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摘要  

目的：应用纤维蛋白胶、异种无机骨构建骨组织工程复合支架材料，立体培养兔骨髓基质细

胞，探讨这种复合支架材料对种子细胞的黏附作用。  

方法：实验于2005－01/2006－04在吉林大学中日联谊医院卫生部创伤骨科研究室、吉林大学

机械科学与工程学院工程力学系、东北师范大学遗传与细胞研究所合作完成。牛松质骨经去脂

去蛋白等无机化处理后与纤维蛋白胶复合制成复合骨支架材料；将兔骨髓基质细胞作为种子细

胞进行传代培养，收集后在与纤维蛋白胶、异种无机骨构成的复合支架中进行立体培养，采用

相差显微镜、透射电子显微镜、苏木精-伊红染色等手段观察骨髓基质细胞在纤维蛋白胶中的

生长状况。  

结果: ①相差显微镜下观察自无机骨孔隙中见骨髓基质细胞均匀混合于纤维蛋白胶中。②细胞

培养4周骨髓基质细胞形成密集立体网状。③透射电子显微镜见在复合支架中培养1个月的1个

基质细胞局部有细突起，胞质内可见线粒体，核糖体，粗面内质网。  

结论:在纤维蛋白胶与异种无机骨构建的复合支架中骨髓基质细胞具有良好活性，可迅速扩增

生长，提示这种支架材料具有适合种子细胞生长的环境。  
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Abstract 

 

AIM: To construct bone combined scaffolds in bone tissue engineering with fibrin glue and 
xenogeneic inorganic bone and perform three-dimensional culture of rabbit marrow stroma cells 

(MSCs) as well as probe into the adhesion effect of the scaffold on seed cells.  

METHODS: The experiment was co-conducted by the Department of Orthopedics and Trauma of 



China-Japan Union Hospital and the Department of Mechanical Engineering, College of Mechanical 

Engineering of Jilin University and the Department of Genetics and Cell of Northeast Normal 

University between January 2005 and April 2006. The bovine cancellous bone (BCB) was dealt with 

H2O2, NaOH and alcohol to prepare inorganic bone. After that the BCB was combined with the fibrin 

glue to make combined scaffolds. Rabbit MSCs were cultured in vitro and transfer, and the MSCs 

were collected for three-dimension culture with fibrin glue and combined scaffold made of xenogeneic 

inorganic bone. The cell growth in fibrin glue was examined by HE staining, phase-contrast 

microscope and transmission electron microscope.  

RESULTS: ① Observation under the phase contrast microscope showed that the MSCs could be 

seen evenly mixed with the fibrin glue from inorganic bone gaps. ② At the 4th week of culture, the 

MSCs formed into dense stereo-net. ③ It could be found under the transmission electron microscope 

that there were micro-protrusion in local stroma cells at one month after the culture, and mitochondria 

as well as ribosome were found in the cytoplasm with rough endoplasmic reticulum.  

CONCLUSION: The MSCs in scaffold combined by fibrin glue and xenogeneic inorganic bone are 
better in activity, and they can rapidly proliferate, which indicate that this kind of scaffold fits for the 
growth of seed cells. 
   

热点资讯：目前新的骨替代产品材料的孔径、孔隙率和生物降解性能、生物相容性等方面还存在诸多问

题。有的骨诱导活性好但机械强度差，有的机械强度好但缺乏骨诱导活性，寻找理想的骨移植替代材料目前仍是

骨科领域的热门课题和难题之一，开发两者兼具的理想骨组织工程材料具有重要意义。  

创新要点：异种骨具有一定机械强度，但生物活性差；纤维蛋白胶纤维蛋白是一种低抗原的生物大分子材

料，植入体内易于降解，可塑性良好，具有合适的孔隙，适合细胞生长，能解决细胞的黏附问题，可作为细胞培

养支架材料。去抗原牛松质骨经处理降低了抗原性，复合骨髓基质细胞则具有了诱导成骨活性。骨髓基质细胞/

纤维蛋白胶/去抗原牛松质骨复合体形成了既有一定机械强度，又有成骨活性的双支架异种组织工程骨，是一种

较好的骨移植材料。  

同行评价：论文选题属组织工程骨的热门研究课题，作者尝试应用纤维蛋白胶、异种无机骨构建组织工程

骨复合支架，研究结果显示该复合支架异种组织工程骨既具有良好的成骨活性，又具有一定的机械强度，也解决

了种子细胞与支架材料不易黏附的问题。论文学术水平较高，是对组织工程骨支架材料研究的有益的探索。 

 

0   引言  

      组织工程骨的研究作为目前的热门研究课题，在国内外方兴未艾。可供选择的组织工程

种子细胞及载体多种多样，但目前种子细胞的黏附问题尚未能得到很好解决，种子细胞与载体

的复合一直是众多专家学者探讨的课题。作者采用纤维蛋白胶与异种无机骨复合，拟克服单一

支架的缺点，构建一种具有较多优越性的复合支架，并拟解决种子细胞与支架材料黏附的问

题，本文是该项组织工程骨研究的系列结果之一。  

1   材料和方法  

      设计：对照实验。  

      单位：东北师范大学遗传与细胞研究所、吉林大学中日联谊医院骨科卫生部创伤骨科研

究室、吉林大学机械科学与工程学院工程力学系。  

      材料：实验于2005－01/2006－04在东北师范大学遗传与细胞研究所、吉林大学中日联

谊医院卫生部创伤骨科研究室、吉林大学机械科学与工程学院工程力学系合作完成。实验动

物：1个月龄雄性新西兰大耳白兔1只，体质量0.25 kg，由吉林大学实验动物中心提供（许可

证号10-1028）。牛松质骨由市售牛骨制取。纤维蛋白原、凝血酶（广州倍绣生物公司）、

DMEM培养液（美国GIBICO公司）、胎牛血清(北京血清制剂厂)、胰酶、CO2培养箱、超净工作

台、离心机、6孔无菌培养板、50 mL培养瓶、3 mL Ependoff管，LKB-III型超薄切片机（瑞

典），JEM-1200EX型透射电子显微镜（日本）。  

      设计、实施、评估者：实验由东北师范大学遗传与细胞研究所、吉林大学中日联谊医

院骨科专家组评估，第一作者负责设计实施。  

      方法：  

      异种无机骨的制备：取市售新鲜小牛股骨髁部松质骨切成0.5 cm×0.5 cm×0.8 cm 大

小的条形块，蒸馏水反复去除表面有机成分后，再用氢氧化钠、丙酮、无水乙醇、30% 过氧化

氢进行脱脂、脱蛋白处理变成无机骨（图1），用无菌蒸馏水反复冲洗干净，室温下浸泡透析



备用。  

      
 

图1   异种无机骨  

复合支架的制备：将处理好的牛松质骨块分别置于6孔无菌培养板，浸没于纤维蛋白原中，按纤维蛋白胶

的制备比例混入凝血酶（图2）[1]，复合支架制备成功。  

       

图2   复合支架  

骨髓基质细胞培养：取1个月龄新西兰大耳白兔股骨骨髓，制成单细胞悬液。于含体积分数为0.15胎牛血

清的DMEM培养液中培养。待骨髓基质细胞长满培养瓶，进行消化、传代。传至第3代共6瓶，以0.25%胰酶消化10

～15 min，用DMEM中止消化，分别装入4个3 mL Ependoff管，1.5 mL/个，离心，去上清，将4个管中细胞合并于

1个50 mL培养瓶中加入DMEM培养液10 mL混匀，计数骨髓基质细胞，浓度为1.5×109 L－1。  

      细胞与支架复合培养：兔骨髓基质细胞以1.5×109 L－1细胞浓度与纤维蛋白胶和异种无

机骨复合，置6孔培养板中继续培养，隔日换液，相差显微镜下逐日观察细胞在复合支架中的

生长状况，数码相机镜头下直接摄片。  

      电镜观察：取培养4周的含骨髓基质细胞的复合支架组织经2.5%戊二醛前固定，1%锇酸

后固定，4%乙二胺四乙酸二钠脱钙4周，乙醇系列脱水，Epon812环氧树脂包埋，LKB-III型超

薄切片机（瑞典）半薄切片定位后做超薄切片，醋酸双氧铀及柠檬酸铅双重染色，JEM-1200EX

型透射电子显微镜（日本）观察骨髓基质细胞生长状况并摄片。   

      主要观察指标：①复合支架的制备结果。②相差显微镜、透射电子显微镜观察细胞与

支架复合培养状况。  

2   结果  

2.1   相差显微镜观察细胞在复合支架中的生长状况   复合后立即在相差显微镜下观察，

自无机骨孔隙中见骨髓基质细胞均匀混合于纤维蛋白胶中。培养36 h可见复合支架无机骨孔隙

中部分细胞伸出伪足（图3），表现出其生长活性。培养2周在无机骨的空隙中可见细胞密集生

长，细胞数逐日增多，逐渐互相接触形成条索状。细胞培养4周骨髓基质细胞形成密集网状

（图4）。  

   

图3   培养36h复合支架无机骨孔隙中部分细胞伸出伪足  

图4   细胞培养4周骨髓基质细胞形成密集网状  

2.2   透射电子显微镜观察细胞在复合支架中的超微结构   培养1个月的一个基质细胞

031684X30K细胞局部（细胞有细突起，胞质内可见线粒体，核糖体，粗面内质网），各细胞器

结构正常，说明细胞具有良好活性（图5）。  

图5   培养1个月的基质细胞  

3   讨论  

      骨组织再生需要三个基本生物学元素的相互作用：细胞、生长和分化作用因子、细胞外

基质支架[2]。种子细胞依赖于细胞外基质的存在才能发挥作用。支架材料不仅影响种子细胞的

生物学特性和培养效率，而且决定移植后能否与受体很好结合。因此，细胞支架材料（载体）

的选择是骨组织工研究的关键环节之一。细胞支架材料应具备以下的特点：①良好的组织相容

性：维持骨种子细胞的形态和表型，并促进细胞的黏附和增殖，诱导骨组织形成。②良好的生

物降解性：材料的降解速率必须与植入的种子细胞再生骨的速率相匹配。③具有三维立体多孔

结构：支架可制备成至少达90%孔性结构并具有一定的坚韧性，能在一定应力下维持原有的三

维立体结构等。④可塑性和一定的机械强度。⑤良好的材料－细胞界面：利于细胞黏附、增

殖，激活细胞特异基因表达[3]。虽然目前国内外学者已经探讨研究了多种天然和人工材料，但

完全符合上述要求的材料并不多见。还存在很多有待解决的问题：①支架材料的降解率与成骨

速度不协调。②材料的机械强度很难与降解速率相匹配。③材料在体内仍会引起一些炎性反应

及免疫反应。④材料的表面活性差，影响种子细胞的黏附，分布和功能发挥等[1，4]。  

      种子细胞必须与材料发生适当的黏附，才能进行迁移、分化和增殖。种子细胞的黏附问

题是令学者们头痛的问题，秦廷武等[5]曾综述认为，细胞对材料的黏附特性不仅取决于材料本

身，包括材料及其表面性质、表面修饰、表面形态、净电荷、孔隙率及降解速率，而且与细胞

表面的分子表达及其材料的相互作用有关。无论在体外，还是体内，直接也是最先与组织细胞

相接触并发生作用的是材料表面，因此细胞与材料表面的黏附相当重要，而且黏附特性的差异



还将影响细胞的增殖、分化等一系列反应。细胞与材料的黏附不仅可以为组织工程研究筛选出

适于细胞发挥生理功能的胞外基质材料，而且为研究细胞与胞外基质相互作用的分子机制提供

重要的手段。国内学者罗卓荆、胡蕴玉等[6-8]对异种无机骨进行了大量的研究，使其复合多种

生长因子制成新型植骨材料，取得了可喜的成果。国外Sanchez等，Duda等也对无机骨的应用

进行了深入研究[9-11]，在作者的前文中，已经证实了骨髓基质细胞在纤维蛋白胶中培养具有

良好活性[1，12，13]。纤维蛋白胶具有可塑性和细胞可黏附性、合适的孔隙结构，是细胞培养

的良好载体，还可促进细胞增值，但机械强度差[14-17]；异种骨虽有机械强度，但骨诱导活性

差，且细胞不易黏附，二者结合则可克服各自的缺点，可使之成为较理想的组织工程骨支架材

料。  

      实验中，通过相差显微镜可观察到，异种无机骨的孔隙中兔骨髓基质细胞均匀混合于纤

维蛋白胶中生长，经过1个月的培养，细胞逐渐增多，进而融合成网状。骨髓基质细胞作为种

子细胞在纤维蛋白胶中立体培养能够活跃生长[18-20]，在与异种骨复合后的支架材料中也能够

良好生长。透射电镜结果显示种子细胞形态功能良好，也证实这种复合支架有利于骨髓基质细

胞的生长。实验结果说明种子细胞在双（复合）支架载体中可以良好增殖分化，这种支架材料

具有适合种子细胞生长的环境。双（复合）支架异种组织工程骨既具有良好的成骨活性，又具

有一定机械强度，克服了其他人工材料二者不能兼顾的缺点，也解决了种子细胞与支架材料不

易黏附的问题。随后作者以此种方法进行治疗兔骨缺损的实验研究，取得了较好的疗效。  

      应用纤维蛋白胶、异种无机骨构建的组织工程骨复合支架，是一种新的尝试，为组织工

程骨支架材料的研究应用进行了有益的探索。实验给我们带来提示，单一的支架材料往往具有

一些自身难以克服的缺点，研制应用能够取长补短的复合支架材料则能够克服这些缺点，是支

架材料的一条新途径。  
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