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文题释义：

树枝状两亲性肽：是近年来发展起来的一类新型高分子肽支架材料，由亲水性肽列及疏水性脂肪族长烷基链构成，亲水性的肽列可以连接

活性结构，自组装成超分子纳米结构，形成扭曲的条带状和高纵横比的纳米纤维状，自组装多肽序列的活性区域是水溶性的，可暴露于水

溶液中，形似伸展的树枝状。

感染复数：传统的感染复数概念起源于噬菌体感染细菌的研究，是感染时噬菌体与细菌的数量比值，也就是平均每个细菌感染噬菌体的数

量。噬菌体的数量单位为pfu。一般认为感染复数是一个比值，没有单位。后来感染复数被普遍用于病毒感染细胞的研究中，含义是感染

时病毒与细胞数量的比值。通过摸索合适的感染复数值使病毒转染达到满意的效率。

摘要

背景：组织工程模块为股骨头坏死的治疗提供了新的思路，将血管化支架移植于坏死区域，在生长因子及支架的作用下诱导骨髓间充质干

细胞向血管内皮细胞分化，促进微血管生成改善局部血运能够促进坏死区域的修复。

目的：探讨体外构建诱导骨髓间充质干细胞向血管内皮细胞分化的树枝状两亲性肽自组装凝胶模块的可行性。

方法：分离提取4-6周龄SD大鼠骨髓间充质干细胞，采用流式细胞术进行鉴定，体外定向成脂、成骨诱导分化检测细胞多向分化潜能。采

用固相法合成肽           KGGGGAAAA(K)-C16H31O，调配质量浓度为10 mg/mL多肽溶液，加入生理盐水后触发多肽自组装，形成半透明的水凝

胶，透射电子显微镜下观察凝胶结构。用携带血管内皮生长因子165基因的腺病毒转染大鼠骨髓间充质干细胞，然后将10 mg/mL多肽溶液

和细胞悬液混合，细胞分布于凝胶内部形成三维培养体系，设置为实验组；将转染空病毒的骨髓间充质干细胞与10 mg/mL多肽溶液混合

形成三维培养体系，设置为对照组。体外培养7 d后采用免疫荧光及RT-qPCR检测血管内皮细胞分化情况。

结果与结论：①流式细胞术结果显示间质干细胞表面分子CD29、CD44表达≥95%，造血干细胞表面分子CD34、CD45表达≤2%；在体外能

够向成骨、成脂诱导分化；②树枝状多肽溶液在离子触发下形成的凝胶呈透明状，透射电镜下观察呈形态均一的小尺寸纳米胶束；③免

疫荧光及RT-qPCR结果显示，实验组血管内皮生长因子165表达水平高于对照组，且血管内皮特异性标记物CD31、CD34表达水平高于对照

组。结果表明，血管内皮生长因子165基因转染骨髓间充质干细胞种植于多肽凝胶构建组织工程模块，能够诱导骨髓间充质干细胞向血管

内皮细胞分化。

关键词：树枝状两亲性肽；骨髓间充质干细胞；基因转染；血管内皮生长因子165；三维培养；血管化；股骨头坏死
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Abstract
BACKGROUND: The tissue engineering module provides a new idea for the treatment of femoral head necrosis. A vascularized scaffold was constructed and 
transplanted into the necrotic area, and the bone marrow mesenchymal stem cells were induced to differentiate into vascular endothelial cells under the 
action of growth factors and scaffolds, which promoted the generation of microvessels and improved local blood vascularity, thereby promoting the repair of 
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0   引言   Introduction
股骨头坏死是骨科医生面临的一个棘手问题，

基本病理机制有多种观点，在骨细胞增殖能力减弱、

凝血功能异常、局部微血管损害、脂代谢异常、炎

症反应加重等方面皆有研究
[1]
。股骨头坏死好发于

中青年，主要表现为髋关节疼痛及功能障碍，早期

治疗以减轻负重、药物干预、物理治疗为主，保髋

手术主要是保留自身髋关节为主的修复重建术，这

种手术对患者接受度好，但是由于股骨头修复困难，

治疗往往只能延缓坏死的进展
[2-3]

，许多患者最终不

得不面临髋关节置换手术。股骨头坏死难以修复的

原因有骨髓间充质干细胞数量不足、活性低以及供

应股骨头的血管损伤等
[4]
。股骨头血管损伤后，股

骨头全部或部分失去血运，局部造成缺血、缺氧，

伤后血运阻断 8 h 即可形成缺血坏死
[5]
。坏死部位缺

乏有活性的干细胞导致细胞增殖、血管分化潜能减

弱，血运重建不足使得坏死继续进展。随着组织工

程技术发展，越来越多的研究聚焦于坏死区域移植

有活性的骨髓干细胞、骨组织支架、生长因子等，

为股骨头坏死的修复提供了新的思路，在基础实验

及临床应用都逐渐取得了进展
[6]
。组织工程化修复

股骨头坏死的关键环节是血管化
[7]
，因此需构建具

有血管分化能力的组织工程模块用于股骨头缺血坏

死治疗，其中种子细胞、生物支架材料、细胞因子

是必不可少的
[8]
。一个合适的生物支架要求具有良

好的生物相容性和可降解性，内部要有较大的孔隙

以利于营养物质的输送，通过细胞增殖提供足够的

the necrotic area. 
OBJECTIVE: To investigate the feasibility of constructing a dendritic amphiphilic peptide self-assembly gel module with the ability to induce the differentiation 
of bone marrow mesenchymal stem cells into vascular endothelial cells in vitro. 
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and extracted from SD rats aged 4-6 weeks and identified by flow cytometry. In vitro directed 
adipogenic and osteogenic induced differentiation was used to detect the multidirectional differentiation potential of cells. Peptides            KGGGGAAAA(K)-
C16H31O were synthesized by solid-phase method. The concentration was 10 mg/mL peptide solution. After the addition of normal salt solution, the peptide 
self-assembly was triggered, forming a translucent hydrogel. Transmission electron microscopy was utilized to observe the gel structure. In the experimental 
group, rat bone marrow mesenchymal stem cells were transfected with adenovirus carrying vascular endothelial growth factor 165 gene. The 10 mg/mL 
peptide solution was mixed with the cell suspension, and the cells were distributed inside the gel to form a three-dimensional culture system. In the control 
group, bone marrow mesenchymal stem cells transfected with empty virus were mixed with 10 mg/mL peptide solution to form a three-dimensional culture 
system. Immunofluorescence and RT-qPCR were used to detect the differentiation of vascular endothelial cells after 7 days of in vitro culture.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Flow cytometry results showed that the expression of CD29 and CD44 on the surface of mesenchymal stem cells was 
≥95%, and the expression of CD34 and CD45 on the surface of hematopoietic stem cells was ≤2%. Bone marrow mesenchymal stem cells were successfully 
differentiated by osteogenic induction and adipogenic induction in vitro. (2) The dendritic peptide solution was triggered by ions to form a transparent gel, and 
the small-sized nanomicelles with uniform morphology were observed under electron microscopy. (3) The results of immunofluorescence and RT-qPCR showed 
that the expression level of vascular endothelial growth factor 165 in the experimental group was higher than that in the control group, and the expression 
levels of CD31 and CD34 were higher than those in the control group. These results suggest that vascular endothelial growth factor 165 gene transfected 
bone marrow mesenchymal stem cells implanted in a tissue engineering module constructed by peptide gel can induce the differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells into vascular endothelial cells. 
Key words: dendritic amphiphilic peptide; bone marrow mesenchymal stem cell; gene transfection; vascular endothelial growth factor 165; three-dimensional 
culture; vascularization; femoral head necrosis
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干细胞，并且在相应细胞因子作用下向血管内皮细

胞分化促进毛细血管修复再生，从而促进坏死区域

的骨组织重建及血管系统重建
[9]
。

该研究前期已合成具有良好组织相容性的树枝

状两亲性肽支架
[10]
，在培养液促发下能自组装为

三维多孔纳米纤维凝胶，多肽活性结构位于纳米纤

维表面，凝胶含水量可达 99% 以上，具有很大表

面积和比积，营养物质及代谢产物可通过三维多孔

的凝胶进行交换，这种自组装三维凝胶有良好的细

胞相容性
[11]
。选用血管内皮生长因子 165(vascular  

endothelial growth factor 165，VEGF165) 基因转染骨

髓间充质干细胞 (bone marrow stromal cells，BMSCs)

构建种子细胞，将种子细胞种植于树枝状两亲性肽

凝胶内部构建组织工程模块，探讨该模块对骨髓间

质干细胞向血管内皮细胞诱导分化的可能性，为构

建新的血管化组织材料奠定基础，为新的生物骨移

植材料结合组织工程技术治疗股骨头坏死提供实验

数据和理论依据。

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

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 5-10 月在南昌大学

第二附属医院分子中心实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   4-6 周龄雄性 SD 大鼠 20 只，体质

量 80-100 g，由南昌大学医学院动物中心提供，许

可证号：SYXK (赣 )2021-0004，实验前适应性饲养1周，
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环境条件为室温 22-25 ℃，相对湿度 40%-60%，光

照周期 12 h，自由饮水，常规饲养饮食。实验方案

经景德镇市第三人民医院医学伦理委员会审批，审

批号为 LLB202217。实验过程遵循了国际兽医学编辑

协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》和本

地及国家法规。实验动物在麻醉下进行所有的手术，

并最大限度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1.3.2   主要试剂和仪器   DMEM/F12 培养基 (Hyclon

公司，美国 )；胰酶 -EDTA 消化液 (Solarbio 公司 )；
胎牛血清 (Gibco 公司，美国 )；成骨、成脂诱导分化

培养基 (Cyagen 公司，美国 )；VEGF165 腺病毒 ( 汉
恒生物工程有限公司 )；812 包埋剂 (SPI 公司，美国 )；
TRIzol 总 RNA 抽提试剂 (Invitrogen 公司，美国 )；
HiScript Q RT SuperMix for qPCR 试剂盒 (Vazyme 公司，

中国 )；RealStar Green Fast Mixture 试剂盒 (Genstar

公司，中国 )；牛血清蛋白、DAPI(Servicebio 公司，

中国 )；免疫荧光一抗：小鼠来源多克隆抗体 Anti- 
CD31、Anti-CD34(Servicebio，中国 )；免疫荧光二抗：

CY3 标记山羊抗小鼠 IgG (Servicebio，中国 )；流式抗

体 (CD29、CD34、CD45、CD44 抗体 )(Biolegend 公司 )；
透射电子显微镜 (HITACHI)；倒置显微镜、正置荧光

显微镜 (Nikon公司，日本 )；实时荧光定量 PCR仪 (ABI 
Stepone plus)。
1.4   实验方法   
1.4.1   骨髓间充质干细胞分离培养   SD 大鼠麻醉

后颈椎脱臼法处死，体积分数为 75% 乙醇浸泡 

5 min，移入超净工作台，无菌条件下分离双侧股骨

和胫骨，去除股骨和胫骨上的所有软组织，然后浸

泡在预冷的 PBS 中，置于冰上，剪开两端骨骺，用

DMEM/F12 完全培养基冲洗吹出骨髓组织，将收集

的骨髓液过滤后接种于 100 mm 细胞培养皿，放入

37 ℃、体积分数为 5% CO2 细胞培养箱中培养，48 h

后首次换液，以后每 2 d 换液 1 次，当培养皿内贴

壁细胞量达到 80% 时进行传代。

1.4.2   骨髓间充质干细胞鉴定   取细胞融合率 90% 左

右的骨髓间充质干细胞，倒掉培养基，用 PBS 冲洗

两三次，加入胰酶消化 3 min，在显微镜下观察到细

胞解离后加入 DMEM/F12 完全培养基终止消化，用

吸管将细胞吹打下来，收集细胞液，1 000 r/min 离心

5 min，倒掉上清液，PBS 洗涤 2 次，加 PBS 重悬细胞，

调整细胞浓度为 1×109 L-1
。准备 4 个 EP 管分别加入

细胞悬液 100 μL、流式单克隆抗体 5 μL，检测抗体

分别为 CD34-PE、CD45-FITC、CD29-FITC，CD44-PE， 

对照组加 PBS，室温下孵育 30 min，倒掉上清液，

PBS 洗涤 3 次，每管加入 500 μL PBS 重悬细胞，上

流式细胞仪检测分析。

1.4.3   体外定向成骨诱导分化   取细胞融合率 85%

左右的骨髓间充质干细胞，倒掉培养基，用 PBS 冲

洗两三次，加入胰酶消化 3 min，调整细胞密度为

5×103/cm2
，加入 6 孔板，每孔加入 2 mL DMEM/F12

完全培养基，待细胞汇合达 60%，更换为成骨诱导

分化培养基进行成骨分化，每 3 d 换液 1 次，3 周后

倒掉培养基，PBS 冲洗 2 次，40 g/L 多聚甲醛固定 

30 min，PBS 冲洗 2 次，加入茜素红染色 10 min，吸

弃染液，PBS 冲洗 3 次，显微镜下观察。

1.4.4   体外定向成脂诱导分化   取细胞融合率 85% 左

右的骨髓间充质干细胞，倒掉培养基，用 PBS 冲洗

两三次，加入胰酶消化 3 min，将细胞密度调整为

5×103/cm2
，加入 6 孔板，每孔加入 2 mL DMEM/F12

完全培养基，待细胞汇合达 60%，更换为成脂诱导

分化培养基进行成脂分化，每 3 d 换液 1 次，培养

14 d 后镜下观察出现足量、大小适宜的脂滴时进行

油红 O 染色。倒掉培养基，PBS 冲洗 2 次，40 g/L 

多聚甲醛固定 30 min，PBS 冲洗 2 次，加入油红 O

工作液染色 15 min，吸弃染液，PBS 冲洗 3 次，显

微镜下观察。

1.4.5   病毒构建与转染   构建有巨细胞病毒 (CMV) 作
为启动子的腺病毒载体，插入 hVEGF165 基因构建成

双顺反子载体，内部有核糖体进入位点区域 ( 绿色

荧光 )。将构建的病毒在 293 细胞中进行大量扩增，

把病毒用氯化铯梯度离心法进行纯化，调整病毒滴

度为 1×1015 L-1
-1×1016 L-1

。取细胞融合率 85% 左右的

骨髓间充质干细胞，倒掉培养基，用 PBS 冲洗两三

次，加入胰酶消化 3 min，调整细胞浓度为 1×108 L-1
，

以每孔 100 μL 细胞悬液 (1×104
个细胞 ) 接种于 96 孔

板，放入 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培养过夜。

取 6 个 EP 管，分别按感染复数值为 3，10，30，
100，300，1 000 的梯度计算加入相应的病毒量，都

稀释到 100 μL DMEM/F12 完全培养基。将 6 组病毒

分别加入培养孔中孵育 4-8 h，弃去有含病毒的培养

液，PBS 冲洗 2 次，继续用 DMEM/F12 完全培养基

培养。培养 2 d 后观察细胞存活情况，荧光显微镜观

察各组绿色荧光表达量。根据转染的比例及细胞存

活状态估计最合适的感染复数值以进行下一步实验。
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1.4.6   多肽凝胶自组装及检测   固相法合成肽 

         KGGGGAAAA(K)-C16H31O，以 10 mg/mL 的质量浓

度将实验设计的肽粉末溶解于蒸馏水中。在 1.5 mL 
EP 管中加入 100 μL 多肽溶液，然后缓慢加入 100 μL

生理盐水触发多肽自组装成半固体的凝胶。取一块

凝胶组织使用电镜固定液 4 ℃固定 2-4 h，然后室温

下经过 1% 锇酸固定 2 h，梯度乙醇、100% 丙酮脱水，

812 包埋剂包埋切片，2% 醋酸铀染色 15 min，枸橼

酸铅染色 15 min，透射电子显微镜下观察凝胶内部

的纤维结构。

1.4.7   免疫荧光检测   ①实验组：取细胞融合率 85%

左右的骨髓间充质干细胞，以最佳感染复数病毒量

转染 VEGF 基因 ( 感染复数 =100) 获得种子细胞；

取融合率 85% 左右的种子细胞，倒掉培养基，PBS

冲洗两三次，加入胰酶消化 3 min，调整细胞浓度

为 1×109 L-1
加入 24 孔板，每孔 200 μL (2×105

个细

胞 )，与 200 mL 多肽溶液混合触发自组装形成凝

胶三维培养。②对照组：取细胞融合率 85% 左右

的骨髓间充质干细胞，以最佳感染复数转染对照

空病毒 ( 感染复数 =100) 获得种子细胞；取融合率

85% 左右的种子细胞，倒掉培养基，PBS 冲洗两三

次，加入胰酶消化 3 min，调整细胞浓度为 1×109 L-1 

加入 24 孔板，每孔 200 μL (2×105
个细胞 )，与 200 mL

多肽溶液混合触发自组装形成凝胶三维培养。两组

细胞于 37 ℃、含体积分数为 5% CO2 细胞培养箱中

培养 7 d，使用 40 g/L 多聚甲醛固定 30 min，室温下

加入牛血清蛋白封闭 20 min，加入一抗后 4 ℃孵育

过夜，加入二抗，室温下孵育 0.5 h，激光扫描共聚

焦荧光显微镜下观察。一抗为小鼠来源多克隆抗体 

Anti-CD31( 稀释比 1 ︰ 500)、Anti-CD34( 稀释比 1 ︰

500)，二抗为 CY3 标记山羊抗小鼠 IgG( 稀释比 1 ︰

300)。
1.4.8   实时荧光定量 PCR   ①实验组：取细胞融合率

85% 左右的骨髓间充质干细胞，以最佳感染复数病

毒量转染 VEGF 基因 ( 感染复数 =100) 获得种子细胞；

取融合率 85% 左右的种子细胞，倒掉培养基，PBS

冲洗两三次，加入胰酶消化 3 min，调整细胞浓度为

1×109 L-1
，取一块 6 孔板每孔加入 10 mg/mL 多肽溶

液 1 mL，然后加入 1 mL 细胞悬液触发自组装成凝胶，

细胞均匀分布在凝胶内部形成三维培养体系，重复

3 个孔。②对照组：取细胞融合率 85% 左右的骨髓

间充质干细胞，以最佳感染复数转染对照空病毒 ( 感

染复数 =100) 获得种子细胞；取融合率 85% 左右的

种子细胞，倒掉培养基，PBS 冲洗两三次，加入胰

酶消化 3 min，调整细胞浓度为 1×109 L-1
，取一块 

6 孔板每孔加入 10 mg/mL 多肽溶液 1 mL，然后加入

1 mL 细胞悬液触发自组装形成三维培养体系，重复

3 个孔。两组细胞在 37 ℃、体积分数 5% CO2 细胞培

养箱中培养 7 d 后，将两块 6 孔板取出，弃去培养基，

PBS 冲洗 2 遍，每孔加入 1 mL TRIzol 试剂将细胞裂

解，将裂解的样品装入 1.5 mL EP 管中，12 000 r/min

离心 10 min，收集上清液加入 0.2 mL 氯仿，手动摇

匀 15 s，室温孵育 3 min，4 ℃、12 000 r/min 离心

15 min，此时分 3 层，下层为红色酚氯仿相，RNA

分布于上层无色水相；将上层水相层转移至无菌无

RNA 酶的离心管，加入等体积的异丙醇混合使 RNA

沉淀，室温孵育 10 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 

10 min，此时 RNA 沉淀于管底部；将上清液移除，

加入 1 mL 体积分数 75% 无水乙醇清洗 RNA 沉淀，

4 ℃、7 000 r/min 离心 5 min，小心吸除无水乙

醇，加入无 RNA 酶水 20 μL 反复吹打使 RNA 完全溶

解，紫外分光光度法测定 RNA 的浓度和纯度。使用 

SuperMix 试剂盒将提取的 RNA 反转录合成 cDNA，
运用荧光实时定量 PCR 检测引物 VEGF165、CD31、
CD34，引物序列见表 1。每个扩增反应体系加入

cDNA 2 μL、RealStar Green Fast Mixture 试剂 10 μL，
引 物 Forward 0.4 μL，Reverse 0.4 μL，ddH2O 7.2 μL；
PCR 扩增循环程序：预变性 95 ℃，10 min；变性 95 ℃ 
15 s，退火55 ℃ 30 s，延伸72 ℃ 15 s，此过程循环40次。

每组样本重复检测3次。内参设定为GAPDH，采用2-ΔΔCt

公式计算目的基因与内参的相对表达量。

表 1 ｜荧光实时定量 PCR 引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for real-time quantitative PCR

基因 引物序列 (5'-3') 引物编号

GAPDH Forward AGT GCC AGC CTC GTC TCA TA NM_017008.4
Reverse AGA GAA GGC AGC CCT GGT AA

VEGF165 Forward GGG AGC AGA AAG CCC ATG AA NM_001110333.2
Reverse AGA TGT CCA CCA GGG TCT CA

CD31 Forward CGT TCA ACA GAG CCA GCA TT NM_031591.1
Reverse GGC AAT GAC CAC TCC AAT GA

CD34 Forward ACA CTC CAC CTG GAA CAC CA NM_001107202.2
Reverse AGC ACA TGG CTC AGT GGT TG

表注：VEGF165 为血管内皮生长因子 165。
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1.5   主要观察指标   ①骨髓间充质干细胞的流式鉴定

及成骨、成脂分化潜能；②肽溶液自组装水凝胶的

性状及透射电镜下形态；③腺病毒转染后的荧光表
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达；④腺病毒转染后的骨髓间充质干细胞与多肽凝

胶体外培养 7 d 后，免疫荧光检测血管内皮细胞特异

性标记物 CD31、CD34 表达，qPCR 检测 VEGF165、
CD31、CD34 的相对表达量。

1.6   统计学分析   所有数据采用 SPSS 20.0 统计软件

进行处理，计量数据以 x-±s 表示。两两比较采用独

立样本 t 检验，采用 GraphPad Prism 5 统计学软件作

图。以 P ≤ 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学

方法已经通过景德镇市第三人民医院生物统计学专

家审核。

2   结果   Results 
2.1   大鼠骨髓间充质干细胞形态及鉴定结果   从大鼠

骨髓腔中提取的骨髓组织培养 3 d 后，在倒置显微

镜下可以观察到散在分布的贴壁细胞，形态呈短梭

形或椭圆形分布在培养皿底，并可见悬浮不贴壁的

细胞 ( 图 1A)；培养 7 d 后随着换液悬浮不贴壁的细

胞被去除，留下呈长梭形、多角形或扁平形贴壁细

胞 ( 图 1B)。传至第 2 代后细胞形态呈均匀的长梭形

逐渐融合 ( 图 1C)，第 3 代细胞呈整齐的漩涡状排列

( 图 1D)。
大鼠骨髓间充质干细胞免疫表型鉴定结果：

流式细胞术检测间充质干细胞阳性标志物 (CD29、
CD44) ≥ 95%，其中 CD29 表达率为 98.8%，CD44 表

达率为 97.8%；间充质干细胞阴性标志物 (CD34、
CD45) ≤ 2%，CD34 表达率 1.61%，CD45 表达率为

1.28%，见图 2。
大鼠骨髓间充质干细胞成骨、成脂诱导分化能

力：骨髓间充质干细胞成骨诱导培养 3 周后，可观

察到茜素红将钙结节染成红色 ( 图 3A)；骨髓间充质

干细胞成脂诱导 2 周后，可观察到被油红 O 工作液

染成红色的脂滴 ( 图 3B)。
2.2   病毒转染最佳感染复数值   按感染复数值为 3，
10，30，100，300，1 000 的梯度转染骨髓间充质干

细胞，培养 2 d 在荧光显微镜下观察。感染复数值

为 3 时观察到少量绿色荧光 ( 图 4A)，随着感染复数

值梯度增高，相应的荧光表达也逐渐增强，当感染

复数值为 100 时观察到绿色荧光高峰 ( 图 4B-D)。感

染复数值≥ 300 时细胞大量死亡，因此推测感染复

数值为 100 转染效果最佳。

2.3   两亲性肽凝胶鉴定   实验设计的         KGGGGAAAA 
(K)- C16H31O 分子结构式如图 5 所示。取 1.5 mL EP

管，将 100 μL 多肽溶液加入 EP 管中，缓慢加入

生理盐水触发多肽自组装，大体观察呈半透明

冻胶状，倒置于 EP 管中不脱落。在透射电镜下

观察凝胶内部呈小尺寸纳米胶束状，粒径均为 

200 nm，见图 6。
2.4   免疫荧光检测结果   实验组在三维培养 7 d 后，

激光扫描共聚焦荧光显微镜下观察到血管内皮标记

物 CD31，CD34 表达红色荧光，提示骨髓间充质干

细胞向血管内皮细胞诱导分化；对照组未观察到红

色荧光表达，见图 7。
2.5   qRT-PCR 检测结果   实验组转染的目的基因

VEGF165 表达水平明显高于对照组，血管内皮细胞

相关基因 CD31、CD34 明显高于对照组，差异有显

著性意义 (P < 0.05)，见图 8。

3   讨论   Discussion
股骨头坏死发病没有明确的诱因，可能和酗酒、

激素类药物应用有关，也可能由髋部创伤导致，其

基本病理机制有骨细胞增殖能力减弱、局部微血管

损害血液供应差、脂代谢异常、炎性细胞浸润等
[12]
。

各种机制相互影响，例如微血管损伤导致形成缺血

缺氧的微环境加速细胞凋亡，坏死的细胞、组织进

一步加重炎性细胞浸润
[13]
；机体的正常修复过程遭

受破坏，使得坏死区域逐渐形成瘢痕、空洞
[14]
。由

于缺乏足够的干细胞及微循环重建，使得股骨头坏

死区域修复困难
[15]
。

股骨头坏死的治疗一直是一个难题，早期的保

守治疗都围绕延缓坏死的进展为主，减轻负重、药

物干预等。但是随着时间的推移坏死逐渐加重，患

者髋部疼痛也逐步加剧，影响生活质量而不得不选

择手术。很多年轻患者并不甘于接受髋关节置换手

术，由于假体寿命有限可以预见需要多次手术，对

患者经济及心理都是很大的打击，并且接受髋关节

置换患者依然有可能面临髋部疼痛及髋关节活动受

限。如果保髋手术能够修复坏死的区域治愈股骨头

坏死，将会为大量患者带来极大的利益。利用组织

工程支架植入坏死区域促进修复是一个不错的选择

方向。组织工程应用于股骨头坏死有很多研究，植

入的干细胞能够增殖分化，良好支架材料能够为细

胞长入提供依附，生长因子能够诱导干细胞向预期

的方向分化。该研究预期构建一个具有血管化的组

织工程模块，将其植入损伤部位，在生长因子诱导

RGDK-\
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融合；D 为第 3 代骨髓间充质干细胞，呈现典型的漩涡状排列。

图 1 ｜ SD 大鼠骨髓间充质干细胞形态

Figure 1 ｜ Morphology of Sprague-Dawley rat bone marrow mesenchymal 
stem cells

图 5 ｜树枝状多肽的分子结构式

Figure 5 ｜ Molecular structure of dendritic peptide

图注：图 A，B 显示 CD29、CD44 阳性表

达率为 98.8%，97.8%；C，D 显示 CD45、
CD34 阳性表达率为 1.28%，1.61%。

图 2 ｜流式细胞仪检测第 3 代大鼠骨髓间

充质干细胞表面抗原

Figure 2 ｜ Detection of surface antigens 
of the third generation rat bone marrow 
mesenchymal stem cells by flow cytometry

图注：图 A 为树枝状多肽凝胶呈现半透明的冻胶状，倒置不脱落；

B-D 为透射电镜下观察凝胶呈形态均一的小尺寸纳米胶束，粒径约为 

200 nm。

图 6 ｜树枝状多肽凝胶鉴定

Figure 6 ｜ Dendritic peptide gel identification

图注：图 A 为大鼠骨髓间充质干细胞成骨诱导 3 周后茜素红染色，倒置

显微镜下可观察到大量钙结节；B 为大鼠骨髓间充质干细胞成脂诱导培

养 2 周后油红 O 染色，倒置显微镜下可观察到细胞出现脂滴。

图 3 ｜大鼠骨髓间充质干细胞的多向分化潜能

Figure 3 ｜ Multidirectional differentiation potential of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells

图注：转染血管内皮生长因子 165 基因的大鼠骨髓间充质干细胞在多肽

凝胶中三维培养 7 d。图 A，C 为对照组 CD31、CD34 阴性表达；B，D
为实验组 CD31、CD34 阳性表达。

图 7 ｜ CD31、CD34 免疫荧光染色 (×200)
Figure 7 ｜ Immunofluorescence staining of CD31 and CD34 (×200)

图 4 ｜病毒以不同感染复数值转染大鼠骨髓间充质干细胞 48 h 后荧光

显微镜下观察

Figure 4 ｜ Fluorescence microscopic observation of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells 48 hours after virus transfection at different 
multiplicity of infection values

图注：转染 VEGF165 基因的大鼠骨髓间充质干细胞在多肽凝胶中三维培

养 7 d。与对照组相比，
aP < 0.05。

图 8 ｜ qRT-PCR 检测血管内皮生长因子 165(VEGF165)、CD31、CD34 基

因表达

Figure 8｜ Expression of vascular endothelial growth factor 165 (VEGF165), 
CD31 and CD34 genes detected by qRT-PCR

图注：图 A 为原代培养 

3 d，形态呈短梭形或椭圆

形分布在培养皿底，并可

见悬浮不贴壁的细胞；B
为原代培养 7 d，悬浮细

胞减少，贴壁细胞呈长梭

形、多角形或扁平形；C
为第 2 代骨髓间充质干细

胞，呈均匀的长梭形逐渐

图注：图 A-D 为感

染复数为 3，10，
30，100 时荧光表

达量。感染复数值

为 3 时观察到少量

绿色荧光，随着感

染复数值梯度增高，

相应的荧光表达也

逐渐增强，当感染

复数值为 100 时观

察到绿色荧光高峰。
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下向血管分化以促进微血管沿着支架再生，随着微

循环的建立，营养及微环境改善，有利于干细胞增

殖分化，骨形成体系达到平衡
[16-17]

；局部的循环建

立通畅亦将减少缺血缺氧的发生、减轻炎症反应。

植入的支架能够为细胞生长提供载体，填补空洞加

强支撑结构
[18]
。

构建具有血管化的组织工程模块，种子细胞、

生物支架材料、细胞因子的选取尤为重要。骨髓间

充质干细胞在股骨头坏死治疗中已有应用，在血管

介入结合骨髓干细胞治疗
[19]
、生物支架材料结合干

细胞治疗、基因转染干细胞治疗等多方领域都有尝

试，且取得了一定的治疗效果
[20-21]

。与脂肪和脐血

来源间充质干细胞相比，骨髓间充质干细胞具有免

疫调节、抗炎和组织修复能力强等优势
[22]
，可以进

一步向骨细胞、血管内皮细胞诱导分化，都能促进

坏死修复。此次构建血管化组织工程模块使用骨髓

干细胞作为种子细胞。

该实验用差速贴壁法分离培养获得骨髓间充质

干细胞，通过换液、传代将杂质及悬浮细胞去除，

观察到典型的间充质干细胞形态，从长梭形、多角

形或扁平形逐渐融合呈均匀的长梭形状，并呈现典

型的漩涡状排列。流式细胞术检测间充质干细胞阳

性标志物 (CD29、CD44) ≥ 95%，间充质干细胞阴性

标志物 (CD34、CD45) ≤ 2%，亦证明了间充质干细

胞的特异性及纯度。骨髓间充质干细胞成骨诱导培

养 3 周后，可以观察到茜素红将钙结节染成红色；

成脂诱导 2 周后显微镜下可观察到被油红 O 工作液

染成红色的脂滴，进一步证实了骨髓间充质干细胞

的多向分化潜能。

骨缺血坏死修复过程中，微血管再生是一个核

心的环节。微血管的生成可以促进损伤局部营养及

氧气供应及加快代谢产物排出
[23]
。干细胞向血管内

皮细胞分化需要各种细胞因子调节，因此要构建血

管化组织工程模块，需要使其表达对应的生长因子

以促进血管分化
[24]
。该实验选用 VEGF165 来构建组

织工程模块，VEGF165 促血管生成活性强，广泛分

布于体内
[25]
，也是实验研究中常用的诱导血管分化

的生长因子
[26]
。VEGF 促进骨髓间充质干细胞向内皮

细胞分化及内皮细胞浸润，在诱导血管再生过程中

发挥关键作用
[27-28]

。实验通过基因转染技术，成功

将携带 VEGF165 的病毒转染到骨髓间充质干细胞
[29]
。

转染 2 d 后通过观察病毒携带的绿色荧光表达估算

适合的感染复数值，转染率与感染复数值呈正相关，

当感染复数为 100 时，可以观察到最多的荧光表达，

转染率高，且细胞存活状态好。当感染复数≥ 300

时细胞难以存活，大量凋亡，因此以最佳的感染复

数值 100 将携带 VEGF165 的病毒对骨髓间充质干细

胞进行基因改性，使其过表达 VEGF165 细胞因子
[30]
。

qPCR 结果显示实验组细胞 VEGF165 表达量较对照组

明显增多，通过对种子细胞进行基因改性使其能够

自行产生所需的生长因子，该方法简便易行，并且

根据需要可以转染多种目的基因达到更好的效果。

该实验选用树枝状两亲性肽作为构建血管

化组织工程模块的支架，它包含亲水性和疏水

性单元，能够通过分子间非共价键相互作用形

成有序的聚集体，通过自组装形成凝胶
[31-32]

。 

树枝状两亲性肽可以通过引入不同末端基团进行设

计，以使其发挥不同的作用。该研究以 G4A4 作为

肽的主体，在头部通过连接 3 个赖氨酸 K 分支单

元，使亲水端能够引入 RGD 及 IKVAV 活性基团
[33]
。

尾部的疏水结构连接脂肪族长烷基 C16H31O，设计出

来一种新型的树枝状两亲性肽          KGGGGAAAA(K)- 
C16H31O。树枝状多肽具有特殊而有效的属性，引入

不同的末端基团，对材料发挥的作用至关重要。此

次多肽中引入 RGD 和 IKVAV 两个活性结构，通过分

子内非共价键 ( 氢键，疏水键，范德华力 ) 等作用下，

疏水端聚集，亲水端的 RGD 和 IKVAV 两个活性结构

发挥作用
[34]
。IKVAV 短肽是层粘连蛋白 a 链上的一

个活性区域，JIANG 等
[35]

的研究发现含 IKVAV 的水

凝胶能够通过抑制成纤维细胞迁移和活化减少纤维

瘢痕的生成；GONZÁLEZ-PÉREZ 等
[36]

认为 IKVAV 短肽

有诱导血管形成和神经修复的作用；YIN 等
[37]

认为

含 IKVAV 的水凝胶生物降解性和生物相容性好，可

生物降解，形成新血管。RGD 与整合素受体的结合

在细胞黏附机制中起主要作用，能够改善细胞密度，

增加细胞在凝胶内部的黏附
[38]
；SHIN 等

[39]
研究发

现 RGD 组织工程支架能够有效促进血管平滑肌再生。

多肽溶液在生理盐溶液触发下形成凝胶，大体

观察呈半透明冻胶状，倒置于 EP 管中不脱落。透射

电镜下观察凝胶孔隙大，成小尺寸纳米胶束状
[40]
，

透射电镜显示粒径为 200 nm，纤维孔隙大，细胞

有更大的黏附、生长空间，能够更好地与外界进行

营养物质交换及排出代谢产物。亲水端的 RGD 和

IKVAV 活性结构像树枝状向外延展，促进细胞黏附、

RGDK-\
IKVAVAK-/
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增殖、分化
[41]
。当今应用较广的骨组织工程支架有

磷酸钙生物陶瓷支架、生物玻璃可吸收支架、聚合

物支架、金属支架等，不同的支架材料有各自的利弊。

应用于骨组织的支架性能取决于能诱导新血管形成

的能力，并且要求具有良好的生物相容性、孔隙率、

可生物解性
[42]
。

该实验肽凝胶具有良好的孔隙及利于血管分化

的活性结构，生物相容性好，多肽的降解产物为氨

基酸，对机体有营养作用
[43]
，是一个良好的选择。

该实验中对照组与实验组将多肽溶液在含种子细胞

的培养基混合触发下自组装成水凝胶，细胞均匀分

布于凝胶内部。凝胶含水量多达 99%，多孔隙的结

构使细胞内外更好地进行物质交换，三维环境下细

胞能够发挥良好的增殖分化能力
[44]
。两组在体外培

养 7 d，qPCR 结果显示实验组细胞 VEGF165 表达较

对照组有显著增高，血管内皮标记物 CD31，CD34

的表达均显著高于对照组，因此实验组在三维培养

及细胞因子的作用下能够诱导骨髓间充质干细胞向

血管内皮分化。通过免疫荧光检测发现对照组内皮

标记物 CD31，CD34 表达阴性，实验组血管内皮标

记物 CD31，CD34 表达阳性，且可以观察到实验组

凝胶内部的细胞呈现圆形聚集成串均匀分布。二维

培养环境下细胞贴壁生长容易形成接触抑制，而三

维培养解除了这一限制；凝胶纤维亲水端的 RGD 和

IKVAV活性结构亦能够增强细胞黏附，促进细胞增殖、

分化。

此次实验成功构建了血管化树枝状两亲性肽自

组装凝胶模块，该组织工程模块能够促进骨髓干细

胞向血管内皮细胞分化，但是该研究结果数据偏少，

未能充分证明不同组别骨髓间充质干细胞向血管化

内皮细胞定向诱导分化的差异，并且该组织工程模

块在股骨头缺血坏死治疗中的应用仍需进一步研究。
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