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整合素靶向肽促进 SD 大鼠骨髓间充质干细胞的增殖

贾麒钰 1，黄晓夏 1，郭  建 1，黄金勇 2，郭晓斌 3，阿卜杜萨拉木·阿力木江 1，吴  桐 1，马  创 1

文题释义：

精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸多肽：序列中含精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸的短肽，可显著提升细胞在生物材料表面的黏附能力，广泛存在于纤维

粘连蛋白、骨桥蛋白、血纤维蛋白、层粘连蛋白及玻连蛋白细胞外基质中。

多巴胺氨基酸：来自海洋中紫贻贝类生物所分泌的多功能活性物质，其具有良好的亲水性，在碱性环境下易发生自聚-交联反应，可在纯

钛等材料表面形成聚多巴胺活性附着层。

摘要

背景：研究报道整合素靶向肽多巴胺-精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸(dopamine-arginine-glycine-aspatic acid，DOPA-RGD)可以抑制破骨细胞活化

和促进细胞黏附，然而对于整合素靶向肽干预骨髓间充质干细胞或改性钛基材料的最适浓度及最适时间尚不明确。

目的：探究DOPA-RGD肽促进大鼠骨髓间充质干细胞增殖的最适干预质量浓度及最适干预时间。

方法：体外分离培养SD大鼠骨髓间充质干细胞，选取纯度达标的细胞进行下一步干预实验。96孔培养板中接种第3代骨髓间充质干细胞，

对照组细胞培养采用单纯α-MEM完全培养基，其余各实验组用含2.5，5，10，20，40，80 mg/L DOPA-RGD肽条件培养基培养，CCK-8法测

定DOPA-RGD肽干预1，3，5，7 d的细胞增殖情况，筛选出DOPA-RGD肽干预骨髓间充质干细胞的最适质量浓度及干预时间，流式细胞仪测

定细胞凋亡率进一步验证最适干预质量浓度，采取划痕实验验证最适质量浓度DOPA-RGD肽对骨髓间充质干细胞迁徙能力的影响。

结果与结论：①重复测量方差分析结果显示，DOPA-RGD肽干预不同时间组间的吸光度值改变不同，干预至第5天时增殖效果最佳，存在显

著性差异(F=3 012.618，P < 0.001)，通过LSD法对分组因素行组间两两比较，10 mg/L DOPA-RGD肽组与质量浓度≥20 mg/L的3个DOPA-RGD肽
组及对照组比较存在显著性差异(P < 0.01)；②细胞凋亡率测定显示，与其余各组相比，10 mg/L DOPA-RGD肽干预第5天可显著降低骨髓间

充质干细胞的凋亡率(P < 0.001)；③与对照组相比，10 mg/L DOPA-RGD肽干预24 h后骨髓间充质干细胞呈现出一定迁徙能力，迁徙速度明显

加快；④结果表明，10 mg/L DOPA-RGD肽干预第5天对骨髓间充质干细胞有显著的促增殖效应。

关键词：整合素；DOPA-RGD肽；整合素靶向肽；骨髓间充质干细胞；细胞增殖；细胞迁徙；牵张成骨；大鼠

缩略语：多巴胺：dopamine，DOPA；精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸：arginine-glycine-aspatic acid，RGD
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Abstract
BACKGROUND: Studies have reported that integrin-targeted peptide dopamine-arginine-glycine-aspatic acid (DOPA-RGD) could inhibit osteoclast activation 
and promote cell adhesion, while the optimal concentration and optimal time to apply DOPA-RGD peptide to intervene with bone marrow mesenchymal stem 
cells or modified titanium-based materials are unclear.  
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文章快速阅读：

文章特点—

△通过 F-moc 固相肽合成技术构建的整合素靶向肽

集合了精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (RGD) 序列和

多巴胺 (DOPA) 基团两者优势，可以抑制破骨细

胞活化和促进细胞黏附，在骨修复重建和牵张成

骨技术领域具有极大的应用价值和发展潜力。

△探讨整合素靶向肽非改性状态下促进 SD 大鼠骨

髓间充质干细胞增殖作用的最佳干预质量浓度

及最佳干预时间，为下一步整合素靶向肽诱导骨

髓间充质干细胞向成骨分化和进一步在牵张成

骨相关钛基材料改性中的应用奠定基础。

骨髓间充质干细胞分离培养

含不同质量浓度的整合素靶向肽条件培养基培养干预

筛选出最适干预质量浓度及干预时间

划痕实验验证最适质量浓度整合素靶向肽对骨髓间充

质干细胞迁徙能力的影响

细胞镜下形

态学观察

CCK-8法检测1，3，5，
7 d 细胞增殖情况

流式细胞仪检测

细胞凋亡情况
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0   引言   Introduction
大段骨缺损的处理对外科医生和患者来说仍具有挑战

性，尽管包括组织工程在内的各个医学学科都取得了极大的

进展，但截肢的发生率仍然很高
[1]
。值得注意的是，在引入

显微外科技术和自由组织转移概念之前，截肢几乎是“唯一

的解决方案”。在 20 世纪 50 年代中期，ILIZAROV 提出了牵

张成骨的概念，彻底改变了骨缺损的治疗方法
[2]
。从那时起，

许多严重受伤的肢体都得到了挽救，并取得了令人满意的结

果。牵张成骨作为内源性骨组织工程，目前被广泛应用于肢

体大段骨缺损的修复以及四肢短缩畸形的矫正，但其也存在

新骨生成及矿化缓慢导致的带架时间长的局限性
[3]
，严重影

响患者的日常工作生活，也极大地加重了患者的精神压力和

经济负担。近年来，髓内延长钉走进了骨科医生的视野，由

内芯钉 ( 子钉 ) 和中空套筒 ( 母钉 ) 构成的髓内延长钉系统，

既能用于肢体延长和部分肢体畸形的矫正，还可用于骨搬 

移
[4]
。该技术的应用减少了因依靠外固定架行下肢延长所导

致的相关并发症，如针道感染、关节僵硬、畸形、神经血管

损伤、肌肉挛缩及移除外固定后再骨折等
[5-8]

，且无需佩戴

笨重的外固定架，减少了患者的精神负担。

髓内延长钉虽然避免了许多依靠外固定架的延长技术

所带来的问题，但就目前来说仍有一些并发症无法避免，

疼痛是最常见并发症，一定数量的患者需在麻醉下进行髓

内延长
[9]
，有文献报道存在 12% 的患者因拒绝接受麻醉最

终导致股骨不完全延长
[10]
。牵张率的不可控制也是早期

髓内延长钉存在的主要问题，这可能会导致骨不连、软组

织损失和严重疼痛等严重并发症
[11-13]

；相关文献报道使用

ISKD 型髓内钉后有 8%-60% 的患者出现了骨再生不良的问 

题
[11，14-15]

。对最新髓内延长技术的进一步升级成为了亟待解

决的问题，通过组织工程学科交叉的特性去寻找答案也许是

当下的最优选择。

研究显示，骨髓间充质干细胞是牵张成骨过程中骨再生

的关键因素之一
[16-17]

，并有一系列相关研究显示其在促进骨

折愈合及牵张区骨再生中起到了极大的作用
[18-20]

，这为解决

髓内延长钉相关并发症、缩短骨愈合时间提供了可能。随着

近年来材料学的蓬勃发展，各种新型材料和生物涂层被应用

于钛基材料的表面改性工程，其中集合了精氨酸 - 甘氨酸 -

天冬氨酸 (arginine-glycine-aspatic acid，RGD) 序列和多巴胺

(dopamine，DOPA) 基团两者优势的 DOPA-RGD 肽因其高度

仿生、天然亲和的特性走入了学者的视野，其被证实可以用

于钛植入物表面的改性，并起到改善植入物周围骨量的作 

用
[21-22]

，其中起到主要作用的 RGD 序列已被证实可增强成

骨细胞黏附、增殖、分化以及矿物质沉积
[23-25]

，亦是迄今为

止促进细胞在生物材料表面黏附的最有效和应用最多的小分

子多肽
[26-27]

。通过 RGD 多肽可对材料表面进行改性，在材

料表面为与受体介导的种子细胞提供特异性位点，进而促

进细胞的黏附和分化，提高表面生物活性，并在一定程度上

赋予材料骨诱导功能，改善植入材料的早期骨长入和基质矿

化，并诱导更多的骨接触到植入材料表面
[28]
。KANTLEHNER 

等
[29]

通过浸泡 RGD 溶液对钛片进行表面改性，结果观测到

RGD 序列可极大增强成骨细胞在钛板表面的黏附性。另外，

MAS-MORUNO 等 [30]
研究证实通过 RGD 序列修饰后的钛表面

的细胞附着面积显著增加。DOPA 是启发于贻贝类生物所分

泌的贻贝黏附蛋白，是其发挥高黏附性的关键成分
[31-32]

，已

有研究表明该黏附蛋白能够提高细胞的黏附性
[33]
，在骨组织

工程中被广泛用于各种材料的表面改性
[34-35]

。

然而 DOPA-RGD 肽是否具有促进骨髓间充质干细胞分

化、增殖的作用尚无定论，且 DOPA-RGD 肽干预骨髓间充质

干细胞的最适改性质量浓度及最适时间也不明确。该研究旨

在探讨 DOPA-RGD 肽非改性状态下对 SD 大鼠骨髓间充质干

细胞产生增殖作用的最适干预质量浓度及最适干预时间，为

进一步应用 DOPA-RGD 肽诱导骨髓间充质干细胞的成骨分化

和最终在髓内延长钉相关钛基材料改性中的应用奠定基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞学体外观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 10 月至 2021 年 6 月在新疆

医科大学第一附属医院科技楼完成。

OBJECTIVE: To investigate the optimal mass concentration and the optimal intervention time of DOPA-RGD peptide to produce pro-proliferative effect when 
acting on bone marrow mesenchymal stem cells in rats.
METHODS:  SD rat bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and cultured in vitro and the cells with the required purity were selected for the next 
step of intervention. The third-generation bone marrow mesenchymal stem cells were inoculated in 96-well culture plates. Cells in the control group were 
cultured with simple α-MEM complete medium, while the remaining of the experimental groups were cultured with conditioned medium containing 2.5, 5, 
10, 20, 40, and 80 mg/L DOPA-RGD peptide. Cell proliferation was measured by CCK-8 method after 1, 3, 5, and 7 days of DOPA-RGD peptide intervention. 
The optimal mass concentration and intervention time of DOPA-RGD peptide in bone marrow mesenchymal stem cells were selected, and the optimal mass 
concentration of DOPA-RGD peptide in bone marrow mesenchymal stem cells was further verified by apoptosis rate using flow cytometry. The effect of optimal 
mass concentration of DOPA-RGD peptide on the migration ability of bone marrow mesenchymal stem cells was verified by scratch assay.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Using repeated measures analysis of variance, the absorbance values of the cells intervened by DOPA-RGD peptide changed 
differently between different time length groups, and the best proliferation effect was achieved by the 5th day of intervention, and the difference was significant 
(F=3 012.618, P < 0.001). Paired comparison of grouping factors by the LSD method showed that there was a significant difference between the 10 mg/L 
DOPA-RGD peptide group and the three groups with concentrations greater than or equal to 20 mg/L and the control group (P < 0.01). (2) Apoptosis rate assay 
showed that DOPA-RGD peptide at a mass concentration of 10 mg/L on the fifth day of intervention significantly reduced the apoptosis rate of bone marrow 
stem cells compared with the rest of the groups (P < 0.001). (3) Compared with the control group, 10 mg/L DOPA-RGD peptide intervention for 24 hours 
showed some migration ability of bone marrow mesenchymal stem cells and the migration speed was significantly accelerated. (4) The results showed that 10 
mg/L DOPA-RGD peptide intervention on day 5 had a significant pro-proliferative effect on bone marrow mesenchymal stem cells.
Key words: integrin; DOPA-RGD peptide; integrin-targeted peptide; bone marrow mesenchymal stem cells; cell proliferation; cell migration; distraction 
osteogenesis; rats
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marrow mesenchymal stem cells in SD rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2022;26(30):4780-4786. 
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1.3   材料

1.3.1   实验动物   SPF 级雄性 SD 大鼠 12 只，4 周龄，体质

量 120 g，由新疆医科大学实验动物中心供应。在实验过程

中严格按照中国动物医学伦理学标准及新疆医科大学动物

中心实验室动物医学伦理学标准实施 ( 伦理审批号：LACUC- 
20170222054)。实验动物在麻醉下进行所有的手术，并尽一

切努力最大限度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1.3.2   实验试剂及仪器   磷酸盐缓冲液 (Thermo，美国 )；胎

牛血清 (Hyclone，美国 )；α-MEM 培养基 (BI，以色列 )；青

链霉素 (Gibco，澳洲 )；胰蛋白酶 /EDTA 溶液 (BI，以色列 )；
倒置相差显微镜 (Zeiss，德国 )；CCK-8( 北京博奥森 )；细胞

培养箱、酶标仪 (Thermo，美国 )；CD45 抗体 (BD，美国 )；
CD29 抗体 (BD，美国 )；CD34 抗体 (BD，美国 )；整合素靶

向肽 (DOPA)4-S5-GRGDS( 江苏、申琅生物科技有限公司 )；流

式细胞仪 (BD，美国 )。
1.4   实验方法   
1.4.1   SD 大鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养   麻醉后断

颈脱臼法处死 SD 大鼠，浸入体积分数为 75% 乙醇溶液中 

1 min，置于无菌单上，用手术刀片沿股骨表面切开皮肤、肌肉，

直达骨面，解脱髋、膝关节，将软组织完整剥除，抽出股骨，

无菌纱进一步清理骨面残余软组织，取含 10% 双抗的磷酸盐

缓冲液重复冲洗，组织剪剪开两端骨骺，10 mL 注射器抽取

α-MEM 完全培养基，注入骨髓腔中冲出骨髓，然后用 10，5，
1 mL 注射器依次反复抽吸混匀骨髓液，直至骨髓液大体色泽

均一，收集骨髓液上机离心 (1 500 r/min、5 min)，更换培养基，

继续重悬离心 2 次，末次重悬后将细胞悬液接种于培养瓶，

置于 CO2 细胞孵育箱，每 3 d 全换液。 
待细胞增殖至 90% 时进行传代，弃培养基，用适量磷

酸盐缓冲液清洗细胞，用 0.25% 胰蛋白酶 +0.02% EDTA 消化

细胞，按照 1 ∶ 2 比例传代，倒置相差显微镜观察细胞形态，

并摄片记录。 

体 3.5 μL、CD34 抗体 3 μL，避光置于冰上孵育 30 min，再次

离心弃上清，各加入 400 μL 磷酸盐缓冲液重悬，分别移入流

式管中，根据抗体调试流式细胞仪通道，上机测定 CD29、
CD45、CD34 的抗原表达量。

1.4.3   CCK-8 法确定 DOPA-RGD 肽的最佳干预时间及质量浓度   
选取第 3 代生长状况良好的骨髓间充质干细胞接种于 96 孔

板中，胰蛋白酶充分消化，α-MEM 完全培养基稀释所得细

胞，按 5 000 个的单孔细胞量进行接种，各组设 5 个复孔，

置于培养箱中继续培养，待细胞增殖至约 50% 时即可加入

DOPA-RGD 肽干预。空白组仅含 α-MEM 完全培养基且无细

胞，对照组采用单纯 α-MEM 完全培养基培育细胞，实验组

则采用质量浓度梯度分别为 2.5，5，10，20，40，80 mg/L
的 DOPA-RGD 肽条件培养基进行细胞培育。待培养至 1，3，
5，7 d 时间点时，分别取出 96 孔板，预热普通恒温培养箱，

注入 CCK-8 溶液 (10 μL/ 孔 )，37 ℃避光孵育 2 h，酶标仪测

定吸光度值 ( 波长：450 nm)，求得各组平均吸光度值，并以

此为纵坐标，绘制吸光度值在不同时间随 DOPA-RGD 肽质量

浓度改变的折线图。

1.4.4   细胞凋亡率测定   对经 CCK-8 法筛选的 DOPA-RGD 肽最

适干预质量浓度进行缩小区间进一步验证，并于增殖效应最

佳的干预时间点，消化各组骨髓间充质干细胞，离心，加入

2.5 mL α-MEM 培养基，吹匀，制成单细胞悬液，流式细胞仪

检测细胞凋亡率。

1.4.5   细胞迁徙实验   用 α-MEM 完全培养基制备第 3 代大鼠

骨髓间充质干细胞悬液，按 1×105
的单孔细胞量接种于 6 孔板

中，并添加 α-MEM 完全培养基 1.5 mL，12 h 后弃培养基，取

100 μL 枪头于每孔做 3 条平行横行划痕，居中划痕位于孔中央，

磷酸盐缓冲液清洗。对照组加入 α-MEM 完全培养基培养，实

验组则加入含 10 mg/L DOPA-RGD 肽条件培养基，每组设 2 个

复孔，分别于 0，24，48 h 后镜下观测拍照，拍照时每条划痕

应包括 5 个以上不同视野，对细胞迁徙程度进行记录分析。

1.5   主要观察指标   ①倒置相差显微镜下 SD 大鼠骨髓间充质

干细胞在不同培养阶段的形态及结构改变；②骨髓间充质干

细胞流式细胞鉴定结果；③不同质量浓度 DOPA-RGD 肽作用

下，骨髓间充质干细胞大体形态和生长趋势；④不同质量浓

度 DOPA-RGD 肽作用下，骨髓间充质干细胞的增殖情况，并

根据最终结果对 DOPA-RGD 肽最佳干预质量浓度及时长进行

筛选；⑤划痕实验验证最适质量浓度 DOPA-RGD 肽对骨髓间

充质干细胞迁徙能力的影响。

1.6   统计学分析   通过 SPSS 26.0 统计学软件进行数据的统计

学分析，实验数据采用 x-±s 表示，检验水准 α=0.05，经 K-S
检验数据符合正态性 (P > 0.05)，经 Leven 检验各组数据符合

方差齐性。采用重复测量方差分析对数据主体效应进行检验，

先进行球形检验，若球形检验 P > 0.05，表明服从球形假设，

若不满足则采用多变量检验进行分析。文章统计学方法已通

过新疆医科大学医学院统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   大鼠骨髓间充质干细胞形态学变化   原代细胞体外分离

培养的第 3 天，镜下可见大量的贴壁细胞，总体呈散状分布，

大鼠骨髓间充质干细胞的体外分离、培养及鉴定

细胞来源： 4 周龄 SD 大鼠股骨骨髓

原代培养方法：全骨髓贴壁培养法

基础培养基： α-MEM 基础培养基

添加材料： 体积分数为 10% 胎牛血清 +1% 青、链霉素 +1% 谷氨酰胺

原代细胞培养

时间：

接种原代细胞 3 d 后进行初次换液，以后每 3 d 全换液 1 次，原代

细胞培养周期为 7-10 d，待原代细胞融合率达约 90% 时进行传代

细胞传代： 细胞融合达约底面积 90%时，用 0.25%胰蛋白酶 +0.02% EDTA消化，

按 1 ∶ 2 比例传代，培养的第 3 代细胞用于 DOPA-RGD 肽干预实验

细胞鉴定： 流式分析仪鉴定

伦理委员会批

准

实验方案经新疆医科大学第一附属医院动物伦理委员会批准，批

准号为 LACUC-20170222054

1.4.2   流式细胞鉴定   第 3 代骨髓间充质干细胞应用磷酸盐

缓冲液充分清洗后，加入胰蛋白酶进行消化，加入 α-MEM
完全培养基终止反应，将各组细胞单独收集于 1.5 mL EP 管中，

离心 (1 500 r/min，5 min)，弃上清，加入 1 mL 磷酸盐缓冲

液重悬细胞，通过 200 目筛网将细胞悬液滤入 EP 管中，每

管计数细胞约 1×106
个，各自加入 CD45 抗体 3 μL、CD29 抗
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大体形态不统一，部分单侧伪足伸出，部分细胞整体呈梭形，

两端均探出伪足，部分细胞有触角探出，另有部分呈多角形，

见图 1A-C；轻轻晃动瓶身可见视野中存在漂浮的大量死细

胞，对其进行清洗换液。首次换液时，镜下可见细胞密度较

低，且分布不均，部分细胞呈聚集态成簇分布，少部分呈团

块状，大概率为骨髓小粒未吹散，细胞整体饱满，折光性佳。

生长达 10 d 时，细胞即可增殖至约瓶底面积的 90%。随之进

入快速增殖阶段，并且随着代数的增加，生长排列愈发整齐，

异型细胞逐渐减少，细胞大体形态趋向均一化，部分呈漩涡

状生长，见图 1D-F。

浮的细胞愈发增多，凋亡现象较明显，细胞形态发生极大

改变，部分仍为与之前一致的片状多极化生长，大部分细

胞呈现两极化生长趋势，伪足呈细丝状改变，当质量浓度≤ 

20 mg/L 时无显著变化，细胞仍呈密集化聚集生长，整体排

布较为整齐，镜下可见均存在少量的漂浮细胞。DOPA-RGD
肽作用第 3 天，质量浓度 > 20 mg/L 时，细胞形态与第 1 天

观察所见趋势相同，瓶底出现愈发增多的漂浮细胞，80 mg/L 
组细胞大量凋亡，镜下细胞量显著减少；10 mg/L 组镜下可

见仍存在少部分细胞漂浮于视野中，但细胞形态也已发生显

著改变，形态呈多极化菱形趋势、聚集态生长，细胞密度显

著高于其他组，且立体感更强，100 倍镜下细胞伸出的细丝

状伪足互相交联呈网状。DOPA-RGD 肽作用第 5 天和第 7 天
时各组细胞形态变化趋势均同前一致，无显著改变，见图 3。

2.2   流式鉴定结果   流式鉴定骨髓间充质干细胞，高表达间

充质干细胞表面标志物 CD29(90.9%)，几乎不表达造血干细

胞表面标志 CD34(1.0%) 和 CD45 (0.2%)，见图 2。鉴定结果符

合间充质干细胞的特征，说明目的细胞纯度达要求，可应用

于后续的实验中。

2.3   DOPA-RGD肽作用下骨髓间充质干细胞的形态变化    DOPA- 
RGD 肽作用第 1 天，质量浓度 > 20 mg/L 时，出现了细胞生

长抑制现象，且随着 DOPA-RGD 肽质量浓度的升高，瓶中漂

2.4   不同质量浓度 DOPA-RGD 肽对骨髓间充质干细胞增殖的

影响   对所得数据行重复测量方差分析，结果表明经 DOPA- 
RGD 肽作用不同时长的骨髓间充质干细胞吸光度值改变不

同，存在显著性差异 (F=3 012.618，P < 0.001)，说明随着

DOPA-RGD 肽作用时长增加，细胞增殖情况也随之发生明显

改变。不同质量浓度 DOPA-RGD 肽干预骨髓间充质干细胞的

吸光度值改变不同，存在显著性差异 (F=7 421.033，P < 0.001)，
说明经不同质量浓度 DOPA-RGD 肽干预后，各组细胞增殖情

况发生明显变化。

图注：图 A-C 为骨髓间充质干细胞体外分离培养 3 d 时的细胞形貌，50 
倍镜下 (A，B) 可见未完全吹打均匀的簇状聚集细胞团块，细胞密度分布

不均，部分细胞呈梭形、多边形生长，存在大量未贴壁的类圆形漂浮细胞，

100 倍明场视野下 (C) 细胞形态整体呈梭形及多边形，部分细胞呈多核分

裂状态，胞核位于细胞中央；D-F 为第 3 代骨髓间充质干细胞，50 倍相

差视野下 (D) 细胞整体形态均一，整齐规律排列，100 倍明场视野下 (E)
细胞核质结构清晰，未见漂浮细胞，200 倍镜下 (F) 细胞微观结构形态更

为清晰，呈破棉絮状平铺于底壁，清晰可见细胞核位于细胞中央

图 1 ｜骨髓间充质干细胞镜下大体形态

Figure 1 ｜ General morphology of bone marrow mesenchymal stem cells 
under a microscope

A B C

D E F

图注：图 A 为对照组第 3 代骨髓间充质干细胞，镜下细胞大体形态均一

(×50)；B 为 2.5 mg/L DOPA-RGD肽干预第 3 天，较原生长特性无显著变化，

排布整齐 (×50)；C 为 5 mg/L DOPA-RGD 肽干预第 3 天，部分细胞探出长

条状伪足，细胞未出现显著增殖现象 (×50)；D 为 10 mg/L DOPA-RGD 肽

干预第 3 天，小部分细胞凋亡漂浮于视野中，细胞呈立体化趋势，形态

呈多极化菱形、聚集态生长，细胞密度显著高于其他组，部分细胞探出

细丝状伪足 (×50)；E 为高倍镜下 10 mg/L DOPA-RGD 肽干预第 3 天，密

集细胞满视野，伪足交织成网，细胞直径增大，核质结构清晰，细胞核

位于细胞中央 (×100)；F 为 20 mg/L DOPA-RGD 肽干预第 3 天，大量细胞

呈两极化生长 (×50)；G 为 40 mg/L DOPA-RGD 肽干预第 3 天，出现大量

的漂浮细胞，贴壁细胞呈两极化生长，伪足细长，细胞聚集程度不均，

排列不规整 (×50)；H 为 80 mg/L DOPA-RGD 肽干预第 3 天，细胞呈现大

面积凋亡，贴壁细胞数量远小于其他组，且细胞形态不一 (×50)；I 为高

倍镜下 80 mg/L DOPA-RGD 肽干预第 3 天，镜下细胞量显著减少，细胞

形态整体向宽大方向发展，较对照组出现较高异型性 (×100)
图 3 ｜经多巴胺 - 精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (DOPA-RGD) 肽干预后骨

髓间充质干细胞的形态变化

Figure 3 ｜ Morphological changes induced by dopamine-arginine-
glycine-aspatic acid (DOPA-RGD) peptide intervention in bone marrow 
mesenchymal stem cells

A B C

D

G

E

H

F

I

图注：骨髓间充质干细胞阳性表达 CD29(90.9%)，阴性表达 CD45(0.2%)，阴

性表达 CD34(1.0%)
图 2 ｜大鼠骨髓间充质干细胞表面标志物表达

Figure 2 ｜ Expression of surface markers on rat bone marrow 
mesenchymal stem cells
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2.5   不同质量浓度 DOPA-RGD 肽对骨髓间充质干细胞凋亡的

影响   在经 CCK-8 法确定的 DOPA-RGD 肽最佳干预时间，即

干预培养的第 5 天时，单纯 α-MEM 培养基组骨髓间充质干

细胞凋亡率为 (16.24±0.86)%，5，10，20，40 mg/L DOPA- 
RGD 肽干预组细胞凋亡率为 (12.00±0.39)%，(9.22±0.54)%，

(19.96±0.50)%，(27.88±0.24)%，各组间方差分析结果表明

均存在显著性差异 (P < 0.001)，该结果表明，10 mg/L DO-
PA-RGD 肽干预第 5 天时可显著降低骨髓间充质干细胞的凋

亡率，当 DOPA-RGD 肽质量浓度≥ 20 mg/L 会促进细胞凋亡，

见图 5。

图注：图 A 为空白组；B 为单纯 α-MEM 培养基对照组；C-F 为 5，10，
20，40 mg/L DOPA-RGD 肽干预组

图 5 ｜不同质量浓度多巴胺 - 精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (DOPA-RGD)
肽干预骨髓间充质干细胞第 5 天时的凋亡率

Figure 5 ｜ Apoptosis rate of bone marrow mesenchymal stem cells at day 
5 of intervention with various mass concentrations of dopamine-arginine-
glycine-aspatic acid (DOPA-RGD) peptide

图注：图 A-C 分别为对照组 0，24，48 h 时的细胞分布情况；D-F 为 

10 mg/L DOPA-RGD 肽条件培养基干预 0，24，48 h 时的细胞分布情况

图 6 ｜在多巴胺 - 精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (DOPA-RGD) 肽条件培养

基中培养不同时间点骨髓间充质干细胞的迁移情况

Figure 6 ｜ Migration of bone marrow mesenchymal stem cells cultured in 
dopamine-arginine-glycine-aspatic acid (DOPA-RGD) peptide conditioned 
medium at different time points

表 1 ｜不同质量浓度多巴胺 - 精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (DOPA-RGD)
肽干预后骨髓间充质干细胞的吸光度值                   (x-±s，n=7)
Table 1 ｜ Absorbance values of bone marrow mesenchymal stem cells 
after intervention with various concentrations of dopamine-arginine-
glycine-aspatic acid (DOPA-RGD) peptide

组别 第 1 天 第 3 天 第 5 天 第 7 天

对照组 0.364±0.043 0.983±0.128 2.076±0.202 1.782±0.043
2.5 mg/L DOPA-
RGD 肽组

0.254±0.021a 1.336±0.160a 2.372±0.270a 1.802±0.034a

5 mg/L DOPA-
RGD 肽组

0.236±0.017 1.122±0.091 2.347±0.275 1.940±0.048

10 mg/L DOPA-
RGD 肽组

0.460±0.012b 1.024±0.055b 2.424±0.342b 2.126±0.101b

20 mg/L DOPA-
RGD 肽组

0.477±0.051cde 0.864±0.148cde 1.859±0.052cde 1.590±0.041cde

40 mg/L DOPA-
RGD 肽组

0.474±0.046bcdef 0.562±0.083bcdef 1.716±0.216bcdef 1.169±0.073bcdef

80 mg/L DOPA-
RGD 肽组

0.503±0.022bcdef 0.621±0.103bcdef 1.582±0.081bcdef 0.893±0.025bcdef

表注：① DOPA-RGD 肽干预不同时间后的细胞悬液吸光度值改变不同，存在显著

性差异 (F=3 012.618，P < 0.001)；②不同质量浓度 DOPA-RGD 肽干预后的细胞悬液

吸光度值改变不同，存在显著性差异 (F=7 421.033，P < 0.001)；③两两比较结果，

与对照组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与 2.5 mg/L DOPA-RGD 肽组比较，

cP < 0.01；
与 5 mg/L DOPA-RGD 肽组比较，

dP < 0.01；与 10 mg/L DOPA-RGD 肽组比较，
eP <  

0.01；与 20 mg/L DOPA-RGD 肽组比较，
fP < 0.01

通过 LSD 法进一步对各组进行两两比较，结果显示： 

2.5 mg/L DOPA-RGD 肽组与质量浓度≥ 20 mg/L 的 3 个 DOPA- 
RGD 肽组及对照组比较均存在显著性差异 (P < 0.05)；5 mg/L  
DOPA-RGD 肽组与质量浓度≥ 20 mg/L 的 3 个 DOPA-RGD 
肽组均存在显著性差异 (P < 0.05)；10 mg/L DOPA-RGD 肽组与

质量浓度≥ 20 mg/L 的 3 个 DOPA-RGD 肽组及对照组比较差

异均存在非常显著性差异 (P < 0.01)；20 mg/L DOPA-RGD 肽组

与除对照组外的其他各组比较均存在显著性差异 (P < 0.01)；
40 mg/L DOPA-RGD 肽组与 80 mg/L DOPA-RGD 肽组之间无

显著差异 (P > 0.05)，40 mg/L DOPA-RGD 肽组与除 80 mg/L  
DOPA-RGD 肽组外的其他各组比较均存在显著性差异 (P < 
0.01)；80 mg/L 组与质量浓度≤ 20 mg/L 组的 4 个 DOPA-RGD
肽组及对照组比较差异均存在显著性差异 (P < 0.001)；对照

组与除 5，20 mg/L DOPA-RGD 肽组外的其他组均存在显著性

差异 (P < 0.05)。
从各组吸光度值汇总数据中可以看出，2.5-10 mg/L  

DOPA-RGD 肽组于第 5 天的吸光度值明显高于其余组，随后

整体呈下降趋势，其中 10 mg/L DOPA-RGD 肽组在第 5 天和

第 7 天吸光度值均最高。由此可见，当质量浓度≤ 10 mg/L 
的 DOPA-RGD 肽在干预 5 天时可促进细胞的增殖。DOPA-RGD
肽质量浓度≥ 20 mg/L 会促进细胞凋亡，见表 1，图 4。

图 4 ｜不同质量浓度多巴胺 - 精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (DOPA-RGD)
肽干预后骨髓间充质干细胞的吸光度值折线图

Figure 4 ｜ Folding line graphs of absorbance values of bone marrow 
mesenchymal stem cells with different mass concentrations of dopamine-
arginine-glycine-aspatic acid (DOPA-RGD) peptide intervention
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2.6   DOPA-RGD 肽对骨髓间充质干细胞迁徙能力的影响   相
比于对照组，10 mg/L DOPA-RGD 肽干预 24 h 骨髓间充质干

细胞的迁徙速度明显加快；DOPA-RGD 肽干预 48 h 后骨髓间

充质干细胞基本合拢，但对照组细胞仍存有一定间隙，提示

DOPA-RGD 肽可以明显提高骨髓间充质干细胞的迁徙能力，

见图 6。
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3   讨论   Discussion
3.1   既往他人在该领域研究的贡献和存在的问题   近年来髓

内延长技术发展迅速，与国内仍采用外固定架进行延长不同，

国外已逐渐将 Precice2 型髓内延长钉作为股骨延长术的首选

植入物
[4]
。采用髓内延长钉进行肢体延长及畸形矫正将是未

来的研究热点，这是一项存在巨大潜力的新技术，尤其是面

对一些复杂、难治的长骨畸形或骨不连来说更是如此。同时，

如何预防相关并发症的发生也是在应用这一技术时不可回避

的问题，DOPA-RGD 肽的钛基材料改性策略有望助力髓内延

长技术以实现对新方法应用的新突破。

近几十年来，钛基材料表面生物改性技术得到了蓬勃发

展。该研究中采用的 DOPA-RGD 仿生肽完整结构为 (DOPA)4-
S5-GRGDS，由 C 末端的 RGD 序列和 N 末端的四肽 (DOPA)4 以

及中部间隔的五肽 S5 组成，(DOPA)4 中的四价邻苯二酚基团

可与钛基材料表层的 TiO2 相结合，形成稳定的 Ti-O- 邻苯二

酚配位。亲水性 S5 可减少非特异性表面蛋白的结合，提高细

胞受体识别的可及性；RGD 序列作为细胞外基质蛋白与相应

细胞的结合位点，可同相应黏附细胞膜表面整合素亚基识别

结合，随之构成特异性黏附，并且转导生物信号，激活生长、

增殖相关基因的转录，增强细胞黏附、增殖、分化和矿物质

沉积
[36]
。通过被称为“天然胶水”的 DOPA 氨基酸为媒介

[37]
，

实现以仿生亲和的方式将 RGD 序列同髓内延长钉相结合，以

期达到缩短骨愈合矿化时间、减少并发症发生的目的。

3.2   作者研究区别于他人他篇的特点   该研究首先对 SD 大鼠

骨髓间充质干细胞的原代细胞进行分离与培养，结果表明，

间充质干细胞本身具有良好的生长繁殖能力，自原代分离接

种开始至可进行细胞传代的时间周期为 7-10 d。传至第 3 代

时对其进行流式鉴定，其中 CD29 表达为 90.9%，同时阴性

指标 CD34 和 CD45 的表达分别为 1.0% 和 0.2%，这表明所培

育的种子细胞纯度符合实验要求，可用于下一步的药物作用

实验。

GUO 等
[21]

研究表明，源于紫贻贝足蛋白的整合素靶向

(DOPA)4-S5-GRGDS 可以很容易地被涂在钛板表面，可有效抑

制经 RANKL 诱导的破骨细胞过度活化，在基因和蛋白水平上

减少界面破骨细胞的生成，并且肽涂层的抑制作用可能与整

合素靶向 RGD 序列有关，它能干扰整合素 αvβ3，影响破骨

细胞的细胞骨架组织和功能，进而抑制破骨细胞的过度活化

和界面破骨细胞的生成。SECCHI 等 [38]
将光滑的钛片表面进

行了 RGD 肽的接枝改性，可观测到 RGD 修饰的钛板提高了

成骨细胞的活性。ELMENGAARD 等
[39]

在狗的胫骨中植入含或

不含 RGD 涂层的 2 种钛合金内植物，结果表明 RGD 涂层组

内植物周围骨量较对照组显著增多，RGD 涂层内植物周围的

新生骨界面可承载更大的剪切力，具有更强的机械固定性。

KROESE-DEUTMAN 等
[40]

通过对 RGD 修饰钛基材料植入兔股骨

的实验，也得到了其具有促进内植物周围骨整合作用的结论。

鉴于上述研究，作者采用 DOPA-RGD 肽对骨髓间充质干

细胞进行干预以促进其成骨分化，但尚无明确具体的干预质

量浓度及时间。首先根据相关研究
[21-22]

，对 DOPA-RGD 肽干

预大鼠骨髓间充质干细胞的质量浓度梯度进行设定，分别为

0，2.5，5，10，20，40，80 mg/L，并干预不同的时长，以

探究 DOPA-RGD 肽不同作用质量浓度和干预时长对细胞的影

响。

从细胞形态学的角度来观测，随着作用药物质量浓度梯

度的升高，细胞呈现不同程度的凋亡，当质量浓度 > 10 mg/L 
时开始出现少量的漂浮细胞，这可能是经 DOPA-RGD 肽干

预后细胞分化产生的代谢产物；当质量浓度上升至 20 mg/L 
以上时，细胞凋亡趋势增加，可能是在此浓度区间 DOPA- 
RGD 肽已经初步产生对细胞的毒性作用；当测定质量浓度的

最大值即 80 mg/L 时，DOPA-RGD 肽对细胞的毒性作用最为

明显，呈现显著的凋亡现象。该结果表明，在适宜质量浓度

范围下的 DOPA-RGD 肽干预骨髓间充质干细胞时，可诱导骨

髓间充质干细胞分化为所需的靶细胞，当质量浓度超出适宜

范围，则会对细胞产生毒性作用，并导致细胞死亡。随着干

预时长的增加，10 mg/L DOPA-RGD 肽诱导至第 3 天时可见细

胞立体化趋势更强，形态呈多极化菱形趋势、聚集态生长，

细胞密度显著高于其他组，部分细胞探出细丝状伪足，致密

的伪足相互交织成网，细胞直径增大，周围的细胞呈簇状生

长相互聚集，形成一个个管腔样结构。

经 CCK-8 法测定 DOPA-RGD 肽对骨髓间充质干细胞

增殖的影响，并确定药物质量浓度与细胞增殖之间的关

系，从而探明促进细胞增殖的最适给药质量浓度及给药

时长。对所得结果进行统计分析发现，当考虑干预时长

因素时，经 DOPA-RGD 肽干预不同时长的间充质干细胞吸

光度值变化存在显著性差异，DOPA-RGD 肽作用于骨髓间

充质干细胞时，延长干预时长其增殖效应会随之发生改

变，当超过适宜时间节点时，细胞增殖速度会大幅降低，

由此可见并不是 DOPA-RGD 肽干预诱导的时间越长越好。

不同质量浓度的 DOPA-RGD 肽组吸光度值差异也存在显

著性。正如结果中看到的那样，当采用质量浓度较低的

DOPA-RGD 肽进行细胞干预时，会产生一定的增殖作用，

并且也不会促进细胞凋亡，而随着 DOPA-RGD 肽质量浓

度增加，≥ 20 mg/L 时会促进骨髓间充质干细胞的凋亡，

但这仍需要进一步实验加以验证。经分析得出 2.5 mg/L  
DOPA-RGD 肽组在干预 3 d 时对细胞的增殖效应显著；10 mg/L  
DOPA-RGD 肽组在干预 5 d 及 7d 时对细胞有增殖作用，且效

果最佳。上述结论也在后续进一步细胞凋亡实验中得到了的

证实，10 mg/L DOPA-RGD 肽的最适干预质量浓度也提示可以

显著提高骨髓间充质干细胞的迁徙能力。

综上所述，DOPA-RGD 肽可显著且有效地促进骨髓间充

质干细胞体外增殖，10 mg/L DOPA-RGD 肽诱导 5，7 d 时对细

胞增殖作用最强，2.5 mg/L DOPA-RGD 肽诱导 3 d 时的细胞增

殖效果最佳。低质量浓度的 DOPA-RGD 肽能有效促进骨髓间

充质干细胞增殖，而高质量浓度DOPA-RGD肽会促进细胞凋亡。

3.3   研究的局限性及重要意义   该实验并未将 DOPA-RGD 肽

以改性钛基材料的方式与大鼠骨髓间充质干细胞进行共培养

加以验证 DOPA-RGD 肽对于骨髓间充质干细胞的影响，而是

选择先以 DOPA-RGD 条件培养基的形式去验证其单独的细胞

毒性和增殖效应；其次，未对 DOPA-RGD 肽干预后的骨髓间

充质干细胞进行再次鉴定，观测其是否因 DOPA-RGD 肽的相

关诱导成骨分化功能而导致细胞特性的改变，这将在后续的
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成骨诱导实验中加以验证。另外，考虑到对有代表性的干

预时间和质量浓度进行高倍镜突出呈现结果的原因，并未选

择采用横排为时间、纵列为质量浓度的阵列方式进行结果呈

现。基于此次研究，可进一步进行 DOPA-RGD 肽改性的钛基

材料促进骨髓间充质干细胞增殖及诱导其成骨分化的研究，

并通过相关的通路来阐明 DOPA-RGD 肽诱导骨髓间充质干细

胞增殖及其凋亡的原因，为加快髓内牵张成骨动物模型的骨

愈合奠定研究基础。对髓内延长钉以及相关钛植入物的改性

研究提供了新思路，并且为改善牵张成骨并发症的探索拓展

了空间。
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