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文题释义：

介孔生物玻璃：是一种具有规整有序介孔孔道、较高比表面积与孔隙率、良好生物相容性及生物可降解的生物材料。使用表面活性剂模板

法合成的介孔生物玻璃表现出优异的药物递送能力。

贻贝启发的接枝骨形态发生蛋白2成骨活性肽：骨形态生成蛋白2成骨活性肽是73-92号氨基酸残基对应的肽段，氨基酸序列为

LYLTSIASLETPVSSAKPIK(L20)，是骨形态生成蛋白2发挥成骨作用的功能结构域。受自然界贻贝黏附现象的启发，以多巴胺邻苯二酚为桥梁，

合成出具有黏附性能的成骨活性肽，应用在组织工程中实现活性药物的缓慢释放。

摘要

背景：骨形态发生蛋白2在胚胎发育、骨骼形成和再生修复中具有重要作用，但高剂量应用与癌症发病密切相关。骨形态发生蛋白2成骨活

性段L20能够有效减少癌症等不良反应，并可显著促进骨组织再生。

目的：将骨形态发生蛋白2活性肽段以贻贝衍生肽模拟策略接枝在介孔生物玻璃表面，探究其对组织工程成骨性能的影响。

方法：①采用模板法合成介孔生物玻璃纳米颗粒，采用一步法合成负载骨形态发生蛋白2成骨活性肽L20的介孔生物玻璃纳米颗粒，表征负

载骨形态发生蛋白2成骨活性肽L20介孔活性玻璃纳米颗粒的形貌与体外缓释性能。②分离提取SD大鼠骨髓间充质干细胞，传2代后分别与

PBS(空白组)、介孔生物玻璃纳米颗粒(对照组)、负载骨形态发生蛋白2成骨活性肽L20介孔生物玻璃纳米颗粒(实验组)共培养，采用细胞活

死荧光染色和CCK-8法检测细胞毒性和细胞增殖，扫描电镜观察细胞黏附；成骨诱导分化后，进行碱性磷酸酶染色、茜素红S染色与成骨相

关基因表达检测。③取15只SD大鼠，建立双侧股骨髁缺损模型，采用随机数字表法分为3组：空白组(n=5)不植入任何材料，对照组(n=5)植
入介孔生物玻璃纳米颗粒，实验组(n=5)植入负载骨形态发生蛋白2成骨活性肽L20介孔生物玻璃纳米颗粒。术后8周，进行股骨Micro-CT扫
描与组织形态观察。

结果与结论：①扫描电镜下可见负载骨形态发生蛋白2成骨活性肽L20介孔生物玻璃纳米颗粒为球形、单分散颗粒，透射电镜下可见其具有

多孔结构，平均粒径为(268.10±0.58) nm，体外可缓释L20。②负载骨形态发生蛋白2成骨活性肽L20介孔生物玻璃纳米颗粒无细胞毒性，并

且可促进骨髓间充质干细胞的增殖与黏附；与空白组、对照组相比，实验组碱性磷酸酶活性与细胞外基质矿化能力均升高(P < 0.05)，碱性

磷酸酶、Runx2、骨钙素mRNA表达升高(P < 0.05)。③股骨Micro-CT扫描结果显示，与空白组、对照组相比，实验组新生骨量与骨密度均升

高(P < 0.05)；苏木精-伊红与Masson染色结果显示，与空白组、对照组相比，实验组新骨生成与胶原纤维均增加。④结果表明，负载骨形

态发生蛋白2活性肽L20介孔生物玻璃纳米颗粒具有良好的生物相容性及体内外促成骨性能，可促进SD大鼠股骨髁缺损的再生修复。
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0   引言   Introduction
在骨科手术中，由创伤、严重感染或肿瘤切除等因

素导致的骨缺损是一项重大挑战。目前，自体骨移植和

同种异体骨移植被视为骨缺损治疗的金标准，然而这两

种方法同样存在明显不足：自体骨移植通常伴随着额外

的疼痛，而同种异体骨移植可能会产生免疫原性或疾病

传播的风险
[1]
。

生物材料是一种可行的骨缺损修复方案，但传统生

物材料常受限于成骨能力的不足，因此，引入成骨因子

是改善骨再生的有效方法。在众多具有诱导成骨分化和

促进骨形成功能的成骨因子中，骨形态发生蛋白 2 被公

认为骨骼生长与修复的关键因子
[2-3]

。自从 2007 年美国食

品药品监督管理局 FDA 批准重组人骨形态发生蛋白 2 产

品的应用后，其在骨修复方面取得了一定的临床效果
[4]
。

然而，重组人骨形态发生蛋白 2 的临床应用受限于较短

的蛋白质半衰期，为维持有效生理浓度，常需使用高剂

量的骨形态发生蛋白 2，而这又会增加恶性肿瘤的发生风

险
[5-6]

。因此，当前的研究焦点在于开发一种既能模拟骨

形态发生蛋白 2 的强效成骨活性，又能避免潜在致癌风

险的新型因子，同时结合缓释技术来延长其半衰期，这

对于骨组织修复具有重要的理论和实践意义
[7]
。

骨组织工程致力于通过设计制备出负载生物活性因

子、具有诱导成骨的离子或多向分化潜能干细胞的生物材

料，用于指导骨组织再生过程
[8]
。其中，药物递送与缓释

技术在组织工程中扮演重要角色，递送载体应用较为广

泛的是羟基磷灰石、磷酸钙和生物活性玻璃
[9]
。介孔生物

玻璃是由 SiO2、CaO和 P2O5 等基本成分组成的硅酸盐玻璃，

由于出色的生物相容性、可调孔径和体积以及良好的有机

功能被广泛用于药物的高效装载与输送
[10]
。植入体内后，

介孔生物玻璃与骨骼通过生成碳酸羟基磷灰石而紧密结

合，同时降解产物刺激成骨分化，促进骨组织修复再生。

因此，国内外研究者们积极开发表面改性的介孔生物玻

璃，旨在提高其促成骨性能
[11-12]

。通过掺杂具有生物活性

的元素离子 ( 如锶、锂等 ) 或装载生物分子和药物赋予介

孔生物玻璃诸如血管生成、抗菌、抗癌和促成骨等生物

学功能。

海洋生物贻贝能在恶劣和湍流的潮湿条件下与各

种淹没底物紧密结合的特性，引起了科学家们的广泛关 

注
[13]
。自 1981 年 WAITE 和 TANZER 从贻贝足蛋白中鉴定

出邻苯二酚以来，发现邻苯二酚对贻贝在水下的牢固附

着力起着重要作用。富含邻苯二酚官能团的聚多巴胺在

不同表面均具有优异的附着力，可通过多巴胺自组装的

氧化自聚合反应以及随后的分子间迈克尔加成反应来形

成交联的聚多巴胺涂层，这一发现为材料表面的生物功

能化修饰提供了新的思路
[14-15]

。此次实验开发了一种既具

有骨形态发生蛋白 2 强效成骨活性，又无致癌风险的骨

形态发生蛋白 2 成骨活性肽 (L20)，基于贻贝衍生的肽模

拟策略合成了由 L20 和邻苯二酚序列组成的含邻苯二酚的

Abstract
BACKGROUND: Bone morphogenetic protein 2 is vital in embryonic development, bone formation, and regeneration, but its high-dose application is linked to 
cancer. Bone morphogenetic protein 2 osteogenic peptide L20 reduces adverse effects like cancer and boosts bone tissue regeneration. 
OBJECTIVE: To graft bone morphogenetic protein 2 active peptide segments onto mesopores and surfaces through a peptide mimicry strategy inspired by 
oysters, and explore its impact on osteogenic properties of tissue-engineered bone.
METHODS: (1) Mesoporous bioactive glass was synthesized using a template method. Bone morphogenetic protein 2 osteogenic peptide L20 was loaded 
onto mesoporous bioactive glass using a one-step synthesis method to characterize the morphology and in vitro sustained release properties of mesoporous 
active glass nanoparticles loaded with bone morphogenetic protein 2 osteogenic active peptide L20. (2) Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated 
and extracted from SD rats. After two generations, they were co-cultured with PBS (blank group), mesoporous bioactive glass nanoparticles (control group), 
and mesoporous bioactive glass nanoparticles loaded with bone morphogenetic protein 2 osteogenic active peptide L20 (experimental group). Cell live/dead 
fluorescence staining and CCK-8 assay were used to detect cytotoxicity and cell proliferation. Scanning electron microscopy was used to observe cell adhesion. 
After osteogenic induction and differentiation, alkaline phosphatase staining, Alizarin red S staining, and osteogenesis-related gene expression were detected. 
(3) Fifteen SD rats were selected to establish bilateral femoral condyle defect models and divided into three groups using a random number table method: 
the blank group (n=5) was not implanted with any material; the control group (n=5) was implanted with mesoporous bioactive glass nanoparticles, and the 
experimental group (n=5) was implanted with mesoporous bioactive glass nanoparticles loaded with bone morphogenetic protein 2 osteogenic active peptide 
L20. Eight weeks after surgery, femoral Micro-CT scanning and tissue morphology observation were performed. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Scanning electron microscopy showed that the mesoporous bioactive glass nanoparticles loaded with bone morphogenetic 
protein 2 osteogenic active peptide L20 were spherical and monodisperse particles. Transmission electron microscopy showed their porous structure with an 
average particle size of (268.10±0.58) nm, which could release L20 in vitro. (2) Mesoporous bioglass nanoparticles loaded with bone morphogenetic protein 
2 osteogenic active peptide L20 were non-cytotoxic and could promote the proliferation and adhesion of bone marrow mesenchymal stem cells. Compared 
with the blank group and the control group, the alkaline phosphatase activity and extracellular matrix mineralization capacity of the experimental group were 
increased (P < 0.05), and the mRNA expression levels of alkaline phosphatase, Runx2, and osteocalcin were increased (P < 0.05). (3) The results of femoral 
Micro-CT scanning showed that compared with the blank group and the control group, the new bone mass and bone density of the experimental group were 
increased (P < 0.05). The results of hematoxylin-eosin and Masson staining showed that compared with the blank group and the control group, the new 
bone formation and collagen fibers of the experimental group were increased. (4) These findings indicate that mesoporous bioactive glass loaded with bone 
morphogenetic protein 2 active peptide L20 exhibits excellent biocompatibility and in vitro and in vivo osteogenic properties, promoting regeneration and 
repair of SD rat femoral condyle defects. 
Key words: bone morphogenetic protein 2 osteogenic peptide; mesoporous bioactive glass; nanoparticle; catechol; osteoblast differentiation; femoral condyle 
defect; bone tissue engineering; biomaterials
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肽，用于对介孔生物玻璃的生物功能化修饰，旨在探究

骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽 L20 的体外释放特性，探究

负载骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽 L20 介孔生物玻璃对骨

组织工程成骨性能的影响，以期为后续体内缺损骨再生

效果提供实验基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞学实验和体内动物实验，两组间均数

比较采用 student t 检验，多组间均数比较采用单因素方

差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 2 月至 2024 年 2 月在苏

州大学附属第一医院骨科研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   主要材料和试剂   十六烷基三甲基溴化铵、磷酸三

乙酯、正硅酸乙酯、四水合硝酸钙、戊巴比妥钠 (Sigma

公司 )；三羟甲基氨基甲烷盐酸盐 (Aladin 公司 )；骨形态

发生蛋白 2 成骨活性肽 L20 冻干粉 ( 上海强耀生物科技有

限公司 )；α-MEM 培养基、胎牛血清和双抗 ( 美国 Thermo  

Fisher 公司 )；表面标记检测试剂盒 ( 赛业 Oricell 生物，

广州 )；碱性磷酸酶试剂盒、茜素红染色试剂盒 ( 上海碧

云天公司 )；细胞活 / 死染色试剂 (Yeasen 公司 )；40 g/L

多聚甲醛固定液、总 RNA 试剂提取剂 ( 苏州新赛美生物

科技公司 )；乙二胺四乙酸 ( 源叶公司 )；氢氧化钠 ( 索莱

宝公司 )；苏木精 -伊红染液、二甲苯 ( 上海麦克林生化 )。
1.3.2   主要仪器   电子分析天平 ( 上海花潮实业公司 )；真

空冷冻干燥机 ( 上海舜制公司 )；扫描电子显微镜 ( 日本

Hitachi 公司 )；透射电子显微镜 ( 美国 FEI 公司 )；纳米粒

度及 Zeta电位分析仪 (Malvern Zetasizer Nano ZS90，英国 )；
Barnstead 超纯水仪 ( 美国 Millipore 公司 )；倒置荧光显

微镜 ( 德国 Zeiss 公司 )；超低温冰箱 ( 中国海尔公司 )；
SkyScan Micro-CT 扫描仪 ( 德国 Bruker 公司 )；石蜡包埋机

( 美国 Bio-Tek 公司 )；石蜡切片机 (美国Thermo Fisher公司 )；
FACS Calibur 流式细胞仪 ( 美国 Becton Dickinson 公司 )。
1.3.3   实验动物   16 只雄性 SD 大鼠，6-8 周龄，体质量

200-250 g，SPF 级，购自苏州大学动物中心，许可证号：

SYXK( 苏 )2021-0074。实验大鼠饲养于标准环境中 ( 室温

26 ℃，湿度约 55%，每天光照 12 h，自由活动，自主进

食 )。实验方案已通过苏州大学伦理委员会批准 ( 批准号：

SUDA20230327A04)。
1.4   实验方法  

1.4.1   负载骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽 L20 介孔生物生

物玻璃的制备   利用表面活性剂模板法合成介孔生物玻

璃。在 60 ℃下将 7.092 g 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐粉末

溶于 250 mL 去离子水中，然后将 1.5 g 十六烷基三甲基溴

化铵加入溶液中，搅拌至澄清后，向溶液中滴加 10.8 mL

正硅酸乙酯、0.9 mL 磷酸三乙酯、2.45 g 四水合硝酸钙，

200 r/min 温和搅拌 30 min，800 r/min 猛烈搅拌 16 h，直

到溶液变成乳白色；用无水乙醇和去离子水轮流洗涤 3次，

5 000 r/min 离心 30 min，弃上清液，收集沉淀在 60 ℃烘

箱中干燥 24 h，将固体研碎并在 650 ℃空气中煅烧 3 h。

制得介孔生物玻璃纳米颗粒。

骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽 L20 由苏州强耀生物

科技有限公司采用 Fmoc 策略的固相肽合成方法合成。无

菌条件下取 5 mg 骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽 L20 冻干

粉溶于 5 mL PBS(pH=7.4) 中，加入 10 mg 介孔生物玻璃

纳米颗粒后常温下 500 r/min 搅拌 2 h，2 000 r/min 离心 

5 min，去除上清液，使用去离子水清洗干净未黏附的游

离多肽，冷冻干燥过夜后即可获得介孔生物玻璃 /L20 纳

米颗粒。

1.4.2   纳米颗粒的表征

扫描电镜观察：将介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒均匀

地添加到导电胶上并固定于扫描电镜样品台，吹掉多余

的粉末。在真空干燥条件下使用离子溅射仪器对材料表

面进行镀金处理，将镀金后的样品放入扫描电镜样品仓，

在真空状态下调整合适的电压在 10-12.5 kV，观察材料表

面的形貌并拍摄图像。

透射电镜观察：将介孔生物玻璃纳米颗粒、介孔生

物玻璃 /L20 纳米颗粒干燥后置于铜网上，采用美国 FEI 

Tecnai F20 透射电子显微镜对待测样本进行微观结构观察。

粒径分析：将介孔生物玻璃纳米颗粒、介孔生物玻

璃 /L20 纳米颗粒分别悬浮于水溶液中，调整仪器的参数，

如激光功率、检测角度等，将样品注入纳米粒度仪测量

室中，分析测试结果并生成颗粒粒径分布图。

体外药物释放实验：将介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒

浸泡在 5 mL PBS(pH=7.4) 中，置于摇床上匀速 (100 r/min)

摇动。每天更新 1 次 PBS。浸泡第 1，3，5，7，9，11，
13，15 天，分别取出 0.5 mL PBS( 并补充 0.5 mL PBS)，采

用高效液相色谱检测 L20 的浓度，使用 Origin 软件绘制累

计释放曲线。

1.4.3   骨髓间充质干细胞提取及鉴定   取 1 只 SD 大鼠，

腹腔注射 3% 戊巴比妥钠 (150 mg/kg) 麻醉后处死，置入

体积分数 75% 乙醇中消毒 5 min；分离股骨、胫骨，消毒

后暴露骨髓腔，注射器抽吸 α-MEM 培养基反复冲洗；将

冲洗液置入离心管内，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清；

加入 2 mL 红细胞裂解液裂解 5 min，1 500 r/min 离心 

5 min，弃上清，用含体积分数 10% 胎牛血清的 α-MEM

培养基混匀，接种至培养皿标记为 P0，置于 37 ℃、体积

分数 5%CO2 培养箱中培养，48 h 全量换液
[16]
。细胞融合

达到 80% 可传代，选取第 2 代间充质干细胞 (P2) 用于后

续实验。
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使用间大鼠充质干细胞表面标记检测试剂盒鉴定提

取的细胞。胰酶消化后收集细胞并制成细胞悬液，加入

特异性荧光抗体 4 ℃避光孵育 30 min，用 PBS 洗涤，用

PBS 重悬，通过流式细胞仪对抗体标记的细胞表面标志物

CD34、CD44 和 CD90 进行分析。

1.4.4   纳米颗粒的生物相容性

细胞活死荧光染色：将大鼠骨髓间充质干细胞接种

于 24 孔板内，每孔加入 1 mL α-MEM 完全培养基 ( 含有

体积分数 10%胎牛血清 +1%双抗 )，细胞密度为 2×104/孔，

待 24 h 细胞贴壁后分 3 组培养：空白组加入 10 μL PBS，

对照组加入 10 μL介孔生物玻璃纳米颗粒溶液 (5 mg/mL)， 

实验组加入 10 μL 介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒溶液，每组

3 重复，置于细胞培养箱中培养。培养 3 d 后，吸出培养

基，用 PBS 清洗 3 遍，每次 5 min；每孔加入 300 μL 活 / 

死荧光染色液，置于正置显微镜下进行观察、拍照。

CCK-8法检测细胞增殖：将大鼠骨髓间充质干细胞接种

于 96 孔板内，每孔加入 100 μL α-MEM 完全培养基 ( 含有

体积分数 10% 胎牛血清 +1% 双抗 )，细胞密度为 8×103/ 孔， 

分 3 组培养：空白组加入 1 μL PBS，对照组加入 1 μL 介孔

生物玻璃纳米颗粒溶液 (5 mg/mL)，实验组加入 1 μL 介孔

生物玻璃 /L20 纳米颗粒溶液，每组 4 重复，置于细胞培

养箱中培养。培养 1，3，5 d 后，吸去孔板中的培养基，

加入 200 μL 含 10%CCK-8 的培养基 37 ℃下避光孵育 1 h，

避光下每孔取 100 μL 培养基转移到新的 96 孔板中，使用

酶标仪检测各个孔在 450 nm 波长的吸光度值。

扫描电镜观察细胞形态：将大鼠骨髓间充质干细胞接

种于 24 孔板内，每孔加入 1 mL α-MEM 完全培养基 ( 含有

体积分数 10%胎牛血清 +1%双抗 )，细胞密度为 2×104/孔， 

待 24 h 细胞贴壁后分 3 组培养：空白组加入 10 μL PBS，

对照组加入 10 μL介孔生物玻璃纳米颗粒溶液 (5 mg/mL)， 

实验组加入 10 μL 介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒溶液，每

组 3 重复，置于细胞培养箱中培养。培养 3 d 后，吸出培

养基，用 PBS 清洗 3 遍，每次 5 min；冰上 40 g/L 多聚甲

醛固定细胞 15 min，用 PBS 清洗 3 次，梯度脱水后经过

临界点干燥，离子溅射仪对细胞表面喷金，导电胶固定

于载物台，置于扫描电镜下观察细胞形态并拍照。

1.4.5   纳米颗粒的体外促成骨性能 

实验分组培养：将大鼠骨髓间充质干细胞接种于 

24 孔板内，细胞密度为 2×104/ 孔，待 24 h 细胞贴壁后弃

原培养基，分 3 组培养：空白组加入 10 μL PBS+1 mL 成骨

诱导培养基，对照组加入 10 μL 介孔生物玻璃纳米颗粒溶

液 (5 mg/mL)+1 mL 成骨诱导培养基，实验组加入 10 μL 介

孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒溶液 +1 mL 成骨诱导培养基。

成骨诱导培养基的成分：含有体积分数 10% 胎牛血清、

10 mmol/L β-磷酸甘油、50 μmol/L 抗坏血酸和 100 nmol/L  

地塞米松的 α-MEM 培养基。

碱性磷酸酶染色及定量分析：成骨诱导分化 7 d 后，

使用 40 g/L 多聚甲醛固定细胞 15 min，每孔加入 300 μL 

BCIP/NBT 染色工作液避光孵育 30 min，置于光学显微镜

下观察。同时，用胰蛋白酶消化离心收集细胞，加入 RIPA

裂解液 4 ℃条件下裂解 30 min，4 ℃条件下 13 000 r/min 

离心 20 min，收集上清，使用碱性磷酸酶检测试剂盒在

碱性条件下水解底物，在 400 nm 处检测吸光度值，定量

分析碱性磷酸酶的相对活性。

茜素红 S 染色及定量分析：成骨诱导分化 21 d 后，

用 40 g/L 多聚甲醛固定细胞 15 min，每孔加入 300 μL 茜

素红 S 染液避光孵育 30 min；吸除茜素红 S 染液，用 PBS

清洗 3 次，置于光学显微镜下观察拍照。将染色后的细胞

浸润在 10% 氯化十六烷基吡啶中孵育 15 min，使用酶标仪

测 600 nm 处光吸收值，定量分析细胞外基质矿化情况。

RT-qPCR 检测成骨相关基因表达：成骨诱导分化 7 d

后，通过 RT-qPCR 进一步评估碱性磷酸酶、Runx2 和骨

钙素的 mRNA 表达。收集细胞后加入 Trizol 裂解液静置 

5 min，加入 200 μL 氯仿，上下剧烈摇晃使其混合，冰上

静置 10 min；4 ℃下 12 000 r/min 离心 15 min，转移上层

水相加入等量异丙醇，上下颠倒混匀后冰上静置 10 min；
12 000 r/min 离心 15 min，吸去上清，干燥后加入 1 mL 含

体积分数 75% 乙醇的 DEPC 溶液重悬；12 000 r/min 离心

15 min，吸去上清，通风橱内干燥；加入 20 μL DEPC 水溶

解沉淀，置入 58 ℃金属浴中加热 8 min；使用 NanoDrop 

2000 分光光度计对总 RNA 进行浓度定量，配平 RNA 总量

浓度为 1 μg/μL，加入 4 μL 5X All-In-One RT MasterMix，使

用 DEPC 水配平到 20 μL 后混匀，反转录至 cDNA；根据

ChamQ SYBR qPCR Master Mix说明书配置20 μL反应体系，

在 PCR 专用的 96 孔定量板中完成加样后进行 qPCR 反应，

反应条件为：预变性 95 ℃ 3 min；变性 95 ℃ 30 s；退火

60 ℃ 30 s；延伸 72 ℃ 30 s；循环数为 40。最终根据仪器

检测的 CT 值和扩增曲线进行相对定量，使用 2-ΔΔCq
方法计

算基因表达的相对定量。引物序列见表 1。

表 1 ｜ RT-qPCR 检测引物序列
Table 1 ｜ RT-qPCR primer sequences 

基因 前导引物序列 (5’-3’) 反向引物序列 (3’-5’) 产物

长度
(bp)

碱性磷

酸酶

CTG GTA CTC AGA CAA CGA GAT G GTC AAT GTC CCT GAT GTT ATG C 94

Runx2 TCC GCC ACC ACT CAC TAC CAC GGA ACT GAT AGG ACG CTG ACG AAG 133
骨钙素 GGA CCC TCT CTC TGC TCA CTC TG ACC TTA CTG CCC TCC TGC TTG G 124
β-actin AAC ACA GTG CTG TCT GGT G GTA ACA GTC CGC CTA GAA GC 255

1.4.6   纳米颗粒的体内促成骨性能   按照随机数字表法将

15只 SD大鼠随机分为空白组、对照组、实验组，每组 5只。
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建立大鼠股骨髁缺损模型：腹腔注射 3% 戊巴比妥钠 

(30 mg/kg) 麻醉 3 组大鼠，无菌条件下暴露双侧股骨外侧

髁，采用中速钻头制备直径 3 mm、深度 5 mm 的骨缺损，

用无菌生理盐水冲洗缺损部位
[17]
，空白组缺损部位不进

行任何处理，对照组缺损部位植入无菌介孔生物玻璃纳

米颗粒，实验组植入介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒，逐层

缝合切口，见图 1。术后 3 d 预防性肌注青霉素 8×104 U/d，

监测大鼠术后感染情况，切口部位未见发红或渗出。术后

8 周行过量麻醉处死大鼠，收集股骨和内脏组织，生理盐

水洗净后置于体积分数 10% 中性甲醛中固定。

2   结果   Results 
2.1   介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的表面形貌及粒径分析

结果   扫描电下可见介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒为球形、

单分散颗粒，透射电子显微镜下可见介孔生物玻璃 /L20

纳米颗粒表面的多孔结构；此外，高分辨 Mapping 图谱显

示 Si、Ca、P 均匀分布在介孔生物玻璃表面，见图 2。介

孔生物玻璃纳米颗粒的平均粒径为 (257.5±0.489) nm，介

孔生物玻璃 /L20纳米颗粒的平均粒径为 (268.1±0.58) nm， 

见图 3A，B，这表明 L20 已成功接枝到介孔生物玻璃表面。

图 1 ｜ SD 大鼠股骨髁缺损模型建立过程

Figure 1 ｜ Process of establishing the defect model of femoral condyle in 
SD rats

备皮 缝合钻孔暴露外侧髁 填充

Micro-CT 断层扫描：股骨标本置于体积分数 10% 中

性甲醛中固定 48 h 后，进行 MicroCT 扫描，参数设置为：

分辨率 18 μm，电压 50 kV，电流 500 µA，每次曝光时间

为 100 ms，0.9°/8 images。选取大鼠股骨髁缺损处为感兴

趣区域，应用 Micro-CT 图像分析软件对图像进行三维重

建及分析，记录感兴趣区域股骨头的骨密度、骨体积与

组织体积比值和骨小梁厚度。

组织学染色：置于体积分数 10% 中性甲醛中固定 

48 h 后，使用 10%EDTA 脱钙 4 周，将完全软化的标本修

剪整齐，尽量去除多余组织，冲洗干净后置于包埋盒中

进行乙醇梯度脱水；将脱水后的股骨依次置于二甲苯溶

液 3 h、70 ℃石蜡 8 h，将标本置于模具中，注满石蜡后

置于 -20 ℃冷却台上冷却 1 h，取下凝固的组织蜡块室温

保存或切片染色，切片厚度为 6 µm；复水后行苏木精 -

伊红和 Masson 染色，常规脱水、透明、封固，置于光学

显微镜镜下观察股骨形态学变化。内脏组织置于体积分

数 10% 中性甲醛中固定 48 h 后，进行苏木精 -伊红染色。

1.5   主要观察指标   介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的表面形

貌、粒径、体外缓释性能、生物相容性，以及体内外促

成骨性能。

1.6   统计学分析   使用 GraphPad Prism 8.0 软件对实

验所有结果进行分析，使用 x-±s 表示结果数据。选择 

Kruskal-Wallis 单因子方差分析来比较多组之间的差异。 

P < 0.05 为组间差异有显著性意义。该文统计学方法已经

由苏州大学生物统计学专家审核。

图注：L20为骨形态发生蛋白 2成骨活性肽。A为纳米颗粒扫描电镜图像，

为球形、单分散颗粒；B 为纳米颗粒透射电镜图像，可见多孔结构；C-F
为纳米颗粒高倍透射 Mapping 结果，显示 Si、Ca、P 元素的分布。

图 2 ｜介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的表征结果

Figure 2 ｜ Characterization results of mesoporous bioactive glass/L20 
nanoparticles 

2.2   介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的体外缓释性能验证   介

孔生物玻璃 /L20 的药物释放曲线可分为 3 个阶段：第一

阶段 (0-3 d)L20 快速释放，这归因于介孔生物玻璃 /L20

纳米颗粒表面吸附的 L20 迅速扩散到溶液中；第二阶段

(3-9 d)L20 缓慢释放，这是接枝邻苯二酚 L20 的缓扩散，

也与药物释放进入介孔通道有关；第三阶段 (9-15 d)L20

释放速率衰减至几乎为 0，这意味着此时药物扩散和药物

吸附动态平衡，见图 3C。药物释放曲线结果表明介孔生

物玻璃 /L20 纳米颗粒具有良好的缓释性能。

2.3   大鼠骨髓间充质干细胞的鉴定   通过流式细胞术对大

鼠骨髓间充质干细胞表面标志物进行鉴定，见图 4。大鼠

骨髓间充质干细胞表面标志物 CD90、CD44 表达阳性，

CD34 表达阴性，表明间充质干细胞提取成功。

2.4   纳米颗粒的体外生物相容性评估结果   

2.4.1   CCK-8 检测结果   培养不同时间后各组大鼠骨髓间

充质干细胞增殖检测结果，见图 5。随着培养时间的增加，

各组细胞均表现出稳定的增殖能力，培养 1 d 后，各组细

胞增殖能力比较差异无显著性意义 (P > 0.05)；培养 3， 

5 d 后，实验组细胞增殖能力强于空白组、对照组 (P <  

0.05)。
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图注：A 为细胞的 FSC-SSC 散点图及圈门；B-D 分别为细胞表面标志物

CD34、CD90、CD44 表达，CD90、CD44 表达阳性，CD34 表达阴性。

图 4 ｜大鼠骨髓间充质干细胞的细胞流式鉴定

Figure 4 ｜ Flow cytometry identification of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells 

A

C

B

D

图注：空白组为单纯的细胞培养组，对照组为细胞与介孔生物玻璃纳米

颗粒共培养，实验组为细胞与介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒共培养，其

中 L20 为骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽。与空白组比较，
aP < 0.05；与

对照组比较，
bP < 0.05。  

图 5 ｜培养不同时间点各组大鼠骨髓间充质干细胞的增殖

Figure 5 ｜ Proliferation of rat bone marrow mesenchymal stem cells in 
each group at different culture time points
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图注：空白组为单纯的细胞培养组，对照组为细胞与介孔生物玻璃纳米

颗粒共培养，实验组为细胞与介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒共培养，其

中 L20 为骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽。钙黄绿素和碘化丙啶分别标记

活细胞、死细胞，染色结果显示各组均未见明显的死细胞 ( 红色荧光 )。
图 6 ｜各组大鼠骨髓间充质干细胞的活死荧光染色结果 
Figure 6 ｜ Live-dead fluorescence staining results of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells in each group

空白组 对照组 实验组

钙
黄
绿
素

 
(C

al
ce

in
 A

M
)

碘
化
丙
啶

 
(P

I)
组
合

 
(M

er
ge

)

2.4.2   细胞活死荧光染色结果   各组细胞活死荧光染色结

果，见图 6。各组细胞存活良好 ( 绿色荧光 )，仅有少量

死亡细胞 ( 红色荧光 )，结果表明两种纳米颗粒对大鼠骨

髓间充质干细胞几乎无毒，具有良好的生物相容性。

图 3 ｜介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的高倍率透射电镜图像和药物释放

Figure 3 ｜ High power transmission electron microscope images and drug 
release of mesoporous bioactive glass/L20 nanoparticles

图注：L20 为骨形态发生蛋白 2
成骨活性肽。A 为介孔生物玻璃

(MBG) 纳米颗粒的透射电镜图

像和粒径分析；B 为介孔生物玻

璃 /L20 纳米颗粒 (MBG/L20) 的
透射电镜图像和粒径分析；C 为

介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的

L20 释放曲线，结果显示介孔生

物玻璃 /L20 纳米颗粒具有良好

的缓释性能。
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2.4.3   扫描电镜观察结果   各组细胞附着情况和骨架形貌，

见图 7。扫描电镜高倍率图像显示大鼠骨髓间充质干细胞

均已贴壁，实验组和对照组细胞数量多于空白组，相较

于空白组、对照组，实验组大鼠骨髓间充质干细胞具有

更分散的形态，细胞形态呈纤维状或星状，向各方向延伸，

表明 L20 显著促进大鼠骨髓间充质干细胞的贴壁和铺展。

2.5   纳米颗粒璃的体外促成骨分化潜能   骨形态发生蛋白

2 成骨活性肽 L20 具有良好的骨诱导性，可促进细胞的成

骨分化。碱性磷酸酶染色和茜素红 S 染色分别检测成骨分

化早期标志物碱性磷酸酶和晚期标志物矿化结节。
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图注：空白组为单纯的细胞培养组，对照组为细胞与介孔生物玻璃纳米

颗粒共培养，实验组为细胞与介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒共培养，其

中 L20 为骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽。空白组和对照组细胞仍见部分

呈梭形，实验组细胞呈纤维状或星状且密集生长，向各方向延伸面积更

大。标尺 =200 µm。

图 7 ｜扫描电镜观察各组大鼠骨髓间充质干细胞的黏附与形态

Figure 7 ｜ Adhesion and morphology of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells in each group (scanning electron microscopy)

空白组 对照组 实验组

各组大鼠骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶染色及定

量分析，见图 8。成骨诱导培养 7 d 后的碱性磷酸酶染色

结果显示，实验组细胞表达的碱性磷酸酶高于空白组、

对照组，说明介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒可促进大鼠骨

髓间充质干细胞的早期成骨分化；碱性磷酸酶染色定量

分析结果显示，实验组细胞碱性磷酸酶活性高于空白组、

对照组 (P < 0.05)。

图注：空白组为单纯的细胞培养组，对照组为细胞与介孔生物玻璃纳米

颗粒共培养，实验组为细胞与介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒共培养，其中 

L20 为骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽。A，C 分别为成骨诱导养 7 d 后的碱

性磷酸酶染色及定量分析；B，D 分别为成骨诱导培养 21 d 后的茜素红 S
染色及定量分析。对空白组比较，

aP < 0.05；与对照组比较，
bP < 0.05。

图 8 ｜成骨诱导培养后各组大鼠骨髓间充质干细胞的成骨分化情况

Figure 8 ｜ Osteogenic differentiation of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells in each group after osteogenic induction culture
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图注：空白组为单纯的细胞培养组，对照组为细胞与介孔生物玻璃纳米

颗粒共培养，实验组为细胞与介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒共培养，其

中 L20 为骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽。对空白组比较，
aP < 0.05；与

对照组比较，
bP < 0.05。

图 9 ｜成骨诱导培养后各组大鼠骨髓间充质干细胞的成骨相关基因表达

Figure 9 ｜ Expression of osteogenic-related genes in rat bone marrow 
mesenchymal stem cells in each group after osteogenic induction culture
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成骨诱导培养 21 d 后的茜素红 S 染色结果显示，实

验组镜下可见大量同心圆结构的橘红色钙化结节，明显

多于空白组和对照组；茜素红 S 染色定量分析结果显示，

对照组、实验组细胞外基质矿化程度高于空白组 (P < 0.05)，

实验组细胞外基质矿化程度高于对照组 (P < 0.05)，见图 8。
 RT-qPCR 检测结果显示，对照组细胞内骨钙素 mRNA

表达高于空白组 (P < 0.05)，这可能与其形成的羟基磷

灰石晚期促成骨作用有关；实验组细胞内碱性磷酸酶、

Runx2 和骨钙素 mRNA 表达均高于空白组、对照组 (P < 

0.05)，见图 9。

2.6   纳米颗粒的体内促成骨性能   

2.6.1   实验动物数量分析   15只SD大鼠全部进入结果分析。

2.6.2   各组大鼠内脏组织病理观察   苏木精 - 伊红染色结

果显示，各组大鼠内脏组织均未见明显的病理形态变化，

表明两种纳米颗粒具有良好的组织相容性，见图 10。
2.6.3   各组大鼠股骨Micro-CT三维重建分析   股骨Micro-CT 

三维重建分析结果显示，实验组大鼠骨密度、骨体积与组

织体积比值和骨小梁厚度均高于对照组、空白组 (P < 0.05)，

见图 11A，B，证实了介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒可促进

骨再生。

2.6.4   各组大鼠股骨组织苏木精 - 伊红和 Masson 染色结

果   苏木精 - 伊红与 Masson 染色结果显示，空白组骨缺

损部位可见大量纤维细胞及少量新骨形成，胶原纤维数

量较少；对照组骨缺损部位可见少量纤维细胞及部分新

骨形成，新生骨小梁较薄弱，胶原纤维数量多于空白组；

实验组骨缺损部位可见极少量纤维细胞与大量新骨形成，

新生骨小梁粗大，胶原纤维数量明显多于对照组，见图

11C，说明介孔生物玻璃 /L20纳米颗粒可以促进体内成骨。 

3   讨论   Discussion
纳米科学、纳米医学和材料科学的进步推动了新型

组织工程材料的设计与制造，特别是用于骨缺损愈合的材
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图注：空白组股骨缺损

部位未植入任何材料，

对照组股骨缺损部位植

入介孔生物玻璃纳米颗

粒，实验组股骨缺损部

位植入介孔生物玻璃 /
L20 纳米颗粒，其中 L20
为骨形态发生蛋白 2 成

骨活性肽。苏木精 - 伊

红染色结果显示，各组

大鼠内脏组织均未见明

显的病理形态变化。

图 10 ｜术后 8 周各组大

鼠内脏组织苏木精 - 伊

红染色观察

Figure 10 ｜ Observation 
of hematoxylin-eosin 
staining of visceral tissues 
of rats in each group 8 
weeks after surgery
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图注：空白组股骨缺损部位未植

入任何材料，对照组股骨缺损部

位植入介孔生物玻璃纳米颗粒，

实验组股骨缺损部位植入介孔

生物玻璃 /L20 纳米颗粒，其中

L20 为骨形态发生蛋白 2 成骨活

性肽。A 为股骨髁 Micro-CT 重建

图像，空白组骨量最少，实验组

骨量最多；B 为股骨髁 Micro-CT 
重建参数分析；C 为股骨髁缺损

部位苏木精 - 伊红与 Masson 染

色，相较于空白组、对照组，实

验组骨缺损部位可见大量新骨形

成，新生骨小梁粗大，胶原纤维

数量增多。与空白组比较，
aP <  

0.05；与对照组比较，
bP < 0.05。

图 11 ｜术后 8 周各组大鼠股骨

髁 Micro-CT 重建分析及病理组

织学观察

Figure 11 ｜ Micro-CT 
reconstruction analysis and 
pathological histological 
observation of femoral condyle of 
rats in each group 8 weeks after 
surgery 

的化学组成 (SiO2-P2O5-CaO) 有助于在其表面形成碳酸化羟

基磷灰石层
[21]
：一方面，生物玻璃的主要降解产物 Ca2+

和 PO4
3-为体内生物矿化过程中的磷灰石沉积提供原材料；

另一方面，生物玻璃中的 Si-O 功能基团作为活性位点促

进磷灰石的形成，形成的磷灰石层显著改善了植入物与

骨组织之间的骨整合。然而，生物玻璃的成骨能力不足

以有效治疗骨缺损
[22]
。近年来，一种新型的生物玻璃被

开发出来，其具有高度有序的介孔通道结构，孔径为 2- 
50 nm，称为介孔生物玻璃

[23]
。相比较生物玻璃而言，介

料
[18]
。骨缺损区域的再生主要取决于生物材料的微观结

构和化学成分。自然骨骼是有机 -无机纳米混合复合成分，

其中骨小板结构构成哈弗氏系统，其中哈弗氏管的直径

为 20-100 µm，被平均厚度为 9.0 µm 的层状骨小板所环

绕
[19]
。受骨骼结构启发，迫切需要开发具有适当多孔结

构的新型支架，其中包含生物活性元素，以促进骨组织

生长和再生
[20]
。

自 1969 年首次发现以来，生物玻璃因良好的生物相

容性和骨传导性已被广泛用于骨组织工程材料。生物玻璃
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物玻璃 /L20 支架。

体外释放实验显示该缓释支架系统可以较平稳地缓

慢释放成骨活性肽 L20，在骨缺损部位保持较长时间的作

用浓度，为骨缺损修复提供良好的条件。细胞与材料之间

的相互作用是实验的重点，包括对细胞增殖、黏附、分

化的调控。细胞活死荧光染色结果提示，介孔生物玻璃 /

L20 材料对于大鼠骨髓间充质干细胞的毒性作用较小，具

有良好的生物相容性。CCK-8 检测结果显示，介孔生物玻

璃 /L20 对于大鼠骨髓间充质干细胞具有促增殖效应。通

过扫描电镜进一步观察与介孔生物玻璃和介孔生物玻璃 /

L20 材料共培养的大鼠骨髓间充质干细胞骨架形态，结果

显示介孔生物玻璃 /L20 干预下的大鼠骨髓间充质干细胞

更具备延展性，促进细胞向四周铺展，这与成骨活性肽

L20 的释放密切相关。在诱导大鼠骨髓间充质干细胞成骨

分化的实验中，对不同干预下的大鼠骨髓间充质干细胞

进行碱性磷酸酶和茜素红 S 染色及定量分析，以反映体

外成骨分化及矿化能力的差异，结果显示介孔生物玻璃 /

L20 组碱性磷酸酶活性和细胞外基质矿化性能显著高于空

白组、介孔生物玻璃组，说明成骨活性肽 L20 具有加速成

骨分化的生物学特性。同时，RT-PCR 检测结果也证实介

孔生物玻璃 /L20 组碱性磷酸酶、Runx2 和骨钙素等成骨

相关基因表达高于空白组、介孔生物玻璃组，说明 L20 能

够促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化。

理想的生物材料不仅能与细胞积极相互作用，还能

刺激组织再生和骨缺损修复。从新形成的骨骼到成熟骨骼

的过渡是一个渐进过程，其中支架与骨细胞 / 组织的侵入

之间存在动态相互作用，为此，此次实验使用 SD 大鼠构

建了一个股骨髁缺损模型，分析介孔生物玻璃 /L20 纳米

颗粒的体内骨再生修复情况。首先对于材料在动物体内

的毒性进行评估，各组大鼠内脏组织切片苏木精 - 伊红

染色结果显示各组未见明显病理改变，生物安全性良好。

介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒植入后股骨髁缺损处 8 周后

骨缺损部位形成了大量的新骨组织，明显高于介孔生物

玻璃材料。组织学染色结果显示，介孔生物玻璃 /L20 实

验组视野下大量新生骨小梁，而介孔生物玻璃对照组则

只有微量骨小梁形成，并且存在较少的纤维组织，空白

组有大量纤维组织形成，这些结果表明 L20 可以刺激体外

成骨分化及矿化，体内促进骨组织再生。

尽管体内实验结果表明介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒

具有促进骨再生修复的作用，但是这些推断还有待进一

步的研究验证。该实验存在许多不足：实验模型有一定

的局限性，尽管造模过程严格遵守模型制备标准，但股

骨外侧髁缺损模型对于骨骺部位的损伤不可避免，极大

影响对于骨再生效果的评价；大鼠解剖结构与人体存在

较大差异，后期可选择较大型哺乳动物进行验证；对于

孔生物玻璃的重要特点就是高比表面积和独特有序通道

产生的载药能力，使其在骨组织工程应用中表现出巨大

的潜力
[24]
。药物递送生长分子给发育过程新骨形成的调

节带来无限可能。

蛋白质作为独特的多功能生物大分子具有丰富的来

源、优异的生物相容性和生物降解性，基本结构单位是

肽链 / 多肽，主要由肽键连接的氨基酸组成。内部的多肽

序列往往赋予蛋白质独特的功能活性
[25]
。近年来在生物

医学领域，基于功能多肽修饰的生物材料已被广泛开发

用于药物递送应用，正逐渐成为有前途的候选材料
[26]
。

一种有效的策略是基于黏附贻贝足蛋白启发的肽模拟，

使用多巴胺接枝功能多肽对生物材料进行表面功能化
[27]
。

目前已从贻贝黏附斑块中鉴定和表征出 8 种贻贝足蛋白，

所有贻贝足蛋白均含有一个显著特征，即酪氨酸翻译后

修饰为邻苯二酚，显然邻苯二酚是黏附的重要组成部分，

邻苯二酚的聚合表现出巨大的黏合效应
[28-29]

。基于邻苯二

酚的肽模拟策略已被广泛用于抗菌、成骨、抗炎等多肽

在生物材料表面的黏附应用，为生物工程材料提供极具

吸引力的范式
[30-31]

。

已知多种生长因子能够诱导骨形成，其中骨形态发

生蛋白是骨诱导相关研究最多的蛋白之一。人体骨骼中的

分子蛋白——骨形态发生蛋白 2 是重要的生物活性成分，

具有极高的成骨活性，能加速新骨形成。经 FDA 批准上

市的重组人骨形态发生蛋白 2 在临床被广泛应用
[32]
，然

而随着时间的推移，其在临床使用中的安全性日益受到

关注。有研究报道，高剂量应用重组人骨形态发生蛋白 2

可能导致异位骨形成和椎骨溶解
[33]
；此外，大量体内外

实验结果支持了骨形态发生蛋白 2 促肿瘤发生的作用，

包括乳腺癌、结肠癌、上皮卵巢癌、肺癌、胃癌、骨肉瘤

等等恶性肿瘤
[34]
。因此，对于这些负载骨形态发生蛋白

2 生物材料的应用必须采取适当谨慎的措施。骨形态发生

蛋白 2 属于转化生长因子 β 超家族中的一员，由 114 个

氨基酸组成，其中真正发挥骨诱导作用的是由 20 个氨基

酸组成的核心结构域 (LYLTSIASLETPVSSAKPIK，L20)[35]
。因此，

此次实验选择不良反应较小的骨形态发生蛋白 2 功能活

性肽来进行骨再生的诱导。

此次实验中介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒的构建经历

了以下 2 个步骤：第一步，采用聚合物模板法合成介生

物玻璃，利用表面活性剂分子十六烷基三甲基溴化铵聚

集后提供材料的前驱体反应空间，待反应结束后高温烧

结去除模板剂后获得粒径一致的多孔支架，Mapping 分析

显示钙、磷、硅等元素均匀分布；第二步，利用贻贝足

蛋白策略的固相肽合成方法合成了接枝邻苯二酚序列的

骨形态发生蛋白 2 成骨活性肽 L20，再通过一步浸泡的方

法将其装载到合成好的介孔生物玻璃材料中制得介孔生
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介孔生物玻璃 /L20 的安全性和临床实用性有待进一步阐

明，对于介孔生物玻璃 /L20 的剂型、使用剂量及给药方

式也需要进一步探索。总的来说，此次实验结果表明，

作为生物活性材料介孔生物玻璃 /L20 纳米颗粒具有刺激

组织再生的特殊生物功能，是一种潜在有效促进骨缺损

再生修复的生物材料。
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