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组织工程学是一门应用工程学和生命科学的原理和方

法,以载体结合被分离细胞, 并能在宿主体内降解释放细胞,

形成新的有功能组织的科学。其基本方法是:取少量自体组

织,在体外分离、培养细胞, 将一定量的培养细胞种植到具有

一定空间结构的三维支架上, 再将此细胞- 支架复合物植入

体内或在体外继续培养, 通过细胞的生长繁殖、相互粘附、分

泌细胞外基质,形成具有一定结构和功能的组织和器官。近

年来应用骨组织工程临床治疗骨缺损成为目前研究的热点。

这不仅可以减少自身骨移植的供区损伤, 也可避免同种异体

移植供体来源有限和不可避免的免疫排斥反应。目前骨组织

工程的研究主要包括: ∀ 种子细胞的体外培养; # 细胞种植基

质材料的研究开发; ∃ 组织培养中各种因子的调控作用。
1 种子细胞的来源

体外培养种子细胞是组织工程学的关键一环, 成骨细胞

是骨组织工程的种子细胞。理想的细胞来源应具备下列特

点: ∀ 取材容易, 对机体的损伤小; # 在体外培养中易定向分
化为成骨细胞和具有较强的传代繁殖力; ∃ 植入机体后能适

应受区的环境并保持成骨活性。当前成骨细胞主要有以下几

个来源:

1 1 骨
[ 1- 3]

目前较多使用的是胚胎骨或新生骨。利用骨

作为来源获得的细胞在体外较易定向分化为成骨细胞, 且具

有生长迅速, 传代繁殖快的优点。但此法会对患者造成手术

损伤且供源有限。

1 2 骨外膜 骨外膜分为内外两层。其中内层含有较多骨

祖细胞和成骨细胞。骨外膜来源的成骨细胞作为种子细胞应

用于临床治疗骨缺损全过程均已实现[ 4- 7]。此种方法获得的

细胞具有很强的繁殖分化能力,但也同样存在着对机体造成

新的较明显创伤的缺点。

1 3 骨髓[ 8- 11] 骨髓分造血和基质两大系统, 其成骨能力

来源于基质。骨髓基质细胞称作成纤维细胞集落形成单位,

具有多向分化潜能, 可分化为成骨系细胞、成纤维系细胞、脂

肪细胞和造血系细胞。在诱导因子作用下, 可使其向成骨系

细胞分化。骨髓具有取材方便、对供体损伤小、有流动性和可

经皮注射等优点。体外培养细胞具有较强床上已取得良好疗

效。

1 4 骨外组织[ 12- 14] 起源于胚胎时期间充质的骨外部位

的骨祖细胞, 即可诱导性骨祖细胞, 在诱导因子的持续作用

下, 可维持其成骨的功能,这就解释了异位骨化现象。有研究

发现毛细血管周细胞
[ 12]
、成纤维细胞

[ 13]
、毛细血管系统的内

皮细胞或网状内皮细胞[ 14]都可在体外培养条件下向成骨细

胞定向分化。这种方法取材容易 ,对人体的创伤较小, 体外培

养传代繁殖能力较强,提供了一条新的成骨细胞的来源。但

由于定向分化为成骨细胞及适应受区环境的能力较低, 限制

了其应用。

成骨细胞的这四种来源,在作为种子细胞方面各有优势,
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其中骨髓由于取材方便, 对机体损伤小而具有更广阔的应用

前景。值得一提的是,骨髓基质细胞具有多种分化潜能 ,应注

意培养条件的选择,保证其向成骨细胞分化。

还有学者认为,构建组织工程化人工骨应以成骨细胞为

中心,在组成成份上包括破骨细胞、血管内皮细胞及类似人体

骨骼的有机、无机成份, 为成骨细胞提供正常的细胞社会学环

境,并含有最佳组合的生长因子缓释系统, 促进成骨细胞快速

增殖,发挥最佳成骨能力[ 15]。

2 细胞种植基质材料

细胞种植基质材料是目前限制骨组织工程在临床应用的

一个重要原因。理想的细胞种植基质材料应具备以下五个条

件: ∀ 能提供良好的细胞界面 ,利于细胞粘附、增殖。# 良好
的组织相容性,无论材料本身还是其降解产物都不能产生炎

症和毒性反应。∃ 可降解性, 完成支架作用后应能降解并被

吸收,降解性应能根据移植细胞的类型进行调整。%具有三

维立体多孔结构, 多孔率应达 90%以上, 以利于提供细胞生

长空间。& 可塑性和一定的机械强度,可加工成各种形状,移

植后能保持原形状[ 16- 18]。

目前,用于骨组织工程细胞种植基质材料有两大类 ,一类

是天然细胞种植基质材料; 另一类为人工合成细胞种植基质

材料。

2 1 天然细胞种植基质材料

2 1 1 胶原 胶原主要分五类, 骨组织中主要为∋ 型胶原。

M izuno等[ 19]将∋型胶原用作骨髓基质细胞的培养基质, 发

现骨髓基质细胞可定向分化为成骨细胞, 最终形成含骨髓成

份的新生骨组织,成骨过程中无软骨生成。

∋型胶原虽然因含特定的细胞识别信号(如某些氨基酸

序列)而利于成骨细胞增殖分化, 但它缺乏一定的机械强度,

难以单独用作成骨细胞培养基质材料, 可作为良好的材料包

埋和添加剂。

2 1 2 甲壳素及其衍生物 甲壳素亦称甲壳质、凡丁质, 是

自然界中仅次于纤维素的天然多糖 ,其脱乙酰化产物称为甲

壳胺或壳聚糖。Klokkevold 等[ 20]研究发现壳聚糖有促进前

成骨细胞分化,加速骨形成的作用。但有研究发现在壳聚糖

钉周围炎症反应较明显[ 21]。也就是说, 一般认为壳聚糖有较

好的生物相容性大都是在将其制成膜材料、线材料和药物载

体的研究中发现的。当材料的几何形状变化时可能损害与它

接触的细胞和组织,因此有人认为壳聚糖不适合作为体内埋

植材料。

2 1 3 珊瑚 生物珊瑚因具有类似无机骨的微孔结构和组

成成份(碳酸钙)而引起广泛注意, 用于临床治疗骨缺损已有

十多年。它具有多孔性和高孔隙率, 有一定的机械强度和可

塑性,良好的生物降解性, 来源丰富。

此外,天然的细胞外基质还有纤维蛋白[ 22]、藻酸盐[ 23]、

脱钙骨及经物理、化学及高温处理的动物骨等。

2 2 人工合成细胞种植基质材料

2 2 1 无机材料 目前应用较为广泛的无机材料为羟基磷

灰石( HA ) [ 3, 5, 24, 25]。Iyoda等[ 3]将分离培养的兔髂骨成骨细

胞与HA 联合移植于自体尺骨 6 mm 的缺损处, 13 周后经 X

线和组织学检查证实缺损已完全修复。HA 虽有较好的生物

相容性, 但其塑形难、脆性大, 应用受到了很大限制。

其它的无机材料还有钙磷陶瓷[ 9]、珊瑚转化的羟基磷灰

石( CHA) [ 26]、生物活性玻璃陶瓷( BGC)、磷酸三钙 ( T CP)、磷

酸钾钠钙等。

2 2 2 有机高分子材料 有机高分子材料中聚乳酸( PLA )、

聚羟基乙酸( PGA)及其共聚物( PLGA )应用最为广泛。其在

组织工程中应用的主要结构形式有纤维支架、多孔泡沫以及

管状结构等。这些结构形式在骨组织工程实验研究中都显示

出良好的成骨效应[ 4, 6, 7, 27]。

Breitbart等[ 4]将 PGA 无纺纤维支架制成直径 15 mm, 厚

2 mm 的圆盘状,复合体外培养的兔骨膜成骨细胞, 植入修复

兔颅骨直径为 15 mm 的全层骨缺损。12 周后缺损区大量骨

生成, 完全修复骨缺损。Vacanti等[ 7]将分离培养的骨膜成骨

细胞吸附于 PGA联合移植于裸鼠颅骨圆形缺损区,术后 3 周

缺损区形成软骨, 9、12 周时缺损已被新生骨组织完全修复。

Puclacher 等[ 6]用牛的肩胛骨骨膜作为细胞来源, 以 PLGA 为

载体, 植入裸鼠股骨的人工骨缺损处。12 周后, 便可见大块

骨形成, 且骨组织中有骨髓形成, 软骨只少许残余, 聚合物基

本上被吸收。

针对 PLGA 亲水性差、细胞吸附能力弱的缺点, M ikos

等[ 28]通过乙醇和水两步预湿的方法,有效地解决了支架预湿

的问题。Zheng 等[ 29] 通过在聚合物表面引入化学官能团的

方法增加亲水性, 有望在组织工程中得到应用。

PGA 和 PLA降解后酸性代谢产物会降低聚合物周围 pH

值, 从而影响细胞和组织的生长。Agrawal等[ 30]将碱性物质

如碳酸钙、碳酸氢钠、羟基磷灰石引入聚合物中, 可缓解 pH

下降, 有助于防止无菌性炎症的发生。

尽管 PLA、PGA 和 PLGA 有诸如良好的生物相容性、可

降解性可吸收性、材料的吸收率可以通过共聚单位的相关比

例来控制等优点, 且已有许多改进,但仍存在着费用昂贵、降

解率低、可塑性不令人满意的缺点。

其它的用来作为细胞种植基质材料有机高分子材料还有

聚丁酸、聚偶磷氮、聚酸酐、聚乙二醇、聚尿烷等。

天然材料生物相容性好, 具有细胞识别信号, 利于细胞粘

附增殖; 人工材料缺乏细胞信号,但具有天然材料所不足的可

以大规模生产、可以设计和控制结构、机械性能和降解时间等

优点。加上各种基质材料单独使用时能力有限,今后应多加

强复合性基质材料的研制[ 31]。

3 培养环境

组织工程骨形成的质量与细胞培养密切相关, 因此建立

一定标准化的可重复的培养系统是很必要的。许多研究发现

生长因子对成骨细胞分化增殖有重要调节作用, 如 BMP、

TGF 、bFGF、IGF、PDGF 等。它们不仅可单独作用, 相互之

间也存在着密切的关系。应当深入研究生长因子的作用, 以

便得到生长更好的成骨细胞。

目前大多数实验都是在静力培养条件下进行的, 与人体

内情况有差异, 生物反应器和灌注培养系统的先后出现, 改善

了细胞、组织在体外培养的条件, 有助于模拟体内环境,获得

营养、排除代谢产物和物质交换,促进组织工程产品实现商品

化[ 32]。
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4 应用前景及展望

将骨组织工程应用于临床具有取材容易,对机体损伤小,

可以大量制作的优点, 应用前景良好。近几年需深入研究的

问题有: ∀ 深入进行基质材料和种子细胞的研究和开发 ,寻找

更理想的细胞来源和基质材料; # 继续完善动物实验规范,保

证实验证据确实可靠; ∃ 培养环境的研究: 深入探讨细胞因子

和环境因素对成骨细胞作用的影响,建立一个标准化、可重复

的培养系统。
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