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ＲＡＤＡ１６自组装多肽的合成表征及负载 ＢＭＰ２的细胞相容性研究
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［摘　要］　目的　将 ＲＡＤＡ１６、珊瑚和 ＢＭＰ２组成复合材料体系，研究其超微结构及与 ＢＭＳＣｓ细胞相容性。方法　将
ＲＡＤＡ１６溶解于１０％无菌蔗糖溶液中，浓度为１％（１０ｍｇ／ｍＬ，ｍ／ｖ），将 ＲＡＤＡ１６再用等体积细胞培养基 ＤＭＥＭ／Ｆ１２溶液触发多
肽自组装，浸润珊瑚，进行电镜扫描。等比例混合ＲＡＤＡ１６与ＢＭＰ２溶液后，把珊瑚在混合液中浸没，用相同体积的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基触发自组装的发生，扫描电镜检测。分离培养兔ＢＭＳＣｓ，细胞活性染色观察细胞相容性。结果　ＲＡＤＡ１６自组装能够形成凝
胶，在５０倍电镜下观察珊瑚呈多孔状结构，大小均匀，孔隙在２００～５００μｍ范围内，且孔隙紧密排布；１３０倍扫描电镜下观察，
ＲＡＤＡ１６自组装多肽凝胶均匀附着于珊瑚孔隙中；１０００倍扫描电镜显示，ＲＡＤＡ１６自组装形成片层与网状结构，其直径从几微米
到几十微米不等；１００００扫描电镜显示，在珊瑚孔隙中ＢＭＰ２黏附于ＲＡＤＡ１６，成功合成复合材料体系（ＲＡＤＡ１６、珊瑚、ＢＭＰ２），
ＢＭＳＣｓ培养过程中，实验１组（ＲＡＤＡ１６、珊瑚、ＢＭＰ２）、实验２组（ＲＡＤＡ１６、珊瑚）与对照组（珊瑚）中 ＢＭＳＣｓ都未见明显死亡细
胞，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　多肽ＲＡＤＡ１６在特定的条件下可以自组装复合材料体系（自组装多肽、珊瑚、ＢＭＰ２），
与ＢＭＳＣｓ有良好的相容性，可以作为骨修复组织工程的生物支架材料。
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　　骨缺损因自体骨移植受到自体骨源有限的限制，
往往不能达到完全填充骨缺损区所需要的骨量，随着

骨组织工程技术的发展，人造骨组织填充材料不断出

现，其可以填充骨缺损区域并促进缺损区域骨生长愈

合，提高治疗效果，缩短治疗时间［１］。骨形态发生蛋

白２（ＢＭＰ２）具有原位成骨和异位成骨作用，目前大

量的实验和临床资料表明 ＢＭＰ２具有较强的骨诱导
活性，能诱导间充质干细胞（ＭＳＣ）向骨细胞转化，从
而促进骨缺损的修复［２］。但是大剂量 ＢＭＰ２价格昂
贵，半衰期短，且容易异位成骨，具有潜在风险，因而限

制了ＢＭＰ２在临床中的应用。
目前国际上常用的聚乳酸羟基乙酸共聚物

（ＰＬＧＡ）纳米微球包载技术存在包封率不理想等问
题，且包封过程中需要使用氯仿，氯仿有生物毒性，这

３６４局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１８，２７（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



也限制了 ＰＬＧＡ缓释微球的使用。ＲＡＤＡ１６是目前
研究较成熟的自组装纳米短肽材料，具有自组装成胶

容易控制、无细胞毒性、可被吸收、无免疫原性等特

点［３］。有研究证明，ＲＡＤＡ１６胶体的纳米网状结构可
以诱导干细胞长入，有助于干细胞的生长、增殖［４］。

ＲＡＤＡ１６成胶过程中可以加入 ＢＭＰ２，成胶后将形成
特殊的纳米网状结构将 ＢＭＰ２分子网在胶体内。随
着胶体的分解吸收，胶体内的 ＢＭＰ２逐渐被释放出
来，达到缓释成骨诱导因子的作用。本课题使用 ＲＡ
ＤＡ１６纳米自组装多肽作为 ＢＭＰ２的载体，既获得了
良好的可塑形性，又获得了良好的生物相容性。

１　材料与方法

１．１实验动物、试剂和仪器
新西兰大白兔 １０只，６月龄，雌雄各半，体质量

３ｋｇ左右，购自南昌大学附属医院实验动物中心；ＲＡ
ＤＡ１６（氨基酸序列：ＡＣＮＲＡＤＡＲＡＤＡＲＡＤＡＲＡＤＡ
ＣＯＮＨ２），纯度大于 ９０％，购自上海生物工程有限公
司；兔淋巴细胞分离液、链霉素、ＰＢＳ缓冲液和青霉素
购自上海阿拉丁试剂有限公司；胰蛋白酶和ＬＤＭＥＭ
培养基购自美国ＰＥ公司；ＥＭ３０Ｐｌｕｓ扫描电镜购自库
赛姆中国，ＩＸ７１倒置荧光显微镜和ＩＭＥＩＩ倒置相差显
微镜日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　多肽的溶解

把１０ｇ蔗糖溶于９０ｍＬ去离子水中，完全溶解后
分装到 ２个离心管中，各 ５０ｍＬ。分别取蔗糖溶液
１ｍＬ与 ＲＡＤＡ１６粉 １０ｍｇ溶于 ２ｍＬ微型管中，在
３７℃恒温下悬浮超声３０ｍｉｎ。
１．３　多肽的自组装

在２ｍＬ微型管中，加入５００μＬＲＡＤＡ１６溶液和
５００μＬ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，用移液管枪头轻轻吹打
混合。使ＲＡＤＡ１６溶液得最终浓度为０．５％。在３７℃
温箱中孵育３０ｍｉｎ后倒置，并观察多肽自组装的情况。
１．４　珊瑚微结构的观察

样本镀金处理，通过５０～１００倍扫描电镜（冷场）
扫描高压蒸汽灭菌后的珊瑚块，采用图像分析软件

（Ｔｏｐｏｍａｔｒｉｘ）对扫描电镜检测结果进行分析。
１．５　ＲＡＤＡ１６珊瑚超微结构检测

超声处理制备完成的ＲＡＤＡ１６溶液２０ｍｉｎ，之后
把超声后ＲＡＤＡ１６溶液浸没珊瑚中，并加入相同体积
的细胞ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，脱水至黏样粉末状，之后
对粉末样本进行镀金处理，通过１００～１０００倍扫描电
镜（冷场）检测，Ｔｏｐｏｍａｔｒｉｘ图像分析软件进行分析。
１．６　ＲＡＤＡ１６珊瑚ＢＭＰ２复合材料超微结构观察

将同体积的ＲＡＤＡ１６与 ＢＭＰ２溶液混合后浸没

于珊瑚小块中，同样加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基触发自组
装的发生。脱水至黏样粉末状，之后对粉末样本进行

镀金处理，通过 １００００倍扫描电镜（冷场）检测，
Ｔｏｐｏｍａｔｒｉｘ图像分析软件进行分析。
１．７　ＲＡＤＫＰＳ细胞相容性实验
１．７．１　兔 ＢＭＳＣｓ分离培养　　用０．５ｍＬ氯胺酮通
过肌肉注射麻醉新西兰大白兔后，抽取约３ｍＬ胫骨下
方穿刺的骨髓，迅速加入到１５ｍＬ离心管中，并立即加
入２ｍＬ肝素钠，混匀摇晃，对兔 ＢＭＳＣｓ进行分离培
养，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，吸取单个骨髓核细胞，
ＰＢＳ洗涤２遍后进行离心计数，并用５ｍＬ的ＬＤＭＥＭ
培养液重悬细胞，按１×１０６个／ｃｍ２密度接种于培养
瓶中，在湿度培养箱中行原代培养，每４８ｈ换液，３次
ＰＢＳ冲洗后，弃去未贴壁的细胞，之后每 ２天换液
１次，进行传代培养。利用倒置相差显微镜下观察
ＢＭＳＣｓ细胞形态。
１．７．２　ＢＭＳＣｓ细胞活性染色观察　　取第３代 ＢＭ
ＳＣｓ细胞，在０．２５％胰蛋白酶消化后，配置浓度为１×
１０４个／ｍＬ的细胞悬液，接种于９６孔板培养（１００μＬ／
孔）；培养２４ｈ后，分为３组，第１组加１００μＬＲＡＤＡ
１６／珊瑚／ＢＭＰ２溶液，命名为实验组１，第２组加 ＲＡ
ＤＡ１６／珊瑚溶液，命名为实验组 ２，第 ３组加珊瑚溶
液，命名为对照组，置于ＦＤＡ／ＰＩ避光培养；在３７℃下
孵育５ｍｉｎ后，用ＰＢＳ每隔３ｍｉｎ冲洗１次，冲洗３次
后，利用倒置荧光显微镜下进行观察。

２　结果

２．１　多肽自组装形成凝胶多肽
ＲＡＤＡ１６溶解后形成无色透明水凝胶，微形管倒

置３０ｍｉｎ后凝胶仍紧密黏附于管底，无滑脱（图１）。

ａ：形成无色透明水凝胶；ｂ：凝胶黏于管底
图１　ＲＡＤＡ１６多肽溶液形成自组装多肽凝胶

２．２　珊瑚微结构的观察
珊瑚于电镜下呈多孔状结构，孔隙排布紧密，大小

均匀，孔隙大小从 ２００μｍ到 ５００μｍ不等（图 ２ａ）。
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１３０倍扫描电镜下观察，ＲＡＤＡ１６自组装多肽凝胶均
匀附着于珊瑚孔隙中（图２ｂ）。扫描电镜图像显示在
珊瑚空隙中多肽ＲＡＤＡ１６自组装形成纳米纤维及片层
堆叠结构，其直径从几微米到几十微米不等（图２ｃ）。
２．３　扫描电镜图像显示

自组装多肽的纳米结构分布于珊瑚的空隙中，而

在自组装多肽的纳米架构上，均匀黏附着骨形态发生

蛋白颗粒。由此，珊瑚、自组装多肽、骨形态发生蛋白

三者形成了层层递进的超微复合材料体系（图２ｄ）。

ａ：５０倍电镜下扫描；ｂ：１３０倍电镜下扫描；ｃ：１０００倍扫描电镜
下观，珊瑚孔隙中 ＲＡＤＡ１６自组装多肽凝胶形成规则纳米纤
维及片层结构；ｄ：１００００倍扫描电镜下观察骨ＢＭＰ２均匀附着
于ＲＡＤＡ１６自组装多肽凝胶上

图２　珊瑚电镜扫描图像

２．４　细胞相容性实验
　　倒置相差显微镜观察示，第 ３代新西兰大白兔
ＢＭＳＣｓ呈长梭形，漩涡样生长。培养３ｄ后，ＢＭＳＣｓ和
不同系统的细胞相容性显示，生存细胞发绿色荧光，死

亡细胞发红色荧光。ＢＭＳＣｓ培养过程中，实验组１、实
验组２与对照组内ＢＭＳＣｓ未见明显死亡细胞（图３）。

３　讨论

种子细胞、生物材料和调控因子这三种主要的基

本元素组合在一起组成了组织工程，体外模拟组织再

生发现这三者的组合能够达到修复组织损伤与退变的

功能。而在这三要素中，具有良好生物学活性结构的

材料少之又少。以往的使用中，用到如壳聚糖、藻酸盐

等材料，这些材料远远达不到人天然骨组织的性能，因

此构建出具有提供合适的微环境给种子细胞增殖分化

且具有优良生物学活性的生物材料成了目前的研究

热点［５６］，其中，自组装多肽纳米纤维凝胶尤其被关

ａ：ＢＭＳＣｓ细胞形态；ｂ：对照组（珊瑚组）；ｃ：实验组 １（ＲＡＤＡ
１６／珊瑚／ＢＭＰ２组）；ｄ：实验组２（ＲＡＤＡ１６／珊瑚组）

图３　培养３ｄ后，ＢＭＳＣｓ和不同系统的细胞相容性

注［７］。刘龙刚等［８］制备并评价载有 ＢＭＰ７功能片段
的新型功能化自组装多肽纳米纤维水凝胶支架材料

ＲＡＤＫＰＳ的生物相容性，为其在退变髓核再生领域中
的体内研究提供实验依据。这是由于肽种的氨基酸之

间的众多相互作用使其自身拥有复杂的自组装纳米结

构。氨基酸间的相互作用类型的主要包括疏水相互作

用，静电、氢键相互作用，范德华力以及芳族相互作用

（ππ堆叠）［９］，因此可以利用这些氨基酸间的相互作
用的特性影响肽的自组装行为，使其生物材料功能性

发挥出来，成为自组装多肽纳米纤维凝胶［１０１１］。有研

究发现，由于其规则排列形成的三维超微结构，自组装

多肽纳米纤维凝胶更接近于天然结构的材料性能，而

且还具备原来多肽分子的生物性能［１２］。

羟基磷灰石是珊瑚的主要成分，这与骨组织的刚

性组成成分较相似，且对种子细胞或者活性成分都具

有很好的容纳性质，这是由于珊瑚拥有具有较高孔隙

率的孔隙结构。ＲＡＤＡ１６是一种含水量很高的自组
装多肽（含水量９９％以上），其实由阴性氨基酸（Ａ，天
门冬氨酸）和阳性氨基酸（Ｒ，精氨酸）分别交替组成
的，其具有良好的生物相容性［１３１５］，可在适宜条件下

自发地发生分子间自组装，形成有序三维纤维凝胶支

架［１６１７］，因此被认为是一种理想的组织工程生物支架

材料，已被广泛应用于细胞三维培养、药物缓释及组织

再生中。在本实验中选用 ＲＡＤＡ１６作为凝胶组分的
柔性部分，能够更好地在珊瑚刚性结构的保护下，在珊

瑚的孔隙中自发形成三维结构，这更有助于为种子细

胞的生长提供更适宜的微环境，且进一步增加珊瑚孔

隙的表面积。研究表明，人体内骨髓间充质干细胞能

够在ＢＭＰ２诱导下形成骨细胞分化，这一现象也在体
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外实验中被证实了，因此整个系统中，ＢＭＰ２的加入在
微环境中作为生长因子起到重要职能［１８］。本文发现

ＲＡＤＡ１６自组装能够形成凝胶，珊瑚５０倍电镜下观察
是呈多孔状结构，大小均匀，孔隙在２００～５００μｍ范围
内，且孔隙紧密排布，１３０倍扫描电镜下观察，ＲＡＤＡ
１６自组装多肽凝胶均匀附着于珊瑚孔隙中，１０００倍
扫描电镜显示ＲＡＤＡ１６自组装形成片层与网状结构，
其直径从几微米到几十微米不等，１００００扫描电镜显
示在珊瑚孔隙中，ＢＭＰ２黏附于 ＲＡＤＡ１６，成功合成
复合材料体系（ＲＡＤＡ１６、珊瑚、ＢＭＰ２）。这与陈
辰［１９］得到的复合材料体超微结构具有高度的相似度，

陈辰是利用合成含有连接蛋白核心序列 ＬｉｎｋＮ的多
肽两亲性分子ＲＡＤＡ１６，研究其自组装形成凝胶支架
的超微结构，将 ＲＡＤＡ１６、珊瑚和 ＢＭＰ２组成复合材
料体，并对复合材料体的超微结构进行研究，但并未对

其细胞相容性进行研究。

通过ＢＭＳＣｓ分离培养观察到该新型功能化 ＲＡ
ＤＡ１６自组装多肽的合成表征及负载 ＢＭＰ２对 ＢＭ
ＳＣｓ细胞无毒性反应，这与刘纪恩等［２０］的研究成果一

致，其通过合成 ＲＡＤＡ１６骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）２
相关多肽（Ｐ２４）表面修饰活性多肽并在体外诱发其进
行自组装，共价修饰聚乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）结合成
ＲＡＤＡ１６Ｐ２４ＰＬＧＡ共聚物，检测与骨 ＢＭＳＣｓ细胞的
毒性反应，发现无毒性反应，这意味着装载有 ＢＭＰ２
功能片段 ＲＡＤＡ１６／珊瑚纳米水凝胶具有良好的细胞
相容性，为进一步动物实验验证其修复骨损失的作用

奠定了实验基础。
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