
负载BMP的新型组织工程骨的构建及骨缺损修复实验  

    临床上的各种原因导致的骨缺损的治疗一直未能得到圆满解决。目前临床使用的自体骨与异体骨移植治

疗骨缺损方法均有不同程度的缺陷。骨组织工程研究为解决这一问题提供了新的思路。组织工程骨的体外构建

可以用种子细胞和包含或不包含细胞因子的支架材料来进行[1]。种子细胞主要是指具有向成骨系分化的干细

胞如骨髓基质干细胞(BMSCs)；骨形态发生蛋白(BMP)是研究较早的骨生长因子，其诱导成骨的作用已被多次

实验所证实。它是唯一能够单独诱导骨组织形成的局部生长因子，在一定条件下，能诱导未分化的间充质细胞

向骨系细胞转化，促进骨细胞的生长增殖[2]；聚乳酸(PLA)及其与聚羟基乙酸的共聚物(PLGA)是一种生物相

容性良好的可降解材料，其降解机制为主链含有不稳定易被水解或酶解的化学键，故目前公认PLA/PLGA是一

种良好的可生物降解的控释骨架,且具有支架和缓释的双重作用，本课题前期研究也证明PLGA对BMSCs的形态

与增殖、细胞周期、DNA含量及倍体水平均无影响[3]。PLA是最早作为骨、软骨组织工程的支架材料，也是目

前运用最广泛的骨组织工程材料[4][5]。本研究探讨以PLGA作为BMP的载体及组织工程骨的支架，并与BMSCs

复合构建新型组织工程骨的可行性及修复骨缺损的效果。 

    

1  材料与方法 

    1.1  动物模型与实验分组 

    新西兰大白兔27只，体质量2.0～2.5 kg·b.w.，雌雄不限。根据处置条件随机分为实验组、对照组和

空白组，每组9只动物。实验组为负载BMP与 BMSCs 的PLGA，对照组为仅复合BMSCs的PLGA，空白组仅植入

PLGA。使用戊巴比妥钠(50 mg/kg·b.w.)经耳缘静脉注射麻醉后，在无菌操作下，在右前臂前内侧作长约3 

cm纵形切口，切开皮肤、筋膜，逐层分开肌肉、血管、神经，充分暴露桡骨中段，作1.5 cm的骨缺损，并切

除骨膜缺损区骨膜。生理盐水冲洗切口，植入不同组别的植入物，逐层关闭切口，术中及术后均不作固定，动

物分笼饲养。 

    1.2  骨髓采集与细胞培养 

    按照我实验室已成熟的全骨髓细胞培养方法，于动物骨缺损模型制备前4～6周在无菌条件下以16号骨髓

穿刺针自髂嵴处刺入兔髂骨骨髓腔,抽吸双侧骨髓共3 ml，混入DMEM培养基，500 U/ml肝素溶液抗凝，混匀

后低速离心(800 r/min)5 min，去除上清液,培养基重悬后过90目滤网接种。于37 ℃、5% CO2孵箱中培养，

4 d后半量换液(DMEM完全培养基，15%新生牛血清)，以后2～3 d全量换液1次，倒置显微镜逐日观察，待细

胞汇合成单层后以0.25%胰蛋白酶消化，计数，传代培养，常规3d换液1次。传至第3代细胞开始用DMEM条件培

养基(含15%新生牛血清、50 μg/ml抗坏血酸、10-8mol/L地塞米松、10 mmol/L β-甘油磷酸钠)换液，备用。 

    1.3  材料准备及与细胞复合培养 

    空白PLGA与负载BMP之PLGA材料均由课题合作单位中山大学高分子研究所提供(其中(其中BMP为rhBMP-

2，购自北京军事医学科学院)，切割成长15 mm、直径约3 mm的圆柱状，经37 ℃环氧乙烷熏蒸消毒。依据我

们前期的实验方法[3]对消毒后的材料进行处理，浸泡条件培养基后常温干燥。收集培养至第3代的细胞1×
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106个与条件培养基混合制成200 μl细胞悬液，以微量移液器缓慢滴加到干燥后的PLGA表面，静止培养4h后加

入条件培养基共同培养3 d后植入动物体内。 

    1.4  观测内容 

    1.4.1  动物术后观察  动物术后活动及伤口愈合情况。 

    1.4.2  X线观察  动物进行麻醉后摄尺桡骨正位片，投照条件统一为40 kV，50 mA，0.2 s，投照距离

60 cm。阻射密度以同一照片骨缺损邻近区域相同面积皮质骨密度为100，相同面积照片底色为0来测量骨缺损

区阻射密度相对值，同一照片骨缺损区的平均阻射密度取所有可见阻射阴影密度的均值。 

    1.4.3  大体标本观察  分别在术后4，8，12周各处死3只动物，截取骨缺损区部分尺桡骨，观察植入材

料的降解情况、与宿主骨界面结合情况及周围软组织反应。 

    1.4.4  组织学切片观察  对骨缺损中部组织以10%多聚甲醛固定，10%硝酸进行脱钙后采用石蜡包埋，

连续进行横行及纵行切片(厚度5 μm)，HE染色，光镜下观察。每只动物取3张横行间断切片在100倍光镜下观

察新骨形成情况，每张切片随机取5个视野，利用Photoshop6.0软件分析新生骨小梁面积像素值，并计算其在

视野总面积像素值的百分比。 

    1.5  数据处理 

    采用SPSS10.0统计软件对数据进行统计学处理，同一时间不同组标本骨缺损区的X线阻射密度、组织学切

片新生骨小梁面积比数据均比较采用方差分析。 

    

2  结果 

    2.1  空白PLGA及PLGA与细胞复合生长3 d的扫描电镜形态 

    在电镜下可见PLGA呈疏松的多孔状，孔径大小不等，且互相连通(图1)；细胞呈不规则形态，胞体变扁

平，贴附在材料表面，细胞在材料表面伸出突触，连接成片(图2)。 

    图1  PLGA扫描电镜观察(×100) 
    Fig.1  Morphology of PLGA material under scanning electron microscope(Original 

magnification: ×100) 

    图2  BMSC与PLGA复合培养3d扫描电镜观察(×500) 
    Fig.2  Morphology of BMSCs under scanning electron microscope on the 3rd day of 

culture with PLGA material (Original magnification: ×500) 



    2.2  动物术后观察 

    对照组1只动物因伤口感染死亡，其余动物术后饮食正常，手术切口无红肿及渗液，一期愈合，皮肤缝线

自行脱落。 

    2.3  X线观察 

    本实验的X线的成骨特点为实验组与对照组新骨形成为自缺损中心区及两断端同时均匀生长，逐步与两断

端融合。空白组未观察到明显成骨现象。术后4周X线显示：空白组可见清晰1.5 cm骨缺损区，说明PLGA无明

显X线阻射现象，宿主骨断端清晰；对照组出现不连续的密度较正常骨偏低的骨痂，且较均匀分布在断端及中

心区域；实验组在植入材料中心处出现连续性骨痂，且两侧骨痂均匀向中间延伸，宿主骨与植入组织工程骨之

间界面模糊(图3)；术后8周X线显示：空白组骨缺损区未见新生骨痂，骨折断端变圆滑；对照组骨缺损靠近尺

骨区域出现连续性薄层骨痂；实验组骨缺损区域新生骨皮质连续性恢复，但髓腔不通，且密度明显低于宿主骨

(图4)；术后12周X线显示：空白组X线表现与8周时基本相同，对照组缺损区骨痂密度、数量增加，但明显直

径低于断端宿主骨；实验组显示组织工程骨与宿主骨之间的骨痂已完全骨化，髓腔贯通，靠近尺骨部分密度尤

其增高(图5)。本实验各组不同时相骨缺损修复的X线阻射密度值见表1。 

    图3  术后4周X线片 
    Fig.3  X-ray of the bone defects 4 weeks after operation a: Blank; b: Control; c: 

Experimental group

    图4  术后8周X线片 
    Fig.4  X-ray of the bone defects 8 weeks after operation

    a: Blank; b: Control; c: Experimental group

    图5  术后12周X线片 
    Fig.5  X-ray of the bone defects 12 weeks after operation a: Blank; b: Control;  c: 

Experimental groups. Arrowheads indicates newly formed bone marrow cavity



    2.4  大体标本观察 

    4周大体组织学观察见实验组骨缺损的断端及靠近尺骨侧有较多硬度较高的类骨样组织，对照组骨缺损断

端及中段靠近尺骨侧少量类骨质生成，空白组表面有一层较致密的纤维组织膜包裹，植入的PLGA被部分吸

收，质地变软。第8周实验组及对照组骨缺损区域出现连续性骨痂，空白组PLGA被大部分吸收，剩余少量纤维

结缔组织。第12周实验组骨缺损区已完全修复，未见剩余PLGA，且新生骨直径较邻近宿主骨直径略粗，完全

离断后发现髓腔已再通；对照组出现连续性新骨生成，但直径较邻近宿主骨部分纤细；空白组仅发现骨缺损断

端少许新生骨，缺损区域被大量结缔组织填充。 

    2.5  组织学切片观察 

    第4周实验组PLGA已降解成网状，缺损区内大量软骨细胞生成，含少量骨基质(图6a)，对照组可见较多软

骨细胞生成(图6b)，空白组为纤维组织和大量淋巴细胞(图6c)。第8周实验组仅剩余少量网状PLGA，生成大量

较成熟的编织骨，可见少许软骨基质(图7a)，对照组成熟骨组织较少，大部分为软骨基质填充(图7b)，空白

组主要为纤维组织(图7c)。第12周实验组完全为成熟的骨组织(图8a)，对照组组仍可见部分软骨基质(图

8b)，空白组缺损靠近宿主骨区域可见少许软骨细胞及软骨组织，其余部分仍为纤维组织填充(图8c)。三组不

同时相骨缺损区新生骨骨组织的图像分析结果见表2。 

    图6  第4周实验组(a)、对照组(b)和空白组(c)组织切片观察 
    Fig.6  Typical histological sections of decalcified specimens harvested from the 

experimental  (a), control (b) and   blank control (c) groups 4 weeks after operation 
(HE staining, original magnification: ×100) 

    图7  第8周实验组(a)、对照组(b)和空白组(c)组织切片观察 
    Fig.7  Typical histological sections of decalcified specimens harvested from the 
experimental (a), control (b) and blank control (c) groups 8 weeks after operation (HE 

staining, original magnification: ×100) 



    图8  第12周实验组(a)、对照组(b)和空白组(c)组织切片观察 
    Fig.8  Typical histological sections of decalcified specimens harvested from the 

experimental (a), control (b) and blank control (c) groups 12 weeks after operation (HE 
staining, original magnification: ×100) 

    

3  讨论 

    3.1  种子细胞的选择 

    和其他组织工程研究研究的原理与方法类似，骨组织工程的研究也主要集中在种子细胞、支架材料和骨

的构建3个方面。关于种子细胞的选取，目前研究主要集中于BMSCs的研究。BMSCs体外培养在一定的诱导条件

下可以大量向成骨细胞分化并形成骨组织[6]，我们实验室早期工作也证实了这一点[7]。尽管有文献报道认

为同种异体软骨细胞经过分离培养、传代消化之后抗原性降低，植入体内后可保持其分泌基质的功能[8]，但

是考虑到细胞分离和尽量避免植入材料免疫反应，我们仍然选取了自体干细胞与材料复合后移植。植入动物体

内在不同时间取材后发现，实验组和对照组动物手术区周围组织反应轻微。空白PLGA组在12周仅在支架与宿

主骨的桥接部位形成少量骨样组织，而对照组自4周时即可通过X线和组织切片观察到显著的骨化过程，支架

表面与内部均可发现骨样组织，这表明植入的经诱导的BMSCs可能继续成活，增殖，分化发挥成骨活性，并未

完全衰亡或被免疫系统消灭。由此可以认为空白PLGA支架修复骨缺损主要是靠“爬行替代”方式成骨，12周

空白组骨缺损内仅有大量纤维组织填充，说明这种成骨方式明显不足以完全修复兔桡骨缺损。大体观察和切片

观察还发现试验组和对照组的PLGA支架降解速度快于空白组，这有可能是大量经诱导的BMSCs能够在分裂增殖

形成新骨组织的同时趋化破骨细胞聚集，从而加速了支架材料的吸收。 

    3.2  支架材料的制备与负载细胞因子的选择 

    骨组织工程支架的原料可分为无机类和有机类。尽管无机类材料具有良好的生物相容性、生物降解性和

骨传导性[9]，但是这类材料降解极其困难，影响了新生骨的生成和改建；脱钙骨基质作为细胞载体尽管具有

细胞相容性好的特点，但是其固有的抗原性仍无法彻底解决。PLGA是一种生物相容性良好的可降解材料，其

降解机制为主链含有不稳定易被水解或酶解的化学键，故目前公认PLA/PLGA是一种良好的可生物降解的控释

骨架，且具有支架和缓释的双重作用，是较理想的骨组织工程支架材料。为利于细胞生长，组织工程支架材料



要求一定的孔径和孔径率。Robinson等[10]认为支架孔径在200～300 μm有利于骨介导，而孔隙率要求则在

能维持一定外形的情况下,应尽可能高而有利于细胞种植。我们选取聚乳酸与聚羟基乙酸的共聚物PLGA制备组

织工程支架，该支架采用低热高压法制作，可根据各种试验要求方便地制成各种形状，避免了使用有机溶剂，

且易于负载细胞因子，且制备的PLGA支架孔隙率高达95%以上，孔径大小较均匀，为150～200 μm，其中PLA

与PGA的摩尔比为75/25[11]。该支架的细胞相容性在前期试验已得到验证。目前认为BMP是骨组织工程中唯一

能够单独诱导骨组织形成的局部生长因子[2]，PLA及PLGA作为BMP的载体是有效的，可以充分发挥BMP的持续

刺激和诱导成骨作用[12][13]。 

    3.3  新型组织工程骨成骨特点 

    在PLGA支架制备过程中添加已研成粉末状的BMP，制备成每块含5mgBMP的PLGA支架，并与成骨细胞诱导

的BMSCs构建成新型组织工程骨。利用这种体外构建的组织工程骨进行的骨缺损修复实验取得了满意的效果。

本实验采用兔单侧前臂桡骨中断缺损模型，通过尺骨稳定骨缺损端并能保持骨缺损的长度。该组织工程骨同时

起到了细胞支架与BMP控释载体作用。且由于BMP是研成粉末混入支架，在体内降解并发生促进成骨的作用之

前必须有一个缓慢溶解的过程，从而达到了控制释放BMP的目的。通过对实验组骨缺损各时相标本横切面的组

织学切片观察，我们认为新骨的生成是在骨缺损横截面上是均匀生成的，是一种均匀的生长方式。这充分说明

不仅是从植入物外表面渗入的自体间充质细胞与BMP作用后成骨，而主要是植入物本身携带的细胞也同时与

BMP发生了成骨作用，从而大大加快了骨缺损修复速度；根据局部X线平均阻射密度和切片分析，新生骨痂的

数量在靠近尺骨侧明显增加，这是由于靠近尺骨骨膜区域有较多间充质细胞，从而形成更多新生骨。 

    术后大体观察与标本组织学观察还发现，3组材料植入后在整个试验阶段，除4周时骨缺损区发现少量淋

巴细胞浸润之外，未发现急性炎症反应征象。而8周后发现的多核巨细胞，可能是材料脱落下的颗粒导致巨噬

细胞汇集，本质是一种异物反应，有助于材料降解吸收[14]。与其他组织工程骨实验比较，本研究在12周时

实验组动物局部植入物已完全吸收，骨皮质连续性恢复，新生骨已出现了明显的髓腔再通现象，而目前其他单

纯的BMP载体修复骨缺损都尚不能达到这一效果[15][16]。 

    综上所述，实验组骨缺损区的成骨速度和成骨质量显著高于对照组和空白组，对兔桡骨缺损修复效果满

意。我们认为，以PLGA作为BMP的载体及组织工程骨的支架，并与BMSCs复合构建的新型组织工程骨是可行

的，但仍有一些问题需要继续探讨：(1)如何增强细胞与PLGA支架的贴附能力。这一点在前阶段试验对于空白

PLGA的细胞相容性研究中已发现，在支架消毒后、与细胞复合前须经过多次处理，增加了材料污染的可能，

在本实验体外构建组织工程骨过程中也不甚满意。目前拟通过增加PLGA表面活性位点并附加多肽链来改善

PLGA表面亲水性较差的缺点；(2)尽管根据实验结果我们认为支架负载的细胞参与并有效促进了成骨过程，试

验组成骨效果好于已报道的单纯的BMP载体修复骨缺损研究，但有关BMP对支架中负载的BMSCs增殖、分化的作

用机理尚不明确，需进一步进行试验研究；(3)检测该负载BMP支架对于BMP控制释放的速度。尽量使BMP释放

速度满足生理情况下骨缺损修复过程的需要，制成该支架释放BMP的体外缓释曲线，总结释放规律；(4)寻求

支架中最佳的因子浓度与成骨效果的量效关系。在达到理想的骨缺损修复效果的前提下尽量减少添加因子的

量；(5)探讨PLGA支架同时负载其他神经或血管生长因子的可能性及多种因子的复合作用对骨缺损修复的影

响。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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