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文题释义： 

纳米结构：是尺寸介于分子和微米尺度间的物体结构。当纳米羟基磷灰石与高分子材料物理混合后，羟基磷

灰石会发生自聚，从而在材料表面产生纳米结构。这种纳米结构有利于细胞(如骨髓充间质干细胞)的黏附，是

骨修复材料表面细胞增殖和后期成骨分化的基础。 

成骨分化：当干细胞接受诱导时可以向成骨细胞转变。淫羊藿苷高分子复合支架与间充质干细胞共培养一段

时间后，其骨分化标志物碱性磷酸酶和骨钙素的活性增高，同时成骨相关基因和蛋白(Runx-2、COLⅠ)表达

水平上升，即细胞在淫羊藿苷诱导下发生了成骨分化。 

 

摘要 

背景：近年来，骨组织工程技术为临床治疗骨缺损提供了全新的思路和模式。该研究首次将传统中药与组织

工程支架的纳米结构结合，以期探索并构建一种可用于骨缺损治疗的新型骨组织替代材料。 

目的：研究淫羊藿苷 (icariin ， ICA)/ 羟基磷灰石 (hydroxyapatite ， HA)/ 聚乳酸 -羟基乙酸共聚物

(poly(lactic-co-glycolic acid)，PLGA)复合支架的成骨活性。 

方法：将 HA 与 PLGA 通过物理共混的方式制成 HA/PLGA 复合支架，然后将其浸泡于不同浓度的 ICA 溶液

中，从而得到 ICA/HA/PLGA 支架。利用兔骨髓间充质干细胞分别对复合支架的细胞黏附、增殖、成骨作用和

细胞毒性进行评价。细胞黏附、细胞增殖和细胞毒性采用 MTT 法进行检测，碱性磷酸酶活性和骨钙素活性采

用 ELISA 法进行检测，成骨相关基因和蛋白表达水平分别用荧光定量 PCR 和 Western blot 法进行检测。 

结果与结论：①PLGA 中加入适量 HA 可以提高支架的力学强度，且在 HA 含量为 10%时效果最佳，拉伸强

度为(1.67±0.37) MPa；压缩模量为(4.17±1.62) MPa，且会在支架表面形成纳米结构；该微结构可以促进骨

髓间充质干细胞在支架表面的黏附；②ICA 不会影响骨髓间充质干细胞在复合支架上的增殖，且 1.00 µmol/L 

ICA 水溶液浸泡后的 ICA/HA/PLGA 复合支架具有最优的成骨分化功能，其碱性磷酸酶活性、骨钙素活性、成

骨相关基因和蛋白(Runx-2 和 COLⅠ)的表达水平均最高；③ICA/HA/PLGA 复合支架无细胞毒性；④结果表

明，HA(10%)/ICA(1.00 µmol/L)/PLGA 支架具有良好的机械性能、成骨作用和生物相容性，是一种具有良好

应用潜力的骨组织工程支架。 

关键词： 

组织工程支架；聚乳酸-羟基乙酸共聚物；羟基磷灰石；淫羊藿苷；骨缺损；成骨诱导 
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文章特点— 

(1)首次将传统中药与组
织工程支架的纳米结
构结合，探索并构建
了一种可用于骨缺损
治疗的新型骨组织替
代材料，即淫羊藿苷
(ICA)/ 羟 基 磷 灰 石
(HA)/聚乳酸-羟基乙
酸共聚物 (PLGA)支
架； 

(2)该材料可以促进兔骨
髓间充质干细胞黏
附、增殖和成骨分化，
具有应用于临床骨损
伤治疗的潜力。 

不同浓度羟基磷灰石与聚乳酸-羟基乙
酸共聚物复合支架的构建 

确定 10%羟基磷灰石/聚乳酸-羟基乙酸
共聚物复合支架的细胞黏附效果最佳 

骨髓间充质干细胞的黏附
水平 

淫羊藿苷/羟基磷灰石/聚乳酸-羟基乙酸共聚物复合支架的
构建，与骨髓间充质干细胞共培养后检测以下指标 

羟基磷灰石/聚乳酸-羟基乙酸共聚物
支架浸泡于不同浓度淫羊藿苷溶液 

支
架
构
建 

支
架
评
价 

细胞 

增殖 

碱性磷酸酶和
骨钙素活性 

Runx-2 和 COLⅠ的
RNA 及蛋白表达水平 

结论： 

羟基磷灰石(10%)/淫羊藿苷(1.00 µmol/L)/聚乳酸-羟基乙
酸共聚物支架具有良好的机械性能、成骨作用和生物相容
性，是一种具有良好应用潜力的骨组织工程支架。 



WANG DX, XU ZW, PEI GX. Osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells on hydroxyapatite/icariin/poly(lactic-co-glycolic acid) scaffolds.  
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2020;24(25):3974-3980. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2083 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 3975 

基金资助： 

黑龙江省自然科学基金项目(QC2017120)，项目负责人：王德欣 

缩略语： 

聚乳酸-羟基乙酸共聚物：poly(lactic-co-glycolic acid)，PLGA；羟基磷灰石：hydroxyapatite，HA；淫羊藿苷：icariin，ICA；骨髓间

充质干细胞：bone mesenchyml stem cells，BMSCs 

 
Osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells on hydroxyapatite/icariin/poly(lactic-co-glycolic 

acid) scaffolds   

 
Wang Dexin

1
, Xu Zhanwu

1
, Pei Guoxian

2
 (

1
Department of Orthopedics, 962 Hospital of PLA Joint Logistic Support Force, Harbin 150086, 

Heilongjiang Province, China; 
2
Department of Orthopedics, Xijing Hospital, the Fourth Military Medical University, Xi’an 710049, Shaanxi 

Province, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Bone tissue engineering has provided a novel ideal for treating bone defects in clinic. This study is the first to combine 

traditional Chinese medicine with the nanostructures of tissue-engineered scaffolds in order to explore and construct a new bone tissue 

substitute material for the treatment of bone defects. 

OBJECTIVE: To investigate the osteogenic activity of icariin (ICA)/hydroxyapatite (HA)/poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) composite 

scaffolds.  

METHODS: A HA/PLGA composite scaffold was prepared by physical blending of HA and PLGA, and was then soaked in ICA solution of 

different concentrations to obtain the HA/ICA/PLGA scaffold. Rabbit bone marrow mesenchymal stem cells were used to evaluate the cell 

adhesion, proliferation, osteogenesis and cytotoxicity of the composite scaffold. The cell adhesion, proliferation and cytotoxicity were detected 

by MTT method. The activities of alkaline phosphatase and osteocalcin were detected by ELISA. The expression levels of osteogenic genes 

and proteins were detected by fluorescence quantitative PCR and western blot assay, respectively.  

RESULTS AND CONCLUSION: Adding appropriate amount of HA into PLGA could improve the mechanical strength of the scaffold, and 10% 

HA had the best effect with tensile strength of (1.67±0.37) MPa, and compression modulus of (4.17±1.62) MPa, and nanostructure would be 

formed on the surface of the scaffold. The nanostructure could promote the adhesion of bone marrow mesenchymal stem cells on the surface 

of the scaffold. ICA did not affect the proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells on the composite scaffold. However, the HA/PLGA 

composite scaffold soaked in 1.00 µmol/L ICA aqueous solution had the optimal osteogenic differentiation function, and the expression levels 

of alkaline phosphatase, osteocalcin, osteogenic related genes and proteins (Runx-2 and COL I) were increased. The ICA/HA/PLGA scaffold 

had no cytotoxicity. These results suggest that HA (10%)/ICA (1.00 µmol/L)/PLGA scaffold has good mechanical properties, osteogenesis and 

biocompatibility, which has the potential to be a favorable scaffold for bone tissue engineering. 

Key words: tissue engineering scaffolds; poly(lactic-co-glycolic acid); hydroxyapatite; icariin; bone defects; osteogenic induction 
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0  引言  Introduction 

骨缺损一般是指骨质缺损长度超过2 cm以上或骨周

径超过50%，通常是由于严重开放性粉碎性骨折、骨髓炎、

骨肿瘤切除、先后天疾病等原因导致[1]。目前，骨缺损主

要采用修复重建方法(牵引成骨技术、诱导膜技术和组织工

程技术等)进行治疗，但因手术复杂、治疗周期长、术后并

发症多和术后合并软组织不佳等问题，仍旧是临床治疗的

难题[2-3]。近年来，随着生物材料和生物细胞等技术的快速

发展，骨组织工程技术为临床治疗骨缺损提供了全新的思

路和模式[1，4-5]。 

聚 乳 酸 - 羟 基 乙 酸 共 聚 物 (poly(lactic-co-glycolic 

acid)，PLGA)是国内外公认的一种可降解、生物相容性良

好的生物材料，被广泛应用于骨组织替代支架的研究。然

而，PLGA亲水性差且不具备成骨诱导性，因此不利于种

子细胞的黏附、生长和分化。羟基磷灰石(hydroxyapatite，

HA)是动物骨的主要化学成分，其与生物材料制备的组织

支架具有良好的生物相容性、更快的骨再生速度以及无需

中间连接组织直接与再生骨结合等优点[6-7]，但HA复合支

架却因缺少细胞因子而无法实现成骨诱导作用[8]。淫羊藿

苷(icariin，ICA)是一种淫羊藿植物来源的黄酮[9]，可作为

一种骨诱导活性因子用于骨再生，有良好的临床应用前   

景[10-11]。将HA与ICA通过3D打印技术制成复合支架可以有

效促进骨髓间充质干细胞(bone mesenchyml stem cells，

BMSCs)成骨分化、增加骨痂中神经生长因子表达水平，

从而具有修复骨缺损的潜力[12]。此外，ICA也可促进聚乳

酸/HA支架上的MC3T3-E1细胞增殖和成骨分化[13]。 

该研究选用降解速度更为可控的PLGA做为支架基底

材料，复合HA并确定其含量对支架微结构、力学性能和细

胞黏附能力的影响，然后该支架再进行ICA物理吸附修饰，

最后观察 ICA/HA/PLGA复合支架对兔BMSCs的成骨作

用。此研究首次将传统中药与组织工程支架的纳米结构结

合，以期探索并构建一种可用于骨缺损治疗的新型骨组织

替代材料。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  体外观察性实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年5月至2019年4月在西京

医院动物实验室完成。 

1.3  材料  PLGA(中国纺织研究院)；HA(上海麦克林生化

科技有限公司)；ICA(中国药品生物制品检定所)；MTT及

成骨相关基因引物(生工生物工程(上海)股份有限公司)；碱

性磷酸酶和骨钙素活性检测ELISA试剂盒(上海康朗生物
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科技有限公司)；所有抗体(北京博奥森生物技术有限公司)；

NIH3T3细胞(中国医学科学院基础医学研究所细胞资源中

心)。 

实验动物：5 d龄的新西兰幼兔由空军军医大学动物实

验中心提供。 

1.4  实验方法 

1.4.1  复合支架制备   将HA与PLGA二氧六环溶液  

(0.12 g/mL)混合，其中HA含量分别为0，5%，10%，20%，

40%
[14]，采用冷冻萃取与致孔剂相结合的双工艺制备

HA/PLGA多孔复合支架[15]。即将HA/PLGA溶液与丙烯酸

微球进行1∶1混合，然后液氮中冷冻成圆盘；将圆盘浸入

-20 ℃乙醇中2 d(每天更换3次乙醇)，除去圆盘中的二氧

六环溶液；将圆盘裁成所需尺寸(直径6 cm，厚度5 mm)

后浸入室温乙醇中10 d(每天更换3次乙醇)直至洗脱液中

没有丙烯酸；最后将样品在真空烘箱中烘干，密封保存，

备用。 

将HA/PLGA复合支架分别浸入0，0.01，0.10，1.00，

10.00 µmol/L的ICA水溶液中12 h，真空冷冻干燥48 h，最

终得到ICA/HA/PLGA复合支架。 

1.4.2  支架表面形貌表征  为了观察支架的内部形态，首

先将支架在液氮中破碎，然后样品表面喷金，通过场发射

扫描电子显微镜(FE-SEM)在20 kV加速电压和高真空下进

行形貌表征。 

1.4.3  力学性能测试   参照国标(GB 9641-1988和GB 

8813-88 )，将HA/PLGA复合支架制成测试试样，并采用万

能试验机进行拉伸强度、断裂伸长率、压缩模量测试。 

1.4.4  兔BMSCs制备及培养  将5 d龄的新西兰幼兔在无

菌操作台上全身麻醉后，剪取股骨与胫骨，然后用含有双

抗的α-MEM培养基反复冲洗骨髓腔，将冲洗液收集入离心

管中，离心，弃上清液，加入α-MEM培养基重悬，再次离

心后得到BMSCs，放入培养箱中培养，每隔3 d更换1次培

养液，观察BMSCs生长状况。待BMSCs贴壁生长并在培

养皿中增殖约90%后，对其进行传代培养，然后将传代到

第3代的BMSCs进行以下实验。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5  细胞黏附和增殖   将裁剪好的 ICA/HA/PLGA或

HA/PLGA复合支架放入24孔板中，紫外光下照射2 h达到

灭菌目的。将BMSCs以4×10
7
 L

-1的细胞浓度重悬于含体积

分数为10%胎牛血清的L-DMEM培养基中。取1 mL细胞混

悬液加入装有ICA/HA/PLGA或HA/PLGA复合支架的24孔

板中，置于培养箱中培养4 h后用MTT法评价HA/PLGA对

BMSCs黏附水平的影响，从而筛选出后续实验采用的HA

浓度，培养3，6，9 d后用MTT法测定ICA/HA/PLGA对

BMSCs增殖水平的影响。 

1.4.6  碱性磷酸酶和骨钙素活性检测   将无菌的

ICA/HA/PLGA复合支架放入24孔板中，然后将BMSCs种

植于其表面(2×10
4
/孔)，在培养箱中培养3，6，9 d后弃去

原培养液，PBS冲洗3次，然后加入0.25%胰酶消化，收集

细胞，PBS冲洗3次，加入细胞裂解液，按ELISA试剂盒说

明书操作，计算碱性磷酸酶和骨钙素活性。 

1.4.7  荧光定量PCR检测成骨相关基因Runx-2和COLⅠ

表达水平  将无菌的ICA/HA/PLGA复合支架放入24孔板

中，然后将BMSCs种植于其表面(2×10
4
/孔)，在培养箱中

培养3，6，9 d后收集细胞。采用RNA提取试剂盒提取总

RNA，然后反转录合成cDNA，采用荧光定量PCR检测成

骨相关基因Runx-2和COLⅠ表达水平。选用GAPDH为对

照基因，对目标检测基因进行标准化。引物序列见表1，反

应条件为：94 ℃预变性2 min后变性20 s，58 ℃退火20 s

后72 ℃延伸20 s，持续25个循环；然后86 ℃再延伸10 s。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.8  Western blot检测Runx-2和COLⅠ蛋白表达水平  

将无菌的ICA/HA/PLGA复合支架放入24孔板中，然后将

BMSCs种植于其表面(2×10
4
/孔)，在培养箱中培养3，6，   

9 d后收集细胞，提取总蛋白，采用SDS-PAGE分离蛋白样

品；以电转印法将电泳条带转印到PVDF膜上，用10%羊

奶粉水溶液4 ℃封闭过夜；再分别以Runx-2、COLⅠ和

GAPDH单克隆抗体4 ℃孵育过夜，洗涤；加入IgG二抗孵

育3 h，洗涤；最后加入ECL化学发光液，在暗室中曝光、

显影、定影，电脑扫描，记录并分析结果。 

1.4.9  细胞毒性  根据ISO 10993-5：2009测试材料的细

胞活力(即细胞毒性)。将HA含量10%、ICA浸泡浓度为 

1.00 µmol/L 的 ICA/HA/PLGA 复合支架浸入 37 ℃的

DMEM溶液中，然后在1，5，10，20，30 d吸取上清液。

将NIH3T3细胞(1×10
4
/孔)种植于96孔板中，培养24 h后将

含体积分数10%胎牛血清的支架提取液(100 μL)和新鲜

DMEM培养基(作为100%)添加到相应孔中，孵育24 h后采

兔骨髓间充质干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 新西兰幼兔股骨与胫骨骨髓 

基础培养基： α-MEM 培养基 

添加材料： 体积分数为 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉素和 100 mg/L

链霉素 

细胞培养及传代： 原代细胞培养 4 d 开始换液，之后每隔 3 d 换液 1 次，待细

胞在培养皿中增殖约 90%时开始传代，按 1∶3 比例传代，

3-5 d 传 1 代(视细胞生长状态)，共传 3 代 

细胞鉴定： 流式细胞鉴定法 

伦理学批准： 该实验经过西京医院动物实验伦理委员会批准 

 

表 1  基因引物序列 

Table 1  Primer sequences  

检测基因 上游引物序列 下游引物序列 

Runx-2 5'-GAC TGT GGT TAC 

CGT CAT GGC-3' 

5'-ACT TGG TTT TTC ATA 

ACA GCG GA-3' 

COLⅠ 5'-CAT CAA GGT CTT CTG 

CGA CA-3' 

5'-CTT GGG GTT CTT 

GCT GAT GT-3' 

GAPDH 5'-CTG GGC TAC ACT 

GAG CAC C-3' 

5'-AAG TGG TCG TTG 

AGG GCA ATG-3' 
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用MTT法定量分析细胞活力。 

1.5  主要观察指标  支架的力学强度、细胞黏附和增殖水

平、碱性磷酸酶和骨钙素的活性、Runx-2和COLⅠ的RNA

及蛋白表达水平。 

1.6  统计学分析  使用SPSS 17.0软件对数据进行分析。

数据采用x
_

±s的形式表示，并选用t 检验进行数据间统计分

析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  HA/PLGA复合支架的力学性能及表面形貌  将0，

5%，10%，20%，40%的HA与PLGA共混后制成多孔

(10-400 µm)复合支架，见图1A，其拉伸强度和压缩模量

均呈现先升高后降低的趋势，且在HA含量为10%时达到最

大值(P < 0.05)，见表2。对HA(10%)/PLGA的表面形貌进

行观察，发现在其表面会形成纳米结构，见图1B(红圈内)。

将BMSCs在HA/PLGA支架上培养4 h后评价其黏附水平，

由表2和图2可见随着复合支架中HA含量升高细胞黏附量

先升高后降低，这暗示着HA/PLGA支架表面的纳米结构可

能会在一定程度上利于细胞黏附。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  BMSCs在ICA/HA/PLGA复合支架上的增殖水平  根

据HA/PLGA复合支架的力学强度和细胞黏附水平，选取

10%含量HA制备ICA/HA/PLGA复合支架，同时支架表面

的纳米结构没有被破坏，见图1C(红圈内)。培养3，6，9 d

后，BMSCs在ICA/PLGA和ICA/HA/PLGA复合支架上增

殖，见图3。在HA含量相同的情况下，支架表面的细胞生

长情况不受ICA浓度影响。但在ICA浓度(1.00 µmol/L)相同

情况下，没有HA的支架其表面细胞生长程度缓慢。这是因

为HA会影响细胞在支架表面的黏附，即HA存在时支架表

面细胞黏附的更多，则更利于细胞的生长。 

2.3  BMSCs在ICA/HA/PLGA复合支架上的成骨作用  将

BMSCs培养在不同浓度ICA溶液浸泡后的HA/PLGA支架

上，然后评价其碱性磷酸酶和骨钙素活性。随着ICA溶液

浓度升高，复合支架对BMSCs的碱性磷酸酶和骨钙素活性

呈先上升后下降的影响，见图 4。 ICA 溶液浓度为      

1.00 µmol/L时，ICA/HA/PLGA支架上BMSCs的碱性磷酸

酶和骨钙素活性最高，即对细胞的成骨诱导作用最为明显。 

此外，将BMSCs在HA/PLGA、 ICA(1.00 µmol/L)/ 

PLGA和ICA(1.00 µmol/L)/HA/PLGA上培养9 d后进行碱

性磷酸酶和骨钙素活性比较，发现 ICA(1.00 µmol/L)/ 

HA/PLGA支架最利于细胞成骨分化，见表3。说明 ICA  

(1.00 µmol/L)/HA/PLGA支架通过HA促进细胞黏附而加快

细胞的成骨分化进程。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

为进一步确定复合支架的成骨作用，对培养在其表面

BMSCs的成骨相关基因和蛋白(Runx-2和COL Ⅰ)表达水

平进行检测。与对照组 [HA(10%)/PLGA] 相比， ICA      

(1.00 µmol/L)/HA(10%)/PLGA复合支架组细胞Runx-2和

COLⅠ在mRNA和蛋白水平上均表达更高(P < 0.05)，且随

着时间的延长表达量升高，见图5，6。 

2.4  ICA/HA/PLGA 复 合 支 架 的 细 胞 毒 性   将 ICA    

(1.00 µmol/L)/HA(10%)/PLGA复合支架进行细胞毒性评

价，图7结果显示，2种复合支架上细胞存活率均大于90%，

没有细胞毒性，即生物相容性良好。 

 

3  讨论  Discussion 

骨缺损一直是临床治疗的难点，而骨组织工程技术的

发生和发展正为其提供了新的思路和模式。通常骨组织工

程支架包括支架材料、种子细胞和成骨活性分子[16]。理想

的骨替代材料应具有良好的生物相容性、与骨组织匹配的

力学性能、炎症反应小、无毒性、骨再生诱导性和可加工

性能等。合成的可降解材料因其力学性能优异、无免疫原

性、可加工性强和在生理环境下逐步降解而陆续应用于骨

组织工程技术领域。目前，临床真正使用的可降解支架生

物材料主要是聚乙醇酸和聚乳酸。PLGA是乳酸(LA)和乙醇

酸(GA)的共聚物，可通过控制化学组成而调节其降解性能，

是骨组织工程支架研究的热点生物材料之一[17-18]。然而，

PLGA由于亲水性差，且不具备成骨诱导性，因此不利于

种子细胞的黏附、生长和分化[19-20]。HA(Ca5(PO4)3OH)与

人骨化学组成十分相似，且释放的钙离子可以促进细胞增

殖，利于骨组织再生与重建[6，21]。研究表明，HA与生物材

料复合支架可提高材料的亲骨性和力学强度，利于细胞黏

附[22]。 

表 3  复合支架上骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶和骨钙素活性 

(x
_

±s，n=5) 

Table 3  Activities of alkaline phosphatase and osteocalcin of bone 

marrow mesenchyml stem cells on the composite scaffolds 

指标 HA/PLGA ICA(1.00 µmol/L)/ 

PLGA 

ICA(1.00 µmol/L)/ 

HA/PLGA 

碱性磷酸酶(U/L) 11.8±2.8 29.6±3.3 48.0±5.1 

骨钙素(μg/L) 69.7±6.0 104.3±4.1 138.7±6.8 

 
表注：HA：羟基磷灰石；PLGA：聚乳酸-羟基乙酸共聚物；ICA：淫羊藿苷 

 

表 2  HA/PLGA 复合支架的力学性能及细胞黏附水平   (x
_

±s，n=5) 

Table 2  Mechanical properties and cell adhesion level of 

hydroxyapatite/poly(lactic-co-glycolic acid) composite scaffolds     

复合支架(HA

含量) 

拉伸强度

(MPa) 

断裂伸长率

(%) 

压缩模量

(MPa) 

细胞黏附率

(%) 

HA/PLGA 

(0%) 

0.71±0.15 163.8±14.9 2.37±0.84 100.01±0.82 

HA/PLGA 

(5%) 

0.89±0.11 95.5±10.9 3.26±0.95 132.04±4.97 

HA/PLGA 

(10%) 

1.67±0.37 89.4±8.6 4.17±1.62 165.88±6.06 

HA/PLGA 

(20%) 

1.32±0.40 76.2±7.4 3.09±1.36 192.53±5.40 

HA/PLGA 

(40%) 

0.48±0.28 50.8±11.3 2.19±1.54 159.69±9.33 

 
表注：HA：羟基磷灰石；PLGA：聚乳酸-羟基乙酸共聚物 
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图 1  支架的表面形貌 

Figure 1  Surface morphology of the scaffolds 

图注：图中 A 为 PLGA 支架；B 为 HA/PLGA(HA

含量为 10%)复合支架；C 为 ICA/HA/PLGA 复合支

架(HA 含量为 10%，ICA 浓度为 1.00 µmol/L)。HA：

羟基磷灰石；PLGA：聚乳酸-羟基乙酸共聚物；ICA：

淫羊藿苷。红圈内为 HA 在 PLGA 表面形成的纳米

结构 

 

图注：图中 A-E 分别为骨髓间充质干细胞在 HA(0，5%，10%，20%，40%)/PLGA 多孔复合支架上的黏附情况。HA：羟基磷灰石；PLGA：

聚乳酸-羟基乙酸共聚物 

图 2  不同 HA 含量 PLGA 支架上骨髓间充质干细胞黏附的荧光图片 

Figure 2  Fluorescent images of bone marrow mesenchymal stem cells attached to poly(lactic-co-glycolic acid) scaffolds with different 

hydroxyapatite contents 

 
图注：在 HA 含量相同的情况下，支架表面的细胞生长情况不

受 ICA 浓度影响。在 ICA 浓度(1.00 µmol/L)相同情况下，没有

HA 的支架其表面细胞生长程度缓慢。HA：羟基磷灰石；PLGA：

聚乳酸-羟基乙酸共聚物；ICA：淫羊藿苷(括号内为淫羊藿苷

浓度)  

图 3  骨髓间充质干细胞在不同浓度 ICA 溶液浸泡 PLGA 或

HA/PLGA 复合支架上的相对增殖率 

Figure 3  Relative proliferation rate of bone marrow 

mesenchymal stem cells on poly(lactic-co-glycolic acid) or 

hydroxyapatite/poly(lactic-co-glycolic acid) composite 

scaffolds after immersion in icariin solution with different 

concentrations 

图注：随着 ICA 溶液浓度升高，复合支架对骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶和骨钙素活性呈先上升后下降的趋势。ICA 溶液浓度为 1.00 µmol/L

时，ICA/HA/PLGA 支架上骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶和骨钙素活性最高。HA：羟基磷灰石；PLGA：聚乳酸-羟基乙酸共聚物；ICA：淫羊

藿苷(括号内为淫羊藿苷浓度)  

图 4  ELISA 检测骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶和骨钙素活性 

Figure 4  Alkaline phosphatase and osteocalcin activities of bone marrow mesenchyml stem cells detected by ELISA 

图注：与HA(10%)/PLGA相比，ICA(1.00 µmol/L)/HA(10%)/PLGA复合支架上骨髓间充质干细胞的Runx-2和COLⅠ mRNA表达更高(P < 0.05)，

且随着时间的延长表达量升高。HA：羟基磷灰石；PLGA：聚乳酸-羟基乙酸共聚物；ICA：淫羊藿苷(括号内为淫羊藿苷浓度) 

图 5  荧光定量 PCR 检测成骨相关基因 Runx-2 和 COLⅠ表达水平 

Figure 5  Fluorescence quantitative PCR detection of the expression levels of osteogenesis related genes Runx-2 and COL I 
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BMSCs具有体外增殖能力强、免疫原性低、诱导定向

分化等优点，是骨组织支架最常用的种子细胞之一，其单一

方向实现成骨分化是支架植入体内后骨组织再生的关键。诱

导BMSCs成骨分化的方法主要是通过物理或化学方法在组

织工程支架修饰细胞因子(如转化生长因子、核心结合因子1

等)、化学药物(如地塞米松、维生素C等)、中药提取物(如人

参果提取物、黄芪提取物等)和生物活性分子(如RGD短肽、

骨形态发生蛋白等)
[23]。近年来，越来越多的研究指出传统

中药成分ICA具有优秀的骨诱导分化作用，将其与骨组织支

架复合可以促进种子细胞的增殖和分化[9，24-25]。 

骨组织工程支架一般采用盐浸渍法、静电纺丝法、3D

打印技术等工艺制备，然而盐浸渍法制备的多孔支架仅具有

单一微孔结构，难以有效提供种子细胞生长空间，而静电纺

丝和3D打印技术工艺十分复杂[26]。该研究采用冷冻萃取与

致孔剂相结合工艺[15]，通过将HA与PLGA共混的方式制备了

HA/PLGA支架。该方法制备的支架具有双尺寸微孔结构，

其中大孔孔径为300-400 µm，小孔孔径为10-50 µm，孔隙

率约为85%，并因为HA而在支架壁上形成了微纳米结构。

实验证明，支架上的微结构利于BMSCs黏附。此外，随着

支架中HA含量的增加，其力学强度也会得到提升，并在含

量为10%时达到最大值，拉伸强度为(1.67±0.37) MPa；压

缩模量为(4.17±1.62) MPa。综合HA/PLGA支架的机械强度

和细胞黏附能力，实验将HA(10%)/PLGA支架浸泡在不同浓

度的ICA水溶液中，从而制备ICA/HA/PLGA复合支架。 

XIE等[27]和LUO等[28]研究证明，ICA复合支架可以促进

BMSCs分化。该研究通过评价BMSCs在ICA/HA/PLGA复

合支架上的碱性磷酸酶和骨钙素活性(其活性越高说明细

胞成骨分化越明显[29]
)，也证明了ICA对细胞成骨分化的促

进作用，且当HA/PLGA支架浸泡在1.00 µmol/L浓度ICA水

溶液时效果最佳，推测ICA可能通过PI3K/AKT-eNOS信号

通路介导BMSCs成骨分化[30]。此外，实验还发现HA/PLGA

支架的促细胞黏附作用有助于其表面上细胞增殖，进而协

同ICA(1.00 µmol/L)加速了细胞成骨分化进程。成骨相关基

因和蛋白(Runx-2和COLⅠ)表达水平的升高[24]，也进一步

证明了复合支架对BMSCs的成骨作用。 

综上所述，以兔BMSCs为种子细胞，以HA(10%)/ 

PLGA为支架，复合传统中药成分ICA(1.00 µmol/L)，可以

用作骨组织工程支架的替代材料。该研究提及的

ICA/HA/PLGA复合支架具有良好的力学性能，且可以促进

BMSCs增殖和成骨分化，无细胞毒性。在下一步研究工作

中，作者将深入研究该复合支架长期成骨诱导作用以及成

骨作用机制，并将通过动物实验进一步探索其在生物体内

的化学反应，最终希望能够为骨缺损组织工程治疗提供实

际价值和帮助。 
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图注：与 HA(10%)/PLGA 相比，ICA(1.00 µmol/L)/HA(10%)/PLGA

复合支架上骨髓间充质干细胞的 Runx-2 和 COLⅠ蛋白表达更高，且

随着时间的延长表达量升高。HA：羟基磷灰石；PLGA：聚乳酸-羟

基乙酸共聚物；ICA：淫羊藿苷 

图 6  Western blot 检测 Runx-2 和 COLⅠ蛋白表达水平 

Figure 6  Runx-2 and COL I protein expression levels detected by 

western blot assay 

图注：HA/PLGA和 ICA/HA/PLGA复合支架上细胞存活率均大于90%，

说明 2 种复合支架的生物相容性良好。HA：羟基磷灰石；PLGA：聚

乳酸-羟基乙酸共聚物；ICA：淫羊藿苷(括号内为淫羊藿苷浓度) 

图 7  HA/PLGA 和 ICA/HA/PLGA 复合支架的细胞毒性 

Figure 7  Cytotoxicity of hydroxyapatite/poly(lactic-co-glycolic acid) 

and icariin/hydroxyapatite/poly(lactic-co-glycolic acid) composite 

scaffolds 
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