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!摘"要" 目的!通过观察精氨酸H甘氨酸H天冬氨酸"C4NHU=THC62 21=T2:29:A:6! ÛW#多肽表面修饰多孔钽对 DU-#

成骨样细胞H多孔钽结合界面形态变化以及相关成骨因子表达的影响!评价 ÛW修饰多孔钽对钽H骨界面骨整合所

起的重要作用$ 方法!直径 I% ..%厚 # ..的多孔钽片通过表面吸附法分别将 # 种质量浓度的 ÛW溶液"I NE/%&

NE/%I% NE/#吸附于多孔钽表面$ 取第 0 代DU-# 成骨样细胞与钽ĤUW复合培养成为成骨细胞E钽ÊUW复合物!

分为 ' 组+未修饰V3组"对照组#!I NE/成骨细胞EV3ÊUW组!& NE/成骨细胞EV3ÊUW组及 I% NE/成骨细胞EV3E

ÛW组$ 扫描电子显微镜观察多孔钽及复合物外观特征%成骨细胞与 V3ÊUW界面的相互作用!测定成骨细胞在

V3ÊUW材料上的黏附率!免疫细胞化学染色检测各组成骨蛋白骨钙蛋白"169:1<3=<57!\*#%纤维连接蛋白"85>41H

7:<957!R_#及丝状肌动蛋白"85=3.:791B63<957! RH3<957#的表达$ 结果!扫描电子显微镜观察!成骨细胞在 ÛW修饰

后多孔钽界面铺展并向孔隙内伸延!分泌细胞外基质覆盖于多孔钽微孔内及界面$ 0' O%'G O 及 J0 O 各组成骨细

胞在V3ÊUW材料界面的黏附率均高于未修饰组"对照组#!其中 & NE/成骨细胞EV3ÊUW组在 'G O的黏附力最强

'"-G!%J K#!G%# -&!"0#!'% K'!#M#!!)%!%&($ 免疫细胞化学染色发现!成骨细胞与V3ÊUW复合培养 'G O成骨

细胞\*%R_及RH3<957的阳性表达均高于未修饰组!其中 & NE/成骨细胞EV3ÊUW组高于 I% NE/组及 I NE/组

'\*+"IG!%G K%!%G# -&?"I&!I' K%!IM#!!)%!%&&"IG!%G K%!%G# -&!"I'!%' K%!-I#!!)%!%&$ R_+"0'!-% K

%!MG# -&!"I&!M% K%!&##!!)%!%&&"0'!-% K%!MG# -&?"I&!#% K%!'0#!!)%!%&$ RH3<957+"0M!0% KI!#I# -&!

"0'!&% KI!&I#!!)%!%&&"0M!0% KI!#I# -&?"I-!M0 K%!'%#!!)%!%&($ 细胞骨架蛋白 RH3<957 呈丝状分布于胞

质!沿细胞胞突纵向排列!其蛋白表达高于\*及R_$ 结论! ÛW多肽有利于成骨细胞在多孔钽界面黏附%铺展及

细胞骨架蛋白的重组!从而促进成骨细胞H多孔钽界面改建及骨整合$

!关键词" ÛW多肽&钽&细胞黏附&成骨细胞
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""将金属材料植入骨组织以代替修复骨损伤及缺

损!这就要求植入材料与其周围的宿主骨能达到良

好紧密的结合$ 金属材料与骨组织直接接触%长入

且融合为一体!是理想的界面形式'I L0(

!而植入材料

之所以能成功!在于植入材料与人体骨之间早期的

相互作用!即形成骨性结合$ 在影响金属材料与骨

界面形成的诸多因素中!材料表面的理化特性及材

料的表面改性是其中重要因素'#(

$

多孔钽是近年来出现的较为理想的医用植入金

属材料!它的立体三维构型及多孔结构与人松质骨

极为相似!同时具有良好的细胞亲和性%生物相容性

及骨传导能力!在植入时可使其周围细胞快速黏附

并向孔隙内生长!最终由机械固定变为生物固

定'' L-(

$

含有精氨酸H甘氨酸H天冬氨酸 "C4NHU=THC62

21=T2:29:A:6! ÛW#片段的多肽是整合素与配体相

互结合的细胞识别作用位点!在细胞外基质糖蛋白%

胶原蛋白%纤维蛋白原%骨桥蛋白中介导细胞与支架

材料黏附%分化并可加强细胞外基质蛋白之间的相

互作用!是目前作为细胞黏附序列最有效且应用最

广的多肽性物质$ ÛW多肽可修饰支架材料植入

体内!增加细胞黏附!促进细胞增殖而并不会影响机

体组织的酶活性和代谢'J LG(

$

本研究应用 ÛW多肽对国产多孔钽材料表面

进行修饰及改性!同时与 DU-# 成骨样细胞进行复

合培养!倒置相差显微镜及扫描电子显微镜观察不

同时间点成骨样细胞形态变化及细胞H钽结合界面

相互作用并计算细胞黏附率$ 免疫细胞化学检测骨

钙蛋白"169:1<3=<57!\*#%纤维连接蛋白"85>417:<H

957!R_#%丝状肌动蛋白"85=3.:791B63<957! RH3<957#

在多孔钽修饰前后的表达水平!从而评价 ÛW多肽

在材料表面修饰对成骨细胞H钽界面骨整合能力及

生物学性能的影响$

#"材料与方法

#!#"主要试剂%细胞株及仪器

本研究使用的主要试剂%细胞株及仪器有+多孔

钽材料"重庆润泽医疗器械有限公司#!DU-# 成骨

样细胞"中国医学科学院基础医学研究所#!环 ÛW

多肽"上海淘普生化有限公司#!WD+D%胰蛋白酶%

RYb"U5><1公司!美国#!兔抗人 RH3<957%\*%R_多

克隆抗体"C>N:79公司!美国#! àHM%%% 两步法免

疫细胞化学试剂盒"北京中杉金桥生物技术有限公

司#!倒置相差显微镜"_5@17 公司!日本#!bH'G%% 扫

描电子显微镜"电子株式会社!日本#!Y51Ĥ3A -G%

酶标仪"Y51Ĥ3A 公司!美国#!#(#% 高速冷冻离心

机"b5N.3公司!德国#$

#!!"DU-# 成骨样细胞形态及鉴定

取DU-# 成骨样细胞!复苏并加入含 I%g"体

积分数#胎牛血清%含双抗各 I%% ]E./的WD+D培

养液!#J }%&g"体积分数#*\

0

及饱和湿度孵育箱

培养$ 每日换液且在倒置相差显微镜下观察细胞生

长状态及形态特点$ 待细胞生长融合至 G%g f

M%g时传代$ 取生长良好的第 0 代细胞接种于 0'

孔板内先进行碱性磷酸酶 "3=@3=57:2O162O3936:!

C/̀#%

#

型胶原免疫细胞化学染色鉴定成骨细胞$

#!$" ÛW多肽修饰多孔钽制备 V3ÊUW界面及实

验分组

直径 I% ..%高 # ..的扁圆柱形多孔钽材料

用去离子水超声清洗!高压蒸汽灭菌后干燥$ 以物

)JJI)甘洪全!等" ÛW多肽修饰多孔钽对DU-# 成骨样细胞H钽界面形态及成骨因子表达的影响



理吸附法将多孔钽分别置于 # 种质量浓度"I NE/%

& NE/%I% NE/#的 &% ./ ÛW多肽溶液中充分浸泡!

使钽孔隙内充分浸入 ÛW溶液!取出后室温充分干

燥!紫外线照射备用$

实验分为 ' 组+未修饰 V3组"对照组#!I NE/%

& NE/%I% NE/成骨细胞EV3ÊUW组$

#!*"制备成骨细胞EV3ÊUW复合物

将预先修饰处理好的各组及对照组多孔钽置入

0' 孔板中!每孔钽加入 0%%

%

/WD+D培养液于培

养箱内预湿过夜!取生长状态良好的第 0 代成骨细

胞!将调整细胞含量为 I mI%

-

E./的单细胞悬液

0%%

%

/接种于多孔钽表面及内部!并于支架周边缓

慢加入含 I%g胎牛血清的 WD+D培养液使其没过

多孔钽!培养箱内培养!每日更换培养液!于 I%0%# A

取出用于实验$

#!+"扫描电子显微镜观察成骨细胞形态及其与

V3ÊUW界面的相互作用

取修饰后各组成骨细胞EV3ÊUW复合物!磷酸盐

缓冲液 " 2O162O39:>B88:4:A 61=B9517! Ỳb# 冲洗后!

0& NE/戊二醛溶液固定' O!梯度乙醇溶液脱水!临界点

干燥%喷金$ 扫描电子显微镜观察比较各组不同时间

成骨细胞在V3ÊUW材料上的形态变化及相互作用$

#!K"成骨细胞在V3ÊUW材料上黏附率的测定

将各组 V3ÊUW置于 0' 孔板!每孔支架滴加

0%%

%

/WD+D培养液!培养箱内预湿过夜!吸取细

胞含量为 I mI%

-

E./的成骨细胞悬液 0%%

%

/接种

到各组V3ÊUW表面及内部!然后再加 WD+D培养

液使其没过多孔钽!继续培养并于 I%0%#%' A 分别

取出各组支架材料! Ỳb冲洗!转移至新 0' 孔板内!

每孔加 &%%

%

/的 %!0&g"体积分数#胰蛋白酶消

化!计数板计数取平均值!计算细胞黏附率"黏附

率F黏附细胞数E接种细胞数mI%%g#$

#!M"免疫细胞化学染色检测各组成骨蛋白 \*%R_

及RH3<957表达

分别取培养第 0 天的各组 V3ÊUWE成骨细胞

复合物!%!0&g胰蛋白酶消化!转移至 - 孔板内的盖

玻片上做细胞爬片$ 按照王茜等'M(和张辉等'I%(的

研究方法行免疫细胞化学染色!检测各组成骨蛋白

\*%R_%RH3<957的表达$

图像分析及结果判定+各组选取 # 张切片在高

倍镜" m0%%#下选取 & 个"四周及中央#视野计数!

取其均值$ 阳性细胞采用统计分析软件 Z.3N: 4̀1H

B̀=6进行统计分析!以积分光密度"579:N439:A 1295<3=

A:7659T!Z\W#值作为表达量$

#!Q"统计学分析

结果数据?用 b b̀b 0%!% 统计软件分析处理!

统计量以均数K标准差表示!对各组数据采用单因

素方差分析 " 17:H?3TC_\aC#! 以 b_(检验

"b9BA:79H_:?.37H(:B=6#进行组间比较!!)%!%& 为

差异有统计学意义$

!"结果

!!#" ÛW多肽修饰多孔钽前后界面物理特征

多孔钽材料断面为 I% ..m# ..扁圆形%呈灰

黑多孔状!孔约为针孔大小$ 在 ÛW多肽修饰前!

扫描电子显微镜下可见钽表面微孔状结构相互连通

并向深部延伸!小孔直径约 0%% fJ%%

%

.!间隔均匀

一致$ 经不同浓度 ÛW多肽修饰后!多孔钽界面为

灰色!可见一层均质状涂层覆盖%包裹!使小孔状结

构稍变浅!但孔状结构仍清晰"图 I#$

C! 322:3437<:182141B693793=B.& Y! 1>6:4;39517 182141B693793=B."b+D mI %%%#& *! ÛW2:295A:6H.1A585:A 2141B693793=B."b+D mI %%%#!

b+D! 6<37757N:=:<9417 .5<416<12:!

图 #"多孔钽结构

J/=23)#"b94B<9B4:182141B693793=B.

"

!!!"倒置相差显微镜及扫描电子显微镜观察成骨细

胞在V3ÊUW表面形态变化及钽H细胞间相互作用

倒置相差显微镜观察+DU-# 原代成骨样细胞

在与V3ÊUW复合之前其形态多为小圆形状!大小

)GJI)
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一致!部分悬浮!I% O后开始贴壁!0' O 开始体积增

大!传代后体积开始增大!形状呈梭形及多角形!胞

浆丰富"图 0C%Y#!C/̀%

#

型胶原免疫细胞化学染

色阳性"图 #C%Y#$

0C! 245.34T<:==6390' O1B46"57;:49:A .5<416<12:mI%%#& 0Y! 9O:07AHN:7:439517 <:==6"57;:49:A .5<416<12:m0%%#!#C! 3=@3=57:2O162O3936:6935H

757N216595;:18DU-# <:==6" m0%%#& #Y! <1==3N:9T2:

#

18169:1>=36965..B71<T91<O:.5694T6935757N216595;:" m0%%#!

图 !"DU-# 成骨样细胞"图 $"DU-# 成骨细胞的鉴定

J/=23)!"DU-# 169:1>=3696"J/=23)$"DU-# 169:1>=36965A:79585:A

"

""扫描电子显微镜观察+在 ÛW修饰多孔钽之前

成骨细胞在多孔钽表面生长!数量少且细胞伪足细%

胞体小"图 'C%Y#!当细胞与V3ÊUW复合后胞体开

始伸出伪足并随时间的延长逐渐伸长$ 细胞伪足 0'

O后向四周伸展但并无方向性!细胞与多孔钽界面结

合紧密!随着复合培养时间延长!细胞出现不规则形

状!伪足进一步伸展并附于多孔钽孔隙边缘!与钽片

表面结合紧密!或平铺于孔隙表面或深入孔洞内部

"图'*%W#$ 'G O时各组细胞进一步增大!扁平%多角

形!胞突伸长并跨越钽间隙及孔洞"图 '+%R#$ J0 O

上述各组细胞与多孔钽表面界面贴附紧密!胞体以扁

平状为主!覆盖大部分钽表面!相邻细胞相互融合!细

胞伪足突起增多!除深入相邻较大空洞!上下联通的细

小孔洞也已穿越!细胞之间突起相互连接"图 'U%X#$

C37A Y! 93793=B.E169:1>=3696<1.21659:6"C! b+D mI %%%& Y! b+D m0%%#& *37A W! ÛWE93793=B.E169:1>=3696<1.21659:6390' O1B46"*! b+D

m0%%& W! b+D mIG%#& +37A R! ÛWE93793=B.E169:1>=3696<1.21659:639'G O1B46"+! b+D m0%%& R! b+D mG%%#& U37A X! ÛWE93793=B.E

169:1>=3696<1.21659:639J0 O1B46"U! b+D mI%%& X! b+D mI%%#!b+D! 6<37757N:=:<9417 .5<416<12:& ÛW! C4NHU=THC62 21=T2:29:A:6!

图 *" ÛW多肽修饰多孔钽与成骨细胞复合培养的扫描电子显微镜观察

J/=23)*"b+D1>6:4;39517 18̂ UWE93793=B.E169:1>=3696

"

!!$"不同时间成骨细胞在 V3ÊUW材料界面生长

的黏附率

成骨细胞接种于修饰前后的V3ÊUW材料!检测

各组V3ÊUWE成骨细胞复合后 0' O%'G O及 J0 O的细

胞黏附率!结果 ÛW多肽修饰多孔钽各组的黏附率均

高于未修饰组"对照组!!)%!%&#!组间差异均有统计

学意义"!)%!%&#!提示 ÛW多肽修饰多孔钽可明显

促进成骨细胞在多孔钽界面的黏附生长!其中!& NE/

成骨细胞EV3ÊUW组及 I% NE/成骨细胞EV3ÊUW组

的界面黏附能力均高于 I NE/组!但以& NE/组的黏附

率最高$ 同时!各组细胞的黏附率在 0' O%'G O及 J0 O

之间比较均不同!以 'G O时黏附率达到最高!各时间点

之间的比较差异均有统计学意义"!)%!%&!表 I#$

!!*"免疫细胞化学染色检测各组成骨细胞与 V3E

ÛW复合培养成骨蛋白\*%R_及细胞骨架蛋白RH

3<957的表达

免疫组织化学染色观察多孔钽经 ÛW修饰前

后成骨细胞与其复合培养 'G O \*%R_及RH3<957 蛋

白的表达$ 免疫细胞化学图像分析结果显示!各组

成骨细胞 \*%R_及 RH3<957 的阳性物质均位于胞

质!呈棕黄色$ 修饰后 # 种蛋白表达强度均高于修

饰前"图 &Cf*#$ RH3<957 表达的细胞骨架蛋白呈

)MJI)甘洪全!等" ÛW多肽修饰多孔钽对DU-# 成骨样细胞H钽界面形态及成骨因子表达的影响



丝状分布于胞质!同细胞突起方向一致$ I NE/%

& NE/及 I% NE/成骨细胞EV3ÊUW组与未修饰 V3

组的Z\W值比较!差异均有统计学意义"!)%!%&#&

组间比较!& NE/成骨细胞EV3ÊUW组高于 I% NE/

及 I NE/组"!)%!%&!图 &WfR#&同时!RH3<957 的

表达高于\*%R_"!)%!%&#!具体见表 0$

表 #"成骨细胞在V3ÊUW复合材料界面生长的黏附率"

!

%K&! " F-#

%&'()#"VO:3AO:6517 439:18169:1>=36963993<O:A 91̂ UW2:295A:6H.1A585:A 2141B693793=B."

!

%K&! " F-#

U41B26

CAO:6517 439:Eg

0' O 'G O J0 O

< !

V3H<:=="<17941=# M!GJ KI!&I 0#!'% K'!#M I0!0J K%!G& G!## )%!%&

I NE/<:==6EV3ÊUW

I'!0G K0!#-

%

''!'J K#!MM

%

00!M# KI!&I

%

G!M# )%!%&

& NE/<:==6EV3ÊUW

'I!%% K'!G%

%&

-G!%J K#!G%

%&

&0!#G K0!00

%&

JG!#M )%!%&

I% NE/<:==6EV3ÊUW

0M!'% K'!I%

%&

o

&#!JJ K&!&M

%&

o

'%!#& K#!'M

%&

o

''!0M )%!%&

< I%!0' II!%# I%!%-

! )%!%& )%!%& )%!%&

""

%

!)%!%&! <1.234:A ?59O 9O:<17941=N41B2&

&

!)%!%&! <1.234:A ?59O 9O:I NE/<:==6EV3ÊUWN41B2& o !)%!%&! <1.234:A ?59O 9O:& NE

/<:==6EV3ÊUWN41B2!

C! B7.1A58T\*" m0%%#& Y! B7.1A58TR_" m0%%#& *! B7.1A58TRH3<957 " m0%%#& W! \*57 N41B2 & NE/<:==6EV3ÊUW" m0%%#& +! R_57

N41B2 & NE/<:==6EV3ÊUW" m0%%#& R! RH3<957 57 N41B2 & NE/<:==6EV3ÊUW" m0%%#!\*! 169:1<3=<57& R_! 85>417:<957& RH3<957! 85=3.:791B63<H

957!

图 +"成骨细胞与V3ÊUW复合培养 'G O各组免疫细胞化学染色结果

J/=23)+"Z..B71<T91<O:.5<3=6935757N18̂ UWE93793=B.E169:1>=3696<1.21659:639'G O1B46

"

表 !"免疫细胞化学检测成骨细胞与V3ÊUW复合培养 'G O \*%R_及RH3<957的表达"Z\W!

!

%K&! " F##

%&'()!"+Q24:66517618\*! R_! 37A RH3<957 >T5..B71<T91<O:.5<3=6935757N39'G O1B46"Z\W!

!

%K&! " F##

U41B26 \* R_ RH3<957 < !

V3H<:=="<17941=# I0!J# K%!'G I#!%G K%!#- I&!I# K%!I0 '%!-G )%!%&

I NE/<:==6EV3ÊUW

I'!%' K%!-I

%

I&!#% K%!'0

%

I-!M0 K%!'%

%

0-!IJ )%!%&

& NE/<:==6EV3ÊUW

IG!%G K%!%G

%&

0'!-% K%!MG

%&

0M!0% KI!#I

%&

I%'!0& )%!%&

I% NE/<:==6EV3ÊUW

I&!I' K%!IM

%&

o

I&!M% K%!&#

%&

o

0'!&% KI!&I

%&

o

M#!J& )%!%&

< M-!I& IMG!'G I0'!0J

! )%!%& )%!%& )%!%&

""

%

!)%!%&! <1.234:A ?59O 9O:<17941=N41B2&

&

!)%!%&! <1.234:A ?59O 9O:I NE/<:==6EV3ÊUWN41B2& o !)%!%&! <1.234:A ?59O 9O:& NE

/<:==6EV3ÊUWN41B2!Z\W! 579:N439:A 1295<3=A:7659T& \*! 169:1<3=<57& R_! 85>417:<957& RH3<957! 85=3.:791B63<957!

$"讨论

当金属骨移植材料植入骨内修复骨缺损时!骨

内植入成功的首要条件是形成预期的植入材料H骨

结合界面$ 影响界面形成的诸多因素中!金属材料

表面的物理特性是重要因素之一'II LI0(

$ 一些学者

)%GI)
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认为!植入材料表面的粗糙程度以及表面修饰后可

与骨结合更紧密!有助于骨结合界面的形成!其机制

是植入材料与骨界面之间的微观结构发生了改建!

此种改建是一个动态变化过程!当界面的机械负荷

"植入材料#增加!将力学刺激信号传导给效应细胞

"成骨细胞#!诱发了一系列相应的生物学效应以完

成成骨过程!首先是材料H骨界面活跃的成骨细胞分

泌细胞外基质蛋白"如 \*%R_%

#

型胶原%骨桥蛋

白%骨唾液蛋白等#参与成骨的信号传导!其次是激

活了转化生长因子H

'

"94376814.57NN41?9O 83<914H

'

!

VURH

'

#%骨形态发生蛋白" >17:.142O1N:7:95<241H

9:576! YD̀ 6#%胰岛素样生长因子"576B=57 =5@:N41?9O

83<914! ZUR#等参与新生骨的增殖和分化'I# LI&(

$

ÛW多肽是精氨酸H甘氨酸H天冬氨酸 # 个氨基

酸构成的短肽复合体!存在于纤连蛋白%骨桥蛋白%

骨涎蛋白等细胞外基质蛋白中!也是细胞外基质中

的组成成分!可作为细胞膜整合素受体与细胞外配

体结合的识别位点!当与细胞表面整合素蛋白结合

时!可促进细胞与细胞间黏附'I- LIJ(

$ 经过外源性

ÛW多肽表面处理后的植入材料既保留了原有的

理化性能及生物相容性!同时又赋予了新的表面活

性!能够更好地促进细胞的黏附!与周围组织发生牢

固而持久的结合$ 当材料表面 ÛW与细胞直接接

触后使界面没有其他成分介入!提高了材料H细胞界

面结合的成功率$ ÛW按其结构特点分为线性肽

和环状肽!大多数线性 ÛW肽在体内半衰期短!对

整合素受体亲和力低!容易被蛋白酶降解!环形

ÛW肽具有更高的受体结合特异性!与整合素的结

合强度是线形 ÛW肽的 I%% 倍$ 将环 ÛW吸附多

孔钽修饰其表面!能明显促进成骨细胞增殖%黏附和

铺展$ 但无论何种修饰物与植入材料的结合量!目

前对此均无精确%可靠的测量及计算方法$ 有学者

通过粗糙度测试仪测得涂层的厚度!间接推测涂层

材料的结合量'IG LIM(

$

本研究将环 ÛW肽处理多孔钽材料表面!在其

表面形成致密膜状结构!呈多孔状粗糙结构!进一步

增加了 ÛW与多孔钽接触面积!其后再将DU-# 成

骨样细胞与经环 ÛW多肽修饰后的多孔钽复合培

养!观察修饰前后钽H骨界面形成的微观形态变化及

细胞黏附率!结果显示!经不同浓度 ÛW多肽修饰

后多孔钽表面可见覆盖均质层状涂层结构!小孔稍

变浅!但相互连通的孔状结构仍清晰$ 成骨细胞在

与V3ÊUW复合之前其形态从小圆形状逐渐贴壁!

体积增大!形状为多角形或梭形!当与V3ÊUW复合

后胞体进一步增大!细胞伪足向四周伸展!与多孔钽

界面结合紧密!随着 ÛW修饰浓度的增加及 V3E

ÛWE成骨细胞复合时间的延长!细胞伪足进一步伸

展并附于多孔钽孔隙边缘!与钽表面结合紧密!或平

铺于孔隙表面或深入孔洞内部!胞突跨越钽间隙!胞

体覆盖大部分钽表面!相邻细胞相互融合$

植入材料表面的特性可直接影响细胞的黏附和

细胞的分化乃至于组织的愈合$ 由细胞表面整合素

受体调节的细胞与植入材料的黏附是一个复杂的过

程!细胞在材料表面的初期黏附决定了细胞其后的

铺展%增殖和分化$ ÛW修饰多孔钽对成骨细胞的

黏附具有促进作用$ 当细胞一旦接触到 ÛW修饰

后的钽表面时!成骨细胞膜上的整合素受体即可识

别材料表面的 ÛW短肽序列!从而加速了细胞的黏

附过程!而细胞铺展%延伸及体积增大则发生在细胞

黏附之后'0%(

$

本研究采用的多孔钽材料是我国具有自主知识

产权的骨移植金属材料!其粗糙的表面及内部丰富

的多孔状结构形成了良好的材料H成骨细胞接触界

面!十分有益于细胞的吸附$ 本研究各组 V3ÊUWE

成骨细胞复合后 0' O%'G O及 J0 O细胞黏附率均高

于未修饰组!但以 & NE/成骨细胞EV3ÊUW组在 'G

O时的黏附率最高!说明此种条件下 ÛW多肽在体

外通过改变多孔钽表面形貌!增加其粗糙度进而增

强了钽H成骨细胞界面黏附力!使细胞充分伸展!相

邻细胞突起融合%相互攀附!细胞生长及生物学行为

能更好的体现!同时!植入体内后也可增强钽H骨界

面的机械锁合作用!促进诱导骨整合作用$

本研究还通过免疫细胞化学方法检测成骨细胞

与钽界面相互作用后骨架丝状肌动蛋白 RH3<957%成

骨相关蛋白 \*%R_的表达模式!探讨成骨细胞H钽

界面相互作用后成骨分化过程中的分子机制!结果

发现!成骨细胞与 V3ÊUW复合培养后 'G O!& NE/

ÛW条件下!细胞黏附率达到最高时!RH3<957%\*%

R_蛋白均呈阳性表达!其中RH3<957 的表达最强!呈

丝状分布于胞质!并同细胞长轴平行一致$

细胞骨架是细胞内呈细丝纤维状结构的蛋白质

成分!通过膜蛋白感受细胞外基质变化从而激活胞

内信使!传递细胞内外信息!在基因及蛋白水平引导

相应基因表达%蛋白合成%细胞增殖%形态改变以及

细胞运动'0I(

$ 微丝蛋白 3<957 是细胞骨架的一部

分!其结构与膜性蛋白脂质结构"细胞膜及核膜#相

连接!参与维持细胞形态%分裂%细胞内物质转运及

信号转导功能!是细胞生长重要的内部环境基础$

细胞内3<957 包括聚合态"RH3<957#和游离态"UH3<H

957#$ 正常时细胞内两种 3<957 处于动态平衡状态!

)IGI)甘洪全!等" ÛW多肽修饰多孔钽对DU-# 成骨样细胞H钽界面形态及成骨因子表达的影响



当受到外界刺激后!细胞内游离 UH3<957 自身旋转!

骨架结构彼此结合%重排成为螺旋状微丝!即成为

RH3<957$ 细胞骨架与细胞的功能关系密切'00 L0#(

!成

骨细胞在成骨分化过程中胞体细长的胞突与相邻细

胞胞突通过细胞之间的缝隙连接融合成一体来感受

骨形成中外界力学变化!此时3<957结构发生重排而

成为RH3<957!介导了骨生成及骨重建$

R_同\*一样是由成骨细胞合成及分泌!对成

骨细胞黏附%增殖及
#

型胶原表达起到重要作用!同

时还具有多种生物活性!如促进细胞贴壁功能及细

胞代谢'0'(

$

本研究结果表明成骨细胞与V3ÊUW复合培养

后!当细胞黏附移植材料的过程一旦开始!即出现细

胞肌动蛋白RH3<957表达增强!使得细胞骨架发生了

改变及重组!将信息传递到细胞内!调控成骨基因的

表达!从而行使成骨功能$ 同时!我们认为成骨细

胞H钽界面的相互作用!在力学负荷调节的作用下RH

3<957重组也促进了成骨细胞形态变化!从而促进了

成骨蛋白 \*%R_的表达!骨基质矿化速度加速!细

胞增殖%代谢加速及
#

型胶原表达增强$

综上!本研究将生物活性多肽 ÛW与多孔钽复

合可以促进成骨细胞对多孔钽等生物材料的黏附!

使成骨细胞变形%延展!从而促进多孔钽H骨界面骨

整合作用!本研究前期的实验证实了多孔钽材料动

物骨内植入具有良好的生物相容性!可促进宿主骨

长入内部孔隙结构!促进骨组织和小血管内生性生

长!使材料与宿主之间产生稳定的连接及骨整合$
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