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ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨的制备和体内融合效应的初步研究

向　强１，崔　翔２，王加旭２，刘明华１　（第三军医大学：１．西南医院急救部；２．新桥医院骨科，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　制备复合ｂＭＳＣｓ的ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨，并对其体内融合效应进行初步观测。方法　制备复合 ｂＭ
ＳＣｓ的ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨，利用细胞离心粘附实验、ＭＴＴ实验和成骨诱导分化等方法观察组织工程骨界面对骨种子细胞的
粘附和分化的影响。建立兔腰椎横突间植骨融合模型，以复合ｂＭＳＣｓ的ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨植于预备的骨槽内，利用Ｘ线影
像学和组织学技术观察融合部位新骨生成状况及种子细胞分布、转归状况。结果　ｂＭＳＣｓ复合２４ｈ后 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表面和内部
有大量细胞粘附，生长良好，成骨诱导１０ｄ后，ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表面ＡＬＰ活性显著升高（Ｐ＜０．０５），２１ｄ后，钙结节广泛分布。ｂＭＳＣｓ
复合ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ植入兔植骨融合区１２周后Ｘ线和组织学显示有明显新生骨生成，对照组没有。结论　ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工
程骨在体内外均有良好的生物学效应，对新骨形成和骨成熟具有显著的促进作用和良好修复作用，具有较广阔的临床应用前景。

　　［关键词］组织工程骨；间充质干细胞；腰椎融合；骨修复
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　　双嗜性分子重组纤维连接蛋白／钙粘附蛋白（ｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ／ｃａｄｈｅｒｉｎｃｈｉｍｅｒａ，ｒＦＮ／ＣＤＨ）实现
了对ＦＮ和ＣＤＨ１１功能学的叠加［１］，本实验把该融合

蛋白引入双相钙磷陶瓷（Ｂｉｐｈａｓｉｃｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｃｅｒａｍｉｃ，ＢＣＰ）表面复合ｂＭＳＣｓ制备组织工程骨，利用

细胞离心粘附实验、ＭＴＴ实验和成骨诱导分化等方法
观察骨种子细胞的粘附和分化，并把其应用于兔腰椎

横突间植骨融合，观察融合部位新骨生成状况及种子

细胞分布、转归状况，为该组织工程骨的临床研究和应

用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料
　　ｒＦＮ／ＣＤＨ融合蛋白（实验室自备），方法见文献［１］，多孔

双相钙磷陶瓷（ｐｒｏｕｓＢＣＰ）购于四川大学，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，
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ＤＴＢＰ双官交联剂，ＭＴＴ，胎牛血清，胰蛋白酶，ＴＥＭＥＤ，Ｔｒｙｐｓｉｎ，
购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＡＬＰ检测试剂盒，细胞钙含量检测试剂
盒（ＡＲⅢ）），钙结节染色试剂盒（茜素红）购于南京建成生物
材料有限公司。

１．２　ｂＭＳＣｓ的分离和培养
　　选取健康７ｄ新西兰大白兔仔兔（购于第三军医大学实验
动物中心），收集双侧股骨干骺骨髓３ｍＬ，采用密度梯度离心
贴壁筛选法。离收集细胞，加入 ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液，收集白膜
层的单个核细胞，洗涤、离心后加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬细
胞，按１０５～１０６／ｍＬ的密度接种于无菌 ５０ｍＬ培养瓶内。在
３７℃、５０％ ＣＯ２、饱和湿度恒温细胞培养箱内培养２４ｈｒ换液弃
去未贴壁细胞，加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基在３７℃、５０％ ＣＯ２、饱
和湿度恒温细胞培养箱内连续培养。倒置像差显微镜下观察

细胞生长情况，每２～３ｄ换液１次，待细胞生长至３～６代、融
合率达７０％～８０％时即可用以成骨诱导分化实验。

１．３　ｂＭＳＣｓ复合ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ
　　将生长至第３代、融合率达７０％～８０％的ｂＭＳＣｓ以０．２５％
胰蛋白酶消化成细胞悬液，计数、离心，制成密度为１０７／ｍＬ的
单细胞悬液。将ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ平铺于１２孔板塑料小皿底部，
以每孔１ｍＬ单细胞悬液（１×１０７个细胞／孔）加入各孔 ｒＦＮ／
ＣＤＨＢＣＰ表面，在３７℃、５０％ ＣＯ２、饱和湿度恒温细胞培养箱
内培养过夜，使细胞充分贴附于ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表面。

１．４　动物模型建立
　　选取健康成年新西兰大白兔１６只（购于第三军医大学实
验动物中心，雌雄不限），麻醉成功后消毒铺巾，定位 Ｌ４～Ｌ５间
隙，后正中切口切开皮肤全层暴露至椎旁２～３ｃｍ，暴露 Ｌ４、Ｌ５
横突，打磨制备植骨床。每组随机选取８只大白兔，分别将单
纯ＢＣＰ材料（ＢＣＰ植入组）或 ｂＭＳＣｓ复合 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ材料
（ｂＭＳＣｓＢＣＰ组织工程骨组）植入骨床处。术后３ｄ每日注射
青霉素钠４０万单位，每日２次。

１．５　指标检测
　　ｂＭＳＣｓ复合 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ２４ｈ后，利用 ＭＴＴ实验、扫描
电镜、荧光染色等方法观察骨种子细胞的粘附、增殖和分化。

利用Ｘ线影像学和组织学技术观察融合部位新骨生成状况及
种子细胞分布、转归情况。

１．５．１　ｂＭＳＣｓ增殖率和活力检测　　将 ＢＣＰ界面消毒、预湿
后，置于９６孔细胞培养板，取ｂＭＳＣｓ单细胞悬液（第３～６代），
以每孔２０００的初密度接种于９６孔培养板，３７℃、５％ＣＯ２、适
度饱和的培养箱中培养１～９ｄ，隔日换液１次；每日行 ＭＴＴ检
测，酶标仪检测并记录各孔ＯＤ值（检测波长５７０ｎｍ）。
１．５．２　描电镜观察　　在ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面上将３００μｌｂＭ
ＳＣｓ细胞悬液以１０００／片的初密度接种，复合２４ｈ，持续培养
４８ｈ后取出载有ｂＭＳＣｓ的ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ，经ＰＢＳ液漂洗后３％
戊二醛固定２ｈ，梯度酒精脱水，真空干燥８ｈ，真空镀膜仪喷金
镀膜后ＳＥＭ检测观察。
１．５．３　荧光染色　　加入０．５ｍｇ／ｍＬ的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２母液培
养至３～６代，密度为１０５／ｍＬ的 ｂＭＳＣｓ单细胞悬液，避光冰浴
２０ｍｉｎ，细胞标记后细胞以１００μｌ／孔的体积（１０４个细胞／孔）

加入９６孔培养板各孔 ＢＣＰ表面，避光，胰酶消化，记录各孔荧
光强度，置于细胞培养箱贴壁２～４ｈｒ，荧光倒置显微镜观测记
录，并用Ｖｉｅｗｆｉｎｄｅｒ图像分析软件分析。
１．５．４　ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面细胞 ＡＬＰ活性测定　　取各组诱
导培养１０ｄ的ｈＭＳＣｓ，消化、离心、收集，加入细胞裂解液，吹打
混匀，反复 －７０℃急冻和 ３７℃融化 ３次，超声破碎，离心
１２０００ｒ／ｍｉｎ，１℃低温离心１５ｍｉｎ，收集上清检测。
１．５．５　ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面细胞钙结节染色　　采用茜素红
法，取诱导培养１４ｄ的ｈＭＳＣｓ制成单细胞悬液（１×１０５／ｍＬ），
加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，７ｄ后弃培养液，依次进行 ＧＥＮＭＥＤ
固定，清理、染色，脱水，澄清，最后加入 ＧＥＮＭＥＤ透亮液，光镜
下观察。

１．５．６　Ｘ线观察　　术后１ｄ、１个月、３个月将兔麻醉后俯卧
位、侧位摄片，拍摄Ｘ线片，判断各组材料在体内成骨趋势和融
合情况、对比成骨差异。

１．５．７　组织学检测　　动物处死后，完整留取实验融合部位
组织块，置入中性福尔马林溶液中固定７２ｈ，梯度酒精脱水，
ＭＭＡ包埋，硬组织切片机切片，ＨＥ染色和甲苯胺蓝染色。

１．６　统计学分析
　　利用ＳＰＳＳ１３．０软件统计学分析，计量资料以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）的形式表示，采用独立样本 ｔ检验分析各组有无统计
学差异及其有效性，Ｐ＜０．０５为显著统计学差异。

２　结果

２．１　骨髓间充质干细胞的形态学观察
　　倒置显微镜下骨髓间充质干细胞的形态学观察：原代 ｂＭ
ＳＣｓ培养７２ｈ换液后，即可观察到贴壁细胞，细胞形态短小，呈
长梭型、纺锤形，培养至７ｄ，细胞明显增多、变长、变大，长梭
型、纺锤形形态更加明显，１４ｄ时，细胞基本铺满皿底，细胞排
列呈螺旋状或漩涡状。传代培养中，细胞基本保持长梭型的形

态（图１）。

ａ：原代 ｂＭＳＣｓ（×１００）；ｂ：原代 ｂＭＳＣｓ（×２００）；ｃ、ｄ：第三代
ｂＭＳＣｓ（×１００）

图１　骨髓间充质干细胞的形态学观察

２．２　ｂＭＳＣｓ增殖率和活力的测定
　　ｂＭＳＣｓ与ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ复合７ｄ内测定细胞活力，绘制
ｂＭＳＣｓ增殖曲线图显示：ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面的增殖率和细胞
活力在前７ｄ的培养时间内，明显高于阴性（ＢＣＰ组）和阳性
（ＦＮＢＣＰ组，ＣＤＨＢＣＰ组）对照组（Ｐ＜０．０５），表现为 ＭＴＴ还

·４８５·
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原产物溶液的吸光度显著高于对照组，７ｄ以后各组吸光度无
明显差异（图２）。

２．３　扫描电镜观察结果
　　扫描电镜观察显示，在 ｈＭＳＣｓ与 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ复合界面
有大量细胞粘附，细胞充分伸展充分，呈多边形状或圆盘状，伪

足样结构减少，形成致密的板层样结构覆盖在材料表面，如图

中箭头所示。在单纯ＢＣＰ界面，细胞伸展不良，呈条索状，可见
大量伪足样结构深入材料孔隙内（图３）。
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：与同时间点阴性和阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与同时间
点阴性和阳性对照组比较，Ｐ＜０．０１

图２　ｂＭＳＣｓ增殖曲线图

ａ：ＢＣＰ组；ｂ：ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组
图３　ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面对ｈＭＳＣｓ生长形态的影响

２．４　ｂＭＳＣｓ粘附性测定。
　　细胞离心粘附实验显示在 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面，随着 ｒＦＮ／
ＣＤＨ密度的增加，粘附的细胞数亦逐渐增多。ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ
表面明显优于阳性对照ＣＤＨＢＣＰ和ＦＮＢＣＰ组，同时荧光显微
镜下观测也发现了相同的结果（图４）。
２．５　ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面ＡＬＰ活性测定
　　ＡＬＰ活性测定显示在ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表面的ＡＬＰ活性表现
最高，显著高于阴性对照和阳性对照组，提示复合了 ｂＭＳＣｓ的
ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨的成骨活性增强（图５）。
２．６　ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面细胞钙结节染色
　　茜素红法检测成骨诱导后向细胞间钙结节形成情况显示，

各组细胞间均有卵圆形、橘红色均染的结节斑，以 ｒＦＮ／ＣＤＨ
ＢＣＰ表面细胞形成最多，分布最广，提示复合了 ｂＭＳＣｓ的 ｒＦＮ／
ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨能促进ｂＭＳＣｓ的成骨分化（图６）。

ａ：不同条件下ＢＣＰ表面密度与细胞粘附数量的关系（：与阳
性对照相比，Ｐ＜０．０１；＃：与阳性对照相比，Ｐ＜０．０５）；ｂ、ｃ、ｄ：荧
光显微镜下细胞在不同ＢＣＰ表面的粘附状况（标尺：２００μｍ）

图４　ｂＭＳＣｓ在不同ＢＣＰ处理表面粘附测定
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：与ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组
比较，Ｐ＜０．０５
图５　ｂＭＳＣｓ在不同处理因素ＢＣＰ表面的ＡＬＰ活性变化

ａ：ＢＣＰ；ｂ：ＤＨＰＢＣＰ；ｃ：ＦＮ－ＢＣＰ；ｄ：ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ
图６　ｂＭＳＣｓ在不同处理因素 ＢＣＰ表面的钙结节形态（茜素

红染色后钙结节差异性表达）

２．７　Ｘ线检测
　　术后３个月Ｘ线检测显示，单纯ＢＣＰ移植组与横突间未见
明显愈合，ＢＣＰ材料依然清晰可见。ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组
织工程骨移植组横突间及周围已形成大量纤维骨痂结构，材料
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与横突周围骨质融为一体，界限模糊（图７）。

ａ：ＢＣＰ组；ｂ：ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组

图７　组织工程骨植入后横突间腰椎融合的Ｘ线放射学评价

　　双盲法评估融合动物数量和横突间隙骨痂填充率结果显

示：ｂＭＳＣｓ复合ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨移植组达到１００％融

合率，单纯ＢＣＰ移植组融合率为４０％。组织工程骨移植组横

突间隙的骨痂填充率也明显优于ＢＣＰ组（Ｐ＜０．０１），提示其诱

导新骨形成的能力增强（表１）。

表１　影像学表现下定量评估体内骨愈合效果（珔ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 融合数［例（％）］ 填充率（％）

ＢＣＰ组　　　　　　　　 ２（４０） ３０．０±５．５

ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组 ５（１００） ７６．０±１３．３

：与ＢＣＰ组比较，Ｐ＜０．０１

２．８　组织学观察
　　组织学观察显示，单纯ＢＣＰ植入组材料－骨床交界区以软

骨组织为主，新生骨成熟度较低，材料与骨床间无骨性融合和

钙化，组织学分级以软骨组织为主。ｂＭＳＣｓ复合ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ

组植入组织学表现为融合区域出现成熟度较高的骨小梁交错

性桥接与材料融为一体，ＨＥ和甲苯胺蓝染色均有特征性表现，

显示成骨能力显著强于单纯ＢＣＰ植入组（图８）。

ａ：ＢＣＰ组ＨＥ染色；ｂ：ＢＣＰ组甲苯胺蓝染色；ｃ：ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／

ＣＤＨＢＣＰ组 ＨＥ染色；ｄ：ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组甲苯胺蓝

染色

图８　复合ｂＭＳＣｓ的ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ和单纯ＢＣＰ植入３个月

的组织学观察

３　讨论

　　目前多样化的骨替代材料，尤其是组织工程材料
表现出了一定的临床应用前景，但由于材料本身特性

单一，缺乏特定的结构和分子信号，影响了细胞粘附到

材料上的效率，并由此限制了随后的材料 －组织界面
的骨诱导和骨生成作用［２］。为尝试解决这一难题，我

们把兼有纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）和钙粘附蛋
白（Ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＣＤＨ）功能特点的双嗜性 ｒＦＮ／ＣＤＨ融合
蛋白引入多孔的双相钙磷陶瓷（Ｂｉｐｈａｓｉｃｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｃｅｒａｍｉｃ，ＢＣＰ）表面，以期获得一种在体外具有高
效粘附性和良好促进骨种子细胞成骨分化潜能的生物

界面，并对其实际应用价值进行评估。

　　细胞在材料界面的粘附与细胞迁移、增殖、分化，
基质沉积、血管芽生成，材料降解等息息相关［３］，细胞

在材料表面的粘附特性是衡量材料生物相容性的一个

重要指标。在实验中，我们采用离心促粘附实验检测

了ｂＭＳＣｓ在ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面的粘附状况。离心促
粘附实验是通过适当的离心力促进细胞与材料的结

合／脱离，用荧光标记的方法对有效粘附的细胞进行计
数，具有准确、简捷、可控、假阳性率低的优势［４］。结

果表明在ＢＣＰ界面上粘附的 ｈＭＳＣｓ数量与 ｒＦＮ／ＣＤＨ
的密度成正相关，明显高于单纯ＢＣＰ和ＦＮ、ＣＤＨ修饰
的ＢＣＰ界面，证实了 ｒＦＮ／ＣＤＨ修饰后的 ＢＣＰ界面对
ｂＭＳＣｓ的粘附能力明显增强。
　　单纯ＢＣＰ材料对于细胞增殖无明显影响［５］，为验

证ｂＭＳＣｓ在 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面的活力和增殖能力，
我们采用了ＭＴＴ检测法，ＭＴＴ代谢产物的量与细胞数
量和活力呈正相关。实验结果显示：ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表
面ｂＭＳＣｓ的ＭＴＴ代谢产物的量显著增加，明显高于单
纯ＢＣＰ材料组，提示 ｂＭＳＣｓ在 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表面的
增殖率和细胞活力明显优于单纯 ＢＣＰ材料。实验通
过扫描电镜观察发现，在 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ材料的表面
有大量ｂＭＳＣｓ，细胞充分伸展充分，呈多边形状或圆盘
状，伪足样结构减少，形成致密的板层样结构覆盖在材

料表面。而单纯 ＢＣＰ表面 ｂＭＳＣｓ少，细胞伸展不良，
呈条索状，可见大量伪足样结构深入材料孔隙，此结果

有效地说明了ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面能增强种子细胞的
活力和增殖能力。

　　ＡＬＰ是成骨分化的早期标志物为，茜素红染色法
检测成骨诱导后细胞间钙结节形成是评价成骨终末作

用的有效指标［５］。实验结果显示 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ界面
上ｂＭＳＣｓ诱导１０ｄ后 ＡＬＰ活力检测已明显增高，是
单纯ＢＣＰ组的８．７倍（Ｐ＜０．０５），由此说明ｒＦＮ／ＣＤＨ
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ＢＣＰ界面具有促进种子细胞早期成骨分化的作用。实
验中把诱导２１ｄ的ｂＭＳＣｓ在体外继续培养７ｄ，检测
成骨诱导后向细胞间的钙结节形成情况显示 ｒＦＮ／
ＣＤＨＢＣＰ表面的细胞间质中存在大量的橘红色钙结
节，提示此时进入基质矿化期，表明 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ表
面具有更强信号以促进分化成熟的成骨细胞矿化。

　　材料在生物体内是涉及成千上万的信号分子效应
蛋白和一系列胞内和ＥＣＭ级联反应的复杂过程［６］，通

过组织学检测则可对组织 －材料界面上的基质矿化、
骨质沉积和新骨形态进行全面的了解［７］。把复合ｂＭ
ＳＣｓ的ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨用于兔腰椎横突间
融合术后取材，Ｘ线检测显示，单纯 ＢＣＰ移植组与横
突间未见明显愈合，ＢＣＰ材料依然清晰可见。ｂＭＳＣｓ
＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨移植组横突间及周围已
形成大量纤维骨痂结构，材料与横突周围骨质融为一

体，界限模糊为。组织学切片发现单纯 ＢＣＰ植入组材
料－骨床交界区以软骨组织为主，新生骨成熟度较低，
材料与骨床间无骨性融合和钙化，组织学分级以软骨

组织为主。ｂＭＳＣｓ复合 ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组植入组织学
表现为融合区域出现成熟度较高的骨小梁交错性桥接

与材料融为一体，ＨＥ和甲苯胺蓝染色均有特征性表
现，显示成骨能力显著强于单纯ＢＣＰ植入组。实验结
果显示，ｂＭＳＣｓ＋ｒＦＮ／ＣＤＨＢＣＰ组织工程骨具有促进
成骨细胞粘附和成骨的良好生物学效应，在体内表现

出了良好的骨传导和骨诱导特性，是一种有广阔应用

前景的骨修复材料。
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