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·实验研究·

骨髓间质干细胞与 Ⅱ型胶原修饰的
PLGA黏附性的观察
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摘 　要 : [目的 ] 优化骨髓间质干细胞 ( bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs) 体外分离培养技术 , 改良

生物材料聚乙醇酸 -乳酸共聚物 (poly lactide2co glycolide, PLGA) 的细胞黏附性 , 观察 BMSCs与 Ⅱ型胶原修饰的 PL2

GA的黏附性。 [方法 ] 密度梯度离心法分离 BMSCs, 流式细胞分析法 ( FACS) 对细胞表面抗原、细胞活力、细胞周

期进行检测 , 相差显微镜观察细胞形态。相分离法制做 PLGA, Ⅱ型胶原进行表面修饰 , 取第三代干细胞与 PLGA附

和 , 扫描电镜观察细胞与材料的黏附情况。 [结果 ] BMSCs可在体外分离扩增 , 表达 CD29、CD44和 CD106, 不表达

CD34和 CD45, 细胞活力为 88196% , G02G1细胞占 90132%。细胞形态为长梭形 , Ⅱ型胶原表面修饰的 PLGA平均孔

径为 100μm, 与 BMSCs有较好的黏附性。 [结论 ] BMSCs可在体外长期、稳定培养 , 是理想的组织工程种子细胞。

Ⅱ型胶原表面修饰的 PLGA与干细胞有较好的黏附性 , 可用来做组织工程生物材料。
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Abstract: [ O bjective] To exp lore a method for isolating and culturing bone marrow mesenchymal stem cell (BMSCs) in

vitro, and imp rove the cellular conglutination ability of biomaterial poly2lactide2co2glycolic acid ( PLGA) , and observer the adhe2

sion of BMSCs cultured on PLGA modified with Ⅱ collagen. [M ethod] BMSCs were isolated and cultured in vitro. The cell exte2

rior antigen, cell livingness and cell cycle were analyzed by flow cytometry method, and cellular configuration was observed con2

tinually under invertd phase2contrast m icroscope. PLGA was made by phase separation, and was modified with Ⅱ collagen. The

third era BMSCs were cultured on PLGA, and its adhesion with biomaterial was observed scan electron m icroscope. [ Result] BM2

SCs could be isolated and cultured in vitro, and exp ress CD29, CD44, CD106, but not exp ress CD34, CD45. The cell livingness

was 88. 96% , cells in G02Glperiod are 90. 32%. The cell morphology was sp indle. The average diameter of PLGA modified with

Ⅱ collagen was 100μm, and PLGA has good adhesion with BMSCs. [ Conclusion] BMSCs could be cultured stability in vitro for

long time, and is good sem inal cell of tissue engineering. Ⅱ collagen can imp rove the cellular adhesion of PLGA, PLGA modified

with Ⅱ collagen is the good biomaterial of tissue engineering.
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　　组织工程修复受损组织的基本方法就是将种子细胞种植

于生物支架材料上 , 经体外培养一定时间后再植入体内达到

修复和重建受损组织的目的 , 所以细胞与生物支架材料的黏

附性就成了构建组织工程化组织和器官的关键问题之一。本

研究将体外提纯 , 扩增的 BMSCs种植到经 Ⅱ型胶原修饰的

PLGA材料上联合培养 , 扫描电镜观察其黏附情况 , 观察 Ⅱ

型胶原修饰的 PLGA材料的细胞亲和性 , 探索以 BMSC为种

子细胞 , 以 Ⅱ型胶原修饰的 PLGA为生物支架材料构建组织

工程的可行性 , 为临床组织工程的应用研究提供理论和实验

数据。
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1　材料和方法

111　材料和仪器

SD大鼠 (广东省动物中心 ) ; PLGA (济南迈康公司 ,

分子量 10万单位 ) ; 胎牛血清 ( FBS)、淋巴细胞分离液 (天

津 TBD公司 ) ; DMEM (Dulbecdo m inimum essential medium )

干粉培养基、胰蛋白酶、Ⅱ型胶原 ( Sigma公司 ) ; 流式细胞

仪 FACS A ria (美 国 BD 公 司 ) ; CD29F ITC、 CD44F ITC、

CD106PE、CD34PE和 CD45F ITC (Ancell公司 ) ; P I ( Sigma

公司 ) ; 扫描电镜 (日立公司 , 日本 )。

112　PLGA的制备合成及扫描电镜观察

70∶25的 PLGA溶解于二氧六环匀速搅拌 3 h, 溶液浇

铸平皿上 , - 20℃放置过夜 , 放入质量比为 30∶70的酒精溶

液中萃取 8 h, 连续 3次 , 将结块样品放入真空机冷冻干燥。

制备成 10 mm ×10 mm ×5 mm大小的样品 , 将上述得到的样

品 10个放入含 5 mg Ⅱ型胶原的 5 m l PBS溶液中振荡混合 1

h, 入真空机冷冻干燥。质量法测定其孔隙率 [ 1 ]。取小块 PL2

GA 材 料 , 固 定 于 2% 的 戊 二 醛 24 h, 011 mol/L PBS

(pH712) 洗 3次 , 不同梯度酒精逐级干燥 , 样品镀金 , 电镜

扫描。

113　BMSCs的体外培养

1个月龄 SD大鼠 , 脱颈处死 , 取双侧股骨 , 剔净软组

织 , 75%酒精浸泡消毒 5 m in, PBS洗 2次 , 剪断股骨一端

后 , 用带 5号针头的注射器将体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM (含 100 U /m l青霉素、100μg/m l链霉素和 20 U /m l

肝素 ) 冲洗股骨骨髓腔 , 取混合骨髓液 4 m l缓慢注入事先准

备好的含 6 m l的淋巴细胞分离液的离心管内 , 800 g离心 20

m in, 取出中间层的单核细胞接种于 25 cm2 培养瓶 , 37℃、

5% CO2 培养箱静置培养。5 d后首次换液 , 以后每隔 3 d换

液 , 长满后传代 , 取 P3 细胞进行实验。

114　BMSCs的形态学观察

原代及传代培养的细胞 , 用倒置相差显微镜逐日观察细

胞生长、增殖情况及形态特征。

115　BMSCs的鉴定

FACS检测 BMSCs的表面抗原 , 将对数生长期的 P4 细胞

消化分离 (37℃, 3～5 m in) , 收集细胞制成 1 ×106 个细胞 /

m l的细胞悬液。加入 500μl适当稀释度的 F ITC标记抗人

CD29、CD44、CD45 单克隆抗体 , PE 标记抗人 CD34 和

CD106单克隆抗体 , 反应 30 m in后检测。

116　BMSCs的生长曲线 , 细胞周期及活力的检测

取 P1、P3、P5 的细胞以 104 个细胞 /m l接种于 24孔培养

板内 , 每天同一时间消化 3孔计数 , 连续计数 8 d绘制生长

曲线。收集 P3 细胞 , 制成 1 ×106 个细胞 /m l的细胞悬液 ,

FACS对 BMSCs的细胞活力和细胞周期进行检测。

117　BMSCs与 Ⅱ型胶原修饰的 PLGA复合

取 P3 细胞 , 调整浓度为 106 个细胞 /m l。已制作好的支

架材料经 60 Co消毒后用无菌 DMEM培养基反复冲洗 , 培养箱

内晾干 , 把 PLGA放于 24孔板的孔底 , 滴加 100μl的细胞悬

液 , 培养 1 h后翻转 , 再在另一面滴加 100μl细胞悬液 , 培

养 1 h后加培养基淹没整个基质材料 , 每周换液 2次 , 体外

培养 2周 , 分别在复合后 1、7、14 d取材 , 作扫描电镜观

察。

2　结 　果

211　Ⅱ型胶原修饰的 PLGA扫描电镜观察

合成的复合 PLGA为多孔的三维立体结构 , 电镜扫描可

见 : PLGA内部形成大小不一的大孔和互连的小孔 , 彼此相

互交通 , 支架四处均可见白色的微小 Ⅱ型胶原颗粒 (图 1)。

应用质量法测得的孔隙率为 90% , 孔径在 50～200μm之间 ,

平均孔径为 100μm。

212　BMSCs形态学观察

原代细胞的观察 : 刚接种的细胞呈球形悬浮于培养液

中 , 8～10 h开始逐渐沉降贴壁 , 48 h少数贴壁细胞呈成纤

维细胞样外形 , 3～5 d贴壁细胞开始增殖呈克隆生长 , 5～7

d后部分细胞成细胞团簇 , 细胞多为梭形 , 胞核明显为卵圆

形或圆形。可见 1～3个核仁 , 胞质丰富、胞浆清晰。原代培

养 12 d可长满瓶底。培养液中的渣滓随换液被逐渐清除。

传代细胞的观察 : 传代后的细胞增殖迅速 , 2～4 h开始

贴壁 , 6～8 h贴壁基本完全 , 于 3 d细胞数量开始明显增多 ,

5～6 d可长满瓶底 , 融合成片状 , 细胞排列更加整齐 , 细胞

均匀分布 , 生长较均匀一致 , 杂细胞已较少 (图 2)。传 6代

以上的细胞可见胞体增大 , 胞质稀薄 , 细胞的增殖速度较以

前已有所减慢。传至 9～10代细胞已出现衰老死亡现象。

213　BMSCs鉴定

流式细胞表面抗原标志 , CD29表达为 97198% , CD106

表达 为 63138% , CD44 表 达 为 52161% , CD34 表 达 为

0166% , CD45表达为 0157% (图 3a、b、c)。

214　BMSCs生长曲线 , 细胞周期及活力的检测

21411　生长曲线 　P1、P3、P5 BMSCs在接种的 0～1 d细胞

处于潜伏期 , 2 d细胞开始增殖 , 3 d进入快速生长期 , 从 5

d开始进入平台期 (图 4)。

21412　细胞周期及活力 　 FACS检测 P3 细胞的活力为

88196% (图 5 ) , 细胞周期中 G02G1: 90132% , G2 - M:

8103, S: 1150% , G2 /G: 0115 (图 6)。

215　BMSCs与 Ⅱ型胶原修饰的 PLGA复合及增殖

扫描电镜观察发现 BMSCs复合到 Ⅱ型胶原修饰的 PLGA

支架后 2 d, 即在 PLGA基质材料上黏附和伸展 , 呈成纤维样

细胞。7 d时细胞数量已明显增多 , 与支架材料结合较紧密

(图 7)。14 d时 , 细胞增殖 , 相互间融合 , 并有大量的细胞

外基质分泌 , 大部分材料颗粒被覆盖 (图 8、9)。
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3　讨 　论

骨基质材料是骨组织工程的关键构成要素。相对于不可

降解的骨基质材料 (如 HA) , 可降解的生物材料在植入体内

后能最终被再生组织所取代 , 勿需 2次手术取出 , 成为临床

上较为常用的骨替代品。 PLGA 是乳酸和乙醇酸聚合而成 ,

是目前国内外常用的支架材料 [ 2 ] , 其结构及亲水、疏水性可

以通过两者的不同比例进行调节 , 从而决定支架材料在体内

的降解速率 [ 3 ] , 它在体内降解的最终代谢产物为 CO2 和

H2O, 不在体内蓄积 , 几乎没有毒副作用 , 已被美国食品与

药品管理局 ( FDA) 批准用于缝线、暂时性支架和药物缓释

载体 [ 4 ]。胶原是一种软、硬组织工程经常使用的天然材料 ,

它可以增强细胞的黏附效果、避免反应物反应、增加生物的

安全性 , Hosokawa R [ 5 ]等人已把胶原用来作为 bFGF、NGF、

IGF2α等的载体 , 并取得较好的结果。本实验用物理方法用

Ⅱ型胶原修饰 PLGA, 增加它的细胞黏附性 , 改良其生物活

性 , 本实验所制作的 PLGA孔径在 50～200μm之间 , 平均为

100μm, 完全符合 Yaylaoglu MB [ 6 ]等人得出的结论 “支架材

料的孔径略大于拟植入细胞的大小 ”。

BMSCs是一种存在于骨髓网状间质内的非造血干细胞 ,

具有分化成各种间叶组织的功能。近年来研究表明 BMSCs体

外分离培养后 , 在一定的诱导条件下具有向成骨细胞、软骨

细胞、神经细胞、脂肪细胞、心肌细胞、肝细胞等定向分化

的能力 [ 7 ] , BMSCs为贴壁细胞 , 它表面标志并非单一性 , 它

表达间质细胞、内皮细胞和表皮细胞的表面标志 , BMSCs能

够不断自我复制而不分化 , 在其增殖分化过程中表面标志不

断变化。一般认为整合素家族成员 CD29, 黏附分子 CD44,

CD106等是 BMSCs保持未分化状态时较为特异性的表面标

志 [ 8 ] , 虽然 BMSCs与造血细胞共同存在于骨髓中 , 但不表达

造血系统的标志 , 如 CD14、CD34及白细胞共同抗原 CD45。

本实验从骨髓中分离贴壁生长的 BMSCs, 流式细胞仪分析第

4代 BMSCs强表达 CD29, 表达 CD44和 CD106, 而不表达

CD34、CD45, 证实其为 BMSCs应用单核细胞分离液从骨髓

中分离贴壁生长的 BMSCs是一种经济、简单、有效的分离方

法。本实验中分离所得的 BMSCs在低糖 DMEM培养基中扩

增较迅速 , 具有较强的增殖能力 , 体外培养至第 8代仍保持

未分化状态 , 为体外组织工程成骨提供了足够的准备时间。

BMSCs作为骨组织工程中首选的种子细胞 , 具有取材方便 ,

增殖能力、成骨能力强 [ 9 ] , 免疫原性弱 [ 10, 11 ] , 基因容易导入

等优点 , 在目前骨组织工程中应用非常普遍 [ 12 ]。

细胞与基质材料的相互作用也是组织工程研究的主要领

域 , 其中细胞与材料的黏附是基础 , 细胞必须与材料发生适

当的黏附 , 才能进行迁移、增殖和分化。实验结果表明 :

BMSCs接种到支架材料上后 24 h就已贴附、伸展。本实验通

过扫描电镜观察发现 : 复合 PLGA支架上的 BMSCs在 3 d已

牢固地附着于材料表面 , 分泌胞外基质 , 至复合后 14 d,

BMSCs增殖明显 , 细胞和分泌的胞外基质已覆盖材料大部分

颗粒 , 提示 BMSCs复合于 PLGA后 , 其黏附、增殖和分化特
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性未受明显影响。

综上所述 , 本实验采用相分离法合成 PLGA, 经 Ⅱ型胶

原修饰后其大体形态、微结构等方面都令人满意。BMSCs在

体外复合 PLGA后 , 通过形态学观察 , 发现 BMSCs可在 Ⅱ型

胶原修饰的 PLGA表面良好附着、伸展、增殖 , 分泌胞外基

质 , 因此本文认为复合材料 PLGA对细胞生长和功能表达无

抑制作用 , Ⅱ型胶原可明显增加生物材料的细胞黏附性 ,

BMSCs可以在经 Ⅱ型胶原修饰的 PLGA表面长期增殖生长。

作者将进一步深入研究材料的机械强度、理化性质、移植细

胞的寿命及定向分化等问题 , 为下一步将要进行的体内移植

应用打下基础。
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·新书推介·

内　容　提　要

随着导航技术的发展 , 矫形外科和创伤骨科从一种依赖

于三维图像和手术经验的外科技术转变为计算机介导的重建

及损伤基础上的介入治疗。这些技术将逐渐被广泛应用。本

书分 8章 , 讲解了导航技术概述 , 导航技术在颈椎内固定手

术、胸腰椎内固定技术、骨盆后环损伤、骨盆前环及髋臼损

伤、髋部骨折、膝部骨折、四肢骨折中的应用。适于骨科临

床医师及专业研究人员学习参考。需要者请与人民军医出版

社发行部联系 : 北京市 100036 信箱 188 分箱 , 邮编 :

100036, 电话 : (010) 66882586, 传真 : (010) 68222916或

到当地新华书店购买。
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