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三维打印羟基磷灰石/二氧化锆支架复合诱导多能干细胞
来源间充质干细胞构建新型组织工程骨的实验研究
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[摘要] 目的:运用3D打印技术制备羟基磷灰石/二氧化锆(HA/ZrO2)支架,复合诱导性多能干细胞

(iPSC)来源的间充质干细胞(MSC)构建新型组织工程骨,观察其修复犬股骨干骨缺损的能力。方法:
运用CT扫描数据结合3D打印技术构建犬股骨干缺损部位 HA/ZrO2支架,电镜及力学试验分析支架

生物力学性能。诱导性多能干细胞通过诱导分化为间充质干细胞形态细胞,构建支架材料与诱导性多

能干细胞来源的间充质干细胞体外共培养体系,行细胞毒性等级测定,电镜观察细胞在支架上黏附、生

长情况。12只比格犬根据植入材料的不同随机分为3组,每组4只。A组截取犬股骨中段25mm后空

置,B组截骨后植入 HA/ZrO2支架,C组截骨后植入复合诱导性多能干细胞来源的间充质干细胞的

HA/ZrO2支架。术后X线、CT、力学试验分别观察新生骨长入情况、骨结合能力及力学性能。结果:通
过CT扫描精准数据转化为3D打印数据,个体化制备 HA/ZrO2复合支架,支架抗压强度为(48.94±
0.65)MPa;免疫荧光检测示诱导性多能干细胞来源的间充质干细胞表达 Vimentin,不表达OCT4和

Nestin;支架材料与诱导性多能干细胞来源的间充质干细胞体外共培养细胞毒性等级为0级;扫描电子

显微镜可见梭形的诱导性多能干细胞来源的间充质干细胞在HA/ZrO2支架表面黏附、生长。动物实验

术后X线影像学观察显示A组骨缺损断端吸收,骨不愈合;B组和C组支架与宿主骨结合牢固,支架内

新生骨填充,有连续性骨痂通过。术后12周CT检测示B组单位体积骨量为(219.45±3.15)mm3/

cm3,C组为(222.99±5.97)mm3/cm3,两组差异无统计学意义(P>0.05)。术后12周抗压试验显示B
组抗压强度为(52.21±2.41)MPa,C组抗压强度为(52.51±1.35)MPa,两组差异无统计学意义(P>
0.05)。结论:3D打印制备的HA/ZrO2支架符合临床个体化治疗原则,具备较强生物力学性能及良好

生物相容性,复合诱导性多能干细胞来源的间充质干细胞构建的新型组织工程骨成功修复犬股骨干骨

缺损,是理想的骨组织替换材料。
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Abstract Objective:Toobservedogs􀆳bonerepairingabilityinfemoralshaftdefectbyusingnoveltissueengineeredbone
whichwasconstructedbyHA/ZrO2scaffoldbasedon3Dprintingtechnologyandinducedpluripotentstemcell(iPSC)

sourcemesenchymalstemcells(MSCs).Methods:CTscan

dataand3Dprintingtechnologywereusedtoconstructdog

femoralshaftdefectHA/ZrO2scaffold.Thebiomechanical

propertyofscaffoldwasanalyzedbyelectronmicroscopeand

mechanicaltest.TheiPSCswereinducedanddifferentiated
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intoMSCsmorphologicalcells,andinvitroco-culturesystemofscaffoldandiPSCs-MSCswereconstructed.Itscytotoxici-
tygradewasdetermined.Thecelladhesionandgrowthonthescaffoldwereobservedbyelectronmicroscope.12dogswere
dividedinto3groupsaccordingtothedifferenceofimplantmaterial,with4dogsineachgroup.GroupA:dogs􀆳25mmmid
femurwerevacantafterosteotomy.GroupB:HA/ZrO2scaffoldswereimplantedafterosteotomy.GroupC:HA/ZrO2
scaffoldscompositeiPSCs-MSCswereimplantedafterosteotomy.Newbornboneingrowth,osseointegrationabilityand
mechanicalpropertywereobservedbyX-ray,CTandmechanicaltestrespectively.Results:HA/ZrO2compositescaffolds
wereindividuallypreparedbyCTscanningprecisiondatainto3Dprinteddata.Scaffoldcompressivestrengthwasreached
to(48.94±0.65)MPa.ImmunofluorescencesshowedthatiPSCs-MSCsexpressedVimentin,whiledidnotexpressOCT4
andNestin.Thecytotoxicitygradeinvitroco-cultureofscaffoldmaterialwithiPSCs-MSCswas0.Scanningelectronmi-
croscope(SEM)showedthatspindle-shapeiPSCs-MSCsadheredandgrewonthesurfaceoftheHA/ZrO2scaffold.X-ray
examinationshowed:ingroupA,thebrokenendofthefracturewasabsorbed,andbonenonunionwasformed;ingroupB
andC,thescaffoldwasbondedstronglytothehostbone,andthenewbonewasfilledinthestent,withacontinuouscallus

passingthrough.3DreconstructionofCTaftersurgerywasshowednewbornbonemassperunitvolumewasreachedto
(219.45±3.15)mm3/cm3ingroupB,while(222.99±5.97)mm3/cm3ingroupC,andtherewasnosignificantdifference
betweentwogroups(P>0.05).Ultimatecompressivetestinweek12showedthatcompressivestrengthreachedto
(52.21±2.41)MPaingroupB,while(52.51±1.35)MPaingroupC,andtherewasnosignificantdifferencebetweentwo

groups(P>0.05).Conclusion:TheHA/ZrO2scaffoldspreparedby3Dprintingwereinaccordancewiththeprincipleof
clinicalindividualizedtreatment,whicharewithstrongbiomechanicalpropertiesandgoodbiocompatibility.Noveltissue
engineeredboneconstructedbyHA/ZrO2scaffoldandiPSCs-MSCscouldsuccessfullyrepairfemoralbonedefectindogs,

andisanidealreplacementmaterialforbonetissue.
Keywords: 3Dprinting;HA/ZrO2;inducedpluripotentstemcells(iPSCs);bonedefect;bonetissueengineering

  由于创伤、肿瘤、感染等因素引起的大段骨缺损无

法自行愈合,一直是临床治疗的难题[1]。当前的主要

解决方案包括骨移植[2]、骨搬运[3]、人工替代物置换[4]

和组织工程骨等,其中组织工程骨设计和制备的基本

原则体现了骨缺损的仿生修复理念,逐渐成为国内外

研究的热点[5]。优良的支架材料和种子细胞是组织工

程骨修复的关键,研究表明HA/ZrO2复合材料支架具

有羟基磷灰石(HA)良好的生物相容性,且结合的第

二相颗粒ZrO2使得支架具备更好的力学强度。而3D
打印技术与临床CT三维重建技术相结合,可以个体

化制作出骨缺损部位填充所需的支架,相比传统支架

制作有着不可比拟的优势[6-7]。诱导性多能干细胞来

源的间充质干细胞(iPSCs-MSCs)是把诱导性多能干

细胞(iPSCs)分化成类似间充质干细胞(MSCs)样的

细胞,不但具有和骨髓间充质干细胞(BMSC)相类似

的生物学性质和功能,规避了其他干细胞存在的伦理

及获取难题,而且具有更强的增殖能力,还不存在致瘤

的潜在风险[8]。本研究运用3D打印技术制备 HA/

ZrO2支架,复合iPSCs-MSCs构建新型组织工程骨,综
合评价其在犬大段骨缺损中的修复效果。

1 材料和方法

1.1 实验动物

清洁级成年比格犬12只,雌雄不限,体重为8~
10kg,购于浙江中医药大学动物实验研究中心,实验

动物许可证号为SYXK(浙)2021-0012。

1.2 实验药物及试剂

诱导性多能干细胞来源于浙江大学生命科学学院

实验室,α-MEM培养基、SB431542购于美国Sigma;

FBS、0.05% trypsin、Accutase、TrypLE 购 于 美 国

Gibco;UltraGROTM-AdvancedHPCFDCRL05购于

美国Helios;Gelatin购于美国 Millipore;Matrigel购

于美国BD公司;mTeSR1购于美国StemCells;戊二

醛、叔丁醇购于 Macklin(中国);PBS购于杭州吉诺生

物医药技术有限公司;4%PFA、3%BSA、CCK-8检测

试剂盒购于大连美仑生物科技有限公司;Triton-Xl00
购于美国Amresco;DAPI购于美国Invitrogen。

1.3 实验仪器

扫描电子显微镜(SEM,Hitachi,日本),光固化3D
打印机(Lithoz,奥地利),C臂机(Toshiba,日本),Micro
CT(Bruker,比利时);万能材料实验机(Instron,美国)。

1.4 方法

1.4.1 HA/ZrO2支架的3D打印制备与检测

1.4.1.1 建立比格犬股骨干骨缺损模型 实验动物

麻醉后备皮、消毒、铺巾,取右股骨外侧切口,显露后沿

股直肌与股外侧肌间隙暴露股骨干,截去股骨中段

25mm空置,选择合适长度重建钢板内固定,X线机透

视验证股骨断端对线满意后逐层缝合关闭切口。术后

常规预防感染,部分制动饲养。

1.4.1.2 MicroCT数据采集及转化 将犬股骨干截

取的股骨包装后放入 MicroCT,进行容积扫描后以
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Dicom数据格式输出。数据导入Magics21软件中,根据

所需支架孔隙率的要求,进行拉伸、数据转化和后期处

理,保存结果并导出相应3D打印STL格式文件。

1.4.1.3 光固化成型3D打印 HA/ZrO2支架材料 
将犬股骨干STL数据导入光固化3D打印机中,设置

标准层厚为25μm,曝光时间为1.3s,倾斜上升速率

为12°/s,倾斜下降速率为7°/s。设定 HA和ZrO2质
量比为3∶7,调配适当浓度树脂,利用光固化成型3D
打印机光敏树脂聚合原理打印 HA/ZrO2支架初胚。
进一步脱脂烧结:1)升温期:从室温至75℃,升温速率

为0.42℃/min,保温时间为2h。从75℃至115℃,
升温速率为0.17℃/min,保温时间为4h。从115℃
至205℃,升温速率为0.19℃/min,保温时间为16h。
从205℃至430℃,升温速率为0.19℃/min,保温时

间为4h。2)烧结期:从430℃至600℃,升温速率为

0.47℃/min。持 续 升 温 至 850 ℃,升 温 速 率 为

0.52℃/min,保温时间为2h。从850℃至1300℃,
升温速率为0.97℃/min,保温时间为2h。3)降温

期:以-1.62℃/min进行冷却至室温。整个脱脂烧结

过程共耗时99h,冷却后得到HA/ZrO2支架。

1.4.1.4 HA/ZrO2支架检测:1)扫描电子显微镜观

察,利用导电胶将 HA/ZrO2支架固定于样品台上,用
真空离子溅射仪进行表面溅射喷金处理后调整样品高

度,放入扫描电子显微镜中观察支架表面结构。2)抗
压强度检测,计算支架材料接触面积,将 HA/ZrO2支
架放置于万能试验机,以0.5mm/min速率进行抗压

试验,读出材料破坏时压力数据,抗压强度值为最大压

力与接触面积之比。

1.4.2 iPSCs-MSCs的制备与鉴定

1.4.2.1 iPSCs向 MSCs定向诱导分化 Matrigel
基质下 复 苏iPSCs,用 Accutase消 化 酶 消 化10~
15min传至 mTeSR1培养基维持3d,iPSCs培养至

30%后转移至 MSCs诱导培养基,每天换液,7d后传

代,3d传代1次,第3次传代后细胞变成类 MSCs样

形态,换成iPSCs-MSCs维持培养基,筛选得到的细胞

即为iPSCs-MSCs。

1)MSCs诱导培养基:10% FBS+90%α-MEM+
10μmol/LSB431542。2)iPSCs-MSCs维持培养基:25mL
UltraGROTM-Advanced添加物+475mLα-MEM。

1.4.2.2 iPSCs-MSCs的 免 疫 荧 光 鉴 定 iPSCs-
MSCs接种至 Matrigel基质24孔板培养3d,吸去培

养液并用PBS漂洗,加入4%PFA固定30min,再次

漂洗后加入0.2%Triton-X100通透30min,再用3%
BSA封闭60min。分别加入一抗 Vimentin、Nestin、

OCT4抗体,4℃过夜,加入二抗避光60min,最终加

入DAPI核染5min,用水性封片剂封片。荧光倒置显

微镜下观察不同色荧光表达。

1.4.3 HA/ZrO2支架与细胞共培养体系的建立

1.4.3.1 细胞相对增殖率和毒级检测 分别设

iPSCs-MSCs+HA/ZrO2支架材料浸提液组和iPSCs-
MSCs阴 性 对 照 组,每 组 平 行 设 置 3 个 样 本。将

iPSCs-MSCs用TrypLE消化后,分别用iPSCs-MSCs
培养基和浸提液培养基重悬细胞,于37℃,5%CO2细
胞培养箱培养,分别于第1天、第4天及第7天检测各

组光密度(OD)值。

1.4.3.2 复合培养及形貌观察 将预先制备好的空

白 HA/ZrO2 梯 度 复 合 材 料 支 架 置 于12孔 板 中。

iPSCs-MSCs用TrypLE消化后加入iPSCs-MSCs培

养基重悬,调整细胞浓度至1×105个/mL,充分吹匀

后,吸取500μL细胞悬液均匀地滴至HA/ZrO2梯度复

合材料支架表面,使细胞贴附在支架表面;37℃,5%
CO2培养箱中培养2h,待细胞与支架贴合后,加入

iPSCs-MSCs培养基,使支架完全浸入培养液中;继续

培养48h后取出,吸弃培养液,加入4%戊二醛4℃固

定2h;PBS反复冲洗3次,10min/次,然后乙醇梯度脱

水,依次浸入浓度为70%,80%,90%,100%无水乙醇

中,每个梯度浸泡10min;再次叔丁醇梯度脱水,依次浸

入浓度为70%,80%,90%,100%叔丁醇中,每个梯度浸

泡10min,真空干燥5min,利用导电胶将 HA/ZrO2支
架材料固定于样品台上,临界点喷金后,扫描电子显微

镜下观察iPSCs-MSCs的黏附性及细胞形态。

1.4.4 动物实验分组及检测指标

1.4.4.1 实验分组 将12只比格犬根据植入材料的

不同随机分为3组,每组4只。A组:截取一侧股骨干

全层骨质25mm后空置,行钢板固定。B组:截取一

侧股骨干全层骨质25mm后,植入 HA/ZrO2支架,并
行钢板固定。C组:截取一侧股骨干全层骨质25mm
后,植入复合iPSCs-MSCs的 HA/ZrO2支架,并行钢

板固定。手术入路、操作方法、术后治疗及饲养条件同

1.4.1.1节。

1.4.4.2 术后检测 1)大体观察:术后观察实验犬切

口愈合、活动度、进食量等情况,判断是否存在切口感

染、活动受限、食欲减退等。

2)X线影像检测:实验犬术后即刻至12周行 X
线影像检测,观察骨缺损区与植入物位置、形态、新生

骨长入等情况,判断是否存在钢板和植入物移位、断
裂、骨不愈合及骨痂生长缓慢等。

3)CT扫描和骨量检测:术后12周离体标本行

CT扫描并行三维重建,利用CT自带软件分析计算新

生骨量。

4)抗压试验:术后12周离体标本行极限抗压试验

测试,方法同1.4.1.4节。
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1.5 统计学方法

应用SPSS22.0统计软件处理统计数据,计数资

料以x±s形式表示,采用t检验,P<0.05差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 三维数据的采集与转化

动物实验截取25mm比格犬股骨中段全层骨质,
将犬股骨干缺损模型置于 MicroCT中进行扫描,形
成三维重建图像,数据以Dicom格式输出,见图1。

图1 犬股骨中段全层骨质及CT重建

  运用Magics21软件对Dicom格式数据进行编辑和

转化。取 犬 股 骨 干 中 段 平 均 直 径,包 括 外 圈 直 径

12mm,内圈直径6mm,长度25mm,设置材料孔径

500μm,形成均匀孔隙排列整齐的圆柱体模型,见图2。

图2 原始数据及编辑后三维多孔结构圆柱体

2.2 HA/ZrO2支架的3D打印制备

经过光固化3D打印初胚并脱脂烧结,最终得到

HA/ZrO2支架。支架完美复制数据模型结构特征,外
圈直径12mm,内圈直径6mm,长度25mm,表面孔

径500μm,呈中空蜂窝状结构的圆柱体,见图3。

图3 3D打印初胚及脱脂烧结后 HA/ZrO2支架

2.3 HA/ZrO2支架的检测分析

2.3.1 扫描电子显微镜 扫描电子显微镜观察见支

架表面均匀光滑,体现了3D打印的精准化制备,断层

处见 HA与ZrO2材料紧密结合,无明显分层及界线,
见图4。

图4 HA/ZrO2支架扫描电子显微镜图(×200)

2.3.2 抗压强度 万能试验机抗压强度检测显示:支
架压力面表面积为(41.24±1.02)mm2,最大压力为

(2018.27±69.93)N,抗压强度为(48.94±0.65)

MPa。

2.4 iPSCs-MSCs的诱导

显微镜下见经 MSCs诱导培养基培养后的iPSCs
形态松散,体积增 大(图5a),7d后 传 代 至 P1代

iPSCs-MSCs形态多样,呈现圆形、短梭形及三角形等

(图5b),继续传代至P3代iPSCs-MSCs形态规则稳

定,呈长梭形(图5c)。

图5 显微镜下细胞形态(×100)

2.5 iPSCs-MSCs的鉴定

免疫荧光染色鉴定iPSCs-MSCs与对照组蛋白表

达情况见图6,细胞经DAPI核染后显示iPSCs表达

OCT4,iPSCs-MSCs 与 BMSCs 均 表 达 波 形 蛋 白

(Vimentin),不表达巢蛋白(Nestin)。Vimentin为

MSCs的标志蛋白,Nestin为神经上皮干细胞上一种

分子标记物,属外胚层标志物,OCT4为人胚胎干细胞

标志蛋白。

图6 显微镜下iPSCs、iPSCs-MSCs及BMSCs
免疫荧光染色结果(×200)
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2.6 HA/ZrO2支架与细胞共培养体系的建立

通过酶标仪在450nm波长下测量细胞不同时间

点的OD值计算相对增殖率(RGR),如表1所示,随着

时间的增加各组OD值也随之升高,这表明细胞在此

期间的增殖未受到影响,各时间点的相对增殖率均大

于100%,说明细胞毒性等级测定均为0级。
表1 各组第1,4,7天的细胞毒性测定(n=3,x±s)

组别
第1天

光密度值 相对增殖率/% 毒级

第4天

光密度值 相对增殖率/% 毒级

第7天

光密度值 相对增殖率/% 毒级

共培养组 0.801±0.089
阴性对照组 0.789±0.056

101.56±0.86 0
1.102±0.174
1.016±0.130

108.52±3.63 0
1.567±0.029
1.495±0.152

104.83±2.57 0

t 0.277 0.568 0.286
P 0.796 0.601 0.789

  采用扫描电镜的方式可以更直观地观察到iPSCs-
MSCs在 HA/ZrO2 支 架 上 的 形 貌 和 增 殖 情 况。

iPSCs-MSCs在支架上培养72h,500倍镜和1000倍

镜下可见梭形的iPSCs-MSCs紧贴在 HA/ZrO2支架

表面,表明HA/ZrO2可支持iPSCs-MSCs在其表面的

黏附、生长,见图7。

图7 扫描电子显微镜下iPSCs-MSCs在

HA/ZrO2支架上的生长情况

2.7 动物实验术后大体观察

实验犬术后均存活至实验结束,术后见切口对合

满意,麻醉复苏后见患肢屈曲不能着地。术后3d切

口少许红肿,无渗液,精神萎靡,进食量偏少。术后1
周红肿减退,进食量恢复至术前。术后2周切口均愈

合拆线,A组实验犬患肢仍无法着地,跛行明显;B组

和C组实验犬患肢着地,但行走不稳。术后4周A组

实验犬行走同前,患肢活动仍受限;B组和C组实验犬

活动自如,患肢着地及行走平稳。

2.8 动物实验术后X线片

实验犬于术后第2,4,8,12周分别行术肢股骨正侧

位X线片观察(图8)。其中A组术后骨折端空置,骨折

端随时间推移逐渐形成骨痂,继而增生肥大,断端吸收,
固定钢板螺钉松动,骨折端无连续性骨痂通过,形成假

关节。B组术后X线可见骨折端与支架材料对位对线

满意,术后4周可见支架边缘碎裂,但整体形态存在,随
着时间推移可见新生骨痂爬行通过,支架孔隙可见新生

骨覆盖填充,骨质增生较明显;术后12周可见连续性骨

痂通过,支架与骨折断端界线消失。C组支架形态良

好,无明显移位碎裂,随着时间推移可见新生骨痂爬行

通过,支架孔隙可见新生骨覆盖填充;术后12周可见连

续性骨痂通过,支架与骨折断端界线消失。

图8 术后三组X线片

2.9 动物实验术后CT重建及新生骨量分析

A组因骨不连未进行CT扫描,B组和C组骨折

端行 MicroCT扫描及三维重建,结果(图9)显示:B
组新生骨长入支架内部,骨折断端及支架均被新生骨

组织包裹覆盖,新生骨、宿主骨及支架融为一体,虽支

架在宿主骨结合处可见少许碎裂,但整体的股骨塑形

已完成;C组骨折断端及支架孔隙新生骨组织覆盖良

图9 术后12周CT重建
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好,骨缺损修复满意,支架无明显破坏,宿主骨与新生

骨塑形完整。术后12周各组股骨术区单位体积内新

生骨量结果显示 B组新生骨量为(219.45±3.15)

mm3/cm3,C 组 新 生 骨 量 为 (222.99±5.97)mm3/

cm3,B组和C组比较差异无统计学意义(t=1.051,
P=0.334),见表2。

表2 MicroCT新生骨量检测结果(n=4,x±s)

组别 新生骨量/(mm3·cm-3)

B组 219.45±3.15
C组 222.99±5.97
t 1.051
P 0.334

2.10 极限抗压能力

术后12周极限抗压试验结果显示:A组骨不连无

法行抗压试验,B组抗压强度为(52.21±2.41)MPa,C
组抗压强度为(52.51±1.35)MPa,B组和C组差异无

统计学意义(t=0.217,P=0.835),见表3。
表3 极限抗压实验结果(n=4,x±s)

组别 抗压强度/MPa
B组 52.21±2.41
C组 52.51±1.35
t 0.217
P 0.835

3 讨论

大段骨缺损目前没有明确的定义,Schmitz等在

动物实验中首次提出极量骨缺损概念,即某段骨不能

自行愈合的最小骨缺损,而大段骨缺损是指骨缺损长

度超过该段骨干直径的1.5倍,达到自体修复临界值

的损伤[9]。本研究根据犬股骨干直径测量为12mm,
笔者设计骨缺损长度为25mm,超过自体修复临界值

的18mm,预实验也证明犬股骨干25mm骨缺损无法

自行愈合。临床上采用骨移植技术治疗大段骨缺损已

非常普遍[10],自体骨移植虽在生物相容性上完全匹

配,但因获取量有限及移植骨多不成形特点始终无法

满足植入区的生物力学要求[11]。而异体骨无成骨能

力,骨愈合过程缓慢,存在不同程度排斥反应,各种材

料人工骨移植的关键因素在于能否促进新生骨组织的

长入[12-13]。骨组织工程是将体外分离培养的种子细胞

种植于具有良好生物相容性和一定程度上能降解吸收

的生物支架上,通过细胞的不断增殖而促进新骨的生

成,从而达到修复骨缺损的目的[14],目前已成为骨缺

损修复研究的主流方向。
当前骨组织工程中支架材料的选择趋向于多种材

料复合,以发挥各自优势,笔者前期运用烧结法制备了

HA/ZrO2复合材料支架,不仅具有 HA良好的生物相

容性,而且结合的ZrO2可以显著提高材料的力学性

能[15]。但传统烧结法制造材料耗时长、孔隙率不可

控、模具及成品固定,难以满足临床复杂骨缺损的要

求。近年来,随着3D打印在CT、MRI等医学影像学

数据结合技术上的不断改进,无论在骨骼外形还是内

部结构上都可以实现患者骨缺损部位支架的个体化定

制打印[16],同时通过对3D数据的编辑,调控支架孔隙

结构以适应细胞攀附,促进细胞生长[17]。本研究通过

光固化3D打印技术制备 HA/ZrO2复合支架,不仅能

通过计算机辅助设计控制孔隙的形状及排列,生成任

何形状的试件,体现个体化精准治疗优势,而且相比传

统制备方法,3D打印能显著增加支架材料的生物力学

性能,其抗压强度为(48.94±0.65)MPa,满足实验犬

任何部位皮质骨支撑强度要求。
骨组织工程中的种子细胞要求其便于获取、扩增

迅速、与支架材料有良好的亲和性,间充质干细胞是一

种具有多向分化潜能的干细胞,在特定的诱导条件下

能向成骨细胞、软骨细胞等多种细胞定向分化[18-19],逐
渐成为基因治疗适宜的细胞载体[20]。但人体中间充

质干细胞含量较少,获取细胞还会造成较大的创伤,且
间充质干细胞的增殖、分化能力也与供者的年龄有密

切关系[21]。诱导性多能干细胞理论上拥有无限传代

能力,在不同的诱导条件下可以向人体各种细胞定向

分化,且不存在胚胎干细胞伦理道德问题,由于它可由

患者自体细胞诱导而来,因此也不存在免疫排斥的风

险[22]。但考虑到直接应用诱导性多能干细胞作为组

织工程骨的种子细胞可能有致瘤风险,通过诱导性多

能干细胞诱导的间充质干细胞不但具有更强的增殖能

力[23],而且不表达致瘤相关基因[24],作为一种新型的

种子细胞,它具有来源充足,自我更新和分化能力强,
一致性好等特点。Zhou等[25]利用诱导性多能干细胞

诱导成功得到间充质干细胞,种植于支架材料构建组

织工程骨,成功修复大鼠颅骨缺损。这些都使得诱导

性多能干细胞来源的间充质干细胞在细胞治疗和再生

医学上有更广阔的应用前景。
本研究构建了诱导性多能干细胞来源的间充质干

细胞诱导分化体系并以此作为种子细胞,结合3D打

印技术制备HA/ZrO2复合支架构建新型组织工程骨,
验证了其良好的力学性能和促骨生成能力。动物实验

显示,B组和C组随着时间推移均可见新生骨痂爬行

通过,支架孔隙新生骨覆盖填充,术后12周均有连续

性骨痂通过,支架与骨折断端界线消失。但B组植骨

区骨质增生较明显,分析原因可能是与C组相比,B组

单纯支架植入,缺乏诱导性多能干细胞来源的间充质

干细胞促新生骨长入作用,从而导致骨折愈合缓慢,局
部稳定性较C组薄弱,迫使骨折端以病理性增生方式

改善植骨区结构稳定有关。但是术后12周两组的骨

修复效果相当,术后12周新生骨量检测显示:B组新
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生骨量为(219.45±3.15)mm3/cm3,C组新生骨量为

(222.99±5.97)mm3/cm3,B组和C组差异无统计学意

义。而术后12周极限抗压试验显示:B组抗压强度为

(52.21±2.41)MPa,C组抗压强度为(52.51±1.35)

MPa,相较术前支架材料抗压强度均有一定的提升。究

其原因可能是术后支架材料内新生骨长入,矿化并形成

骨小梁,与宿主骨融为一体,形成较强的生物结合力,弥
补了单纯支架机械结合力的不足,而B组和C组因术后

骨长入量相当,故术后抗压强度无明显差异。
综上所述,笔者通过3D打印技术制备 HA/ZrO2

支架,复合诱导性多能干细胞来源间充质干细胞构建

的组织工程骨能修复犬股骨干大段骨缺损,为诱导性

多能干细胞来源的间充质干细胞复合 HA/ZrO2支架

的体内成骨分化和临床应用探索了方向,同时为大段

骨缺损的治疗提供了新的选择。但是由于研究条件及

时间限制,本研究的样本量偏少,数据分析存在一定的

偏倚,且诱导性多能干细胞来源的间充质干细胞的体

内成骨机制、新生骨组织之间骨诱导机制、细胞水平研

究及术后更长时间观察仍有待深入,有待于后续试验

中进一步研究。
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