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【摘要】   目的    基于选择性细胞滞留（selective cell retention，SCR）技术中的细胞与细胞外基质黏附理论，

拟设计一种简化多肽表面修饰脱钙骨基质（demineralized bone matrix，DBM），以期能同时促进骨再生与血管生

成。方法    选择层粘连蛋白（laminin，LN）α4 链核心区域功能肽（LNα4）、环状 RGD（cyclic RGDfK，cRGD）和带

胶原结构域肽（collagen-binding domain，CBD），固相合成 CBD-LNα4-cRGD 多肽，表面修饰于 DBM，构建

DBM/CBD-LNα4-cRGD（以下简称 DBM/LN）支架材料。观测 DBM/LN 形态特征、CBD-LNα4-cRGD 表面修饰

DBM 的稳定性以及 CBD-LNα4-cRGD 表面修饰对小鼠血管内皮祖细胞（endothelial progenitor cells，EPCs）黏附、

增殖以及管腔形成的影响，Western blot 验证其影响 EPCs 血管生成的分子机制。然后，取 24 只 10 周龄雄性 C57
小鼠制备 2 mm 长股骨缺损模型，分别采用经 SCR 技术处理的 DBM/LN（DBM/LN 组 ，n=12）和 DBM（DBM 组，

n=12）修复骨缺损。术后  8  周，行影像学检查、血管造影、组织学及免疫荧光染色［CD31、内皮黏蛋白

（endomucin，Emcn）、Ki67］观察，评估 DBM/LN 促进血管生成和骨再生能力。结果    材料相关检测显示，与

DBM 相比，DBM/LN 表面更粗糙，但孔径差异无统计学意义（t=0.218，P=0.835）；经 SCR 技术处理后，荧光强度

提示 DBM/LN 支架稳定有效；与 DBM 相比，CBD-LNα4-cRGD 表面修饰后，DBM/LN 能黏附更多的 EPCs
（P<0.05），且增殖速度增加、管腔形成能力增强。Western blot 检测示 DBM/LN 中 EPCs 表达 VEGF、p-FAK 和 p-
ERK1/2 水平显著高于 DBM（P<0.05）。动物实验观测显示，与 DBM 组相比，DBM/LN 组骨缺损处血管生成和骨

再生能力更强，血管体积和血管表面积差异均有统计学意义（P<0.05），CD31h iEmcnh i 细胞数量显著增加

（P<0.05）。结论    DBM/LN 支架材料能促进 EPCs 黏附、H 型血管生成，实现小鼠骨缺损修复中血管生成和骨再

生的有效耦联。
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【Abstract】 Objective    Based on the cell-extracellular matrix adhesion theory in selective cell retention (SCR)
technology, demineralized bone matrix (DBM) modified by simplified polypeptide surface was designed to promote both
bone regeneration and angiogenesis. Methods    Functional peptide of α4 chains of laminin protein (LNα4), cyclic RGDfK
(cRGD), and collagen-binding domain (CBD) peptides were selected. CBD-LNα4-cRGD peptide was synthesized in solid
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phase and modified on DBM to construct DBM/CBD-LNα4-cRGD scaffold (DBM/LN). Firstly, scanning electron
microscope and laser scanning confocal microscope were used to examine the characteristics and stability of the modified
scaffold. Then, the adhesion, proliferation, and tube formation properties of CBD-LNα4-cRGD peptide on endothelial
progenitor cells (EPCs) were detected, respectively. Western blot method was used to verify the molecular mechanism
affecting EPCs. Finally, 24 10-week-old male C57 mice were used to establish a 2-mm-length defect of femoral bone
model. DBM/LN and DBM scaffolds after SCR treatment were used to repair bone defects in DBM/LN group (n=12) and
DBM group (n=12), respectively. At 8 weeks after operation, the angiogenesis and bone regeneration ability of DBM/LN
scaffolds were evaluated by X-ray film, Micro-CT, angiography, histology, and immunofluorescence staining [CD31,
endomucin (Emcn), Ki67]. Results    Material related tests showed that the surface of DBM/LN scaffold was rougher than
DBM scaffold, but the pore diameter did not change significantly (t=0.218, P=0.835). After SCR treatment, DBM/LN
scaffold was still stable and effective. Compared with DBM scaffold, DBM/LN scaffold could adhere to more EPCs after
the surface modification of CBD-LNα4-cRGD (P<0.05), and the proliferation rate and tube formation ability increased.
Western blot analysis showed that the relative expressions of VEGF, phosphorylated FAK (p-FAK), and phosphorylated
ERK1/2 (p-ERK1/2) proteins were higher in DBM/LN than in DBM (P<0.05). In the femoral bone defect model of mice, it
was found that mice implanted with DBM/LN scaffold had stronger angiogenesis and bone regeneration capacity
(P<0.05), and the number of CD31hiEmcnhi cells increased significantly (P<0.05). Conclusion    DBM/LN scaffold can
promote the adhesion of EPCs. Importantly, it can significantly promote the generation of H-type vessels and realize the
effective coupling between angiogenesis and bone regeneration in bone defect repair.

【Key words】 Laminin α4 chains; endothelial progenitor cells; bone regeneration; H-type vessels; demineralized
bone matrix; mouse
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节段性骨缺损常发生在创伤、骨感染和骨肿瘤

截骨术后，是临床骨科难题之一。自体骨移植修复

是临床修复骨缺损的“金标准”，但存在自体骨量

不足等明显局限性，获取足量的高活性骨修复材料

是修复此类缺损的关键[1-2]。理想的骨修复材料应

具有快速血管化能力和强大的骨诱导生物活性。

选择性细胞滞留（selective cell retention，SCR）技术

是近年来国外学者报道的骨髓富集技术之一，可在

支架材料中快速构建一个包含 BMSCs、血管内皮祖

细胞（endothelial progenitor cells，EPCs）和各类细

胞因子的微环境，达到高效、实用的临床效果 [ 3 ]。

该技术实际上是一种原位组织工程技术，滞留的细

胞及因子越多，为支架提供的骨诱导微环境越好，

越利于骨缺损修复。因此，对支架材料表面进行有

效修饰，以期促进 SCR 技术处理时细胞和细胞因子

滞留，成为当前骨再生领域的重要研究方向[4]。

骨缺损部位严重缺氧，骨再生过程中需要血管

运输营养物质及代谢产物，所以血管生成十分重

要 [ 5 ]。前期我们对支架材料的研发聚焦于促进

MSCs 的黏附、迁移、增殖和分化，而对 EPCs 的募

集、增殖及分化研究不够重视，导致很多支架材料

在实际修复骨缺损中效果不佳。层粘连蛋白

（laminin，LN）是一种基底膜蛋白，对维持和促进

内皮细胞血管生成十分重要[6]，能够促进内皮细胞

的黏附、铺展与增殖[7]。但是 LN 由于相对分子质

量大、蛋白质四级结构复杂、体外合成不稳定，尚

无相关的简化功能肽在骨组织工程领域应用。

LNα4 链是促进血管生成的关键部分，与肿瘤增殖、

迁移等多种疾病的发生发展密切相关[8]。本课题组

长期致力于骨缺损再生研究，本次研究拟将前期研

究合成的  L N α 4  链核心区域功能肽，与环状

RGD（cyclic RGDfK，cRGD）和带胶原结构域肽

（collagen-binding domain，CBD）固相合成连接，然

后表面修饰于脱钙骨基质（demineralized bone
matrix，DBM），构建 DBM/CBD-LNα4-cRGD（以下

简称 DBM/LN）支架材料，并行 SCR 技术处理，通

过体外细胞实验和动物模型实验，验证该新型材料

促进骨及血管生成的作用，以期为解决骨再生过程

中血管化不足的难题提供参考。报告如下。

1    材料与方法

1.1    实验动物及主要试剂、仪器

10 周龄雄性 C57 小鼠 26 只，体质量 25～28 g，
由北京华阜康生物科技股份有限公司提供。

DBM（北京大清生物技术股份有限公司）；细

胞计数试剂盒  8（cel l  counting ki t  8，CCK -8；
Dojindo 公司，日本）；RPIM1640 培养基、Matrigel
基质胶（C o r n i n g  公司，美国）；内皮黏蛋白
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（endomucin，Emcn）、CD31（Santa Cruz 公司，美

国）；Ki67（R&D 公司，美国）；裂解缓冲液（Roche
公司，德国）；VEGF、FAK、p-FAK、ERK1/2、p-
ERK1/2 及 GAPDH 抗体（Abcam 公司，英国）。

Quanta 200 环境扫描电镜（FEI 公司，荷兰）；

荧光显微镜（Olympus 公司，日本）；MaxQ HP 481
轨道振荡器（Thermo Fisher 公司，美国）；LSM780
激光扫描共聚焦显微镜（Carl Zeiss 公司，德国）；

Image J 软件（美国国立卫生研究院）。

1.2    DBM/LN 制备及观测

1.2.1    DBM/LN 制备　采用固相合成法合成 CBD-
LNα4-cRGD 多肽和 FITC 荧光标记的 CBD-LNα4-
cRGD 多肽，其氨基酸序列为  TKKTLRTIND -

AKYHEISIIYH-cRGDfK 和  TKKTLRTINDAK
（-FITC）YHEISIIYH-cRGDfK；以质谱仪进行相对

分子质量测定，以高效液相色谱仪鉴定纯度均>
95%；合成与鉴定均由上海强耀生物科技有限公司

完成。

首先，将 CBD-LNα4-cRGD 多肽以及 FITC 荧
光标记的 CBD-LNα4-cRGD 多肽分别溶于含 2% 牛
血清白蛋白的 PBS 溶液中，工作浓度为 100 μmol/L。
将大小为 1.0 cm×1.0 cm×0.5 cm 的无菌异种来源

DBM 置入 CBD-LNα4-cRGD 溶液中，4℃ 浸没修饰

6 h 后 PBS 漂洗，氮气干燥。最终获得无荧光标记

以及 FITC 荧光标记的 DBM/LN。

1.2.2      支架材料形态特征观察　将单纯  DBM、

DBM/LN 制作成 0.5 cm×0.5 cm×0.3 cm 大小，分别

置于环境扫描电镜样品扫描仓。扫描条件：低真

空模式、加速电压 25 kV、放大扫描倍数 100 倍。获

得图像后，每个样品取 10 个孔，测量每个孔横向最

小和最大直径，取其均值作为孔径。两种支架材料

各取 10 个样本进行观测。

1.2.3    CBD-LNα4-cRGD 表面修饰的稳定性检测　

严格避光条件下，取 DBM 以及 FITC 荧光标记的

DBM/LN，分别置于共聚焦培养皿中。扫描条件：

激发波长 488 nm，接收波长 525 nm，荧光单通道模

式。采用激光扫描共聚焦显微镜对样品进行三维

扫描并重建清晰图像。然后，将样品置入干细胞富

集器内；于 30℃ 条件下，加入含 10% 牛血清白蛋

白的 PBS 缓冲液 50 mL，以高负荷强度模拟 SCR 技
术操作 12 次；放入带滤网离心管中，以 200×g 离
心 3 min。再次以相同扫描条件对样品进行三维扫

描重建，对比模拟 SCR 技术处理前后样品荧光强度

变化，以判断 CBD-LNα4-cRGD 修饰 DBM 的稳定

性。实验重复 4 次。

1.2.4    CBD-LNα4-cRGD 表面修饰对 EPCs 黏附能

力的影响　① 离心细胞黏附实验：以 Hoechst-33 342
染料标记 EPCs（Z7030031；BioChain 公司，美国）

后，调整细胞密度为 5×106 个/mL，接种于 6 孔板

中，每孔 2.5 mL。将大小为 1.00 cm×1.00 cm×0.05 cm
的 DBM/LN 及 DBM 以医用胶固定于盖玻片上，分

别浸没于 6 孔板中，置入 37℃ 细胞培养箱中培养

5 min。随机取 3 块盖玻片，在荧光显微镜下捕获

荧光图像。另取 3 块盖玻片反转置于带滤网的离

心管内，以 50×g 离心 5 min 后取出，荧光显微镜下

再次捕获荧光图像。利用 Image J 软件对离心前后

图像进行细胞计数，计算细胞密度（个/ cm2）。实

验重复 4 次。

② 振荡细胞黏附实验：将 EPCs 密度调整为

5×106 个/mL，接种于 6 孔板中，每孔 2.5 mL。取

6 个大小为 1.00 cm×1.00 cm×0.05 cm 的 DBM/LN，

浸没于 6 孔板中，置入 37℃ 细胞培养箱中 5 min。
随机取 3 个样品置于含 10 mL 基础培养基（含 10%
FBS 的 RPIM1640 培养基）的 50 mL 离心管中，将离

心管垂直固定在轨道振荡器，以  150 r/min 振动

2 min，除去未贴附细胞。将上述支架材料转移至

含 500 μL 基础培养基的 48 孔板，置于 37℃ 细胞培

养箱中培养 4 h；每孔加入 50 μL CCK-8 试剂，继续

培养 3 h。将试剂移入 96 孔板中，使用酶标仪获取

波长 450 nm 处的吸光度（A）值，以代表支架材料

中的细胞数。

1.2.5    激光扫描共聚焦显微镜观察 EPCs 增殖　取

大小为 0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm 的 DBM、DBM/LN，

分别置于干细胞富集器。调整  EPCs 密度为  1×
105 个/mL 后，吸取 10 mL 置入干细胞富集器，同

1.2.3 方法模拟 SCR 技术的富集过程，进行 4 个循

环。取出富集 EPCs 的支架材料，置入 48 孔板，加

入 500 μL 含 10% FBS 的 RPIM1640 培养基后，置于

37℃ 细胞培养箱中培养。10 d 后取出支架材料常

规漂洗固定 30 min，PBS 缓冲液漂洗 3 次；置于 24
孔板内，以 0.5% Triton X-100 浸泡 10 min，PBS 缓
冲液漂洗；以 3% 牛血清白蛋白溶液封闭 2 h；将

罗丹明标记的鬼笔环肽工作液（25 mg/mL）以每孔

1.5 mL 浸没支架材料，4℃ 避光孵育过夜。PBS 缓
冲液漂洗 3 次，DAPI 工作液染色 5 min，PBS 缓冲

液漂洗 3 次，激光扫描共聚焦显微镜下观察。

1.2.6    CBD-LNα4-cRGD 对 EPCs 管腔形成的影响

　将 CBD-LNα4-cRGD 加入 RPIM 1640 培养基中，

终浓度为 200 nmol/L，用此培养基体外培养 EPCs，
培养 4 h 后收集细胞，调整细胞密度为 1.2×105 个/mL。
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冰上放置 24 孔板，加入 Matrigel 基质胶（289 μL/孔），

37℃ 孵育 60 min；取 EPCs 细胞悬液加至基质胶

（300 μL/孔），37℃ 孵育 4 h 后，倒置显微镜观察

EPCs 管腔形成，Image J 软件测量管腔长度。以不

含 CBD-LNα4-cRGD 培养基培养的 EPCs 作为空白

对照。

1.2.7    Western blot 检测　采用间接共培养方式，

将 EPCs 以 1×105 个/mL 密度接种于 6 孔板中，待细

胞达 70% 融合时放入 Transwell 小室，DBM/LN 组
上室内放入  DBM/LN，DBM 组放入  DBM，每组

6 个样品。继续培养 12 h，使用含 1% 蛋白酶抑制

剂和磷酸酶抑制剂的冷冻裂解缓冲液裂解 EPCs。
用 SDS-PAGE 凝胶电泳法分离蛋白，转移到聚偏二

氟乙烯膜。加入一抗  VEGF、p -FAK、FAK、p -
ERK1/2、ERK1/2、GAPDH 抗体，4℃ 摇床缓慢摇动

过夜；加入对应一抗来源的辣根过氧化物标记二

抗，37℃ 摇床缓慢摇动 120 min。凝胶成像仪中曝

光、收集图像，使用 Image J 软件计算目的蛋白相对

表达量。p-FAK 及 p-ERK1/2 蛋白相对表达量为与

FAK 和 FAK1/2 的比值。

1.3    动物实验

1.3.1    实验分组及方法　取大小为 5 mm×2 mm×

2 mm 的 DBM/LN 和 DBM，分别放置于干细胞富

集器内。取 10 周龄雄性 C57 小鼠 2 只，无菌条件

下取小鼠股骨和胫骨，用注射器冲出全部骨髓，红

细胞裂解液裂解红细胞后，得到骨髓有核细胞，采

用磁珠分选 CD31+ 细胞，调整密度为 1×105 个/mL。
吸取 10 mL 细胞悬液加入干细胞富集器，用 50 mL
含 10% 牛血清白蛋白的 PBS 缓冲液，以高负荷强

度模拟 SCR 技术富集过程，循环 4 次。将富集细胞

后的支架放入带滤网离心管中，以 200×g 离心 3 min，
备用。

取 10 周龄雄性 C57 小鼠 24 只，腹腔注射 0.5%
戊巴比妥钠 0.2 mL，麻醉成功后暴露右后肢股骨，

在股骨中段植入 1 块微型钢板，两端分别拧入 2 枚
螺钉固定，电钻制作 2 mm 节段性骨缺损模型。将

股骨缺损模型随机分为  DBM/LN 组（n=12）及

DBM 组（n=12），将上述制备的 DBM/LN 和 DBM
分别放入股骨缺损处。术后  8  周取材进行以下

观测。

1.3.2    观测指标　① 影像学观察：两组小鼠骨缺

损部位行 X 线片和 Micro-CT 三维重建检查。

② 血管造影观察 [9]：两组小鼠分别腹腔注射

0.5 mL 1% 戊巴比妥钠处死后，打开胸腔，将头皮针

插入左心室建立流入道，右心耳建立流出道。从左

心室注射 5 mL 肝素（100 U/mL）、3 mL 10% 甲醛和

3 mL 造影剂，4℃ 过夜后截取小鼠右侧股骨，置于

4% 多聚甲醛固定 3 d，加入 pH7.2 的 EDTA 溶液脱

钙 21 d。采用 Micro-CT 扫描，计算血管体积和血

管表面积，每组取 6 个样本。

③ 免疫荧光染色及组织学观察：取多聚甲醛

固定、脱钙后的股骨样本切片（片厚 5 μm），取部分

切片分别与一抗小鼠 CD31、Emcn、Ki67 抗体孵

育，4℃ 过夜；37℃，荧光偶联二抗孵育 1 h。激光

扫描共聚焦显微镜采集图像，以 Image J 软件对图

像进行定量分析，分别计数 CD31hiEmcnhi 细胞以及

Ki67 和 Emcn 双染阳性细胞并计算密度（个/mm2）。

每组取 6 个样本。取部分切片行 HE 染色，光镜下

观察新骨生成情况。

1.4    统计学方法

采用 SPSS17.0 统计软件进行分析。数据以均

数±标准差表示，组间比较采用独立样本  t 检验；

检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    支架材料观测

2.1.1    支架材料形态特征　环境扫描电镜观察示，

与 DBM 相比，DBM/LN 表面粗糙度增加（图 1）。

DBM 及 DBM/LN 孔径分别为（433.123±21.024）、

（436.256±21.172）μm，差异无统计学意义（t=0.218，
P=0.835）。
2.1.2    CBD-LNα4-cRGD 表面修饰的稳定性检测　

激光扫描共聚焦显微镜观察示，模拟 SCR 技术处理

前后 DBM/LN 均具有较强荧光，提示 DBM/LN 支
架稳定有效；而 DBM 未检测到荧光（图 2）。
2.1.3    CBD-LNα4-cRGD 表面修饰对 EPCs 黏附能

力的影响　① 离心细胞黏附实验：离心前，DBM
组及  DBM/LN 组盖玻片上的  EPCs 密度分别为

（6.421±0.323）、（6.367±0.208）×104 个/cm2，差异无
 

 
图 1     环境扫描电镜观察支架材料形态（×100）     a. DBM；

b. DBM/LN

Fig.1   Representative micrographs of scaffolds by environ-
mental scanning electron microscopy (×100)     a. DBM;   b.
DBM/LN
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统计学意义（t=0.243，P=0.820）；离心后分别为

（1.867±0.252）、（5.267±0.404）×104 个/cm2，DBM/
LN 组 EPCs 密度明显高于 DBM 组，差异有统计学

意义（t=12.368，P=0.000）。见图 3。
②  振荡细胞黏附实验：振荡前，DBM 组及

DBM/LN 组 A 值分别为 1.583±0.073、1.573±0.097，
差异无统计学意义（t=0.143，P=0.893）；振荡后分

别为 0.548±0.059、0.875±0.042，DBM/LN 组明显高

于 DBM 组，差异有统计学意义（t=7.821，P=0.001）。
2.1.4    激光扫描共聚焦显微镜观察 EPCs 增殖　激

光扫描共聚焦显微镜观察见，DBM/LN 与 DBM 相
比有更多的  EPCs，细胞的延展性和增殖能力更

强。见图 4。
2.1.5    CBD-LNα4-cRGD 对 EPCs 管腔形成的影响

　与空白对照 EPCs 相比，加入 CBD-LNα4-cRGD
能明显促进 EPCs 的管腔形成；前者管腔长度为

（483.6±85.1）  μm，后者为（1  311.3±136.3）  μm，

差异有统计学意义（t=8.924，P=0.000）。见图 5。
2.1.6    Western blot 检测　DBM/LN 组 EPCs 中
VEGF、p-FAK、p-ERK1/2 蛋白相对表达量分别为

0.955±0.028、0.621±0.056、0.721±0.044，较 DBM 组
的 0.611±0.074、0.316±0.022、0.440±0.089 明显增加，

差异均有统计学意义（t=7.531，P=0.002；t=8.780，
P=0.001；t=4.902，P=0.008）。见图 6。
2.2    动物实验观测

2.2.1    影像学观察　术后 8 周，X 线片和 Micro-CT
三维重建显示两组均有新骨形成，但 DBM/LN 组
新骨形成更多。见图 7。

 

 
图 2     激光扫描共聚焦显微镜观察支架材料（×200）     左：

模拟 SCR 技术处理前　右：模拟 SCR 技术处理后　a. DBM；

b. DBM/LN

Fig.2   Observation of scaffolds by laser scanning confocal
microscope (×200)     Left: Before SCR treatment　Right: After
SCR treatment　a. DBM;   b. DBM/LN

 

 
图  3     荧光显微镜观察离心前后支架上细胞密度（×100）
左：离心前　右：离心后　a. DBM；b. DBM/LN

Fig.3   The cell density before and after centrifugation observed
by fluorescence microscope (×100)     Left: Before centrifugation
Right: After centrifugation　a. DBM;   b. DBM/LN

 

 
图 4     激光扫描共聚焦显微镜观察支架材料上 EPCs 增殖情况

（×100）     a. DBM；b. DBM/LN

Fig.4   Proliferation of EPCs on different scaffolds by laser
scanning confocal microscope (×100)     a. DBM;   b. DBM/LN

 

 
图 5     倒置显微镜观察 CBD-LNα4-cRGD 对 EPCs 管腔形成的

影响（×200）     a. 含 CBD-LNα4-cRGD 的 RPIM1640 培养基

培养的 EPCs；b. RPIM1640 培养基培养的 EPCs

Fig.5   The effect of CBD-LNα4-cRGD on the tube formation of
EPCs observed by inverted microscope (×200)     a. EPCs cultured
in RPIM1640 medium containing CBD-LNα4-cRGD;   b. EPCs
cultured in RPIM 1 640 medium
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2.2.2    血管造影观察　术后 8 周，Micro-CT 血管造

影观察发现，与 DBM 组相比，DBM/LN 组支架血

管更丰富（图 8）。DBM/LN 组血管体积和血管表

面积分别为（0.233±0.027）mm3、（15.237±1.153）mm2，

较 DBM 组的（0.153±0.025）mm3、（8.615±0.917）mm2

明显增大，差异均有统计学意义（ t=3 .766，P=
0.020；t=7.786，P=0.002）。
2.2.3    免疫荧光染色观察　术后 8 周，DBM/LN 组
中 CD31hiEmcnhi 细胞密度为（10.033±1.320）个/mm2，

较 DBM 组的（2.733±0.404）个/mm2 明显增加，差异

有统计学意义（t=9.159，P=0.001）。DBM/LN 组中

Ki67 和 Emcn 双染阳性细胞密度为（7.679±1.114）
个/mm2，较 DBM 组（4.517±0.819）个/mm2 明显增

加，差异有统计学意义（t=3.961，P=0.017）。见图 9。
2.2.4    组织学观察　HE 染色示，DBM/LN 组新骨

生成显著多于 DBM 组。见图 10。

3    讨论

目前，骨修复支架材料临床转化受到限制，主

要原因是体内血管化不足和成骨相关前体细胞成

骨分化活性弱。因此，相关研究的热点是赋予支架

 

VEGF 25
15

1 2 Mr（×103）

p-FAK 125

125FAK

44p-ERK1/2 42

44ERK1/2
42

36GAPDH

 
图 6     Western blot 检测两组目的蛋白相对表达量     Mr：相

对分子质量　1： DBM　2：DBM/LN

Fig.6   The relative expressions of target proteins in the two
groups detected by Western blot     Mr: Relative molecular mass
1: DBM　2: DBM/LN

 

 
图 7     术后 8 周骨缺损部位影像学观察     左：X 线片　右：

Micro-CT 三维重建　a. DBM 组；b. DBM/LN 组

Fig.7   Imaging observation of bone defect site at 8 weeks after
operation     Left: X-ray film　Right: Micro-CT three-dimensional
reconstruction　a. DBM group;   b. DBM/LN group

 

 
图 8     Micro-CT 血管造影观察     a. DBM 组；b. DBM/LN 组

Fig.8   Angiographic analysis of Micro-CT     a. DBM group;   b.
DBM/LN group

 

 
图 9     骨缺损区免疫荧光染色观察（×400）     左：DBM 组　

右：DBM/LN 组　a. CD31（红色）和 Emcn（绿色）免疫荧光染

色；b. Ki67（红色）和 Emcn（绿色）免疫荧光染色

Fig.9   Immunofluorescence staining of bone defect site (×400)
Left: DBM group　Right: DBM/LN group　a. Immunofluores-
cence staining images of CD31 (red) and Emcn (green);   b. Immu-
nofluorescence staining images of Emcn (green) and Ki67 (red)
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材料血管化和骨诱导的特性，例如改变生物材料的

特性，使用特定生长因子来刺激血管发育、成熟以

及成骨前体细胞的成骨分化。骨诱导和血管化对

促进骨组织再生和重建都有重要作用，但由于机制

不同，单用一种生物活性生长因子很难同时实现这

两种生物学功能[10-11]。而 SCR 技术是利用细胞黏附

性的差异，实现对目标细胞的滞留。因此，基于

EPCs 和 MSCs 共同表面整合素受体，我们在 DBM
支架材料上增加额定配体的思路应运而生。

细胞外基质蛋白能够显著促进细胞黏附，在生

物材料表面修饰中有着广泛的应用。LN 是细胞外

基质中一种可溶性大分子糖蛋白，通过整合素和蛋

白聚糖介导，调节细胞黏附，在细胞生长和分化中

起着至关重要的作用[12]。研究报道，LN 修饰的钛

合金材料提高了 EPCs 的黏附、铺展、增殖及迁移

能力 [ 7 ]，同时还能促进  BMSCs 的黏附和分化 [ 1 3 ]。

由于 LN 是大分子量的蛋白，体外合成不仅难以保

持四级空间结构，而且稳定性差、易降解，所以需

要寻找其核心功能域，以期能保留其核心的黏附迁

移能力。LNα4 链是构成  LN-8（α4β1γ1）和  LN-

9（α4β2γ1）的一个组分，主要存在于脑、肌肉、骨腔

等组织的血管内皮、外周神经的束膜以及发育中肌

纤维周围的基底膜，是唯一在新生与成熟血管内皮

基底膜中均表达的  α 亚基 [ 1 4 - 1 5 ]。LNα4 与其受体

αvβ3 整合素共同分布在血管内皮基底膜中且紧密

连接，在内皮细胞的黏附、增殖和迁移过程中起重

要作用[16]。许多整合素分子均能影响血管生成（如

αvβ3、α5β1、α2β1、α1β1 等），其中以 αvβ3 尤为重

要[17]。αvβ3 整合素可同时黏附基质金属蛋白酶和

细胞外基质，并促进内皮细胞分泌和诱导基质金属

蛋白酶激活，后者可降解细胞外基质成分，并使

VEGF 从细胞外基质中释放出来，促进内皮细胞增

殖、迁移和分化[18]。LNα4 缺失会引起机体血管生

成受损，而 αvβ3 整合素的抗体则能特异性抑制由

于 LNα4 过表达而引起的人真皮微血管内皮细胞的

伸展与迁移[6]。由此可见，LNα4 与整合素 αvβ3 的
相互作用是影响血管生成过程的重要因素。同时

在 MSCs 的表面也存在大量整合素 αvβ3。因此，我

们将 LNα4 中核心功能结构肽与 cRGD 和 CBD 固
相合成，得到 CBD-LNα4-cRGD 多肽，表面修饰于

DBM 支架。

血管生成在骨缺损修复中占据重要作用，充分

的血供能够为骨再生提供充足营养。前期文献报

道，H 型血管特征标志为 CD31hiEmcnhi，与骨再生

具有密切关系[19]。本研究离心细胞黏附实验和振荡

细胞黏附实验结果显示，DBM/LN 支架材料表现出

更高的滞留 EPCs 能力。经罗丹明标记的鬼笔环肽

工作液染色发现，与单纯 DBM 相比，DBM/LN 中
EPCs 更多，细胞的延展性和增殖能力更强。小鼠

骨缺损模型中，血管造影和免疫荧光染色观察提

示，DBM/LN 组基于 LNα4 链功能肽修饰的 DBM
支架材料上 CD31hiEmcnhi 细胞密度达 DBM 组 2 倍
以上，且增殖能力显著增强。CD31hiEmcnhi 血管亚

型具有特定的分子、形态特征和位置，成骨祖细胞

偏向定植于 CD31hiEmcnhi 血管周围，因为该部位

富含成骨祖细胞生存和增殖所需的生长因子 [ 1 9 ]。

Western blot 检测结果显示  DBM/LN 支架处理

EPCs 后，VEGF、p-FAK 和 p-ERK1/2 蛋白表达水平

显著高于 DBM。上述实验结果提示 LNα4 链功能

肽能促进内皮细胞黏附、增殖和管腔形成，可能是

通过激活 FAK 活性，触发整合素下游的酪氨酸磷

酸化级联反应所致。

骨修复过程中血管不仅是营养物质扩散、细胞

增殖和新骨组织生长的营养传递器官，同时在调节

细胞和骨再生信号分子方面也起着关键作用。我

们前期研究显示， LNα4 链功能肽能促进 MSCs 在
支架材料上的黏附、增殖，并且促进其成骨分化[4]。

本次研究制备的 DBM/LN 携带 cRGD，使 DBM 修
饰界面含有多个整合素配体，可分别与 MSCs 和
EPCs 上高表达的整合素亚型相结合，既能提高

支架与细胞特异性黏附，又兼顾骨再生和血管

生成[20]。

 

200 μm

组织纤维 新骨 骨髓腔

200 μm

组织纤维 新骨 骨髓腔

 
图 10     骨缺损区 HE 染色观察（×200）     a. DBM 组；b. DBM/
LN 组

Fig.10   HE staining of bone defect site (×200)     a. DBM group;
b. DBM/LN group
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综上述，DBM/LN 支架材料能促进 EPCs 的黏

附，最重要的是能显著促进 H 型血管的生成，实现

骨缺损修复中血管生成和骨再生的有效耦联，为骨

缺损修复的治疗提供了新的策略。
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