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钙磷涂层的JDBM镁合金多孔支架促进血管新生及骨缺损修复
的效果评估
王 青，王 伟，姜达君，贾伟涛
上海交通大学附属第六人民医院骨科，上海 200233

［摘要］目的·研究含有钙磷涂层（CaHPO4·2H2O，DCPD）的 JDBM （Mg-Nd-Zn-Zr）镁合金支架体内外促血管新生和骨缺损修复的

生物学效应。方法·应用模板复制法和化学沉积法构建 JDBM-DCPD和 JDBM-MgF2支架，使用微型CT （micro-CT）和扫描电子显微

镜检测 2种支架的表征。在支架表面种植骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cell， BMSC）并通过CCK-8实验及细胞

黏附实验观察支架对细胞的生物相容性。通过Transwell细胞迁移实验和成管实验检测支架浸提液对内皮细胞系Ea.hy926细胞迁移和

成管能力的影响，并通过免疫荧光染色进一步观察血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）的分泌情况；通过

碱性磷酸酶和茜素红染色检测浸提液对 BMSC 成骨能力的影响。构建 SD 大鼠股骨髁临界性骨缺损模型并植入支架，术后 8 周通过

Microfil血管灌注、micro-CT扫描、组织切片染色等方法评估 JDBM-DCPD支架的促血管新生及促成骨能力。结果·JDBM-DCPD支

架的主孔径为 400~450 μm，钙磷颗粒均匀分布在孔壁上，大小为 15~25 μm。BMSC 能够在 JDBM-DCPD 支架表面黏附且生长良好。

与对照组和 JDBM-MgF2支架浸提液相比，JDBM-DCPD支架浸提液在体外能够显著促进Ea.hy926内皮细胞迁移、成管以及VEGF的表

达，同时可显著增强 BMSC 早期和晚期成骨分化。体内植入 8 周后，JDBM-DCPD 支架促进缺损区血管和新骨再生作用显著优于

JDBM-MgF2支架。结论·JDBM-DCPD 支架在体内外实验中展现了优良的成血管效应，特别是在体内植入后可以实现早期血管化，

从而更加有效地促进骨再生。
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Evaluation of JDBM porous scaffold coated with DCPD in promoting angiogenesis and repairing bone

defects
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[Abstract] Objective·To evaluate the biological effects of JDBM (Mg-Nd-Zn-Zr) scaffold coated with DCPD (CaHPO4·2H2O) on angiogenesis and

repairing bone defects in vivo and in vitro. Methods·The JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 scaffolds were constructed by using template replication

method and chemical deposition method, and the characteristics of the scaffolds were observed by micro-CT and scan electron microscope. The bone

marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) were seeded on the scaffolds and the biocompatibility of scaffolds was evaluated by CCK-8 experiment and

cell adhesion experiment. Transwell cell migration experiment and tube formation experiment were used to detect the effects of scaffold extracts on the

migration and tube-forming ability of endothelial cell line Ea.hy926 cells, and immunofluorescence was used to further observe the secretion of vascular

endothelial growth factor (VEGF). Alkaline phosphatase staining and alizarin red staining were used to detect the effect of the extracts on the osteogenic

ability of BMSCs. Furthermore, the model of critical bone defect of femoral condyle was constructed in SD rats. The JDBM-DCPD and JDBM-MgF2

scaffolds were implanted into the defects, respectively, and the effects of scaffolds on the osteogenesis and vascularization were assessed by Microfil

vascular perfusion, micro-CT scanning, and tissue section staining after 8 weeks of operation. Results·The main spherical pore size of JDBM-DCPD

scaffold was 400‒450 μm and the calcium and phosphorus particles were evenly distributed on the pore wall with the size of 15‒25 μm. BMSCs adhered

and grew well on the surface of JDBM-DCPD scaffold. Compared with the control group and the JDBM-MgF2 scaffold extract, the JDBM-DCPD

scaffold extract could significantly promote the migration, tube formation and VEGF expression of Ea.hy926 cells, and significantly enhance the early

and late osteogenic differentiation of BMSCs in vitro. After 8 weeks of implantation, the JDBM-DCPD scaffold dramatically facilitated the regeneration

of new bone and new vessels in the defect area compared with the JDBM-MgF2 scaffold. Conclusion·The JDBM-DCPD scaffold exhibits excellent

vascularization effects both in vivo and in vitro, especially early vascularization effect after implantation and bone regeneration promotion in vivo.
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随着经济社会的快速发展，由高能量损伤、骨肿瘤

切除、人工关节周围骨溶解等引起的骨缺损患者越来越

多。而大块骨缺损常造成骨折延迟愈合或不愈合，最终

导致肢体功能障碍，严重影响患者生活质量。目前骨缺

损的治疗以植骨术为主，植骨来源包括自体骨、异体骨

及人工骨等。在临床上，自体骨移植是修复骨缺损的

“金标准”，但自体骨移植来源有限。异体骨虽然来源较

广，但易导致免疫排斥反应并有疾病传播等风险，因而

应用受限［1-3］。随着组织工程学的发展，可降解并且可塑

性大的人工生物修复材料越来越受到临床医师的关注。

组织工程支架植入体内之后的成骨效果取决于移植物早

期血管化的程度，新生血管除了可以为成骨活动提供各

种必需的营养物质外，还在骨与邻近组织器官相互作用

中发挥不可或缺的作用［4］。在骨生长过程中，内皮细胞

侵入生长板区域的软骨，形成营养供应的血管通道，并

作为新骨的支架促进生长［5］；而在骨重塑过程中，毛细

血管进一步促进成骨和破骨活动，加速骨重塑［6］。但目

前常见的组织工程支架在物质传递交换方面仍然受到很

大的限制［7-9］，新生血管主要集中在支架周围，而在支架

内部缺失，使得营养物质与氧气难以运输到支架内部，

从而导致支架内部的细胞难以生长、迁移和扩增，出现

支架内部空化区或坏死区［10］。

近些年镁合金作为一种新型可植入性生物材料，具

有良好的生物相容性、机械性能、生物降解性而开始广

泛用于骨外科材料的研发［11］。镁是一种活泼金属，质量

很轻，密度在 1.74~2.00 g/cm3，与人体骨密度 （1.80~

2.10 g/cm3）较为接近［12］，并且镁的弹性模量较小（41~

45 GPa），相比于钛合金 （110~117 GPa） 更接近人骨

（3~20 GPa），可以有效降低应力遮挡，在骨折愈合期间

提供稳定的力学环境［13］。此外，镁在人体内存在吸收和

排泄的动态平衡，生物安全性较高［14］。近年来 JDBM

（Mg-Nd-Zn-Zr）镁合金系列生物材料被广泛研究。本课

题组前期研究［15-17］结果表明，该合金生物相容性较好，

具备优良的强度和延展性以及独特的均匀降解行为，同

时具备良好的成骨功能。在 JDBM 合金表面复合可生物

降解的钙磷（CaHPO4·2H2O，DCPD）涂层，提高生物相

容性和生物安全性的同时，还具备优良的诱导成骨以及

成血管能力，可以进一步地促进骨与血管再生；此外，

通过调整DCPD涂层厚度，可以控制其降解速度［17-20］。

血管化是骨组织工程支架实现骨修复的一个关键环

节。随着近些年来成血管与成骨的双向反馈作用被揭示，

组织工程支架血管化也成为了研究人员关注的重点内容。

因此，本课题组在前期研究［21］JDBM-DCPD直接成骨分

化的基础上，进一步探索 JDBM-DCPD 支架的体内外成

血 管 能 力 。 本 研 究 中 ， 将 覆 有 MgF2 涂 层 的 JDBM

（JDBM-MgF2）支架作为参照，体外评估 JDBM-DCPD对

内皮细胞成血管能力的影响，并通过大鼠股骨髁临界性

骨缺损模型研究 JDBM-DCPD 多孔支架植入骨缺损区域

后支架内部新生血管长入和成骨情况，为今后多孔 JDBM

镁合金支架的研发应用开拓思路、奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂和仪器 磷酸盐缓冲液（PBS），α-MEM、

DMEM 细胞培养基 （美国 Hyclone）；胎牛血清 （FBS，

以色列BI）；青霉素-链霉素双抗、0.25%胰蛋白酶消化液

（美国 Gibco）；碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，ALP）

细胞染色试剂盒 （中国 Beyotime）；2% 茜素红 （ARS）

染料（中国 Cyagen）；血管造影剂 Microfil （MV-122，美

国 Flow Tech Inc）；CD31 抗体 （货号 ab24590）、骨钙素

（osteocalcin， OCN） 抗 体 （ 货 号 ab13420）（ 英 国

Abcam）；Transwell小室（美国 Corning）；血管内皮生长

因子 （vascular endothelial growth factor，VEGF） 抗体、

Alexa Fluor484荧光染料（美国Proteintech）；罗丹明标记

的鬼笔环肽（美国Sigma）；细胞核荧光染料DAPI （中国

Solarbio）；CCK-8 试剂盒 （日本 Dojindo）；Matrigel 胶

（美国Corning）。

倒置光学显微镜（DMi3000B，德国 Leica），扫描电

子 显 微 镜 （scanning electron microscope， SEM，

SIGMA500，德国 Zeiss），数字 X 线摄影系统 （Digital

Diagnost C50，荷兰 Philips），小动物活体 CT 成像系统

（Skyscan 1176 Micro-CT，德国 Bruker），单轴试验机

（AG-100 kN， 德 国 Zwick）， 火 花 等 离 子 烧 结 系 统

（HPW100/150-220-50，德国FCT）

1.1.2 实验细胞 骨髓干细胞 （bone marrow stem cell，

BMSC）取自鼠龄 6周、体质量为 160~200 g的雄性SD大

鼠。原代细胞用 α-MEM 完全培养基 （α-MEM 培养基+

10%FBS+1%青霉素-链霉素双抗）在 37 ℃、5%CO2的培

养箱中培养；2 d后，半量更换培养基，镜下观察细胞形

态，之后至少每 3 d更换一次培养基。当细胞生长至覆盖

培养皿底部 80%~90% 时用胰酶消化传代，取第 3~5代细

胞用于细胞实验。内皮细胞系 Ea.hy926 细胞购自中国科

学院上海细胞库，细胞用完全培养基（DMEM+10%FBS+

1% 青霉素 -链霉素双抗） 在 37 ℃、5%CO2 的培养箱中

培养。
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1.1.3 实验动物 SPF 级雄性 6 周龄 （160~200 g，用于

提取原代BMSC）和 8周龄（250~300 g，用于动物实验）

SD 大鼠购自上海市计划生育科学研究所实验动物经营

部，生产许可证号为 SCXK （沪） 2018-0006。SD大鼠饲

养于上海交通大学附属第六人民医院 SPF 级动物房，使

用许可证号为SYXK（沪） 2016-0020。

1.2 实验方法

1.2.1 JDBM 多孔支架的制备以及结构表征、力学特征

的测定 JDBM 支架的制备采用模板复制法［21］，通过火

花等离子烧结系统将直径 400~450 μm的球形纯钛颗粒烧

结成多孔模板，将浸渗铸造后的胚体浸在 40% 氢氟酸溶

液中溶解模板，同时形成MgF2涂层。制备 60 g/L NaNO3、

15 g/L CaHPO4·2H2O和 0.8 mol/L H2O2的混合溶液，采用

化学沉积的方法在多孔支架的表面形成 DCPD 涂层。在

先前的研究［21］中，DCPD沉积时间为 24 h，结果发现在

培养基中浸泡 7 d后出现了支架破碎；为了进一步提高支

架在培养基中的稳定性，本研究将 DCPD 的沉积时间延

长至 48 h。采用 SEM 观察支架的多孔结构和涂层的表面

形貌。通过 Micro-CT 重建大小为Φ10 mm×2 mm （表示

直径 10 mm，高度 2 mm）的 JDBM-DCPD和 JDBM-MgF2

三维图像并计算支架的孔隙率，实验重复 3次。用单轴试

验机对支架的力学性能进行测试。细胞实验材料尺寸为

Φ10 mm×2 mm，大鼠骨缺损模型中材料尺寸为Φ3 mm×

5 mm。

1.2.2 JDBM-DCPD 支架表面细胞的黏附与增殖 将约

含 5×104 个细胞的 1 mL BMSC 悬液分别接种到 JDBM-

MgF2和 JDBM-DCPD 支架上。培养 7 d 后，利用 SEM 对

多孔支架表面的细胞进行观察。同时，对支架表面培养

的细胞通过CCK8试剂盒检测细胞的活力。

1.2.3 支架浸提液作用下内皮细胞迁移实验 首先将尺

寸为 Φ10 mm×2 mm 的 JDBM-MgF2 和 JDBM-DCPD 2 组

支架放入 75% 乙醇中消毒 30 min。然后，将每组多孔支

架按照 3 mL/个浸泡在 DMEM 培养基中，并置于 37 ℃

恒温培养箱中。3 d 后收集每组条件培养基，经 0.22 μm

微孔滤膜过滤后得到支架浸提液，保存于 4 ℃冰箱

备用。

将约含 1×105个 Ea.hy926 细胞的悬液 100 μL 接种于

24 孔 Transwell 小室的上室，然后将 600 μL 不同涂层的

JDBM 支架浸提液加到 Transwell 小室的下室中，普通

DMEM 培养基作为阴性对照。孵育 24 h后，将上室轻轻

移开，并用棉签将膜的上表面细胞尽量拭去。然后用 4%

多聚甲醛将迁移至膜下表面的细胞固定，0.5% 结晶紫染

色 10 min后用光学显微镜观察拍照，并使用 Image-J软件

进行定量分析［22］。

1.2.4 支架浸提液作用下内皮细胞成管实验 制备

JDBM-MgF2 和 JDBM-DCPD 的支架浸提液，方法同前。

在 24 孔板中加入 Matrigel 胶 100 μL/孔，37 ℃温箱孵育

30 min，然后在每孔中加入约含 6×104个 Ea.hy926细胞的

浸提液继续培养，普通DMEM培养基作为阴性对照，分

别于培养 3 h 和 6 h 时在光学显微镜下观察内皮细胞体外

成管情况，并使用 Image-J软件进行定量分析。

1.2.5 支架浸提液作用下内皮细胞 VEGF 分泌情况 制

备 JDBM-MgF2和 JDBM-DCPD的支架浸提液，方法同前。

将Ea.hy926细胞以 2×104/mL的密度接种在 24孔板中，加

入 JDBM-MgF2和 JDBM-DCPD的支架浸提液培养 3 d，普

通DMEM培养基作为阴性对照。然后将细胞在室温下用

4% 多聚甲醛固定 15 min，并与 VEGF 抗体（1∶200）在

4 ℃孵 育 过 夜 ， 之 后 用 Alexa Fluor488 标 记 的 二 抗

（1∶200） 孵育 1 h，最后分别用罗丹明标记的鬼笔环肽

（1∶200） 和 DAPI （1∶200） 处理 40 min 和 10 min。利

用荧光显微镜观察细胞中VEGF的表达情况。

1.2.6 支架浸提液作用下 BMSC 成骨分化实验 制备

JDBM-MgF2 和 JDBM-DCPD 的支架浸提液，方法同前。

将 BMSC 按 1×104/孔接种于 24 孔板中，分别用 JDBM-

MgF2和 JDBM-DCPD 2 组支架浸提液培养，普通培养基

作为阴性对照，在 37 ℃细胞培养箱中分别培养 7 d 和

14 d。根据试剂盒说明书进行 ALP 染色和茜素红染色。

实验操作重复3次。

1.2.7 大鼠股骨髁临界性骨缺损模型制备及支架的植

入 本动物实验按照上海交通大学附属第六人民医院动

物伦理委员会动物实验的规定，经批准后进行。用体质

量为 250~300 g 的雄性 SD 大鼠建立股骨髁临界性骨缺损

模型，16 只大鼠随机分为 JDBM-MgF2组和 JDBM-DCPD

组，每组 8只。采用 0.5％戊巴比妥钠溶液（9 mL/kg）经

腹腔注射诱导麻醉成功后，在大鼠双侧股骨髁的内侧分

别行 1.5 cm 长纵行切口，暴露内侧髁，使用牙科高速环

钻制造直径 3 mm、深度 5 mm 的骨缺损模型。然后按分

组情况将支架材料植入骨缺损区域，再逐层缝合肌肉和

皮肤，肌肉注射青霉素预防感染。

1.2.8 影像学检查 术后 8 周，每组取 4 只进行血管灌

注。采用 0.5%戊巴比妥钠溶液（9 mL/kg）经腹腔注射诱

导麻醉成功后，打开胸腔，将含有肝素钠的生理盐水溶

液沿左心室注入，同时剪开右心耳，待右心耳流出澄清

生理盐水后，使用 20 mL的Microfil灌注液灌注血管，待

双下肢皮肤变黄表示灌注成功，丝线结扎腹主动脉。然
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后将死亡的大鼠标记后置于 4 ℃冰箱过夜血管塑化。次

日将大鼠股骨髁标本取下并放入 10% 中性甲醛固定液中

固定 48 h以上，最后将标本在 10%EDTA脱钙溶液中持续

脱钙 4 周。脱钙成功的样本放在 Micro-CT 卡槽并固定，

设置分辨率为 9 μm进行扫描，使用配套软件重建缺损区

血管三维影像 。

另外，术后 8 周，对每组余下 4 只 SD 大鼠使用过量

的 0.5%戊巴比妥钠溶液处死，股骨髁部位首先采用 X射

线观察缺损区修复情况，然后将股骨髁标本取下并在

10% 中性甲醛固定液中固定 48 h，固定后的标本再使用

micro-CT（18 μm分辨率）扫描并重建三维影像观察缺损

修复以及支架降解情况

1.2.9 缺损区的组织学观察 将未经Microfil灌注的股骨

髁标本经 Micro-CT 扫描后分组标记并在 10%EDTA 溶液

中脱钙 4周，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片厚度 4 μm。

通过苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，H-E）染色和免疫

组织化学 （immunohistochemistry，IHC） 染色 （OCN 和

CD31）评估成骨和血管生成情况［23］。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 17.0 软件进行统计分析。定量资料用 x±s

表示，在满足正态分布、方差齐性的条件下，2组数据间

比较采用独立样本 t 检验，多组数据间比较采用方差分

析；不满足的情况下则分别采用 Mann-Whitney U检验和

Kruskal-Wallis检验。当 P<0.05时，认为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 JDBM-DCPD多孔支架的表征

从 JDBM-MgF2 和 JDBM-DCPD 2 组支架的三维重建

影像可以看到支架具有多孔互连结构 （图 1A）。低倍

SEM下可看到多孔互连结构高度规则，2组支架的球形主

孔径在 400~450 μm，主孔之间有 8~11个大小不等的小孔

相互连接；并且在高倍SEM镜下观察到MgF2涂层表面光

滑，而DCPD涂层表面粗糙，在DCPD涂层支架中，钙磷

颗粒均匀分布在孔壁上，大小为 15~25 μm （图 1B）。通

过micro-CT扫描及相关软件计算 JDBM-MgF2支架的孔隙

率为 （79.40±0.62）%，而 JDBM-DCPD 支架的孔隙率为

（69.79±0.40）% （图 1C）， 2 组间差异具有统计学意义

（P=0.000）。JDBM-MgF2的弹性模量为（0.34±0.07）GPa，

屈服强度（5.05±0.30） MPa；JDBM-DCPD的弹性模量为

（0.41±0.09） GPa，屈服强度（6.92±0.17） MPa。2组间支

架的弹性模量及屈服强度的差异均具有统计学意义（均

P=0.000）。

2.2 JDBM-DCPD支架的生物相容性

本研究中，支架在培养基中浸泡 7 d 后仍然结构完

整，可见 DCPD 沉积 48 h 相较 24 h 可以提高支架在溶液

中的稳定性。如图 2A 所示，细胞接种于支架上 7 d 后，

CCK-8试剂盒检测结果显示，JDBM-DCPD组D（450 nm）

值显著高于 JDBM-MgF2组 （P=0.000）。SEM 观察发现，

在 MgF2 涂层的支架表面仅有少量舒展以及较多死亡的

BMSC；而在DCPD涂层的支架上培养的BMSC具有良好

的舒展状态，基本完全覆盖孔壁表面（图2B）。

Note：A. 3D reconstruction images of JDBM-MgF2 and JDBM-DCPD porous scaffolds. B. SEM to observe the pore size and surface structure of the scaffolds (above ×100,

below ×5 000). C. The porosities of JDBM-MgF2 and JDBM-DCPD porous scaffolds. ①P=0.000, compared with the JDBM-MgF2 group.

图1 JDBM-DCPD与JDBM支架表征的比较

Fig 1 Comparison of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 porous scaffolds in characteristics
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2.3 JDBM-DCPD浸提液在体外对内皮细胞成管的影响

Transwell 内皮细胞迁移实验结果显示，Ea.hy926 细

胞在含有 2种不同涂层的 JDBM支架浸提液中的迁移能力

均好于对照组，而在 JDBM-DCPD 浸提液中的迁移能力

又强于其在 JDBM-MgF2 浸提液中的迁移能力 （图 3A、

B）。不同涂层的 JDBM 浸提液作用下的 Ea.hy926 细胞成

管实验结果显示：在 3 h和 6 h这 2个时间点，Ea.hy926细

胞在含不同涂层 JDBM 浸提液中的成管能力 （伸展的管

状结构）要好于其在普通培养液中的成管能力（不完全

的和零星的管状结构）；而与 JDBM-MgF2 浸提液相比，

JDBM-DCPD浸提液作用下的Ea.hy926细胞形成完整伸展

的管状结构的数量更多，证明相较于 JDBM-MgF2，

JDBM-DCPD 浸提液促内皮细胞的成管能力更强 （图

3C、D）。

此外，免疫荧光成像进一步证实了不同涂层的 JDBM

支架组和对照组 Ea.hy926 细胞均有 VEGF 的表达 （图

4A）。荧光半定量分析显示，在含有 JDBM 涂层浸提液 2

个组中 Ea.hy926 细胞的 VEGF 水平表达均高于对照组，

而 JDBM-DCPD 组的 VEGF 表达量又高于 JDBM-MgF2组

（图 4B），而且从细胞骨架（肌动蛋白）染色中可以看到

3组内皮细胞形态相似。上述结果表明 JDBM-DCPD在体

外具有良好促内皮细胞成血管能力，而支架的浸提液对

内皮细胞没有明显细胞毒性。

2.4 JDBM-DCPD对BMSC成骨分化的影响

图 5A显示BMSC中ALP的表达量随着培养时间的延

长而增多，在 7 d和 14 d两个时间点 JDBM-DCPD组ALP

染色最深，而对照组只有少量的 ALP表达。同时，茜素

红染色结果也显示，BMSC培养14 d后 JDBM-DCPD组矿

化水平更高，有更多的钙结节被染成红色（图5B）。

2.5 影像学分析 JDBM-DCPD 支架对大鼠骨缺损模型新

骨再生的作用以及支架在体内的降解情况

建模后，大鼠均未出现感染或死亡等并发症。X射线

检查（图 6A）观察到 JDBM-DCPD组缺损区呈高密度影，

而 JDBM-MgF2组缺损区的密度较周围宿主骨明显降低，

这一结果说明 JDBM-DCPD 组骨缺损区有更多的新骨再

生。三维重建影像显示，JDBM-DCPD支架表面被大量新

骨覆盖，而在 JDBM-MgF2组仍可观察到支架的轮廓；矢

状面影像中观察到 JDBM-DCPD 组显示出良好的界面结

合，而 JDBM-MgF2组骨界面有部分空腔形成（图6B）。

Microfil血管灌注检测观察到 JDBM-DCPD 组的骨缺

损区较 JDBM-MgF2组有更多、更密集的血管网形成（图

6C），良好的血管网有利于营养物质的运输从而有效地促

进缺损区骨组织的再生。通过micro-CT扫描计算，术后8

周 JDBM-MgF2 组 支 架 降 解 了 （23.95±2.74） % ， 而

JDBM-DCPD组支架降解了（14.53±2.23） %，2组间差异

具有统计学意义（P=0.000）。

2.6 免疫组织化学染色分析大鼠骨缺损区新血管和新骨

的形成

2组大鼠股骨髁标本在脱钙 4周后分别进行H-E染色，

以及成骨标志物 OCN 和成血管标志物 CD31 的免疫组织

化学染色。H-E染色结果显示 JDBM-DCPD组孔壁有更多

Note：A. Cell proliferation activity of BMSCs cultured on the scaffolds for 7 d detected by CCK8 kit. ①P=0.000, compared with the JDBM-MgF2 group. B. Cell adhesion of

BMSCs cultured on the scaffolds for 7 d observed by SEM (above ×250, below ×1 000).

图2 JDBM-DCPD与JDBM-MgF2支架生物相容性的比较

Fig 2 Comparison of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 in biocompatibility
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Note：A. Representative photographs showing the effect of the extracts of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 on the migration of Ea. hy926 cells after incubation for 24 h

detected by Transwell migration assay (crystal violet staining, ×100). B. Quantitation of migrating Ea.hy926 cells. C. Representative photographs showing the effect of the

extracts of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 on the tubule formation of Ea.hy926 cells after incubation for 3 h and 6 h (×100). D. Quantitation of tubule formation of Ea.hy926

cells. ①P=0.000, compared with the control group; ②P=0.007, ③P=0.000, compared with the JDBM-MgF2 group. HPF—high power field.

图3 JDBM-DCPD与JDBM-MgF2支架浸提液对Ea.hy926细胞迁移能力和成管情况影响的比较

Fig 3 Comparison of the effects of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 scaffold extracts on Ea.hy926 cell migration and tube formation

Note：A. Representative photographs showing the effect of the extracts of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 on the expression of VEGF in Ea.hy926 cells after incubation for 3 d

detected by immunofluorescent (×200). B. Semi-quantitative analysis of fluorescence intensity. ①P=0.001, ②P=0.000, compared with the control group; ③P=0.004, compared

with the JDBM-MgF2 group.

图4 JDBM-DCPD与JDBM-MgF2支架浸提液对Ea.hy926细胞VEGF表达水平影响的比较

Fig 4 Comparison of the effects of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 scaffold extracts on the expression of VEGF in Ea.hy926 cells
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被染成红色的骨胶原，并且在放大图中可以看到明显的

血管形成 （图 7A）。免疫组织化学染色结果显示 JDBM-

DCPD 组 OCN 染色较 JDBM-MgF2组更深（图 7B）；并且

在 JDBM-DCPD 组球形孔的中间有更多血管生成标志物

CD31 的表达，而 JDBM-MgF2组仅在球形孔壁周围可见

CD31 的表达 （图 7C），这一结果与 Microfil 血管灌注显

示的结果一致。

Note：A. ALP staining of BMSCs cultured in the scaffold extracts for 7 d and 14 d, respectively (×100). B. ARS staining of BMSCs cultured in the scaffold extracts for 14 d (×100).

图5 JDBM-DCPD与JDBM-MgF2支架浸提液对BMSC成骨分化影响的比较

Fig 5 Comparison of effects of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 scaffold extracts on osteogenic differentiation of BMSCs

Note：A. X-ray photos. B. Three-dimensional reconstruction and sagittal images by CT. C. Microfil perfusion to observe the formation of new blood vessels in the defect area.

The white circles indicate the bone defect area.

图6 植入8周后影像学检测JDBM-DCPD与JDBM-MgF2支架的体内成骨、成血管作用

Fig 6 Osteogenesis and angiogenesis of JDBM-DCPD and JDBM-MgF2 scaffolds in vivo detected by radiography 8 weeks after implantation
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3 讨论

理想的骨组织工程支架需要具有合适的孔径。有文

献［24-25］报道材料孔径为100~1 000 μm时，支架的逐渐降解

有利于血管和新骨的生成。此外，据报道，多孔支架孔径

在300~500 μm的范围内对血管再生、类骨和矿化骨形成最

佳［26］。本研究所使用的 JDBM镁合金支架为规则的高度互

连多孔结构，主孔直径为400~450 μm，相互连接的孔径为

150~250 μm。组织工程支架还需要具有一定的孔隙率才能

更好地促进营养物质以及细胞代谢产物的运输从而促进组

织的生长。当多孔支架孔隙率约为90%时更为理想，能够

为细胞外基质的合成提供足够空间，为细胞与材料的相互

作用提供高比表面积。因此，支架的孔隙率和互连性是促

进组织生长和整合的关键因素［26］。然而，孔隙率越高意味

着力学性能越低。在本研究中，JDBM-DCPD支架的孔隙率

约为70%，与人骨小梁的孔隙率相似，并且JDBM-DCPD支

架的力学性能与松质骨相匹配。本研究相较于前期研究［21］

在涂层制备方面延长了钙磷沉积的时间，结果表明JDBM-DCPD

支架在培养基中更加稳定，浸泡7 d宏观结构未出现明显改变，

但支架的孔隙率以及力学性能相较前期并未发生显著的变化。

支架表面的细胞黏附直接影响细胞的生长、迁移和

分化。因此，细胞黏附是骨整合的关键和先决条件［13］。

体外实验发现，单纯 MgF2 涂层支架不利于 BMSC 的黏

附，这可能是由于MgF2涂层支架在培养基中降解相对较

快并会产生过多的氢气，使局部环境 pH值增高而不利于

细胞的黏附；体内实验中，可能同样由于MgF2涂层支架

在降解过程中产生的氢气过多，气体聚集在组织周围，

导致支架与宿主骨之间形成空腔，这一现象在MgF2涂层

的AZ31合金多孔支架修复股骨髁缺损时也被观察到［27］。

与 MgF2涂层支架相比，DCPD 涂层支架在体外明显更有

利于细胞的黏附和生长；另外，JDBM-DCPD支架也能明

显促进 BMSC 的成骨分化。这可能是由于 DCPD 涂层能

延缓镁合金支架的降解。适量的 Mg2+可以调节吸附的纤

维连接蛋白，增强其与受体结合亲和力，上调 BMSC 整

合素α5β1的表达，从而增强细胞黏附和成骨分化［14］。此

外，与骨矿物质类似的成分亦赋予 DCPD 强大的细胞生

物活性［28-29］。在降解过程中 DCPD 涂层向培养基释放的

钙离子和磷离子能进一步促进细胞增殖和分化［30］，这与

我们之前的研究结果一致［16-17，31］。

然而骨组织的再生离不开营养物质的供应，骨组织

内的血管再生对于骨组织的修复至关重要［4］。传统观点

认为成骨和成血管之间的关系是单向的，主要表现为血

管再生为骨组织的再生和修复提供必要的营养物质并代

谢废物［32］。但近年的研究［33-34］表明骨组织的再生对骨内

血管的再生同样有着极为重要的作用，因而非常有必要

在研究骨再生的同时关注血管再生情况。一方面血管再

生可以促进骨再生，另一方面良好的骨再生也可以促进

骨内血管的再生，从而形成良性循环，更好地达到骨修

复的目的。我们的体外研究结果显示 JDBM-DCPD 具有

优良的促血管再生的作用，可能是 JDBM-DCPD 镁合金

支架缓释出来的适宜的 Mg2+浓度促进了 Src/JAK2信号通

路上前体破骨细胞分泌的血小板衍生生长因子 BB

（Platelet derived growth factor BB，PDGF-BB） 的表达，

使得其成血管的作用增强［35-37］。同时，钙磷涂层释放的

钙离子和磷离子同样具有促进血管再生的作用［38］，因而

相较于 MgF2涂层的 JDBM 镁合金支架，JDBM-DCPD 镁

合金支架浸提液展现出更加优越的成血管能力。

Note：A. H-E staining of the bone defect areas (above×200, below×400). B. Expression of OCN in the defect areas (immunohistochemical staining, ×400). C. Expression of

CD31 in the defect areas (immunohistochemical staining, ×400). The white arrows represent the new bone tissues and the red arrows represent the new blood vessels.

图7 植入8周后JDBM-DCPD组与JDBM-MgF2组大鼠骨缺损区的组织学观察

Fig 7 Histological observation of the bone defect areas in JDBM-DCPD group and JDBM-MgF2 group rats 8 weeks after implantation
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在本研究中，虽然 JDBM-DCPD多孔互连支架显示出

合适的Mg2+释放、细胞相容性以及体内外优良的成血管性

能，然而仍需要进行大动物实验进一步检测JDBM-DCPD的

成血管能力，并进一步研究 JDBM-DCPD支架在促进成骨-

成血管交联方面的内在机制。另外也有多项研究强调，动

物体内使用的模拟环境与人体不同，实验难以完美再现人

体微环境，实际应用于人体时支架降解速率还是会受到一

定影响［39-41］。因此，如何控制镁合金的降解，抑制氢气的

产生，也是进一步扩大可生物降解镁合金应用的关键。

致谢 衷心感谢上海交通大学材料学院袁广银教授

和贾高智博士在 JDBM 合金多孔支架制备和表征检测过
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