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摘要: 用经绿色荧光蛋白标记的新西兰兔颅骨来源的成骨细胞复合到生物衍生骨支架材料

上 ,在新型旋转壁式生物反应器内三维构建组织工程骨 ,同时与静态培养环境中构建的结果

进行比较 . 每 12 h取样一次 ,培养至 1周后结束 . 分别进行组织学、免疫组织化学和代谢产物

等分析 . 结果显示反应器中以两种密度接种和构建的组织生长良好 ,细胞仍保持正常的染色

体形态 ,并且反应器中构建物的细胞扩增是静态培养的 5倍 . 研究结果还表明 ,通过反应器

内部流体对流所产生的应力刺激及其提供的三维培养环境 ,可提高成骨细胞碱性磷酸酶的活

性表达 ,从而完成成骨细胞的快速增殖与分化并缩短工程化组织的构建时间 . 本实验进一步

证实了骨组织工程产业化的现实可行性 .
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　　组织工程是一个涉及多种学科的交叉研究

领域 ,在活体组织及器官的移植和重建治疗方面

已经展示了良好的发展前景 [1 ] .

本课题组已经在旋转壁式生物反应器

( RWV B)内针对工程化组织的三维构建进行了

一些有意义的探索 [2 ] . 该研究对不同构建体系中

SD大鼠成骨细胞黏附支架材料的整合性能及细

胞新陈代谢情况进行了分析 ,并对构建物分泌胞

外基质和形成钙化结节的能力进行了比较 ,但是

此项工作侧重的是体外研究 ,培养周期较长 ( 3

周 ) ,而临床对骨组织构建物体外培养的时间要求

一般为 1周 . 并且临床应用上对体外构建的工程

骨组织的安全性等方面还需进行更多的参数检

测 . 因此 ,有必要对 RWVB内构建工程化组织进

行更深层次的探讨 .

本研究着重分析在 RWVB内构建 1周的工

程化组织的各项生物学指标 ,检测经由 RWVB构

建的新西兰兔成骨细胞在染色体水平上的变异情

况 ,并对两种不同构建方式下成骨细胞的扩增倍

　　

数进行定量比较 . 因为在本文后续的工作中要使

用本研究所构建出的工程化组织进行大量的动物

实验 ,为了使植入实验动物体内的材料中的外源

细胞与其内源细胞相区别 ,本文对成骨细胞进行

绿色荧光蛋白 ( GFP)标记 . 本研究旨在探索一种

缩短工程化组织的构建时间、降低其制造成本来

加速其广泛临床应用的方法 .

1　材料和方法

1. 1　材　料

F12培养基 ( Gibco公司 ) , 新生小牛血清

( Gibco公司 ) ,碘化丙啶 ( Pi) 及 Hoechst ( Sigma

公司 ) , Biorad-M RC1024M P激光共聚焦显微镜 ,

Amary-1000B扫描电镜 , JEM 21005透射电镜 ,

Epics Eli te Esp. 流式细胞仪 (美国 Coul ter公

司 ) , Vi t r S 250乳酸测试仪 , Olympus-AU5400

全 自 动生 化 分 析 仪 , CO2 培 养 箱 ( Sanyo) ,

Olympus倒置相差显微镜 , Biorad酶标仪 . 旋转

壁式生物反应器 ( RWVB,大连理工大学干细胞

　　



与组织工程研究室自制 ) . 生物衍生骨由四川大

学干细胞与组织工程研究室提供 . 旋转壁式生物

反应器培养系统如图 1所示 .

1 CO2培养箱 ; 2废液罐 ; 3过滤器 ; 4控制板 ; 5新鲜培养基罐控制台 ; 6蠕动泵 ; 7空气泵 ;

8培养基充氧器 ; 9进液三通阀 ; 10反应器 ; 11反应器支架 ; 12可调速电动机 ; 13激光计数

器 ; 14风扇 ; 15加热器 ; 16底座 ; 17保温罩

图 1　旋转壁式生物反应器培养系统
Fig. 1　 Ro tating wa ll v essel bior ea ctor culture sy stem

1. 2　方　法

1. 2. 1　 细胞培养 　一月龄新西兰兔 (四川大学

华西医院 )两只 ,清洗、碘伏浸泡消毒 . 取颅盖骨 ,

PBS中洗去骨膜、血管及其他结缔组织 . 剪碎 ,

0. 25% 胰蛋白酶结合 0. 1% 胶原酶消化一定时

间 ,加入等体积含 10% 小牛血清的 DMEM中止

消化 ,离心 ( 1 200 r /min, 5 min) ,弃上清液 ,加入

含有 20% 新生小牛血清的 F12培养基吹打 ,混匀

接种 ,入 37℃、 5% CO2的培养箱中培养 . 细胞生

长至融合状态时传代培养 ,取 4～ 9代细胞备用 .

1. 2. 2　成骨细胞转染　分别使用 Lipo fectin和

Transfectin两种不同的转染试剂对成骨细胞进

行 GFP 标 记 . 首 先 制 备 DNA /Lipo fectin

( Transfectin)混合物 ,加入 DNA液 ,将 10% FBS

培养基 2 m L分别加入各培养瓶中 . 接着加入

DNA /Lipo fectin( Transfectin)混合物至培养瓶

内 . 细胞悬液各 1 mL分别加入培养瓶内 , 37℃

孵育 ,使用 G418筛选 .

1. 2. 3　支架材料预处理　将生物衍生骨支架材

料切割成 5 mm× 5 mm× 15 mm尺寸大小后经

环氧乙烷灭菌处理 . 在接种细胞前使用含 10%

小牛血清的新鲜培养基浸泡 3 h.

1. 2. 4　三维和静态构建组织工程骨　将经 GFP

标记的成骨细胞制成 2× 106个 /mL和 1× 106个

/mL两种密度的细胞悬液 , 分别用微量移液枪将

100μL的细胞悬液逐滴滴加到支架材料上 . 3

min后将材料翻转 ,以同样的方式滴加到另一面 .

静置 10 min, 按浓度高低对材料做好标记 ,将两

种接种浓度的支架材料分别放入培养皿并在孵箱

培养 2 h后加入适量培养基再培养 2 h. 将其中一

部分支架材料固定到 RWVB的外筒内壁上 ,其余

的仍放在培养皿中静态培养 . 启动 RWVB外部

的温控、气控以及培养基的循环等装置 ,先将反应

器内外筒的转速调至 5 r /min, 12 h后均调整为

10 r /min. 此后每天取样观察是否有细胞脱落 .

实验至第 7 d结束 . 两种培养方式在培养的过程

中都不换液 . 每天所取的培养液样品于 - 70℃

冷冻保存 ,收集后测定葡萄糖、乳酸的含量 .

1. 2. 5　扫描电镜观察　 PBS漂洗 3次 , 2% 的戊

二醛固定 4 h ,系列乙醇逐级脱水 ,乙酸异戊酯置

换 ,临界点干燥 ,表面喷金 ,扫描电镜观察 [3 ] .

1. 2. 6　激光共聚焦显微镜观察　分别用 DAPI

和 BoDIPY标记细胞核和细胞骨架 ,在 37℃孵育

45 min后观察 .

1. 2. 7　组织学、免疫组织化学检查　 组织块包

埋、切片处理过程见文献 [4] . 苏木精 -伊红 ( HE)

染色: 用丙酮固定 15 min,蒸馏水洗一次后入苏

木精染液 10 min染细胞核 . 入 0. 5% 盐酸 -70%

乙醇溶液 1 min,脱去胞质着色 . 入碱性溶液碱

化 ,使细胞核变成蓝色 . 蒸馏水洗 1 min,入伊红

染液 1 min. 梯度乙醇脱水 , 70%、 90%、 95% 乙醇

各 1 min, 100% ( 2次 )各 2 min. 用二甲苯透明两

次 ,各 5 min. 树胶封固 [4 ] . 甲苯胺蓝染色:用丙酮

固定 15 min, PBS冲洗后入甲苯胺蓝染液 ,静置染

色 1 h. 倾去染液 ,用 PBS冲洗 ,用二甲苯透明两

次 ,各 5 min. 树胶封固
[4 ]
.

1. 2. 8　静态和 RWVB内构建的组织工程骨上的

细胞解离后的检测 　 将细胞分别从静态和

RWVB构建出的工程化组织上解离后 ,以 4× 105

个 /mL的密度制成细胞爬片 ,放入孵箱中培养 48
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h后进行以下各种相关检测 .

( 1)碱性磷酸酶 ( ALP)染色和 Hoechst-Pi双

染

ALP检测: 用 PBS冲洗新鲜的培养爬片 ,用

冷丙酮固定 30 min. 用蒸馏水冲洗数次 ,干燥 .

将标本放入孵育液中 ,置培养箱中 4 h. 用蒸馏水

冲洗 . 涂上 2% 的硝酸钙 2 min, 2% 的硝酸钴 2

min. 用蒸馏水冲洗 . 涂上 1% 硫化铵 2 min. 用

蒸馏水冲洗 . 自然干燥 ,用树胶封固 . 观察 . 阳性

反应呈黑色颗粒或块状沉淀
[5 ]
.

Hoechst-Pi双染: 将适量细胞悬于 1 mL含

血清的 DMEM中 ,加入 Hoechst储存液 ( 0. 1 mg 

m L- 1 ) 10 mL,混匀 . 于 37℃孵育 15 min. 细胞

置于冰上冷却后 ,于 4℃离心 ,去上清夜 . 将细胞

重新悬于 1 mL PBS中 ,加入 5μL的 Pi储存液 ( 1

mg mL
- 1
)混匀 ,荧光显微镜下观察 .

( 2) M TT法测定细胞生长曲线与扩增倍数

比较

以 4× 105个 /mL的密度制成细胞悬液接种

到 96孔板中 ,每孔加入 100μL. 将 M TT ( 5 mg 

m L
- 1
)加入 96孔板 ( 10μL /孔 ) , 37℃孵育 4 h.

吸去 M TT后加入 50μL DM SO破解细胞 , 振荡 5

min后 ,将液体转入 96孔板中 . 在酶标仪上测定

光吸收度 ,检测波长 570 nm ,参考波长 630 nm.

( 3)免疫组化检测

I型胶原检测: 细胞爬片用羊血清封闭 ,加入

一抗 (兔抗人 I型胶原抗体 )孵育 ,二抗 (羊抗兔 )

孵育 ,内源性过氧化物酶封闭 ,加入 ABC试剂作

用 , DAB显色 ,苏木素复染 ,脱水封片 [5 ] .

BM P-2(骨形态形成蛋白 )检测: 参见文献

[5] .

( 4)流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡

消化收集细胞 ,离心 ( 1 500 r /min, 10 min) ,

用 70% 乙醇溶液固定后 ,用流式细胞仪测试细胞

周期和进行凋亡分析 .

( 5)不同构建方式细胞染色体分析

将构建 1周的复合物进行细胞分裂中期相染

色体染色 ,观察染色体数目及形态 . 染色体计数

方法:随机抽取 3张玻片 ,每片随机计数 100个细

胞的染色体数目 ,求其平均数
[5 ]
.

( 6) ALP、 pH和代谢产物分析

使用酶标仪测定碱性磷酸酶在 415 nm的表

达 . 葡萄糖和乳酸分别使用 Olympus-AU5400全

自动生化分析仪和 Vitr S 250乳酸测试仪全自动

检测 .

1. 2. 9　实验数据分析　实验中统计数据以i-±

s表示 . 结果采用 t检验分析 ,用 Origin7. 0软件进

行处理 .

2　结　果

2. 1　成骨细胞转染 -绿色荧光蛋白标记

如图 2所示 ,倒置显微镜下观察 ,经 GFP转染

的成骨细胞均贴壁生长良好 ,呈长梭形、椭圆形或

多边形 . 细胞膜光滑完整 ,胞浆丰富 ,有多个突

起 ,核轮廓清晰 ,细胞增殖速度无改变 . 为了得到

较高的转染率 ,本实验使用了两种不同的转染试

剂: Lipofectin和 Transfectin. 荧光显微镜下观察

发现 ,经由 Lipofectin转染的细胞荧光强度较弱 ,

转染效率相对较低 ;而经由 Transfectin转染的细

胞表达强烈的绿色荧光且转染率高 ,因此可以发

现目的基因已成功转染到成骨细胞内并得到非常

有效的表达 .

2. 2　转染细胞三维和静态构建组织工程骨

2. 2. 1　倒置显微镜和荧光显微镜观察　如图 3

所示 ,倒置显微镜下观察可以发现 ,在静态和

RWVB两种条件下构建的支架材料 ,其孔隙和表

面都有致密的成骨细胞聚集 ,并大量分泌胶原纤

维 . 荧光显微镜下观察发现 ,经由 GFP转染的成

骨细胞均匀地黏附在生物衍生骨支架材料的表面

和孔隙之中 ,并发出均匀的绿色荧光 . 显示了该

种支架材料良好的生物相容性 .
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2. 2. 2　扫描电镜观察　由图 4(a )可见 ,空白生

物衍生骨支架材料的表面和壁孔边缘光滑 ,并展

示出良好的三维网状结构 . 由图 4( b)可见 ,在培

养瓶中静态培养的支架材料表面分布的成骨细胞

数量较少 ,多呈多边形 ,细胞排列杂乱无序 ,并且

在表面和孔隙处分布不均匀 . 而从 RWVB中构

建的工程化骨中可以发现 ,孔壁和材料表面黏附

有大量的细胞 ,呈长梭形且有序的束状排列 ,并以

多个细小的突起伸入到材料孔隙中 ,形成一种牢

固的锚状结构 (图 4(c) ) . 观察结果表明 , RWVB

所提供的流体力学刺激与机械振动产生的刺激
[6 ]

类似 ,可直接作用于细胞骨架 ,使成骨细胞的排列

方式发生改变 .

2. 2. 3　 激光共聚焦显微镜观察 　 经静态和

RWVB构建的复合物分别使用 DAPI和 BoDIPY

标记细胞核和细胞骨架后直接在激光共聚焦显微

镜下观察发现 (图 5(a )、 ( b) ) ,少量细胞分布在支

架材料的孔隙中 ,且两种构建方式并无明显差别 .

这是因为 ,当直接对构建物进行细胞核和细胞骨

架标记时 , DAPI和 BoDIPY这两种荧光染料可能

被大量存在的衍生骨材料所吸收 ,使得所能标记

上的细胞数量变少 ,因而这种直接染色的检测方

法效果较差 . 经硬组织切片后观察发现 ,静态构

建的材料很难发现有明显的细胞分布 ,这可能是

由于成骨细胞在静态构建环境中的分布不均匀 ,

而 RWVB中构建的材料则有大量的成骨细胞附

着 (图 5( c)、 ( d) ) .

2. 2. 4　 HE染色和甲苯胺蓝染色　由图 6可见 ,

在两种不同构建环境中培养 1周后 ,成骨细胞呈

长梭形或多边形附着于生物衍生骨的材料表面和

孔隙中 , RWVB中构建材料的近孔隙边缘分布有
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更加明显的细胞外基质 . 从图 6(a )、 ( b)可见胞

核深染 ,胞外基质呈透明状 ;从图 6(c)、 (d)可见

有淡蓝色的胞外基质 . 两种染色方法均可以发现

RWVB中的细胞分布要比静态构建的更加均匀 ,

数量上也有较明显的差异 .

2. 2. 5　 ALP染色和定量检测结果　 ALP是成骨

细胞分化成熟的重要标志之一
[ 7]
. 如图 7( a)、 ( b)

所示 , RWV B中培养的成骨细胞其 ALP阳性反应

明显比静态条件下的强烈 ,结节中央呈黑色 ,周围

呈蓝黑色 ,成骨细胞活性良好 . 通过对比可以定

性地看出 , RWV B扩增的成骨细胞的碱性磷酸酶

的表达得到了增强 ,表现出良好的增殖能力 . 图

7( c)所示为 ALP在 415 nm波长处的表达 ,从图

中可以定量地发现在 RWVB中 ALP的表达要明

显强于静态条件下的表达 ,二者有着显著性的差

异 .

2. 2. 6　 I型胶原和 BM P-2表达　成骨细胞是骨

组织发育过程中的主要细胞之一
[8 ]
, I型胶原则为

骨组织中成骨细胞合成的特异性胶原蛋白 , I型胶

原的含量反映了成骨细胞的成熟状况 . 图 8( a)、

( b)反映了在静态和 RWVB中培养的成骨细胞的

I型胶原表达情况 ,可以发现二者都有很强的阳性

表达 ,并无明显差异 . 骨形态发生蛋白 ( BM P)是

骨基质中存在的一种重要骨生长因子 ,它能诱导

未分化的间充质细胞不可逆地分化成为骨和软

骨 ,从而导致新骨的生成 [9 ] . 图 8( c)、 ( d)反映了

在静态和 RWVB中培养的成骨细胞的 BMP-2的

表达情况 ,和 I型胶原的结果相类似 ,二者也无显

著性差异 .
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2. 2. 7　不同培养方式下细胞的生长曲线和扩增

倍数的比较　 不同条件下成骨细胞的生长曲线

如图 9( a )所示 . 静态培养的成骨细胞以较为平缓

的趋势扩增 ,而 RWVB中的细胞密度则一直呈现

较快的增长趋势并在第 6 d达峰值 . 如图 9( b)所

示 ,成骨细胞在 RWVB中的扩增倍数 (U)可以达

到静态培养的 5倍 . 在不同培养条件下细胞的扩

增倍数形成鲜明对比 .

2. 2. 8　不同培养方式下的细胞周期和染色体分

析　对照图 10( a )、 ( b)可见 ,两种培养方式构建

出的细胞其周期没有明显变化 ,细胞分别处在 G1

期、 G2期和 S期所占的比例数没有显著性差异 ;

同时 ,两种方式构建出的细胞其凋亡率也都维持

在一个非常低的水平 . 对照图 10( c)、 ( d)的染色

体核分裂中期相可以发现 ,经由两种不同方式培

养的成骨细胞其染色体数目和形态均保持稳定 .

2. 2. 9　营养物质代谢分析　由于在整个培养过

程中没有换液 ,在两种不同构建方式中 , pH都呈

现下降的趋势 ,但是 RWVB中的下降趋势要快一

些 . 横向比较两种构建体系中的营养物质和代谢

产物的含量 (图 11( b)、 (c) )则会发现: 在葡萄糖

的比较中 ,因 RWVB构建体系中支架内的细胞活

性高 ,新陈代谢旺盛使得其营养物质被快速消耗

掉 ,而且在整个培养过程中没有换液 ,故其浓度一

直下降且其消耗速率要稍大于静态构建体系 . 对

乳酸而言 ,在 RWVB构建的整个过程中其生成速

率也要稍大于静态条件 .
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3　结果讨论与结论

本文对在静态和 RWVB中构建 1周的工程

化骨组织的各项生物学指标、复合细胞染色体变

异情况进行了检测 ,并着重定量比较了在两种不

同构建方式中成骨细胞的扩增倍数 . 研究发现 ,

RWVB中以 1× 106个 /mL和 2× 106个 /mL两

种密度接种和构建的功能性组织生长良好 ,所复

合的成骨细胞仍能保持稳定的染色体形态 ,并且

细胞的扩增倍数可以达到静态培养环境的 5倍 .

结果表明 ,通过 RWVB内部流体对流所产生的应

力刺激及其提供的三维培养环境 ,可提高成骨细

胞 ALP的活性表达 ,从而完成细胞的快速增殖与

分化并明显缩短工程化组织的构建时间 .

工程化组织进行体外三维构建时 ,细胞初始

接种密度应该有最佳的接种范围 . 为了探索在

RWVB内的最佳接种工艺 ,除了以上所述两种接

种密度之外 ,实验中还分别对以 5× 105个 /mL、

5× 10
6
个 /mL和 1× 10

7
个 /mL三种密度所接

种的复合物在静态和 RWVB内构建出的工程化

组织进行了相关的检测 ,发现细胞在三种培养环

境中均无明显的扩增 . 这是因为初始的接种密度

过高 ,所制成的细胞悬液很难在支架材料内分布

均匀 ,同时 ,局部的密度过高也给营养物质的传递

和代谢产物的排出造成一定程度的障碍 ,因而使

得细胞的扩增愈加困难 . 而过低的细胞密度则不

利于细胞间的信号传递及细胞因子的分泌 . 因

此 ,本实验表明在 RWVB中构建组织工程骨的适

宜细胞接种密度范围是 1× 106个 /mL至 2× 106

个 /mL.

组织工程的关键在于如何提高所构建的活体

替代物的质量 ,这其中生物支架材料的使用和三

维的构建环境都是非常重要的 . 本实验所采用的

生物衍生骨支架材料本身独特的生物学特性
[2 ]
,

使得本文在 RWVB内构建的细胞 -衍生骨材料复

合物比 Granet等 [ 10]在旋转壁式生物反应器内培

养的细胞 -微载体复合物更接近体内的骨结构 ,

这种结构对于骨组织工程的体外构建是非常重要

的 . 这和本课题组前期的相关工作也是非常吻合

的 [2 ] .

构建 1周后可以明显发现 ,在 RWVB中构建

的组织表面和内部孔隙中分布着大量的成骨细

胞 ,这进一步表明 ,该构建体系由于在营养物质传

递和代谢产物排出方面较静态环境有着明显的优

势 ,成骨细胞在生物衍生骨支架材料的内部分布

得非常均匀 . 在传统的构建方法中对于三维组织

的体外构建来说氧气和可溶性营养物质的供给是

非常有局限性的 [11 ] ,这种传质的限制在 RWVB

中可以得到很大程度的改善 . 由于 RWVB在三

维构建工程化组织方面所具有的优势
[2 ]
,将可能

为实现骨组织工程的产业化提供非常必要的技术

保障和可行的构建途径 . 此外 ,由于 RWVB内部

流体对流所带来的流体应力刺激又使得成骨细胞

的 ALP表达明显加强 ,这与软骨细胞在受到流体

力学刺激时其 ALP表达及 DNA和总蛋白产物的

合成增加
[ 12]
相一致 . 这种力学刺激把力学信号

转化为生物化学信号对细胞发挥作用 .

与前人在 RWVB中悬浮培养工程组织不同 ,

本研究将构建物固定在培养室的外筒壁上使其与

转筒一起旋转 ,从而避免了较大尺度构建物碰撞

壁面所造成的损伤 ,再加上 RWVB本身的技术优

势 ,使得在反应器内构建任意形状或较大尺寸的

工程化组织成为可能 . 因此 ,本研究结果对于临

床需要的大尺度组织工程产品早日实现产业化有

着非常重要的意义 .
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Fabrication and detection of tissue engineering bone in bioreactor

SONG　Ke -dong 1 ,　YANG　Zhi -ming 2 ,　LIU　Tian -qing* 1 ,　ZHI　Wei 2 ,

LI　Xiang -qin 1 ,　DENG　Li 2 ,　CUI　Zhan -feng 3 ,　SUN　Xiang -yu 1 ,　MA　Xue -hu1

( 1.Stem Cell and Tissue Eng . Lab . , Dal ian Univ . of Technol . , Dalian 116024, China ;

2. Div . of Stem Cell and Tissue Eng . , Sichuan Univ . , Chengdu 610041, China ;

3.Dept . of Eng . Sci . , Oxford Univ . , Oxford OX 1 3PJ , UK )

Abstract: Osteoblasts isola ted f rom the cranium of Zelanian rabbi t, af ter being t ransfected w ith

g reen f luorescent pro tein, w ere inocula ted onto the bio-deriv ed bone to investig ate the 3D fabrication

o f engineering bone in ro ta ting wal l v essel bio reacto r ( RWV B) . As a control , the cell-scaffold

constructs w ere cultured in T-f lasks simul taneously. During one w eek′s culture, the samples w ere

collected every 12 h. The histological and immunohistochemical assays w ere operated respectiv ely.

Furthermo re, the cells′metabo lism of nutrients was monitored and analy zed during the w hole cul ture

process. The results show tha t the cell number fabricated in RWVB was fiv e times o f tha t in

T-f la sks. Bone tissue fabrica ted in RWVB w ith tw o di fferent densi ties g rew w ell , and osteoblasts

maintained no rmal chromosome. It i s demonstrated that wi th the st ress stimulation inside the f luid in

RWVB, the activ e expression of ALP can be increased, a rapid proliferation and dif ferentiation of

o steoblasts a re po ssible and the 3D fabrication of engineering bone could be realized.

Key words: osteoblasts; bio reactor; bio-deriv ed bone; green fluo rescent pro tein; 3D fabrication
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