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文题释义： 

聚磷酸钙：是一种新型的骨修复材料，具有长链结构，在动物体内 10 d 可降解分化，聚磷酸钙支架具有良好

的骨诱导性和优良的可控降解性，在体内生物相容性良好，其降解断链可释放出细胞活动所需的能量，降解

产物为可溶性钙盐、磷酸盐和游离的钙、磷离子，不会引起局部炎性反应；同时作为骨修复材料，聚磷酸钙

也具有理想的力学强度，可用于修复骨组织缺损，也可作为支架材料用于组织工程，在人体骨组织缺损修复

方面具有良好的应用前景。 

淫羊藿苷：为箭叶淫羊藿、巫山淫羊藿、柔毛淫羊藿等干燥茎叶提取物，呈淡黄色针状结晶粉末，具有补肾

壮阳、抗衰老等功效，还具有促进造血功能、增加心脑血管血流量、免疫功能和骨代谢功能，可促进骨髓间

充质干细胞增殖和成骨分化。 

 

摘要 

背景：随着组织工程学的快速发展，寻找最佳的支架材料、诱导细胞成骨分化的因子以及分化增殖能力强、

来源充足的干细胞，成为骨科领域研究的热点。 

目的：探讨聚磷酸钙/淫羊藿苷骨支架诱导骨髓间充质干细胞成骨分化治疗骨缺损的效果。 

方法：采用 3D 打印技术制备聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架，分离和培养兔骨髓间充质干细胞。36 只新西兰

大白兔根据随机数字法分为对照组和实验组，每组 18 只，均建立股骨髁骨缺损模型并植入聚磷酸钙/淫羊藿

苷骨支架复合体，然后实验组大白兔经股静脉注入骨髓间充质干细胞 1.5 mL(1×109 L-1)，对照组大白兔经股

静脉注入等量生理盐水。术后 4，8，12 周每组取 6 只大白兔，分离培养骨髓间充质干细胞，Transwell 小室

测定骨髓间充质干细胞迁移能力，qRT-PCR 法测定骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44 mRNA 水平；然

后取兔股骨髁标本，X射线片观察复合骨支架以及周围骨痂形成情况，Van-Gieson 染色观察骨组织学变化，

免疫组化染色法测定骨痂神经生长因子水平。 

结果与结论：①实验组兔骨髓间充质干细胞迁移数均高于对照组(P < 0.05)；实验组兔骨髓间充质干细胞Ⅰ型

胶原蛋白、CD44 mRNA 水平均高于对照组(P < 0.05)；②X 射线检查和组织学观察结果显示实验组骨痂形成

速度和效果优于对照组；③实验组骨痂神经生长因子水平均高于对照组(P < 0.05)；④结果表明 3D 打印技术

制备的聚磷酸钙/淫羊藿苷骨支架可诱导骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化，在骨缺损治疗中具有较好效果。 
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聚磷酸钙/淫羊藿苷骨支架植入骨缺损模型诱导骨髓间充质干细胞成骨分化 

干预措施： 

(1)建立股骨髁骨缺损模型及植入3D打印技术制
备的聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架； 

(2)实验组静脉注射骨髓间充质干细胞，对照组
静脉注射生理盐水； 

(3)术后 4,8,12 周每组取 6 只大白兔，分离培
养骨髓间充质干细胞，然后取兔股骨髁标本。 

检测指标： 

(1)X 射线片观察复合骨支架以及周围骨痂形成等情况； 
(2)Van-Gieson 染色观察股骨髁组织学变化； 
(3)Transwell 小室测定骨髓间充质干细胞迁移能力； 

(4)qRT-PCR 法测定骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、
CD44 mRNA 水平； 

(5)免疫组化染色法测定骨痂神经生长因子水平。 

实验动物： 

(1)36 只新西兰大白兔； 

(2)根据随机数字法分为对照组
和实验组，每组 18 只。 

结论： 

(1)聚磷酸钙/淫羊藿苷骨支
架可诱导骨髓间充质干
细胞向成骨细胞分化； 

(2)其在骨缺损治疗中具有
较好效果。 
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Abstract 

BACKGROUND: With the rapid development of tissue engineering, seeking for optimal scaffold materials, osteogenic factors and abundant 

stem cells with strong differentiation and proliferation potential has been an issue of concern in the field of orthopedics. 

OBJECTIVE: To explore the effect of calcium polyphosphate/icariin bone scaffold to induce osteogenic differentiation of bone marrow 

mesenchymal stem cells for the treatment of bone defects. 

METHODS: The CPP/ICA composite bone scaffold was prepared using 3D printing technology. The rabbit bone marrow mesenchymal stem 

cells were isolated and cultured. Bone defect models were made in 36 New Zealand white rabbits, and equally randomized into control group 

and experimental group, followed by implantation of calcium polyphosphate/icariin composite bone scaffold. Afterwards, in the experimental 

group, 1.5 mL of bone marrow mesenchymal stem cells (1×10
9
/L) was injected through the femoral vein into the rabbits, while the rabbits in 

the control group were given the same amount of normal saline via the femoral vein. At 4, 8 and 12 weeks postoperatively, six rabbits from 

each group were taken to isolate and culture bone marrow mesenchymal stem cells. Transwell chamber assay was used to measure the 

migration ability of bone marrow mesenchymal stem cells. Fluorescence quantification-reverse transcriptase polymerase chain reaction was 

used to determine the type I collagen and CD44 mRNA levels in the cells. Rabbit femoral condyle specimens were taken, and X-ray films were 

used to observe the formation of epiphyses around the composite scaffold. Van-Gieson staining was used to observe the histological changes 

of bone tissues. Immunohistochemical staining was used to determine the level of epiphyseal nerve growth factors. 

RESULTS AND CONCLUSION: The number of migrated bone marrow mesenchymal stem cells was significantly higher in the experimental 

group than the control group (P < 0.05). The type I collagen and CD44 mRNA levels in the cells were also higher in the experimental group 

than the control group (P < 0.05). Findings from X-ray examination and histological observation showed more osteophytes in the experimental 

group than the control group. The level of epiphyseal nerve growth factors in the experimental group was significantly higher than that in the 

control group (P < 0.05). To conclude, the calcium polyphosphate/icariin bone scaffold prepared by 3D printing technology can induce the 

osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells, and has a good effect in the treatment of bone defects. 

Key words: femoral condyle; bone defect; calcium polyphosphate; icariin; composite bone scaffold; 3D printing technology; bone marrow 

mesenchymal stem cells; osteogenic differentiation 
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0  引言  Introduction 

骨缺损是骨科治疗的难题之一，传统治疗骨缺损的方

法有骨段延长技术(由Ilizarow发明，又称Ilizarow技术)、异

体骨移植、自体骨移植等，但这些方法治疗周期长、费用

昂贵、并发症比较多。组织工程和基因治疗越来越受到大

家重视，成为近年来修复骨缺损的研究热点[1-2]。聚磷酸钙

(calcium polyphosphate，CPP)为新型骨修复材料，具有良

好的骨诱导性、可控降解性和生物相容性，在骨缺损修复中

具有良好的应用前景[3]。淫羊藿苷(Icariin，ICA)是中国传统

中药成分，来源广泛、提取工艺简单、费用低[4]，可促进骨

髓间充质干细胞增殖和成骨分化，在骨缺损修复中同样具有

良好的应用前景[5-6]。骨髓间充质干细胞由于取材比较容易，

体外培养具有较强的增殖能力和多向分化能力，已成为目前

公认的理想种子细胞[7]。该实验拟将聚磷酸钙/淫羊藿苷复合

骨支架填充兔股骨髁骨缺损区并经股静脉移植骨髓间充质

干细胞，观察其修复效果，为临床骨缺损寻找新的治疗思路。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  动物实验对比观察。 

1.2  时间及地点  于2018年8至12月在南华大学完成。 

1.3  材料  

1.3.1  实验动物  健康3月龄新西兰大白兔40只，雌雄各

半，体质量2.3-2.8 kg，其中36只用于建立骨缺损模型，4

只用于制备骨髓间充质干细胞，由南华大学动物实验中心

提供，实验动物和设施许可证号：SYXK(湘)2015-0001。 

1.3.2  实验药物、材料及试剂  淫羊藿苷(西安昊轩生物有

限公司，批号：YYH120318，纯度98%)；聚磷酸钙(南京

化学试剂股份有限公司，批号：CAS 10031-30-8)；DMEM

培养基、胎牛血清(美国Sigma公司)；免疫组化鼠抗兔CD34

多克隆抗体、鼠抗兔CD44多克隆抗体、兔抗鼠神经生长因

子多克隆抗体、羊抗兔IgG多克隆抗体(美国Santa Cruz公

司)；免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒、qRT-PCR试剂

盒(美国Invitrogen公司)等。 

1.4  实验方法 

1.4.1  制备聚磷酸钙 / 淫羊藿苷复合骨支架   将

Ca(H2PO4)2•H2O在500 ℃保温后再升温至熔融，淬冷后

制得聚磷酸钙非晶烧料，用无水乙醇清洗，烘箱烘干，研

磨过筛，选取粒径范围为70-100 μm的聚磷酸钙非晶粉末
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用于实验烧料。将上述制得的聚磷酸钙烧料放入电阻炉中

二次烧结，再缓慢升温至580 ℃后保温一段时间, 然后冷

却得到聚磷酸钙骨支架材料，按4∶1质量比例加入淫羊藿

苷，采用3D快速打印成形，得到实验需要的骨支架复合体，

其体积和长度为缺损段股骨体积和长度的平均值，密封保

存备用。3D打印机喷头直径500 μm，移动速度100 mm/min，

支架存储为STL格式，输入3D打印设备中，打印参数：X

轴为4 mm，Y轴为4 mm，Z轴为10 mm。聚磷酸钙/淫羊藿

苷复合骨支架体外具有控释功能，在17 d时淫羊藿苷释放

量达总量的50%，在30 d时淫羊藿苷释放量达总量的58%。 

1.4.2  兔骨髓间充质干细胞的分离与培养  将新西兰大

白兔麻醉成功后，消毒铺巾，自股骨髁上结节处行骨髓穿

刺，骨髓穿刺针有落空感后，抽出穿刺针针芯，接上注射

器，抽取2 mL骨髓液，并用同样方法抽取对侧骨髓液，将

抽取的骨髓加到Percoll液面上，离心(2 000 r/min)20 min，

吸取单核细胞层(云雾状)，PBS洗涤后收集细胞，加入

DMEM完全培养基(含青霉素100 U/mL、链霉素100 U/mL、

体积分数10%胎牛血清)中培养，48 h全量换液，以后每3 d

进行全量换液，细胞基本铺满瓶底时进行传代培养。 

1.4.3  兔骨髓间充质干细胞鉴定  采用免疫组化法鉴定，

将生长良好的第3代骨髓间充质干细胞接种到放有盖玻片

的6孔板中培养24 h，取出盖玻片，使有细胞的一层向上，

生理盐水冲洗2遍，晾干，多聚甲醛固定，加入过氧化氢孵

育10 min，蒸馏水洗涤，加入鼠抗兔CD34抗体和鼠抗兔

CD44抗体过夜孵育，PBS冲洗，加入DAB显色液孵育   

10 min，PBS洗涤，中性树胶封固，显微镜下拍照观察染

色情况。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4  建立兔股骨髁骨缺损模型及植入骨支架复合体  

将36只新西兰大白兔根据随机数字法分为对照组和实验组，

每组18只。采用戊巴比妥钠耳缘静脉麻醉后，取仰卧位，手

术区备皮、消毒，在大白兔双侧股骨远端后内侧切口，暴露

股骨内侧髁，取内侧髁上1.5 cm处作为钻孔点，用钻头(直

径4 mm)钻取深度10 mm左右，钻孔过程中避免钻透，生理

盐水冲洗骨屑，植入骨支架复合体，缝合切口，术后青霉素

预防感染3 d。植入骨支架复合体的同时，实验组大白兔经

股静脉注入骨髓间充质干细胞1.5 mL(1×10
9
 L

-1
)，对照组大

白兔经股静脉注入等量生理盐水。 

1.4.5  取材  术后4，8，12周每组分别处死6只新西兰大

白兔，按上述方法于股骨髁上结节处行骨髓穿刺抽取骨髓，

分离和培养骨髓间充质干细胞，用于检测骨髓间充质干细

胞迁移数和骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44水平；

然后取兔双侧股骨髁标本，一侧股骨髁标本用于影像学检

查和骨痂神经生长因子水平测定，一侧股骨髁标本用于

Van-Gieson染色。 

1.4.6  影像学检查骨痂形成情况  上述股骨髁标本拍摄X

射线片，观察复合骨支架以及周围骨痂形成等情况。 

1.4.7  Van-Gieson染色观察股骨髁组织学变化  将上述

股骨髁标本浸泡在中性甲醛中7 d后取出，不进行脱钙，梯

度乙醇脱水，置于包埋液中包埋，3周后通过硬组织切片机

沿股骨长轴切4.5 μm厚切片，采用Van-Gieson染色观察组

织学变化：将石蜡切片脱蜡后用Weigert苏木精染色20 min，

返蓝5 min，Van-Gieson染色1 min，弃Van-Gieson染色液，

乙醇分化数秒，脱水、透明、封固，光学显微镜下(×100)

下观察股骨髁组织学变化。 

1.4.8  Transwell小室检测骨髓间充质干细胞迁移数  按

照上述方法再次分离培养骨髓间充质干细胞，采用

Transwell小室检测骨髓间充质干细胞的迁移能力：将6孔

Transwell小室的上室加入第2代骨髓间充质干细胞悬液

(2×10
5个细胞)，置入培养箱中培养24 h，取出Transwell

小室，弃去培养液，甲醇进行固定，结晶紫法进行染色，

棉签擦掉未迁移细胞，倒置相差显微镜下观察迁移骨髓间

充质干细胞数。 

1.4.9  qRT-PCR法测定骨髓间充质干细胞中Ⅰ型胶原蛋

白、CD44 mRNA表达  取第2代骨髓间充质干细胞，用

Trizol法提取总RNA，反转录成cDNA，采用qRT-PCR法测

定骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44 mRNA水平，

以β-actin为内参照，以2
-ΔΔCT表示Ⅰ型胶原蛋白、CD44 

mRNA表达量。Ⅰ型胶原蛋白基因上游引物序列：5'-GAG 

AGC ATG ACC GAT GGA T-3'，下游引物序列：5'-ATG 

TTT TGG TGG TTC AGG AGG-3'；CD44基因上游引物序

列：5'-CCC TGC TAC CAG AGA CCA AGA C-3'，下游引

物序列：5'-GCA GGT TCC TTG TCT CAT CAG C-3'。 

1.4.10  免疫组化染色测定骨痂神经生长因子水平  取新

西兰大白兔骨痂，多聚甲醛固定，石蜡切片，采用免疫组

化法测定骨痂神经生长因子水平：将石蜡切片进行免疫组

化染色，以兔抗鼠神经生长因子(1∶100)为一抗，以羊抗

兔IgG(1∶1 000)为二抗，DAB显色，显微镜下观察神经生

长因子表达，采用Image-pro Plus6.0软件分析吸光度，神

经生长因子水平以吸光度值表示。 

1.5  主要观察指标  ①骨髓间充质干细胞形态；②聚磷酸

兔骨髓间充质干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 新西兰大白兔股骨髁上结节处骨髓 

培养方法： 密度梯度离心法结合贴壁培养法 

基础培养基： DMEM 培养基 

添加材料： 青霉素 100 U/mL、链霉素 100 U/mL、体积分数 10%胎牛血清 

培养时间： 48 h 全量换液，以后每 3 d 进行全量换液，细胞基本铺满瓶底时

进行传代培养 

细胞传代： 细胞融合至 80%-90%用胰酶消化传至下 1 代，按 1∶2 比例传

代，5 d 左右传 1 代，共传 3 代 

细胞鉴定： 免疫组化染色显示，细胞阳性表达 CD44，阴性表达 CD34，表

明培养细胞为骨髓间充质干细胞 

伦理学批准： 该实验经过南华大学伦理学委员会批准 
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钙/淫羊藿苷复合骨支架的超微结构；③X射线检查骨痂形

成等情况；④Van-Gieson染色观察股骨髁组织学变化；⑤

骨髓间充质干细胞迁移数；⑥骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原

蛋白、CD44 mRNA表达；⑦骨痂神经生长因子水平。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 20.0软件分析，计量资料以

x
_

±s表示，组间各指标比较采用t 检验， P < 0.05为差异有

显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  骨髓间充质干细胞形态  培养24 h见细胞贴壁生长，

培养第3天细胞呈短梭形，散在分布，见图1A，培养第5天

细胞呈集落样生长，数量明显增多，见图1B，培养第10天

细胞呈明显的长梭形，集落面积增加，集落之间相互融合，

见图1C，培养第14天时细胞达80%以上融合，单个细胞呈

狭长梭形，有一定方向性，呈漩涡状排列，见图1D。第3

代细胞呈梭形，呈漩涡状排列，见图1E。 

2.2  骨髓间充质干细胞鉴定结果  免疫组化染色显示，细

胞阳性表达CD44，阴性表达CD34，表明培养细胞为骨髓

间充质干细胞，见图2。 

2.3  聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架的超微结构  扫描电

镜下可见淫羊藿苷均匀分布在聚磷酸钙支架表面，见图3。 

2.4  两组大白兔X射线检查结果  第4周，对照组复合骨支

架和两端股骨界面清晰，无骨痂包绕，实验组复合骨支架

和两端股骨界面模糊，骨支架旁侧有少量骨痂生长；第8

周，对照组复合骨支架和两端股骨界面模糊，骨支架旁侧

有少量骨痂生成，实验组复合骨支架和两端股骨界面模糊，

骨支架旁侧有较多骨痂生长；第12周，对照组复合骨支架

和两端股骨界面处有大量骨痂包裹，实验组复合骨支架周

围完全被新生的骨痂组织包裹，见图4。 

2.5  两组大白兔组织学观察(Van-Gieson染色)结果  第4

周，实验组骨支架和新生骨结合较紧密，骨支架边缘部分

降解，对照组骨支架和新生骨界限明显，骨支架无明显降

解；第8周，实验组骨支架和新生骨交界被新生骨小梁包绕，

骨支架进一步降解，新生骨小梁沿骨支架降解形成的空隙

向骨支架内部生长，对照组骨支架边缘部分降解，有少量

新生骨小梁；第12周，实验组骨支架中央降解形成空隙，

新生骨小梁沿骨支架降解空隙继续长入，对照组新生骨小

梁少，骨支架降解缓慢，骨小梁长入骨支架空隙的范围比

较局限，见图5。 

2.6  两组大白兔骨髓间充质干细胞迁移数  实验组大白

兔骨髓间充质干细胞迁移数高于对照组(P < 0.05)，见表1

和图6。 

2.7  两组大白兔骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44 

mRNA表达比较  第4，8，12周时，实验组大白兔骨髓间

充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44 mRNA表达均高于对照

组(P < 0.05)，见表2。 

2.8  免疫组化染色检测骨痂神经生长因子水平  第 4，8，

12 周时，实验组大白兔骨痂神经生长因子水平均高于对照

组(P < 0.05)，见表 3 和图 7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

在骨科，骨肿瘤、外伤、骨髓炎、骨坏死等原因均可

引起不同程度的骨缺损，尤其是大段骨缺损，是骨科面临

的一大难题，传统的骨骼移植材料主要为自体骨、异体骨

和人工支架，因机体需要将移植材料逐步吸收、改建，治

疗效果缓慢，而且可能出现再次骨缺损，严重影响骨移植

效果。随着组织工程学的快速发展，寻找最佳的新支架材

料、诱导细胞成骨分化的因子以及分化增殖能力强、来源

充足的干细胞，成为骨科领域研究的热点[8-9]。 

聚磷酸钙为一种无机聚合物，具有长链结构，在动物

体内可逐渐降解分化[10]；聚磷酸钙支架的骨诱导性和生物

相容性比较好，降解断链可释放能量，供细胞活动所需，

降解产物为可溶性磷酸盐、钙盐和游离的钙离子、磷离子，

不引起局部炎症反应；聚磷酸钙作为骨修复材料也具有比

较理想的力学强度，可作为支架材料修复骨组织缺损[11]。 

表 1  两组大白兔骨髓间充质干细胞迁移数比较         (x
_

±s，n=6) 

Table 1  Comparison of migration of bone marrow mesenchymal 

stem cells between two groups of rabbits     

组别 迁移细胞数(个) 

4 周 8 周 12 周 

对照组 104.25±17.56 107.24±18.93 102.53±17.58 

实验组 213.64±21.15 198.35±22.62 187.24±19.05 

t 值 9.747 7.566 8.005 

P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

 

表 2  两组大白兔骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44 表达比较         

(x
_

±s，n=6) 

Table 2  Comparison of type I collagen and CD44 levels in bone 

marrow mesenchymal stem cells between two groups of rabbits      

组别 Ⅰ型胶原蛋白 mRNA CD44 mRNA 

4 周 8 周 12 周 4 周 8 周 12 周 

对照组 1.00±0.11 1.00±0.13 1.00±0.12 1.00±0.09 1.00±0.11 1.00±0.10 

实验组 2.25±0.16 1.82±0.17 1.64±0.14 1.74±0.12 1.65±0.13 1.47±0.11 

t 值 15.769 9.385 8.502 12.084 9.35 7.744 

P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

 

表 3  两组大白兔骨痂神经生长因子水平比较   (x
_

±s，n=6，吸光度) 

Table 3  Comparison of epiphyseal nerve growth factor levels 

between two groups of rabbits       

组别 4 周 8 周 12 周 

对照组 13.24±1.25 11.65±1.37 9.47±1.26 

实验组 24.63±1.42 21.47±1.36 15.59±1.47 

t 值 14.748 12.461 7.743 

P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001 
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图注：图中 A 为培养第 3 天，细胞呈短梭形，散在分布；B 为培养第 5 天，细胞呈集落样生长，数量明显增多；C为培养第 10天，细胞呈明

显的长梭形，集落面积增加，集落之间相互融合；D为培养第 14天，细胞达 80%以上融合，单个细胞呈狭长梭形，漩涡状排列；E 为第 3 代

细胞，呈梭形，漩涡状排列。 

图 1  兔骨髓间充质干细胞形态(×40) 

Figure 1  Morphology of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells (×40) 

 

图注：图中 A 为阳性表达 CD44；B 为阴性表达 CD34。 

图 2  免疫组化染色鉴定骨髓间充质干细胞(×400) 

Figure 2  Identification of bone marrow mesenchymal stem cells 

by immunohistochemical staining (×400) 

 

图注：淫羊藿苷均匀分布在聚磷酸钙支架表面。 

图 3  扫描电镜观察聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架的超微结构(×50) 

Figure 3  Ultrastructural observation of calcium polyphosphate/ 

icariin composite bone scaffold by scanning electron microscopy 

(×50) 

 4 周            8 周           12 周 

对照组 

 

 

 

 

 

实验组 

图注：第 4周，对照组无骨痂包绕，实验组骨支架旁侧有少量骨痂生

长；第 8 周，对照组骨支架旁侧有少量骨痂生成，实验组骨支架旁侧

有较多骨痂生长；第 12周，对照组复合骨支架和两端股骨界面处有

大量骨痂包裹，实验组复合骨支架周围完全被新生的骨痂组织包裹。 

图 4  两组大白兔 X 射线检查结果 

Figure 4  X-ray examination results of two groups of white rabbits 

 

4 周               8 周              12 周 

对照组 

 

 

 

 

 

实验组 

图注：第 4周，实验组骨支架边缘部分降解，对照组骨支架无明显降

解；第 8周，实验组骨支架进一步降解，对照组骨支架边缘部分降解；

第 12 周，实验组骨支架中央降解形成空隙，对照组骨支架降解缓慢。 

图 5  两组大白兔股骨髁组织 Van-Gieson 染色(×100) 

Figure 5  Van-Gieson staining of the rabbit femoral condyle (×100) 

 

4 周               8 周              12 周 

对照组 

 

 

 

 

 

实验组 

图注：紫色细胞为迁移细胞。实验组大白兔骨髓间充质干细胞迁移数

高于对照组。 

图 6  Transwell 小室测定两组大白兔骨髓间充质干细胞迁移数(×100) 

Figure 6  Transwell chamber detection of bone marrow 

mesenchymal stem cells migrated in two groups of rabbits (×100) 

4 周               8 周              12 周 

对照组 

 

 

 

 

 

实验组 

图注：实验组大白兔骨痂神经生长因子表达高于对照组。 

图 7  免疫组化染色检测骨痂神经生长因子的表达(×400) 

Figure 7  Immunohistochemical detection of epiphyseal nerve 

growth factor expression (×400) 
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淫羊藿苷为一种中药成分，具有抗衰老、保护心血管

系统、提高免疫功能等功效[12-13]，在多种疾病中被广泛应用，

研究发现淫羊藿苷可以促进间充质干细胞成骨分化[14-15]，可

用于骨组织工程中促进骨缺损修复，具有良好应用前景。 

骨髓间充质干细胞具有体外扩增能力强、对机体损伤

小、免疫原性低、多向分化潜能等优点，且比较容易分离和

培养，是各种临床和基础研究中常用的种子细胞[16-17]。骨髓

间充质干细胞在特定条件下可向成骨细胞分化，可与支架

材料复合植入机体组织，是组织工程骨常用的种子细胞[18]。 

目前骨缺损修复中存在不足：各种研究方法的技术水

平尚不完善，骨缺损局部反应比较复杂，体外研究存在缺

陷，从而不同程度制约了骨缺损的研究进展。因此，从骨

的生长和修复机制出发，联合多种方法，相互补充其不足

之处，加强在体内研究，寻找修复骨缺损的理想方法。 

骨组织工程联合前沿的生物材料和细胞生物学技术达

到理想的骨修复是目前研究的热点，实验建立兔骨缺损模

型，将聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架材料填充到骨缺损

区，静脉注入兔骨髓间充质干细胞，观察复合骨支架对骨

髓间充质干细胞成骨分化的影响及对骨缺损的修复效果。

结果发现，聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架可促进骨缺损处

骨痂形成和修复，可促进骨髓间充质干细胞迁移，提高Ⅰ

型胶原蛋白、CD44 mRNA表达，提高骨痂中神经生长因

子水平。间充质干细胞迁移到靶组织对机体具有重要的生

物学作用，成年后机体间充质干细胞含量下降，但在骨、

循环系统、脂肪等中仍有少量表达，并具有多向分化潜能，

间充质干细胞可以特异性迁移到损伤部位发挥重要作用[19]，

该研究中实验组骨髓间充质干细胞迁移能力增强，由于标

记方法局限，尚不清楚具有高迁移能力的是内源性骨髓间

充质干细胞还是外源性骨髓间充质干细胞。实验组静脉注

射骨髓间充质干细胞，对照组静脉注射生理盐水，两组其

他实验步骤均相同，因此考虑外源性骨髓间充质干细胞发

挥作用可能性大，需在今后的研究中尝试用有效的标记方

法对外源性骨髓间充质干细胞进行标记研究。CD44为一种

透明质酸受体，CD44和透明质酸相互作用可促进细胞迁

移，CD44表达可促进骨髓间充质干细胞对损伤的修复作    

用[20-22]，该研究中骨髓间充质干细胞CD44水平升高可能是

其迁移能力增强的机制之一。Ⅰ型胶原蛋白的合成分泌对

矿化有促进作用，是骨组织形成的前体，构成了组织的蛋

白框架，可作为成骨细胞分化的检测指标，骨髓间充质干

细胞分化为成骨细胞后分泌大量的Ⅰ型胶原蛋白[23]，Ⅰ型

胶原蛋白和成骨细胞分化有关，并可促进成骨细胞增殖以

及类骨质分泌[24]，骨髓间充质干细胞中Ⅰ型胶原蛋白水平

升高，表明聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架可促进骨髓间充

质干细胞成骨分化。神经生长因子具有低亲和力受体

LNGFR和高亲和力受体TrKA两种，在成骨细胞膜上有

LNGFR，神经生长因子通过与LNGFR结合对成骨细胞产

生影响[25]，使成骨细胞发生磷酸化，增强成骨细胞活性和

成骨能力，在骨折愈合中发挥重要作用[26-27]，该研究骨痂

中神经生长因子水平升高，考虑聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨

支架通过提高神经生长因子水平促进骨缺损的修复。 

综上所述，聚磷酸钙/淫羊藿苷复合骨支架通过促进骨

髓间充质干细胞成骨分化、增加神经生长因子水平进而促

进骨缺损的修复。 
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