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摘要 目的 构建装载基质细胞衍生因子-1α(SDF-1α) 的

Pluronic F-127 新型复合材料，并研究其对骨髓间充质干细

胞(BMSCs)的体外生物效应。方法 构建装载不同浓度

SDF-1α(200、50 ng /ml) 的 Pluronic F-127 复合水凝胶，采用

Transwell 小室进行复合水凝胶对 BMSCs 的体外趋化实验。

将 BMSCs 与复合材料均匀混合，加成骨细胞诱导液进行培

养，并对其行碱性磷酸酶(AKP) 活性测定及茜素红染色，由

结果可观察到 BMSCs 的成骨诱导分化情况，并用 MTT 法检

测复合培养后细胞的活性状况。结果 趋化实验结果显示，

含 SDF-1α浓度为 200 ng /ml 的复合水凝胶对 BMSCs 的募集

效果显著(P ＜ 0. 05)。MTT 法证实了 Pluronic F-127 对细胞

增殖不产生影响(P ＞ 0. 05)。BMSCs-复合材料、单纯 BMSCs
在成骨诱导培养条件下，两组细胞的 AKP 表达量均明显增

高，并且都高于非成骨诱导组(P ＜ 0. 05)，同时诱导组镜下

可见明显的钙结节形成。结论 成功构建装载 SDF-1α 的

Pluronic F-127 新型复合材料，其在体外对 BMSCs 有明显的

趋化作用，在细胞材料复合培养的三维支架中，BMSCs 能够

存活并被成功诱导分化为成骨细胞。
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骨 髓 间 充 质 干 细 胞 ( bone mesenchymal stem
cells，BMSCs)具有多向分化能力，被认为是最具潜

能的种子细胞
［1］。基质细胞衍生因子-1α( stromal

cell derived factor-1α，SDF-1α) 可通过其受体 CX-
CＲ4 对 BMSCs 起活化迁移的作用，在众多的细胞因

子 /趋化因子中，SDF-1α 对 BMSCs 的归巢和定位尤

为重要
［2 － 3］。SDF-1α / CXCＲ4 轴对 BMSCs 迁移至

骨折部位起着关键作用，并且募集到骨折部位的细

胞可积极地参与软骨内的骨修复
［4］。然而，骨缺损

处相对较低的骨再生能力限制了骨的再生数量
［5］，

并且骨的再生修复主要取决于其募集的干细胞数

量。因 此，增 加 骨 损 处 SDF-1α 的 表 达 对 其 募 集

BMSCs 以及骨损修复都起着关键作用。现通过构

建复合 SDF-1α 的 Pluronic F-127 水凝胶，探讨其在

体外条件下对 BMSCs 的募集能力和促成骨作用，以

期为应用细胞复合材料进行骨缺损的组织工程修复

研究提供新的途径和实验依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 SD 大鼠，清洁级，4 ～ 6 周龄，体

重 60 ～ 80 g，雌雄不限，由安徽医科大学实验动物中

心提供。
1． 1． 2 仪器与试剂 恒温 CO2 培养箱(美国 Ther-
mo Forma 公司);自动酶标仪( 美国 Bio-tek 公司);

荧光倒置显微镜 ( 德国 Leica 公司);大鼠 SDF-1α
(以色列 ProSpecbio 公司);低糖型 DMEM 培养基、
胎牛血清(FBS) 和胰蛋白酶( 美国 Hyclone 公司);

β-甘油磷酸钠、地塞米松、维生素 C、MTT 和 Pluronic
F-127(美国 Sigma 公司);Transwell 小室(美国 Cost-
ar 公司);BCA 蛋白定量试剂盒(北京原平皓生物技

术有限公司);碱性磷酸酶试剂盒(南京建成生物工

程有限公司);茜素红(上海三爱思试剂公司)。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 BMSCs 的分离和培养 取 4 ～ 6 周龄，

体重约 80 g 的 SD 大鼠。无菌条件下剥离双侧股骨

和胫骨，冲出骨髓，采用全骨髓贴壁培养法，分离培

养 BMSCs 至第 3 代，并对其进行 PI /AO 染色以观察

细胞的活性状况和形态。
1． 2． 2 Pluronic F-127 水凝胶的配制及其与 SDF-1α
的复合 将 Pluronic F-127 粉末与低糖 DMEM 不完

全培养基以质量分数为 25%的比例混合配制，置于 4
℃冰箱内，至絮状白色颗粒完全消失。之后经 0. 22
μm 的滤器过滤于 4 ℃ 保存。冰浴下，将不等量的

SDF-1α分别滴入 Pluronic F-127 溶液中混匀，使配制

的复合液中 SDF-1α浓度分别为200、50 ng /ml，以2． 5
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ml 注射器抽取复合液置于 4 ℃保存备用。
1． 2． 3 复合 SDF-1α 水凝胶对 BMSCs 的体外趋化

作用 采用 Transwell 小室趋化实验，检测体外条件

下，复合 SDF-1α 水凝胶对大鼠 BMSCs 的趋化作用。
实验组分两组，在其中一组的趋化体系下层放入

0. 1 ml 含 SDF-1α 浓度为 200 ng /ml 的复合水凝胶，

另一组则放入 0． 1 ml 含 SDF-1α 浓度为 50 ng /ml 的

复合水凝胶，两组体系下层均添加 0． 4 ml 含 10%
FBS 的培养基，对照组体系下层为单纯 0． 5 ml 含

10% FBS 的培养基，各组均覆以孔径 8 μm 的微孔

聚碳酸酯滤膜，各组体系上层均加入 0． 2 ml 含 10%
FBS 的培养基，其中 BMSCs 浓度约 5 × 104 /ml，每组

3 孔，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中，10 h 后取出滤

膜并刮去上层表面细胞，PBS 冲洗 3 次，4% 多聚甲

醛固定，结晶紫染色，倒置显微镜( × 400 倍) 下选 6
个随机视野观察、计数，将结果进行统计学分析。
1． 2． 4 Pluronic F-127 凝胶的细胞毒性检测 将第

3 代 BMSCs 消化、1 000 r /min 离心 3 min。实验组:

细胞与 Pluronic F-127 溶液复合，细胞浓度调至 8 ×
104 /ml，每孔 200 μl 接种于 48 孔板，放于 37 ℃培养

箱，待凝胶形成。对照组:取 200 μl BMSCs 接种于

48 孔板，密度与实验组相同。两组均加 10% FBS
的培养基培养，分别于接种后的第 1、3、5、7 天各取

6 孔 采 用 MTT 法 检 测 其 吸 光 值 ( optical density，

OD)。
1． 2． 5 复合水凝胶三维培养 BMSCs 并诱导成骨分

化 取第 3 代 BMSCs 消化、1 000 r /min 离心 3 min。
实验 A 组:冰浴下，将细胞重悬于含 SDF-1α 浓度为

200 ng /ml 的复合水凝胶，吹打混匀使细胞较均匀分

布于复合材料中，调节细胞浓度约为 5 × 104 /ml，将

BMSCs-复合材料混合液加入 24 孔板，每孔 300 μl，
置于 CO2 培养箱中，待凝胶形成，每孔加 700 μl 含

10% FBS 的培养基。实验 B 组: 细胞浓度为 5 ×
104 /ml，每孔 300 μl 接种于 24 孔板，并加 700 μl 含

10% FBS 的培养基。两组均培养 24 h 后，更换成骨

细胞诱导液( 含 10 mmol /L 的 β-甘油磷酸钠、100
mmol /L 的地塞米松、0． 05 g /L 的 维 生 素 C、10%
FBS、低糖 DMEM)进行培养。对照组情况同实验 B
组，培养基选用含 10% FBS 的培养基，不加成骨诱

导液。分别于成骨诱导后的第 7、14 天，3 组各取 3
孔内 细 胞 进 行 碱 性 磷 酸 酶 ( alkaline phosphatase，

AKP)检测，用 BCA 法测定出各样本中的蛋白浓度，

按 AKP 试剂盒说明书计算出样本产生 AKP 的量。
并于诱导后 14 d 进行茜素红染色。

1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件分析，

数据以 珋x ± s 表示，将各组样本进行单因素方差分

析，检验水准取 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 BMSCs 的体外培养 BMSCs 分离培养，24 h
后半换液，倒置显微镜下显示已有细胞贴壁，3 ～ 5 d
后细胞形态呈现多样:如纺锤形、多角形、梭形。约

14 d 细胞融合达约 90%，可进行传代，传代后细胞

形态逐渐趋向一致，主要为大而扁的梭形。PI /AO
染色结果显示细胞呈现明亮的绿色荧光，胞核清晰，

细胞形态多为梭形，见图 1。

图 1 倒 置 相 差显微镜下 BM-

SCs 形态 × 100

A:BMSCs 原代培养 3 d;B:

BMSCs 第 3 代;C:BMSCs 的 PI /

AO 荧光染色

2． 2 含不同浓度 SDF-1α的复合水凝胶对 BMSCs
的趋化测定 将实验组和对照组迁移的 BMSCs 统

计结果进行方差分析(n = 18，珋x ± s)，结果显示:3 组

的细胞 迁 移 数 分 别 为:30. 333 ± 8. 051、20. 111 ±
4. 575、11. 222 ± 3. 735，组间 F = 49. 536，根据分析

结果 LSD 可知，相比含 SDF-1α 50 ng /ml 复合水凝

胶组和对照组，含 SDF-1α 200 ng /ml 复合水凝胶组

对 BMSCs 有明显的趋化效果(P ＜ 0. 05)，在两实验

组中，又以含 SDF-1α 200 ng /ml 复合水凝胶组趋化

效果较佳(P ＜ 0. 05)，见图 2。
2． 3 MTT 法测定细胞在 Pluronic F-127 凝胶中的

增殖 随着时间的延长，两组细胞测定的 OD 值均

逐渐增高，在 7 d 时达到最大。在 1、3、5、7 d 各时间

点，将两组的 OD 值进行单因素方差分析，结果显

示:F 值分别为 0. 000、1. 122、0. 153、0. 439，由分析

结果 LSD 得出各时间点两组 OD 值差异无统计学意

义(P ＞ 0. 05)，见表 1。
2． 4 BMSCs 在 复 合 水 凝 胶 中 诱 导 成 骨 分 化 的

AKP检测 结果显示，实验组与对照组的AKP在
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图 2 Transwell 迁移细胞的结

晶紫染色 × 100

A:含 SDF-1α 200 ng /ml 复

合水 凝 胶 组; B: 含 SDF-1α 50

ng /ml 复合水凝胶组;C:对照组

表 1 MTT 法检测 BMSCs 在 Pluronic F-127 中的增殖(n = 6，珋x ± s)

组别
接种后培养时间(d)

1 3 5 7
实验 0． 217 ± 0． 124 0． 492 ± 0． 117 0． 686 ± 0． 131 0． 904 ± 0． 172
对照 0． 216 ± 0． 062 0． 548 ± 0． 100 0． 718 ± 0． 197 0． 956 ± 0． 150

诱导过程中的表达均逐渐增高，14 d 内呈增高趋

势。将各组 AKP 数值进行组间单因素方差分析，在

诱导 7 d 时，组间 F = 121. 188，LSD 结果显示实验

A、B 两组的 AKP 表达在 7 d 时差异无统计学意义

(P ＞ 0. 05);在 14 d 时组间 F = 25. 810，LSD 结果显

示 A 组 AKP 表达高于 B 组(P ＜ 0. 05)。实验 A、B
两组 AKP 的表达在 7、14 d 均明显高于未加诱导液

的对照组(P ＜ 0. 05)，见表 2。

表2 实验 A、B 组与对照组 AKP 的表达比较(U/gprot，n =6，珋x ± s)

组别
接种后培养时间(d)

7 14
实验 A 7． 866 ± 0． 796* 17． 099 ± 3． 834* #

实验 B 7． 407 ± 0． 223* 10． 915 ± 0． 383*

对照 3． 883 ± 0． 146 7． 993 ± 0． 477

与对照组比较:* P ＜ 0. 05;与实验 B 组比较:#P ＜ 0． 05

2． 5 矿化结节茜素红染色 诱导培养 14 d 后，进

行茜素红染色，显微镜下，实验 A、B 组的细胞均可

见橘红色钙结节团块，其形态、大小不等。而未加成

骨诱导液的对照组则未见钙结节的形成，见图 3。

3 讨论

本研究的目的在于构建一种可释放 SDF-1α 的

复合水凝胶，作为有生物活性的支架材料，并评价其

对 BMSCs 的募集和促分化作用。假定装载 SDF-1α
的水凝胶可诱导 BMSCs 的募集，并因此增强了骨缺

图 3 倒置相差显微镜下茜素红

染色 × 400

A:实验 A 组;B:实验 B 组;

C:对照组

损位点的骨再生，为了达到这个目的，通过物理吸附

的作用，不同浓度的 SDF-1α 可被装载到水凝胶中，

从而使获得的复合材料在体外可对 SDF-1α 进行缓

释并对 BMSCs 募集增加，随后可进行体外材料细胞

共同培养的实验。本研究显示 Pluronic F-127 可作

为 SDF-1α 的有效载体，提供一个可控制 SDF-1α 释

放的空间。此外，装载 SDF-1α 的 Pluronic F-127 在

体外能明显引起 BMSCs 的募集，其对 BMSCs 的募

集由实验结果看与装载 SDF-1α 浓度相关，但是否

存在剂量依赖性，则依赖进一步研究明确。
SDF-1 按照其氨基酸序列可归为趋化因子 CXC

亚家族成员，又称为 CXCL12，包括 SDF-1α 和 SDF-
1β 两种，SDF-1β 比 SDF-1α 多了 4 个氨基酸。人源

性 SDF-1 基因位于 10 号染色体长臂，其种群间保守

性极强，可在心、脑、肝、骨骼肌等组织中表达，与其

受体 CXCＲ4 特异性结合形成 SDF-1 /CXCＲ4 轴，从

而发挥生物学效应。CXCＲ4 是一种 7 次跨膜的 G
蛋白藕连受体，广泛表达于 CD34 +

细胞及炎症细胞

表面。
SDF-1 /CXCＲ4 轴可对 CD34 +

细胞及循环淋巴

细胞进行定向性诱导迁移，对造血、神经系统发育及

干细胞运动、肿瘤发生等产生重要的生物学作用。
不仅如此，SDF-1 /CXCＲ4 轴还与血管再生关系密

切，其可募集骨髓源性的干 /祖细胞并能诱导细胞分

泌血管生成因子，从而促进血管新生
［6］，此外，SDF-

1 还可与内皮祖细胞膜表面受体 CXCＲ4 结合，诱导

成熟或不成熟的祖细胞动员，参与血管的生成
［7］。

Pluronic F-127 是一种非离子表面活性共聚物

(PEO-PPO-PEO)，由聚氧乙烯 (PEO) 与聚氧丙烯

(PPO)组成，具有温度依赖性变化的物理特性并可

重复发生，在体内约 6 周可完全降解吸收，无明显的
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免疫排斥反应等特点。作为细胞支架，Pluronic F-
127 在组织工程中已广泛应用于软骨、皮肤等的构

建。本实验表明 Pluronic F-127 与 BMSCs 之间的生

物相容性良好，BMSCs 在复合 SDF-1α 水凝胶三维

支架中的生长、增殖也较为稳定，在此基础上本实验

将 BMSCs 成功诱导分化为成骨细胞，由此，可设想

为干细胞工程治疗骨损的研究提供新的思路和方

法。但在同时，本研究显示 Pluronic F-127 强度较

差，降解速度较快，这给体外实验的进行增加了较大

的难度，这些不足在一定程度上限制了其作为骨修

复材料的使用。
本研究表明装载 SDF-1α 的 Pluronic F-127 新型

复合材料，对 MBSCs 具有募集和诱导成骨分化的能

力，通过改善骨创部位的微环境，来促进内源性 BM-
SCs 在损伤部位的募集，参与骨缺损修复，为新型颌

面骨修复材料的制备提供实验依据，最终达到治疗

骨、软骨缺损的目的。然而，复合 SDF-1α 水凝胶对

SDF-1α 的释放规律以及细胞-复合凝胶共同培养的

具体机制并不明确，还需进一步的深入研究。
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Incorporation of SDF-1α in Pluronic F-127 hydrogel and
its biological effect on BMSCs in vitro

Tian Tian1，Cheng Jiguang2，Zhou Jian1

( 1Stomatologic Hospital College，Anhui Medical University，Key Lab． of Oral Diseases Ｒesearch of
Anhui Province，Hefei 230032;2 Stomatologic Hospital College，Anhui Medical University，

Dept of Oral and Maxillofacial Surgery，Hefei 230032)

Abstract Objective To detect the effect of Pluronic F-127 hydrogel combined with stromal cell derived factor-1α
(SDF-1α)on bone mesenchymal stem cells(BMSCs)’biological effect in vitro． Methods Transwell chamber was
used to detect the effect of Pluronic F-127 hydrogel combined with various concentration of SDF-1α(200，50 ng /
ml)on BMSCs’migration． The BMSCs were osteogenesis cultured in 3-dimensional scaffold SDF-1α-Pluronic F-
127 hydrogel，then alkaline phosphatase (AKP) activity and alizarin red was evaluated，and MTT was used to ex-
plore the cytoactive of BMSCs after cultured in SDF-1α-gel． Ｒesults The result of chemotaxis displayed that the
concentration of SDF-1α 200 ng /ml in hydrogel had obvious effect on migration of BMSCs(P ＜ 0. 05) ． MTT con-
firmed Pluronic F-127 had no effect on cell proliferation(P ＞ 0. 05) ． Compared with control group，BMSCs-gel
group and pure BMSCs group’s AKP had significantly increased in the circumstances of osteogenesis induction(P ＜
0. 05)，and calcium nodule could be found in the induction group． Conclusion The composite material F-127
loaded with SDF-1α significantly promotes chemotactic migration of BMSCs in vitro，BMSCs can survive and be in-
duced differentiation into osteoblast in the 3-dimensional scaffold SDF-1α-gel．
Key words stromal cell derived factor-1α;Pluronic F-127 hydrogel;bone mesenchymal stem cells;osteogenic dif-
ferentiation
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