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摘　 要: 通过在植入材料表面构建仿生微纳结构ꎬ 可以为机体细胞提供有利的微环境ꎬ 从而提高细胞活性并促进组织修复ꎮ 然

而ꎬ 到目前为止仍没有一种有效的骨组织工程材料能在成分和结构上同时模拟天然骨ꎮ 因此ꎬ 采用仿生矿化法复合微纳制造技

术在仿生骨修复材料中构建了大规模可控的微纳结构ꎬ 并且首次在体内证明了该材料的成分和可控有序的微纳结构能够长效促

进血管化骨再生ꎮ 研究结果表明: 首先ꎬ 通过复合高分子模板实现对仿生矿化羟基磷灰石纳米颗粒(ＨＡＮＰｓ)形貌的调控ꎬ 而且

微接触法将有序的微米图案大规模地整合入骨组织工程材料中ꎻ 其次ꎬ 大鼠间充质干细胞(ｒＭＳＣｓ)在该仿生骨组织工程材料表面

表现出高度取向生长ꎬ 其成血管分化和成骨分化表达增加ꎻ 同时ꎬ 构建的大鼠颅骨缺损模型也证明了该仿生骨组织工程材料能

促进血管化膜内成骨ꎮ 这为控制干细胞定向分化提供了一种先进的研究平台ꎬ 并为构建基于仿生微纳结构的新型仿生骨组织工

程材料提供了有力的理论基础和实际依据ꎬ 具有潜在的临床应用价值ꎮ
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1　 前　 言

天然骨是由以胶原蛋白为主的有机相和以低结晶度

羟基磷灰石为主的无机相构成的复合矿物质ꎬ 具有精妙

的多层级有序结构ꎮ 通过仿生矿化法合成的钙磷纳米粒

子ꎬ 不但可以在成分上接近天然骨ꎬ 还能在纳米尺度上

模拟天然骨的拓扑结构[１－３] ꎮ 近年来ꎬ 许多研究通过微

图案化法在生物材料表面构建微米尺度的拓扑结构[４] ꎮ
因此ꎬ 通过模板诱导矿化自组装和微图案化相结合的制

造技术ꎬ 有望制备模拟天然骨的仿生微纳结构ꎬ 为获得

非生长因子依赖的复合骨组织工程材料提供有利条件ꎬ
是具有较大意义的制备策略ꎮ

目前ꎬ 有许多研究利用复合模板诱导仿生矿化和协

同自组装ꎬ 调节生物材料的微观结构与形貌ꎬ 从而获得

仿生纳米结构ꎮ 这种可控的仿生纳米结构能够有效调控

机体干细胞行为ꎮ 现已有多种高分子材料可被用作钙磷

晶体生长调控的矿化模板ꎬ 促进磷酸钙的成核、 生长ꎬ
实现结晶产物尺寸和形貌的可控合成ꎮ 从宏观上讲ꎬ 促

进矿化的分子模板ꎬ 例如胶原蛋白、 丝素蛋白、 硫酸软

骨素、 海藻酸盐、 合成多肽等[５] ꎬ 其分子链段上的酰胺

基团、 侧链上的氨基和羟基对 Ｃａ２＋具有一定的吸附结合

能力ꎬ 可以促进磷酸钙成核结晶ꎮ 然而ꎬ 一些抑制矿化

的酸性蛋白分子模板ꎬ 例如牙釉质蛋白 １、 多聚天冬氨

酸[６]等ꎬ 其分子侧链上带有的大量羧基会竞争性结合并

屏蔽 Ｃａ２＋ꎬ 阻止其与 ＰＯ４
３－有效结合ꎬ 进而抑制磷酸钙的

成核ꎮ 因此ꎬ 可以通过选择促进或抑制矿化的高分子模

板调控矿化钙磷纳米粒子的形貌ꎮ
有序的微米拓扑结构ꎬ 可以调控细胞独特或有序的生

长形态ꎬ 以模拟原生机体组织中的细胞排列ꎬ 从而潜在性

地激发细胞定向分化[７ꎬ ８]ꎮ 随着现代生物材料种植体的发

展ꎬ 基于微图案化的可控表面设计被认为可实现对机体细

胞行为的调控ꎬ 并对植入体在机体环境中的骨整合起着至

关重要的作用[９－１２]ꎮ 体外研究表明ꎬ 微图案结构(如微米

或纳米的槽、 脊、 壁龛或柱阵列)可调节细胞的粘着、 肌

动蛋白聚合和进一步分化[９ꎬ １０ꎬ １３ꎬ １４]ꎮ 此外ꎬ 在基底材料表

面整合微图案化的颗粒或分子(如细胞外基质蛋白)ꎬ 也

被认作是指导细胞行为的有效方法[１５ꎬ １６]ꎮ 细胞与材料基

质的相互作用会影响黏着斑的分布和肌动蛋白的聚合ꎬ 从

而细胞骨架动力学途径刺激细胞活性ꎬ 最终实现定向分

化ꎮ 例如ꎬ 在线性或矩形微图案上生长的具有细长形态的

干细胞ꎬ 可以分化为成骨细胞或心肌细胞[１７ꎬ １８]ꎻ 在方形

微图案上生长的干细胞由于牵引力的减小从而分化成脂肪

细胞ꎻ 而在网格状微图案上生长的干细胞由于细胞间特殊

的相互接触和作用ꎬ 可被诱导分化成神经元细胞[１９ꎬ ２０]ꎮ

鉴于微纳拓扑结构在指导细胞行为ꎬ 特别是细胞分

化中的重要作用ꎬ 构建基于仿生杂化纳米颗粒的组合微图

案结构主要通过以下几个方面诱导机体细胞的生物学响

应: ① 通过设计的微图案结构调节细胞的空间形态和排

列[２１]ꎻ ② 通过仿生杂化纳米颗粒的组成及其高表面能改

善细胞外基质的粘附和分泌[２２]ꎻ ③ 通过细胞与基底材料

微纳仿生结构的相互作用ꎬ 模拟机体内的骨再生环境刺激

干细胞分化[２３]ꎮ 结合以上复合策略ꎬ 将有可能改善骨修

复材料的生物相容性和诱导生物活性ꎬ 从而加速骨再生ꎮ
本研 究 介 绍 了 一 种 矿 化 羟 基 磷 灰 石 纳 米 颗 粒

(ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＨＡＮＰｓ)从纳米尺度到微米

尺度拓扑形貌的可控制备方法ꎬ 即利用复合仿生模板作

为介 导ꎬ 通 过 模 拟 生 物 矿 化 过 程 获 得 形 貌 可 控 的

ＨＡＮＰｓꎬ 再以微图案形式排列、 整合在水凝胶膜中ꎬ 制

得一种在成分、 微米结构、 纳米形貌上高度仿生的骨修

复材料ꎮ 随后ꎬ 以大鼠骨髓间充质干细胞( ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍｅｓ￣
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｒＭＳＣｓ)作为研究对象ꎬ 对合成的骨

修复材料进行一系列体外细胞生物学评价ꎮ 首次在体内评

价这种大尺度仿生矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的促进骨修复能力ꎮ
基于复合仿生模板矿化法ꎬ 并结合微图案化制备具有微纳

拓扑结构的仿生骨组织工程材料ꎬ 是一种很有前景的干细

胞培养平台ꎬ 可为发展新型基于表面拓扑结构诱导干细胞

分化的骨组织工程材料奠定理论基础和实践依据ꎮ

2　 实　 验

2􀆰 1　 仿生骨组织工程材料的制备

２􀆰 １􀆰 １　 复合矿化模板的构建

分别制备质量浓度为 １ ｍｇ / ｍＬ 的 Ｉ 型胶原蛋白(ｃｏｌ￣
ｌａｇｅｎ Ｉꎬ 简称 Ｃｏｌ Ｉꎬ 由美国 Ｓｉｇｍａ 公司提供)、 硫酸软骨

素(ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅꎬ 简称 ＣＳꎬ 由美国 Ｓｉｇｍａ 公司提

供)、 海藻酸钠(ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅꎬ 简称 ＳＡꎬ 由国药集团提

供)和聚丙烯酸钠( ｓｏｄｉｕｍ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｔｅꎬ 简称 ＰＡＡꎬ 由中

国阿拉丁试剂公司提供)溶液ꎬ 以及同样浓度的 Ｃｏｌ￣ＣＳ、
Ｃｏｌ￣ＳＡ、 Ｃｏｌ￣ＰＡＡ 高分子复合溶液(按浓度 １∶１ 混合)ꎮ 随

后利用 Ｊ￣８１０ 型圆二色谱仪(日本 Ｊａｓｃｏ 公司)对各组高分

子溶液进行检测ꎬ 分析高分子模板的二级结构和模板间

的相互作用ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 矿化 ＨＡＮＰｓ 的制备

为了模拟天然矿化过程中钙磷盐在有机￣无机界面聚

集成核结晶ꎬ 以及有机￣无机组分协同共组装过程ꎬ 采用

水￣油￣固相法和仿生矿化法相结合的方法获得 ＨＡＮＰｓꎮ
具体过程为: 取 ０􀆰 ２５ ｇ 十八胺(由国药集团提供)、 ２ ｍＬ
亚油酸(由美国 Ｓｉｇｍａ 公司提供)和 ８ ｍＬ 无水乙醇(由国

药集团提供)共混并充分溶解ꎬ 再将 ２ ｍＬ、 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ 的

２９６
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Ｃｏｌ Ｉ 与 １ ｍＬ、 ５ ｍｏｌ / Ｌ 的硝酸钙溶液共混后ꎬ 将这两种

混合溶液共混并搅拌 ３０ ｍｉｎꎻ 随后ꎬ 分别将 ５０ ｇ / Ｌ 的

ＣＳ、 ＳＡ、 ＰＡＡ 溶液与 １ ｍＬ、 ３ ｍｏｌ / Ｌ 的磷酸氢二铵溶液

充分混合ꎬ 缓慢滴入之前搅拌的混合体系中ꎬ 同时用

１ ｍｏｌ / Ｌ的 ＮａＯＨ 溶液调节该体系的 ｐＨ 值至 ７ ~ ８ꎬ 在

３７ ℃的恒温水浴中充分搅拌 ２ ｈ 后ꎬ 静置于该温度的水

浴中陈化 ３ ｄꎻ 将得到的沉淀用去离子水清洗数次以获得

纯化的 ＨＡＮＰｓꎬ 分别命名为 Ｃｏｌ￣ＣＳ / ＨＡ、 Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡ 和

Ｃｏｌ￣ＰＡＡ / ＨＡꎬ 对他们进行冻干后保存在－４ ℃的冰箱内ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 仿生微图案的构建

首先ꎬ 设计了宽度、 间距均为 ５０ μｍ 的条纹状和宽

度为 ５０ μｍ、 间距为 １００ μｍ 网格状微图案掩膜版ꎬ 通过

光刻技术在涂有负性光刻胶的硅片上形成与掩膜版相对

应的微图案结构ꎬ 再利用聚二甲基硅氧烷(ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉ￣
ｌｏｘａｎｅꎬ ＰＤＭＳ)胶倒模形成具有反向微图案结构的二级印

章ꎻ 其次ꎬ 在 ＰＤＭＳ 胶二级印章上覆盖 １００ ｇ / Ｌ 的琼脂糖

(由国药集团提供)ꎬ 冷凝倒模后形成亲水的琼脂糖微图

案印章ꎻ 最后ꎬ 将经过超声预处理的 １０ ｇ / Ｌ 的矿化

ＨＡＮＰｓ 悬液滴加在琼脂糖微图案印章表面ꎬ 形成均匀薄

层并晾干后ꎬ 通过微接触法将矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案影印在

光滑的 ＰＤＭＳ 胶表面ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 仿生骨组织工程材料的制备

将先前制备的 Ｃｏｌ￣ＣＳ / ＨＡ、 Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡ、 Ｃｏｌ￣ＰＡＡ /
ＨＡ ３ 组矿化 ＨＡＮＰｓ 以 ５０ ｍｇ / ｍＬ 的质量浓度分别分散于

５％(体积分数ꎬ 下同)的明胶(由国药集团提供)水溶液

中ꎬ 并设置不添加 ＨＡＮＰｓ 的空白组ꎬ 在 ４ ℃固化后进行

冻干处理ꎮ 将冻干后的支架浸入预冷的 １％戊二醛溶液

(由国药集团提供)中ꎬ 反应交联 １ ｈꎻ 多次水洗后ꎬ 加入

１０ ｇ / Ｌ 牛血清白蛋白(由中国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司提供)溶液封

闭残余醛基ꎬ 再经数次水洗后获得矿化 ＨＡＮＰｓ 多孔

支架ꎮ
将含有 １０ ｇ / Ｌ 羟基聚乙二醇活性酯(ＮＨＳ￣ＰＥＧ￣ＯＨꎬ

由美国 Ｓｉｇｍａ 公司提供)和 １００ ｇ / Ｌ 明胶(由武汉申试公

司提供)的混合溶液覆盖在 ＰＤＭＳ 胶表面的矿化 ＨＡＮＰｓ
微图案上ꎬ 并置于 ４ ℃的冰箱内ꎻ 待凝固后ꎬ 将其加入

预冷的 １％戊二醛溶液中ꎬ 反应交联 １ ｈꎻ 经多次水洗后ꎬ
加入 １０ ｇ / Ｌ 牛血清白蛋白溶液封闭残余醛基ꎬ 再经数次

水洗后ꎬ 获得整合了矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的仿生骨组织工

程材料ꎮ 此外ꎬ 以同样的方法将矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案整合

在透明质酸(ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ 简称 ＨＡꎬ 由美国 Ｓｉｇｍａ 公

司提供)水凝胶和聚乳酸￣羟基乙酸共聚物(ｐｏｌｙ( ｌａｃｔｉｃ￣ｃｏ￣
ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ)ꎬ 简称 ＰＬＧＡꎬ 由美国 Ｓｉｇｍａ 公司提供)上ꎮ
2􀆰 2　 成分与显微组织的表征与分析

使用 Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ ２０ 型透射电镜(ＴＥＭꎬ 荷兰 ＦＥＩ 公

司)和 Ｓｉｒｉｏｎ ２００ 型扫描电镜(ＳＥＭꎬ 荷兰 ＦＥＩ 公司)观察

矿化 ＨＡＮＰｓ 混合溶液的纳米形貌ꎬ 并通过 Ｘ􀆳Ｐｅｒｔ ＰＲＯ 型

Ｘ 射线衍射仪(ＸＲＤꎬ 荷兰 ＰＡＮａｌｙｔｉｃａｌ 公司)和能量色散

光谱(ＥＤＸ)分析其成分ꎮ 利用场发射扫描电镜(ＦＳＥＭꎬ
荷兰 ＦＥＩ 公司)和 ＩＸ７１ 型共聚焦激光扫描显微镜(ＣＬＳＭꎬ
日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)对微图案结构进行观察ꎮ

通过荧光显微镜、 ＦＳＥＭ 观察仿生骨组织工程材料

的表面形貌ꎮ 此外ꎬ 为了强化仿生骨组织工程材料上微

图案的调控能力ꎬ 将其置于含有 ０􀆰 １４ ｇ / Ｌ ＣａＣｌ２的 ＤＰＢＳ
缓冲溶液中ꎬ 在 ３６􀆰 ５ ℃下矿化沉积 ２４ ｈ 后ꎬ 用去离子水

清洗去除残留ꎬ 并通过 ＦＳＥＭ 观察其表面 Ｃａꎬ Ｐ 沉积

情况ꎮ
2􀆰 3　 生物学性能的表征与评价

２􀆰 ３􀆰 １　 体外细胞学评价

将接有罗丹明的具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的骨组织工

程材料作用于细胞ꎬ 观察其对细胞的限定作用ꎮ 为了研

究该仿生骨组织工程材料高效调控细胞行为的能力ꎬ 先

将样品经过体外矿化沉积获得强化的磷酸钙微图案层ꎻ
随后ꎬ 将所有样品都置于 ２４ 孔细胞培养板内ꎬ 并进行伽

马辐射灭菌ꎻ 最后ꎬ 将 ｒＭＳＣｓ(由赛业生物科技有限公司

提供)以 １×１０５ / ｍＬ 的浓度种于材料表面ꎬ 并用 ＤＭＥＭ 完

全培养基 ( １０％的胎牛血清 ( ＦＢＳ) 和双抗 (由 Ｇｉｂｃｏ 提

供))在 ＣＯ２培养箱内培养 ３~７ ｄꎮ
为了研究 ｒＭＳＣｓ 的形貌ꎬ 将经 ４％多聚甲醛(由谷歌

生物提供)固定的样品ꎬ 通过磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳꎬ 由

Ｇｉｂｃｏ 提供)清洗后ꎬ 使用 ０􀆰 ３％的聚乙二醇辛基苯基醚

(Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ꎬ 由美国赛默飞世尔科技公司提供)通透ꎬ
随后用异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)标记的鬼笔环肽(由美国

Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ 提供)和 ＤＡＰＩ(由上海碧云天生物科技公司

提供)分别对细胞骨架和细胞核进行染色ꎬ 并使用 ＣＬＳＭ
对其进行观察ꎮ

为了研究材料对细胞分化的影响ꎬ 采用实时聚合酶

链反应(ｒｅａｌ ｔｉｍｅ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ)和免

疫荧光( ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ＩＦ)检测血管的生成和成骨

标志物的表达ꎮ 将 ｒＭＳＣｓ 在 ＤＭＥＭ 完全培养基中培养

７ ｄ 后ꎬ 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(由美国赛默飞世尔科技公司提供)
提取其总 ＲＮＡꎬ 随后用 ｓｅｎｓｉｆａｓｔ ｃＤＮＡ 合成试剂盒(由美

国 Ｂｉｏｌｉｎｅ 公司提供)从 １ ｇ 总 ＲＮＡ 中合成互补 ＤＮＡꎬ 并

利用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 主混合物(由美国赛默飞世尔科

技公司提供)在 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７５００ 型热循环仪(美国应用生

物系统公司)上对 ＲＵＮＸ￣２、 ＯＣＮ、 ＶＥＧＦＲ￣２、 ＣＤ１４４ 进

行 ＲＴ￣ＰＣＲ 基因表达分析ꎮ 通过 ＩＦ 染色对培养 １４ ｄ 的

ｒＭＳＣｓ 进行成骨和成血管相关蛋白的标记和分析ꎬ 即将

用兔抗大鼠 ｌｇＧ 标记 ＲＵＮＸ￣２、 ＯＣＮ、 ＶＥＧＦＲ￣２、 ＣＤ１４４
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的 ｒＭＳＣｓ 在 ４ ℃下孵育过夜ꎬ 之后再用罗丹明￣山羊抗兔

二级抗体标记ꎮ 将用荧光标记细胞肌动蛋白和细胞核的

ｒＭＳＣｓ 放在荧光显微镜下观察ꎬ 并用 ＦＣ５００ 型流式细胞

仪(美国贝克曼库尔特公司)进一步定量测定成骨和血管

生成相关蛋白的表达ꎬ 即对细胞进行胰蛋白酶化ꎮ 经

ＰＢＳ 洗涤后ꎬ 用 ４０ ｇ / Ｌ 多聚甲醛固定ꎬ 再进行如上的 ＩＦ
染色操作ꎬ 然后用流式细胞仪对其进行分类ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 体内细胞学评价

雄性 ＳＤ 大鼠(约 ３００ ｇ)的皮下植入: 首先ꎬ 在 ３ 只

大鼠背部皮肤上分别划出约 １ ｃｍ 的切口ꎬ 将 Ｃｏｌ￣ＣＳ /
ＨＡ、 Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡ、 Ｃｏｌ￣ＰＡＡ / ＨＡ 多孔支架和空白对照组

(纯明胶)ꎬ 以及具有条纹状、 网格状和随机分布状微

图案结构的仿生骨膜材料植入每只大鼠皮下ꎮ 保存 ２ 周

后ꎬ 将样品取出ꎬ 用 ＰＢＳ 清洗并固定在 ４０ ｇ / Ｌ 多聚甲

醛中ꎬ 使用标准方案进行切片处理后ꎬ 通过苏木精￣伊
红(Ｈ＆Ｅ)和 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ 组织学染色进行分析ꎮ 其次ꎬ 通过

对大鼠颅骨建立临界尺寸缺损模型评估仿生骨组织工程

材料促进骨修复的能力ꎮ 具体步骤为: 将所有大鼠随机

分成 ４ 组ꎬ 每个实验组 ３ 只ꎮ 将大鼠麻醉后ꎬ 在其头皮

上做一个切口以露出头骨ꎬ 用钻孔机构建一个直径为

５ ｍｍ 的颅骨缺损ꎬ 分别填充上条纹状、 网格状和无规

则状图案组的材料后缝合伤口ꎬ 并在术后立即对大鼠肌

肉注射 ２０ ０００ 国际单位的青霉素ꎮ 术后 ４ 周时取出大鼠

颅骨ꎬ 对取出的颅骨样品进行显微计算机断层扫描

(Ｍｉｃｒｏ ＣＴ)分析ꎬ 并对感兴趣区域进行 ３Ｄ 重建ꎬ 定量

计算缺损区域的成骨体积、 骨密度、 骨小梁数目和骨厚

度ꎮ 此外ꎬ 对获得的样本切片并进行 Ｈ＆Ｅ 和 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ
染色ꎬ 分析其组织形态ꎻ 通过 ＩＦ 双染ꎬ 对成骨相关的

ＲＵＮＸ￣２ 蛋 白 和 成 血 管 相 关 的 α￣平 滑 肌 肌 动 蛋 白

(α￣ＳＭＡ)进行标记ꎬ 并在荧光显微镜下对这两种蛋白进

行观察ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均以平均值±标准误差( ｘ± ｓ)表示ꎬ ∗Ｐ<
０􀆰 ０５ 被认为是显著性差异ꎮ

3　 结果与讨论

3􀆰 1　 复合模板的结构分析

通过圆二色图谱表征分析(图 １)ꎬ Ｃｏｌ 的 β 转角和无

规卷曲结构被引入调控模板ꎬ 通过氢键作用使这两种结

构被诱导转变成了 β 折叠结构ꎮ 进一步分析可知ꎬ ＣＳ、
ＳＡ、 ＰＡＡ ３ 种调控分子作为单一模板与 Ｃｏｌ 分子组成复

合模板后ꎬ 其 β 折叠结构的含量减少了ꎮ 这是因为以调

控分子作为单一模板时ꎬ 其分子重复链段结构简单ꎬ 功

能基团(羧基)排列规整ꎬ 故在水溶液中有利于通过氢键

形成稳定的 β 折叠结构ꎮ 当体系中加入 Ｃｏｌ 分子后ꎬ 两

种分子模板之间会形成分子间氢键ꎬ 扰乱了调控分子内

规整氢键形成的 β 折叠结构ꎬ 故降低了复合体系中 β 折

叠结构的含量ꎮ 因此ꎬ 利用 Ｃｏｌ 分子为主模板ꎬ 通过引

入不同的第二元分子模板(ＣＳ、 ＳＡ、 ＰＡＡ)ꎬ 从而调控矿

化纳米颗粒在复合模板上诱导生成的形貌ꎮ

图 １　 复合模板的圆二色图谱和二级结构分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒａ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉ￣ｔｅｍｐｌａｔｅｓ

3􀆰 2　 矿化 HANPs 的形貌调控

在不同模板的诱导调控下ꎬ 矿化颗粒的形貌各有不

同ꎬ 如图 ２ 所示ꎮ 其中ꎬ 在 Ｃｏｌ 模板下形成了棒状晶体ꎬ
沿 Ｃｏｌ 长轴方向排列ꎻ 在 ＣＳ 模板下形成了针状晶体ꎬ 呈

现束状排布ꎻ 在 ＳＡ 模板介导下合成的矿化颗粒具有小的

片状结构ꎻ 在 ＰＡＡ 模板介导下合成的矿化颗粒为球形串

珠状ꎻ 在 Ｃｏｌ￣ＣＳ、 Ｃｏｌ￣ＳＡ、 Ｃｏｌ￣ＰＡＡ ３ 种复合模板的诱导

调控下ꎬ 矿化颗粒的形貌分别呈现长棒状、 长而宽的片

状和相互连接的串珠状ꎮ

根据 ＸＲＤ 分析结果(图 ３ａ)ꎬ 合成的纳米颗粒显示

出羟基磷灰石的特征衍射峰ꎬ 且都呈现出一定程度的宽

化现象ꎮ 此外ꎬ ＥＤＸ 图谱也同样表明ꎬ 纳米颗粒均为缺

钙型羟基磷灰石(图 ３ｂ)ꎮ Ｃｏｌ￣ＣＳ 复合模板由于具有较弱

的 Ｃａ２＋结合能力ꎬ 导致生成的矿化颗粒缺钙程度较低ꎻ
而 Ｃｏｌ￣ＰＡＡ 复合模板大量夺取了溶液中用于晶体生长的

Ｃａ２＋ꎬ 故最终生成产物的缺钙程度较高ꎮ 以不同模板为

介导的矿化 ＨＡＮＰｓ 均具有可控形貌ꎬ 都能在最大程度上

模拟新生天然骨的纳米级精细结构和成分ꎮ
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图 ２　 不同模板诱导下的矿化颗粒微观形貌的 ＳＥＭ(ａ)和 ＴＥＭ(ｂ)照片

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＳＥＭ (ａ) ａｎｄ ＴＥＭ (ｂ) ｉｍａｇｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ

图 ３　 以不同模板为介导的矿化 ＨＡＮＰｓ 的 ＸＲＤ(ａ)和 ＥＤＸ(ｂ)图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＸＲＤ (ａ) ａｎｄ ＥＤＸ (ｂ) ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＨＡＮＰｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ

3􀆰 3　 仿生微拓扑结构的构建

为了模拟机体天然骨的多层级结构ꎬ 达到更好地诱

导干细胞行为的效果ꎬ 本研究设计了条纹状和网格状阵

列微图案ꎮ 通过光刻技术和微接触法ꎬ 将设计的微图案

加载到 ＰＤＭＳ 胶基底上ꎬ 从而获得具有微图案的 ＨＡＮＰｓ
阵列结构ꎮ 微接触法是一种有效制备大面积微图案结构

的方法ꎬ 被广泛用于蛋白分子、 生物大分子和纳米粒子

的拓扑阵列分布[２４] ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ 通过该方法获得的矿

化 ＨＡＮＰｓ 微图案结构完整、 效果稳定、 可大范围制备ꎬ
是一种有效构建二维微拓扑结构的方法ꎮ 通过将形貌可

控的矿化 ＨＡＮＰｓ 构建成二维仿生微拓扑结构ꎬ 使该材料

在大尺度上表现出可润湿性和高表面能ꎬ 从而更有利于

细胞的募集、 粘附ꎮ 此外ꎬ 矿化 ＨＡＮＰｓ 也被证实可以显

著刺激干细胞行为ꎬ 特别是在促进细胞的成骨和成血管

分化上具有很好表现[２５] ꎮ
3􀆰 4　 仿生骨组织工程材料的构建

考虑到 ＰＤＭＳ 胶不可降解且几乎没有生物活性ꎬ 不

利于体内骨组织修复ꎬ 故将 ＰＤＭＳ 胶基底上的微图案转

移到明胶水凝胶膜表面ꎬ 形成具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案层

膜结构的仿生骨膜材料[２６ꎬ ２７] ꎮ 通过荧光显微镜观察发现ꎬ

图 ４　 矿化 ＨＡＮＰｓ 的条纹状和网格状微图案结构: (ａ)微图案设计ꎬ (ｂ)ＳＥＭ 照片ꎬ (ｃ)激光共聚焦扫描显微镜照片

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｇｒｉｄ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｆｏｒ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＨＡＮＰｓ: (ａ) ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｍｉｃｒｏｐａｔｔｅｒｎｓꎬ (ｂ) ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓꎬ (ｃ) ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓ
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矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案被很好地固定在明胶水凝胶膜表面

(图 ５ａ)ꎮ 纯明胶基质表面光滑ꎬ 可以透过其表面观察到

矿化 ＨＡＮＰｓ 的微图案结构(图 ５ｂ)ꎮ 此外ꎬ 矿化 ＨＡＮＰｓ
微图案也被成功整合到了 ＰＬＧＡ 和 ＨＡ 材料表面ꎬ 这意

味着该工艺可以扩展到其他类型的组织工程有机材料上ꎮ
通过在仿生骨膜材料表面进行体外矿化ꎬ 选择性地

沉积磷酸钙(图 ５ｃ)ꎬ 显著增强了材料上的矿化 ＨＡＮＰｓ
微图案结构ꎮ 通过强化 ＨＡＮＰｓ 微图案结构ꎬ 可以将这种

有序的二维薄层结构构建成具有一定厚度的三维结构ꎬ
以促进后期蛋白质的吸收和干细胞的粘附ꎬ 进一步增强

仿生骨组织工程材料对干细胞的调节能力和其在骨科的

潜在应用ꎮ
3􀆰 5　 形貌调控细胞行为的研究

大量研究证明ꎬ 特定尺寸的条纹状和网格状微图案可

以控制细胞的形态和排列ꎬ 从而指导干细胞的分化[２８ꎬ ２９]ꎮ
本研究对仿生骨组织工程材料进行了 ＮＨＳ￣ＰＥＧ￣ＯＨ 修饰ꎬ
以防止细胞粘附在没有矿化 ＨＡＮＰｓ 的区域ꎬ 从而更好地

调控 ｒＭＳＣｓ 行为ꎮ 根据图 ６ 的荧光显微镜照片可知ꎬ 矿化

ＨＡＮＰｓ 微图案结构对细胞的限定和取向生长具有良好的

调控能力ꎮ 将 ｒＭＳＣｓ 在这两种图案中培养 １４ ｄ 后ꎬ 矿化

ＨＡＮＰｓ 微图案对细胞限定和生长取向的调控效果依旧明

显ꎬ ｒＭＳＣｓ 仍表现出持久且大范围的取向分布ꎮ

图 ５　 具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的仿生骨膜材料的微观形貌: (ａ)以明胶为基底的骨膜材料的荧光和明场显微照片ꎻ (ｂ)不同基底的

骨膜材料的 ＦＳＥＭ 照片ꎻ (ｃ)经体外矿化的骨膜材料的 ＦＳＥＭ 照片

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｏｓｔｅａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＨＡＮＰｓ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｐａｔｔｅｒｎｓ: (ａ) ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｄ ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｏｓｔｅａ ｕｓｉｎｇ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅꎻ (ｂ) ＦＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｏｓｔｅａ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓꎻ (ｃ) ＦＳＥＭ

ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｏｓｔｅａ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

图 ６　 具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的仿生骨组织修复材料上粘附的

ｒＭＳＣｓ 的荧光显微照片

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｒＭＳＣｓ ａｄｈｅｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂｉｏｍｉ￣

ｍｅｔｉｃ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｐ￣

ａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＨＡＮＰｓ

　 　 利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 定量分析了 ｒＭＳＣｓ 在仿生骨组织工程

材料上 ＲＵＮＸ￣２、 ＯＣＮ、 ＶＥＧＦＲ￣２ 和 ＣＤ１４４ 的表达ꎬ 如

图 ７ａ 和 ７ｂ 所示ꎮ 具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的材料上的

ｒＭＳＣｓ 均有 ＲＵＮＸ￣２、 ＯＣＮ、 ＶＥＧＦＲ￣２ 和 ＣＤ１４４ 的强表

达ꎬ 进一步证实了该材料具有显著促进成骨和血管生成

的能力ꎮ 与随机分布的矿化 ＨＡＮＰｓ 组相比ꎬ 微图案组中

表达的钙结节更明显(图 ７ｃ)ꎬ 这说明定向排列的 ｒＭＳＣｓ
钙化水平更高ꎬ 这也是微图案结构促进成骨的积极标志ꎮ

由此可知ꎬ 这种具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的仿生骨组

织工程材料ꎬ 可以显著促进细胞在体外成骨和血管生成ꎬ
且条纹组表现出更加显著的分化相关基因表达ꎮ 这可能

归因于: 首先ꎬ 通过细胞形态依赖的方式使细胞的排列

和生长长期受到微图案结构的限定和调控ꎬ 从而诱导其

定向分化ꎻ 其次ꎬ 细胞粘附于外基质的 ＨＡＮＰｓ 上ꎬ 矿化

ＨＡＮＰｓ 的成分激活了血管生成的 Ｃａ２＋依赖通道和成骨的

ｐ￣ＡＭＰＫ 途径ꎻ 最后ꎬ 前期分化的细胞分泌的成骨或成

血管相关蛋白ꎬ 如 ＢＭＰ￣２ 或 ＶＥＧＦꎬ 可以与磷灰石共沉

积ꎬ 进一步刺激周围受到限制的其他细胞从而强化细胞
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图 ７　 ｒＭＳＣｓ 的成骨(ａ)和成血管(ｂ)相关基因表达情况ꎬ 以及其经茜素红染色后的显微照片(ｃ)

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ (ａ) ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ (ｂ) ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒＭＳＣｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅｙ ｂｅｉｎｇ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ (ｃ)

分化水平ꎮ 矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案结构在调节细胞分化的同

时ꎬ 避免了对多种生长因子的需求ꎬ 从而大大优化了干

细胞培养和研究平台ꎮ
3􀆰 6　 仿生骨组织工程材料的体内评价

３􀆰 ６􀆰 １　 矿化 ＨＡＮＰｓ 的体内生物活性

为了评价不同形貌的矿化 ＨＡＮＰｓ 的组织相容性ꎬ 将

纳米颗粒分散于明胶水凝胶中ꎬ 冻干交联形成多孔支架ꎮ
矿化 ＨＡＮＰｓ 均可分散在多孔支架表面ꎬ 有利于细胞粘

附、 生长于颗粒表面并行使细胞功能ꎮ 支架皮下植入大

鼠体内 ２ 周后ꎬ 经 Ｈ＆Ｅ 和 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ 染色后的显微照片如

图 ８ 所示ꎮ 不同形貌的矿化 ＨＡＮＰｓ 均表现出良好的组织

相容性ꎬ 软组织长入明显ꎬ 并分泌了大量胶原纤维ꎬ 显

著提高了细胞活性ꎮ 其中 Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡ 组支架的降解程度

最高ꎬ 大部分支架已经被降解成岛状并被巨噬细胞和纤

维细胞所环绕ꎬ 其间还存在更多的血管结构ꎮ 这说明弱

晶态的 Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡ 更易在体内被组织降解、 代谢吸收ꎮ
３􀆰 ６􀆰 ２　 微纳结构的分化诱导

将具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案的仿生骨组织工程材料

(图 ９ａ)进行体外矿化处理ꎬ 通过选择性钙磷富集ꎬ 从而

强化矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案结构ꎬ 避免其在复杂体内环境中

降解ꎮ 通过大鼠皮下植入ꎬ 评价了具有不同矿化 ＨＡＮＰｓ
微图案的仿生骨组织工程材料的生物相容性ꎬ 以及其促进

体内血管生成和异位成骨的能力ꎮ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 定量分析

了仿生骨膜在体内促进血管生成和成骨的能力ꎮ 与随机分

布组相比(图 ９ｂ)ꎬ 条纹组和网格组中 ＣＤ１４４ 和 ＶＥＧＦＲ￣２
因子的表达显著增加ꎬ 且条纹组最高ꎮ ＯＣＮ 作为成骨分化

图 ８　 不同形貌的矿化 ＨＡＮＰｓ 支架经 Ｈ＆Ｅ(ａꎬ ｃꎬ ｅꎬ ｇ)和 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ
(ｂꎬ ｄꎬ ｆꎬ ｈ)染色后的显微照片: ( ａꎬ ｂ) Ｃｏｌ￣ＣＳ / ＨＡꎬ ( ｃꎬ
ｄ)Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡꎬ (ｅꎬ ｆ)Ｃｏｌ￣ＰＡＡ / ＨＡꎬ (ｇꎬ ｈ)空白对照组

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＨＡＮＰｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ
ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｓｃａｆｆｏｌｄ ａｆｔｅｒ Ｈ＆Ｅ (ａꎬ ｃꎬ ｅꎬ ｇ) ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ (ｂꎬ ｄꎬ
ｆꎬ ｈ) ｓｔａｉｎｉｎｇ: (ａꎬ ｂ) Ｃｏｌ￣ＣＳ / ＨＡꎬ (ｃꎬ ｄ) Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡꎬ (ｅꎬ
ｆ) Ｃｏｌ￣ＰＡＡ / ＨＡꎬ (ｇꎬ ｈ) ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

７９６
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晚期的标志性因子ꎬ 相较于随机分布组ꎬ 在条纹组和网格

组具有更高的 ｍＲＮＡ 转录水平ꎮ 此外ꎬ ＲＵＮＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ
含量太小未被检测到ꎮ 组织学染色分析证实(图 ９ｃ)ꎬ 这

些仿生材料均表现出良好的组织相容性和低的免疫原性ꎮ
微图案组的成纤维组织生长良好ꎬ 并伴随大量血管生成ꎬ
且新生血管的数量和面积明显大于随机分布组ꎮ

综上ꎬ 具有微图案结构的仿生骨膜可能有一定的促

进异位成骨的能力ꎬ 本研究将进一步通过骨修复实验加

以验证ꎮ
３􀆰 ６􀆰 ３　 促血管化骨再生

采用大鼠颅骨临界尺寸缺损模型评价不同形貌的矿

化 ＨＡＮＰｓ 诱导骨再生的能力ꎮ 在整个骨修复过程中ꎬ 仿

生多孔骨组织支架与机体骨及周围组织具有良好的柔性

和机械相容性ꎬ 基本保持在原始缺损位置ꎮ 植入 ４ 周后

取出颅骨ꎬ 由 Ｍｉｃｒｏ ＣＴ 评估骨修复情况可知ꎬ 不同形貌

的矿化 ＨＡＮＰｓ 表现出不同的促骨愈合能力ꎮ 其中ꎬ 片状

的 Ｃｏｌ￣ＳＡ / ＨＡ 组的矿化基质体积增大ꎬ 新骨覆盖率最高ꎬ
缺损区域几乎完全长合(图 １０)ꎮ

随后ꎬ 在大鼠颅骨缺损区域植入具有矿化 ＨＡＮＰｓ 微

图案的仿生骨膜材料ꎬ ４ 周后ꎬ 对样品进行组织学染色ꎮ
结果显示ꎬ 与其他组相比ꎬ 条纹组和网格组材料促进成

纤维组织生长、 胶原分泌、 血管生成更明显ꎮ 观察组织

与种植体之间的界面可见ꎬ 空白对照组的颅骨缺损部位

主要由纤维结缔组织桥接ꎬ 骨修复仅限于原生骨边缘ꎻ
而条纹组和网格组中有更多的类骨组织ꎬ 并形成了大量

新生血管ꎬ 如图 １１ 所示ꎮ 其中ꎬ 条纹组新形成的骨化组

图 ９　 仿生骨组织工程材料的皮下植入: (ａ)植入材料照片ꎻ (ｂ)成

骨和成血管相关基因表达情况ꎻ (ｃ)经 Ｈ＆Ｅ(左)和 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ

(右)染色后的植入材料的显微照片

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

ｍａｔｅｒｉａｌｓ: (ａ) ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ｉｍｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓꎻ (ｂ) ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ

ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ (ｃ) ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｉｍｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉ￣

ａｌｓ ａｆｔｅｒ Ｈ＆Ｅ (ｌｅｆｔ) ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ (ｒｉｇｈｔ) ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 １０　 不同形貌的矿化 ＨＡＮＰｓ 的颅骨修复评价: (ａ)基于 Ｍｉｃｒｏ ＣＴ 的大鼠颅骨缺损部位的 ３Ｄ 构建俯视图(上)和截面图(下)ꎻ (ｂ)
缺损部位成骨量的定量分析

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｋｕｌｌ ｄｅｆｅｃｔ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＨＡＮＰｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ: (ａ) ３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｖｅｒｔｉｃａｌ (ｕｐｐｅｒ) ａｎｄ ｔｒａｎｓ￣
ｖｅｒｓｅ ( ｌｏｗｅｒ) ｓｅｃｔｉｏｎ ｖｉｅｗｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴꎻ (ｂ) ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｓｉｔｅｓ

８９６
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图 １１　 基于组织学染色的仿生骨膜材料的血管化成骨体内评价: (ａ)Ｈ＆Ｅ 染色ꎬ (ｂ)Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ 染色

Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｏｓｔｅａ ｉｎ ｖｉｖｏ ｂａｓｅ ｏｎ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ: ( ａ) Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ( ｂ)

Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ

织明显厚于其他组ꎬ 缺损部位完全愈合ꎬ 骨结构平坦连

续且呈现逐渐成熟趋势ꎮ 同时ꎬ 随机分布组也呈现出良

好的新骨形成状态ꎬ 由此说明明胶作为矿化 ＨＡＮＰｓ 的载

体膜材料ꎬ 具有良好的骨传导性ꎮ
通过 ＩＦ 染色进一步评价了仿生骨膜材料促进血管化

骨再生的能力ꎬ ＩＦ 标记的 α￣ＳＭＡ 代表血管的生成ꎮ 与其

他组相比ꎬ 条纹组新生血管的量和面积明显最大ꎻ 同时ꎬ
荧光标记的成骨 ＲＵＮＸ￣２ 蛋白也显示ꎬ 微图案组的成骨

率高于随机分布组和空白组ꎬ 且条纹组的成骨表达水平

最高ꎬ 如图 １２ 所示ꎮ 此外ꎬ 仿生骨组织工程材料的结构

也具有良好的骨传导性ꎮ 因此ꎬ 在仿生骨组织工程材料

成分、 形貌和结构的共同作用下ꎬ 可诱导生成更多的胶

原和骨样组织ꎬ 从而形成骨小梁ꎬ 最终促进新骨组织的

再生ꎮ

4　 结　 论

本研究开发了一个有效的组织工程平台来调控干细

胞行为和诱导新骨再生ꎮ 将形貌可控的矿化 ＨＡＮＰｓ 高度

有序地排列成几何微图案ꎬ 并大规模地整合在仿生骨组

织工程材料内ꎬ 以模拟天然骨的组成和微纳米拓扑结构ꎮ
通过体外矿化促进钙磷在微图案表面的选择性沉积和富

集ꎬ 从而增强其微纳结构的调控作用ꎮ 矿化 ＨＡＮＰｓ 微图

案可大范围地限制 ｒＭＳＣｓ 的形态和取向分布ꎬ 诱导其成

骨和成血管分化ꎮ
更重要的是ꎬ 本研究首次证明了矿化 ＨＡＮＰｓ 微图案

可用于大规模调节体内血管生成和骨形成ꎬ 而且具有条

纹状微图案结构的仿生骨组织工程材料表现出更显著的

促血管化骨再生能力ꎮ 此外ꎬ 该材料具有很强的制作可

行性ꎬ 在现有和新兴的生物医学领域将具有突出的临床

应用价值ꎮ

图 １２　 基于免疫荧光标记的仿生骨膜材料的成骨和成血管能力评价

Ｆｉｇ􀆰 １２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｅｘ￣

ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｏｓｔｅａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ￣

ｃｅｎｃｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ
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[２３] ＨＥ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＣＨＥＮ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｂ
[Ｊ]ꎬ ２０１４ꎬ ２(１６): ２２２０－２２２７.

[２４] ＺＨＡＯ Ｃ Ｃꎬ ＸＩＡ Ｌ Ｇꎬ ＺＨＡＩ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ｂ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ３(６): ９６８－９７６.

[２５] ＨＡＭＯＮ Ｃꎬ ＨＥＮＲＩＫＳＥＮ￣ＬＡＣＥＹ Ｍꎬ ＬＡ ＰＯＲＴＡ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｄ
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ２６(４４): ８０５３－８０６１.

[２６] ＸＵ Ｂꎬ ＺＨＥＮＧ Ｐ Ｂꎬ ＧＡＯ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ
[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ２７(４): １６０４３２７.

[２７] ＬＯＨＭＡＮＮ Ｐꎬ ＷＩＬＬＵＷＥＩＴ Ａꎬ ＮＥＦＦＥ Ａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ
２０１７ꎬ １１３: １５８－１６９.

[２８] ＬＵ Ｊꎬ ＣＨＥＮＧ Ｃꎬ ＨＥ Ｙ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ２８
(２１): ４０２５－４０３１.

[２９] ＹＡＮＧ Ｇ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｈ Ｍꎬ ＨＵ Ｘ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｎｏｓｃａｌｅ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ９(１８):
５７９４－５８０５.

(编辑　 王　 瑶)
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