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N摘 要O 目的!采用JKL*IM型胶原复合改良生物支架0构建组织工程化骨组织P方法!采用M型胶原和聚乳酸

%聚乙醇酸共聚物)JKL*+复合0制作改良的生物支架0将原代培养的成骨细胞接种于复合支架上0培养’周0扫描

电镜观察成骨细胞在支架上的生长及黏附情况1同时0将细胞%支架复合体自体异位植入0并取材观察其成骨情况P
结果!经鉴定0原代培养的细胞符合成骨细胞的特征1扫描电镜!在生物支架上大量成骨细胞呈簇状生长0并形成多

个细胞突起1大体标本!$个月时可见骨块形成1自体异位植入后’个月可见新生骨组织形成0周围有多个活性成骨

细胞和骨母细胞0至$个月时骨组织渐趋成熟P结论!M型胶原和JKL*复合支架是一种理想的生物可降解支架0可

用于组织工程化骨再造的研究P
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骨缺损的修复一直是口腔颌面外科H骨科
界的棘手问题0目前常用的修复方法均存在一
定的缺点0难以满足临床需要P组织工程骨再造
被认为是最有前景的骨缺损治疗修复方法P然
而较多的实验研究表明N’I(O0目前所使用的生
物可降解支架材料存在着一定的缺点0如疏水
性强0与细胞的亲和性差0不利于种子细胞在支
架上的黏附等0从而影响组织工程化骨组织构

建的成功率P本研究旨在生物可降解支架材料
的改良0即M型胶原和聚乳酸%聚乙醇酸共聚物

)JKL*+复合0将原代培养的成骨细胞接种于
改良复合支架上0观察细胞在体外支架上的生
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长及植入体内后的成骨情况!

" 材料和方法

"#" 材料 日本大耳白兔$只%浙江大学医学
院实验动物中心&’()*) 培养基%+,-./公
司&’胎牛血清%杭州四季青生物工程材料研究
所&’胰蛋白酶%上海生物工程有限公司&’0甘油
磷酸钠%12345公司&’维生素.%12345公司&’
地塞米松%12345公司&’67+8%67896+8:
;<9=<’数均分子量为>?<;?=’多分散系数为

?@<$’浙江大学高分子科学研究所合成&’A型
胶原%12345公司&’二氧化碳培养箱%BCD45公
司&’/EF4GHI倒置相差显微镜’扫描电镜

1JKDCIL5M=$N%英国.54OD2P3K公司&’冷冻干燥
机%宁波新芝生物科技有限公司&!
"#Q 兔成骨细胞的原代培养 日本大耳白兔
经?R戊巴比妥钠耳缘静脉注射麻醉’在两侧股
骨粗隆处抽取骨髓液约=4E!将抽取的骨髓液
调整至?S?N$T4E的细胞密度’接种于=<4E的
培养瓶中’加入足量的 ()*) 培养基%内含

?<R灭活胎牛血清’?NNUT4E青V链霉素’<N
W3T4E维生素 .’?N44CET70甘油磷酸钠’
?NX>4CET7地塞米松&’在<R./=VY;Z孵箱内
培养<[;P后’换液去除未贴壁的细胞!当原
代细胞融合形成单层后’用N#=<R胰酶消化后
传代!成骨细胞鉴定包括活体细胞倒置相差显
微镜观察V\*染色V]CM̂_CII5染色!
"#‘ 67+8TA型胶原复合支架的制作及处理

"#‘#" 67+8支架的制作a取N#<3的67+8
溶解于=#<4E的二氯甲烷中’加入=3粒径为?<N
[=NNW4的b5.E晶体’用磁力搅拌均匀后倒入
模具中’等溶剂自然挥发干净后将所得支架脱模’
在搅拌作用下用双蒸水浸泡支架脱去其中的

b5.E’直至恒重’扫描电镜观察其孔径和孔隙率!
"#‘#Q 67+8TA型胶原复合支架的制作a将
上述所得67+8支架浸入适量适当浓度的A型
胶原的醋酸水溶液中’在X<YZ下真空干燥?=
c’使胶原包裹在支架的表面!材料制成大小约

?N44S$44S=44’紫外线消毒?c’在无菌

6-1液中洗?c’换Y次液后再浸泡在培养基中

Yc’吸去一部分水分’使材料含水量适当减少’
再分别放置于=d孔培养板中!

"#e 细胞接种及细胞与复合支架体外培养生
长情况的观察 消化培养的第Y代成骨细胞’
制备高密度细胞悬液约?S?N$T4E’用吸管将细
胞悬液缓慢逐滴加于67+8TA型胶原复合支
架材料上’不使细胞从材料上溢出’放置培养箱
中=[dc’待细胞充分黏附于材料后’缓慢加入
培养液约?4E进行复合培养!培养?周后’部分
细胞支架复合体制成扫描电镜标本!
"#f 体内成骨能力的观察 成骨细胞与

67+8TA型胶原复合支架培养?周后植入兔自
体皮下’分别于术后?个月Vd个月取标本!采用
大体V组织学观察成骨情况!

Q 结 果

Q#" 原代培养的兔成骨细胞的鉴定 相差显
微镜形态观察可见原代培养的兔成骨细胞贴壁

生长’呈现多种形态’有三角形V星形V多角形及
长梭形等’细胞胞体膨大’伸出长短不一V粗细
不均的多种胞浆突起’细胞呈集落生长%图 ?̂
5&!在\*染色光镜下’细胞呈长梭形V三角形
及多角形’有多个树状突起’胞核形圆V浅蓝色’
胞浆呈细网状’并见较多胞浆颗粒%图 ?̂O&!细
胞经YN[$NP培养后’钙化点处可见棕褐色沉
着物’]CM̂_CII5染色阳性%图 ?̂L&!
Q#Q 67+8支架扫描电镜观察 67+8材料
表面呈多孔状’孔的形态为喇叭口样’孔径约

?NN[YNNW4’孔隙率约gNR%图=&!
Q#‘ 扫描电镜观察细胞与复合支架的黏附和生
长情况 培养?周后’可见大量成骨细胞牢固地
黏附于复合支架上’形成多个胞体突起’并可见
多个细胞聚集成球状结构’成簇状生长%图Y&!
Q#e 体内新生组织工程化骨组织观察

Q#e#" 大体观察a植入后 d个月’成骨细胞^
67+8TA型胶原复合支架植入体标本表现为
骨组织块’呈类圆形’表面有一薄层膜形成%图

d̂5&!
Q#e#Q 组织学观察a植入后?个月’除有新生
骨组织形成外’还有明显的成骨活动’表现为在
新骨形成区域’有较多的骨母细胞排列或聚集
在新生骨周围’材料部分降解%图 d̂O&!植入后

d个月’可见新骨形成趋向成熟’有小梁状或岛
状结构’骨陷窝清晰’骨髓腔形成%图 d̂L&!
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图! 原代培养的兔成骨细胞
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图K LMNO支架表面呈多孔状结构
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图U 成骨细胞在支架表面呈簇状生长
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U 讨 论

U%! 骨组织工程学中的种子细胞
种子细胞主要来源于骨髓W骨膜
及松质骨X其中X骨髓来源培养的成
骨细胞较适合于骨组织工程的要

求Y骨髓具有取材方便X对供体损
伤小X可反复抽吸X细胞易贴壁培
养X操作较为简单X细胞培养效率较
高等优点Y在一定的培养条件下

图Z 新生组织工程化骨组织观察
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=如含有维生素 Ŵ地塞米松W_甘油磷酸钠AX其
可诱导分化为成骨细胞‘SaY本研究采用诱导分
化骨髓基质细胞X经鉴定符合成骨细胞的特征Y
本研究结果表明X将培养的成骨细胞接种于改
良的复合生物支架上X能在体外成活X细胞黏附
在材料表面X并形成多个突起B将细胞与支架材
料体外培养复合体异位植入体内后X可见新生
骨组织形成X其周围可见有活性的骨母细胞和
成骨细胞Y这说明培养的成骨细胞具有成骨能
力X可作为骨组织工程的种子细胞Y

U%K 生物可降解支架的选择与改良 理想的骨
组织工程支架材料必须有良好的生物相容性和

生物降解性‘bXcaY过去应用的如羟基磷灰石类因
不可降解X新生组织也不可能替代支架材料X限
制了其在骨组织工程和临床上的应用‘daY本研究
考虑到单纯应用生物可降解的LMNO存在疏水
性W材料表面缺乏细胞识别信号W与细胞的黏附
较差等缺点X故采用亲水性W细胞黏附性较好的

e型胶原与LMNO复合X以增强材料与细胞的
黏附性和亲和性Ye型胶原是骨组织的主要细胞

fbgGf第g期 朱慧勇X等%LMNOhe型胶原复合支架用于组织工程化骨再造的研究

 



外基质成分!成骨细胞表面存在特异性受体整合
素亚单位!可识别"型胶原的#$链的天冬氨酸%
甘氨酸%谷氨酸%丙氨酸&’()*+序列,-!./!从而
使细胞与支架材料紧密结合0采用12(*%"型
胶原复合改良支架与成骨细胞混合体外培养!扫
描电镜观察发现!细胞在复合材料表面生长和黏
附的数量较多!细胞在支架表面的伸展和形态均
较好!这表明"型胶原除有良好的亲水性外!还
有良好的细胞黏附性和亲和性0
343 体内成骨的评价 本研究采用组织工程方
法!先将成骨细胞接种于改良复合支架材料上!
在体外进行三维立体培养!然后再植入体内!结
果显示在材料降解的同时!伴随着新骨组织的形
成0在新骨组织周围还可见较多的骨母细胞和成
骨细胞!这说明在体外混合培养时的成骨细胞活
性和功能均较好!植入体内后成骨细胞又从周围
组织吸取了营养物质!使其进一步增殖分化!分
泌细胞外基质!进而形成骨组织0我们认为!细胞

%支架材料复合体在植入体内前须先进行体外观
察!否则较难保证细胞在支架上的黏附和生长情
况是否良好,$5!$$/0另外!体内植入后具有良好的
成骨能力和较多的新骨组织形成!与以下原因有
关6首先!材料本身的可降解性为成骨细胞的活
动和新骨的形成提供了良好的环境7其次!"型
胶原可促进成骨细胞的分化0有学者,$8/用外源
性"型胶原对人胚骨膜细胞的生物学特性影响
进行研究!结果表明"型胶原除可促进成骨细胞
在支架材料表面黏附外!还可增加成骨细胞骨钙
素的合成和碱性磷酸酶的活性!促进成骨细胞的
分化0结合本实验结果作者认为!支架材料上复
合"型胶原可增加骨髓基质细胞的成骨能力0
骨组织工程研究成果有望应用于临床0骨

髓来源的骨髓基质细胞作为种子细胞!前景较
好!改良的复合生物可降解支架的研制可推动
组织工程再造骨的可行性0
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