
书书书

网络出版时间: 2017 － 7 － 20 23: 54 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20170720． 2354． 001． html

◇基础医学研究◇

HIF-1α介导 BMSCs复合 PLGA修复大鼠颅骨标准骨缺损的研究
朱艳秋

1，2，王默涵
1，2，周 咏

1，2，许 敏
1，2，何家才

1，2

摘要 目的 构建低氧诱导因子(HIF)-1α介导骨髓间充质
干细胞(BMSCs)复合聚乳酸 －聚乙醇酸共聚物(PLGA)支架
材料血管化组织工程骨，观察其在大鼠颅骨标准骨缺损中的

修复效果。方法 将目的基因 HIF-1α转染至 BMSCs 后，与
支架材料 PLGA复合，修复 SD大鼠颅骨双侧直径 5 mm的标
准骨缺损(n = 18)，随机分为 3 组:实验组植入 HIF-1α-BM-
SCs /PLGA复合体(n = 6)，对照组植入 BMSCs /PLGA复合体
(n = 6)，材料组仅植入 PLGA 支架材料(n = 6)。术后 8 周
处死大鼠取材，分别行大体观察、X 线片检查和 HE 染色观
察缺损区骨形成情况。结果 大体观察、X 线片检查和 HE

染色均显示实验组缺损区新骨形成量明显大于对照组及材

料组，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。结论 体内研究表明
HIF-1α能够介导 BMSCs 促进骨组织形成，PLGA 是理想的
支架材料，用其构建的血管化工程骨能够有效修复骨缺损。
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肿瘤、创伤、感染等因素均可造成颌面部骨缺
损，特别是大面积骨缺损，而由于自体骨和异体骨移

植应用受限，使骨缺损的修复成为目前临床医学亟

待解决的难题之一
［1］。随着材料学和基因治疗学

的发展，运用基因增强的组织工程技术修复骨缺损

成为当前的研究热点，且用其构建血管化组织工程

骨修复骨缺损是未来再生医学的一个重要研究领

域
［2 － 3］。该研究以骨髓间充质干细胞(bone mesen-

chymal stem cells，BMSCs)为种子细胞，以聚乳酸-聚

乙醇酸共聚物( polylactic-co-glycolicacid，PLGA) 为
支架材料，以低氧诱导因子-1α ( hypoxia-inducible
factor-1α，HIF-1α)为细胞因子，同时利用 HIF-1α 具
有促进 BMSCs成血管和成骨双重调控作用，构建血
管化组织工程骨，通过修复大鼠颅骨标准骨缺损，探

讨 HIF-1α介导 BMSCs复合 PLGA 构建的血管化工
程骨修复骨缺损的效果。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 18 只，8 周
龄 ，(300 ± 10) g，购自北京维通利华实验动物技术
有限公司，饲养于中国科技大学实验动物中心，随机

分为 3 组:实验组植入 HIF-1α-BMSCs /PLGA 复合
体，对照组植入 BMSCs /PLGA 复合体，材料组仅植
入 PLGA支架材料，每组 6 只，标准环境适应性饲养
1 周。健康清洁级 SD大鼠 4 只，4 周龄，(100 ± 10)
g，购自安徽医科大学实验动物中心。在整个实验过
程中对动物的处置均符合医学伦理学标准。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 DMEM 培养基(美国
Gibco公司);胎牛血清 (FBS)(浙江天杭生物科技
有限公司);胰酶细胞消化液 (上海碧云天生物技术

有限公司);慢病毒载体(上海和元生物有限公司);

PLGA(上海聚睿生物材料有限公司);EDTA(美国
Sigma-Aldrich公司);二氧化碳孵箱(美国 Thermo公
司);倒置相差显微镜(德国 Leica公司);种植机(奥
地利 W＆H公司)。
1． 1． 3 慢病毒载体构建 慢病毒载体 Lenti-HIF-
1α的构建由上海和元生物技术有限公司构建、鉴定
和提供，病毒滴度为 2. 33 × 109 TU /ml。病毒包装完
成后，收集病毒原液，超速离心机浓缩，并进行病毒

滴度测定，确定最佳感染复数(multiplicity of infec-
tion，MOI) = 加入病毒总数 /细胞总数。
1． 2 方法
1． 2． 1 SD大鼠 BMSCs的分离与培养 选取健康 4
周龄 SD大鼠，按照 Maniatopoulos et al［4］的方法，在
无菌条件下分离大鼠后肢股骨，剪去两端骨骺，用不
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含血清 DMEM培养液将骨髓冲出，完全培养基 (含
10% FBS、100 U /ml 青霉素、100 U /ml 链霉素的培
养基)制成单细胞悬液，接种至培养皿中，在 37 ℃、
5%CO2 条件下进行原代培养，2 ～ 3 d 换液 1 次，待
细胞融合达 80% ～ 90% 时，用 0. 25% 胰酶消化传
代，取生长状态良好的第 2 ～ 3 代细胞用于后续实
验。
1． 2． 2 Lenti-HIF-1α 转染 SD大鼠 BMSCs 根据预
实验结果，当 MOI = 12 时，转染效率最高，且 BMSCs
细胞仍然保持增殖状态，说明该转染滴度对 BMSCs
细胞扩增状态影响很小。取对数生长期的细胞按照
每孔 2 × 105

个细胞接种于 6 孔板中，根据 MOI 值计
算所需要的病毒量加入病毒浓缩液 (按已测定 MOI
值用培养液稀释)，并按 1 ∶ 1 000 的比例加入终浓
度为 8 μg /ml 的 Polybrene。24 h 后加入完全培养
液，观察细胞形态及生长情况，并在转染后的 3 ～ 7 d
运用倒置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白表达情况，

确定病毒转染效率。
1． 2． 3 构建 BMSCs /PLGA复合体与扫描电镜观察
取直径 5 mm，厚度 2 mm 的无菌 PLGA 支架材料
置入培养液中润湿过夜，设接种 HIF-1α-BMSCs 为
实验组，仅接种 BMSCs 为对照组，不接种细胞为材
料组。收集对数生长期的第 2 代 BMSCs 及目的基
因转染 1 周后的 BMSCs，将重悬后密度为 2 × 107 /
ml的单细胞悬液接种在 PLGA 上，置于 37 ℃、5%
CO2饱和湿度的培养箱中 4 h后，每孔加入足量培养
液，培养 72 h 后用于动物实验。另每组各取 1 块材
料或复合体，4%多聚甲醛固定 20 min，常规脱水、干
燥、喷金，扫描电镜下观察材料形态和细胞状态。
1． 2． 4 SD大鼠颅骨标准骨缺损模型的建立与修复
无菌状态下，10%水合氯醛行 SD 大鼠腹腔麻醉，
麻醉剂量为 0. 3 ～ 0. 4 ml /100 g。麻醉起效后，术区
备皮、消毒、铺巾。在大鼠颅骨正中行 2 cm 纵向切
口，皮肤、肌肉和骨膜全层切开后翻瓣，暴露颅骨骨
板。用携带外径 5 mm环钻的种植机在大鼠颅中缝
两侧钻出直径 5 mm 的圆形全层骨质缺损区 2 处。
术中始终用 0. 9%无菌生理盐水喷水冷却环钻。标
准骨缺损制备好后，仔细冲洗创面，除去残留碎骨，

严密止血。骨膜和皮肤对位后，分层缝合，见图 1。
1． 2． 5 标本制备与修复效果观察 术后 8 周，过量
10%水合氯醛腹腔注射处死大鼠，获取标本，大体标
本观察缺损区颅骨修复情况，触诊新生骨组织硬度

及范围;并通过口腔 X 线成像仪在 70 kV、7 mA 条
件下对离体标本行 X线片检查;10%福尔马林固定

图 1 SD大鼠颅骨标准骨缺损模型的建立与修复的手术过程
A:切开;B:建立标准骨缺损模型;C:PLGA及其复合体修复;D:

缝合

标本 72 h后 10%EDTA脱钙，脱水，石蜡包埋切片，
常规 HE染色，光学显微镜下进行组织学观察，并用
图像分析软件( Image-Pro PlusTM Media Cybernetic，
美国)对 HE染色结果进行组织形态计量分析，测量
每个标本上两个骨缺损区的新生骨面积，计算新生

骨面积的百分比，取平均值，新生骨面积百分比

(% ) =成骨面积 /缺损总面积 × 100%。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件对数
据进行分析，数据均以 珋x ± s 表示。多组间比较采用
One-Way ANOVA 法进行方差分析。P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 SD 大鼠 BMSCs 转染结果 根据预实验结
果，当 MOI = 12 时，Lenti-HIF-1α 转染效率达到最
高，且细胞形态为梭形，呈旋涡状生长，细胞仍保持

增殖状态。目的基因转染 7 d 后，荧光显微镜下观
察其转染效率达 80% 以上，见图 2。

图 2 荧光显微镜下 Lenti-HIF-1α转染
BMSCs 7 d时转染结果 × 100

·2621· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Sep; 52( 9)



图 3 PLGA及其与细胞复合体扫描电镜图 × 300

A:实验组;B:对照组;C:材料组

2． 2 扫描电镜观察 PLGA 及其与细胞复合体扫
描电镜结果可见转染目的基因 HIF-1α 后的 BMSCs
和单纯 BMSCs均可黏附至 PLGA上，且 HIF-1α-BM-
SCs /PLGA实验组可见丰富细胞外基质形成。材料
组可见 PLGA纤维相互交错，呈三维立体多孔状，见
图 3。
2． 3 大体观察
2． 3． 1 术后一般情况 术后 4 h，大鼠可自行站立，
术后 3 d，活动基本恢复正常，进食良好。术后 1 周
伤口即完全愈合，所有动物术后恢复良好，无异常死

亡，无伤口感染等术后并发症。
2． 3． 2 离体标本观察 大体标本观察可见实验组
骨缺损区大面积致密新生骨形成，仅中央尚余少量

软组织区，且新生骨与缺损区周围骨质无明显界限，

触诊新生骨质地坚硬;对照组缺损区周围可见少量

的新骨形成，仍余大面积软组织区，新生骨与缺损区

周围骨质界限明显，触诊新生骨有一定硬度，但与实

验组相比较软;材料组骨缺损区为软组织覆盖，偶见

点状成骨，触诊示缺损区质地松软，见图 4。

图 4 术后 8 周离体标本观察
A:实验组;B:对照组;C:材料组

2． 4 X线片检查 术后 8 周离体标本 X 线片结果
显示实验组骨缺损区为大面积阻射影，仅中央区尚

余少量透射影，且新生骨阻射影与缺损区周围骨质

阻射影无明显界限;对照组骨缺损区周围可见少量

阻射影，密度较实验组低，且与缺损区周围骨质阻射

影界限明显;材料组骨缺损区为大面积透射影，偶见

点状阻射影，见图 5。

图 5 术后 8 周离体标

本 X线片检查结果
A:实验组;B:对照组;C:材料组

2． 5 组织学观察 术后 8 周时，HE 染色镜下观察
可见实验组骨缺损区绝大部分被新生骨充填，部分

区域出现改建成熟的骨组织;对照组缺损区周围可

见明显的新骨形成，但明显少于实验组;材料组缺损

区边缘可见少量无细胞的、均质的类骨质形成;三组
均无 PLGA残留，见图 6。Image-Pro Plus 软件组织
形态计量分析实验组、对照组、材料组的新生骨面积
百分比，差异有统计学意义(F = 296. 69，P ＜ 0. 05)，
见图 7。

3 讨论

在骨发育和再生过程中，血管生成与骨形成以

耦合的形式存在
［5］，所以目前血管再生已被推测是

骨组织工程中继种子细胞、支架材料、细胞因子三大
要素之后的第 4 大要素［6］。

BMSCs具有自我更新和多向分化潜能等优点
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图 6 术后 8 周 HE染色组织学观察
A:实验组;B:对照组;C:材料组;1: × 10;2: × 40

图 7 组织形态计量分析各组新生骨面积百分数

与对照组比较:* P ＜ 0. 05

而被广泛应用于骨组织工程领域，故本实验选择此

细胞作为种子细胞。至于支架材料，本实验选用的
是通过美国食品及药物管理局认证的 PLGA，是一
种人工合成高分子可降解材料。在本实验中，通过
扫描电镜结果显示 PLGA 具有三维立体多孔结构，
这可为细胞生长提供空间以及营养物质与代谢产物

的交换通道;且 BMSCs 和 HIF-1α-BMSCs 均可正常
黏附至材料上，说明该支架材料没有细胞毒性。另
外，大鼠术后观察伤口愈合良好，无伤口感染等并发

症，证明其具有良好生物相容性。此外，PLGA 的降
解速度和机械性能具有可调控性，可通过调节聚乳

酸(PLA)和聚乙醇酸(PGA)的组成和配比进行控
制
［7］，研究

［8］
表明当 PLA /PGA 比例为 90 /10，支架

的降解速度近似于细胞外基质产生的速度，可为细

胞外基质形成建立支撑，本研究所采用的 PLGA 支
架材料的 PLA /PGA比例即 90 /10，组织学观察可见
8 周时支架材料几乎被完全吸收。因此，PLGA符合
理想支架材料的要求

［9］。
细胞因子是组织工程骨的关键要素，种类繁多，

如骨形态发生蛋白-2、血管内皮生长因子等，本实验
选用的是本课题组前期研究中成功构建的突变型

HIF-1α。在前期研究中，根据人的 HIF-1α 基因( 编
号:001530)，对其全长编码区序列进行如下定点突
变:803 位天冬酰胺突变成丙氨酸，564 位脯氨酸突
变成丙氨酸，402 位脯氨酸突变成丙氨酸，成功构建
了突变型 HIF-1α 慢病毒载体，并将其转染至 293T
细胞后分别在常氧和低氧条件下培养发现，突变型

HIF-1α 具有显著的抗降解作用，且更加稳定［10］。
本研究中 Lenti-HIF-1α 转染 SD 大鼠 BMSCs 后第 7
天荧光显微镜下观察其转染效率已达 80%以上，进
一步证实此突变型 HIF-1α 在常氧条件下可稳定高
效表达。体外研究［11］已证明突变型 HIF-1α 能够显
著促进 BMSCs表达 VEGF、SDF-1 等成血管因子，因
此本实验通过构建 HIF-1α-BMSCs /PLGA 血管化组
织工程骨修复 SD 大鼠颅骨标准骨缺损，结果显示
实验组修复效果明显优于材料组和对照组，并对

HE染色结果进行组织形态计量分析，显示实验组
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新生骨面积百分比约为对照组的 2 倍，差异有统计
学意义。本研究结果表明 HIF-1α 能够介导 BMSCs
促进骨组织形成，并有效修复骨缺损。若适当延长
观察时间，图 5 中实验组骨缺损区中央少量透射影
将消失，修复效果会更理想。Zou et al［12］通过 HIF-
1α 转染至 Fisher 344 大鼠 BMSCs 复合磷酸骨水泥
支架材料有效修复大鼠颅骨标准骨缺损，本研究结

果与其修复效果一致。
综上所述，本研究通过构建 HIF-1α 介导 BM-

SCs复合 PLGA血管化工程骨，修复 SD 大鼠颅骨标
准骨缺损，体内研究表明 HIF-1α 能够介导 BMSCs
促进骨组织形成，PLGA 是理想的骨组织工程支架
材料之一，用其构建的血管化工程骨能够有效修复

骨缺损，可为解决临床上骨缺损的修复提供理论和

实验依据。
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Effects of HIF-1α transfected BMSCs combined with
PLGA on repairing rat calvarial bone defects

Zhu Yanqiu1，2，Wang Mohan1，2，Zhou Yong1，2，et al
( 1Stomatologic College of Anhui Medical University，Hefei 230032; 2The Affiliated Stomatologic

Hospital of Anhui Medical University，Key Lab of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct the vascular tissue engineering bone of hypoxia-inducible factor-1α(HIF-1α)
mediated bone mesenchymal stem cells (BMSCs) combined with polylactic-co-glycolicacid(PLGA) scaffold，and
to observe the effect on repairing the critical-sizedcalvarial bone defect in rat． Methods The target gene HIF-1α
was transfected into BMSCs，and combined with PLGA scaffold，then implanted to repair bilateralcalvarial defect
(Φ 5 mm) of SD rat (n = 18) ． The rats were randomly divided into three groups: HIF-1α-BMSCs /PLGA group
(n = 6)，BMSCs /PLGA group (n = 6) and only PLGA scaffold group (n = 6) ． The new bone formation was ob-
served by gross inspection，X-ray examination and HE staining respectively at 8 weeks after surgery． Ｒesults The
gross inspection，X-ray examination and HE staining showed that the amount of new bone formation in the experi-
mental group was significantly higher than that in the control group and the material group，and the difference was
statistically significant (P ＜ 0. 05) ． Conclusion HIF-1 can mediate BMSCs to promote bone tissue formation． PL-
GA is an ideal scaffold material and the bone defect can be repaired effectively by using this vascular tissue engi-
neering bone．
Key words hypoxia-inducible factor-1α;bone marrow mesenchymal stem cells;polylactic-co-glycolicacid;tissue-
engineered bone;critical-sized bone defects
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