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多聚赖氨酸表面改性后同种异体骨的骨传导能力研究

笪摇 虎1,陈摇 伟2

[摘要]目的:探讨多聚赖氨酸表面改性兔同种异体骨后骨传导能力的变化。 方法:采用冻干法,将多聚赖氨酸覆盖在实验组

兔同种异体骨的微孔表面,对其进行表面改性,并将未经表面改性的同种异体骨设为对照组。 兔骨髓基质干细胞(BMSCs)种
植于 2 组的微孔表面,进行培养,并向成骨方向诱导。 采用扫描电镜观察、MTT 法检测 BMSCs 在同种异体骨微孔表面黏附、增
殖情况,检测 2 组细胞表达的碱性磷酸酶的活性;将 2 组复合自体 BMSCs 的同种异体骨回植入兔双侧桡骨缺损处,1、2、3 和 4
个月后分别对标本进行螺旋 CT 三维重建,观察新骨生成情况。 结果:实验组中 BMSCs 在同种异体骨微孔表面黏附、增殖以及

表达碱性磷酸酶的情况明显优于对照组(P < 0. 01),实验组兔桡骨缺损处的修复情况优于对照组(P < 0. 01)。 结论:同种异

体骨经多聚赖氨酸表面改性后,其在体内和体外的骨传导能力得到了显著的增强。
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Study on the osteoconduction of the allograft bone surface鄄modified by polylysine
DA Hu1,CHEN Wei2

(1. Department of Orthopeadics,The 82nd Hospital of PLA,Huaian Jiangsu 223001;
2. Department of Orthopeadics,Yanghe People忆s Hospital,Suqian Jiangsu 223800,China)

[Abstract] Objective:To investigate the osteoconduction of the rabbit忆s allograft bone surface鄄modified by polylysine. Methods:The
surface of the micropores of the rabbit allograft bone was modified with polylysine using the lyophilization method(experimenal group),
and the un鄄modified surface of the micropores of the rabbit allograft bone was set as control group. The rabbits忆 BMSCs were implanted
into the surface of the micropores of the allograft bone in two groups, cultured and induced to osteoblasts. The attachment and
proliferation of the cells on the surface of the micropores in the allograft bone in two groups were detected using SEM and MTT method,
respectively. The activity of the alkaline phosphatase in two groups were evaluated. The allograft bone complicated with autologous cell
was implanted into the bilateral radiuses defect of rabbits. The specimens were reconstructed by spiral CT after 1,2,3 and 4 months of
treatment,and the regenerated bone was observed. Results:The attachment,proliferation and expression of ALP in experimental group
were obviously better than those in control group(P < 0. 01). The recovery of defect lesion in experimental group was better than that in
control group(P < 0. 01). Conclusions:The osteoconduction of the allograft bone surface鄄modified by polylysine can be significantly
strengthened in vivo and in vitro.
[Key words] allograft bone;osteoconduction;polylysine;surface modification

摇 摇 骨传导是同种异体骨的重要功能,即同种异体

骨植入受体骨缺损区后,受体的破骨细胞、成骨细

胞、毛细血管等细胞和组织可长入其三维孔隙中,爬
形替代后形成新骨[1 - 2]。 然而,当前骨移植所使用

的同种异体骨的骨传导能力不强,在受体内难以产

生较多的新骨,并且长期不能被吸收,不能完全满足

临床的需要[3]。 究其原因,是因为其微孔表面对细

胞的亲和力不强,宿主的细胞难以在其表面贴附、增
殖、分化,毛细血管等组织难以长入[4]。 本研究就

同种异体骨经多聚赖氨酸表面改性后,其在体内、体
外的骨传导能力的变化作一探讨。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇 20 只新西兰大白兔(南京清龙山实验

动物中心);兔同种异体骨(第四军医大学西京骨科

医院骨库);左旋多聚赖氨酸 (相对分子质量为

150 000 ~ 300 000,Sigma,美国);DMEM 培养基、D鄄
Hank忆s 液、转化生长因子鄄茁2 (TGF鄄茁2) (Gibico,美
国);胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公

司);戊巴比妥(军事医学科学院);胰蛋白酶、地塞

米松、L鄄抗坏血酸(Sigma,美国);ITS(其中含有牛胰

岛素、转铁蛋白、亚硒酸钠,Sigma,美国);丙酮酸钠、
ALP 活性测定试剂盒(上海化学试剂集团);茁鄄甘油

磷酸钠(Sigma,美国);50 mL 一次性塑料培养瓶、6
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孔培养板(Coster,美国);CO2 恒温培养箱(Hereus,
德国);超净工作台(苏州安泰空气技术有限公司);
倒置相差显微镜 ( Zeiss,德国);扫描电子显微镜

(Hitachi,日本);冷冻干燥机(Alpha 2鄄4 Chaist,德
国);酶联免疫检测仪 ( Sunrise,瑞士);螺旋 CT
(Siemens,德国)。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 兔同种异体骨的表面改性摇 将取自兔椎体

松质骨的同种异体骨切割成边长为 3 mm 的立方

体,然后于 3%的多聚赖氨酸溶液内振荡 2 h,使溶

液充分浸透同种异体骨的微孔表面。 取出置于 6 孔

培养板内, - 20 益下预冷 2 h, - 80 益下冷冻 1 h,转
移至冷冻干燥机中干燥 24 h。 20 kGy Co 60 辐照灭

菌,4 益条件下密封保存。
1. 2. 2摇 兔骨髓基质干细胞(BMSCs)的分离和扩增

摇 麻醉、消毒后,持 20 mL 无菌注射器从 2. 5 kg 新

西兰大白兔的一侧股骨大粗隆处抽取 0. 5 mL 骨髓,
置于低糖 DMEM 培养基(10% 胎牛血清)的 50 mL
培养瓶中,37 益、5% CO2 培养箱内培养。 以全骨髓

贴壁法提纯 BMSCs,3 d 后进行首次全量换液,去除

未贴壁的细胞。 此后每 2 ~ 3 d 半量换液 1 次,待细

胞达 80% ~90%融合时消化传代。
1. 2. 3摇 BMSCs 种植于同种异体骨内并进行诱导、
培养摇 将第 3 代 BMSCs 置于成骨培养基(含 10 - 8

mol / L 地塞米松、50 mg / L L鄄抗坏血酸、10 mmol / L
茁鄄甘油磷酸钠和 10% 胎牛血清的高糖 DMEM)内,
制成密度为 1 伊 107 个 / mL 的细胞悬液。 将 BMSCs
悬液接种在同种异体骨内,最终控制接种的细胞数

量为 2 伊 104 个 /块左右。 然后置于细胞培养箱中孵

育 4 h,再添加成骨培养基,此后每 2 ~ 3 d 半量换液

1 次。
1. 2. 4摇 扫描电镜(SEM)观察细胞在同种异体骨内

黏附和增殖的情况摇 于培养的第 3、9 和 15 天,每次

2 组各自随机取出 2 个标本。 经 2. 5% 的戊二醛、
1%锇酸先后固定,利用乙醇依次梯度脱水,接着使

用乙腈依次置换出乙醇,然后在真空内干燥。 在同

种异体骨与细胞表面喷金后,放置于 SEM 内,观察

细胞在同种异体骨微孔表面贴附与增殖情况。
1. 2. 5摇 检测 2 组同种异体骨内细胞增殖的情况摇
于培养、诱导的第 3、5、7、9、11、13、15 和 17 天,每次

2 组各自随机取出 10 个标本,PBS 液分别轻柔漂洗

3 遍,以清除同种异体骨内未贴附的细胞。 然后,采
用 MTT 法检测 BMSCs 增殖的情况。 以时间为横

轴、吸光度(A)值为纵轴,绘制细胞生长曲线。

1. 2. 6摇 测定 2 组同种异体骨内黏附细胞所表达的

碱性磷酸酶(ALP)的活性 摇 于培养、诱导第 3、6、9
和 12 天, 每 次 2 组 分 别 随 机 取 出 8 个 标 本。
D鄄Hank忆s液漂洗后,依次添加 ALP 活性测定试剂盒

内试剂。 使用酶标仪在 520 nm 波长处测定 A 值,
代表细胞 ALP 的活性。
1. 2. 7 摇 2 组同种异体骨植入兔桡骨骨缺损处摇 距

离上次抽取骨髓约 5 周左右,兔再次被麻醉。 消毒、
铺无菌巾后,于双侧前臂桡侧中段作一长约 1. 5 cm
的纵切口,逐层切开皮肤、皮下组织、深筋膜,钝性分

离肌肉,显露桡骨中段。 钝性分离并保留骨膜,剪除

1 cm 长桡骨干。 仔细检查细胞与兔编号,将结合自

体向成骨细胞诱导的 BMSCs 的实验组同种异体骨

回植于左侧桡骨缺损处,对照组回植于右侧。 逐层

缝合深筋膜、皮肤,术毕。 实验兔清醒后,笼内自由

活动。 20 只兔的 40 个桡骨被平均分在实验组与对

照组中。
1. 2. 8摇 2 组桡骨缺损处新生骨螺旋 CT 扫描摇 于术

后 1、2、3 和 4 个月分次取材,每次处死 5 只兔。 将

尺桡骨做好分组标记,以 4% 多聚甲醛固定 3 d,然
后将标本置于螺旋 CT 内进行扫描。 扫描完成后,
以桡骨缺损修复区为中心,选取直径 2 cm、高度

5 cm的圆柱形区域作为兴趣区( region of interest,
ROI),进行精细三维重建,并观察三维重建影像。
1. 3摇 统计学方法摇 采用 t 检验。

2摇 结果

2. 1摇 BMSCs 在 2 组同种异体骨微孔表面的贴附、
增殖情况的 SEM 观察摇 在 BMSCs 种植于 2 组同种

异体骨微孔表面并培养的第 3、9 和 15 天,使用 SEM
观察 BMSCs 在微孔表面贴附、增殖情况(见图 1)。
培养后的第 3 天,细胞已完全平铺,同时伸出长长伪

足附着在微孔表面,实验组同种异体骨微孔表面的

细胞数目明显大于对照组(见图 1 A、D);培养后的

第 9 天,2 组细胞数量均增多,而实验组增加更明显

(见图 1B、E);培养后的第 15 天,实验组细胞之间

发生接触抑制,数量难以增加,近于铺整个满微孔表

面,而对照组的细胞数量显著少于实验组(见图 1C、
F)。
2. 2摇 BMSCs 在 2 组同种异体骨微孔表面增殖情况

摇 根据 MTT 实验结果绘制的细胞生长曲线显示:从
诱导、培养的第 3 天至第 17 天,BMSCs 在 2 组同种

异体骨微孔表面的数量均持续上升,至第 11 天左右

时增殖速度减缓,第 15 天左右时进入平台期,生长
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曲线呈抛物线样。 BMSCs 在实验组同种异体骨内

增殖迅速,细胞数量较多。 而对照组的 BMSCs 增殖

缓慢,在每个时间点上的数量均明显少于对照组,2
组差异有统计学意义(P < 0. 01)(见图 2)。

表 1摇 2 组同种异体骨微孔表面的 BMSCs 增殖情况(x 依 s)

分组 n 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 17 d

实验组 8 0. 138 依 0. 062 0. 229 依 0. 040 0. 289 依 0. 036 0. 329 依 0. 046 0. 371 依 0. 054 0. 387 依 0. 046 0. 397 依 0. 040 0. 399 依 0. 032

对照组 8 0. 035 依 0. 020 0. 072 依 0. 023 0. 104 依 0. 047 0. 132 依 0. 038 0. 159 依 0. 043 0. 175 依 0. 049 0. 192 依 0. 057 0. 195 依 0. 062

t — 4. 48 9. 62 4. 67 4. 11 3. 78 4. 31 4. 51 5. 26

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

2. 3摇 BMSCs 在 2 组同种异体骨内培养与诱导后所

表达的 ALP 活性的比较摇 BMSCs 所表达的 ALP 活

性的结果表明:2 组细胞经过成骨诱导液培养后,所
表达的 ALP 的活性逐渐增加。 实验组在第 6 天时

ALP 活性值与对照组差异无统计学意义 ( P >
0. 05);而在第 3、9、12 天时,实验组的 ALP 活性值

均明显高于对照组(P < 0. 01)(见表 2)。

摇 表 2摇 BMSCs 在微孔表面培养与诱导后,表达的 ALP 活性

比较(x 依 s)

分组 n 3 d 6 d 9 d 12 d

实验组 8 0. 083 6 依 0. 005 2 0. 116 2 依 0. 033 5 0. 380 9 依 0. 003 7 0. 417 4 依 0. 041 0

对照组 8 0. 069 1 依 0. 003 1 0. 101 7 依 0. 074 4 0. 150 4 依 0. 005 2 0. 163 6 依 0. 029 4

t — 6. 77 0. 50 55. 79 6. 00

P — <0. 01 ﹥ 0. 05 < 0. 01 < 0. 01

2. 4摇 2 组桡骨缺损处新生骨螺旋 CT 扫描结果摇 于

术后 1、2、3 和 4 个月,对 2 组桡骨缺损处新生骨进

行螺旋 CT 扫描并三维重建(见图 2)。 术后 1 个月,
实验组桡骨缺损处所植入的同种异体骨有轻度的吸

收,并有少许新骨形成(见图 3A);而对照组的同种

异体骨被吸收的较多(见图 2E)。 术后 2 个月,2 组

桡骨缺损处所植入的同种异体骨均被大部分吸收,
实验组有较多的新生骨形成,基本上填充了骨缺损

区,而对照组无明显的新生骨形成(见图 2B、F)。
术后 3 个月,2 组同种异体骨均完全被吸收,实验组

形成了骨痂将两骨折断端相连(见图 2C);而对照组

骨缺损区仍呈骨缺损状(见图 2G)。 术后 4 个月,2
组同种异体骨被完全吸收,实验组骨痂塑形改造,完
全修复了骨缺损区(见图 2D);而对照组骨缺损区

无修复迹象,呈骨不连的表现(见图 2H)。

3摇 讨论

摇 摇 组织工程骨支架是受体细胞生长与增殖的载

体,细胞通过静电吸引、分子间范德华力、阴阳离子

交联等方式,在支架材料的微孔表面进行黏附,进而

扩增与分化。 对支架材料进行表面改性,以增强其

对细胞的亲和力,是提高骨组织工程支架的骨传导

性的主要手段之一,有学者[5 - 7] 使用诸多方法在若

干动物实验中获得了一定的成功。 然而,目前临床

上所使用的同种异体骨均未经过表面改性,骨传导

性不强,在许多病例中难以完成受体骨缺损区修复

的任务[8]。 因此,对同种异体骨进行表面改性具有

十分重要的意义。
细胞实验中所使用的细胞培养瓶(板)、玻片的

表面,均经过涂抹多聚赖氨酸的处理,能大大提高其

对细胞的亲和力[9 - 11]。 受此启发,为提升同种异体

骨的骨传导性,本实验采用冻干法将多聚赖氨酸均

匀地覆盖在同种异体骨微孔表面,以对其进行表面

改性,目的是在微孔表面构建一个有利于细胞附着

的局部微环境,从而有利于细胞的增殖与分化。
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摇 摇 本研究中,SEM 观察和 MTT 实验检测 2 组细胞

的结果显示:BMSCs 在接受了多聚赖氨酸表面改性

的实验组同种异体骨微孔表面上贴附、增殖的数量

明显多于对照组;ALP 活性测定试剂盒检测结果显

示,诱导、培养 9 d 后,实验组 BMSCs 所表达的 ALP
活性明显高于对照组;2 组桡骨缺损处新生骨的螺

旋 CT 三维重建结果表明,实验组桡骨缺损处的修

复情况明显优于对照组。 提示使用多聚赖氨酸对同

种异体骨表面改性,能大大促进 BMSCs 在其微孔表

面进行黏附、增殖和分化,显著提升其骨传导性。
多聚赖氨酸对同种异体骨进行表面改性的作用

机制,分析可能是以下几点:(1)其残基所带的多种

阳离子,与细胞表面的部分阴离子发生交联作用,可
利于细胞在其表面的黏附[12];(2)多聚赖氨酸覆盖

在同种异体骨微孔表面后,使微孔表面呈正电荷状

态,能通过静电吸引的作用,促进细胞在微孔表面黏

附[13];(3)多聚赖氨酸所具有胺基、羟基等,能吸附

血清中层黏蛋白、糖胺聚糖和纤维黏连蛋白等,可增

强异体骨微孔表面的亲水性,从而利于细胞的黏

附[14 - 15];(4)多聚赖氨酸能稳定细胞外基质,促进

细胞的生长和分化[16 - 17]。
本研究中,未发现有明显的细胞凋亡现象;在动

物体内实验中,未发现有动物死亡以及其他并发症

出现,提示经多聚赖氨酸表面改性后的同种异体骨

植入受体后,对受体的细胞与机体无害。 此外,此表

面改性的方法与步骤较简单,成本低廉,大多数科研

院所均可操作。 本研究证明,使用多聚赖氨酸对同

种异体骨进行表面改性后,同种异体骨的骨传导性

能够得到显著提升,为提高同种异体骨治疗骨缺损

的效果提供了坚实的理论与实验基础。
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基质金属蛋白酶基因在兔关节软骨细胞

体外损伤后不同时间点的表达变化

白笙君,王 伟,陈传好

[摘要]目的:检测基质金属蛋白酶(MMPs)在兔膝关节软骨细胞损伤后不同时间点的表达变化。 方法:无菌条件下获取兔膝

关节软骨细胞,原代体外培养软骨细胞,6 孔板内制备细胞损伤模型。 显微镜观察正常细胞和划伤后 1、3 和 7 d 的软骨细胞的

增殖情况。 实时荧光定量 PCR 检测正常软骨细胞和损伤后 1、3 和 7 d MMPs 的 mRNA 表达水平。 结果:成功分离关节软骨细

胞,原代培养后成功建立细胞损伤模型。 MMP鄄2 mRNA 表达水平在损伤后 1、3、7 d 比正常组均升高,其中损伤后 7 d 最高

(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)。 MMP鄄3 mRNA 表达水平在细胞损伤后 1、3、7 d 与正常组均明显下降,损伤后 7 d 最低(P < 0. 01)。
MMP鄄9 mRNA 表达水平在损伤后 1、3、7 d 均比正常组升高,划伤后 3 d 最高,随后开始下降(P < 0. 01)。 结论:MMPs 在细胞损

伤后的不同时间点表达不同,可为调节细胞外基质基因治疗关节软骨损伤提供实验依据。
[关键词] 关节软骨;基质金属蛋白酶;划伤模型;原代培养
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The expression levels of MMPs mRNA in the rabbit articular chondrocyte
at different time points ofter injury in vitro

BAI Sheng鄄jun,WANG Wei,CHEN Chuan鄄hao
(Department of Anatomy,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To explore the mRNA expressions of matrix metalloproteinases(MMPs) in rabbit articular chondrocytes at
different time鄄points after injury. Methods:The rabbit knee joint cartilage cells were obtained under sterile condition,primarily cultured
in vitro,and established the cell scratch model in six鄄well plates. The proliferation of chondrocytes after 1,3 and 7 days of scratching and
normal cells were observed under the microscope. The MMPs mRNA expression levels in normal cells and different time鄄points after
injury were detected using real鄄time PCR. Results:The articular chordrocyte was successfully isolated,the scratch model of chondrocytes
was established after primary culture. Compared with normal cells, the mRNA expression levels of MMP鄄2 gene in chondrocytes
increased at 1,3 and 7 days aftere injury,and which was the highest on the seventh day(P < 0. 05 to P < 0. 01). Compared with normal
cells,the mRNA expression levels of MMP鄄3 gene in chondrocytes decreased significantly at 1,3 and 7 days after injury,and which was
the lowest at on the seventh day(P < 0. 01). Compared with normal cells,the mRNA expression levels of MMP鄄9 gene in chondrocytes
increased at 1,3 and 7 days after injury, and which was the highest on the third day and then began to decrease (P < 0. 01).
Conclusions:The mRNA expression levels of MMPs are different after injury,which can provide the experimental evidence in gene
therapy of articular cartilage injury.
[Key words] chondrocyte;matrix metalloproteinase;scratch model;primary culture

摇 摇 骨关节炎症和缺损在临床上很常见,病理改变

是不可逆的。 骨关节炎(OA)发病病因很多,可能与

年龄、肥胖、机械压力以及关节创伤史有关[1]。 关

节软骨缺少血管、淋巴管及神经,其损伤后的再生能

力有限[2]。 细胞外基质(extra cellular matrix,ECM)
是软骨细胞存活的必要条件,其可以结合许多因
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