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目的 :探讨是否可 以通过使 用条件培养液 (CM)和 引导 骨再 生 (GBR )技术加速 骨再生 。材料与方法 :cM

取 自大 鼠骨髓基质干细胞 旧MSCs)。CM被 固定在聚乳酸
一
经基 乙酸共聚物 (PLGA)膜上 ，该膜需用 0.smol/L

氢氧化 钠 (Na0H) 处理 以提 高 亲水 性 。实验分 为 4个组 :尸LGA膜 处理 ①磷酸盐缓 冲液 (尸日s 户Bs一M)

② PBS和 0.smol/L Na0H (亲水 性处理 :PBS
一HM) ③ CM(CM一M) ④ CM 和 0 smo}/L Na0H《CM一HM)。通

过扫描 电镜 观察 这些 实验 性膜 。液相色谱
一
串联 质谱 法 (LC/MS/Ms) 测定 固定在 PL GA膜 上 的来 自骨髓 间

充质 干 细胞 表达 的蛋 白。细胞 增殖 实验 和碱 性磷酸 酶 (ALP) 活 性测定 分 析 CM 对 骨髓 间充质 干细胞 活 性 的

影 响 。实验 性膜 被移 植 到 大 鼠颅 骨 骨缺 损模 型 。移 植 4周 和 8周 后进 行 显微 C下和 组织 学 分析 。结 果 :来 自

骨髓 间充质 干细胞 的 CM 可 固定于 尸LGA膜 上 。PL GA膜 的亲水处理 可增 强 CM 的 固定 。LC/MS/MS分 析 表

明 ，在 尸LGA膜 表面 的 固定 化 蛋 白质 属于 细胞 外基 质 蛋 白 ，如胶 原蛋 白、核心 蛋 白多糖 、纤 连 蛋 白。CM 里

从 尸LGA膜释放 出的蛋 白质 可 以促 进 大 鼠骨髓 间充质 干细胞 的细胞 增殖 和碱 性磷酸酶 活 性 。被 CM一日M 处

理过 的骨缺 损 区域 新 骨形成 明显 高于被其他 组膜 处理 对应 的骨缺损 区域 。结论 :PL GA膜 经 。，sm。}/L Noo日

和 CM 处理后可促 进此 大 鼠颅 骨缺 损模 型 的骨再 生 。

条件培养液 ;引导骨组织再生 ;组织工程
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引言

大范 围骨 缺损是种植 体 外科手 术 中面临的主要

l嘀床 问题 。拔 牙后骨 丢 失可能是 l幻于 牙周 炎和根部

病变 引起 的儿种病 理 的结 果 。特 另lJ是 ，如果是在拔

牙区域 的 口腔豁膜表 面 ，拔 牙后杯状骨 丢失就 会 发

生 。这 种骨 条件难 以插 人植 体 。与组 织工程 技 术相

结 合 的生物 材料 ，在新骨 形成方 面显 示 出令人鼓舞

的成果 。在这 些情 况下 ，引导骨再 生 (GBR)在 牙

种植部位 裂开 可 以预 见支持 新骨 形成 ，被认 定 为护

理标 准 。

许多高分 子材料 已被用作 GBR膜 ，从应用不可

吸收聚 四氟 乙烯 到可吸收 聚乳酸 、聚乳酸
一乙交醋

(PLGA)、胶原。可吸收膜 由于其 比不可吸收膜具

有更高 的生物相 容性 而越 来越受青 睐。此 外 ，因为

它 们 完 全降解 ，所 以不需要 外科手 术移 除。 已经有

大量 的骨 愈合过程 的研 究 ，并且 技 术 已被开 发用于

校正骨 缺损 ，包括 使 用几 种类 型 的移植物 、膜 ，以

及两者 的结 合 使用。许 多骨 替 代材 料的使 用是根据

它 们 的骨 传导和骨 诱导性 能 ，使 用异体移植据 报道

有 积极 的结 果。然而 ，异 种移植 有 由未知 的病 毒 和

细菌引起感染的风险。GBR膜处理通常包括
一
个 12

周恢 复骨 丢 失的周期。除 了其 传统 作为
一
个屏 障的

被动角色 ，下
一
代的 GBR膜应促进骨再生过程。

一

些生物材料 和 蛋 白质 ，如 人 牙本质基质 蛋 白、冻干

牛骨 、肥大软骨 细胞 一外基 质 、釉基质衍生物 、重

组 人生 长激 素 和血 管 内皮生 长 因子 (VEGF)，通 过

与膜结 合 以减 少愈合 时 间 ，促进骨 再生量 。这 些 生

物分子促进骨 再生 ，因为它 们潜在地 促进骨髓 间充

质 干细胞增 殖 以及 向成骨 细胞 的分化。然而 ，在移

植 区域 和复杂 的 外科手 术 中，膜和生物 分子 的结 合

需要 支架。为 了克服这 些 并 发症 ，涂有磷 酸钙钠 的

GBR膜 (Lactosorb) 被研 究运 用于特定大小的缺损

模型 ，并且展现出更高的骨再生潜力。近年来 ，在种

植体和 牙周治疗领域 ，各种生物分子 已被固定于钦植

体上 和 GBR膜 ，分别显示种植体周 围骨愈合 良好。

条件 培 养 基 (CM)是 由培 养 细胞 分 泌 的蛋 白

质 ，如细胞 外基质 蛋 白、蛋 白酶 、生 长 因子 、蛋 白

激素 、免疫调 节 细胞 因子 ，趋 化 因子 ，或其他对靶

细胞表 型有直 接 影 响的生物 活性 分
一
子。因此 ，来 自

骨髓 间充质干 细 胞 CM 含有胰 岛素样 生 长 因子 1、

肝 细胞生 长 因子 、血 管 内皮生 长 因子和转化生 长 因

子 口1，这 些 生 长 因子通 过 影响细胞 的增 殖 和 分化

进而促进骨再生 。

我 们 研 究 固 定 在 PLGA 膜 的 条 件 培 养 基 。 用

o.smol/L氢 氧 化 钠 (NaOH) 对 PLGA 膜 进 行 亲

水处理 ，可 促 进 CM 的 固 定 ，因 为亲 水性 处理 对 蛋

白 药 物 递 送 有 积 极 影 响 。 液 相 色 谱
一
串联 质 谱 法

(LC/MS/MS) 测 定 在 PI石 A 膜 上 的 蛋 白质 。 扫

描 电 子 显 微 镜 观 察 在 PLGA 膜 表 面 的 被 荧 光 纳 米

晶标 记 的 CM 。首 先 ，固定 在 PLGA 涂层 的培 养 皿

的 CM 可 促 进 大 鼠 BMSCs体 外细 胞 增 殖 和 成 骨 分

化 。其 次 ，利 用 大 鼠颅 骨 临 界骨 缺 损 模 型 ，对 比在

非 CM 固定 膜 的骨 缺 损 区域 ，在 CM 固定 的 PLGA

膜 下方 ，骨 缺损 区域 充满 了更 多新 形成 的骨 。

2 材 料 与 方 法

2.1 大 鼠骨髓 间充质 干 细胞 的分 离

无 菌 条 件 下 ， 从 4周 龄 SD 大 鼠 获 得 骨 髓 标

本 。根 据 以往描 述 的方 法 进 行 骨髓 间 充 质 千 细 胞 的

分 离 。供 体 大 鼠用 过 量 戊 巴 比妥 处 死 ，解 剖 胫 骨 和

股 骨 。 刮 去 附 着 的 肌 肉 后 ，切 断 骨 骼 的 两 端 ，磷

酸 缓 冲 液 (PBs) 冲 洗 出骨 髓 。骨 髓 组 织 标 本 经 移

液 管 捣 碎 ，再 通 过 100 抖m 尼 龙 滤 网 过 滤 (Becton

Dickinson) 。 悬 浮 液 离 心 ， 获 得 的 细 胞 悬 浮 在 含

10% 的胎 牛 血 清 、1% 青 霉 素 和 链 霉 素 的 DMEM 培

养基 中培 养 。24 h后 ，更换培 养基 ，移 除悬 浮 细胞 。

当贴壁 细 胞生 长至 汇合 ，胰 蛋 白酶 消化 和 传 代 。

2.2 来 自于 大 鼠 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 的 条 件 培

养 基 CM 的 制 备

第 二 代 BMSCs接 种 于 10cm x10cm 的培 养 皿 。

PBS洗 涤 融 合 细 胞 。 添 加 10ml无 血 清 DMEM 培 养

液 ， 细 胞 额 外 培 养 48 h。 收 集 培 养 基 ， 150Orpm 离

已、巧min 。 所 得 到 的 _L清 液 中含 有 CM 。 利 用 BCA

法 测 定 CM 的 蛋 白质 含 量 。

2.3 PL GA膜 的 制 备 及 其 CM 固 定 化

在 无 菌 条 件 下 ，PLGA 膜 (GC 公 司 的 膜 ) 切

成 10mm 直 径 ， 然 后 将 膜 分 成 4片 。 第 1片 浸 泡 在

PBS(PBS
一M ); 第 2片 室 温 下 浸 泡 在 经 o.smol/L

NaOH 亲 水 处 理 smin的 PBS(PBS
一HM ); 第 3片

浸 泡 在 CM (CM
一M );第 4片 浸 泡 在 室 温 下 经

0.smol/L Na0H 亲 水 处 理 smin 的 CM 中 (CM
一

HM )。PLGA 膜 在 PBS或 CM 中 37℃培 养 24h。

2.4 LC/MS/MS

被 分 开 的 PLGA 膜 首 先 被 含 有 30 % 乙 睛 的
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100协1 25mmol/L碳 酸 氢 铰 (NH4HCO3)(体 积 /

体 积 ) 洗 两 次 共 Zomin， 然 后 在 cvE一3100离 心

蒸 发 器 干 燥 (Tokyo Rikakikai)。来 自 CM一M 和

CM一HM 的 蛋 白 质 消 化 是 通 过 在 SOmmol/L碘 乙

酸 胺 (W ako)/IO0mmol/L NH4HCO;(pH 7.8)中 ，

使 用 100林1 20尽g/ml测 序 级 胰 蛋 白 酶 (Promega

公 司 )水 化 凝 胶 块 lh 37 ℃ ，并 加 人 25 mmol/L碳

酸 氢 铰 (NH4HC03)100以l，37oc孵 育 过 夜 。室 温 下 ，

0.1% 三 氟 乙 酸 及 60% 乙 睛 取 萃 取 肤 类 20 min 。 肤

样 品 在 离 心 式 蒸 发 器 中 干 燥 。AMR 进 行 肤 质 量 指

纹 图谱 检 测 。 肤 质 谱 被 用 来 生 成 的 肤 质 量 列 表 ，用

于 通 过 Mascot搜 索 引 擎 (w、vw.matrixscience.

co m ) 查 询 瑞 士 Prot蛋 白 质 库 (限 于 哺 乳 动 物 蛋

白 )。搜 索 参 数 设 置 为 允 许
一
个 胰 蛋 白酶 裂 解 的误 差 ，

6100 ppm 的 质 量 公 差 和 蛋 氨 酸 残 基 氧 化 。 当被 鉴 别

的 蛋 白 中 的 4个 或 者 更 多 的 肤 键 在 Masco t搜 索 引

擎 中 产 生 的 Mowse 值 具 有 统 计 学 意 义 时 ，被 鉴 别

的 蛋 白会 被 接 受 。

点 标 记 的 CM 固 定 在 PLGA 膜 上 。 处 理 后 的 膜 在

37 ℃体 外 含 lml Z% 牛 血 清 白 蛋 白 的 PBS中分 别 摇

匀 孵 育 Oh、3h、6h。 通 过 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜 观 察

固 定 在 PBS一M 、PBS
一HM 、 CM

一M 和 CM 一HM

膜 上 的 CM 。 随 机 选 择 的 位 置 上 进 行 荧 光 显 微 镜 成

像 。

2.5 CM 固定 化膜 的 扫 描 电镜 分 析

不 同 处 理 的 膜 被 固 定 于 2.5% 戊 二 醛 固 定 ，

S一8005 SEM (Hitachi)观 察 其 表 面 拓 扑结 构 。

2.6 量 子 点 标 记 CM 中 的 荧 光 蛋 白

根 据 以 前 的 报 告 ，525 IT K 氨 基 (聚 乙 二

醇 ) 量 子 点 和 655 梭 基 量 子 点 (Invitroge n) 标 记

CM 。 简 而 言 之 ，25抖18尽mol/L量 子 点 ， lmg/耐

CM ，lml IOmmol/L硼 酸 盐 缓 冲 液 ，pH 7.4，5.7林l

IOmg/m1 3
一 乙 基 碳 二 亚 胺 (Sigma

一Aldrich)

作 为 交 联 剂 进 行 混 合 ， 室 温 轻 轻 搅 拌 lh。 被

PBS一M 、 CM
一M 和 CM 一HM 处 理 过 PLGA 膜 浸

泡 在 量 子 点 混 合 试 剂 中 37 ℃ 24 h，量 子 点 标 记 的

PBS作 为 对 照 。

2.9 细 胞 增 殖 和 碱 性 磷 酸 酶 活 性 测 定

PLGA 粒 子 (W ako) 用 与 制 备 膜 相 同 的 方 法

处 理 ， 分 为 4个 实 验 组 :PBS
一M 、PBS

一HM 、

CM 一M 和 CM 一HM 。 将 大 鼠 骨 髓 间 充 质 干 细

胞 (sxlo
，
细 胞 ) 接 种 至 六 孔 板 。 经 PBS一M 、

PBS一HM 、 CM
一M 和 CM 一HM 处 理 的 PLGA

粒 子 (100 mg) 置 于 细 胞 培 养 板 上 (Becton

Di ck inson) ，分 别 置 于 六 孔 板 用 于 培 养 大 鼠骨 髓 间

充 质 干 细 胞 。 然 后 ， 细 胞 培 养 ld 、7d和 14d。 使

用 含 1% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 液 。培 养 的 细 胞 用

0.05 % 胰 蛋 白酶 乙二 胺 四 乙 酸 处 理 ，细 胞 数 通 过 血

细 胞 计 数 仪 (LMS) 测 定 。

37 ℃ 定 量 测 量 Milli一Q 超 纯 水 15min 内 以快 速

对 硝 基 苯 磷 酸 片 (Sigma) 为 基 板 测 量 对 硝 基 酚 片

碱 性 磷 酸 酶 活 性 。通 过 在 波 长 为 405 nm ，第 1天 、

第 3天 、第 7天 、第 10天 和 第 14天 (Bio
一Rad)，

测 量 吸 光 度 ，测 定 未 反 应 的对 硝 基 苯 酚 的量 。

2.10 动 物

购 买 于 Crea Japan的 雄 性 SD 大 鼠 24只 ，体

重 300 一 3509。动 物 的选 择 和 管 理 ，外 科 手 术 和 准

备 工 作 遵 循 由 日本 古 屋 大 学 的 机 构 动 物 护 理 和 使 用

委 员会 批 准 的例 程 。

2 7 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 分 析 PLGA膜 荧 光

标 记 的 CM

使 用 蔡 司 Zeiss LSMS Pascal共 焦 扫 描 显 微 镜

头 安 装 在
一
个 配 备 x40 目的 倒 置 显 微 镜 得 到 共 聚

焦 荧 光 图像 (Zeiss Axiovert 20OM )。荧 光 强 度 采

用 Zeiss 软 件 分 析 ， 随 机 选 择 的 位 置 上 进 行 荧 光 显

微 镜 成 像 。

2.8 体 外 CM 固定 化 PLGA膜 上 CM 的释 放

PLGA 膜 切 成 smm xsmm 。 如 前 所 述 ， 量 子

2.11 体 内外 科 手 术

成 年 雄 性 SD 大 鼠使 用 异 氟 醚 (5% 诱 导 ;2.5%

维 持 ) 麻 醉 ， 并 在 术 前 使 用 盐 酸 利 多 卡 因 进 行 疼

痛 缓 解 。手 术 部 位 进 行 搔 刮 和 消 毒 。沿 头 皮 中线 作

直 线 切 口 ，暴 露 软 组 织 和 骨 膜 。在 顶 骨 位 置 ， 以 矢

状 缝 为 中心 线 ，作
一
个 圆 形 、直 径 为 smm 的 全 层

骨 缺 损 ，使 用 骨 钻 杆 (GC Corp) 的 同 时 用 生 理

盐 水 冲 洗 ， 并 且 避 免 硬 脑 膜 穿 孔 。 缺 损 部 位 用 大

量 生 理 盐 水 冲 洗 并 且 把 膜 置 于 缺 损 部 位 (第 1组 :

PBS一M ;第 2组 :PBS
一HM ;第 3组 :CM一M ;第

4组 :CM一HM )。使 用 4一O尼 龙 线 (GC Corp)

缝 合 缺 损 部 位 区域 软 组 织 。 膜 植 人 术 后 第 4周 、第

8周 ，在 全 身麻 醉 状 态 下 ，用 200 mlPBS缓 冲 液 处

2夕O
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死 大 鼠 ， 使 用 200，111 4叮，(重 量 / {本积 ) 含 PI3S 的

多 聚 甲 醛 液 进 行 灌 泪 固 定 。 随 后 ， 到l织 样 品 立 即 使

用 401丁114伙，多 聚 甲 l徉I，
，、l定 ，4C 2411。

2.12 新 骨 形 成 的 评 价

I，I弓S清 洗 骨 少乍少}存 放 在 4C。 X 线 断 层 JI描

(尽C川 分 析 使 川 体 内 的 微 塑 X 自寸线 C
尸
l
’
系 统

R :11C
r
l
、
2 (工之lgaku)，1乙 55 kVI〕，1 1()9尽A，像 索

=21卜。丁11。 缺 损 中 毛·处 己〔径 为 8:11，l、、 高 度 为 l工11:，l

的 区 域 代 表每 个 样 本 ， 使 用 下 !flI的 分 割 参 数 进 行

分 析 : 。 1.2， 支 持 2， 阑 值 143。 创 建 代 表

膜 下 区 域 的 3D 虚 拟 模
了
牲并 使 用 微 视 3D 图 像 处 理

软 件 (尺igaku)又见察 。 使 用 相 同 的 软 件 定 量 钙 化 lflJ

积 。 新 什 形 成 区 域 确 定 方法 如 下 :新
·
}于形 成 区 比仇

(%) (标 准 smlll 圆 形 透 亮 区 颅 骨 缺 损 乒术

后 4J俨d干118周 透 亮 IK)火10()/标 之作 8:11nl圆 形 透 完

区 。经 过 X 线 分 析 后 ，弓十块 在 莫 尔 斯 洛 液 脱 钙 ，4C

14d。 头于个标 本 从 骨 缺 损 中 心 分 成 两 部 分 并 石 蜡 包

埋 。 为 厂确 定 新 骨 形 成 的 面 积 ，衍 两 个 从 中 央 部 分

被 分 开 的 植 人 物 ，切 割 15 个 连 续 切 片 (5尽m)。在

每 个 实验 组 和 时 间点 ，从 30 个切 片 中随机 抽 取 5片 。

被 选 的 5片 用 苏 木 精 和 伊 红 染 色 .l&E)，使 )}J

BZSOO()荧 光显 微 镜 (Keyence)观 察 。Inlage J软

件进 行 图像 分 析 (美 国 「l;J立 卫 生 研 究 院 ，贝塞 斯 达 ，

马里 兰 州 )。简 单 地 说 ， 曾、面 积 对 应 整 个 原 始 手 术

缺 损 区 域 。 在 曾、面 积 的 范 围 内 ，新
厂
仁骨 区.按 曾、而 积

的
一
个部 分 进 行 i则量 和 计算 。缺 陷 中再 生 骨 的 测 最

用 平 均 l!l分 比表 示 。 新 形 成 的 骨 组 织 区 域 进 行 手 动

划 定 ，然 后 仁方微 米 i则量 。 缺 陷 闭 合 的 量 也 是 测 最

从 缺 损 边 缘 向 中 自的 组 织 的 长 度 ，然 后 归
一
化 到 枯

个 长度 的 缺 陷 。数 据 报 告 为三 个 不 同的 样 本 (l: 3)

的 平 均 标 准 偏 差 。 使 川 力
一
差 分 析 进 行统 计 分析 ，随

后 B()11fel
，
10111进 行 校 J王:。尸<0.05不IJ尸<0.01时 ，

试 验 组 间 的 差 异 有 统 计学 意 义 。

3 结 果

3.1 条 件 培 养 基 固定 化膜 表面 的扫描 电镜 表征

图 l显 示 了 在 这 项 研 究 中 使 用 实 验 膜 的 微 观

图 1 有无 闪。O日和 CM 处 理 过 的 PL GA膜 扫描 电子显微 照片 。、e 未处 理 的膜 未处 理 的膜 表面平坦和光滑 匕、fNa O日处理 过

的 户L6A月莫 可见 人 工 划痕和 裂缝 c gCM 固定化 队 GA膜 在 高倍 镜下可见 均 匀的纳 米级粗糙 度 :d、卜闪。O日和 CM 处理 过 的

孔GA膜 ，可见 人 工 划痕 和裂 缝 在高倍 镜下，可观察 到异 构聚 集 〔原始放 大率 x3OO0(。一d) 川 5000(e一h}]

2夕1
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结 构 。PBS
一M 组 显 示 人 工 结 构 和 光 滑 的表 面 ，但

没 有 纳 米 纤 维 成 分 和 孔 隙 结 构 (图 1a 和 图 le) 。

PBS一HM 组 形 貌 可 见 人 工 划 痕 和 粗 糙 的 表 面 (图

1b 和 图 1f)。此 外 ，在 CM一M 组 表 面 观 察 到 颗 粒

结 构 (图 Ic) 。高 倍 镜 下 观 察 可 见 微 球 (图 19)。

在 CM一HM 组 表 面 出现 宽 的裂 纹 (图 ld)，但 没有

观 察 到 其 完 整 的部 分 。在 较 高 的放 大 倍 率 下 ，发 现

沟道 结 构 和 微 球 (图 lh) 。这 些 结 果 表 明 了 CM 固

定化 和 0.smol/L NaOH 处理 后 的膜表 面 形 貌 的变

化 。

2e 和 2f)。CM
一M 剖 视 图 显 示 荧 光 信 号 垂 直 重 叠

(图 29)。对 CM 一HM 荧 光 信 号 比 CM一M 更 加

强 和 更 广 泛 的 (图 Zd) 。CM
一HM 剖 视 图 显 示 ，

相 比 于 CM 一M ， 膜 中 心 产 生
一
个 强 烈 的 信 号 (图

Zh)。这 些 结 果 表 明 ，包 含 在 CM 的 蛋 白 质 被 固 定

在 PLGA 膜 上 。

3.2 通 过 LC/MS/MS检 测 CM 固 定 在 PLGA

膜上 的蛋 白

使 用 LC/MS/ MS在 CM 组 检 测 到 约 600 的 蛋

白质 ，与 PLGA膜表 面几 乎 同样 多。有趣 的是 ，在

PLGA膜表 面 的蛋 白也在 CM 上 检 测 到。这 些 生 物

分子包括细胞外基质 ，信号转导 ，蛋 白质的合成和加

工 以及生长因子蛋 白。特别是对胶原蛋 白，蛋 白多糖

和纤连蛋 白这些骨 头的构成成分进行检 测 (表 1)。

3.4 体 外 PL GA膜 CM 释 放 动 力 学

通 过 量 子 点 标 记 使 得 CM 在 PLGA 膜 残 留 可

视 化 。 在 PBS一M 组 (图 3a， 3e和 31) 和 PBS一

HM 组 (图 3b， 3f和 3j)，红 色 信 号 指 示 在 任 何

时 间 点 观 察 不 到 固 定 化 。 另
一
方 面 ， 红 色 信 号 是

由 CM 一M 组 (图 3c， 39和 3k) 和 CM一HM 组

(图 3d，3h和 31)所 产 生 的 ，然 后 强 度 逐 渐 减 轻 。

oh和 3h 的 孵 育 后 ， 来 自 CM一HM 组 的 红 色 信 号

高 于 CM 一M 组 (图 3c， 3d， 39和 3h);然 而 ，

孵 育 6h后 红 色 信 号 消 失 。 这 些 结 果 表 明 ， 固 定 于

PLGA 膜 上 的 CM 在 6h 内 完 全 释 放 ，从 而 表 明 ，

CM 的释 放 是 由 PLGA 降 解 控 制 的 。

3.3 固定 在 PLGA膜 上 CM 的蛋 白质成 像

CM 含 有 大 量 来 源 于 大 鼠骨 髓 间充 质 干 细 胞 的

蛋 白质 ;因此 ，假 定 固定 在 PLGA 膜 的成 分 是 蛋 白。

研 究 包 含 在 CM 的 蛋 白质 是 否 被 固 定 在 PLGA 膜

上 ，以量 子 点 标 记 ，使 用 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜 分 析 。

膜 的 三 维 荧 光 图 像 为 图 2a 一
图 2d 。 虽 然 CM一M

组 显 示 稀 疏 的 荧 光 信 号 (图 Zc) ，但 是 PBS一M 组

和 PBS一HM 组 都 没 有 荧 光 信 号 (图 2a ，Zb，

3.5 细 胞 增 殖 和 碱 性 磷 酸 酶 活性 测 定

为 了探 讨 CM 固定 在 PLGA 膜 上 是否 影 响骨髓

间 充质 干 细胞 的功 能 ，测 定 细胞 增 殖 (图 4a) 和碱

性 磷 酸 酶 活 性 (图 4b) 。培 养 ld 后 ，在 CM一HM

组 的 细 胞 数 显 著 高 于 在 PBS一M 组 和 PBS一HM

组 ; 此 外 ， 经 过 7d的 培 养 ，CM
一HM 组 的 细 胞

数 更 是 显 著 高 于 其 他 3个 实 验 组 。 经 过 14d的 培

养 ，在 CM一HM 组 细 胞 数 显 著 高 于 在 PBS一M 组

表 1 在 队GA膜上 CM蛋 白的鉴定表

胶 原 a一1链 前体 (l) NP 445756 5.71/137 953.45 10q31 SGEYW IDPNOGCNLDAIK

胶原 详一1链前体 (lI) NP‘037061 压 46 /134 01 7q36
DGEPGTPGNPGPPGPPGPPGPPGLGGGNFAAQM

AGGFDEK

曰
星

24

13

33

13

子

如

如

gq

7q

分

八

匕

八

O

二
J

O

n
︺

1

，
了

1

只
︺

Q
曰胶 原 a一1链前体 (XXVll)

胶 原 以一2链 前 体 (l}

NP 942042 73/187 DGYPGPLGLDGKPGLPGPK

N户-445808 9.39/129 564 GPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNVGPAGK

纤连蛋白 NP 062016 44/272 446.09
DLQFVEVTDVK

VDVLPVNLPGEHGOR

核心蛋白聚糖 NP_077043 8.96/39 8Q5.10
ISPEAFKPLVK

TSYTAVSLYSNPVR

CM 条 件 培 养 液 ;PLGA 聚 乳 酸
一
轻 基 乙酸 共 聚 物 ;PI.等 电点 ;MW
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中国口腔医学继续教育杂志

}厂

一 一 一



中国口腔 医学继续教育杂志 2016 年 11 月 第 19 卷 第 6期

图 2 荧 光 共焦 显微 镜 分 析 尸L已A膜 上 的蛋 白 在 指 定 的 CM 表面 上 37C孵 育 24日后 的三维 荧光 图像 红 色通 道显 示 的是

尸匕GA膜 上 c阿 的蛋 白

图 3 C刚 囚定化 尸 ‘A月负体外试验表 明 所表示的时间段华 量子点纳米晶体标记的 C网孵育于 2% 牛血清 白蛋 白红色信

号表 明 CM 是 囚定在 只〔八}JM上 厂且减少时问依赖性

和 I〕l玉5 IIM 组 ， j{
几
}}.1

’135 于IM 夕}I不IICM M 夕】}

细 胞 数 牡 片 泊，厂 111 粥 M 组 。 培 养 l(l 后 ， 八工尸 活

性 在 4 个 实 验 组 之 lJlJ 旅 异 小 显 片。 经 过 7d 的 培

养 ， CM llM 组 八11’补个卜}tll戈艺
一
泊JJ

几
l’比S一M 到l和

PBS IIM 组 。 经 过 l4(}的 培 养 ， CM IIM 组 八l!)

活 性 !，;(沂
一
，;汁JJ

几
其 他 3 个公呀验 组 。 这 此 结 果 表 明 ， 结

合 CM 固 定 化 和 亲 水 处 理 ，!丁影 响 人 鼠
·
}
’
1
·
髓 问 充 质 !

几

细 胞 的 细 胞 增 殖 和 碱 性 磷 酸 酶 活 性 。

3.6 通 过 、，c丁证 实 与 定 量 分 析 钙 化 体 积

采 川 衣，CF对 实 验 乍17、鼠 模 型 顿
·
}
’
1
‘
】几新 形 成 钙

化 组 织 的 :维 结 构 进 行 评 价 。 排 个 实 巧佘模 型 进 行 2

个 时 间 点 的 分 析 : 支 架 杭 人 4周 和 刚 .巾而。 图 5{!，(

示 了 :维 月C
厂
F分 析 结 果 ， 发 现 钙 化 到i织 量在 对 照

组 和 实 验 组 (PHS M ， CM一M 、 CM 日M )的 变

化 。 在 协 种 情 况 下 竹 修 复 的 程 度 都 表 现 在 相 应 的

卜，C工
’
}冬】像 1几。 植 人 )l亏4].勺的 头」汾 }

’
{
，
视 咚队己示 ， 在

2夕3
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图 4 大 鼠骨髓 间充质 干 细胞 在 采 用 NoO日和 CM 处理 的 PL GA涂 层 上 细胞 增 殖 和碱 性 磷 酸 酶 活 性 口a 大 鼠 骨髓 间充 质 干 细

胞 在 尸BS一M 组 pBS一日M 组 CM一M 组 和 CM一日M 组 细胞 增殖 测 定 ，CM
一日M 组 大 鼠骨髓 间充 质 干 细 胞 细胞 数 在 所 有 时 间

点 均 显 著 高于 尸BS一M 组 和 PB S一HM 组 ;匕 大 鼠骨髓 间充质 干 细 胞 ALP 活 性 的测定 CM一日M 组 ALP 活 性 在所 有 时 间点 均 显

著 高 于 PBS一M 组 和 PBS一HM 组

CM 一M 组 和 CM 一HM 组 的 缺 损 面 积 减 少 (图 sb

和 sc) ，被 骨 样 组 织 取 代 ， 而 PBS一M 组 下 的 缺 损

面 积 仅 有 稍 微 的 改 变 (图 5a )。这 些 照 片 显 示 4周 后 ，

相 对 于 CM 一M 组 和 PBS一M 组 ， 在 CM 一HM 组

有 更 广 泛 的 骨 样 内 突 形 成 。 然 而 ，术 后 8周 ，观 察

到 与 CM 一HM 组 和 PBS一M 组 对 比 ， CM
一M 组

有 更 广 泛 的 骨 样 内 突 (图 59、 5e 和 sf) 。图 6显

示 4周 和 8周 后 缺 损 空 隙 体 积 的 变 化 。 钙 化 体 积

在 4周 和 8周 后 ，PBS
一M 组 分 别 增 加 至 8.1% 和

15.8%， 在 PBS一HM 组 分 别 是 9.5% 和 21.6%。

在 CM 一M 组 ， 钙 化 体 积 略 有 上 升 ，4周 后 和 8周

后 分 别 为 14 .5% 和 24 .1%。 即 使 CM 一HM 组 增

加 了 亲 水 化 处 理 ， 钙 化 体 积 略 有 上 升 ，4周 后 和

8周 后 分 别 为 22 .7%，26 .9%。 在 CM 一HM 组 ，

第 4周 骨 缺 损 的 阻 射 性 明 显 高 于 其 他 3组 。 此 外

第 4周 在 CM 一M 组 ， 骨 缺 损 阻 射 性 高 于 PBS一M

组 和 PBS一HM 组 。 植 人 术 4周 后 PBS一M 组 和

CM 一HM 组 之 间 的 差 异 具 有 统 计 学 意 义 。 术 后

8周 ， 在 CM 一HM 组 ， 骨 缺 损 阻 射 性 明 显 高 于

PBS一M 组 和 CM 一M 组 。

3.7 组 织 学 分 析

图 6是 体 内样 本 的组 织 学 图像 。植 人 术 后 4周 ，

在 PBS一M 组 和 PBS一HM 组 ，缺 陷 仅 有 部 分 恢 复 ，

一
些 组 织 内 突 朝 缺 陷 中 心 和 缺 陷 里 的 膜 结 构 生 长

(图 6a和 6b)。然 而 ，缺 损 内没有 骨 组 织 形 成 的迹 象 。

另
一
方 面 ，在 CM一M 组 和 CM一HM 组 的 缺 损 边 缘

可 观 察 到 某 种 程 度 的 新 骨 形 成 (图 6c 和 6d)。对 比

于 PBS一M 组 和 PBS一HM 组 ，在 CM一HM 组 的 新

形 成 骨 组 织 中 可 见 成 熟 的 钙 化 (图 6d)。植 人 术 后

4周 ，高 倍 镜 下 观 察 ，在 CM一M 组 和 CM一HM 组

下方 ，可 见新 骨 的 形 成 和 钙 化 结 节 (图 69和 6h) ，

但 明 显 的 骨 样 组 织 并 未 见 于 PBS一M 组 和 PBS一

HM 组 (图 6e 和 6f)。植 人 术 后 8周 ，新 骨 形 成 见

于 4个 组 (图 61，6j，6k和 61)。此 外 ， 所 有 实 验

组 的膜 结 构 均 遗 留于 新 生 骨 和 骨 缺 损 里 。高 倍 镜 下 ，

植 人 术 8周 后 在 所 有 的 3个 样 本 观 察 到 新 骨 形 成 (图

6m ，6n ，6o 和 6p)。PBS
一M 组 新 形 成 的 骨 组 织 学

与 其 他 3组 相 比 ，是 不 成 熟 的 ， 因 为 在 钙 化 结 节 中

未 观 察 到 骨 细 胞 (图 6m)。

图 7所 示 为 测 量 样 品 的 骨 形 成 面 积 。 植 人 术

后 4周 ，PBS
一M 组 和 CM一HM 组 的 结 果 明 显

2 夕 4
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图 5 术 后 4周 和 吕周 典 型 的 影

像 学 图像 。、e尸日三处 理 过 的 膜

匕、f 亲 水 性 尸已吕处 理 过 的 膜

:、g C同 处 理 过 白勺膜 d.卜 亲

水 性 C刚 处 理 过 的 膜 .· 手 术 部

位 的 x线 断 层 扣 描 图 像 评 价 钙

化 组 织 区域

下 同 (分 别 为 16.9 ，和 26.7
。
神 。 位 人 8 周 后 ，

CM 一IIM 雪}I新 胃
，
形 成 l(11不只 (34.9伙!)， l七琪冬他 3夕l[

吏 高 (了1 1
’
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图 6 组 织 学 分 析 大 鼠 颅 骨 模 型 植 入 术 后 的 新 骨 形 成 。、 e、 .、 m 植 入 尸Bs 一M :b、 f、k、n植 入 尸Bs 一日M

CM一M ;d、h、 !、p植 入 CM一日M ; a一h是 外 科 处 理 后 4周 i一p是 外 科 处 理 后 8周 。 箭 头 指 示 缺 陷 边 缘

。植 入

申
*

‘。
月一 止

二
3
州 ， .-J下.

一谧 君

熬

4 8周
图 7 骨再生区的组织学分析 (表示为 占总骨缺损面积 的百

分 比)*P<0.05

养基的无机成分 。

CM 也包含 了由骨髓 间充质干细胞分泌至培养

基上清的蛋 白质 。在前人报告 中，人骨髓 间充质干

细 胞 的 CM 包 含 细 胞 因子 ，生 长 因子 和 细 胞 外 基

质 。为 了检 测 CM 固定化 PLGA膜 的蛋 白质 ，使用

量 子点标记 蛋 白质 并用激光共 聚焦显微镜观察 。在

PLGA膜表 面观察 到荧光 标记 的蛋 白质 ，表 明它 们

被 固定在 PLGA 膜上 。此 外 ，CM一HM 较 CM一M

的荧光信号宽 ，表 明大量 的可溶性 蛋 白结合 至亲水

处 理 的膜 上 ，因为 CM一HM 表 面 比未 处 理 膜 更 具

亲 水 性 。此 外根 据 SEM 图像 可 见 ， 由于 亲 水 性 处

理 过 的膜变得粗糙 ，其表 面积 也增 加 。另
一
方 面 ，

CM一M 和 CM一HM 的荧光信号 的厚 度 没有 明显差

异 ，提示包 含在 CM 的蛋 白质 不能穿透 膜 而是仅局

限在 其 表 面 。释 放 试 验 显 示 ，CM 是 仅 在 6h内完

全释放 ，表 明包含在 CM 的蛋 白释放 是 由 PLGA 降

解控 制 。在 以前 的报告 中 ，PLGA 微球 曾被 作 为运

载控 制血 管 内皮生 长 因子释 放 系统 的载体 。这 项研

究结果与本研究相
一
致 ，因为 固定在 PLGA 微球上

的 VEGF在孵化后 7一 Zld 释放 。释放 时间的不 同

取决于分析方法 和材料 的形状 。本研 究 采用量 子点

纳米 晶体直接地 观察所有 蛋 白质 ，并且灵敏度 高 。

然而 ，为 了确 定释放 蛋 白质 的性 质 ，仍 然需要进一

2 9 百
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步的研 究 。

来 自大 鼠骨髓 间充质 干细胞 的 CM ，能 影响细

胞的增 殖 和碱性 磷 酸酶 活性 ，它 含有 细胞外基质蛋

白，如 I型胶 原和纤维连接蛋 白。以往 的研究表 明 ，

这些分子可 以固定在 PLGA 上 ，并且可 以刺激骨髓

间充质干细胞增殖 和碱性磷 酸酶活性 。在 目前 的研

究 中，SEM 图像 表 明 ，DMEM 培 养 液 中所 包 含 的

无机基质 中是 固定在 PLGA膜表 面 。这 些无机基质

引起 成骨 分化 是通过钙诱导 的级联 反应 。本实验 细

胞增殖 和分化研 究结果与 以往的报道结 果
一
致 。

植 人 术 4周后 ，经 影像学 和组织学分析 ，体 内

在每 个实验 组 的骨 缺损 区域均可见新骨 形成 。特 别

的是 ，CM
一M 组 和 CM一HM 组 中发现在 临界骨 缺

陷的 中 自部 分观 察到新骨 形成 。这 些结 果表 明 ，包

含在 CM 里 的细胞 外基质是来 自于 PLGA膜释放并

且 发挥 支 架 作 用 。在 第 4周 和 第 8周 ，与 PBS一M

组 和 PBS一HM 组 比较 ，在 CM一M 组 和 CM一HM

组 的新骨 形成增 强 。这些结 果表 明 ，包含在 CM 里

的细胞 因子和生 长 因子在骨 缺损 区释放 ，并刺激骨

髓 基质千细胞成骨 分化和新骨 形成 ，这 与在体 外研

究 中的 ALP活性 的结 果
一 致 。此 外 ，根据 组 织 学

分析 ，PLGA 膜亲 水处理 后 的分解 比不处理者 分解

更快 。此结果表 明 ，从膜 中释放 的 PLGA在刺激骨

再生 中起重要 作用 。然而 ，需要进
一
步 的研究 来优

化 PLGA膜 的亲水性处理 的条件 。

固定 在 PLGA 膜 表 面 的蛋 白质 量 不 能精 确 测

量 ，因为对十二烷基硫酸钠
一
聚丙烯酚胺凝胶 电泳

的 灵敏 度 来说 ，蛋 白质 的分子量 太小 了 (数据 未显

示 )。在 未来 ，固定在 PLGA 膜上 的无 机基 质 和 蛋

白将运用诸如 色谱法 和 LC/MS/MS的生化 实验方

法 分 析 。 因此 ，当运 用 GBR 技 术 ，CM 里 无 机 和

有机基 质 的组合 能增 强新骨 形成 。此外 ，该动物颅

骨模 型是
一
种急性骨缺损 。相 比之 下 ，临床上几乎

所有 的骨 缺损是慢性 缺损 。慢性 和急性骨 缺损 的骨

再生过程是不 同的。该膜在慢性骨 缺损 的效果需要

进
一
步 的研究确认 。

最 后 ， 比起 以往 所 用 的组 织 工 程 方 法 ，GBR

治疗 具有 以下优点 :①培养细胞数量 少 ;②膜 的制

备 容 易 ;③不 产生 细胞移 植 后 与 HLA 抗原 的免疫

反应 。此外 ，由于不产生免疫反应 ，未来 当建立起

细胞系后 ，将 不需要从 患者 个体获取骨髓 间充质干

细胞 。这些优点将 利于临床治疗 。

5 结论

本 研 究 表 明 ，PLGA 膜 具 有 固 定 CM 成 分 的 能

力 ， 并 且 Na0H 亲 水 性 处 理 后 可 提 升 CM 所 含 蛋

白 固定 化 的 能 力 。结 合 CM 固定 和 亲 水 处 理 可 促 进

ALP活性 和 体 外 细 胞 增 殖 。影像 学 和 组 织学 分 析 表

明 ，亲 水 处 理 与 否 的 CM 固 定 化 可 促 进 体 内新 骨 形

成 。 在 目前 的 研 究 中 ，为 GBR 制 备 的 膜 对 于 运 用

牙种 植 体 来 修 复 骨 缺 损 是有 利 的 。
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