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三维打印人工骨支架结合BMP-7和VEGF
双重转染干细胞修复兔桡骨缺损

李旭1 刘征宇1 赵宇1 王楠1 崔军1 郑海峰1△

[摘要] 目的:通过3D打印羟基磷灰石(HA)、丝素蛋白(SF)和聚乳酸(PLA)三元复合材料人工骨支

架,结合双重转染骨形态发生蛋白-7(BMP-7)和血管内皮生长因子(VEGF)间充质干细胞(MSCs),构

建骨组织工程材料用于修复兔桡骨骨缺损模型,并观察其骨组织修复效果。方法:利用3D打印技术制

作羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳酸复合支架,通过扫描电子显微镜(SEM)观察其微观结构,确定其多孔

性和抗压强度。培养兔间充质干细胞,随后采用双重基因转染技术,将BMP-7和VEGF导入细胞内,
并检测转染后的基因表达水平。将转染后的干细胞与羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳酸支架共培养,并移

植至兔桡骨骨缺损模型中。本实验设四组:对照组、单独支架组、单独干细胞组、支架与转染干细胞组。
通过碱性磷酸酶(ALP)活性检测、茜素红染色、Micro-CT扫描、组织切片染色等方法评估各组成骨效

果。结果:成骨活性(碱性磷酸酶活性):支架+MSC组的碱性磷酸酶活性显著高于其他组,差异有统计

学意义(P<0.01)。支架+MSC组随着时间推移,成骨活性不断增强。矿化水平:支架+MSC组矿化

面积占比在术后第4,8,12周均显著高于其他组(P<0.01),尤其在术后第12周时达到71.9%,显示出

较强骨矿化能力。骨密度:术后第12周,支架+MSC组骨密度为0.85
 

g/cm3,显著高于其他组,差异有

统计学意义(P<0.01),表明其成骨效果最优。血管生成:支架+MSC组血管密度显著高于其他组,差

异有统计学意义(P<0.01),VEGF基因转染显著促进血管生成,增强新生骨血供。成骨基因表达:术

后第8周时,支架+MSC组成骨相关基因(RUNX2、ALP、OCN)表达显著高于其他组,差异有统计学

意义(P<0.01),证实双重基因转染对成骨过程有促进作用。结论:成功构建基于羟基磷灰石/丝素蛋

白/聚乳酸复合材料的骨组织工程支架,并通过BMP-7和VEGF双重基因转染技术促进间充质干细胞

的成骨和血管生成,可为临床开展大段骨缺损修复提供理论依据。
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Abstract Objective:To

 

construct
 

a
 

bone
 

tissue
 

engineering
 

material
 

using
 

a
 

3D-printed
 

artificial
 

bone
 

scaffold
 

composed
 

of
 

hydroxyapatite
 

(HA),silk
 

fibroin
 

(SF),and
 

polylactic
 

acid
 

(PLA),combined
 

with
 

bone
 

morphogenetic
 

protein-7
 

(BMP-7)
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

dual-transfected
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(MSCs),to
 

repair
 

rab-
bit

 

radial
 

bone
 

defects
 

and
 

observe
 

its
 

bone
 

tissue
 

repair
 

efficacy.Methods:A
 

HA/SF/PLA
 

composite
 

scaffold
 

was
 

fabrica-
ted

 

using
 

3D
 

printing
 

technology,and
 

its
 

microstructure
 

was
 

observed
 

via
 

scanning
 

electron
 

microscopy
 

(SEM)
 

to
 

assess
 

porosity
 

and
 

compressive
 

strength.Rabbit
 

MSCs
 

were
 

cultured,and
 

dual-gene
 

transfection
 

of
 

BMP-7
 

and
 

VEGF
 

was
 

per-
formed,with

 

gene
 

expression
 

levels
 

monitored
 

post-transfection.The
 

transfected
 

MSCs
 

were
 

co-cultured
 

with
 

the
 

HA/

SF/PLA
 

scaffold
 

and
 

implanted
 

into
 

a
 

rabbit
 

radial
 

bone
 

defect
 

model.The
 

study
 

included
 

four
 

groups:control
 

group
 

with
 

no
 

cells
 

or
 

scaffold,scaffold-only
 

group,MSC-only
 

group,and
 

scaffold
 

+
 

transfected
 

MSC
 

group.The
 

osteogen-

ic
 

effects
 

were
 

evaluated
 

using
 

alkaline
 

phosphatase
 

(ALP)
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activity,Alizarin
 

Red
 

staining,Micro-CT
 

scanning,and
 

histological
 

staining.Results:Osteogenic
 

activity
 

(ALP
 

activity):

At
 

all
 

time
 

points,the
 

ALP
 

activity
 

in
 

the
 

scaffold+MSC
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.01).Over
 

time,the
 

ALP
 

activity
 

gradually
 

increased,the
 

scaffold+MSC
 

group
 

indicating
 

a
 

continuous
 

enhance-
ment

 

of
 

osteogenic
 

activity.Mineralization
 

Level:The
 

scaffold+MSC
 

group
 

showed
 

a
 

significantly
 

higher
 

percentage
 

of
 

mineralized
 

area
 

at
 

4,8,and
 

12
 

weeks
 

compared
 

to
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.01),reaching
 

71.9%
 

at
 

12
 

weeks,demonstra-
ting

 

a
 

strong
 

bone
 

mineralization
 

capacity.Bone
 

Density:At
 

12
 

weeks
 

post-surgery,the
 

bone
 

mineral
 

density
 

(BMD)
 

in
 

the
 

scaffold+MSC
 

group
 

was
 

0.85
 

g/cm3,significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.01),indicating
 

opti-
mal

 

osteogenic
 

performance.Vascularization:The
 

vascular
 

density
 

in
 

the
 

scaffold+MSC
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.01).VEGF
 

gene
 

transfection
 

significantly
 

promoted
 

vascular
 

formation,enhancing
 

the
 

blood
 

supply
 

to
 

the
 

newly
 

formed
 

bone.Osteogenic
 

Gene
 

Expression:At
 

8
 

weeks,the
 

expression
 

levels
 

of
 

osteogenic-
related

 

genes
 

(RUNX2,ALP,OCN)
 

in
 

the
 

scaffold+MSC
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.01),further
 

confirming
 

the
 

promoting
 

effect
 

of
 

dual
 

gene
 

transfection
 

on
 

the
 

osteogenesis
 

process.Conclusion:This
 

study
 

successfully
 

constructed
 

a
 

bone
 

tissue
 

engineering
 

scaffold
 

based
 

on
 

HA/SF/PLA
 

composite
 

material
 

and
 

demon-
strated

 

that
 

BMP-7
 

and
 

VEGF
 

dual-gene
 

transfection
 

effectively
 

promoted
 

MSC
 

osteogenesis
 

and
 

angiogenesis.This
 

pro-
vides

 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

clinical
 

repair
 

of
 

large
 

bone
 

defects.
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  骨缺损的修复一直是骨科的重大难题[1],传统的

自体骨和异体骨移植存在供体有限、免疫排斥和并发

症等问题,亟需更有效的替代疗法[2]。近年来,骨组织

工程技术迅速发展,通过支架材料、种子细胞和生长因

子构建新骨成为研究热点[3]。3D打印技术因其能够

精确控制支架的结构和性能,在构建骨组织工程材料

方面具有显著优势[4]。羟基磷灰石(Hydroxyapatite,

HA)、丝素蛋白(Silk
 

Fibroin,SF)和聚乳酸(Polylac-
tic

 

Acid,PLA)三元复合材料兼具生物相容性、机械强

度和适中的降解速率,是理想的骨组织工程支架材

料[5]。间充质干细胞(Mesenchymal
 

Stem
 

Cell,MSC)
作为种子细胞,具有自我更新和多向分化潜力[6]。通

过骨形态发生蛋白-7(BMP-7)和血管内皮生长因子

(VEGF)的双重基因转染,可以显著提高间充质干细

胞的成骨和促血管生成能力,加速骨修复过程[7-9]。本

研究通过3D打印技术构建羟基磷灰石/丝素蛋白/聚

乳酸复合支架,结合双重基因转染间充质干细胞,旨在

开发新型骨组织工程材料,用于修复兔桡骨骨缺损,为
临床大段骨缺损治疗提供新策略,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选用健康的新西兰兔40只,体重为2.5~3.0
 

kg,
购于大连医科大学(SCXK(辽)2024-0001)。本研究进

行的动物实验经大连医科大学动物实验中心伦理委员

会审核批准(动(伦)2024-05028)。

1.2 药品和试剂

羟基磷灰石(HA,美国Sigma-Aldrich公司),丝
素蛋白(SF,日本Seiren公司),聚乳酸(PLA,美国

NatureWorks公司),基因转染试剂(LipofectamineTM
 

3000,美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司),BMP-7质

粒(美国 Addgene公司),VEGF质粒(美国 Addgene
公司),DMEM 培养基(Gibco,美国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific公司),胎牛血清(FBS,美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司),抗生素溶液(青霉素/链霉素,美国

Sigma-Aldrich公司),碱性磷酸酶检测试剂盒(ALP,
中国Beyotime

 

Biotechnology公司),茜素红染色试剂

盒(中国Solarbio
 

Life
 

Sciences公司),免疫组化试剂

(CD31抗体,英国
 

Abcam公司),qPCR试剂盒(SYBR
 

Green,日本Takara
 

Bio公司),Western
 

Blot试剂(美
国Bio-Rad

 

Laboratories公司)。

1.3 实验仪器

3D打印机(荷兰Ultimaker公司),支架环氧乙烷

灭菌设备(美国3M 公司),Micro-CT设备(SkyScan
 

1176,比利时Bruker
 

Micro-CT公司)。

1.4 方法

1.4.1 溶液制备 将羟基磷灰石粉末加入丝素蛋白

溶液中,按照羟基磷灰石/丝素蛋白的质量比4∶1在搅

拌器中混合,确保羟基磷灰石均匀分散在丝素蛋白中。
用超声波处理器对混合液进行超声处理,进一步提高

羟基磷灰石的分散性,确保其在丝素蛋白中均匀分布。
将聚乳酸颗粒加入到氯仿或二氯甲烷中,轻轻搅拌至

完全溶解,制备成浓度为10%~15%的聚乳酸溶液。
将已准备好的羟基磷灰石/丝素蛋白混合液与聚乳酸

溶液按照设定的比例(羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳酸

为4∶1∶5)混合,用搅拌器均匀混合,得到均匀的复合

材料溶液。

1.4.2 3D打印 根据所需的支架结构设计3D打印

模型,采用计算机辅助设计(CAD)软件建模,确定支
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架的孔径、孔隙率和层间连接等参数。设置3D打印

机的打印速度、层厚(通常为0.1~0.2
 

mm)、温度(通
常为190~220

 

℃)等打印参数,确保打印过程的稳定

性。采用熔融沉积成型(FDM)技术,将复合材料溶液

注入到3D打印机的挤出头中,逐层打印成型。保持

打印环境的温度和湿度,以确保材料的稳定性。打印

完成后,得到的羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳酸支架应

具有良好的孔隙结构和力学强度。3D打印羟基磷灰

石/丝素蛋白/聚乳酸人工骨支架的基本参数:孔径

500
 

μm;孔隙率为60%;力学强度方面,支架抗压强度

为7.35
 

MPa,弹性模量为235.92
 

MPa;支架设计为较

粗糙的表面以促进细胞附着和增殖,有助于支架在骨

缺损修复中的效果与安全性。

图1 3D打印羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳酸人工骨支架

1.4.3 后处理 为提高支架的机械强度和稳定性,采
用化学交联方法,选择戊二醛(GA)对打印完成的支架

进行处理。将支架浸泡在交联剂溶液中,反应时间为

1~2
 

h,然后用去离子水洗涤,去除未反应的交联剂。
将交联后的支架在真空干燥箱中干燥至恒重,温度控

制在30~40
 

℃,干燥后通过环氧乙烷或高压灭菌等方

法对支架进行消毒,以确保其无菌状态,便于后续的生

物实验。

1.4.4 细胞培养与基因转染

1.4.4.1 间充质干细胞(MSCs)的分离与培养 实验

采用健康新西兰兔的骨髓间充质干细胞(Bone
 

Marrow-
derived

 

Mesenchymal
 

Stem
 

Cells,BM-MSCs)。兔的选

择标准为体重2.5~3.0
 

kg,健康无疾病。在无菌条

件下对实验动物进行全身麻醉,通过穿刺兔的髂骨或

股骨,用注射器抽取5~10
 

mL骨髓液。密度梯度离

心:将骨髓液与等量的淋巴细胞分离液(Ficoll或

Percoll密 度 梯 度 液)混 合,然 后 以 1
 

000g 离 心

30
 

min,分离出单个核细胞层。细胞收集:用移液管小

心吸取单个核细胞层,置于PBS中洗涤2或3次,以
去除残留的分离液。

1.4.4.2 间充质干细胞的培养与扩增 将收集的细

胞悬液接种于培养瓶中,培养基为低糖 Dulbecco􀆳s
 

Modified
 

Eagle
 

Medium(DMEM)添加10%胎牛血清

(FBS)、1%青霉素-链霉素(P/S)。培养条件为37
 

℃
下5%CO2 的湿润培养箱中。培养48

 

h后,更换培养

基去除未贴壁的细胞。之后每2~3
 

d更换一次培养

基,待细胞达到80%~90%融合后,用0.25%胰蛋白

酶消化细胞,进行传代培养。通常进行2或3次传代

后用于实验。细胞在传代过程中,保留一部分用于细

胞冻存,保存于液氮中供后续使用。

1.4.4.3 间充质干细胞鉴定 通过流式细胞仪检测

间充质干细胞表面标志物(CD73、CD90和CD105阳

性,CD34和CD45阴性),确保所分离细胞为间充质干

细胞。

1.4.4.4 双重基因转染 本实验采用 BMP-7和

VEGF基因的双重转染技术,提升间充质干细胞的成

骨和促血管生成能力,具体转染过程如下:提取BMP-7
和VEGF的表达质粒,用质粒提取试剂盒(EndoFree

 

Plasmid
 

Kit)纯化质粒DNA。通过紫外分光光度计测

量质粒浓度(OD260/OD280比值应在1.8~2.0之

间),确保质粒的纯度和浓度合适。在转染前24
 

h,将
间充质干细胞接种到6孔板或直径10

 

cm培养皿中,
细胞密度为70%~80%,以确保细胞处于对数生长

期,转染时细胞状态最佳。

1.4.4.5 基因转染方法 本实验采用脂质体介导的

转染 方 法 (X-tremeGENE
 

DNA
 

Transfection
 

Rea-
gent),具体步骤如下:在无菌条件下,将所需量的

BMP-7质粒和VEGF质粒(每孔各500~1
 

000
 

ng)加
入到Opti-MEM(无血清培养基)中,轻轻混匀。将适

量的 转 染 试 剂(Lipofectamine
 

3000)稀 释 在 Opti-
MEM中,按照质粒质量和试剂体积的比例(1∶2)配
置。将质粒溶液与转染试剂溶液混合,室温下静置

5~10
 

min,形成DNA-脂质体复合物。转染操作:小
心移去间充质干细胞的培养基,加入含有DNA-脂质

体复合物的Opti-MEM 溶液。在37
 

℃下5%CO2 培

养箱中孵育4~6
 

h,然后用含有10%FBS的DMEM
完全培养基替换Opti-MEM,继续培养48

 

h。

1.4.4.6 转染效率的评估 转染后24~48
 

h,在质粒

DNA中加入绿色荧光蛋白(GFP)标记,可以通过荧光

显微镜观察细胞中的绿色荧光,初步评估转染效率。提

取转染细胞的RNA,逆转录为cDNA后,通过定量PCR
(qPCR)检测BMP-7和VEGF的 mRNA表达水平,相
对表达结果与对照组进行比较。通过蛋白质提取与

SDS-PAGE电泳,用针对BMP-7和VEGF的抗体进行

Western
 

Blot分析,以验证蛋白质水平的表达。

1.4.5 动物实验

1.4.5.1 兔桡骨缺损模型的建立 手术前禁食

12
 

h,在无菌条件下对兔进行全身麻醉,暴露桡骨并用

骨钻在桡骨中制作直径5
 

mm的圆形骨缺损。对照组
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不植入任何材料。单独支架组植入羟基磷灰石/丝素

蛋白/聚乳酸支架。单独 MSC组将转染后的间充质

干细胞植入缺损处。支架+MSC组将含有间充质干

细胞的复合支架植入缺损处。

1.4.5.2 术后护理与取样 手术结束后对实验动物

切口进行无菌缝合。术后每天观察动物的饮食、行为

和伤口愈合情况,必要时给予抗生素预防感染。取样

时间:术后第2,4,8,12周,分别进行成骨活性检测、矿
化水平分析和组织学检测。

1.4.6 实验检测与评估

1.4.6.1 影像学检查 在术后即刻及术后第2,4,8,

12周,通过X线定期检查兔桡骨缺损及修复情况,并
进行记录。

1.4.6.2 成骨活性检测(碱性磷酸酶活性) 在术后

第2,4,8,12周,抽取缺损部位的骨组织样本,用碱性

磷酸酶检测试剂盒测定碱性磷酸酶活性。每组取样后

立即分析,结果以U/L为单位表示。

1.4.6.3 矿化水平分析 采用茜素红染色对新骨的

矿化结节进行染色,定量分析不同时间点(术后第4,

8,12周)的矿化面积。用显微镜拍摄图片,并通过

Image
 

J软件定量分析矿化结节面积百分比。

1.4.6.4 骨密度测定(Micro-CT) 在术后第12周

时,镜下观察包括苏木精-伊红(HE)染色,Masson-
Goldner染色与Elastica

 

van
 

Gieson染色。用 Micro-
CT对每组样本进行三维成像,重建骨缺损区域,测量

骨密度(BMD),结果单位以g/cm3 表示。

1.4.6.5 血管生成检测 用免疫组化染色(CD31抗

体)对术后第12周的血管生成进行检测,计算每个视

野下的血管数量,评估血管密度。

1.4.6.6 基因表达分析 通过qPCR检测术后第8
周时成骨相关基因(RUNX2、OCN、ALP)的表达水

平,计算相对表达量。

1.5 统计学方法

实验数据用SPSS
 

26.0软件进行统计学比较分

析。计量数据以x±s 形式表示,首先通过Shapiro-
Wilk检验评估正态性,Levene检验验证方差齐性。符

合正态分布且方差齐的数据,两组间比较采用t检验,
多组比较采用单因素方差分析;非正态或方差不齐的

数据采用 Mann-Whitney
 

U 检验或Kruskal-Wallis
 

H
检验。计数资料比较则采用秩和检验或χ2 检验对统

计结果进行分析。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 影像学检查

在术后即刻及手术后第2,4,8,12周,通过X线

定期检查兔桡骨缺损以及修复情况,并进行记录,对不

同时间点骨形成情况进行比较,支架+MSC组在术后

第2,4,8,12周骨形成显著优于其他三组,差异有统计

学意义(P<0.01),见图2。

图2 影像学检查结果

2.2 成骨活性评估

记录各组在术后第2,4,8,12周的碱性磷酸酶活

性检测结果。采用单因素方差分析对不同时间点的碱

性磷酸酶活性进行比较,支架+MSC组在术后第2,

4,8,12周的碱性磷酸酶活性显著优于其他三组,差异

有统计学意义(P<0.01),见表1。

2.3 矿化水平评估

记录各组在术后第4,8,12周的矿化面积百分比

(%):采用Tukey事后检验对各组矿化面积进行比

较,支架+MSC组的矿化水平在术后第4,8,12周均

显著高于其他三组,差异有统计学意义(P<0.01)。
尤其是在术后第12周,支架+MSC组的矿化面积占

比达到71.9%,显著高于单独支架组和单独 MSC组,
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表1 各组在不同时间点的成骨活性比较(n=10,x±s,U/L)

组别 术后第2周 术后第4周 术后第8周 术后第12周

对照组 23.5±3.21) 32.7±4.11) 41.4±5.31) 49.7±5.81)

单独支架组 45.8±4.51)2) 58.9±5.21)2) 72.1±6.41)2) 82.4±7.21)2)

单独 MSC组 52.1±5.31)2)3) 68.4±6.21)2)3) 82.3±7.01)2)3) 96.7±8.41)2)3)

支架+MSC组 87.3±6.81)2)3)4) 127.6±8.11)2)3)4) 159.3±9.61)2)3)4) 175.4±10.51)2)3)4)

F 233.6 311.8 215.6 221.9
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:1)同一组内不同时间点相比,P<0.05;2)与对照组相比,P<0.05;3)与单独支架组相比,P<0.05;4)与单独MSC组相比,P<0.05。

差异有统计学意义(P<0.01),见表2。
表2 各组在不同时间点的矿化水平(矿化面积占比)

比较(n=10,x±s,%)

组别 术后第4周 术后第8周 术后第12周

对照组 5.6±1.31) 9.8±2.11) 12.7±2.41)

单独支架组 9.8±2.11)2) 31.4±3.71)2) 41.5±4.21)2)

单独MSC组 12.7±2.41)2)3) 34.6±4.11)2)3) 47.8±4.71)2)3)

支架+MSC组18.4±2.21)2)3)4)58.2±4.51)2)3)4) 71.9±5.31)2)3)4)

F 153.9 175.9 211.5
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)同一组内不同时间点相比,P<0.05;2)与对照组相比,

P<0.05;3)与单独支架组相比,P<0.05;4)与单独 MSC组相

比,P<0.05。

2.4 骨密度评估

首先对各组分别进行 HE染色、Masson-Goldner
染色与Elastica

 

van
 

Gieson染色,见图3。图3中白箭

头指示结缔组织区域,黑箭头指示骨生长并显示骨组

织的孔状结构。Micro-CT扫描评估各组在术后第12
周时的骨密度,对照组为(0.45±0.05)g/cm3,单独支

架组为(0.65±0.07)g/cm3,单独 MSC组为(0.72±
0.08)g/cm3,支架+MSC组为(0.85±0.09)g/cm3。
用单因素方差分析对各组骨密度进行比较,结果显示

支架+MSC组的骨密度显著高于其他三组,差异有统

计学意义(P<0.01)。与对照组相比,支架+MSC组的

骨密度提高了约88.9%,见图3和图4。

图3 HE染色结果(×100)
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图4 实验动物术后第12周进行 Masson-Goldner染色

与Elastica
 

van
 

Gieson染色(×200)

2.5 血管生成评估

记录术后第12周时的血管密度(血管数量/视

野),对照组为6.7±1.4,单独支架组为15.3±2.1,单
独 MSC组为21.8±2.8,支架+MSC组为34.2±
3.6。通过单因素方差分析比较各组的血管密度,结果

显示支架+MSC组的血管密度显著高于其他三组,差
异有统计学意义(P<0.01)。支架+MSC组的血管

生成能力显著增强,是对照组的5倍,差异有统计学意

义(P<0.01),见图3和图4。

2.6 成骨基因表达

定量PCR检测了在术后第8周时与成骨相关的

基因(RUNX2、ALP、OCN)的相对表达水平,统计学

分析结果显示,支架+MSC组的RUNX2、ALP、OCN
表达水平显著高于其他三组,差异有统计学意义(P<

0.01),见表3。
表3 各组在术后第8周时的成骨相关基因表达

比较(n=10,x±s)

组别 RUNX2 ALP OCN
对照组 1.0±0.2 1.0±0.1 1.0±0.1 

单独支架组 2.5±0.41) 2.9±0.51) 2.3±0.41)

单独 MSC组 3.8±0.61)2) 4.2±0.71)2) 3.6±0.51)2)

支架+MSC组 6.7±0.91)2)3)7.4±1.01)2)3) 6.5±0.81)2)3)

F 121.3 165.6 179.5
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与单独支架组相比,P<
0.05;3)与单独 MSC组相比,P<0.05。

3 讨论

3D打印技术作为一种先进的制造技术,能够精确

控制支架的孔隙结构和几何形状,在骨组织工程中具

有明显优势[10]。与传统支架制造方法相比,3D打印

能够根据特定骨缺损需求定制支架[11-15],特别对于复

杂骨缺损修复,此技术可以显著提高支架与骨缺损部

位匹配性[16]。双重基因转染技术在骨组织工程中具

有显著的生物学优势;骨形态发生蛋白-7作为一种重

要成骨诱导因子,能够促进间充质干细胞向成骨细胞

分化,并显著增加新骨形成;血管内皮生长因子则通过

促进血管生成,改善局部组织的血供,为新生骨组织提

供必要的营养[17-21]。本研究通过3D打印技术构建了

由羟基磷灰石、丝素蛋白和聚乳酸三元复合材料制成

的骨组织工程支架,并结合骨形态发生蛋白-7和血管

内皮生长因子双重基因转染的间充质干细胞,详细观

察了其在兔桡骨骨缺损修复中的成骨及促血管生成作

用,结果表明支架+MSC组在成骨活性、矿化水平、骨
密度及血管生成方面均显著优于单一支架或干细胞

组,验证了该复合材料的成骨潜力。
成骨活性是评价骨组织工程材料成骨效果的重要

指标之一[22],碱性磷酸酶是成骨细胞早期分化的标志

物,其活性反映了骨形成的初期状态[23]。本研究中,
支架+MSC组在术后第2,4,8,12周的碱性磷酸酶活

性均显著高于对照组和其他组,表明双重基因转染的

间充质干细胞显著促进了早期成骨细胞的分化。这与

先前研究结果一致,即骨形态发生蛋白-7作为成骨因

子能够强效诱导间充质干细胞向成骨细胞分化,而血

管内皮生长因子通过促进局部血管生成,为成骨细胞

提供足够的血供。碱性磷酸酶活性随时间增加,说明

成骨活性持续增强,这表明双重基因转染不仅能促进

早期成骨,还能在长时间内维持较高的成骨效率。
矿化是成骨过程中最重要的晚期阶段,其标志是

骨基质中钙磷盐的沉积[24]。本研究中支架+MSC组

在术后第4,8,12周的矿化面积占比均显著高于单独

支架和 MSC组,术后第12周时矿化面积达71.9%,
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表明骨形态发生蛋白-7和血管内皮生长因子的双重

基因转染明显加速了骨组织的矿化进程。骨形态发生

蛋白-7不仅能诱导间充质干细胞分化为成骨细胞,还
能促进骨基质的矿化。血管内皮生长因子通过促进新

生血管的生成,增加了骨组织血供和营养供应,从而进

一步加速了矿化进程,矿化水平提高提示复合支架能

够更快、更稳定地形成新骨组织。
骨密度是衡量新生骨质量和强度重要指标[25],

Micro-CT结果表明,支架+MSC组在术后第12周的

骨密度(0.85
 

g/cm3)显著高于其他组,说明双重基因

转染不仅促进早期成骨和矿化,而且在长时间内维持

了较高骨密度。这与矿化水平结果一致,支架+MSC
组的矿化和骨密度均表现出最佳效果,表明双重基因

转染对骨修复效果具有明显增强作用[26]。骨形态发

生蛋白-7和血管内皮生长因子共同作用可以显著提

高骨密度,骨形态发生蛋白-7通过增强成骨细胞的分

化和矿化作用,而血管内皮生长因子通过增加局部血

管化,改善新生骨组织的血供,这些因素共同促进了新

骨组织形成和成熟。
血管生成在骨组织再生过程中起着至关重要作

用[27],良好的血管网络可以为新生骨组织提供必要营

养和氧气。本研究中,支架+MSC组血管密度显著高

于其他组,血管内皮生长因子基因转染明显促进局部

血管生成,证明血管内皮生长因子是一种主要血管生

成因子,能够刺激血管内皮细胞增殖、迁移,并促进新

生血管形成。足够的血供不仅有助于为成骨过程提供

能量,还能促进骨组织内废物清除,维持局部微环境稳

态,因此,血管内皮生长因子共转染明显加速了骨组织

修复进程。
术后第8周时,支架+MSC组成骨相关基因

(RUNX2、ALP、OCN)表达显著高于其他组,进一步

验 证 了 双 重 基 因 转 染 对 成 骨 过 程 的 促 进 作 用。

RUNX2是成骨细胞早期分化的关键调控因子,碱性

磷酸酶是成骨细胞分化早期标志,而骨钙素(OCN)则
是成骨细胞成熟标志[28]。这些基因高表达说明间充

质干细胞在双重基因转染后,成骨能力显著增强,成骨

细胞从早期分化到晚期矿化均得到良好促进作用。骨

形态发生蛋白-7基因的过表达直接上调了RUNX2、
碱性磷酸酶等成骨相关基因,而血管内皮生长因子通

过促进血管生成,为成骨细胞提供了良好生长环境,使
其功能得到充分发挥。

本研究设立4个实验组,每组10只兔,术前饲养

过程中未死亡。移植手术后,每只兔取3个骨组织样

本用于评估骨修复、骨再生及生物相容性等。尽管因

手术创伤、感染或骨不愈合等原因有2只兔死亡,2个

样本无法继续分析,但已及时排除不合格样本,确保最

终数据的有效性和代表性。
尽管本研究显示了双重基因转染间充质干细胞

与羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳酸复合支架在骨缺损

修复中的显著优势,但实验仍存在一些局限性。首

先,实验是在兔桡骨骨缺损模型中进行的,其结果可

能不能完全代表人体骨修复过程。其次,基因转染

的长期安全性仍需进一步研究,尤其是在临床应用

中的可行性与潜在风险需要进一步评估。此外,本
研究仅用骨形态发生蛋白-7和血管内皮生长因子两

种基因,未来可以考虑结合其他成骨或血管生成因

子,以进一步提升骨组织修复效果。未来研究可以

集中于大型动物实验及临床试验,进一步验证这种

复合材料的临床应用潜力。此外,随着基因编辑技

术发展,可以探索通过更精确的基因调控方法进一

步优化间充质干细胞的成骨能力和血管生成能力,
为骨缺损修复提供更多的可能性。

综上所述,3D打印羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乳

酸复合支架与双重基因转染的间充质干细胞组合具

有显著的成骨和促血管生成能力,能够明显促进兔

桡骨骨缺损修复。成骨活性、矿化水平、骨密度及血

管生成均在支架+MSC组中表现最佳,表明该组合

材料在骨组织工程中具有良好应用前景。未来研究

应进一步验证其临床效果,并探讨基因转染的长期

安全性和有效性。
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