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干细胞归巢，即间充质干细胞定向趋化募集至损伤处，对体内骨再生起重要作用。本文以人纤连
蛋白片段 III1-C(FF III1-C) 及纤连蛋白类似物的肽序列 Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys 作为趋化因子，
分别共价结合至掺镁羟基磷灰石中，用于研究模拟肽序列接枝的掺镁羟基磷灰石对间充质细胞归
巢的调控作用。用于检测间充质干细胞活力的 MTT 法初步研究发现释放趋化信号的掺镁羟基磷灰
石可有效促进干细胞迁移。
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1. 引言

在最近几十年中，与生物材料相关的组织工程研

究已取得了重要进展，多种形式的骨替代产品能够恢

复、维持或改善器官功能[1]。预期寿命的增加促使科

学家们将目光投向天然骨愈合过程和相关并发症。由于

组织工程化骨组织具有无限供应和无疾病传播风险的特

性，其已有望替代常规骨移植物用于骨修复[2,3]。骨组

织工程主要是结合细胞治疗和生物材料(包括陶瓷以及

具有不同机械性能、降解速度和化学功能的不可降解和

可生物降解的聚合物)，诱导功能性骨再生[4–9]。合成

的羟基磷灰石生物陶瓷因为生物相容性和骨传导性好，

被广泛用于人体植入物涂层[10–12]。羟基磷灰石(HA)
是骨和牙组织的关键矿物成分，并且在晶格中具有多个

离子取代，包括CO3
2–、F–、Mg2+和Na+。这些取代不仅

改变羟基磷灰石结构的空间群、形态、稳定性和机械性

能，而且对于骨细胞的生物反应也很重要。例如，碳酸

盐(CO3
2–)促进磷灰石晶体的生长，而镁(Mg)通过在成骨

早期阶段刺激成骨细胞增殖来促进骨代谢，这一点可通

过观察到因Mg缺失导致骨脆性和骨损失加以证实[13]。
Mg含量低的磷灰石和磷酸钙植入材料[即掺镁羟基磷灰

石(MgHA)]以及具有Mg和B型碳酸盐共取代的仿生材
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料(即磷酸盐的取代)可增强羟基磷灰石结构的生物活性

[14]。对这些纳米生物材料支架结构的纳米级控制使我

们能更好地了解各种细胞类型对生物材料形态构造的特

异敏感性，从而使这些生物材料在蛋白质和生长因子的

修饰下，诱导复杂的多组织再生[15]。
干细胞归巢法涉及间充质干细胞定向趋化迁移(募

集)至受伤组织，利于体内骨再生，从而吸引了基于支

架的组织工程研究者的兴趣。归巢因子，如共价结合或

吸收到生物陶瓷或聚合物支架中的趋化因子、选择素和

整合素实际上可以促进间充质干细胞作为骨祖细胞参与

骨再生过程[16–18]。纤连蛋白(I、II、III型)是细胞外基

质中的主要糖蛋白和细胞表面分子整合素家族的成员，

其参与多种细胞事件，如细胞黏附、生长、迁移和成骨

细胞的分化。III型纤连蛋白具有含Arg-Gly-Asp(RGD)
基序的中心细胞结合结构域，这个特定域赋予细胞黏附

[19]。含有RGD基序的特定肽序列通常用于增强整合素

介导的细胞黏附。

在本研究中，我们报道了用两种趋化/趋触因子

人纤连蛋白片段III1-C(FF III1-C)或肽序列Gly-Arg-Gly-
Asp-Ser-Pro-Lys(一种能够结合整合素跨膜受体的纤连蛋

白类似物)涂覆掺镁羟基磷灰石盘的初步研究结果。通

过双功能间隔区氨基丙基三乙氧基硅烷(APTES)共价锚

定这些因子，防止它们代谢和从植入部位迁移出来，并

且能够对这些生物分子的空间定向进行严格控制。为了

探索这些模拟肽序列接枝掺镁羟基磷灰石是否能调节间

充质干细胞的归巢，从而诱导细胞迁移到特定部位，我

们进行了初步体外研究。

2. 材料和方法

研究所用商业溶剂和试剂未进一步纯化。FF 
III1-C和Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys肽序列来自Sigma 
Aldrich。按照先前报道的方法合成掺镁羟基磷灰石[14]。
应用2.5×105 kPa的等静压将掺镁羟基磷灰石粉末压成

盘状(直径：8.0 mm；高度：3.0 mm；质量：300 mg)，
并在室温下储存于真空干燥器中。以镍过滤的CuKα

辐射，使用Bruker D8 Advance衍射仪进行X射线衍射

(XRD)分析。将得到的衍射峰值与粉末衍射标准联合委

员会(JCPDS)数据库中的衍射峰值进行对比。在运行于

15 kV的FEI Quanta FEG 450仪器上进行扫描电子显微

镜分析。使用JEOL JEM 2010透射电子显微镜(LaB6电
子枪)在200 kV下进行透射电子显微镜分析。使用Gatan 

794多扫描CCD照相机获得数字图像。使用TA Q500仪
器在100~1000℃的温度下，在氮气环境中以10℃ ·min–1

的速度进行热重分析。应用傅里叶变换红外光谱仪

(Perkin-Elmer 2000)进行基于KBr的粒料的红外分析。以

Thermo Nicolet Evolution 500分光光度计分析UV光谱。

以双功能化盘和非功能化盘中的所有掺镁羟基磷灰石功

能化合成物作为对照。

所有细胞处理程序在无菌层流罩中进行。培养的细

胞在37℃下用5% CO2孵育。

2.1. 掺镁羟基磷灰石 – 氨基丙基三乙氧基硅烷 (MgHA- 
APTES) 盘的合成

将APTES用无水己烷溶解制成浓度为1 mol·L–1的溶

液，然后将掺镁羟基磷灰石盘浸入该溶液中，同时在

室温下搅拌3 h以完成MgHA-APTES盘的合成。用己烷

洗涤样品，并进一步在40℃真空干燥24 h。通过分析暴

露在MgHA-APTES盘表面上的游离氨基(—NH2)的浓度

(Kaiser试验)来评价接枝到盘上的APTES的量。

2.2. MgHA-APTES-CFF 盘的合成

合成方法与上述功能化处理程序相似，用溶有FF 
III1-C(10 μmol·L–1或100 μmol·L–1)的磷酸盐缓冲溶液

(PBS，50 μL或500 μL)处理MgHA-APTES盘，用1-乙
基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDC· HCl，
0.0014 μmol或0.014 μmol)和N-羟基琥珀酰亚胺(NHS，
0.0014 μmol或0.014 μmol)在37℃下活化3 h。功能化

MgHA-APTES-CFF盘后，用磷酸缓冲盐溶液(PBS)洗
涤MgHA-APTES-CFF10(趋化因子：纤连蛋白，纤连

蛋白浓度为10 μmol·L–1)和MgHA-APTES-CFF100(纤连

蛋白浓度为100 μmol·L–1)10 min，并进一步在37℃下

真空干燥24 h。应用核磁共振(NMR)光谱评估结合到

MgHA-APTES表面上的纤连蛋白的量。

2.3. MgHA-APTES-CFP 盘的合成

MgHA-APTES盘 与PBS溶 液 中 的Gly-Arg-Gly-
Asp-Ser-Pro-Lys肽 序 列(10 μmol·L–1或100 μmol·L–1，

50 μL或500 μL)相互作用，用EDC·HCl(0.0138 μmol或 
0.138 μmol)和NHS(0.0138 μmol或0.138 μmol)在37℃
下活化3 h。样品功能化后，用PBS洗涤MgHA-APT-
ES-CFP10(趋化因子：肽，肽序列浓度为10 μmol·L–1)和
MgHA-APTES-CFP100(肽序列浓度为100 μmol·L–1)样
品10 min，并进一步在37℃下真空干燥24 h。通过应用
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NMR光谱测量洗涤溶液中的有机功能团，评估结合到

MgHA-APTES表面上的肽量差异。

2.4. 初步体外实验

将小鼠间充质干细胞(C57BL/6，Gibco)培养于含有

10%胎牛血清(FBS)和1%青霉素–链霉素(100 μg·mL–1/ 
100 U·mL–1)的Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM) (Gibco，
GlutaMAX细胞培养添加剂)中，细胞在37℃、5% CO2的

条件下培养。使用Tripsinization从培养瓶中分离细胞，并

将分离的细胞进一步离心、重悬浮。以台盼蓝染色法检

测细胞数量和活力。

每个掺镁羟基磷灰石盘用PBS洗涤3次，每次

10 min。空气干燥的样品在层流罩中通过UV灭菌

20 min。将个体样品置于24孔板的单独孔中。将间充质

干细胞(5.0×103)接种在与掺镁羟基磷灰石盘直接接触的

8.0 μm孔径(聚对苯二甲酸乙二醇酯膜，Corning)的24孔
插入式细胞培养板中。

我们在PBS中制备了5 mg·mL–1的3-(4,5-二甲基-2-噻
唑基)-2,5-二苯基溴化四唑(MTT, Invitrogen)试剂。培养

3 d后，将插入式细胞培养板移至新培养板，并在37℃
下500 μg·mL–1 MTT中温育2 h。收集培养基，将细胞与

1 mL二甲基亚砜孵育15 min。在MTT试剂中，代谢活

性细胞与四唑盐发生反应形成蓝紫色结晶甲瓒。使用

Multiskan FC微孔板光度计(Thermo Scientific公司生产，
λmax=570 nm)检测与代谢活性细胞的数量相关的吸光度

值[20]。

3. 结果与讨论

3.1. MgHA-APTES 盘的合成

掺镁羟基磷灰石盘上的趋化/趋触因子对间充质干

细胞归巢能力的影响涉及APTES在无水己烷中的接枝。

通过表面—OH基团与从水解的APTES获得的硅烷醇之

间发生偶联反应，完成APTES表面功能化，从而允许插

入本研究使用的肽固化所需的氨基(图1)。
在茚三酮反应(Kaiser试验)后，通过分光光度法定量

评价在硅烷化过程之后插入的氨基量。MgHA-APTES
盘经己烷洗涤并干燥后的—NH2负载量为0.11 mmol·g–1。

直接在掺镁羟基磷灰石和MgHA-APTES盘上完成X射线

衍射分析。如图2所示，掺镁羟基磷灰石样品的结晶度

由两个样品在26°、30°~34°、40°和46°~53°(2θ )出现的

特征衍射峰确定，其对应于(002)、(211)、(112)、(300)、
(202)、(310)、(222)、(213)和(004)羟基磷灰石结晶的反

射面(PDF 09-0432)。
使用扫描电子显微镜和透射电子显微镜表征掺镁羟

基磷灰石样品的表面形态；在表面硅烷化化学处理之后，

掺镁羟基磷灰石未发生明显的形态改变(图3和图4)。

3.2. MgHA-APTES 盘与间充质干细胞归巢因子的相

关性

通过暴露于MgHA-APTES盘表面的氨基与肽序列

羧基功能化之间的经典偶联反应(该反应以EDC/NHS
作为偶联剂)，完成了接枝于掺镁羟基磷灰石上的细胞

归巢因子FF III1-C或Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys肽序

列的固化(图5)。 为了检测细胞归巢因子浓度对细胞归

巢行为的影响，实验用FF III1-C和肽序列的负载浓度为

10 μmol·L–1或100 μmol·L–1，从而制备出两种肽接枝样

品MgHA-APTES-CFP10和MgHA-APTES-CFP100，以

及两种纤连蛋白/羟基磷灰石复合物样品MgHA-APTES-
CFF10和MgHA-APTES-CFF100。

应用热重分析确定在功能化材料上的额外有机基

团，从而检测功能化反应的有效性。图6展示了掺镁羟

基磷灰石、MgHA-APTES、MgHA-APTES-CFP100和
MgHA-APTES-CFF100样品的质量与温度变化关系的

图1. MgHA-APTES盘的合成。 图2. 掺镁羟基磷灰石和MgHA-APTES盘的X射线衍射(XRD)光谱。
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图4. 掺镁羟基磷灰石(a)和MgHA-APTES(b)样品的透射电子显微镜图。

图3. 掺镁羟基磷灰石(a)和MgHA-APTES(b)样品的扫描电子显微镜图。

图5. MgHA-APTES-CFP 与MgHA-APTES-CFF的合成。

热重分析结果。在500℃惰性气氛下质量损失百分比反

映的每个样品的功能化程度揭示了掺镁羟基磷灰石盘

表面有机质的增加。与前体掺镁羟基磷灰石样品相比，

MgHA-APTES有5%的质量损失，而肽接枝样品的质量

损失更高，MgHA-APTES-CFP100为8%、MgHA-APT-
ES-CFF100为10%。

应用傅里叶变换红外光谱分析进一步表征掺镁羟

基磷灰石盘与肽序列的共价生物功能化。图7为非功能

化掺镁羟基磷灰石、MgHA-APTES和MgHA-APTES-

CFF100样品的傅里叶变换红外光谱。傅里叶变换红外

光谱显示了556 cm–1、596 cm–1和1017 cm–1的磷酸盐

基质吸收峰。在MgHA-APTES样品中，在2930 cm–1 

(来自—CH2伸缩)及1560 cm–1和1460 cm–1(由于脂肪族

伯胺的N—H弯曲)处有额外的新光谱带。在MgHA-
APTES-CFF100样品中，可观察到在1640 cm–1处的额

外吸收峰(由于C = O振动)。此外，在3440 cm–1存在吸

收峰的原因在于肽部分的功能团的O—H振动和N—H 
伸缩。
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3.3. 体外生物学初步评价结果

接种后3 d，应用MTT法检测小鼠间充质干细胞活

力(图8)。接种到插入式细胞培养板中，并与MgHA-
CFP和MgHA-CFF盘直接接触的代谢活性间充质干细胞

的细胞数量，较未功能化的掺镁羟基磷灰石盘和只进行

细胞培养的2组有所降低，从而表明间充质干细胞在趋

化/趋触因子的作用下，产生插入式细胞培养板迁移至

掺镁羟基磷灰石盘的归巢行为。

这项研究聚焦于众所周知的骨传导性掺镁羟基磷灰

石和细胞的归巢刺激。目前公认的是，在特定的病理条

件下，特别是与衰老相关的变化(如骨质疏松部位)，内

源性间充质干细胞的数量急剧减少。因此，有必要将间

充质干细胞吸引到特定的、需要修复的解剖部位。无论

是否结合生物材料(如水泥、颗粒和3D支架)，目前的药

物治疗仍不能完成恢复患者的活动能力和生活质量，且

社会成本较高。本研究所提出的骨组织工程使移植特定

基序，从而促进间充质干细胞向掺镁羟基磷灰石归巢，

成为可能。本研究制备的功能化生物材料在促进内源性

间充质干细胞迁移，为特定骨细胞(即成骨细胞)的黏附、

增殖、分化提供合适的环境，从而更好地应用于骨科疾

病的复杂治疗提供了坚实基础。

4. 结论

为了探讨掺镁羟基磷灰石上接枝模拟肽序列是否可

以调节间充质干细胞归巢，我们研究了两种趋化/趋触

因子(FF III1-C或Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys肽序列)的
掺镁羟基磷灰石盘的接枝/复合。研究应用APTES，将

细胞归巢因子以10 μmol·L–1或100 μmol·L–1的浓度共价

连接到掺镁羟基磷灰石盘表面。MTT法检测小鼠间充质

干细胞活力的初步生物学评价表明，在细胞归巢刺激因

子的作用下，干细胞从插入式细胞培养板迁移至掺镁羟

基磷灰石盘。虽然本研究未进行间充质干细胞归巢相关

生物分子通路的研究，但此次初步研究成果为实现骨组

织再生治疗的临床转化提供了新机会。

Compliance with ethics guidelines

Alessandro Pistone, Daniela Iannazzo, Claudia Espro, 
Signorino Galvagno, Anna Tampieri, Monica Montesi, Sil-
via Panseri, and Monica Sandri declare that they have no 
conflict of interest or financial conflicts to disclose.

References

[1] Laurencin CT, Khan Y. Regenerative Engineering. Sci Transl Med 2012; 
4(160):160ed9.

[2] Amini AR, Laurencin CT, Nukavarapu SP. Bone tissue engineering: recent ad-

图6. 掺镁羟基磷灰石、MgHA-APTES、MgHA-APTES-CFP100和
MgHA-APTES-CFF100样品的热重分析曲线。

图7. 掺镁羟基磷灰石、MgHA-APTES和MgHA-APTES-CFF100的傅
里叶变换红外光谱。

图8. 接种后3 d，应用MTT法检测接种到插入式细胞培养板中，并与
MgHA-CFP和MgHA-CFF盘直接接触的小鼠间充质干细胞活力。仅细
胞培养组为对照组。



65Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

vances and challenges. Crit Rev Biomed Eng 2012;40(5):363–408. 
[3] Dawson JI, Kanczler J, Tare R, Kassem M, Oreffo RO. Concise review: bridging 

the gap: bone regeneration using skeletal stem cell-based strategies—where 
are we now? Stem Cells 2014;32(1):35–44. 

[4] Wang P, Zhao L, Liu J, Weir MD, Zhou X, Xu HH. Bone tissue engineering via 
nanostructured calcium phosphate biomaterials and stem cells. Bone Res 
2014;2:14017. 

[5] Gong T, Xie J, Liao J, Zhang T, Lin S, Lin Y. Nanomaterials and bone regenera-
tion. Bone Res 2015;3:15029. 

[6] Iannazzo D, Pistone A, Espro C, Galvagno S. Drug delivery strategies for bone 
tissue regeneration. In: Panseri S, Taraballi F, Cunha C, editors Biomimetic ap-
proaches for tissue healing. Foster City: OMICS Group eBooks; 2015. p. 1–39.

[7] Panseri S, Cunha C, D’Alessandro T, Sandri M, Russo A, Giavaresi G, et al. Mag-
netic hydroxyapatite bone substitutes to enhance tissue regeneration: evalu-
ation in vitro using osteoblast-like cells and in vivo in a bone defect. PLoS One 
2012;7(6):e38710. 

[8] Cunha C, Panseri S, Iannazzo D, Piperno A, Pistone A, Fazio M, et al. Hybrid 
composites made of multiwalled carbon nanotubes functionalized with 
Fe3O4 nanoparticles for tissue engineering applications. Nanotechnology 
2012;23(46):465102. 

[9] Wang DX, He Y, Bi L, Qu ZH, Zou JW, Pan Z, et al. Enhancing the bioactivity of 
Poly(lactic-co-glycolic acid) scaffold with a nano-hydroxyapatite coating for 
the treatment of segmental bone defect in a rabbit model. Int J Nanomedicine 
2013;8:1855–65. 

[10] Yoshikawa H, Myoui A. Bone tissue engineering with porous hydroxyapatite 
ceramics. J Artif Organs 2005;8(3):131–6. 

[11] Bellucci D, Sola A, Gazzarri M, Chiellini F, Cannillo V. A new hydroxyapatite- 
based biocomposite for bone replacement. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl 

2013;33(3):1091–101. 
[12] Pistone A, Iannazzo D, Panseri S, Montesi M, Tampieri A, Galvagno S. Hy-

droxyapatite-magnetite-MWCNT nanocomposite as a biocompatible multi-
functional drug delivery system for bone tissue engineering. Nanotechnology 
2014;25(42):425701. 

[13] Laurencin D, Almora-Barrios N, de Leeuw NH, Gervais C, Bonhomme C, 
Mauri F, et al. Magnesium incorporation into hydroxyapatite. Biomaterials 
2011;32(7):1826–37. 

[14] Landi E, Logroscino G, Proietti L, Tampieri A, Sandri M, Sprio S. Biomimetic 
Mg-substituted hydroxyapatite: from synthesis to in vivo behaviour. J Mater 
Sci Mater Med 2008;19(1):239–47. 

[15] Barthes J, Özçelik H, Hindié M, Ndreu-Halili A, Hasan A, Vrana NE. Cell mi-
croenvironment engineering and monitoring for tissue engineering and re-
generative medicine: the recent advances. Biomed Res Int 2014;2014:921905.

[16] Schantz JT, Chim H, Whiteman M. Cell guidance in tissue engineering: SDF-1 
mediates site-directed homing of mesenchymal stem cells within three-di-
mensional polycaprolactone scaffolds. Tissue Eng 2007;13(11):2615–24. 

[17] Vo TN, Kasper FK, Mikos AG. Strategies for controlled delivery of growth fac-
tors and cells for bone regeneration. Adv Drug Deliv Rev 2012;64(12):1292–
309. 

[18] García AJ, Reyes CD. Bio-adhesive surfaces to promote osteoblast differentia-
tion and bone formation. J Dent Res 2005;84(5):407–13. 

[19] Yun YR, Pham BH, Yoo YR, Lee S, Kim HW, Jang JH. Engineering of self-assem-
bled fibronectin matrix protein and its effects on mesenchymal stem cells. Int 
J Mol Sci 2015;16(8):19645–56. 

[20] Liu Y, Peterson DA, Kimura H, Schubert D. Mechanism of cellular 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction. J 
Neurochem 1997;69(2):581–93. 


