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文题释义： 

同种异体移植：是指同种不同基因型个体之间的移植，是临床最常见的移植类型，也是移植免疫学研究

的重点所在。 

磷酸三钙：又称磷酸钙。化学式 Ca3(PO4)2。白色晶体或无定形粉末。存在多种晶型转变，主要分为低

温 β 相(β-TCP)和高温 α 相(α-TCP)，相转变温度为 1 120-1 170 ℃，熔点 1 670 ℃；溶于酸，不溶于

水和乙醇。在人的骨骼中普遍存在，是一种良好的骨修复材料。 

 

摘要 

背景：选用同种异体骨髓间充质干细胞作为种子细胞成为将来组织工程领域发展的趋势。 

目的：分析同种异体骨髓间充质干细胞在比格犬体内异位构建组织工程骨的能力，并观察骨髓间充质干

细胞在体内成骨过程中的转归。 

方法：应用氯甲基苯甲酰氨荧光染料(CM-Dil)标记比格犬骨髓间充质干细胞，MTT 法检测标记细胞的

体外增殖能力。将自体或异体骨髓间充质干细胞分别接种珊瑚、β 磷酸三钙支架体外成骨诱导 7d 后，

植入比格犬背部皮下，空白支架作为阴性对照。术后 3 d 及 1，2，4，8，12 周取材，苏木精-伊红染

色观察成骨情况，应用 ipp 软件统计分析成骨面积。PT-PCR 和 ELISA 法检测组织工程骨成骨过程中

相关基因的表达。CM-Dil 组冰冻切片荧光显微镜下示踪骨髓间充质干细胞在体内的转归。 

结果与结论： 4① -8 周时异体组织工程骨的成骨面积小于自体组织工程骨，但到 12 周后 2 组无明显差

异； 4② 周自体组织工程骨表达骨 γ 羧基谷氨酸蛋白高于异体组织工程骨，提示后者先于前者进入骨

矿化期； ELISA③ 检测发现自体组织工程骨的碱性磷酸酶和骨钙素表达量在 4 周左右高于异体组织工

程骨，到 12 周后趋于一致；④通过 CM-Dil 标记骨髓间充质干细胞发现同种异体骨髓间充质干细胞的

数量相比自体骨髓间充质干细胞有明显的减少；⑤结果说明，同种异体组织工程骨在大动物体内能够异

位成骨(12 周)，但早期(8 周前)成骨效率低于自体组织工程骨，这种差别可能与骨髓间充质干细胞同种

异体移植后发生免疫反应导致细胞数量减少有关。                        

关键词： 
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同种异体骨髓间充质干细胞是否有能力在比格犬体内异位构建组织工程骨？ 

植入自体细胞-支架复合物 

植入异体细胞-支架复合物 

植入空白支架 

移植结果说明： 

(1)同种异体组织工程骨在大动物体内能够异位

成骨(12周)，但早期(8周前)成骨效率低于自体组

织工程骨； 

(2)这种差别可能与骨髓间充质干细胞同种异体

移植后发生免疫反应导致细胞数量减少有关。 
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Abstract 

BACKGROUND: Allogenic bone marrow mesenchymal stem cells as seed cells for tissue engineering 

have become the future trend of development. 

OBJECTIVE: To investigate the osteogenic effects of allogenic bone marrow mesenchymal stem cells and 

the outcome in vivo. 

METHOD: Bone marrow mesenchymal stem cells from beagle dogs were marked with 

chloromethylbenzoyl ammonia fluorescent dye (CM-Dil), and the proliferation of labeled cells was 

measured using MTT assay in vitro. Autologous or allogenic bone marrow mesenchymal stem cells were 

inoculated into coral and β-tricalcium phosphate scaffolds for 7 days osteogenic induction and then 

subcutaneously implanted into the back of beagle dogs. Dogs undergoing blank scaffold implantation 

served as negative controls. Hematoxylin-eosin staining was used to observe new bone formation at 3 

days, 1, 2, 4, 8, 12 weeks after surgery. Bone formation area was statistically analyzed using ipp software. 

In the CM-Dil group, frozen sections were made to trace the in vivo outcome of bone marrow 

mesenchymal stem cells under a fluorescence microscope.  

RESULTS AND CONCLUSION: The osteogenesis speed in the allogenic bone tissue engineering group 

was faster than that in the autologous bone tissue engineering group at 4-8 weeks after implantation, but 

no significant difference between the two groups was found beginning at the 12
th
 week. At 4 weeks after 

implantation, the expression of γ-carboxy glutamic acid protein in the autologous bone tissue engineering 

group was higher than that in the allogenic bone tissue engineering group, prompting the bone mineralization 

appeared earlier in the latter group than the former one. ELISA results showed that the expression of alkaline 

phosphatase and osteocalcin in the autologous bone tissue engineering group was higher than that in the 

allogenic bone tissue engineering group at 4 weeks after implantation, and then the expression showed no 

difference at 12 weeks. CM-Dil labeling results showed that the number of allogenic bone marrow 

mesenchymal stem cells was reduced significantly compared with that of autologous bone marrow 

mesenchymal stem cells. All these findings indicate that the ectopic osteogenesis of the allogenic 

tissue-engineered bone in large animals is found within 12 weeks after implantation, but the osteogenesis 

efficiency at early stage (within 8 weeks) is lower compared with the autologous tissue-engineered bone. This 

difference may be related to the post-implantation immunoreactions that lead to the reduction in cell number.  

Subject headings: Tissue engineering; Mesenchymal Stem cells; Transplantation, Homologous; Stents 
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0  引言  Introduction 

因创伤、感染、肿瘤、先天性畸形等原因造成的骨

缺损临床常见
[1]
，目前的治疗方法主要包括自体骨移植、

异体骨移植、人工骨替代品填充等，但都存在一些不足

之处
[2-3]
。骨组织工程技术应用种子细胞符合可降解的生

物支架材料，形成组织工程骨修复缺损和功能重建
[4-5]
，

避免了自体骨移植造成的二次损伤和供体不足、异体骨

移植的免疫排斥、人工骨替代品无骨诱导性和不能功能

修复等缺点，具有其他修复方法不可比拟的优势，有望

成为修复骨缺损的理想替代物。目前骨髓间充质干细胞

是组织工程骨构建过程中理想的种子细胞
[6]
，然而自体

骨髓来源的骨髓间充质干细胞存在因细胞体外培养扩

增和安全性检测等因素造成患者需要长时间等待的问

题，而且不同患者因年龄、疾病、临床药物治疗等原因

影响细胞质量和增殖分化能力
[7-9]
，因此选用同种异体骨

髓间充质干细胞(allogeneic，allo-BMSCs)作为种子细

胞可能会成为将来组织工程领域发展的趋势。 

实验应用体外向成骨方向诱导的比格犬骨髓间充

质干细胞分别复合珊瑚支架和磷酸三钙支架材料，然后

将细胞-支架复合物植入同种异体比格犬(MHC错配)背
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部皮下，在术后不同时间点观察构建的组织工程骨的异

位成骨情况。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外和体内分组对照观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2014年10月至2016年1月在

泰山医学院附属医院骨科研究所完成。 

1.3  材料 

实验动物：比格犬18只，12月龄，体质量13-15 kg，

雌雄不限，北京玛斯生物技术有限公司提供。 

试剂及仪器：Ficoll分离液(G&E，瑞士)；DMEM、 

Hank’s液、胎牛血清、0.25% 胰蛋白酶、双抗(GIBCO，

美国)；地塞米松、β-磷酸甘油钠、维生素C、MTT(Sigma，

美国)；CM-Dil(Molecular Probes，美国)；碱性磷酸酶 

ELISA KIT (96t) DRE-9001、骨钙素ELISA KIT (96t) 

DRE-9002(优博奥生物科技有限公司，北京)；Trizol 

(Invitrogen，美国)；PCR Marker、RNA酶抑制剂(MBI)、

焦碳酸二乙酯(DEPC)、反转录酶(M-MLV)、PCR反应缓

冲液(10×)、TAE buffer(10×)、dNTPs(4×)、Oligo dT、

溴化乙锭(EB)、琼脂糖(Promega, 美国)；天然珊瑚(西

沙群岛，海南)；磷酸三钙(β-TCP)(贝奥路生物材料有限

公司，上海)；倒置相差显微镜(Olympus，日本)；酶标

仪(Thermo Electron Corporation, 芬兰)；组织匀浆机

(GLas-Col Homogenizer, 美国)；数控超声波细胞粉碎

机 (KBS-900)(昆山超声仪器厂，江苏 )； PCR仪

(Bio-Rad，美国)；紫外分光光度计(Ultrospec 2100)(GE 

Healthcare, 瑞典)；全自动数码凝胶成像分析系统(UVP 

BioSpectrum AC，美国)；高速恒温冷冻离心机(Hitachi, 

日本)；激光扫描共聚焦显微镜(TCS-SP2)(徕卡，德国)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  生物支架材料的制备和灭菌消毒 

珊瑚支架制备：选取西沙群岛产致密橙黄滨珊瑚，

加工成体积为8 mm×6 mm×3 mm大小。用5%次氯酸钠

溶液浸泡2周，3 d换液1次，然后用三蒸水冲洗，煮沸

10 min×3次，超声清洗(5次，每次10 min)后80 ℃烘干

24 h，高温高压灭菌后备用。 

β磷酸三钙支架制备：加工成体积为8 mm×6 mm× 

3 mm大小，超声清洗后烘干，高温高压灭菌。 

1.4.2  骨髓间充质干细胞的分离培养   比格犬以

0.12 mL/kg剂量肌注氯胺酮/速眠新(两者2∶1混合)麻

醉，常规备皮、消毒、铺巾，用骨穿针于髂后上嵴穿入

骨髓腔，然后用含1 mL肝素(50 U/mL)的20 mL注射器

负压抽取骨髓液4 mL，加入4 mL Hank’s液混匀，小心

加入含4 mL Ficoll淋巴细胞分离液的15 mL离心管中， 

2 000 r/min离心20 min，吸取中间白色云雾状的有核细

胞层，DMEM洗涤2次，离心后细胞计数，将细胞悬液

按1.0×10
9
 L

-1
细胞浓度接种于直径10 cm的培养皿，置

于37 ℃、体积分数5%CO2培养箱内培养，48 h后换液，

清除未贴壁细胞，7 d后细胞克隆达80%融合，胰酶消

化，按5.0×10
7
 L

-1
细胞浓度传代。选取第2代细胞备用。 

1.4.3  三系诱导分化及鉴定  ①成骨诱导：成骨诱导培

养基(10
-8

 mol/L地塞米松、0.01 mol/L β-磷酸甘油钠、

0.05 g/L 维生素C、体积分数10%胎牛血清、1%双抗)

培养骨髓间充质干细胞21 d，40 g/L多聚甲醛固定，碱

性磷酸酶染色试剂盒染色；体积分数为95%的乙醇固定

1 h，2%茜素红染色；40 g/L多聚甲醛固定，加入抗骨

桥蛋白一抗和二抗，免疫荧光检测。②成软骨诱导：成

软骨诱导培养基(10 μg/L转化生长因子β1、40 μg/L地塞

米松、50 μg/L维生素C、体积分数10%胎牛血清、1% 双

抗)诱导培养14 d，40 g/L多聚甲醛固定，甲苯胺蓝、番

红O染色；40 g/L多聚甲醛固定，加入抗Ⅱ型胶原一抗

和二抗，免疫细胞化学检测。③成脂诱导：成脂诱导培

养基(0.5 mmol/L IBMX、10
-5

 mol/L胰岛素、0.2 mmol/L

吲哚美辛、10
-6

 mol/L地塞米松、体积分数10% 胎牛血

清、1% 双抗)诱导培养14 d，40 g/L多聚甲醛固定，60% 

异丙醇处理，油红O染色。 

1.4.4  CM-Dil标记骨髓间充质干细胞  收集P2代骨髓

间充质干细胞制成细胞浓度为1.0×10
10

 L
-1
细胞悬液

(PBS悬浮)，每1 mL细胞悬液中加入40 μL CM-Dil(1 g/L)，

此时CM-Dil的终浓度为40 μmol/L。细胞悬液置于37 ℃，

3 min，然后冰浴15 min，洗涤后按5.0×10
7 
L
-1
的细胞浓

度接种到培养皿中。24 h后，荧光显微镜下观察标记后

的细胞，MTT法检测细胞的增殖能力。 

1.4.5  细胞接种珊瑚、β磷酸三钙支架材料   收集

CM-Dil标记的骨髓间充质干细胞，分别以2.0×10
10

 L
-1

的细胞浓度接种珊瑚、β磷酸三钙支架，成骨诱导培养

基体外培养3 h、3 d、7 d，2.5%戊二醛固定，乙醇脱

水干燥，扫描电镜观察材料的孔隙率和接种后细胞-材

料的黏附情况。复合物成骨诱导培养7 d后比格犬皮下

植入(植入前12 h更换无胎牛血清的培养基，以减少外源

性胎牛蛋白植入后对受体造成的影响)。 

1.4.6  细胞-支架复合物比格犬背部皮下植入及检测 

比格犬术前12 h禁食，并肌肉注射青霉素预防感染(剂量

为80×10
4
 U)。氯胺酮/速眠新(两者以体积比2∶1混合)
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以0.12 mL/kg的剂量肌肉注射进行诱导麻醉后，动物俯

卧位放置并固定到手术台上，常规备皮、消毒、铺无菌

巾，暴露手术视野。确定切口位置，犬背部正中上次齐

平肩关节，下侧与两侧髂前上棘水平，在正中线上平均

做3个约4 cm的纵行切口，电凝充分止血，掀起皮肤，

用大血管钳和组织剪分别向两侧分层分离皮下、浅筋

膜，达到脂肪层浅层，血管钳扩大范围形成约5 cm×5 cm

的皮下腔隙(皮袋)。体外成骨诱导培养的细胞-支架复合

物用0.9 %的盐水小心将表面的培养基冲洗干净，放入

预先形成的皮袋中。用庆大霉素和生理盐水冲洗切口及

周围皮下组织，逐层关闭切口，医用缝线分层缝合。术

后肌肉注射青霉素(每次80×10
4
 U，每天2次，连续5 d)

以预防感染。 

1.4.7  实验分组  根据比格犬供、受体配对的情况，按

照比格犬植入的骨髓间充质干细胞来源不同，实验分为

3组，自体细胞-支架复合物组(autologous BMSCs- 

tissue engineering bone，Auto-TEB)、异体细胞-支架

复合物组(allogeneic BMSCs-tissue engineering bone，

Allo-TEB)和空白支架材料对照组。每组3只比格犬，每只

犬背部6个皮袋，每个皮袋中放入2块细胞-支架复合物。 

1.4.8  取材及检测  分别于术后3 d及术后1，2，4，8，

12周对每组3只犬背部皮下植入的组织进行取材(由于

珊瑚支架降解速率快，术后取材进行到第8周)，手术方

法同上。每个时间点取出每只犬一个皮袋内的2块细胞-

支架复合物，用生理盐水将表面的血液冲洗干净，手术

刀小心平均切为2块，其中一块放入体积分数4%的中性

甲醛中固定，另外一块快速投入液氮中，然后转移到 

-80 ℃低温冰箱中冷冻保存。 

1.5  主要观察指标 

1.5.1  苏木精-伊红染色及成骨面积分析  标本甲醛固

定后行石蜡连续切片、苏木精-伊红染色，倒置相差显

微镜下下观察自体和异体骨髓间充质干细胞构建的组

织工程骨在比格犬皮下异位成骨的情况，以及局部淋巴

细胞的浸润。 

骨髓间充质干细胞-β磷酸三钙在体内2，4，8和12

周异位构建的组织工程骨，于高倍镜下(200×)对每个标

本随机选取20个视野，应用软件Image-Pro Plus 6.0.计

算其成骨面积并对数据进行统计学分析。 

1.5.2  RT-PCR检测组织工程骨植入体内相关基因的

表达 

组织中总RNA的提取：细胞-珊瑚支架复合物植入

体内4周后取材，快速投入液氮中。硬组织置于含有1 mL 

Trizol的离心管中，用组织匀浆器进行匀浆，直至匀浆

液呈无颗粒透明状，将细胞裂解液转移到eppendorf 管

中。室温下静置5 min后，4 ℃12 000×g离心10 min，取

上清液，加入200 μL四氯甲烷，剧烈振荡15 s后室温下静

置10 min，4  12℃  000×g离心15 min。此时管中液体分

为3层(无色的上清水相、中间白色层和粉红色下层有机

相)，小心转移上层水相到另一eppendorf管中，加入等

体积的异丙醇，混匀后室温放置10 min，4  12℃  000×g

离心10 min。弃上清，加入1 mL体积分数75%的乙醇，

轻轻混匀后4  12℃  000×g离心5 min，重复2次。小心移

走上清，室温下干燥沉淀，加入ddH2O溶解沉淀后-70 ℃

保存。 

RNA的反转录(cDNA)：取提取的RNA样品，用1×

组织工程骨 Buffer稀释样品100倍，测定样品在260 nm

和280 nm的吸光度值，以确定提取RNA的质量，并计

算RNA的浓度，调整各组RNA浓度为200 mg/L。反转

录反应体系为20 μL。反转录反应程序为：65  5 min℃ ，

37  ℃ 2 min，37  60 min℃ ，70  15 min℃ 。 

聚合酶链式反应(PCR)：PCR反应程序及产物电泳

检测同上，并应用软件对电泳条带进行灰度扫描和半定

量分析。 

1.5.3  细胞-支架复合物成骨过程中碱性磷酸酶、骨钙

素体内表达定量检测  用酶联免疫吸附测定(ELISA)的

方法对犬体内组织工程骨成骨过程中的碱性磷酸酶、骨

钙素表达进行检测。标本从-80 ℃低温冰箱中取出，解

冻后用精密电子天平称质量，使每块标本质量为0.05 g，

放置于EP管中，PBS冲洗干净后加入Tris-HCl缓冲液

(pH=7.4) 0.5 mL，研磨标本，超声震荡粉碎(45 s，间

隔9 s，4 ℃)，然后取混合震荡液用ELISA试剂盒进行检

测。具体步骤如下(以碱性磷酸酶为例)：①稀释标准品

(10，20，40，80，120 U/L)；②加样：空白孔只加入

显色剂A、B和终止液；标准品孔加入标准品50 μL和链霉

素亲和-HRP 50 μL；待测样品孔加入样品40 μL、抗碱

性磷酸酶抗体10 μL和链霉素亲和-HRP50 μL (注意设

置足够的复孔)。盖上封板膜后轻轻振荡混匀，37 ℃温

浴60 min；③洗涤：揭开封板膜，弃去液体并甩干，每

孔内加满洗涤液(30×浓缩洗涤液用蒸馏水稀释30倍)，

静置30 s后弃去，重复5次，甩干；④显色和终止：每

孔依次加入显色剂A 50 μL、显色剂B 50 μL，振荡混匀

后37 ℃ 避光显色10 min。每孔加入终止液50 μL终止

反应(液体颜色由蓝色变为黄色)；⑤测定：应用酶标仪

检测，空白孔调零，450 nm波长下测量各孔的吸光度值 
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(A值)。根据标准品浓度和对应的A值绘制标准曲线并计

算其直线回归方程(应用软件CurveExpert 1.3)，再根据

待测样品的A值在回归方程上计算出对应的样品浓度。  

1.5.4  比格犬体内植入骨髓间充质干细胞(CM-Dil 标

记)的示踪观察  取石蜡切片标本(选取1，2，4周3个时

间点)，彻底脱蜡(温度控制在37 ℃)后用DAPI染核，置

于激光扫描共聚焦显微镜下观察。以空白对照切片(骨髓

间充质干细胞未标记)进行荧光调零，除去其他组织细胞

的荧光干扰，CM-Dil标记的骨髓间充质干细胞在波长

488 nm处被激发出红色荧光，结合光镜下图像和DAPI

染核后的蓝色细胞核，应用显微镜配置软件Volocity 

Demo5.4 (32bit) 进行荧光强度分析。  

1.6  统计学分析  应用SPSS 16.0统计软件包对实验

数据进行统计学分析。所测数据以x
_

±s表示，各样本总

体进行正态性检验和方差齐性检验，多样本均数比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用Post Hoc分析的

LSD、Bonferroni检验，以及两独立样本的t检验，P < 

0.05认为两组间差异有显著性意义。 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用比格犬18只，分为3

组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  骨髓间充质干细胞多向分化鉴定及CM-Dil标记 

2.2.1  分化鉴定  骨髓间充质干细胞原代培养7 d，贴

壁细胞形态呈长梭形，增殖迅速并生成大量克隆。成骨

诱导21 d后，碱性磷酸酶染色阳性(图1A)，茜素红染色

可见成骨分化后钙质沉积(图1B)；成软骨诱导14 d后，

番红O染色阳性(图1C)，Ⅱ型胶原免疫细胞化学可见细

胞分泌Ⅱ型胶原(图1D)；成脂诱导14 d后，镜下可见细

胞质中大量脂滴出现(图1E)，油红O染色阳性(图1F)。 

2.2.2  标记  CM-Dil标记骨髓间充质干细胞24 h后，荧

光显微镜下计数发现80%以上的细胞激发出绿色荧光、

红色荧光(图2)。 

MTT法检测结果显示7 d细胞增殖进入平台期，

CM-Dil组与未标记组的生长曲线基本一致，各个时间点

比较差异无显著性意义(P > 0.05)，表明标记对细胞增

殖活性无明显影响。 

图 1  骨髓间充质干细胞三系诱导后鉴定(标尺=100 µm) 

Figure 1  Identification of bone marrow mesenchymal stem cells after osteogenic, chondrogenic and adipogenic induction (scale bar=100 µm)

图注：A为碱性磷酸酶染色；B为茜素红染色；C为番红 O染色；D为Ⅱ型胶原免疫组织化学；E为光镜下观察；F为油红 O染色。

图 2  细胞标记及增殖检测 

Figure 2  Cell labeling and proliferation assay 

图注：A 为骨髓间质干细胞 CM-Dil标记后发出红色荧光

(标尺=100 µm)；B为细胞生长曲线。 
 

图 3  扫描电镜观察骨髓间充质干细胞在珊

瑚支架材料上的黏附生长情况 

Figure 3  Adhesion and growth of bone 

marrow mesenchymal stem cells on coral 

scaffold under scanning electron 

microscope 

图注：A，a 为空白支架(×50，标尺=100 µm)；

B，b 为接种细胞3 h后(标尺=100 µm，30 µm)；

C、c为 接种细胞 3 d后(×50)；D、d为接种

细胞 7 d后(×50)。 

成骨诱导                成软骨诱导             成脂诱导 

成骨诱导                 成软骨诱导              成脂诱导 

A
 

B 间充质干细胞 

标记后间充质干细胞(CM-DH)

时间(d)

A C E B D F 

2.0

1.5

1.0

0.5

0

P > 0.05 
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2.3  体外培养骨髓间充质干细胞-支架复合物电镜扫

描观察结果  电镜扫描细胞-支架复合物发现，接种3 d

后细胞已分泌大量基质，逐渐充满整个孔隙。复合物体

外培养7 d置于荧光倒置显微镜下直接观察，也看到激

发出荧光的细胞在支架上黏附生长(图3)。 

2.4  术后情况  术后3 d，其中1只比格犬上部齐平肩关

节处背部皮下细胞-支架复合物顶破皮肤外露(切口清创

缝合后犬排出实验组)，考虑是术中分离皮下组织时因分

离皮瓣过薄或感染造成。其余犬术后恢复良好，无感染

等情况发生。 

 

 

2.5  苏木精-伊红染色组织学观察结果 

细胞-珊瑚支架复合物取材标本：植入3，7 d，发

现自体细胞组和异体细胞组无明显区别，标本经甲酸脱

钙处理后剩余的组织大部分为细胞-珊瑚支架复合物在

体外成骨诱导培养过程中分泌的细胞外基质(Ⅰ型胶原

蛋白为主)；到2周时，两组均发现开始出现类骨基质，

提示骨质合成过程开始启动，此时植入的骨髓间充质干

细胞可能在发挥着重要的作用，自身不但向成骨细胞、

图 6  细胞-β磷酸三钙支架复合物体内异位成骨取材后成骨量统

计分析 

Figure 6  Bone formation amount after implantation of 

cell-β-tricalcium phosphate scaffold complex 

图注：第 2，4，8周自体组成骨面积均高于异体细胞组，
a

P < 0.05。

图 7  RT-PCR检测组织工程骨体内异位成骨过程中相关基因的

表达 

Figure 7  RT-PCR detection of osteogenesis-related genes 

during ectopic bone formation 

图注：1为对照组；2为自体细胞-支架复合物；3为异体细胞-

支架复合物组。4种基因自体组表达均高于异体组，空白支架中

不表达，І 型胶原在 3组中均有表达。BGLAP：骨γ羧基谷氨酸

蛋白；BMP-2：骨形态发生蛋白 2；VCAM：血管细胞黏附分子；

ALP：碱性磷酸酶。 

自体细胞-支架复合物     异体细胞-支架复合物      对照组 

1.5×10
6

1.0×10
6

5.0×10
5

0

面
积
 

2.0         4.0        8.0        12.0 

时间(周) 

a 

a 

a 

图 4  细胞-珊瑚支架复合物皮下植入取材后组织学观察(苏木 

精-伊红染色，标尺=100 μm) 

Figure 4  Histological observation of cell-coral scaffold 

complex (hematoxylin-eosin staining, scale bar=100 μm) 

3 d

7 d

2 周

4 周

8 周

自体细胞-支架复合物  异体细胞-支架复合物    对照组 

图 5  细胞-β磷酸三钙支架复合物皮下植入取材后组织学观察

(苏木精-伊红染色，标尺=100 μm) 

Figure 5  Histological observation of cell-β-tricalcium phosphate 

scaffold complex (hematoxylin-eosin staining, scale bar=100 μm)

3 d

7 d

2 周

4 周

8 周

12周

自体细胞-支架复合物   异体细胞-支架复合物      对照组 
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骨细胞方向分化，而且具有旁分泌功能，而空白材料对

照组由于没有细胞和基质的占位性作用，大量成纤维细

胞开始长入，纤维组织逐渐形成；4周后，组织切片上

明显看到自体细胞组骨基质形成面积大于异体细胞

组，说明前者成骨速率可能快于后者，提示异体细胞

在体内受到了免疫排斥反应的影响；8周后，自体组的

成骨速率仍然快于异体组，前者骨基质形成较后者丰

富。由于珊瑚支架的降解速率较快，异位成骨本实验

中只追踪到第8，12周时支架材料大部分已降解，而此

时骨形成还处于骨质合成期(胶原纤维形成)，还未到骨

矿化期(羟基磷灰石形成)，因此给组织取材带来了困难

(图4)。 

细胞-β磷酸三钙复合物取材标本：植入3，7d后仅

看到大量的细胞浸润和纤维组织；2周后，红染的类骨

基质开始形成，从支架材料孔洞的边缘向中央逐渐扩

展，提示植入的骨髓间充质干细胞在支架材料上贴壁生

长，增殖分化并逐渐向孔隙中央迁移，空白支架同样开

始长入纤维结缔组织；4周和8周观察发现，自体组形成

的类骨基质明显多于异体组，尤其是到第8周，前者已

基本填满β磷酸三钙的整个孔隙，实验结果同植入细  

胞-珊瑚复合物基本一致；但是12周后，两组均发现出

现了成熟的骨基质，提示异体组并未因为成骨速率的

减慢而影响其成骨能力。但由于β磷酸三钙降解速率较

慢(6个月以上)，是否会影响新生骨的形成还有待于进

一步观察(图5)。 

2.6  细胞-β磷酸三钙复合物体内异位成骨面积分析 

第2，4，8周自体组成骨面积均高于异体细胞组(P < 

0.05)，说明在这个时间段里前者成骨速率大于后者，提

示具有成骨功能骨髓间充质干细胞的数量可能多于后

者。但到体内12周，两者成骨面积比较并无统计学差异，

说明异体细胞组虽然成骨速率减慢，但不影响其成骨能

力(图6)。 

2.7  RT-PCR检测组织工程骨植入体内相关基因的表

达  骨γ羧基谷氨酸蛋白(BGLAP)、骨形态发生蛋白

2、血管细胞黏附分子、碱性磷酸酶4种基因在自体和

异体细胞组标本中表达，空白支架中不表达，而且自

体组表达均高于异体组。Ⅰ型胶原在3组中均有表达

(图7)。 

图 8  组织工程骨体内异位成骨过程中碱性磷酸酶、骨钙素表达定量检测(ELISA法) 

Figure 8  ELISA detection of alkaline phosphatase and osteocalcin expression during ectopic bone formation 

图注：A，B为细胞-珊瑚支架；C，D为细胞-β磷酸三钙支架。 

图 9  激光扫描共聚焦显微镜观察体内组织工程骨成骨过程中 CM-Dil 标记的骨髓间充质干细胞数量变化(标尺=100 μm) 

Figure 9  The number of CM-Dil-labeled bone marrow mesenchymal stem cells during ectopic bone formation under laser scanning 

confocal microscope (scale bar=100 μm) 

图注：第 1，2，4周荧光强度比较自体组均高于异体组(P < 0.05)。A-C为自体细胞-支架组，D-F为异体细胞-支架组。 

图 10  定量检测体内组织工程骨成骨过程中CM-Dil 标记的骨髓

间充质干细胞 

Figure 10  Quantitative determination of CM-Dil-labeled bone 

marrow mesenchymal stem cells during ectopic bone formation

图注：第 1，2，4周荧光强度比较自体细胞-支架组均高于异体

细胞-支架组(
a

P < 0.05)。 
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2.8  组织工程骨体内碱性磷酸酶、骨钙素表达定量检测 

细胞-珊瑚支架复合物：骨质合成前期(4周内)自

体/异体两组生成的碱性磷酸酶浓度没有显著性差异，

而且3-7 d是碱性磷酸酶产生的快速升高期，之后其含

量产生进入平坦期，但到第8周时自体组高于异体组 

(P < 0.05)；骨钙素体内检测结果显示其合成含量2-4

周进入快速升高期，同样到第8周自体组高于异体组。

这种差异可能是造成异体组成骨速率减慢的原因之一

(图8 A，B)。 

细胞-β磷酸三钙复合物：相比珊瑚支架，β磷酸三

钙作为支架复合细胞植入，发现碱性磷酸酶整体生成量

高于珊瑚，提示β磷酸三钙材料可能具有更好的组织细

胞相容性和促进成骨能力，而且碱性磷酸酶生成量曲线

相对平缓，没有过早进入平台期，同时发现异体组在第

4周和第8周2个时间点上碱性磷酸酶表达降低(P < 

0.05)，但12周后两者之间没有明显差异；骨钙素的表

达，整体含量同样高于珊瑚支架，自体/异体两组的差异

时间点出现在了第2周和第4周，到8周后2组骨钙素表达

量没有明显差异(图8C，D)。 

2.9  犬体内植入骨髓间充质干细胞(CM-Dil标记)的示

踪观察  第1，2，4周2组荧光强度比较结果发现，自

体组均高于异体组(P < 0.05)，并且第2周统计学差异

最明显。由于2组体内植入时细胞数量一致 (2.0×  

10
10 

L
-1

)，这一结果说明进入体内异体组细胞减少速度

(骨髓间充质干细胞死亡或迁移引起)快于自体组(图9，

10)。 

 

3  讨论  Discussion 

骨缺损的修复重建一直是临床工作中的常见问题，

目前自体骨移植是骨缺损治疗的“金标准”。自体骨因

携带具有成骨活性的骨祖细胞和成骨细胞，又给缺损区

域提供了理想的空间结构的支撑，因此具有良好的骨诱

导和骨传导功能
[2]
。但自体骨移植存在供区损伤、结构

功能破坏的风险，大面积骨缺损时移植骨量可能不足，

造成受区填充、塑性困难，而异体骨移植或人工骨替代

品各有不足之处，无法达到自体骨移植的效果。组织工

程骨既能给受区提供具有生物活性的骨髓间充质干细

胞或成骨细胞，又具有良好的骨传导能力和空间结构支

撑，能够根据受区缺损的不同需求任意塑性，因此有望

成为未来骨缺损修复的理想治疗方法。骨髓间充质干细

胞是目前理想的种子细胞来源，但临床工作中患者自身

骨髓间充质干细胞的生物活性受年龄、体质、疾病、以

及射线和药物等治疗因素的影响，抽取骨髓和细胞培养

也不同程度的延长了治疗时间，因此建立符合药品生产

质量管理规范(Good Manufacturing Practice，GMP)标

准的同种异体骨髓间充质干细胞干细胞库，预构建特定

形状的组织工程骨修复骨缺损，是组织工程产品走向临

床应用的必然要求。 

本实验应用同种异体骨髓间充质干细胞分别复合

珊瑚和 β磷酸三钙构建组织工程骨。比格犬通过家系选

择、MHC基因分析和单向 MLC 3种方法确保了供受双

方MHC的错配，也为将来同种异体骨髓间充质干细胞走

向临床应用能否避免 MHC 配型提供了依据。Gotz 等
[10]

通过建立异位成骨模型发现，动物皮下环境的成骨能力

优于肌肉间隙，因此实验将细胞-支架复合物植入比格

犬皮下建立异位成骨模型。术后通过不同时间点组织取

材的组织学观察，发现体内组织工程骨的成骨过程中，

首先在支架材料表面形成类骨基质，然后逐渐向材料孔

隙的中央扩展，说明骨髓间充质干细胞黏附于材料表面

生长，增殖分化为成骨细胞后开始分泌大量细胞外基质

(主要是Ⅰ型胶原纤维)，随着支架材料的降解，骨基质

逐渐填充整个材料孔隙，并开始出现骨盐沉积(以羟基磷

灰石结晶的形式沉积在胶原纤维上)，最终会完成骨的矿

化而形成坚硬致密的骨组织。但实验中发现，珊瑚在皮

下环境中存在降解过快的缺点，相关文献报道珊瑚在

体内完全降解时间为 3 个月，因此可能钙盐沉积、骨

的矿化刚刚开始，支架材料已经完全降解，造成胶原

纤维失去空间结构支撑而塌陷，最终影响骨的形成。

因此作者又选用 β 磷酸三钙作为支架材料，文献报道

其完全降解时间在 6 个月以上
[11-12]

，实验中最长时间

追踪到 3 个月，发现成熟骨质已开始形成，但仍存在

大量未降解的材料占据空间，提示支架材料有阻碍新

生骨质形成的可能性。因此复合材料是将来组织工程

中生物材料研究的方向之一，它能够吸收各个单纯材

料的优点。 

组织工程骨体内移植后进行了成骨面积计算、

RT-PCR基因表达分析、成骨指标碱性磷酸酶和骨钙素

的检测。骨质苏木精-伊红染色红染，通过计算红染区

域面积推测骨质形成量，发现 4-8周时异体组的成骨面

积小于自体组，但到 12周后 2组无明显差异。RT-PCR

基因表达分析中，BGLAP 即骨钙蛋白，该蛋白在骨形

成进入矿化期后开始表达，由成骨细胞分泌，与钙离子

结合促进骨的矿化，实验中发现自体组 4 周时骨 γ 羧

基谷氨酸蛋白表达高于异体组，提示前者先于后者进入
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骨矿化期。Ⅰ型胶原在 3组中均有表达，空白组大量成

纤维细胞长入，表达反而更高，实验组Ⅰ型胶原主要

由骨髓间充质干细胞分泌，组成骨的有机成分，先于

骨盐分泌并为其沉积提供支架，同时也提供占位效应

阻止了成纤维细胞的长入。骨形态发生蛋白 2 能够诱

导间充质干细胞分化为成骨细胞，细胞-支架复合物成

骨过程中发现有少量的表达。血管细胞黏附分子 1 主

要表达于血管内皮细胞，标本中发现有血管细胞黏附

分子 1 表达，提示骨髓间充质干细胞可能具有促进组

织血管化的作用。碱性磷酸酶表达也发现自体组高于

异体组。ELISA 定量检测结果同样发现，自体组碱性

磷酸酶和骨钙素表达量在 4周左右高于异体组，到 12

周后趋于一致。 

    通过 CM-Dil 细胞标记示踪植入体内的骨髓间充质

干细胞，结果发现同种异体骨髓间充质干细胞的数量相

比自体骨髓间充质干细胞有明显的减少，这一现象解释

了Allo-TEB组在体内植入早期成骨速率慢于Auto-TEB

组的原因，同时也证实了骨髓间充质干细胞在组织工程

骨成骨过程中发挥着重要的作用。同种异体骨髓间充质

干细胞移植数量的减少是否与免疫反应有关，骨髓间充

质干细胞的免疫原性和它所发挥的生物学作用是否可

以共存，还有待于进一步的研究。 
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