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鱼鳞胶原膜对大鼠骨髓间充质干细胞黏附增殖及成骨分化的影响

陈  亮，孟  姝，程国平，丁  一

文题释义：

引导性组织/骨再生术：是指将屏障膜置于软组织与骨缺损之间，阻止干扰骨形成且迁移速度较快的结缔组织细胞和上皮细胞进入骨缺损

区，并提供一定的空间，引导具有附着能力的牙周膜细胞和具有骨再生能力的前体成骨细胞优先进入骨缺损区，从而达到牙周组织/骨组

织再生的目的。

Ⅰ型胶原蛋白：胶原蛋白是动物和人体大多数软硬组织中最主要的结构蛋白，具有良好的生物相容性、低免疫原性和组织可降解吸收

性。Ⅰ型胶原蛋白是动物界含量最丰富的蛋白质之一，是人体内含量最丰富的基质蛋白，其构成大部分组织的细胞外基质，为细胞生

长、增殖提供微环境和附着表面，是理想的医用生物材料。

摘要

背景：近年来鱼类来源胶原蛋白被视为哺乳动物胶原蛋白的潜在替代品，其在生物医学材料领域的研究逐渐成为热点，保留鱼鳞外形所

得鱼鳞胶原材料具有优良的机械性能，目前尚无研究探索此类材料是否有骨组织再生的潜力。

目的：探讨鱼鳞胶原膜对大鼠骨髓间充质干细胞黏附增殖及成骨分化的作用。

方法：通过草鱼鱼鳞制备胶原膜，大体及扫描电镜观察鱼鳞胶原膜结构，傅里叶变换红外光谱分析鉴定胶原蛋白类型，差示扫描量热仪

测定鱼鳞胶原膜变性温度；取第3代大鼠骨髓间充质干细胞，接种于胶原膜上培养为实验组，常规细胞贴壁培养为对照组。扫描电镜观察

鱼鳞胶原膜上细胞黏附情况；CCK-8实验检测各组细胞增殖活性；碱性磷酸酶染色检测各组细胞成骨分化能力。

结果与结论：①鱼鳞胶原膜为方圆形，透光性较高，表面可见“年轮状”纹路，扫描电镜观察可见鱼鳞胶原膜为多板层状结构，由I型胶

原和羟基磷灰石构成，变性温度测定结果为50.55 ℃；②鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞黏附良好，细胞增殖优于对照组，鱼鳞胶原膜

表面细胞碱性磷酸酶活性高于对照组，差异均有显著性意义；③结果表明，鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞黏附良好，可促进骨髓间

充质干细胞增殖及成骨向分化，具有良好的生物相容性及骨组织再生潜力。

关键词：干细胞；骨髓间充质干细胞；草鱼；鱼鳞；胶原；增殖；成骨分化
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—
使用草鱼鱼鳞进行脱钙、软化、除杂，在保留鱼鳞基本外形的基础上创新

性地制备出多板层状结构的鱼鳞胶原膜，并首次探索其骨组织再生的潜力；

鱼鳞胶原膜具有较高的变性温度，克服了鱼类来源胶原变性温度过低的缺

点，使其临床应用成为可能；

鱼鳞胶原膜具有良好的细

胞相容性和一定的成骨活

性，满足引导性组织 / 骨
再生中屏障膜的基本要求。

草鱼鱼鳞 脱 钙、 软
化、除杂

鱼鳞胶
原膜

接种骨髓间

充质干细胞

(1)1，6 h后扫描电镜观察细胞黏附情况；
(2)1，4，7 d后 CCK-8检测细胞增殖情况；
(3)7 d 后碱性磷酸酶染色及半定量检测

成骨分化能力。(1) 大体及扫描电镜观察结构；
(2) 傅里叶变换红外光谱鉴定Ⅰ型胶原蛋白；
(3) 差示扫描量热测定变性温度。

结论：
鱼鳞胶原膜由平行排列的Ⅰ型胶原蛋白和嵌杂其中的羟基磷灰石组成，其变性温度为 50.55 ℃，鱼鳞胶原膜表

面细胞黏附良好，可促进骨髓间充质干细胞增殖及成骨分化，具有良好的生物相容性及骨组织再生的潜力。
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0   引言  Introduction
牙周炎是一种发生在牙周组织的慢性炎症性疾病，是成

人失牙的首要原因，其主要病理变化之一是牙槽骨的吸收
[1]
。

现有常规牙周治疗手段如洁刮治术、根面平整术等，仅能阻

止牙周病的进展，很难获得牙槽骨的再生
[2]
。引导性组织 /

骨再生术 (guided tissue/bone regeneration，GTR/GBR ) 是目

前临床应用于牙槽骨再生的主要治疗方法，也是在种植手术

时进行骨增量的主要手段。引导性组织 / 骨再生术是利用膜

性材料作为屏障，阻挡牙龈结缔组织与牙根面接触，提供空

间并引导牙周组织 / 骨再生的方法
[3-5]

。临床上引导性组织 /

骨再生术中常用的屏障膜多为商品化的胶原膜，其中的主要

成分是Ⅰ型胶原蛋白，最常见的是猪或牛等哺乳动物来源。

哺乳动物来源的胶原蛋白有以下缺点：①安全性方面：牛海

绵状脑病和口蹄疫等人畜共患病可能会通过哺乳动物传播
[6]
；

②宗教的限制
[7]
：如犹太教和伊斯兰教不使用任何猪相关的产

品，而印度教不使用任何牛相关的产品；③成本方面：哺乳

动物源胶原蛋白纯化困难且昂贵
[8]
。从鱼类到人类的人畜共

患病风险较低，而且没有宗教限制，鱼鳞等水产品下脚料的

成本也非常低，且其胶原蛋白安全易得，因此鱼类来源胶原

蛋白是哺乳动物胶原蛋白的潜在替代品
[8]
。

鱼鳞主要由Ⅰ型胶原纤维和羟基磷灰石组成，其中胶原

蛋白占鱼鳞总质量的 50%-70%[9]
，Ⅰ型胶原纤维由羟基磷灰石

增强，其三维结构高度有序
[10-11]

。鱼鳞的主要成分与人体骨骼

和牙本质的组成相似，且这种高度有序的天然多层结构具有

较好的机械性能，可用于组织工程研究
[12]
，如人工角膜

[13]
、

可吸收骨钉等
[10]
，但尚无将鱼鳞胶原膜应用于骨组织再生的

研究。该实验在保留草鱼鱼鳞基本外形和空间结构的基础上，

成功制备了鱼鳞胶原膜，通过大体及扫描电镜观察其结构，

傅里叶变换红外光谱分析鉴定其胶原蛋白类型，差示扫描量

热仪测定其变性温度，并分析其对骨髓间充质干细胞 (bone 

marrow mesenchymal stem cells，BMSCs) 黏附、增殖及成骨

分化的影响，以探究天然鱼鳞来源胶原膜是否有促进骨组织

再生的潜能。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   对比观察，体外细胞实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 5 月至 2020 年 1 月在四川

大学华西口腔医院口腔疾病研究国家重点实验室完成。

1.3   材料   草鱼鱼鳞 ( 购自四川省成都市农贸市场 )；α-MEM

培养基 ( 美国 Hyclone 公司 )；胎牛血清、胰蛋白酶 ( 美国

Gibco 公司 )；Cell Counting Kit-8(CCK-8) 试剂盒 ( 日本 Dojindo 公

司 )；β-甘油磷酸钠、抗坏血酸、地塞米松 ( 美国 Sigma 公司 )；
BCIP/NBT碱性磷酸酯酶显色试剂盒、碱性磷酸酶检测试剂盒 (上

海碧云天生物技术有限公司 )；体视显微镜、倒置显微镜及照

相系统 ( 日本 OLYMPUS 公司 )；扫描电镜 (S4800，日本 Hitach

公司 )；酶标仪 ( 美国 BioTek 公司 )；真空干燥箱 (DZF-6020，

上海捷呈实验仪器有限公司 )；傅里叶红外光谱仪 (iS10，美国

Nicolet公司 )；差示扫描量热仪 (Pyris 1，美国Perkin Elmer公司 )。

实验动物：雄性 SD 大鼠 2 只，三四周龄，SPF 级，体

质量约 200 g，购自成都市达硕实验动物有限公司。

实验方案经四川大学华西口腔医院伦理委员会批准，批

准号为 WCHSIRB-D-2017-217。
1.4   方法

1.4.1   草鱼鱼鳞胶原膜的制备   将草鱼鱼鳞洗净，去除表面

的灰质和杂质，先使用 80 mL 氯仿∶乙醇 =1 ∶ 1 混合溶液

处理 1 h，再使用 80 mL 5%NaCl 溶液处理 1 h，然后转移至

100 mL 10%EDTA 溶液中处理 3 h，再放入 0.5 mol/L 乙酸溶液

中处理 1 h，最后用胃蛋白酶溶液喷洒在鱼鳞表面，1 次 /h，

处理 10 h。将处理后的鱼鳞用体积分数为 75% 乙醇浸泡 12 h，

取出后置于 4 ℃无菌 PBS 中备用。  

1.4.2   草鱼鱼鳞胶原膜的结构性质及变性温度检测   大体观

察鱼鳞胶原膜外形并照相；将样品剪碎、粘贴和喷金后，扫

Abstract
BACKGROUND: In recent years, fish derived collagen has been regarded as a potential substitute for mammalian collagen, and its research in biomedical 
materials has gradually become a hot spot. Fish scale collagen materials with preserved fish scale shape have excellent mechanical properties, and there is no 
research to explore whether this material has the potential of bone tissue regeneration.
OBJECTIVE: To study the effect of fish scale collagen membrane on the adhesion, proliferation and osteogenic differentiation of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells. 
METHODS: The collagen membrane was prepared from Ctenopharyngodon idellus scales. The structure of collagen membrane was observed by naked eye 
and scanning electron microscope. The type of collagen was identified by Fourier transform infrared spectroscopy. The denaturation temperature of collagen 
membrane was determined by differential scanning calorimetry. Rat bone marrow mesenchymal stem cells at passage 3 were cultured in vitro on collagen 
membrane as experimental group; and those received conventional cell adherent culture were used as control group. The adhesion of cells on the collagen 
membrane of fish scale was observed by scanning electron microscope. The proliferation activity of cells in each group was detected by CCK-8, and the 
osteogenic differentiation ability of cells in each group was detected by alkaline phosphatase staining. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The fish scale collagen membrane was square and round, the light transmittance was high, and the “annual ring” pattern could 
be seen on the surface. Scanning electron microscope showed that the fish scale collagen membrane was multi-lamellar structure, which was composed of 
type I collagen and hydroxyapatite, and the denaturation temperature was 50.55 ℃ . (2) The adhesion of bone marrow mesenchymal stem cells on the surface 
of fish scale collagen membrane was good, and the cell proliferation was better than that of the control group. The alkaline phosphatase activity of the surface 
cells of fish scale collagen membrane was higher than that of the control group, and the difference was statistically significant. (3) Results suggested that bone 
marrow mesenchymal stem cells on the surface of fish scale collagen membrane have good adhesion, which can promote cell proliferation and osteoblast 
differentiation, and has good biocompatibility and the potential of bone tissue regeneration.
Key words: stem cells; bone marrow mesenchymal stem cells; Ctenopharyngodon idellus; fish scale; collagen; proliferation; osteogenic differentiation 
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描电子显微镜观察其纵断面形态和结构；使用傅里叶变换红

外光谱仪鉴定Ⅰ型胶原蛋白，扫描范围：450-4 000 cm-1
，次

数：32，分辨率：4 cm-1
；采用差示扫描量热仪测量变性温度，

将干燥的鱼鳞胶原膜10-15 mg放入铝坩埚中，在氮气保护下，

10-70 ℃内以 5 ℃ /min 速度升温测量，第 1 次测量消除热历

史，记录第 2 次的测量曲线。

1.4.3  大鼠骨髓间充质干细胞的分离和培养   SD 大鼠颈椎脱

臼处死，置于体积分数为 75% 乙醇溶液中浸泡 10 min，无

菌分离双侧胫骨、股骨，反复用无菌 PBS 溶液 +20% 双抗冲

洗，剪去双侧骨骺端，用无菌注射器抽取 5 mL 含体积分数

为 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基反复冲洗髓腔并收集骨髓，

1 000 r /min 离心 5 min，弃上清，重悬接种至培养瓶，放入

37 ℃、体积分数为 5%CO2 培养箱中进行培养，24 h 后首次

换液，之后每两三天换液 1 次，倒置相差显微镜观察细胞增

殖数量、生长状态。当细胞融合 80% 以上时进行细胞传代，

选择第 3-5 代骨髓间充质干细胞用于后续实验。

1.4.4   扫描电镜观察鱼鳞胶原膜上细胞黏附情况   取对数生

长期、状态优良的第 3 代骨髓间充质干细胞制成 5×107 L-1
的

细胞悬液，接种于孔底预置无菌鱼鳞胶原膜的 6 孔板中，每

孔 2 mL，放入 37 ℃恒温箱培养 1，6 h，弃掉孔板中的培养

基，PBS 清洗 2 遍，每孔加 1 mL 2.5% 戊二醛溶液，4 ℃固定

12 h，弃掉孔板中的 2.5% 戊二醛溶液，每孔依次加入体积分

数为 50%，70%，90%，100% 乙醇溶液进行梯度脱水，每次

脱水 10 min，每孔依次加入 50%，70%，90%，100% 醋酸异

戊酯进行梯度脱醇，每次脱醇 10 min，将上述材料放入 CO2

临界点干燥机中干燥 1 h，然后喷金使用扫描电镜观察骨髓

间充质干细铺展情况。

1.4.5   CCK-8 法检测细胞增殖情况   将无菌鱼鳞胶原膜剪成直

径 14 mm 的圆形，置于 24 孔板底部，设置 5 个复孔，取第

3 代骨髓间充质干细胞，以细胞密度 1×107 L-1
接种于胶原膜

上，每孔 500 μL，以常规贴壁培养为对照组，在培养 1，4，
7 d 每孔加入 50 μL CCK-8 溶液，37 ℃、体积分数为 5% CO2 培

养箱内孵育 1 h，将反应液转移至 96 孔板中，酶标仪 450 nm

波长测量各组细胞吸光度值，然后以时间为横坐标、吸光度

值为纵坐标绘图。

1.4.6   碱性磷酸酶检测   提前配制成骨诱导培养液：含体积

分数为 10%胎牛血清的 α-MEM培养基，0.1 μmol/L地塞米松，

10 mmol/L β- 甘油磷酸钠，50 μmol/L 抗坏血酸，1% 青霉素

和链霉素，避光，4 ℃存放。

碱性磷酸酶染色：取第 3 代骨髓间充质干细胞制成

5×107 L-1
的细胞悬液，接种于预置无菌鱼鳞胶原膜的 6 孔板

中，每孔 2 mL，以常规贴壁培养为对照组，置于 37 ℃、体

积分数为 5%CO2 培养箱中培养 24 h 后更换为成骨诱导培养

液，每两三天换液 1 次，7 d 后吸出培养液，PBS 清洗 2 次，4%

多聚甲醛固定 15 min，再次用 PBS 清洗 2 次，然后按碱性磷

酸酶染色试剂盒说明进行染色，PBS 冲洗后体视显微镜下拍

照。

碱性磷酸酶半定量实验：取第 3 代骨髓间充质干细胞制

成 5×107 L-1
的细胞悬液，接种于预置无菌鱼鳞胶原膜的 6 孔

板中，每孔 2 mL，以常规贴壁培养为对照组，置于 37 ℃、

体积分数为 5% CO2 培养箱中培养 24 h 后更换为成骨诱导培

养液，每两三天换液 1 次。成骨诱导第 7 天，各组按碱性磷

酸酶检测试剂盒说明进行染色，将反应液转移至 96 孔板中，

使用酶标仪 405 nm 波长测定吸光度值，然后以组别为横坐

标、吸光度值为纵坐标绘图。

1.5   主要观察指标   ①鱼鳞胶原膜的大体观及扫描电镜纵面

观；②鱼鳞胶原膜中胶原蛋白的类型；③鱼鳞胶原膜的变性

温度；④鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞黏附、增殖及成

骨分化情况。

1.6   统计学分析   以上实验均重复 3 次，使用 SPSS 19.0 统计

软件包进行统计分析，实验数据以 x-±s 表示，使用独立样本

t 检验进行组间比较，P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   鱼鳞胶原膜的结构性质及变性温度   大体观察鱼鳞胶原

膜为方圆形，直径约为 20 cm，透光性较好，边缘稍卷曲，

中间表面粗糙，两侧质地较均匀，可见“年轮状”纹路，见

图 1A；扫描电镜示纵断面为多板层样结构，平行排列的Ⅰ

型胶原蛋白之间嵌有羟基磷灰石晶体，见图 1B，C；傅里叶

变换红外光谱结果显示鱼鳞胶原膜具有Ⅰ型胶原蛋白的 5 个

特征吸收带：酰胺 A 带、酰胺 B 带、酰胺Ⅰ带、酰胺Ⅱ带和

酰胺Ⅲ带，见图 1D，说明鱼鳞胶原膜中的蛋白为Ⅰ型胶原

蛋白，且具有完整的三螺旋结构；差示扫描量热分析测定鱼

鳞胶原膜的变性温度为 50.55 ℃，见图 1E。

2.2   鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞黏附检测结果   细胞

接种 1 h 后，鱼鳞胶原膜表面的部分骨髓间充质干细胞伸出

较多细长的伪足；细胞接种6 h后，绝大部分细胞都伸出伪足，

且伪足延伸更远，细胞铺展充分，说明骨髓间充质干细胞在

鱼鳞胶原膜上黏附良好，见图 2。

2.3   鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞增殖检测结果   CCK-8

法结果显示，1，4，7 d 鱼鳞胶原膜表面细胞增殖均优于常

骨髓间充质干细胞的培养及鉴定

细胞来源： 雄性 SD 大鼠的股骨、胫骨骨髓

原代培养方法： 全骨髓贴壁培养

基础培养基： α-MEM 培养基

添加材料： 体积分数为 10% 胎牛血清、1% 青霉素和链霉素

原代培养时间： 原代细胞培养 24-48 h 开始换液，之后每两三天换液 1 次，培养

7-10 d 开始传代

细胞传代： 细胞融合至 80% 用胰酶消化传至下 1 代，按 1 ∶ 2 传代，约 5 d

传 1 代，共传 3 代

细胞鉴定： 成骨分化鉴定

伦理学批准： 实验方案经四川大学华西口腔医院伦理委员会批准，批准号为

WCHSIRB-D-2017-217
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规贴壁培养组，见图 3，说明鱼鳞胶原膜促进了骨髓间充质

干细胞增殖。

2.4   鱼鳞胶原膜对骨髓间充质干细胞成骨分化的作用   碱性

磷酸酶染色可见，鱼鳞胶原膜组染色较常规贴壁培养组更深，

40 倍显微镜下鱼鳞胶原膜组碱性磷酸酶染色阳性细胞更密

集，见图 4。半定量分析结果表明，鱼鳞胶原膜表面细胞碱

性磷酸酶活性增高，与常规贴壁培养组差异有显著性意义，

见图 4E，说明在矿化诱导条件下，鱼鳞胶原膜对骨髓间充质

干细胞的碱性磷酸酶表达具有更强的促进作用，能促进骨髓

间充质干细胞成骨向分化。
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图注：A 为大体观，鱼鳞胶原膜为方圆形，直径约为 20 cm，透光性较好，

边缘稍卷曲，中间表面粗糙；B，C为扫描电镜观察纵断面为多板层样结构，

平行排列的Ⅰ型胶原蛋白之间嵌有羟基磷灰石晶体 (×500，×2 000)；D
为傅里叶变换红外光谱，可见鱼鳞胶原膜具有Ⅰ型胶原蛋白的 5 个特征

吸收带；E 为差示扫描量热分析测定鱼鳞胶原膜的变性温度为 50.55 ℃
图 1 ｜鱼鳞胶原膜的结构、傅里叶变换红外光谱图和差示扫描量热图

Figure 1 ｜ Structure, Fourier transform infrared spectroscopy and 

differential scanning calorimetry thermogram of fish scale collagen 

membrane

图注：细胞接种 1 h 后，鱼鳞胶原膜表面的部分骨髓间充质干细胞伸出

较多细长的伪足；细胞接种 6 h 后，绝大部分细胞都伸出伪足，且伪足

延伸更远，细胞铺展充分。图中箭头所示细胞伪足

图 2 ｜ 扫描电镜下鱼鳞胶原膜表面的细胞黏附情况

Figure 2 ｜ Scanning electron microscope of cell adhesion on the surface of 

fish scale collagen membrane 
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鱼鳞胶原膜组
图 3 ｜鱼鳞胶原膜表面骨髓

间充质干细胞增殖情况

Figure 3 ｜ Proliferation of 

bone marrow mesenchymal 

stem cells on the surface of 

fish scale collagen membrane 

图注：图中 A，B 为对照组大体观察及 40× 显微镜下观察；C，D 为鱼鳞

胶原膜组大体观察及 40× 显微镜下观察，碱性磷酸酶染色阳性细胞更密

集；E 为碱性磷酸酶活性半定量检测

图 4 ｜鱼鳞胶原膜对骨髓间充质干细胞成骨分化的作用

Figure 4 ｜ Effect of fish scale collagen membrane on osteogenic 

differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells

3   讨论   Discussion
胶原蛋白是动物和人体大多数软硬组织中最主要的结

构蛋白，约占哺乳动物体内总蛋白的 30%，在维持细胞外基

质的生物学和结构完整性方面发挥重要作用
[14]
。胶原蛋白具

有低免疫原性、良好的生物相容性和生物可降解性，并具有

调节细胞形态、黏附、迁移和分化的功能
[15-16]

。人体中超过

90% 的胶原蛋白是Ⅰ型胶原蛋白
[8]
，其应用最广泛，用于再

生医学、组织工程、药物递送等研究
[17]
。Ⅰ型胶原蛋白来源

广泛，哺乳动物来源的胶原蛋白研究较多，但由于人畜共患

病的风险和宗教因素的限制，研究者正在寻找其他的潜在替

代品，较多研究集中于水产品来源的胶原蛋白
[18]
。鱼类产品

生产加工过程中会产生多达 70% 的副产品，其中有大量的鱼

骨、鱼鳞等被作为下脚料丢弃，近年来有关鱼类来源胶原蛋

白的研究逐渐成为热点
[18-19]

。如果能够对这些废弃副产品加

以利用，既能减少污染，也能提高鱼产品利用率，增加经济

效益
[20]
。

对于鱼鳞胶原蛋白的提取，通常将其溶解在有机酸中，

但单纯酸法提取产量较低，而使用酶处理鱼鳞可以增加胶原

溶解度，提高胶原蛋白的产量，同时降低其抗原性
[21]
。多数

研究使用酸和酶复合提取法，最终从鱼鳞中分离得到Ⅰ型胶

原蛋白的沉淀，这种提取方法比较简单，且产率较高
[18]
，但

酸酶复合法的缺点是破坏了鱼鳞天然多板层、致密的胶原结

构。以往关于鱼鳞胶原蛋白的研究多是水解胶原蛋白，或是

对照组       鱼鳞胶原膜组
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将提取后的胶原蛋白分子进行改性，再应用于组织工程支架

研究中
[22-25]

，未改性的鱼鳞胶原蛋白制备的组织支架材料

机械性能较差、体内降解速度较快
[25]

。该研究的创新点在

于，在保留了鱼鳞外形和空间结构的基础上，去除了角蛋白、

脂肪、钙等杂质，使鱼鳞脱钙、软化，成功使用新方法制

备了鱼鳞胶原膜，并首次探索鱼鳞胶原膜在骨组织再生中

的潜力，扫描电镜观察鱼鳞胶原膜为多板层状结构，平行

排列的Ⅰ型胶原蛋白纤维之间嵌有羟基磷灰石，是一种天

然的多层材料。有研究用类似的制备方法用于制造人工角

膜
[13]

、可吸收骨钉
[10]

，但该研究的制备过程较之更为简单

高效。VAN ESSEN 等
[26]

制备出的鱼鳞片在体外、体内均有良

好的生物相容性，未出现过敏及炎症，缝合植入兔角膜基质

袋后，角膜缘出现血管化，并且保持透明，上皮细胞健康生长，

说明鱼鳞片可作为角膜重建的支架材料。人工角膜相应的研

究正在进行临床转化，CHEN 等
[27]

将售前产品 BioCornea 植

入猪角膜穿孔模型，结果显示短期植入用于处理角膜穿孔是

安全有效的；YUAN 等
[28]

将 BioCornea 植入兔眼 6 个月后，

所有人工角膜均无溶解、变性，且保持透明完整。近年已有

鱼鳞胶原蛋白在口腔医学领域的研究报道：水解鱼鳞胶原蛋

白可诱导人牙周膜细胞成骨分化
[29]
；微波辐射技术合成的鱼

鳞胶原蛋白 / 羟基磷灰石复合材料可用于牙科组织再生
[30]
；

鱼鳞胶原蛋白支架具有制造组织工程化口腔黏膜等效物的潜

力
[31]
；静电纺丝制备的鱼胶原蛋白 / 生物活性玻璃 / 壳聚糖

复合纳米纤维膜，对变形链球菌具有一定的抗菌活性，并且

能够促进人牙周膜细胞的黏附、增殖和成骨分化，动物实验

进一步表明复合纳米纤维膜能够促进犬根分叉病变中的牙槽

骨再生
[23]
。

鱼类来源胶原蛋白的变性温度通常低于哺乳动物
[18]
，一

定程度上限制了鱼类来源胶原蛋白的生物医学应用。LIU 等
[32]

报道草鱼鱼鳞胶原蛋白的变性温度为 35 ℃左右，低于人体温

度，而该研究中草鱼鱼鳞胶原膜的变性温度为 50.55 ℃，远高

于文献报道的变性温度，其原因可能是实验制备鱼鳞胶原膜过

程中未破坏鱼鳞的空间结构，所得到的不是胶原蛋白分子，

而是胶原蛋白原纤维。胶原蛋白原纤维比提取的胶原蛋白分

子更稳定，因为分子间和分子内相互作用稳定了胶原的三螺

旋结构，胶原蛋白原纤维的变性温度通常高于提取的胶原蛋

白
[33]
。正是因为保留了鱼鳞的空间结构和基本外形，鱼鳞胶

原膜的机械性能和热稳定性都得以提高。临床引导性组织 /

骨再生术中常用的商品化 Bio-Gide® 膜是一种非交联的、猪

源的纯Ⅰ型和Ⅲ型胶原膜，具有双层结构
[34]
。尽管纯胶原蛋

白支架具有出色的生物学特性，但其机械性能、抗酶降解性

较差
[6]
，可以通过物理处理或化学试剂进行胶原蛋白的分子

间交联，从而改善其物理及化学性能
[3，15，35]

。

牙周炎患者出现骨缺损后，满足手术适应证的情况下

可通过引导组织再生术实现牙槽骨及其他牙周组织的再生；

当疾病进一步发展失牙后，在失牙患者的种植治疗中也常采

用引导骨再生技术实现牙槽骨增量的目的；当需要远期种植

手术时，为维持牙缺失处的牙槽骨高度，也需要使用引导骨

再生技术进行位点保存
[36]
。引导性组织 / 骨再生术的关键在

于屏障膜的阻挡作用，在牙周或种植手术中屏障膜的机械性

能及生物活性至关重要，屏障膜不仅需要维持和稳定血凝块

及植入物
[37]
，还应具有良好的生物相容性和成骨生物活性

[38]
。

目前临床使用的屏障膜无法兼具所有功能，Bio-Gide® 膜具

有优异的生物相容性和成骨活性，但其机械性能较差、体内

降解速度较快
[6]
；金属增强的钛膜具有出色的机械性能，可

稳定维持成骨空间，但其无成骨活性且刚性过大易出现膜暴

露
[37]
。 

骨髓间充质干细胞增殖活跃，具有多向分化潜能，且其

来源方便，提取、培养及扩增均比较容易
[39-40]

，是一种较常

用的组织工程体外实验细胞。在细胞黏附实验中，扫描电镜

显示骨髓间充质干细胞在鱼鳞胶原膜表面有较好的黏附，细

胞在鱼鳞胶原膜上充分铺展；在细胞增殖实验中，鱼鳞胶原

膜表面骨髓间充质干细胞增殖优于常规贴壁培养；从细胞黏

附、增殖情况反映出鱼鳞胶原膜具有良好的生物相容性。碱

性磷酸酶是成骨细胞前体成骨向分化的重要标志物
[41]
，在碱

性磷酸酶染色实验中，鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞染

色较常规贴壁培养组更深，在 40 倍镜下观察可见碱性磷酸

酶染色阳性细胞也更加密集；而在碱性磷酸酶半定量检测中，

鱼鳞胶原膜表面骨髓间充质干细胞分泌碱性磷酸酶的活性高

于常规贴壁培养组；这些结果表明，鱼鳞胶原膜能促进骨髓

间充质干细胞成骨向分化。该研究中鱼鳞胶原膜机械强度和

热稳定性较佳，既显示出了良好的细胞相容性，又具有一定

的成骨活性，初步实验结果显示鱼鳞胶原膜可以满足屏障膜

的基本功能。

综上所述，该研究通过对草鱼鱼鳞进行脱钙、软化、除杂，

创新性地制备出多板层状结构的鱼鳞胶原膜，结果显示鱼鳞胶

原膜由平行排列的Ⅰ型胶原蛋白和嵌杂其中的羟基磷灰石组

成，其变性温度为 50.55 ℃，鱼鳞胶原膜表面细胞黏附良好，

可促进骨髓间充质干细胞增殖及成骨分化，具有良好的生物相

容性及骨组织再生的潜力。课题组将继续对这一新型材料的理

化性能改进，进行相应的动物实验，进一步验证鱼鳞胶原膜在

体内的成骨作用，并探索其对牙周炎骨再生的应用潜能。
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