
骨组织工程的目标是找一个更好的方案解决大段

骨缺损、骨延迟愈合或不愈合的难题。从骨膜组织中可

提取到的细胞并被广大学者习惯称之为骨膜来源干细

胞（periosteum derived stem cell, PDSC），已经被证实

表达间充质干细胞标记，并具有向成骨、成软骨、成脂分

化的潜能［1-3］。种子细胞、支架材料、细胞因子是骨组织

工程的三要素。自1991年Nakahara首次将PDSC应用

于骨组织工程［4］，引起了广大学者的关注。自此有很多

研究小组采用各种生物材料搭载PDSC进行动物体内
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摘要：目的 观察成纤维细胞生长因子-2/聚乳酸-聚乙二醇-聚乳酸/骨形态发生蛋白-2（FGF-2/PELA/BMP-2）微囊支架对SD大

鼠骨膜来源干细胞成骨分化作用。方法 提取SD大鼠骨膜来源干细胞（PDSC），进行流式细胞学表面标记物鉴定及成骨、成软

骨、成脂三系诱导并进行茜素红、甲苯胺蓝、阿利新蓝、油红O染色及免疫荧光实验。制备FGF-2/PELA/BMP-2、FGF-2/PELA、

PELA/BMP-2、PELA四组材料，进行扫描电镜（SEM）观察微囊表面，通过ELISA实验制作两因子的控释曲线。将4组材料浸提

液与第3代骨膜来源干细胞进行共培养，分别在7、14 d进行碱性磷酸酶（AKP）活性检测，分别在7、14、21 d进行qRT-PCR成骨

基因表达检测，观察比较各组PDSC成骨分化能力，数据汇总后进行统计学分析。结果 流式细胞学表面标记物鉴定显示PDSC

表达间充质干细胞表面标记物，三系诱导分化染色结果表面PDSC具有成骨、成软骨、成脂等多向分化能力。AKP活性结果显

示，FGF-2/PELA/BMP-2组在PDSC培养的7 d及14 d，AKP活性最高，差异显著。FGF-2/PELA/BMP-2组的qRT-PCR结果提示

RunX-2、OCN表达量均高于其他组，且在第14天RunX-2表达量达到顶峰，OCN呈持续增长趋势。结论 FGF-2/PELA/BMP-2

仿生控释微囊支架中的细胞因子活性得以保留，并相对其他实验组具有更高的促进PDSC成骨分化的能力。

关键词：骨膜来源干细胞；成纤维细胞生长因子-2；骨形态发生蛋白-2

Abstract: Objective To observe the effect of a microencapsule scaffold capable of sustained release of fibroblast growth factor-2
(FGF-2) and bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) in promoting the osteogenic differentiation of rat periosteum-derived
stem cells (PDSCs) in vitro. Methods PDSCs from 4-week-old SD rats, after identification of the surface markers using flow
cytometry, were induced to differentiate into osteoblast, chondroblast, and adipocyte lineages. The differentiated cells were
verified by staining with Alizarin red, toluidine blue, alcian blue, oil red O and by immunofluorescence assay. FGF-2/PELA/
BMP-2, FGF-2/PELA, PELA/BMP-2 and PELA microcapsules were prepared, examined for surface morphologies using
scanning electron microscopy (SEM), and tested for controlled release of FGF-2 and BMP-2 using ELISA. The third passage of
PDSCs were cultured in the presence of the aqueous extracts of one of the 4 materials, and alkaline phosphatase (AKP) activity
in the culture media was detected at 7 and 14 days of culture; the expression levels of osteogenesis-related genes were
quantified with quantitative real-time PCR (qRT-PCR). The osteogenic differentiation ability of the PDSCs cultured with the
extracts was compared. Results The PDSCs, which expressed mesenchymal stem cell surface markers, were shown to have
osteogenic, chondrogenic and adipogenic differentiation potentials. The cells cultured with the extract of FGF-2/PELA/BMP-2
microcapsules showed the highest AKP activity at 7 and 14 days of culture, and their expression levels of OCN and RunX-2
mRNA were the highest among the 4 groups; RunX-2 expression reached its peak level on day 14, and OCN mRNA expression
level increased progressively as the culture time extended. Conclusion FGF-2/PELA/BMP-2 biomimetic controlled release
microcapsules preserve the cytokine activities and are capable of promoting the osteogenic differentiation of rat PDSCs.
Keywords: periosteum derived stem cells; fibroblast growth factor-2; bone morphogenetic protein 2; osteogenic differentiation
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骨缺损修复实验［5-8］。Van等［3］发现PDSC能通过旁分泌

VEGF 促进内皮细胞增殖与存活并引导血管浸润。

Eyckmans发现骨形态发生蛋白-2（BMP）和Wnt信号在

PDSC搭载CaP支架进行动物异位成骨起着至关重要

的作用［9］。然而基于种子细胞的组织工程中仍然面临

一个关键问题，即在体外扩增过程中种子细胞的成骨能

力逐步下降，这可能与成骨祖细胞干性下降有关［10］，而

在细胞移植过程中通过模拟内环境提供关键性因子有

望解决这个难题［11］。骨折的自然愈合早期，成纤维细胞

生长因子-2（FGF-2）显著增加，但在随后的骨生成阶段

低表达［12］。而BMP-2则在成骨分化阶段大量表达。另

外，有研究发现利用FGF-2体外预刺激后的PDSC，可

提高其在体内外的成骨分化能力，并且促进随后的

BMP-2表达［13-14］。故我们认为，FGF-2/BMP-2序贯释放

的支架材料搭载PDSC有望成为骨损伤修复的新策

略。本研究制备内包BMP-2且外粘附FGF-2的聚乳

酸-聚乙二醇-聚乳酸（PELA）微囊支架使其达到序贯释

放的目的，并观察该材料对SD大鼠PDSC的成骨分化

能力影响。

1 材料和方法

1.1 PDSC的分离、培养

取约4周龄的SD雄性大鼠，由南方医科大学动物

实验中心提供（合格证号：44002100009903），腹腔过量

注射戊巴比妥钠麻醉致死。消毒双下肢皮肤，无菌条件

下小心剔除肌肉、筋膜等结缔组织，暴露骨膜并用手术

刀、眼科镊分离得到骨膜。按以往的方法［15］，用含1%青

链霉素双抗的PBS浸泡冲洗，眼科剪剪碎至约2 mm，在

0.2% Ⅱ型胶原酶中消化4 h，离心重悬细胞，加入适量

10% FBS完全培养基，置于5% CO2孵箱内培养。每隔

2 d进行换液。原代培养当细胞达到约80%融合时进行

1∶2传代。

1.2 PDSC的流式细胞学检测

取P3代的PDSC用PBS重悬，调整密度约为 1×

106/mL后，取200 μL细胞悬液分装各管，加入抗大鼠

CD29-FITC，CD44-FITC，CD45-FITC，CD90-PE（BD

Pharmingen）混匀，避光孵育30 min。以小鼠 IgG1-PE

和IgG1-FITC（BD Pharmingen）做为同型对照。孵育完

成后，用PBS清洗2次，1000 r/min离心5 min，弃上清，

加 200 μL PBS 重悬，用流式细胞仪进行检测（BD

FACSVerse），并用BD FACSuit软件进行数据分析。

1.3 PDSC细胞骨架免疫荧光及成骨、成软骨、成脂诱导

分化实验

取P3代细胞，用FITC-鬼笔环肽（上海翊圣）按照说

明书进行细胞骨架免疫荧光实验。

用含10-8 mol/L地塞米松，10 mmol/L β-甘油磷酸

钠，50 μmol/L抗坏血酸，10% FBS的L-DMEM进行成

骨诱导，3周后进行茜素红染色。并做细胞爬片进行骨

钙蛋白（OCN）免疫荧光染色。

用含 10-7 mol/L地塞米松，50 μmol/L抗坏血酸，

10 ng/ml TGF-β，5 mmol/L丙酮酸钠，40 μg/mL脯氨

酸，1% 胰岛素，10% FBS的L-DMEM进行成软骨诱

导，3周后进行甲苯胺蓝染色。并在15 mL离心管中进

行三维模式软骨球的诱导，3周后脱水、包埋，切片进行

阿利新蓝染色。

用含0.5 mmol/L异丁基甲基黄嘌呤，10 μg/mL胰岛

素，1 μmol/L地塞米松，2 mmol/L谷氨酰胺，100 μmol/L

吲哚美辛，10% FBS的L-DMEM进行成脂诱导，3周后

进行油红O染色。

1.4 PELA微囊支架制备

通过复乳溶剂挥发法（W/O/W）制备内包封BMP-2

且外粘附FGF-2的PELA微囊。根据本课题组以往研

究结果选用优化的参数［16］。简述如下：取3 μg BMP-2

溶于200 μL蒸馏水，将其与溶有280 mg PELA的4 mL

二氯甲烷混合，震荡混匀 5 min制成初乳液。加到40

mL 0.8%的聚乙烯醇（PVA）溶液制成复乳，再以800 r/

min室温搅拌40 min，充分挥发有机溶剂，再离心洗涤3

次后收集微囊，将溶有3 μg FGF-2的2 mL PBS与收集

到的微囊混合并搅拌10 min，放入-80℃急冻成冰，负压

冷冻干燥24 h。取50 mg干燥微囊用二氯甲烷熏蒸法

熏蒸 10 min，空气中干燥10 min。进行扫描电镜观察

（HITACHI S-3000N）。

用TRITC和FITC标记的鬼笔环肽（上海翊圣）分

别代替BMP-2及FGF-2，制备内包封TRITC-鬼笔环肽

且外粘附FITC-鬼笔环肽的进行模拟实验，并在荧光显

微镜下观察。

1.5 FGF-2/PELA/ BMP-2微囊支架体外释放检测

将FGF-2/PELA/ BMP-2支架材料进行体外缓释

的研究。按我们以往方法，将10 mg支架材料放入盛有

1 mL PBS的EP管中，置于37 ℃恒温箱内。在固定的

时间点（1、2、4、8、12、16、21 d）取出样品，先将EP管在

800 r/min下离心30 min，吸出缓释液，并储存于-20 ℃
冰箱，至检测时解冻测其因子的浓度。加入1 mL新的

PBS至EP管中放回恒温箱，待下1次测量。缓释液中

BMP-2和FGF-2的浓度通过BMP-2和FGF-2 ELISA

试剂盒测定（根据说明书操作）。每个样本设六个重复

样以减少误差，每组结果用均数±标准差表示。

1.6 支架浸提液促进PDSC成骨分化实验

提前制作 FGF-2/PELA/BMP-2、PELA/BMP-2、

FGF-2/PELA、PELA 4组材料。将每组30 mg材料浸泡

在装有 1 mL 10% FBS的EP管中，放置在 37 ℃的恒

温箱中。每2 d取出EP管，200 r/min离心5 min，收集

上清液并储存在-20 ℃冰箱中直到实验时解冻。再加

入1 mL新鲜10% FBS继续放入恒温箱。将PDC以5×
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104/cm2密度接种于48孔板中，每2 d换液，并同时加入

对应的支架材料浸泡液100 μL。分别于培养1周和2周

后检测各实验组细胞的碱性磷酸酶（AKP）活性。具体

按照试剂盒说明书（南京建成碱性磷酸酶试剂盒）操作，

用酶标仪检测样品520 nm波长处吸光度值以确定AKP

的活性。每个样品设6个重复样以减少误差。

将PDSC以5×104/cm2密度接种于6孔板中，按上述

制作四组材料浸提液，分别于培养7 d、14 d和21 d后进

行qRT-PCR，检测RunX-2，OCN等成骨基因表达。每

组3个样，设3个复孔。以管家基因GAPDH对比得出

ΔCt值，采用2-ΔΔCt 进行数据分析。

1.7 统计学分析

应用SPSS 20.0统计软件进行数据分析，各组数值

以均数±标准差表示，组间比较用单因素方差分析

（one-way ANOVA），若方差齐用LSD检验、方差不齐则

用Dunnett T3检验作两两比较。设P值<0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 PDSC原代培养及流式鉴定结果：

取P3代细胞流式结果如（图1）显示：阳性标记物

CD29、CD44、CD90 阳性率分别为 99.89%、98.07%、

99.07%，阴性标记物CD45阳性率为0.91%，故可认为

本实验方法所提取的为骨膜来源干细胞且纯度较高。
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图1 流式细胞学检测结果
Fig.1 Results of flow cytometry. Positive markers: CD29 (A), CD44 (B), CD90 (C); Negative marker: CD45 (D).

2.2 PDSC细胞骨架免疫荧光及三系诱导结果

细胞骨架免疫荧光结果可见大量绿色丝状肌动蛋

白F-actin（图2A）。PDSC成骨诱导分化结果，钙茜素红

染色结果见大量钙结节着红色（图2B），细胞爬片OCN

免疫荧光实验结果显示，经过诱导后的大部分细胞骨钙

蛋白阳性（图2C）。PDSC成软骨诱导后的甲苯胺蓝染

色后，胞质中聚蛋白多糖着蓝紫色（图2D），软骨球切片

的阿利新蓝染色后，软骨球组织中内酸性粘多糖呈蓝色

（图2E）。PDSC成脂诱导后油红O染色见细胞质中有

大量圆形脂肪滴着红色（图2F）。上述实验证明，此方法

获取并培养的PDSC细胞具有成骨、成软骨、成脂等多

能分化的潜能。

2.3 扫描电镜观察微囊支架及荧光显微镜观察模型微

囊结果

扫面电镜下 PELA 微囊支架的表面形态见（图

3A），经过10 min熏蒸融合的微囊，其球形结构依然清

晰可见，微囊平均直径在50 μm左右，此次制备与我们

前期研制的材料粒径相似。内包封TRITC-鬼笔环肽及

外粘附FITC-鬼笔环肽的微球的荧光显微镜图片结果

见（图3B），可见微囊中心散发红光，而外周粘附黄绿色

光晕，证明球形微囊材料已制备成功。
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2.4 体外BMP-2/FGF-2释放研究

内包BMP-2外粘附FGF-2的PELA微囊支架体外

释放结果见（图4）。由于粘附于微囊表面，FGF-2呈现

初始突释现象，第4天就有将近60%的累积释放量，此

后就进入一个缓释阶段，到第28天总累积释放量接近

80%。而同一材料的内包的BMP-2释放曲线明显不

同，虽然存在突释现象，但在第4天总累积释放量仅接

近30%，随后持续释放，到第28天累积释放量达60%。

该材料可简单模拟自然骨折修复过程中早期FGF-2升

高，随后BMP-2再升高的特点，且控释时间长于28 d。

2.5 AKP活性检测结果

FGF-2/PELA/BMP-2、PELA/BMP-2、FGF-2/PELA、

PELA等四组材料（A、B、C、D）浸提液培养PDSC7 d、

14 d后，碱性磷酸酶活性检测结果见（图5）。结果显示，

图2 丝状肌动蛋白F-actin免疫荧光及三系诱导结果
Fig.2 F-actin immunofluorescence assay (A), Alizarin red staining (B), OCN immunofluorescence assay (C), Toluidine blue staining
(D), Alcian blue staining (E), and Oil red O staining (F) of the cells.

B CA

E FD

图3 扫描电镜及荧光显微镜下PELA支架材料
Fig.3 Scanning electron microscopy of PELA scaffold (A) and fluorescence microscopy of
the microcapsules (B; Red represents TRITC- phalloidin, and green represents FITC-
phalloidin).

A B

图4 FGF-2/PELA/BMP-2支架材料在PBS缓冲液中
FGF-2及BMP-2的累积释放率曲线
Fig.4 Cumulative release profile of FGF-2 and BMP-2
from FGF-2/PELA/BMP-2 scaffold in PBS solution.
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在培养的第7天，各组AKP表达量有统计学差异（F=

215.5，P<0.0001），A组的AKP最高，差异有统计学意义

（P值均<0.01），A、B组AKP值均高于C、D组，差异有统

计学意义（P值均<0.01），而C、D组之间AKP值无统计

学差异。到第14天结果与第7天相似，各组AKP值的

总体差异也具有统计学意义（F=527.1，P<0.001）。A组

的AKP仍然为4组中最高（P=0.007），A、B组AKP值均

高于C、D组，差异有统计学意义（P值均<0.01），C、D组

间AKP差异无统计学意义。结果表明FGF-2/PELA/

BMP-2材料组中的细胞因子活性得以保留，并且该组

相对其他实验组有更高的促进PDSC成骨分化能力。

2.6 qRT-PCR成骨基因表达结果

按上述FGF-2/PELA/BMP-2、PELA/BMP-2、FGF-2/

PELA、PELA材料浸提液培养PDSC，进行qRT-PCR检

测RunX-2，OCN（A、B、C、D）。结果显示在7、14、21 d

三个时间点，A组的成骨基因表达均高于其他组（P<

0.01），而A、B组则高于C、D组（P<0.01）。C，D两组均

无明显差异。RunX-2在14d左右达到高峰，而OCN表

达呈持续升高趋势。根据结果显示，我们认为FGF-2/

PELA/BMP-2组促进PDSC的成骨分化能力最强，提示

FGF-2与BMP-2对于促进PDSC成骨方面可能存在协

同作用。

3 讨论

骨膜来源干细胞具有多向分化能力且容易提取而

被广大研究者青睐，而较高的增殖能力通常是组织工程

种子细胞的先决条件。有人发现在体外培养过程中，

PDSC增殖速度比目前较常用的骨髓间充质干细胞

（BMSC）更快［3, 13］，因此使用PDSC可缩短细胞培养周

期，从而降低细胞培养的成本和污染的风险。

Yoshimura［17］等甚至认为PDSC比BMSC具有更强的成

骨分化能力。而且骨折创伤后PDSC能旁分泌大量的

VEGF、BMP-2等重要的细胞因子［18］。本实验方法提取

的PDSC经过流式鉴定，其表面表达间充质干细胞标记

物，并经过诱导可向成骨、成软骨、成脂等多向分化，我

们认为骨膜来源干细胞会是骨组织工程中优秀的种子

细胞。但不同种属、不同年龄层、不同提取方法及不同

部位来源的PDSC的成骨能力及增殖能力差异如何，仍

然需要进一步探究。

在骨组织工程中，仍然存在着种子细胞在体外扩增

中伴随着成骨能力逐步下降的问题，我们期望通过在种

子细胞移植过程中模拟内环境给予PDSC关键性因

子提高其成骨能力。在骨折愈合的最早期FGF-2高表

达［19］，FGF-2能促进细胞的有丝分裂，调节细胞的生长

分裂，其在骨量生成调节中起重要作用［20］，并且能维持

干细胞在体外自我更新的能力［21］。另外，单一剂量的

FGF-2能够在骨折区促进PDSC增殖并促进新生骨痂

图5 四个不同组的AKP活性
Fig.5 AKP activity in the culture media of PDSCs
cultured with the extracts of different materials. *P<
0.05, **P<0.01.
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图6 四个不同组的qRT-PCR检测成骨基因表达结果
Fig.6 Results of qRT-PCR for detecting mRNA
expressions of osteogenic genes in PDSCs cultured
with the extracts of different materials. *P<0.05, **P<
0.01.
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形成［22］。然而BMP-2则是在成骨分化阶段大量表达，

尽管BMP-2对PDSC增殖无影响，但是对于PDSC的成

骨、成软骨则起到关键性作用［23-24］。并且Van［14］认为

PDSC经过FGF-2的体外预刺激，可提高其对BMP-2的

敏感性，保持PDSC软骨内成骨的性能，并促进其增殖

及后续BMP-2的产生。鉴于FGF-2、BMP-2两种因子

对于骨折修复的重要性及其在自然骨修复过程中体内

先后高表达的特点，本实验成功制备了外粘附FGF-2内

包含BMP-2的微囊支架，并且通过检测得出的细胞因

子体外释放曲线可大致模拟出骨折发生后FGF-2先增

高，BMP-2后增高的特点。而且AKP活性及RunX-2、

OCN成骨基因检测结果均提示FGF-2/PELA/BMP-2

实验组具有较优的促进PDSC成骨能力。众所周知

RunX-2是成骨早期表达的基因［25］，而OCN是成骨的晚

期指标［26］，与本实验中FGF-2/PELA/BMP-2组 2周时

RunX-2表达量达到顶峰，OCN表达量逐渐升高基本相

吻合。故我们认为该支架材料对于PDSC初期及后期

的成骨能力均有较好的促进作用。我们期望FGF-2/

PELA/BMP-2搭载PDSC会是动物极量骨缺损修复的

一个新的选择。

仿生控释细胞因子协调行动来刺激新的骨骼组织

形成能够更有助于骨损伤修复。本课题组在前期研究

中，研制了外粘附BMP-2内包含BMP-7的PELA微囊

支架，达到仿生控释的目的，且体内外实验证明该材料

具备良好的成骨活性，可塑型为骨填充材料，并且能修

复大鼠股骨大块骨缺损，无免疫原性及其他明显不良反

应［27］。本实验首次将FGF-2/BMP-2仿生控释系统与

PDSC相结合，仿生控释并进行体外实验，结果证明可

以有效促进PDSC的成骨分化。而Van等人采用的是

体外FGF-2预刺激，再进行PDSC的体内外实验，但研

究结果基本相一致。

本研究表明PDSC搭载FGF-2/PELA/BMP-2仿生

控释支架，是骨组织工程中优秀的种子细胞-细胞因子-

支架三合一模型，我们认为该模型会是骨组织工程中一

种优秀的骨修复策略。本次实验为将来进行动物极量

骨缺损修复实验及进一步探究PDSC与FGF-2等因子

之间的内在关系提供理论基础和宝贵的数据。本课题

组将进一步运用PDSC搭载FGF-2/PELA/BMP-2仿生

控释支架进行动物体内极量骨缺损修复实验，希望能拓

展骨组织工程领域，为生物材料促进骨损伤修复的研究

提供新的思路。
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