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血管化人工骨的体外构建和体内异位成骨*★ 
郭  英1，马卫东2，陈小冬1，曲  哲2 

Construction of vascularization artificial bone in vitro and ectopic osteogenesis in vivo    

Guo Ying1, Ma Wei-dong2, Chen Xiao-dong1, Qu Zhe2 

Abstract 
 
BACKGROUND: Vascularization plays an important role in bone formation and remodeling, however, the oxygen and nutrition 
are insufficient for large tissue block; therefore, it is necessary to solve the problem of vascularization in tissue engineering field.   
OBJECTIVE: To investigate the method of constructing vascularization artificial bone in vitro and ectopic osteogenesis in vivo.  
METHODS: Rat bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and kidney vascular endothelial cells were isolated and 
cultured, and osteogenesis ability of BMSCs in different co-culture models (co-culture with or without direct contact) were 
analysed by measuring the quantity of protein and the activity of alkaline phosphatase and osteocalcin. By establishing the 
three-dimensional co-culture model of rat BMSCs and kidney vascular endothelial cells, vascularized artificial bone was 
constructed, which was implanted into the muscle of rats. The angiopoiesis and osteogenetic ability of the implants were 
observed by soft X-ray examination and hematoxylin-eosin staining.  
RESULTS AND CONCLUSION: There was good cell compatibility when rat BMSCs and kidney vascular endothelial cells were 
co-cultured. The ALP activity and osteocalcin was decreased in the simple culture groups, but increased in the direct and indirect 
co-culture groups. Statistical analysis showed that the osteogenetic ability of BMSCs co-cultured group was higher than that of 
simple cultured (P < 0.05). The in vivo experiment manifested that the intensity of soft X-ray and the quantity of vascular and new 
formed bone in the vascularized artificial bone group were higher than those in the control group (P < 0.05). The osteogenetic 
ability of BMSCs can be regulated by cytokines and cell membrane proteins when co-cultured with endothelial cells. Compared 
with traditional artificial bone, vascularized artificial bones has lots of advantages, such as accelerating the differentiation and 
proliferation of BMSCs, increasing local blood circulation and survive ratio, as well as accelerating osteogenesis and having more 
powerful anti-infect ability. 
 
Guo Y, Ma WD, Chen XD, Qu Z. Construction of vascularization artificial bone in vitro and ectopic osteogenesis in vivo.Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(20): 3611-3615.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：血管化在骨形成和改建中起重要作用，目前大的组织块难以获得充足的氧气和营养供应，因此组织工程中就出现了

需要适当血管化的问题。 
目的：建立体外血管化人工骨模型并且体内异位成骨的实验体系。 
方法：分离培养鼠骨髓间充质干细胞和肾血管内皮细胞，体外构建鼠骨髓间充质干细胞和鼠肾血管内皮细胞直接接触培养

血管化人工骨组，以间接接触三维培养体系和两种细胞单独培养体系作为对照。体外通过测定蛋白质含量，碱性磷酸酶活

性和骨钙素，分析骨髓间充质干细胞在不同混合培养模型中的成骨能力。建立鼠骨髓间充质干细胞和肾血管内皮细胞的三

维培养体系，再将两种细胞直接接触组材料和骨髓间充质干细胞单独培养组的材料分别植入鼠左右腿肌肉内，通过软 X 射
线摄影和苏木精-伊红染色检测分析不同植入方法的血管形成和成骨能力。 
结果与结论：当两种细胞混合培养时，具有很好的细胞兼容性。两种细胞单独培养碱性磷酸酶活性和骨钙素较间接接触混

合培养降低，而两种细胞混合培养时，体系中碱性磷酸酶活性和骨钙素水平增加。动物实验结果显示在混合培养体系中的

骨髓间充质干细胞的成骨能力高于单独培养(P < 0.05)。体内实验表明在血管化人工骨中的软 X射线骨密度，血管数量和新
形成的骨量均高于对照组(P < 0.05)。提示在两种细胞混合培养时骨髓间充质干细胞的成骨能力可以被细胞因子和细胞膜蛋
白质调节，和传统的人工骨比较，血管化人工骨有加速骨髓间充质干细胞分化，增加了局部的血管微循环生存率，以及加

速成骨和更好的抗感染能力。 
关键词：血管化人工骨；骨髓间充质干细胞；血管内皮细胞；混合培养；组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.20.001 
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0  引言 
 

现今组织工程技术主要应用在无血管的组

织或者无附加血管供应的组织中，面对较大缺

损的病例，只依靠血管的扩散生长并不能满足

营养需求，大的组织块难以获得充足的氧气和

营养供应，因此组织工程中就出现了需要适当

的血管化的问题。骨移植修复骨缺损的再血管

化是最基本环节
[1]
。针对血管化人工骨的不足以

及目前研究中所存在问题，本实验采用细胞培

养技术，体外建立了骨髓间充质干细胞(bone 
mesenchymal stem cells, BMSCs)和肾血管内
皮细胞(vascular endothelial cells, VECs)三维
混合培养体系，通过将BMSCs与VECs直接接
触培养

[2]
、间接接触培养和BMSCs单独培养比
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较，探讨其在体内促进人工骨组织血管化和提

高成骨能力的可行性。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2008-07/2009-07在吉林大

学口腔医学院病理实验室完成。 
材料： 
动物：SPF级1月龄和3月龄Wistar大鼠各10

只，雌雄不限；SPF级6~8周Wistar大鼠24只，
雌雄不限，均为吉林大学实验动物部提供的封

闭群动物。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
鼠BMSCs和肾VECs培养和鉴定：Wistar大鼠

麻醉，无菌状态下常规解剖分离提取双侧胫骨

和股骨骨髓细胞及肾皮质血管内皮细胞，通过

常规碱性磷酸酶染色和 Von Kossa 染色鉴定
BMSCs[3], 通过CD-31和Von willebrand蛋白抗
体免疫组织化学染色和JEM-1200EX型透射电
子显微镜下观察肾VECs[2-3]

。 
聚羟基乙酸聚乳酸共聚物(poly(lactic-co-glycolic

acid), PLGA)制备及预处理：聚羟基乙酸和聚乳酸

粉末(直径为200~250 μm)以15∶85比例混合，
PLGA共聚物的孔隙直径为300~500 μm，孔隙
率为85%。钴60消毒备用。 

BMSCs、VECs和PLGA材料生物相容性和黏附

性检测：取2种细胞第3代各1×104
个，加入1 mL 

DMEM条件培养液，接种预先处理好的PLGA
表面，将黏附材料的细胞培养3 d取出，体积分
数2.5%戊二醛固定，体积分数1%锇酸后固定，
常规样品制备，X-650扫描电镜观察[3]

。 
建立鼠BMSCs和鼠肾VECs直接接触培养、间接

接触培养和单独培养三维协同培养体系：经过钴60
消毒处理PLGA材料1.0 cm×1.0 cm×0.5 cm 共
24块，每组分别接种6块材料： 

分组处理方法： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各组每24 h更换3 mL的DMEM条件培养

液，共培养5 d。收集第5天条件培养液，采用
放射免疫试剂盒检测骨测量培养液中骨钙素骨

钙素含量
[4-5]
；用0.25%胰蛋白酶消化收集细胞，  

5 d后，用BCA蛋白检验试剂盒检测蛋白质的含
量

[6]
，使用碱性磷酸酶试剂盒检测细胞内碱性

磷酸酶合成
[7]
。 

构建动物模型：麻醉6~8周雄性Wistar大鼠，
取股肌。因动物实验无法构建间接培养组，因

而本次实验中只比较带有VECs和不带有VECs
组。将载有BMSCs和VECs的材料(直接接触培
养组)植入左腿(实验组)；将只载有BMSCs的材
料(BMSCs单独培养组)，载体植入右腿(对照组)
肌囊内，缝合切口。2组实验动物每组6只，自
身对照。每天注射青霉素，分别在4，8，12周
处死，每组取2只每次处死8只鼠，取出标本，
甲醛溶液固定。用软X射线检测和苏木精-伊红
染色

[7-8]
，结果利用图像分析系统进行Image 

Software软件(美国NIH公司)电脑分析测量骨
形成面积及新生血管面积

[9]
。 

主要观察指标：移植后大鼠血管形成数量。 
统计学分析：数据用统计学软件SPSS 

11.5软件进行t 检验和ONE-ANOVA检验，每次
实验每组样本数为6，所有的实验被重复3次。   
P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 
 
2.1  实验动物数量分析  Wistar大鼠24只全
部进入结果分析，无脱失。 

试剂及仪器 来源 

聚羟基乙酸，聚乳酸 
 
放射免疫试剂盒 
BCA蛋白检验试剂盒 
碱性磷酸酶试剂盒 
JEM-1200EX 型透射电子显
微镜 

X-650扫描电镜 
图像分析系统  

济南岱罡生物科技有限

公司 
德国 Biosource公司 
美国 Pierce公司 
美国 Sigma公司 
日本 JEOL公司 
 
日本 HITACHI公司 
美国 Cold Spring公司

组别 接种方法 

直接接触 
培养组 

取传第3代肾VEC和BMSCs各1×104

混合，接种于 PLGA材料表面，培
养箱中静置 2 h，补加条件培养液盖
过材料表面培养。 

间接接触 
培养组 

取传第 3代肾 VEC 1×104 接种于 24
孔培养皿中，BMSCs 1×104

接种于

材料表面，培养箱中静置 2 h，补加
含 10%胎牛血清(天津血液研究所)
的 DMEM条件培养液，12 h后将材
料放入接种有肾 VEC的培养皿内。 

BMSCs单独
培养组 

取传第 3代 BMSCs各 1×104
个混合，

接种于材料表面，培养箱中静置 2 h
后补加条件培养液盖过材料表面。 

肾 VECs 
单独培养组

取传第 3代肾 VECs各 1×104
个混合，

接种于材料表面，培养箱中静置 2 h
后补加条件培养液盖过材料表面。 
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2.2  培养和检测鼠BMSCs  VonKossa染色阳性为
黑色，呈斑块状，多见于细胞密集生长区，证明该细胞

具成骨细胞生物学特性，见图1，证实细胞的成骨生物
学特性

[3]
。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  肾VECs培养及鉴定  血管内皮细胞呈圆形或椭
圆形，呈单层铺路石样排列，免疫组织化学CD31和VWF
抗体染色阳性

[10-11]
，见图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  BMSCs、肾VECs与材料生物相容性和黏附性  见
图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
扫描电镜观察见BMSCs在支架材料内表面黏附生

长良好，细胞伸展，伪足明显，细胞间伪足相互交叉，

材料孔隙内可见大量细胞黏附生长；肾VECs呈圆形或
椭圆形，在支架材料内表面呈单层铺路石样排列。 
2.5  鼠BMSCs和鼠肾VECs直接接触、间接接触和单独
三维培养对BMSCs分化的影响  培养5 d后，各组蛋白
质含量、骨钙素含量和碱性磷酸酶活性分析，见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6  异位成骨动物模型标本软X射线测量及密度分析  
在4周处死的鼠股骨标本，实验组有明显的X射线点状阻
射区存在，8，12周处死的鼠股骨标本X射线可见片状阻
射区，界限不清，骨密度低于正常骨组织。对实验组和

对照组X射线片进行扫描，计算机图像密度分析，发现
实验组和对照组12周均可见标本骨密度值高于8周标本
骨密度值(P < 0.05)。实验组8周和12周标本骨密度值高
于同期对照组标本骨密度值，但均低于正常骨组织密度

(P < 0.05)，见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Bone marrow mesenchymal stem cells were 
positive stained by VonKossa (black area), which 
speckle presented in the dense cells section (×40) 

图 1  BMSCs 细胞 VonKossa 染色阳性区为黑色，呈斑块
状，多见于细胞密集生长区(×40) 

Figure 2  Immunohistochemistry staining of kidney vascular 
endothelial cells (Immunohistochemistry staining, 
×100) 

图 2  肾血管内皮细胞免疫组织化学检测(免疫组织化学染
色，×100) 

a: PECAM-1 antibody         b: Von willebrand factor antibody 

Figure 3  Scanning electron microscopy of bone marrow 
mesenchymal stem cells (MSCs) and kidney 
vascular endothelial cells (VECs) adhered on the 
surface of PLGA scaffold (×1 000) 

图 3  骨髓间充质干细胞和肾血管内皮细胞黏附在 PLGA 支
架材料表面的扫描电镜检测(×1 000) 

a: BMSCs                         b: VECs   

Figure 4  Effect of kidney vascular endothelial cells (VECs)  
on bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
differentiation in co-culture system at 5 d 

图 4  培养 5 d 后，混合培养体系中血管内皮细胞对骨髓间
充质干细胞分化的影响 

a: Alkaline phosphatase activity 
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b: Osteocalcin

aP < 0.01, vs. single culture; bP < 0.05, vs. indirect culture 

Figure 5  X-ray images of each specimen at 12 wk after 
operation 

图 5  术后 12周，各组标本软 X射线检测 

a: BMSCs single 
culture    

b: Direct culture 
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2.7  异位成骨标本骨及血管形成数量分析 
移植后4周：经苏木精-伊红染色可见大量材料碎 

片，材料边缘仍可见成纤维细胞层包绕，但较薄，一般

为一两层，仍可见淋巴细胞浸润，成骨细胞样细胞较多。

实验组材料碎片之间可见成骨细胞样细胞,周围有少量骨
基质沉积，而对照组未见到。实验组标本中心及外周均

可见血管形成和长入，管腔内可见到红细胞；而对照组

仅外周可见血管长入，管腔内见有红细胞，见图6a，b。  
移植后8周：随着材料降解，于吸收部位可见少部分

钙盐沉积，部分区域已被新生骨替代。材料周边仍可见

成纤维细胞层，小血管继续增多，很少见到淋巴细胞浸

润。少部分区域已有典型骨小梁形成，骨小梁染色不均

匀，成骨细胞较多，梭形，核蓝染，位于骨小梁周围。

实验组新骨形成明显优于对照组，见图6c，d。 
移植后12周：随着材料降解,于吸收部位可见部分材

料位置钙盐沉积，大部分被新生骨替代，并见大量较典

型的骨小梁结构，其内骨陷窝增多，骨小梁周边可见成

骨细胞和不规则的骨基质形成，骨小梁染色趋于均匀，

未见有炎症反应，见图6e，f。骨形成面积、血管逐渐
增大，且实验组高于对照组(P < 0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
3  讨论 

 
成骨细胞与内皮细胞之间通过生长因子间接相互

促进学说已广为接受，Villars等[5]
在前人细胞因子学说

的基础上
[12]
，经过一系列实验提出两种细胞之间作用是

由间接接触作用和直接接触作用共同完成的。2000年
Villars等[5]

提出人BMSCs和内皮细胞之间接触连接是由
一种特殊的缝隙连接蛋白——连接蛋白43完成的，并通
过应用18α-干甘草次酸抑制连接蛋白43的合成发现，混
合培养中BMSCs分化能力降低，证明两种细胞之间特
异的连接蛋白有传递细胞信号而达到相互促进的作用。

但对于细胞因子促进学说和膜蛋白促进学说国内外争

议很大。但上述研究均局限于两种细胞平面接触的二维

培养体系
[13-15]

，而体内正常组织中细胞之间为三维空间

存在，国内外尚未见报道。 
针对上述研究均局限于两种细胞平面接触的二维

体系，而体内正常组织中细胞间为三维空间存在，作者

率先提出构建BMSCs与VEC三维接触培养体系的理
论：即在直接接触培养体系，使两种细胞在三维空间条

件下完全接触，而间接接触培养体系，使两种细胞存在

于同一个培养条件中，而相互之间完全不接触,充分模拟
体内生长环境。本文结果表明：间接接触培养VEC对
BMSCs的促进作用高于单独培养，提示细胞因子参与
了VEC对BMSCs增殖和成骨能力的促进作用，而直接
接触培养高于间接接触培养，表明不仅细胞因子参与了

VEC对BMSCs增殖和成骨能力的促进作用，而且细胞
间膜蛋白的直接接触也参与此作用，进一步从三维空间

角度证明细胞因子促进学说和膜蛋白促进学说，为血管

化人工骨的构建奠定了理论基础。 
早期临床采用显微外科技术将带血管蒂的自体骨

用于修复骨缺损，随着组织工程技术的发展，出现了几

种血管化人工骨构建方法：组织工程化肌骨瓣，血管蒂

筋膜包裹人工骨和复合生长因子构建血管化人工骨应

用
[9, 16-18]

；被认为是修复较大面积缺损的好方法，但这

些方法有造成患者二次损伤、来源部位局限、对显微外

科技术要求较高和移植后不易成活等诸多不足。针对以

上方法的不足，结合Frerich等[17]
的研究，本文设想将

VEC和成骨细胞混合，在支架材料上体外培养，将形成
毛细血管样结构而后融合成毛细血管网，构建原发的血

管化人工骨不仅可以加快骨缺损修复速度，也可能扩大

缺损修复面积
[12]
。 

为此，本次实验以VEC和BMSCs之间相互作用及
机制研究结果为基础，体外构建了血管化人工骨培养系

统，即VEC和BMSCs复合PLGA支架材料，植入鼠肌囊
内。与单纯人工骨植入对比，发现8，12周标本X线骨密
度和新骨形成量明显增高，血管化人工骨组X射线骨密

Figure 6  Osteogenetic ability of each group at different time 
points (Hematoxylin-eosin staining, ×10) 

图 6  各组移植后不同时间成骨变化(苏木精-伊红染色，×10) 

a: Experimental group, 4 wk 
post-implantation     

b: Control group, 4 wk 
post-implantation

c: Experimental group, 8 wk 
post-implantation      

d: Control group, 8 wk 
post-implantation

e: Experimental group, 12 wk 
post-implantation      

f: Control group, 12 wk 
post-implantation

red arrows: scaffolds; blue arrows: new blood vseesl; 
black arrows: new bone      
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度仍然低于正常骨密度，需进一步矿化。血管化人工骨

培养组，光镜观察发现2周的标本在其中心部位就可见
小血管形成而对照组新生血管只见于外周，证明实验组

植入材料中的VECs在骨形成早期有形成新生血管的能
力，可与外周血管融合提供材料中心营养，而单纯人工

骨只能靠外周血管逐渐长入提供营养
[19-20]

，4，8，12
周的标本血管形成面积实验组明显高于对照组。 
综上，证明血管化人工骨组在新骨形成和血管化程

度方面均优于单纯人工骨构建组，进一步从异位成骨角

度为血管化人工骨优于传统单纯人工骨提供实验根  
据

[21-22]
，为应用于临床患者修复大面积骨缺损奠定了基

础。 
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(1989/2011)、中国技术成果数据库(1978/2011)、中国学术
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干细胞和血管内皮细胞混合培养构建的血管化人工骨修复

颌骨的报道。 

创新点说明：率先将组织工程中骨组织培养与血管重建

结合引入骨组织工程，尝试解决人工骨构建与植入后的成活

与后续功能重建问题。体外建立血管内皮细胞、成骨细胞三

维立体共生体系，通过三维立体共生体系直接、间接培养探

讨其相互促进机制国内外尚未见报道。 


