＬ、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ
的多聚赖氨酸溶液中，持续振荡２ ｈ，微孔被溶液充分

浸透后取出，置于１２孔培养板内，每孔放置１粒。先在
－２０ ℃下预冷２ ｈ，随即转至－８０ ℃下冷冻１ ｈ，最后置
于冷冻干燥机中干燥２４ ｈ。根据同种异体骨所浸入的
多聚赖氨酸浓度，将其分为１００ ｍｇ ／ ｍＬ组、３０ ｍｇ ／ ｍＬ
组、１ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ组和
０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组，未经表面改性的同种异体骨纳入空白
对照组。各组同种异体骨均经２０ ｋＧｙ ６０Ｃｏ辐照灭菌，
于４ ℃密封无菌保存。
１． ２． ２　 兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的分离与扩增　 　 以戊巴比妥
麻醉新西兰大白兔后，将其股骨大粗隆及周围皮肤仔
细反复消毒。持骨穿针，在股骨大粗隆处抽吸约
０． ５ ｍＬ骨髓，迅速滴入含１０％胎牛血清的低糖ＤＭＥＭ
培养基内，然后置于细胞培养箱内孵育，每２ ｄ半量换
液１次。采用全骨髓贴壁法提纯ＢＭＳＣｓ。待细胞
８０％ ～９０％融合时，进行消化、传代。
１． ２． ３　 ＢＭＳＣｓ的种植、诱导和培养　 　 第３代ＢＭＳＣｓ
置于成骨培养基（含１０％胎牛血清、５０ ｍｇ ／ Ｌ Ｌ抗坏血
酸、１ × １０ －８ ｍｏｌ ／ Ｌ地塞米松和１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β甘油磷酸
钠的高糖ＤＭＥＭ）内，制成细胞密度为１ × １０７ ／ ｍＬ的
悬液。将含２ × １０４个ＢＭＳＣｓ的悬液滴入各组同种异
体骨内，在细胞培养箱中孵育４ ｈ后添加成骨培养基，
每２ ｄ半量换液１次。
１． ２． ４　 ＭＴＴ比色试验检测ＢＭＳＣｓ黏附、增殖的情况
　 　 在培养和诱导的第３、５、７、９、１１、１３、１５、１７天，每
组分别随机抽取８个标本。ＤＨａｎｋｓ液漂洗去除未黏
附的细胞后，采用ＭＴＴ比色试验法，用酶联免疫检测
仪在４９０ ｎｍ波长处测定其吸光度Ａ值，利用表格记
录每个时间点各组的吸光度Ａ值，以间接检测细胞在
同种异体骨微孔表面黏附、增殖的情况。
１． ２． ５　 检测各组同种异体骨内黏附细胞表达ＡＬＰ的
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活性　 　 在培养和诱导的第３、５、７、９、１１、１３、１５、
１７天，每组分别随机抽取８个标本。ＤＨａｎｋｓ液漂洗
去除未黏附的细胞后，逐次使用ＡＬＰ活性测定试剂盒
测定ＡＬＰ的活性。使用酶标仪在５２０ ｎｍ波长处测定
吸光度Ａ值，利用表格记录每个时间点各组的光吸收
值，以间接检测向成骨细胞方向分化的细胞活力。
１． ３　 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １４． ０ 软件进行数据分析，结果以
均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，行ｔ检验，Ｐ ＜ ０． ０５表示差
异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＢＭＳＣｓ在同种异体骨内的增殖情况

ＭＴＴ比色试验结果显示：ＢＭＳＣｓ在各组同种异体
骨微孔表面的生长曲线呈抛物线样，从第３天至第
１７天，细胞数量一直持续上升，到第１１天左右进入平
台期，增速开始减慢。１００ ｍｇ ／ ｍＬ组、３０ ｍｇ ／ ｍＬ组、
１ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ组和０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ组的细胞
数量较多，增殖速度快，但各组之间比较差异无统计学
意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；而０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组和空白对照组的
ＢＭＳＣｓ增殖相对较慢，每个时间点的数量均少于其余
各组，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１。

图１　 ＢＭＳＣｓ在同种异体骨微孔表面的增殖情况
２． ２　 细胞表达ＡＬＰ的活性比较

ＢＭＳＣｓ经成骨诱导、培养后，从第３天至第１７天，各
组表达ＡＬＰ的活性持续增加，至第１１天左右进入平台
期，活性增速减慢，呈抛物线样。１００ ｍｇ ／ ｍＬ 组、
３０ ｍｇ ／ ｍＬ组、１ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ组和０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ
组表达ＡＬＰ的活性较高，但各组之间比较差异无统计
学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；而０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组和空白对照组细
胞表达ＡＬＰ的活性较低，每个时间点的值均小于其他
各组，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图２。

图２　 ＢＭＳＣｓ表达ＡＬＰ的活性比较

３　 讨论
在组织工程研究中，为提高组织工程骨对细胞的

亲和力，优化骨传导能力，常常对其微孔表面进行改
性［９１０］。然而，临床上所使用的同种异体骨在很多病
例中难以修复骨缺损区，并且长期不被吸收［１１１２］。其
中，同种异体骨对细胞的亲和力不足是重要因素［１３］，
这与其未经过表面改性，骨传导能力未得到优化
有关［１４１５］。

载玻片表面覆盖多聚赖氨酸后，其细胞黏附力明
显增强，组织切片不易脱落［１６１７］。受此启发，本课题
组在前期研究中使用多聚赖氨酸对同种异体骨进行表
面改性，发现表面改性后的同种异体骨对细胞的亲和
力显著增加，即骨传导性得到明显提高［５７］。此外，也
有学者使用多聚赖氨酸对其他人工骨进行表面改性，
并取得了良好的结果［１８１９］。有研究报道多聚赖氨酸
具有细胞毒性，可抑制细胞生长的特性，本课题组通过
探索多聚赖氨酸溶液用于同种异体骨表面改性的最佳
浓度，以期既能将细胞毒性控制在最低，又能发挥其最
佳作用。

本课题组在着手研究之前，查阅了相关文献，并参
照玻片包被方法所使用的多聚赖氨酸溶液的浓
度［１７，２０２１］，最终选择浓度为１００ ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ｍｇ ／ ｍＬ、
１ ｍｇ ／ ｍＬ、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ
的多聚赖氨酸溶液分别对兔同种异体骨进行表面改
性。ＭＴＴ比色试验和细胞表达ＡＬＰ活性的结果显示，
经１００ ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ｍｇ ／ ｍＬ、１ ｍｇ ／ ｍＬ、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ和
０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ多聚赖氨酸溶液表面改性后的同种异体
骨微孔表面的细胞亲和力均得到显著增强，细胞易在
其表面黏附与增殖，均显著优于０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组和空白
对照组。此外，本研究结果还发现，１００ ｍｇ ／ ｍＬ组、
３０ ｍｇ ／ ｍＬ组、１ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ组和０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ
组细胞增殖的数量及表达ＡＬＰ的活性无明显差异，提
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示以上浓度的多赖氨酸溶液对细胞的增殖和活力影响
相似。１００ ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ｍｇ ／ ｍＬ的多聚赖氨酸溶液浓度
较高，但高浓度的多聚赖氨酸未影响细胞黏附、增殖和
分泌等活力，由此推断，多聚赖氨酸的细胞毒性很小，
细胞相容性良好。因此，从经济、有效方面考虑，本研
究推荐对同种异体骨进行表面改性的多聚赖氨酸溶液
最佳浓度为０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ。

本研究使用的多聚赖氨酸溶液浓度差异很大，呈
指数级，然而，并未发现多聚赖氨酸具有细胞毒性、抑
制细胞生长等现象。分析可能有以下原因：①多聚赖
氨酸的细胞毒性并没有其他报道所称的那么大，其细
胞相容性良好；②本研究的实验方法尽可能与临床运
用相一致，而与所报道的方法不一致，故得出的结论亦
不同［２２２４］。

综上所述，多聚赖氨酸的细胞毒性较低，利用其对同
种异体骨进行表面改性的最佳浓度为０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ，本
研究结果为提高同种异体骨在临床应用中的效果提供
了重要的实验依据。但本研究是体外实验，细胞周围
的环境与体内环境不同，故得出的结果尚不能完全代
表体内的实际情况。拟在今后的研究中采取动物体内
植入的方法，进行更加深入地观察与分析。
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