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　　［摘要］　目的：观察生物素－亲和素桥接系统（ａｖｉｄｉｎ－ｂｉｏｔｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ，ＡＢＢＳ）对骨组织工程中种子细胞与支架材料黏

附的影响，探讨ＡＢＢＳ在骨组织工程的作用。方法：以脂肪来源干细胞（ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）作为种子细 胞、β磷

酸三钙（β－ｔｒｉｃａｌｃｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，β－ＴＣＰ）作为支架材料建立组织工程骨模型。实验分为两组，对照组：ＡＤＳＣｓ与多孔β－ＴＣＰ支架

复合物结合；实验组：ＡＢＢＳ修饰的ＡＤＳＣｓ与多孔β－ＴＣＰ支架复合物结合。通过免疫荧光以及流式细胞仪检测ＡＤＳＣｓ生物素

化的效率。计算并比较两组的细胞黏附率；在扫描电镜下观察 ＡＤＳＣｓ与多孔β－ＴＣＰ支架黏附的表面情况。结果：生物素化的

ＡＤＳＣｓ荧光染色显示生物素结合部位在细胞胞质，且流式细胞仪检测提示生物素化细胞阳性率为９５％。ＡＤＳＣｓ与多孔β－ＴＣＰ
支架复合物结合１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、１２ｈ、２４ｈ时，对照组和实验组的细胞黏附率分别为（２．３１±０．１４）％和（２１．７５±４．６９）％、

（１１．９６±２．５３）％和（５４．８２±１２．３７）％、（３３．４８±９．５１）％和（７８．６９±１５．６５）％、（７８．２９±１０．６３）％和（９５．４６±７．３８）％、（９４．７９±

１０．４２）％和（９８．１３±１．４５）％。生物素化的 ＡＤＳＣｓ与亲和素化多孔β－ＴＣＰ支架材料的黏附效果在１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、１２ｈ４
个时间点明显高于未 修 饰 的 ＡＤＳＣｓ与 多 孔β－ＴＣＰ支 架 的 黏 附 效 果（Ｐ＜０．０５）。电 镜 下 观 察，ＡＢＢＳ组 与 对 照 组 无 明 显 差 别。

结论：ＡＢＢＳ可以促进ＡＤＳＣｓ在支架上早期黏附，有利于细胞增殖，并且对组织工程骨的生物相容性无明显影响。

　　［关键词］　骨组织工程；生物素－亲和素桥接系统；脂肪来源干细胞；β－磷酸三钙支架
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　　较 大 的 骨 缺 损 一 直 是 修 复 重 建 领 域 的 难 题。

２０世纪８０年代，骨组织工程概念的提出 为 解 决 这

一临床问 题 提 供 了 新 的 思 路 和 方 法。种 子 细 胞 与

生物支架结合构建的组织工程骨可以促进骨修复，

而两者的紧密黏附是细胞间信息传递的基础，对细

胞的增殖、表 型 的 表 达、细 胞 外 基 质 的 合 成 具 有 重

要作用。因此，这也成为构建组织工程骨的首要关

键步骤。近年来发 展 迅 速 的 生 物 素－亲 和 素 桥 接 系

统（ａｖｉｄｉｎ－ｂｉｏｔｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ，ＡＢＢＳ）已 广 泛 应

用于分子生物学研究中，生物素和亲和素的非共价

键结合使 ＡＢＢＳ成 为 目 前 已 知 最 强 的 一 种 结 合 粘

连 系 统［１］。据 此，本 研 究 以 脂 肪 来 源 干 细 胞

（ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）作 为 种 子 细

胞［２］、β－磷 酸 三 钙（β－ｔｒｉｃａｌｃｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，β－ＴＣＰ）

作为支架材料［３］建立组织工程骨模型，以 ＡＢＢＳ修

饰ＡＤＳＣｓ，探讨ＡＢＢＳ对细胞黏附于生物支架的促

进作用。

１　材料与方法

１．１　实 验 仪 器 及 试 剂　恒 温 加 热 器（上 海 实 验 仪

器厂有限公司），ＣＫＸ４１光学显微镜、倒置相差显微

镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公 司），ＮＯＶＡ 扫 描 电 子 显 微 镜

（美国ＦＥＩ公 司），荧 光 倒 置 显 微 镜（德 国Ｌｅｉｃａ公

司），ＣＳ－１０１电热干燥箱（重庆试验仪器设备厂），低
温离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），电子精密天平（型

号：ＦＡ２００４，上海精 密 科 学 仪 器 有 限 公 司），垂 直 层

流洁 净 工 作 台（型 号：ＣＡ－１３９０－１，上 海 上 净 净 华 设

备有限公 司）。０．２５％胰 酶－０．０２％ＥＤＴＡ（上 海 试

剂公司），ＰＢＳ、ＤＭＥＭ、ＦＢＳ（美 国 Ｇｉｂｃｏ公 司），地

塞米松、抗 坏 血 酸、吲 哚 美 辛、Ｌ－谷 氨 酰 胺、ＤＭＳＯ
均购自美国Ｓｉｇｍａ公 司，生 物 素、亲 和 素 均 购 自 美

国Ｐｉｅｒｃｅ公司。

１．２　实验材料及动物　新西兰大白兔１只（由复旦

大学医学院实验动物科学部提供），雄性，６个月龄，体
质量２．５ｋｇ。取新西兰大白兔双侧腹股沟处脂肪组

织，提取兔ＡＤＳＣｓ。将纳米级多孔β－ＴＣＰ支架材料制

备成５ｍｍ×５ｍｍ×４ｍｍ大小，置于２４孔板中备用。

１．３　实验方法

１．３．１　ＡＤＳＣｓ的 生 物 素 化 处 理　将 ＡＤＳＣｓ置 于

ＣＯ２培养箱中培养，吸除培养基并用ＰＢＳ洗涤贴壁

细胞２次，加 入０．２５％胰 蛋 白 酶－０．０２％ＥＤＴＡ 混

合消化液１～１．５ｍＬ，吸 去 消 化 液，立 即 用 含１０％
ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ－Ｆ１２（１∶１）完 全 培 养 基 终 止 消 化。

将细 胞 悬 液 收 集 到 离 心 管 中，１　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

５ｍｉｎ，弃上清，按１∶４进行传代培养，吸去瓶内残

留培养液，用３７℃的ＰＢＳ清洗２次后，吸去残余液

体，加 入 已 临 时 配 制 好 的 生 物 素（３－Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ－
Ｂｉｏｔｉｎ）溶液（０．５ｍｇ／ｍＬ）２ｍＬ，轻轻摇晃后将培养

瓶置于ＣＯ２培养箱中孵育３０ｍｉｎ。

１．３．２　β－ＴＣＰ支架材料的亲和素化处理　将支架

材料浸于７５％乙 醇 中 过 夜，取 出 后 用 ＰＢＳ反 复 冲

洗３次，晾干备用。将材料分为两组，实验组：支架

材料浸于配制好的亲和素溶液（２ｍｇ／ｍＬ）中，并于

常温下孵育２ｈ；对照组：支架材料浸于ＰＢＳ中常温

下孵育２ｈ。孵育结束 后，用 ＰＢＳ清 洗３～５ｍｉｎ，

无菌保存备用。

１．３．３　细胞黏附试验　实验组：生物素化 ＡＤＳＣｓ
加亲和素化β－ＴＣＰ支架；对照组：ＡＤＳＣｓ加β－ＴＣＰ
支架。将２ｍＬ密度为１×１０６／ｍＬ的ＡＤＳＣｓ细胞

悬液种植于支 架 材 料 表 面，并 充 分 摇 匀；从 将 细 胞

悬液 加 入 材 料 表 面 开 始 计 时，分 别 在１０ｍｉｎ、３０
ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ和２４ｈ，取出支架材料，于２ｍＬ　ＰＢＳ
中轻轻漂洗，去除表面未黏附的细胞，用０．２５％胰

蛋白酶－０．０２％ＥＤＴＡ 混 合 消 化 液２ｍＬ消 化 表 面

黏附的细胞。

１．４　观察指标和检测指标

１．４．１　ＡＤＳＣｓ生物素化鉴定　将未经生物素化处

理的细胞 作 为 对 照。将 生 物 素 处 理 的 细 胞 及 对 照

组未处 理 细 胞 分 别 用３７℃ ＰＢＳ轻 轻 清 洗２遍，然

后用 ４％多 聚 甲 醛 固 定 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ 清 洗 ３～５
ｍｉｎ，再用ａｖｉｄｉｎ－ＦＩＴＣ（１∶６４）常温下孵育５ｍｉｎ，

然后ＰＢＳ清洗３～５ｍｉｎ，最后用ＤＡＰＩ（５μｇ／ｍＬ）

复染 细 胞 核，室 温 下 孵 育２０ｍｉｎ，孵 育 结 束 后，用

ＰＢＳ清洗３～５ｍｉｎ。最后用封片液封片，立即于异

硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）荧光显 微 镜 下 观 察 绿 色 荧 光

分布情况，并用流式细胞仪检测生物素化阳性率。

１．４．２　细胞黏附率检测　用细胞计数板计数ＰＢＳ
与混合消化液中的细胞，计算１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、

１２ｈ和２４ｈ的细胞黏附率。每组每个时间点各取

３个标本检测。

１．４．３　细胞－支架材料复合物相容性观察　培养第

１、４、７天 肉 眼 观 察 实 验 组 与 对 照 组 细 胞－支 架 材 料

复合物的 颜 色、形 状、表 面 情 况。并 于 扫 描 电 镜 下

观察，观察种 子 细 胞 在 支 架 材 料 上 的 聚 集、附 着 及

生长情况。

１．５　统计学 处 理　采 用ＳＰＳＳ　１９．０软 件 处 理，定
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量资料以珔ｘ±ｓ表示。实验组与对照组的比较采用配

对ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡＤＳＣｓ的生物素化鉴定　经生物素化处理的

ＡＤＳＣｓ用ａｖｉｄｉｎ－ＦＩＴＣ（１∶６４）常 温 下 孵 育５ｍｉｎ
后，在荧 光 显 微 镜 下 观 察 发 现 细 胞 呈 绿 色，显 示

ＡＤＳＣｓ细胞 生 物 素 化（图１Ａ）。经 流 式 细 胞 仪 检

测，ＡＤＳＣｓ细 胞 生 物 素 化 阳 性 率 为 ９５％（见 图

１Ｂ）。

图１　ＡＤＳＣｓ的生物素化鉴定

Ａ：ＡＤＳＣｓ生物素化处理后经ａｖｉｄｉｎ－ＦＩＴＣ免疫荧光染色（×５００）；Ｂ：ＡＤＳＣｓ生物素化处理后经

流式细胞仪检测，灰色峰代表１００％阳性对照，而红色峰代表ＡＤＳＣ生物素化鉴定的结果

２．２　ＡＤＳＣｓ与β－ＴＣＰ以及 ＡＢＢＳ修饰后 ＡＤＳＣｓ
与β－ＴＣＰ在不同时间点的黏附率　将ＡＤＳＣｓ细胞

悬液种植于支架材料表面１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、

１２ｈ、２４ｈ时，对 照 组 和 实 验 组 的 黏 附 率 分 别 为

（２．３１±０．１４）％和（２１．７５±４．６９）％、（１１．９６±
２．５３）％和（５４．８２±１２．３７）％、（３３．４８±９．５１）％和

（７８．６９±１５．６５）％、（７８．２９±１０．６３）％和（９５．４６±
７．３８）％、（９４．７９±１０．４２）％和（９８．１３±１．４５）％，
前４个 时 间 点 两 组 间 差 异 均 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜
０．０５），２４ｈ时两组差异无统计学意义，见图２。

２．３　细 胞－支 架 材 料 复 合 物 的 观 察　刚 接 种 兔

ＡＤＳＣｓ的细胞－支 架 材 料 复 合 物 呈 粉 红 色，表 面 湿

润。培养第１、４、７天，复合物颜色无明显变化，组

间无明显差异。
细胞－支 架 材 料 复 合 物 的 扫 描 电 镜 观 察：兔

ＡＤＳＣｓ接种多孔β－ＴＣＰ支 架 材 料 第１天，表 面 可

见细胞附着，呈簇状聚集，顺应材料粗糙表面，未向

周围伸展，支 架 材 料 孔 隙 内 尚 未 见 细 胞 生 长；接 种

第４天，可见细胞紧密贴附于材料表面，孔隙内可见

细胞生长；第７天，细胞充分伸展，相互连接，孔隙内

观察到细胞生长，并可见部分细胞外有形成分填充

支架材料的 小 孔，提 示 细 胞 外 基 质 的 产 生（图３Ａ、

３Ｂ）。电镜下 观 察 显 示，ＡＢＢＳ修 饰 后 的 ＡＤＳＣｓ与

β－ＴＣＰ支架材 料 复 合 物 与 未 经 修 饰 的 细 胞－支 架 材

料复合物无明显差别（图３Ｃ、３Ｄ）。

图２　ＡＤＳＣｓ与β－ＴＣＰ以及 ＡＢＢＳ修饰后 ＡＤＳＣｓ
与β－ＴＣＰ在不同时间点的黏附率测定

　　＊Ｐ＜０．０５与β－ＴＣＰ相比；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图３　扫描电镜下观察ＡＤＳＣｓ或ＡＢＢＳ修饰后的ＡＤＳＣｓ接种于β－ＴＣＰ支架材料复合物扫描电镜下观察

Ａ：ＡＤＳＣｓ与β－ＴＣＰ共培养７　ｄ（×１　０００）；Ｂ：ＡＤＳＣｓ与β－ＴＣＰ共 培 养７　ｄ（×１　２００）；Ｃ：ＡＢＢＳ修 饰 后 ＡＤＳＣｓ与β－ＴＣＰ共 培 养７　ｄ
（×１　０００）；Ｄ：ＡＢＢＳ修饰后 ＡＤＳＣｓ与β－ＴＣＰ共培养７　ｄ（×１　２００）

１４１　中国临床医学　２０１６年４月　第２３卷　第２期　　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１６，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．２



３　讨　论

骨组织工 程 的 关 键 步 骤 是 种 子 细 胞 在 支 架 上

的黏附，直接将细胞悬液滴加到支架材料上是其常

用的方法。尽管这种方式简便易行并已沿用多年，

但存在细胞 接 种 效 率 低、细 胞 分 布 不 均 匀 的 问 题，

导致组织工程骨质量下降，严重影响修复效果。提

高种子细胞 和 支 架 之 间 的 黏 附 力 已 经 成 为 当 前 骨

组织工程学迫切需要解决的问题。

有学者期 望 通 过 模 仿 生 理 情 况 下 的 细 胞 黏 附

机制，提高骨组织工程中种子细胞和支架的黏附能

力。整合素 是 一 类 位 于 细 胞 表 面 的 黏 附 性 受 体 分

子，属于异二 聚 体 跨 膜 糖 蛋 白 家 族 之 一，是 介 导 细

胞与细胞外 基 质 及 细 胞 与 细 胞 之 间 黏 附 的 主 要 细

胞表面受体。Ｊｅｓｃｈｋｅ等［４］通过 应 用 整 合 素 提 高 黏

附能力来增加细胞结合的效率。在正常组织中，细

胞和细胞外 基 质 的 黏 附 是 通 过 细 胞 膜 上 的 受 体 和

细胞外基质中的纤连蛋白结合而完成的，已有学者

将经 纤 连 蛋 白 预 处 理 的 支 架 应 用 于 组 织 工 程

研究［５］。

ＡＢＢＳ是 近 年 来 发 展 迅 速 的 一 门 生 物 学 技

术［６－７］。生物素广泛分布于动、植 物 组 织 中，以 卵 黄

和肝组织中含量较高，相对分子质量为２４４．３１。亲

和素又称抗生物素或卵白素，是从卵白蛋白中提取

的一种由４个相同亚基组成的碱性糖蛋白。此外，

阿维丁链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｖｉｄｉｎｉ，ＡＴＣＣ编号：

２７　４１９）在 生 长 过 程 中 可 分 泌 产 生 链 霉 亲 和 素

（Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ，ＳＡ）。亲 和 素 相 对 分 子 质 量 为

６８　０００，等电点（ｐＩ）为１０．５，耐热，并耐受多种蛋白

水解酶的作用。ＡＢＢＳ具有高灵敏度、高特异性、高

稳定性和 适 用 性。生 物 素 易 与 蛋 白 质 和 核 酸 类 等

生物大分子 结 合，形 成 生 物 素 衍 生 物，不 仅 能 保 持

大分子物 质 的 原 有 生 物 活 性，并 且 具 有 多 价 性［８］。

亲和素与生物素间的结合具有极高的亲和力，其反

应呈高度特 异 性，不 增 加 非 特 异 性 干 扰，也 不 会 因

反应试剂 浓 度 的 不 同 而 受 影 响。酸、碱、变 性 剂 及

有机溶 剂 均 不 会 影 响 亲 和 素 与 生 物 素 的 结 合 力。

ＡＢＢＳ的桥接作用：生物素和亲和素都可偶联蛋白

质、核酸、多糖和酶等各类生物活性物质，而且同时

能与物理材料相结合。因此，有学者将 ＡＢＢＳ技术

应用于偶联内皮细胞和人工血管支架材料，内皮细

胞的黏附率显著增高，在支架上所绑定的细胞数提

高了７．５倍［９］。另有学者将 ＡＢＢＳ技术用 于 黏 合

肝脏细胞和支架材料，发现肝脏细胞在１０ｍｉｎ内便

能够与生物支架材料结合，而且 ＡＢＢＳ对肝细胞的

分泌功能和跨膜信号的传递能力无影响［１０］。

近年来，ＡＢＢＳ用 于 改 善 种 子 细 胞 在 支 架 材 料

的黏附已有相关的报道。ＡＢＢＳ是一种不同于粘连

蛋白－受体系统的新型粘连系统，是目前已知的最强

的非共价 键 结 合 方 式 之 一。一 个 亲 和 素 分 子 可 以

与４个生物素分子结合，其亲和力可达１０１５　Ｍ－１，而

粘连 蛋 白－受 体 系 统 的 亲 和 力 仅 为 １０６　Ｍ－１。Ｋｕｏ
等［１１］将ＡＢＢＳ应用于组织工程，发现其可使种子细

胞在 支 架 材 料 表 面 的 黏 附 力 提 高 至 少 ２～３ 倍。

ＡＢＢＳ的另 一 优 点 是 结 合 速 度 非 常 快。国 外 有 研

究［１２］报道，１ｈ内可有超过７０％的生物素化种子细

胞黏附于亲和素处理过的材料表面，而仅有３２％的

未生物素化 的 种 子 细 胞 黏 附 于 未 经 处 理 的 材 料 表

面。另有 研 究［１３］报 道，ＡＢＢＳ在１０ｍｉｎ内 即 可 显

著促进种 子 细 胞 牢 固 地 黏 附 于 支 架 材 料 表 面。关

于利用 ＡＢＢＳ系统是否能够有效促进 ＡＤＳＣｓ在多

孔β－ＴＣＰ 支 架 材 料 上 的 黏 附，目 前 尚 未 见 文 献

报道。

本实验采用 ＡＢＢＳ接种方式使ＡＤＳＣｓ与多孔

β－ＴＣＰ支架黏附，结果发现１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２
ｈ和２４ｈ对照组与实验组的黏附率分别为（２．３１±
０．１４）％和（２１．７５±４．６９）％、（１１．９６±２．５３）％和

（５４．８２±１２．３７）％、（３３．４８±９．５１）％和（７８．６９±
１５．６５）％、（７８．２９±１０．６３）％和（９５．４６±７．３８）％，
（９４．７９±１０．４２）％和（９８．１３±１．４５）％，前４个 时

间点两组间有显著差异，２４ｈ时两组差异无统计学

意义，说 明 生 物 素 化 的 ＡＤＳＣｓ与 亲 和 素 修 饰 的

β－ＴＣＰ支架材料间的细胞黏附效果在早期（１２ｈ以

内）明显优于未修饰的 ＡＤＳＣｓ和多孔β－ＴＣＰ支架。

因此生物素－亲和素系统可以促进ＡＤＳＣｓ在支架上

的早期黏附，有利于细胞增殖。但２４ｈ两组细胞黏

附率无显著差异，说明ＡＢＢＳ仅有促进早期黏附的

功能；而晚期 两 组 黏 附 率 差 异 性 不 大，可 能 与 细 胞

的总量相关，在黏附后期，未黏附的细胞越来越少，

两组间差异也因此越来越不明显。

在生物相容 性 实 验 中 对 细 胞－支 架 材 料 复 合 物

进行扫描电 镜 观 察 之 前，需 要 对 样 品 进 行 处 理，其

中用到临界点干燥法也即在无气液界面、无表面张

力的临界状态下 干 燥 细 胞－支 架 材 料 复 合 物。因 为

不存在表面 张 力，所 以 不 会 引 起 细 胞 皱 缩 和 变 形，

能够较好地保存样品的超微结构。操作中，以醋酸
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异戊酯作 为 脱 水 剂 和 置 换 剂，压 力 接 近１．０１３　２×
１０７　Ｐａ（１００个大气压），否则容易导致实验失败。

无论是三 维 的 多 孔 支 架 材 料 还 是 传 统 的 二 维

材料，最先与组织细胞发生接触的是材料表面。因

此细胞材料表面的黏附性非常重要，影响细胞的增

殖、分化等生物学行为。通过扫描电镜的观察可以

看出，兔 ＡＤＳＣｓ可以在纳米级多孔β－ＴＣＰ支架材

料的表面附着，随着时间推移，可以向孔隙内生长，
并在第７天分泌细胞外基质，证明支架材料与细胞

的相容性好。一般情况下，细胞沿着材料表面的突

起部分或纹理进行取向和迁移，这一现象称为接触

诱导。细胞 取 向 的 程 度 取 决 于 表 面 沟 槽 的 深 度 与

宽度，且与 细 胞 种 类 有 很 大 关 系。实 验 中 发 现，细

胞呈长梭状伸展，但材料表面形态为随机的凹凸相

间的粗糙 结 构，这 种 细 胞 形 态 可 能 是 由 兔 ＡＤＳＣｓ
本身的特性和材料特征共同决定的。

骨组织缺损是临床上常见的病症，而组织工程

骨的构建 对 其 治 疗 有 重 大 意 义。如 何 促 进 种 子 细

胞与支架材料之间的黏附、结合成为目前相关研究

的一 大 热 点。我 们 的 实 验 证 实，ＡＢＢＳ可 以 促 进

ＡＤＳＣｓ在支架上的早期黏附，有利于细胞增 殖，并

且对组织 工 程 骨 的 生 物 相 容 性 无 明 显 影 响。尽 管

目前仍有大量工作需要完成，仍有诸多问题需要探

讨，但随 着 干 细 胞 理 论、材 料 学、细 胞 生 物 学 的 发

展，随着组 织 工 程 学 治 疗 策 略 的 提 出 和 不 断 完 善，

ＡＢＢＳ在组织工程及临床修复重建领域的应用将有

广阔的研究前景。
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