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摘　 要： 一直以来， 由创伤、 肿瘤切除和先天畸形引起的临界性骨缺损的临床治疗都存在极大的挑战， 包括自体骨移植在内

的传统骨缺损治疗方法， 由于供体不足和免疫排斥反应等问题， 已经不足以满足临床需求。 而组织工程的发展改变了骨修复

的传统治疗模式， 基于人工和天然生物材料的各种组织工程复合支架被用于修复受损骨。 与此同时， 也有越来越多的学者认

识到骨膜在骨缺损修复中的重要作用， 尤其是组织工程支架的整合性和血管化。 除了自体或异体骨膜移植， 研究者将组织工

程的理念融入到骨膜修复中， 从结构和功能上模拟天然骨膜。 从组织工程骨膜的不同设计理念出发， 简单回顾了 ４ 类组织工

程骨膜的研究进展， 包括结构仿生型、 微观结构仿生型、 血管化型和外力刺激型， 这些将为骨组织工程构建和骨膜深入研究

提供理论基础并开启新的思路和方法。
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1　 前　 言

近年来， 由于社会工业化程度提高， 由创伤、 肿瘤

切除、 病理变性和先天畸形引起的骨缺损病例日益增

多。 据不完全统计， 我国每年新增骨损伤病人达 ３００ 万

例。 临床上通常采用骨移植手术治疗骨缺损， 传统的骨

缺损治疗方法包括： 自体骨移植（ ａｕｔｏｇｒａｆｔｉｎｇ） ［１］ 、 同种

异体骨移植（ａｌｌｏｇｒａｆｔｉｎｇ） ［２］ 和异种骨移植（ｘｅｎｏｇｒａｆｔｉｎｇ）。
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自体骨移植是公认的骨组织修复的黄金标准， 但是患者

要经受自体组织移植手术创伤的痛苦， 而且可移植部位

及数量有限； 同种异体骨移植具有良好的组织特性， 但

存在免疫排斥并有感染病毒及细菌的危险， 而且制样、
处理和存储成本较高， 其应用也受到极大限制［３］ 。 组织

工程的提出及发展， 为解决这个难题提供了新的思路，
改变了骨修复的传统治疗模式。 基于各种人工或天然生

物材料的组织工程支架的开发， 为骨缺损的临床治疗提

供了新的途径。
骨组织工程的核心是建立细胞与生物材料的三维空

间复合体， 即具有生命力的活体组织， 用以对病损组织

进行形态、 结构和功能的重建并达到永久性替代。 其基

本原理和方法是将体外培养扩增的正常骨组织细胞， 吸

附于一种生物相容性良好并可被机体吸收的生物材料上

形成复合物， 并将细胞－生物材料复合物植入骨缺损部

位， 细胞在生物材料逐渐被机体降解吸收的过程中， 形

成新的在形态和功能方面与损伤部位相一致的组织， 而

达到修复创伤和重建功能的目的［４］ 。 然而， 目前所采用

的天然或人工合成的骨修复材料在成分和结构上均与天然

骨组织存在较大差异， 与骨组织间难以达到真正的生物性

融合； 其降解速度与新骨生长速度难以匹配； 材料植入骨

缺损部位后， 其修复过程基本是一种被动的“充填”过程，
缺乏对生理环境的主动感知。 并且， 骨组织细胞构建的骨

修复材料由于内部缺乏血管， 往往存在细胞营养供给不

足， 内部组织易坏死， 长期疗效差等缺点。
理想的骨缺损修复是工程化的骨替代物能够与宿主

骨组织整合并且恢复缺损的生理学结构和功能。 就骨的

生理机能而言， 除了其他重要因素的参与， 骨膜在骨形

成和缺损治疗中起到了决定性的作用。 骨膜是高度血管

化的组织， 其中含有成骨和成软骨祖细胞以及其他相关

的生物活性因子， 而被描述成血管化较好的“骨 ／软骨器

官”， 它为骨提供血液循环， 被认为是骨的“脐带”， 骨

膜剥落通常会破坏骨的动脉营养供应［５－７］ 。 骨膜是由微

血管化的致密结缔组织组成的， 它通过夏贝氏纤维

（Ｓｈａｒｐｅｙ􀆳ｓ ｆｉｂｅｒｓ， 也称贯通纤维）紧紧地覆盖在皮质骨

外表面， 形成一层薄而坚韧的膜［８］ 。 从组织结构上讲，
骨膜被分成不同的两层： 由成纤维细胞和夏贝氏纤维组

成的外层纤维层， 以及含有多能间充质干细胞和骨母细

胞的内层生发层， 这些细胞有助于正常骨的生长、 愈合

和再生［９－１３］ 。 尽管自体和异体骨膜移植已经用于各种尺

寸的骨缺损修复， 但是骨膜移植仍然存在供体不足、 供

区并发症和免疫学问题， 因此， 研究者将组织工程的概

念引入到骨膜中， 期待能够更好地解决骨缺损修复的临

床难题。

本文从组织工程骨膜的不同设计理念， 简单回顾了

其发展过程， 包括宏观和微观的结构仿生以及血管化和

力学应答的功能仿生等， 期待为后续的研究提供基本的

思路和方法。

2　 结构仿生组织工程骨膜

骨膜植入物能够提供骨祖细胞和屏蔽瘢痕组织而有

助于骨修复， 然而， 这些植入物存在着固体不足和供体

并发症等问题。 Ｓｃｈöｎｍｅｙｒ 等采用人脱细胞真皮和成骨

细胞 ／间充质干细胞（ＭＳＣｓ）合成了骨模样材料［１４］ 。 体

外结果显示， 成骨细胞更乐于在人脱细胞真皮上黏附和

增殖。 另外， 在骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）的刺激下， 成

骨细胞表现出分化的潜能。 生长在人脱细胞真皮上的细

胞能够有效地被腺病毒转染， 且没有明显的细胞毒性。
Ｓｃｈöｎｍｅｙｒ 等也对细胞传递性和骨形成潜能进行了体内

评价， 他们将带有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的 ＭＳＣｓ 接种在

人脱细胞真皮上， 并用 ＢＭＰ⁃２ 转染， 之后将这一结构

缠绕在同源小鼠的内收肌上， 并植入到裸鼠下颌进行临

界性骨缺损治疗。 三周之后， 带有 ＧＦＰ 的细胞仍然存

在， 且新骨取代了肌肉和植入结构的界面， 六周之后，
临界性骨缺损被成功地治疗。 这一研究表明， 人脱细胞

真皮能够用于合成组织工程骨膜， 且可以传递细胞和骨

诱导蛋白。
Ｚｈｏｕ 等将由猪骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）组成的

细胞层和由医用级聚己内酯－磷酸钙（ｍＰＣＬ⁃ＣａＰ）构成

的完全连通支架组装， 制备具有一定结构和功能的骨植

入物［１５］ 。 他们从细胞培养板中收集 ＢＭＳＣｓ 层并将其包

裹在预接种的 ｍＰＣＬ⁃ＣａＰ 复合支架。 培养 ８ 周之后发

现， 细胞层与支架 ／细胞结构很好地整合且保持细胞活

性， 在支架的内部和外部均出现了矿化的节结。 碱性磷

酸酶活性（ＡＬＰ）和骨相关蛋白表达的检测表明， 支架 ／
细胞结构中的细胞经历了常规的体外成骨分化。 在体内

实验中， 他们分别将两组不同的细胞层－支架 ／细胞结构

植入裸鼠皮下。 其中， 第一组结构（５×５×４ ｍｍ３）与 ＢＭ⁃
ＳＣｓ 层组装， 并在植入前体外培养 ８ 周， 而第二组结构

（１０×１０×４ ｍｍ３）与 ＢＭＳＣｓ 层组装后并没有进一步体外

培养， 则是直接植入体内。 结果显示， 两组结构中均形

成了新的血管化的疏松皮质骨， 体积将近 ４０％。 组织学

和免疫组织化学检测表明， 新的骨组织从接种的 ＢＭＳＣｓ
区域形成， 且主要以软骨内成骨方式为主形成编织骨基

质， 最后成熟为完全矿化的致密骨， 呈现出天然骨的组

织学标记物。 这一研究表明， 将 ＢＭＳＣｓ 层技术与具有

优化的力学、 营养物质运输和血管化性能的复合支架相

结合， 可以再生类似于天然骨的大块骨组织。
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骨膜和其中的干细胞群可以调整骨缺损愈合， 而这

在异体移植中是缺乏的。 因此， 如何提高同种异体移植

的愈合和整合， 是研究者亟待解决的问题。 Ｈｏｆｆｍａｎ 等

利用可水降解的水凝胶将间充质干细胞（ＭＳＣｓ）传递和

集中到异体移植物表面来制备骨膜类似物， 即组织工程

骨膜［１６］ 。 结果显示， 植入 １６ 周后， 与未处理的同种异

体移植物相比， 组织工程骨膜提高了移植物血管化（约
２􀆰 ４ 倍）、 软骨内骨形成（约 ２􀆰 ８ 倍）和生物力学强度（约
１􀆰 ８ 倍）。 与自体移植相比， 组织工程骨膜尽管增强了

愈合， 却推迟了软骨内成骨的过程， 因此， 研究者认

为， 在临床应用前， 还需要对这种组织工程骨膜进行改

善。 例如， 将这种自下而上的生物材料制备方法所得到

的工程骨膜与相关的细胞种类、 基质和小分子药物结合

来加快骨化过程。

3　 微观结构仿生组织工程骨膜

尽管结构仿生组织工程骨膜改善和提高了同种异体

移植和人工支架再生， 但是这些工程骨膜只是在宏观上

类似于天然骨膜， 在表面形貌和微观结构却与天然骨膜

存在很大的差异性。 Ｓｈｉ 等采用表面微图案化技术， 将

骨膜的天然表面形貌和微观结构融入到组织工程骨膜和

骨的设计理念， 创新性地提出了简单易操作的仿生方

法。 前期研究中， 他们用骨膜作为模板将其精致的纳

米 ／微米形貌复制在胶原膜表面， 使胶原膜表面继承了

骨膜精确的沟槽微图案拓扑结构， 从而， 可以更有效地

指导细胞沿着天然骨膜的方式取向［１７］ 。 之后， 他们采

用冻干技术， 将载有人骨髓间充质干细胞和人真皮微血

管内皮细胞的胶原膜（伪骨膜）与纳米生物活性玻璃复

合形成三维多孔支架， 来研究伪骨膜对骨生成的作用。
结果显示， 相比于未处理的支架， 覆盖有伪骨膜的支架

表现出明显的成骨性， 说明伪骨膜在骨再生中起到了重

要的作用。 这一研究不仅为骨组织工程支架构建提出了

新的理念， 也为骨膜研究提供了新的方法。
考虑到骨膜表面的多级拓扑结构， 为了使人造骨膜

更有效地固定在或与骨支架（如自体移植、 同种异体移

植和人造多孔支架）整合， Ｓｈｉ 等采用微图案化技术在

ＰＬＧＡ 纳米片上创造拓扑结构， 以调控细胞核细胞外基

质的取向类似于天然骨膜［１８］ 。 他们将旋涂和微图案化

技术结合制备了富有弹性的、 具有多种图案的“便签

样”ＰＬＧＡ 纳米片， 用带有沟槽微图案化的 ＰＬＧＡ 纳米

片模拟天然骨膜用于骨修复治疗。 值得一提的是， 这种

独立的纳米片能够稳固地固定在多种骨修复组织工程支

架上， 并保持表面拓扑形貌。 这些微图案化的纳米片能

够黏附在各种支架和植入物上， 且在水环境下也具有高

稳定性和粘合性。 这一独特的性能使得载有细胞的纳米

片在体外培养和体内植入时都能固定在多种骨植入物

上。 另外， 他们用覆盖有微沟槽化纳米片的钛块研究干

细胞的骨生成。 结果表明， 覆盖有微沟槽化纳米片的钛

块有效地促进了干细胞成骨标记物的表达。 这一研究表

明， 微图案化的“便签样”ＰＬＧＡ 纳米片可以为组织工程

骨膜再生提供稳定的仿生模板， 并用于骨修复和生物学

研究， 同时也说明组织工程应用中仿生骨膜的发展将提

供骨再生治疗的新策略。

4　 血管化组织工程骨膜

正如前面所提到的， 天然骨膜中含有丰富的血管组

织， 为骨膜提供氧气和营养物质， 因此， 如何在组织工

程骨膜中引入新的血管， 以便在骨缺损区域形成血管化

的骨组织， 实现功能上仿生天然骨膜， 是研究者急需解

决的另一问题。 Ｆａｎ 等将骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）和
二氯化钴（ＣｏＣｌ２， 低氧模拟试剂）处理的 ＢＭＳＣｓ 结合，

体外构建了组织工程骨膜［１９］ 。 通过体外实验测试内皮

细胞特定标记基因（ＶＥＧＦ ／ ＰＥＤＦ）的表达， 发现低氧模

拟试剂 ＣｏＣｌ２处理的 ＢＭＳＣｓ 表现出较高的 ＶＥＧＦ（助血管

生成）和较低的 ＰＤＥＦ（抗血管生成） 表达。 另外， 他们

将这一工程骨膜植入严重联合免疫缺陷小鼠的皮下（２
周）和颅骨缺损（４ 周）， 用 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、 组织形貌学和免

疫组织化学方法来评价异位和正位骨生成和血管生成。
研究结果显示， 二氯化钴预处理的 ＢＭＳＣｓ 诱导了更高

的血管化程度并增强了骨生成。 这一研究为增强组织工

程骨膜中血管化的骨形成提供了新方法。
为了更好地解决合成支架治疗大的骨缺损存在血管

化不足的问题， Ｋａｎｇ 等通过结合血管化的仿生细胞层

工程骨膜（ＣＳＥＰ） 和生物可降解的多孔 β⁃ＴＣＰ 支架来构

建血管化的骨移植物［２０］ 。 首先， 体外培养人骨髓间充

质干细胞（ ｈＭＳＣｓ） 形成细胞层， 然后将人脐静脉血管

内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ） 接种在未分化的 ｈＭＳＣｓ 层形成血

管化的细胞层来模拟天然骨膜的纤维层， 同时经过体外

培养形成矿化的 ｈＭＳＣｓ 层来模拟天然骨膜的生发层；
之后， 将矿化的 ｈＭＳＣｓ 缠绕在圆柱形的 β⁃ＴＣＰ 支架；
最后， 将血管化的 ＨＵＶＥＣ ／ ｈＭＳＣｓ 层缠绕在其上， 这样

就在 β⁃ＴＣＰ 支架上形成了仿生的 ＣＳＥＰ。 以非骨膜结构

细胞层包裹的 β⁃ＴＣＰ 和未处理的 β⁃ＴＣＰ 作为实验组，
进行体内和体外研究。 体外结果显示， 未分化的 ｈＭＳＣｓ
层促进了 ＨＵＶＥＣｓ 形成丰富的毛细管装网络。 体内结果

显示， 仿生 ＣＳＥＰ 增强了体外预成型的人毛细网络与宿

主小鼠脉管系统之间的血管生成和功能融合。 另外， 与

其他组相比， Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析和骨钙蛋白染色显示仿生的
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ＣＳＥＰ ／ β⁃ＴＣＰ 移植物形成了更多的骨基质。 这些结果表

明， 模拟骨膜细胞内成份和空间构象的 ＣＳＥＰ 在血管生

成和骨生成中起到了决定性的作用。 这一研究表明仿生

骨膜包裹的 β⁃ＴＣＰ 支架在骨再生中是非常有前景的。

5　 外力刺激组织工程骨膜

已经有大量研究表明， 由纵向组装的细胞和胶原纤

维构成的骨膜内层， 即生发层， 对骨的生长、 重构和骨

折修复是非常重要的［２１－２３］ 。 存在于这一层的干细胞是

高度力学敏感的， 其一旦受到力学刺激， 将改变多种信

号分子的产物［１０， ２４－２５］ 。 为了模拟骨膜并促进干细胞向

成骨表型分化， 将力学和拓扑信号结合， 来构建能够调

控细胞形貌和行为（增殖和分化） 的支架是很有必要

的［２６－２８］ 。 Ｓｈｉ 等通过模拟骨膜微环境， 将力学和拓扑信

号结合起来， 体外构建能够诱导干细胞成骨的支架［２９］ 。
首先， 他们采用表面改性技术构建了聚多巴胺涂敷的石

蜡膜， 结果显示， 生长在其上的细胞能够很好地黏附和

增殖。 另外， 由于石蜡膜具有很好的可塑性和延展性，
很容易产生微图案来调控细胞的空间取向并施加不同的

力学应力。 因此， 他们构建了沟槽微图案化的聚多巴胺

涂敷的石蜡膜来诱导干细胞的成骨分化。 结果显示， 与

没有拉伸作用的细胞相比， 生长在聚多巴胺改性石蜡膜

的脂肪间充质干细胞表现出更高的成骨性能， 而这正是

细胞对力学和空间信号的应答。 这一研究将为再生医学

应用中的干细胞诱导成骨和体外骨生成中的骨膜分化研

究开启新的时机。

6　 结　 语

目前， 对于组织工程骨膜的研究已经取得了一定的

成果， 研究者主要从骨膜的宏观结构、 微观结构、 血管

化以及力学应答等方面来仿生构建组织工程骨膜， 并在

体外和体内进行大量的研究实验， 验证工程骨膜的性

能， 完善其在骨缺损修复中的作用。 但是， 对于骨膜微

观结构和生物学功能的仿生研究还处于初始阶段， 无论

是材料选择、 设计理念和性能评价， 都需要学者更加深

入、 系统的研究， 进一步完善其理论基础和建立可行的

体内模型， 以满足骨缺损修复的临床需要。
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［ Ｊ］， ２０１４， ６（１２）： ９ ６２２－９ ６３３．
［２１］ Ｏｃｈａｒｅｏｎ Ｐ， Ｈｅｒｒｉｎｇ Ｓ Ｗ． Ｔｈｅ Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ Ｒｅｃｏｒｄ［ Ｊ］， ２００７，

２９０（１１）： １ ３６６－１ ３７６．
［２２］ Ｐａｒｆｉｔｔ Ａ Ｍ． Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓ ［ Ｊ］， ２００２， １７ （ １０）： １ ７４１

－１７４３．
［２３］ Ｅｉｎｈｏｒｎ Ｔ Ａ． Ｃｌｉｎ Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｌａｔ Ｒ［ Ｊ］， １９９８， ３５５： Ｓ７－ Ｓ２１．
［２４］ Ｇｕｖｅｎｄｉｒｅｎ Ｍ， Ｂｕｒｄｉｃｋ Ｊ Ａ． Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ［ Ｊ］，

２０１３， ２（１）： １５５－１６４．

［２５］ Ｄｉｓｃｈｅｒ Ｄ Ｅ， Ｍｏｏｎｅｙ Ｄ Ｊ， Ｚａｎｄｓｔｒａ Ｐ Ｗ． Ｓｃｉｅｎｃｅ［ Ｊ］， ２００９，

３２４（５９３５）： １ ６７３－１ ６７７．

［２６］ Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｔ， Ｎｉｅ Ｊ， Ｍüｈｌｓｔäｄｔ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖ Ｆｕｎｃｔ Ｍａｔｅｒ［ Ｊ］，

２０１１， ２１（２１）： ４ ０７９－４ ０８７．

［２７］ Ｔａｎｇ Ｌ， Ｌｉｎ Ｚ， Ｌｉ Ｙ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈ Ｒｅｓ Ｃｏ［ Ｊ］， ２００６， ３４４

（１）： １２２－１２８．

［２８］ Ｆｏｏｌｅｎ Ｊ， ｖａｎ Ｄｏｎｋｅｌａａｒ Ｃ， Ｎｏｗｌａｎ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｓ［ Ｊ］，

２００８， ２６（９）： １ ２６３－１ ２６８．

［２９］ Ｓｈｉ Ｘ， Ｌｉ Ｌ， Ｏｓｔｒｏｖｉｄｏｖ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ＆ Ｉｎｔｅｒ⁃
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