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Preparation of bone morphogenetic protein-7 peptide/chitosan/nanometer 
hydroxyapatite/collagen biomimetic composite and its cytocompatibility 

Feng Bo1, Hu Dong-xu2, Zhang Yang-de2, Wu Yu-chi1 

Abstract 
BACKGROUND: The commonly used scaffold materials in bone tissue engineering are inorganic materials, organic polymer 
materials and natural derived materials, these materials have their advantages and disadvantages. In order to give full play to the 
advantages of various materials and make up for its shortcomings, composite materials are currently applied for the preparation of 
composite scaffold. 
OBJECTIVE: To prepare bone morphogenetic protein-7 (BMP-7) peptide/chitosan/nanometer hydroxyapatite/collagen biomimetic 
scaffold, and to explore the effect of it on the adhesion, proliferation and differentiation of bone marrow stromal cells (BMSCs).  
METHODS: The chitosan/nanometer hydroxyapatite/collagen composite scaffold was prepared, and the microcosmic appearance 
of the composite was observed by scanning electron microscope. The BMP-7 peptide was introduced into the composite by 
vacuum adsorption. The in vitro release of BMP-7 peptide from the scaffold was detected by using high performance liquid 
chromatography. The BMSCs were seeded onto the composite scaffold loaded BMP-7 peptide and the unloaded composites 
served as controls. The BMSCs proliferation, adhesion, growth morphology and alkaline phosphatase activities on the scaffold 
surface were analyzed. 
RESULTS AND CONCLUSION: The scaffold of chitosan/nanometer hydroxyapatite/collagen composite was porous at the pore 
size of 10-100 µm. The releasing character of BMP-7 peptide belonged to slow release. There was no significant difference on the 
proliferation of the BMSCs between the experimental group and the control group (P > 0.05), but the abilities of adhesion and 
osteogenic differentiation of the BMSCs in the experimental group were significantly greater than those in the control group (P < 
0.05). BMP-7 peptide/chitosan/nanometer hydroxyapatite/collagen biomimetic composite scaffold is a kind of ideal scaffold 
materials for bone tissue engineering and has good biocompatibility. 
 
Feng B, Hu DX, Zhang YD, Wu YC.Preparation of bone morphogenetic protein-7 peptide/chitosan/nanometer hydroxyapatite/ 
collagen biomimetic composite and its cytocompatibility. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011; 
15(8):1392-1396.         [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：目前骨组织工程常用的支架材料主要有无机材料、有机高分子材料及天然衍生材料等，上述材料各有优缺点，为了充

分发挥各类材料的优势，弥补其不足，目前多采用联合材料制备复合支架。 
目的：制备新型仿生支架材料骨形态发生蛋白7多肽/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原，并观察其对骨髓间充质干细胞增殖、黏
附及分化的影响。 
方法：制备壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合支架材料，扫描电镜观察支架材料表面微观形貌；采用真空吸附法将骨形态发
生蛋白7多肽与支架材料复合，高效液相色谱仪检测骨形态发生蛋白7多肽在体外的释放规律；将骨髓间充质干细胞接种到复
合骨形态发生蛋白7多肽的仿生支架材料上，以未复合多肽的支架材料作为对照，检测支架材料表面细胞增殖、黏附率、生
长形态及碱性磷酸酶活性。 
结果与结论：壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原支架材料呈多孔状，孔径10~100 µm；骨形态发生蛋白7多肽可以从支架材料中缓
慢释出；在复合多肽的仿生支架材料表面，骨髓间充质干细胞的黏附及向成骨细胞方向分化能力均明显强于对照组(P < 
0.05)，而增殖能力与对照组差异无显著性意义(P > 0.05)。说明新型仿生支架材料骨形态发生蛋白7多肽/壳聚糖/纳米羟基磷
灰石/胶原是一种理想的骨组织工程支架材料，具有良好的细胞相容性。 
关键词：支架材料；骨形态发生蛋白 7多肽；壳聚糖；胶原；纳米羟基磷灰石；骨组织工程；细胞相容性 
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0  引言 
 
骨组织工程学研究的核心内容包括支架材

料的构建、种子细胞的筛选、细胞与支架材料

间的相互作用及机制等几个方面
[1-3]
。其中支架

材料的构建是目前研究的热点，新型骨组织工

程支架材料不仅仅以组织替代为目的，而且要

能够促进组织再生，具有良好的生物活性特别

是骨诱导性，因此如何研制出具有特定结构和

骨诱导活性的仿生骨组织工程材料是亟待解决

的关键问题之一
[4-5]
。
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目前骨组织工程常用的支架材料主要分为

以下几类：①无机材料：包括羟基磷灰石、磷

酸三钙、生物活性玻璃等，这类材料具有良好

的生物相容性、骨传导性和较好的力学性能，

但是这类材料在体内不能完全降解，质脆，易

断裂
[6-8]
。②有机高分子材料：主要包括聚乳酸、

聚乙酸、聚乙酸-聚乳酸共聚物、聚酸酐和聚己

内酯等，这类材料原料来源丰富、具有良好的

可加工性、可塑性及可构建高孔隙率三维多孔

支架等优点，其缺点是机械强度低，降解速率

无法与新骨形成速率匹配，降解产物易引起无

菌性炎症
[9-12]
。③天然衍生材料：包括胶原、藻

酸盐、纤维蛋白支架、煅烧骨、脱钙骨基质等，

其优点是生物相容性好，具有天然多孔隙结构，

缺点是一致性及可修饰性较差
[12-14]
。上述材料各

有优缺点，为了充分发挥各类材料的优势，弥补

其不足，目前多采用联合材料制备复合支架的方

法
[15-18]
。本实验依据仿生原理，制备壳聚糖/纳米

羟基磷灰石/胶原复合材料，此材料是一种具有良
好骨传导性的骨组织工程支架材料，为了进一步

改善其骨诱导性，本实验根据骨形态发生蛋白7
的序列特征、晶体结构和其与受体结合机制，设

计合成含13个氨基酸的新型骨形态发生蛋白7多
肽(peptide from bone morphogenetic protein 7，
pBMP-7)，将其与壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原
材料复合，构建新型仿生支架材料pBMP-7/壳聚
糖/纳米羟基磷灰石/胶原，并探索其对骨髓间充
质干细胞(bone marrow mesenchymal stem 
cells，BMSCs)增殖、黏附及分化的影响。 

 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察实验。 
时间及地点：于2010-08/11在中南大学卫

生部肝胆肠外科中心实验室完成。 
材料：  
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实 验 动 物 ： 30~35 d 龄健康 Sprague- 
Dawley(SD)大鼠8只，清洁级，雌雄不限，平均
体质量110(100~120) g，由湘雅医学院动物中心
提供，动物许可证号：SCXK(湘)2006-0002。 

实验方法： 

pBMP-7/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材

料的制备：取10 g胶原，溶于200 mL、0.5 mol/L
的醋酸溶液中，均匀搅拌，使其充分溶解，在

上述胶原溶液中缓慢滴加0.5 mol/L的H3PO4

溶液和0.5 mol/L的CaCl2溶液同时滴加适量   
0.5 mol/L NaOH溶液使溶液pH值为7.4，将上
述体系充分搅拌12 h以上，将所得沉淀产物冻
干后研磨成粉备用。取适量壳聚糖溶于六氟异

丙醇有机溶剂中，配制质量体积比为100 g/L
的黏稠溶液，加入一定含量纳米羟基磷灰石粉

末，超声波分散30 min，充分搅拌后，在模具
中降温、成型，然后冻干去除有机溶剂备用。 
采用X-650型扫描电子显微镜，20 kV下对

壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料表面的
微观形貌进行观察。 
无菌条件下将pBMP-7用无菌去离子水溶

解，使其质量浓度为2 g/L，然后将壳聚糖/纳米
羟基磷灰石/胶原复合材料制成5 mm×5 mm×  
2 mm立方形，将每个材料浸泡于0.5 mL多肽溶
液中30 min，在负压下抽吸30 min，待pBMP-7
溶液完全进入材料后，将其置于-20 ℃预冷1h
后冻干，环氧乙烷消毒，-20 ℃保存。 

pBMP-7的体外释放规律：取5份复合支架材
料，每份负载pBMP-7 2 mg，分别浸入2 mL 
PBS中，充分混匀，置入37 ℃恒温箱中，在
不同时间点提取释放液，采用高效液相色谱仪

检测其中pBMP-7的含量，并计算累积释放量，
高效液相色谱仪检测条件为流动相∶乙腈水

为40∶60，固定相为CrestPak C18S柱子     
(4.6 mm× 150 mm)，调节流速为1.0 mL/min，
检测波长220 nm。 

BMSCs分离培养及鉴定：参照Kadiyala等[19]

的方法进行BMSCs的分离培养，将SD大鼠用
10%水合氯醛腹腔注射麻醉，体积分数75%乙
醇浸泡消毒20 min，无菌条件下取出双侧胫骨
和股骨，剪除骨端，用含体积分数为10%胎牛
血清的DMEM低糖培养基冲洗骨髓腔，将冲洗
液收集，用滴管缓慢滴加于Ficoll分离液上层，
离心收集云雾状细胞层，PBS悬浮洗涤3次后，
用含体积分数10%胎牛血清的DMEM低糖培
养基吹打成均匀悬液后，以3×107 L-1

细胞数接种

至50 mL培养瓶，置于37 ℃ 、体积分数5%CO2 

主要试剂 来源 

Ficoll-Paque分离液 TDK生物公司 
PBS、低糖 DMEM培养基、 
胎牛血清 

Gibco 公司 

胰酶 Sigma公司 
纳米羟基磷灰石 本实验制备 
pBMP-7 上海吉尔公司 
壳聚糖 上海国药集团化学 

试剂有限公司 
胶原 武汉亚法公司 
碱性磷酸酶定量试剂盒 南京建成生物制品有限公司 
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及饱和湿度孵育箱中，3 d后首次换液，以后每两三天
换液，当细胞生长融合达70%~80%时，用0.25%的胰
酶消化，以1∶3的比例传代培养。并进行CD90和CD34、
表面标志物检测。 

BMSCs与pBMP-7/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材

料的复合培养：取生长良好的第3代BMSCs，调整细胞浓
度为1×108 L-1

，接种到置于24孔板的pBMP-7/壳聚糖/
纳米羟基磷灰石/胶原材料上，每孔1 mL。常规培养72 h
后将材料取出，PBS缓冲液漂洗3次后将材料用2.5%的
戊二醛固定，体积分数30%~100%的梯度乙醇脱水，真
空干燥，表面喷金处理后在扫描电镜下进行观察。 

BMSCs黏附率的检测：在24孔培养板内置入复合
pBMP-7的支架材料12片作为实验组，以12片未复合多
肽的支架材料作为对照组。将细胞浓度为5×108 L-1

的细

胞悬液0.1 mL滴加到两组材料上。置于培养箱中常规培
养，于4，12 h后在实验组和对照组中各取出6片材料，
PBS缓冲液冲洗3次，去除未黏附细胞。用0.25%的胰
蛋白酶进行消化收集细胞并计数，计算细胞黏附率。 

 
细胞黏附率=黏附细胞数/总细胞数×100%。 

 

BMSCs增殖检测：取生长良好的第3代BMSCs，调整
细胞浓度为1×108 L-1

，接种到置于24孔板的复合
pBMP-7的支架材料上作为实验组，每孔1 mL，以未复
合多肽的支架材料作为对照。接种后2，4，6，8，10 d
对实验组和对照组细胞进行MTT检测，每组5个复孔。
每孔加入MTT(5 g/L)0.1 mL，37 ℃继续孵育4 h。弃上
清液，每孔加入二甲基亚砜1 mL，振荡10 min，紫外分
光光度计上(选择波长为570 nm)读取吸光度值，记录结
果，绘制生长曲线。 

BMSCs分化检测：取18片复合pBMP-7的支架材料作
为实验组，未复合pBMP-7的材料作为对照组，分别置
于24孔培养板中。取第3代BMSCs，调整细胞浓度为
5×108 L-1

，接种在支架材料表面，分别在复合培养第7，
14，21天各取出6片材料，PBS冲洗3次，用胰酶消化并
收集细胞，加细胞裂解液破膜，按试剂盒说明检测各组

细胞碱性磷酸酶活性。 
主要观察指标：支架材料表面细胞增殖、黏附率、

生长形态及碱性磷酸酶活性。 
统计学分析：采用SPSS 11.5统计学软件对数据进

行分析和处理，所得数据采用x
_

±s表示，两组之间的比
较采用独立样本t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  pBMP-7/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料
的微观形貌  电镜观察结果见图1所示，可见该复合材

料是一种疏松多孔结构，孔径为10~100 μm不等。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2  pBMP-7多肽的体外释放规律  见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第1 天时pBMP-7释放量占总量的(32.5±1.22)%，

呈爆发性释放，以后呈缓慢持续释放，至14 d累积释放
量占总量的(64.02 ±4.21)%。 
2.3  BMSCs在材料表面的形态观察  BMSCs分别与
pBMP-7/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料和未复
合多肽的壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料培养  
7 d后，用扫描电镜观察细胞生长情况，结果见图3，4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  The microcosmic appearance of the 
chitosan/nanometer hydroxyapatite/collagen 
composite (×3 000) 

图 1  壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料的微观形貌
(×3 000) 

Figure 3  Scanning electron microscopic picture of bone 
marrow stromal cells cultured with bone 
morphogenetic protein-7 peptide/chitosan/ 
nanometer hydroxyapatite/collagen biomimetic 
composite for 7 d (×3 000) 

图 3  骨髓间充质干细胞与骨形态发生蛋白 7多肽/壳聚
糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料培养 7 d后的
扫描电镜图片(×3 000) 

Figure 2  The release curve of bone morphogenetic 
protein-7 peptide at different time points 

图 2  不同时间点骨形态发生蛋白 7多肽释放情况 
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可见在复合多肽的材料表面有大量细胞呈梭形，有

大量突起，并相互连接成片，在未复合多肽的材料表面

只有少量细胞，且细胞突起很少，这表明BMSCs在复
合了多肽的材料表面生长良好。 
2.4  BMSCs在支架材料表面的增殖情况  见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
在复合培养期间，两组材料对BMSCs的增殖无明

显影响(P > 0.05)。 
2.5  BMSCs在支架材料表面黏附率的检测  见图6。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
培养4 h时实验组黏附率为(33.32±4.32)%，对照组

黏附率为(10.05±2.19)%，两组间差异有非常显著性意
义(P < 0.01)；12 h时实验组黏附率为(61.26±5.47)%，
对照组黏附率为(31.54±3.01)%，两组间差异有非常显
著性意义(P < 0.01)。  
2.6  BMSCs在材料表面的分化情况  见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
由表1可见。各个时间点实验组碱性磷酸酶活性明

显高于对照组(P < 0.01)，表明实验组材料具有诱导成
骨能力。 

 
3  讨论 

 
目前骨组织工程常用的支架材料主要分为：无机材

料、有机高分子材料及天然衍生材料等。上述各类材料

各有优缺点，为了充分发挥各类材料的优势，弥补其不

足，目前多采用联合材料制备复合支架的方法，本实验

就是根据这一思路，将壳聚糖、羟基磷灰石及胶原复合，

充分发挥3种材料的优势，制备出壳聚糖/纳米羟基磷灰石
/胶原复合材料，此材料是一种新型仿生无机相/有机相复
合骨组织工程支架材料，其中纳米羟基磷灰石晶体在形

态、尺寸、组成、结构和结晶度上与人骨的羟基磷灰石

晶体高度类似；材料中含有的壳聚糖和胶原，生物相容

性好，且有利于生成类骨质进而矿化，扫描电镜结果表

明该复合材料是一种疏松多孔结构，孔径为10~100 μm
不等，与天然骨组织疏松多孔结构相似。 
天然骨组织中含有骨诱导活性物质，能够诱导骨组

织生长，因此为了赋予壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合
材料骨诱导性，进一步达到仿生的目的，本实验设计合

成含13个氨基酸的pBMP-7，将其与壳聚糖/纳米羟基磷
灰石/胶原材料复合，构建新型仿生支架材料pBMP-7/壳
聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原。pBMP-7是一种新型的多肽
活性分子，具有与骨形态发生蛋白7类似的生物活性，同
时还具有分子量小，空间结构简单呈螺旋状，活性位点

易于暴露，易于与支架材料复合，易于大规模制备，成

本低廉等优点。一般认为支架材料复合生物活性因子后，

只有生物活性因子从材料中缓慢释放，才能最大限度的

发挥其生物学作用
[20]
。本实验检测了pBMP-7在材料中的

释放规律，结果表明，pBMP-7在第1天时呈爆发释放，
之后呈缓慢持续释放，基本达到了缓释的要求，其中前

Figure 4  Scanning electron microscopic picture of bone 
marrow stromal cells cultured with 
chitosan/nanometer hydroxyapatite/collagen 
biomimetic composite for 7 d (×3 000) 

图 4  骨髓间充质干细胞与未复合多肽的壳聚糖/纳米羟基
磷灰石/胶原复合材料培养 7d后的扫描电镜图片 
(×3 000) 

Figure 5  The growth curve of bone marrow stromal cells 
cultured on the composite scaffold 

图 5  骨髓间充质干细胞在支架材料表面的生长曲线 

Figure 6  The adhesion rates of bone marrow stromal cells 
cultured on the composites 

图 6  骨髓间充质干细胞在支架材料表面的黏附率 
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表 1  不同时间点实验组与对照组细胞碱性磷酸酶活性 
Table 1  The alkaline phosphatase activity of the 

experimental group and the control group at 
different time points           (x

_

±s, n=6, nkat/L) 

Group 7 d            14 d             21 d 

Experimental 
Control  

205.54±36.67 
39.84±12.17 

546.11±88.68
69.18±25.67

631.13±106.52 
134.19±36.01 

P < 0.01 < 0.01 < 0.01 
 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

  0 
2        4       6       8      10 

Experiment group 

Control group 

Ab
so

rb
an

ce
 v

al
ue

 

Culture time (d) 

100
 90 
80 

 70 
 60 
50 
40 
30 
20 
10 

  0 
4                    12 

Culture time (h) 

Experiment group 

Control group 

www.CRTER.org 酆波，等. 仿生支架材料骨形态发生蛋白 7多肽/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原的制备及其细胞相容性 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 



 
 

 1396 

期的爆发释放是真空吸附方式复合生物活性因子的共有

特点，主要是由于附着在支架材料表面的活性因子，在

溶液中迅速溶解扩散而引起的
[21]
，后期的缓慢释放机制

可能为：pBMP-7的等电点偏酸性，可以与材料中的纳米
羟基磷灰石晶体结合，随着材料的降解而缓慢释出。 

骨组织工程支架材料作为人工细胞外基质，要为细

胞的黏附、生长、分化，以及进行新陈代谢，形成新组

织提供支持，因此要具备良好的细胞相容性。本实验将

pBMP-7/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原与BMSCs复合培
养，观察其对BMSCs增殖、黏附及分化的影响，从而评
价其细胞相容性。细胞与材料的黏附细胞迁移、增殖和

分化的基础，材料表面的亲疏水性、表面荷电特性及活

性基团等都对材料的黏附性有较大的影响。在实验中作

者发现复合pBMP-7的支架材料与单纯支架材料相比可
以显著促进BMSCs的黏附，这是因为复合pBMP-7支架
材料表面带正电荷，有利于细胞膜带负电荷的BMSCs黏
附，同时行扫描电镜观察发现，细胞在复合pBMP-7的支
架材料表面铺展良好，呈梭形或多角形，这表明pBMP-7
能够明显改善支架材料的黏附性。在细胞增殖实验中，

作者发现细胞在两组材料表面的生长曲线相似，无差异，

这说明复合pBMP-7的支架材料与单纯支架材料相比对
BMSCs的生长增殖无影响。在细胞分化实验中，作者发
现将BMSCs与两组材料复合培养7，14，21 d后，复合
了pBMP-7的支架材料表面细胞的碱性磷酸酶活性明显
高于单纯支架材料组。碱性磷酸酶是具有成骨潜能的细

胞标志性酶之一，可间接反映细胞的成骨活性
[22]
，因此

本实验结果表明复合了pBMP-7的支架材料具有良好的
骨诱导性，能够促进其表面的BMSCs分化为成骨细胞。 
综上所述，pBMP-7/壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复

合材料作为一种新型仿生复合骨组织工程支架材料具有

良好的细胞相容性，能够促进细胞在其表面增殖、黏附

及分化，是一种很有前景的骨组织工程支架材料。 
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四作者，实验评估为第一、二作者，资料收集及成文为第一作
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伦理批准：实验过程中对实验动物处置符合动物伦理学

标准。 

本文创新性：以“骨形态发生蛋白 7，骨髓间充质干细
胞，支架材料，生物相容性”为关键词检索中文科技期刊数据

库、中国期刊全文数据库、数字化期刊全文数据库及中国生物

医学文献数据库 2001-11/2010-11 文章。课题创新性地将壳
聚糖、羟基磷灰石及胶原复合，充分发挥 3 种材料的优势，
制备出壳聚糖/纳米羟基磷灰石/胶原复合材料，并将其与骨形
态发生蛋白 7多肽复合，更进一步增加其诱导成骨的能力。 
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