
前 言

骨缺损是一项临床常见的问题，常由创伤、感

染、肿瘤或一些先天性疾病所造成［1-2］。目前临床中

骨缺损的主要手术方式是采用自体骨或异体骨移

植，但手术治疗中存在着机体创伤大、移植物来源有

限及其潜在的免疫应答风险，考虑到患者的营养状

态及基础疾病因素且存在术后感染和并发症等缺

点，极大限制了其应用。近年来，骨髓间充质干细胞

（BMSCs）在基因工程、骨组织工程中的价值在基础

研究和临床中得到广泛关注及应用发现并报道［3］，因

其来源丰富、易培养且增殖能力强、低免疫原性和基

因转染率高并能稳定表达的特点，在特定诱导条件

下可以向成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、神经细胞

等分化，通过旁分泌参与组织修复并介导免疫应

答［4-6］。目前被认为是组织工程中的理想种子细胞，

为骨缺损的治疗提供新的思维方向及应用前景。利

用BMSCs依附在适当的支架载体上再造组织或器官

是目前临床研究的重点［7］。2001 年 Mastrogiacomo

等［8］报道了以羟基磷灰石为支架结合BMSCs的方法
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Abstract: Bone defect has always been a difficult problem in clinical treatment, and autogenous bone or artificial bone

transplantation is the main treatment at present. However, due to the damage caused by autologous bone graft and the limited

and expensive resources of artificial bone, bone transplantation cannot be widely applied in clinical practice. In recent years,

the scholars at home and abroad have paid more and more attention to the study of bone marrow mesenchymal stem cells

(BMSCs) for they can induce osteogenic differentiation, and have made great progress in their isolation, extraction and

directional differentiation. BMSCs can differentiate into osteoblasts, chondrocytes, etc., without rejection reaction and ethical

problems. When combined with 3D bioprinting technology, it has advantages of precision and controllability in repairing

bone defects and is a new bone defect repair technology with great potential and prospects. In this paper, the studies of the

biological characteristics and osteogenic induction of BMSCs as well as its treatment of bone defects combined with carrier

scaffolds were reviewed to provide a theoretical basis for the clinical treatment of bone defects in the future.
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成功治疗了 3 例骨缺损患者。随后又有大量的实验

及临床研究证实了BMSCs结合支架材料治疗骨缺损

的可行性［9-10］。目前生物 3D打印技术是将种子细胞

及特定的支架材料按照预设的构建模型再造出特定

的组织及器官，因其建模的精确性且不存在免疫排

斥反应在基础医学及临床中得到广泛关注，是一种

新兴的有广泛发展前景的骨缺损治疗技术。本次研

究就 BMCSs的骨组织工程技术结合 3D 打印载体治

疗骨缺损的应用研究进行综述。

1 BMSCs的分离培养及鉴定

1.1 BMCSs的分离培养

目前间充质干细胞主要来源是自体骨髓和脐带

组织，分化来源于中胚层［11］，因其优秀的增殖并且具

有诱导多向分化能力、低免疫原性和不存在伦理问

题在干细胞组织工程中得到广泛研究和应用。因骨

髓间充质细胞含量少，细胞数量和活性随着年龄的

增长逐渐减少，在实验及临床应用中受限，所以要获

取数量充足且有活性的BMSCs必须依赖体外分离培

养及扩增技术。

BMSCs在不同个体和不同年龄段中细胞活性和

数量各不相同，目前在人体中的来源提取主要是取

自髂骨和腰椎弓板和棘突［12］。目前实验室中BMSCs

分离培养的主要方法有全骨髓贴壁法、密度梯度离

心法、表型分离法、免疫磁珠分选法和流式细胞仪分

选法等［13］。全骨髓贴壁法和密度梯度离心法操作简

单经济、获取目的细胞效率较高，是目前最常用的分

离方法［14］。免疫磁珠分选法与流式细胞仪分选法分

离过程较复杂且价格较高，应用并不广泛。

随着对 BMSCs研究的系统化和规范化，机体本

身 BMSCs的获取数量有限，有研究者提出诱导多功

能干细胞（induced Pluripotent Stem Cells, iPSC）替代

的 BMSCs 概念。iPSC 易获取、来源广泛，没有取材

时引起的副损伤等优点，并且同样拥有多向诱导分

化能力，在未来临床治疗中是 BMSCs的一种优秀的

替代来源，从而具有重要的应用价值［15］。虽然目前

对 iPSC 的诱导研究发现其分裂增殖能力优越，但增

殖过程中缺乏可控性，有潜在成瘤生长的可能，在其

培养和应用中还需要更深入的研究［16-17］。

1.2 BMCSs的鉴定

分离提纯的BMSCs在外观上呈体积较小的梭形

细胞、核浆比大，随着间充质干细胞的分离提取方法

的多样化，国际间充质干细胞委员会也提出了

BMSCs 的鉴定标准，主要针对分离出的细胞进行免

疫表型的筛选要求，常用的方法有免疫荧光染色法

和流式细胞术，BMSCs 通常表达 CD90、CD105、

CD73，较少表达 CD19、CD79、CD45、CD34、CD14 和

HLA-DR表面分子［18-19］。虽然 BMSCs的分离培养趋

于多样化和标准化，但目前还没有其特异性的免疫

标志物进行鉴定分离［20］，在 BMSCs的筛选纯化方面

还需要进一步的研究［21］。实验室中对分离提纯的

BMSCs监测其诱导成骨分化是否成熟常用其分泌产

物进行分析，常用的有碱性磷酸酶（ALP）和骨涎

蛋白。

1.2.1 ALP在 BMCSs鉴定中的应用 ALP 由成骨细

胞分泌，在成骨过程中水解磷酸酯、启动钙化程序，

是成熟成骨细胞最重要的标志酶，也是最常用来监

测的工具酶，可以通过检测 ALP 的含量及活动判断

成骨细胞的分解代谢水平及分化成熟程度。ALP作

用于钙离子使其在骨基质上聚集沉积完成基质钙

化，在钙化初始时 ALP 活性最高，随着钙化的进行

ALP 逐渐下降。ALP 染色法是最常用的检测方法，

通常用Von Kossa法、茜素红法染色等可显示矿化结

节，目前RT-PCR技术可定性定量地检测ALP活性以

帮助分析成骨细胞成骨过程中的动态变化［22］。

1.2.1 骨涎蛋白在 BMCSs鉴定中的应用 骨涎蛋白

主要是由成骨细胞产生，破骨细胞和成齿细胞也有

少量合成，其活性与 ALP 在成骨过程中的动态变化

不同，在成骨细胞成熟的过程中骨涎蛋白的含量呈

递增的趋势，与钙化过程呈正相关，对血清或血浆中

的骨涎蛋白含量的测定可判断成骨细胞的分化阶

段，结合 ALP 的定量检测可以较准确地分析出分化

各阶段成骨细胞的活性。骨涎蛋白可与Ⅰ型骨胶原的

α-2键结合，占到非胶原的骨基质的 5%~10%，这种特

性也使骨涎蛋白作为一种促血管形成因子，在组织

修复和重建中具有重要作用［23］。除此之外骨钙素是

仅有成骨细胞可以合成分泌的酸性蛋白，在钙化初

期表达较旺盛，也是检测成骨细胞分化成熟特异性

较高的标志酶。

2 BMSCs分化的影响因素

目前已知有多种细胞因子、化学药物和一些物

理刺激如机械应力、氧浓度、电磁场和超声波等都对

BMSCs增殖分化起到调控作用。早期的研究者发现

在 BMSCs的体外培养中，加入富血小板血浆可以促

进其分裂增殖［24］，后来人们在血浆等体液中陆续发

现并提纯了许多促进BMSCs的生长因子，对BMSCs

的增殖及诱导分化的研究更加系统和深入。

2.1 骨形态发生蛋白-2（BMP-2）对BMSCs分化的影响

BMP-2 属 于 转 化 生 长 因 子 β（Transforming
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Growth Factor-β, TGF-β）超家族，是目前基础医学及

临床中应用最广泛的成骨诱导生长因子，因其具有

诱导 BMSCs 向软骨细胞和成骨细胞定向分化的能

力，成骨作用效果显著且稳定，与 ALP 具有协同作

用，且能独立诱导成骨过程［25-26］，成为骨组织工程中

重要的成骨诱导剂［27-28］。

BMP-2 来源广泛，在 BMSCs、成骨细胞、软骨细

胞中均有表达，主要作用于间充质干细胞及成骨细

胞［29］。BMP-2 在体内环境下通过诱导 BMSCs 向骨

母细胞分化成熟进而诱导成骨，修复骨折损伤部位

骨组织［30］，在成骨修复过程中介导成骨细胞与破骨

细胞的骨吸收重建过程，在诱导成骨及成软骨过程

的同时促进血管内皮因子表达增加，进而促进损伤

部位循环系统的修复重建，并介导周围炎症及免疫

应答促进组织的修复，在移植排斥反应和自身免疫

性疾病的治疗中具有重要作用［31-34］。最近研究发现

除了 BMP-2，BMP-6、BMP-7、BMP-9 在促进 BMSCs

成骨分化中具有协同作用，亦具有较强的诱导

效果［35］。

2.2 激素对BMSCs的成骨分化作用

目前雌激素在成骨分化的作用上得到广泛证

实，低浓度的雌激素有促进成骨的作用，这也被应用

在预防女性绝经后骨质疏松症等方面［36-38］。地塞米

松常用于抗自身免疫性疾病的治疗中，研究者在动

物实验中发现地塞米松可以促进BMSCs的成骨及成

软骨分化，并存在浓度依赖性，低浓度呈现诱导分化

作用，高浓度（>10-8 M）呈抑制作用［39-43］。

成骨生长肽（Osteogenic Growth Peptide, OGP）

是一类多肽类生长因子。动物实验中发现 OGP 的

BMSCs 诱导成骨分化作用，但诱导分化的过程及结

果存在不确定性，具体生化机制还需要进一步

研究［44］。

甲状旁腺激素具有促进破骨细胞活性升高血钙

浓度的作用，最近体外实验发现甲状旁腺激素在与

1，25（OH）2VD3联合作用时对BMSCs成骨分化有较

强的促进作用，具体分子机制还需要进一步研究［45］。

2.3 细胞因子对BMSCs分化的影响

TGF-β对 BMSCs 的诱导分化存在浓度依赖性，

低浓度时促进细胞分裂增殖，高浓度时增殖减少、诱

导 分 化 作 用 增 加［46］。 血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子

（VEGF）是对骨的再生与重建具有重要的作用，能够

促进成骨细胞的迁移和分化。VEGF与 BMP-2的表

达相互调节相互影响，联合应用生长因子对骨缺损

修复具有协同调控的作用［47］。

碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子（basic Fibrob1ast

Growth Factor, bFGF）是一种常用的促细胞分裂剂，

是目前发现对 BMSCs 促分裂增殖能力最强的诱导

剂，目前对 bFGF介导细胞分裂增殖过程的分子生物

学研究发现，其可能与 BMP-2协同作用促进 BMSCs

的增殖并诱导成骨分化，有多种细胞因子共同参与，

以自分泌或旁分泌形式介导胞内及胞外信号传导，

促进成骨细胞成熟加快骨基质的矿化过程［48-49］。

EPHA2可通过增加 RUNX2的表达促进 BMSCs

的成骨分化，如果RT-PCR检测EPHA2的动态变化显

示随着BMSCs成骨分化数量的提高其表达水平也在

提高。整合素是细胞间及细胞内信号传递的重要介

质，大量的动物实验证明整合素具有促进 BMSCs成

骨分化及增殖的重要作用［50-51］。在BMSCs分化研究

中发现其在成骨分化与向脂肪细胞分化是竞争性调

节［52-53］，在正常生理条件下两种分化处于向成骨分化

的平成状态［54-56］。三磷酸腺苷可使BMSCs成骨分化

相关基因的表达增高，而且可抑制向脂肪分化的基

因表达，可能与激活ERK1/2通路有关。

双膦酸盐（Bisphosphates, BPs）在临床中被用来

治疗老年骨质疏松症的常用药［57-58］。最近实验发现，

药物浓度的不同对BMSCs的增殖与成骨分化具有较

大的影响。低浓度时诱导成骨作用有所增强，但高

浓度时抑制 BMSCs的增殖及成骨分化，并展现出一

定的细胞毒性促进成骨细胞凋亡，具体机制还需要

进一步的研究证实［59］。

最近的研究表明，一些他汀类药物，甘油磷酸

盐、基质细胞衍生因子 -1［60］（Stromal Cell-Derived

Factorl, SDF-1）、Vit C和 β-甘油磷酸钠可通过调控相

关基因转录、刺激ALP和骨钙素的表达、调节细胞外

基质成分［61-64］。Toll 样受体激动剂、脂多糖［65］，氯化

锂等锂钙复合盐也可通过旁分泌作用介导细胞间信

号传导促进BMSCs增殖及成骨分化过程［66］。

BMSCs的成骨分化受多方面生长因子及蛋白质

影响，在细胞间和细胞内多方面信号传导下调控其

增殖及分化方向，所以对相关信号通路的研究至关

重要［67］。目前对BMSCs成骨作用及分化成熟相关的

信号通路的研究还不成熟，已知的信号通路有骨形

态发生蛋白/转化生长因子 β通路［68］、Notch 信号通

路［69-70］、Wnt/β-catenin信号通路［71-72］等，相信随着对信

号通路研究的深入，有助于对 BMSCs的分化调节进

行精准调控。

2.4 传统中药对BMSCs分化的影响

近年来涌现出很多中药提取物对促进BMSCs增

殖分化的研究，并取得了大量的理论依据及实验证

实。中药及提取物具有获取方便、价格低等优势，并
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且作用靶点丰富，在作为 BMSCs增殖及定向分化研

究方面具有重要应用价值和潜在的发展前景。

淫羊藿苷是淫羊藿的提取物，是目前研究最早也

是最广泛的BMSCs成骨分化诱导剂，目前大量实验研

究证实了其确切的诱导成骨效果［73］。研究发现淫羊藿

苷对BMSCs的增殖与分化的调节有Wnt/β-catenin通路、

p38MAPK信号通路等多条信号通路共同调控，p38MAPK

信号通路促进BMSCs的分裂增殖且保持细胞性能的稳

定［74］，ERα-Wnt/β-连环蛋白信号通路可促进其成骨

分化［75］。

麝香酮在体内环境下可促进 BMSCs增殖，其诱

导成骨分化能力与药物浓度呈负相关，即低浓度促

进 BMSCs 成骨分化［76］。骆驼蓬碱促进了 BMSCs 骨

形成蛋白的表达而促进成骨分化［77］，鹿茸多肽使骨

BMSCs 中 ALP 活性增强，间接实现诱导成骨作

用［78］。除此之外，像异补骨脂素［79］、齐墩果酸、川芎

嗪［80］、二苯乙烯苷、补肾活血汤［81］、巴戟天及龟板及

杜仲提取物［82-87］等诸多中药成分都对BMSCs的增殖

诱导成骨分化具有调节作用。

2.5 物理因素对BMSCs分化的影响

除了化学因素、细胞内或细胞间的相互作用外，

研究者发现细胞所处的环境及物理因素对BMSCs自

身的代谢调节和信号传导也起到重要作用。

2.5.1 培养环境中氧浓度、超声波及电磁场对BMSCs

分化的影响 在对 BMSCs 培养时发现，培养环境氧

浓度的不同对其增殖产生不同的影响，高氧浓度会

促进BMSCs的成骨分化，低氧则会起抑制作用［88-89］。

目前低强度超声波在临床尤其是治疗骨折延迟愈合

和骨不连领域应用越来越广泛，研究发现超声波通

过在骨不连区域制造“微骨折”来影响局部溶骨及成

骨代谢的机制治疗骨不连，还可通过调节 c-fos 及

COX-2的表达来促进 BMSCs成骨分化和成熟，加快

骨基质钙化过程［90］。近年来研究者在实验室对大鼠

BMSCs 的培养中发现电磁场性质或强度的变化对

BMSCs增殖及成骨分化有不同的作用。正弦波及低

频电磁波对 BMSCs成骨分化有促进作用，高频电磁

波则抑制细胞分裂增殖，这可能与细胞内环磷酸腺

苷表达影响细胞代谢水平有关，具体机制还要进一

步的研究［91-93］。

2.5.2 培养环境中力学的变化对BMSCs分化的影响

在体内环境中骨可对外在机械应力和牵张力产生适应

性变化，比如牵张力作用于骨后，成骨相关基因ALP、

DcⅣ表达水平增高［94］。近年来研究发现BMSCs所处

环境的机械力学与其贴附生长的基底刚度对其增殖分

化有着重要影响。研究者在实验中改变细胞周围力学

的性质来观察BMSCs的动态变化发现，细胞外液的剪

切力与牵张力使BMSCs向成骨分化增多，而静水压力

的增高会使成软骨基因的表达增高促进其向软骨分化［95］，

但具体的机制尚未清晰，可能与细胞间电信号的改变

和细胞因子间的相互作用有关，进而调节基因的表达

与蛋白质的合成，且不同组织细胞对机械力的感受器

敏感度不同所以其作用效果也有差异［96-98］。

BMSCs 根据诱导条件的不同可以向成骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞和神经细胞等分化，体外培养时

贴附材料基底力学的不同对其分化也可产生不同的

影响，即基底支架材料的力学性能也是 BMSCs定向

分化的诱导因素，且各种定向分化的适宜材料的力

学性能各不相同［99-101］。目前对机械力学与BMSCs的

关系研究较少，实验室中主要是通过改变 BMSCs贴

附的支架材料后对干细胞分化进行定性定量分析，

间接得到基底的机械力学对 BMSCs 增殖分化的影

响，也有研究者使用更先进的机械生物反应器来测

量机械力学对干细胞增殖分化的影响［102］。随着对

BMSCs 与机械力学相互影响的研究更加深入，为调

节BMSCs的增殖分化和选择合适的支架材料有了更

广阔的思路，为未来骨缺损的治疗提供强大的理论

支撑和技术支持。

2.6 BMSCs增殖分化中的双向免疫调节性

研究发现在体内环境中BMSCs的活性受周围炎症

因子的影响又反过来调节机体的免疫应答［103］，这种特

性在体外重塑BMSCs载体中具有重要作用。

研究者发现BMSCs对炎症反应的调节具有双向

性和可塑性，具有反馈式双向免疫调节性即双向免

疫调节性，双向性与炎症反应的强度和性质密切相

关，有NK细胞、树突状细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞

等多种炎症细胞参与，一氧化氮合成酶在局部反应

中起到重要调节作用。

炎症反应所产生的白细胞介素、肿瘤坏死因子

α、干扰素-γ［104］等刺激 BMSCs 对一氧化氮合成酶的

表达增高，一氧化氮合成酶在局部产生NO抑制T细

胞的活性来发挥免疫抑制作用。其次BMMSCs可通

过旁分泌作用，抑制B淋巴细胞活性及趋化因子的表

达减低炎症反应［105］。另一方面，BMSCs通过旁分泌

表达如 RANTES、CXCL-9 等炎性趋化因子，招募周

围的 T 淋巴细胞向 BMSCs 迁移促进炎症反应，这在

体外实验中亦得到证实［106-107］。

BMSCs对周围炎症的促进或抑制作用多与炎症

反应的水平与刺激有关。目前研究发现低水平的炎

症反应诱导 BMSCs炎性趋化因子表达增加，并促进

成熟 T 细胞的增殖促进炎症反应［108］。相反，当局部
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IFN-γ、TNF-α等炎症因子水平较高时，BMSCs 对一

氧化氮合成酶的表达更加活跃，使得T淋巴细胞及B

淋巴细胞活性受抑制，从而起到负向免疫调节作

用［109］。目前对 BMSCs 免疫调节的机制尚存在许多

问题，总体来说，BMSCs对免疫调节的双向性依赖于

炎性反应的强度，而对免疫调节的结果在总体上是

促进骨骼及软组织的再生与修复［110-111］。

3 BMSCs的临床应用

3.1 BMSCs在骨疾病中的应用

BMSCs 对于骨、软骨及肌腱等软组织修复的治

疗中具有潜在的应用前景和重要的临床意义。早期

有临床实验中将骨髓血引至骨缺损处或直接将分离

提纯过的 BMSCs通过局部注射的方法，在机体自身

体液环境中诱导 BMSCs成骨分化而修复缺损，目前

被广泛应用在骨缺损、骨折不愈合和骨性关节炎的

临床实验和治疗中［112］。有研究者将纯化后的

BMSCs经过成骨诱导与纤维蛋白联合通过局部注射

的方法治疗萎缩性骨不连并取得了良好的治疗效

果［113］。许多研究结果显示 BMSCs 的自我增殖分化

能力对降低股骨头坏死的发生具有重要意义［114］。

目前通过BMSCs治疗骨缺损的方法有腔内局部

注射、复合载体支架填充等方法，这对软骨和骨缺损

具有不同的临床意义。Osugi等［115］在体内实验发现

BMSCs分泌的细胞因子与周围组织微环境的相互作

用和驱化性，BMSCs 可定向迁移至骨缺损处促进骨

折的修复。 Dogan 等［116］构建股骨缺损模型，将

BMSCs 移植到含硼的聚乳酸一羟基乙酸共聚物

（PLGA）支架中，结果显示，含硼 PLGA 支架可提高

OC、I型胶原蛋白表达水平。Wei等［117］证实聚己内酯

（PCL）支架可以促进 BMSCs 增殖和分化，增强骨形

成与骨整合。

3.2 BMSCs在其它疾病中的应用

3.2.1 BMSCs在组织器官修复中的应用 在一些肺

纤维化等肺部间质性疾病治疗中，BMSCs 可通过旁

分泌的方式与周围单核细胞相互作用减少炎性反

应，促进炎症修复而减缓肺部纤维化进程［118］。有一

些临床实验证实，将自体 BMSCs静脉注射到急性心

肌梗死的患者体内，其心功能得到明显改善且没有

明显并发症的发生［119］。这种治疗方法在脑梗塞患者

治疗中亦得到良好的效果，其可减少颅内局部缺血

区炎性细胞的聚集，有效减轻缺血后中枢神经系统

损伤，并且在神经功能恢复方面有促进作用［120-121］。

3.2.2 BMSCs在器官移植中的应用 有学者提出由

于 BMSCs 低免疫原性的特性，能逃避免疫监视［122］，

行同种异体 BMMSCs 移植依然具有优秀的治疗效

果，但在获取人异体干细胞时要对供体进行病原微

生物学与家族史等安全性筛查。目前将自体分离纯

化后的 BMSCs进行体外扩增，再定向移植到某组织

和器官中，经过诱导增殖后修复重建器官已取得了

明确的成效，如椎间盘、肝脏［123-125］等。Mohamed

等［126］报告指出，BMSCs在高血压肾病中具有改善肾

小球滤过功能和肾小管重吸收作用，并且可逆转病

理结构，这是现有药物中所不具备的。

研究发现其对组织器官的修复不仅是细胞增殖

分化作用，BMSCs 分泌的多种生长因子参与调节组

织微环境，促进周围血管重建与内源性细胞增殖

等［127］。在体内环境下 BMSCs 通过旁分泌对前列腺

素E2和TGF-β的调控作用，对自身免疫性疾病、减少

免疫排斥等治疗提供一种新的思路［128］。目前虽然发

现BMSCs可以分化并修复多种不同类型的组织及器

官，但对其修复的具体分子生物学机制尚未十分清

晰，总体而言，BMSCs的损伤修复作用一方面是其分

化替代能力，另一方面是其与周围细胞组织及免疫

系统的相互作用和旁分泌功能，营造出适宜的微环

境共同调节组织器官的增殖与分化过程［129-130］。

4 BMSCs复合支架材料修复骨缺损

BMSCs结合支架材料治疗骨缺损的研究已有几

十年的历史，传统的高分子材料与金属缺乏天然骨

的仿生性和力学性能且易出现免疫排斥反应等并发

症，不适合应用于BMSCs的载体支架。

4.1 BMSCs复合支架材料在骨缺损的应用

磷酸钙最早在 20世纪末就被作为骨缺损替代材

料之一，磷酸钙广泛存在于人体的无机材料中，其具

有优秀的生物相容性且能调节体内钙离子与磷离子

的浓度影响骨质矿化，且具有成骨诱导特性被广泛

应用于骨水泥、磷酸钙陶瓷与骨缺损支架等材料

中［131-132］。磷酸钙骨水泥是常用于骨缺损的填充物，

但其脆性大、强度低，在承重方面具有很大缺陷［133］。

Boehm等［134］对磷酸钙结合了碳纤维材料制成聚磷酸

钙纤维复合材料，改善了材料的韧性和刚度进而大

大提高了其作为骨填充物或支架材料的力学性能。

成骨细胞是否能在骨缺损替代材料上贴附并增殖决

定着支架材料的生物学活性。近年来伴随着骨组织

工程的深入研究，研究者将 BMSCs培养基引入磷酸

钙支架中，其成骨作用提高了 BMSCs的增殖与成骨

分化效率亦增强了磷酸钙支架的生物相容性［135］。

4.2 BMSCs复合支架材料在软骨缺损的应用

近年来BMSCs复合支架材料制成的三维软骨修
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复材料得到了国内外学者的广泛关注，在相关动物

实验中取得了诸多成果。研究表明BMSCs在成软骨

分化是以逐层分化叠加成多层复合体结构［136-137］。

Tali等［138］将 BMSCs作为种子细胞，结合诱导因子的

培养基成功制作出具有生物活性的体外软骨，并植

入在大鼠的骨缺损模型中取得了理想的修复效果，

且没有出现明显的并发症。Cap1an 等［139］在体外利

用BMSCs制作成全层软骨损伤模型再将其植入兔膝

关节处，经培养观察后发现损伤模型处长出新生软

骨，同样达到了损伤修复的目的。

5 生物3D打印技术

生物 3D 打印技术是传统 3D 打印技术结合干细

胞组织工程技术的扩展运用，是一种新型的快速成

型技术。3D 打印技术在上个世纪 80 年代逐渐开始

发展运用，在近几十年的发展中 3D打印技术实现了

对需求的个性化、精准化和产业化，近年来3D生物打

印技术蓬勃发展，在医学相关材料的设计与制备取

得了重要的成果。

5.1 生物3D打印技术的优势

3D生物打印技术核心的三大构成要素为：干细胞

（种子细胞）、支架材料和生长因子。目前骨缺损特别

是较大体积的骨缺损是临床治疗中常需面临的困扰，

最常应用于较大骨缺损的治疗方法是自体或人工骨移

植，但因为二次手术对患者的损伤和材料来源的受限

限制了其广泛应用，且人工骨存在造价昂贵、潜在的免

疫排斥风险和构造建模缺乏特异性等弊端。近年来生

物3D打印骨缺损得到了越来越多的关注，其解决了人

工骨和同种异体骨在免疫排斥和伦理问题方面的缺陷，

可在计算机辅助下利用CT、MRI成像技术对骨缺损部

位进行精确设计，尤其对于颌面部骨缺损等复杂结构

的修复中具有强大优势，并可制造出与缺损骨完全匹

配的3D替代支架［140］。

与原始骨缺损填充支架不同的是其在机械强度

和微观空间结构上可与人体骨组织相似，支架材料

的无毒性和可溶解性使BMSCs作为种子细胞在支架

内三维生长后可达到与缺损骨组织的完全替代整

合，是对骨缺损疾病具有广泛前景的新型治疗技术。

国内学者张钰［141］通过 3D 打印技术成功设计并制造

出了在孔径结构和力学性能与天然骨质相似的仿生

人工踝关节，在打印精度和材料设计中都取得了重

要突破。He等［142］利用 3D生物打印技术制备了人膝

关节仿生骨假体，具有良好的生物相容性和力学性

能，在与人体关节空间结构匹配精确度方面较传统

人工假体明显提高。

5.2 生物3D打印技术的打印程序

目前在结合 3D打印的骨组织工程中，如何打印

出具有生物活性的载体是研究的热点。打印过程中

温度过高或局部压力过强都会导致细胞的失活，种

子细胞周围的基质成分和各种细胞因子所构成的微

环境也极其关键。

目前国际中主流的打印程序有两种：一种方式

是需要 2 个以上不同特性的打印喷头，将 BMSCs 与

原始支架材料同时复合打印，优势是打印完成即具

有所需的生物活性，但对打印要求高，打印温度和打

印速度稍有调动即可造成细胞的失活和打印的失

败［143］。另一种是根据设计的载体材料预先打印出仿

生骨的原始支架，再将分离培养的 BMSCs及基质液

在原始支架中种植，通过传代培养和诱导成骨分化

后最终形成有活性的三维骨组织修复材料，此种方

式是目前最常用于生物骨的打印，优势是操作方便、

技术难度低和成活率高，但缺点是培养周期相对

较长［144-146］。

5.3 生物3D打印技术的原理

生物3D打印技术的主要步骤为通过医学成像在

计算机辅助设计建模后，运用适宜的打印技术将原

料打印出成品的过程。目前在干细胞组织工程中应

用于生物 3D打印技术有喷墨打印技术、选择性激光

烧结技术（Selective Laser Sintering, SLS）、光固化成

型技术（Stereo Lithography Apparatus, SLA）和熔融沉

积 成 型 技 术（Fused Deposition Modeling, FDM）

等［147］，3D打印技术对细胞分布的可控性建模的自由

选择性是应用于骨组织工程的强大优势［148］。每种打

印技术都有各自的优缺点，不同的环境温度、结构应

力对生物材料的影响不同，应根据打印材料的选择

选取合适的打印方法。

喷墨打印是最早被应用的打印技术，但打印精

度不高、力学性能较差在仿生骨的生物活性材料中

运用较局限。FDM 技术操作简单、无用损耗少且成

本低是目前最常用的生物3D打印技术。其将原材料

加热呈熔溶态，喷头在计算机设计程序下将原料喷

出，通过逐层累加的方式构建所需模型，但其温度较

高，在打印过程中含药物载体和细胞中极易损伤变

性，所以常先打印固态支架再在原支架上接种种子

细胞进行二次培养的方法获得生物活性的载体［149］。

Hong 等［150］将聚己内酯/聚乳酸复合材料通过

FDM 技术在大鼠的骨缺损模型中得到成功的实验。

SLA 技术在骨组织工程中应用较早，其打印精度较

高，材料可在纳米级进行操作，常使用聚己内酯、聚

乳酸和特殊蛋白质等光敏材料，使用的亦是逐层打

第1期 袁宇,等 .骨髓间充质干细胞联合3D生物打印技术治疗骨缺损的研究进展 -- 115



印技术，利用材料的光敏性用激光进行定点雕刻而

固态成形［151-152］。SLS技术与SLA相似，但取材广泛，

不受光敏性的约束，像羟基磷灰石、PCL和明胶类蛋

白均可采用，在骨和软骨构建中广泛实验和应用［153］。

5.4 生物3D打印的载体及支架材料

在骨组织工程技术的三大要素里，合适的支架

材料决定着BMSCs的成活及增殖，支架的力学性能、

微观结构的空隙结构、支架材质仿生性对支架内细

胞外微环境的形成、BMSCs 的成骨诱导分化及其三

维生长结构至关重要［154-155］。

5.4.1 生物 3D打印的骨组织支架的必备条件 3D打

印的骨组织支架常需要具备以下几个生物学性能：

①支架材料的生物相容性与骨诱导性：移植后不产

生免疫排斥反应是移植物成活的基础也是移植材料

发挥其生物活性的首要前提，这与支架材料的选取、

纯度有关；材料可与 BMSCs相互作用进而诱导分化

为成骨细胞或软骨细胞［156-158］；②支架材料的空间结

构和适宜的孔隙：支架材料表面易于细胞附着，仿生

骨材料的活性关键在于 BMSCs 在支架内的三维生

长，所以材料内部孔隙的相互连接至关重要，三维孔

隙结构有利于细胞外液的流通，可使生长因子和营

养物质均匀作用于种子细胞并为其内血管网络的建

立创造条件，还可将细胞代谢产物通过开放的细胞

外微环境运输排泄。孔径、孔隙的分布和密度与支

架结构的机械强度密切相关，而且生物支架的降解

效率也与支架的孔隙率和表面积有关；③支架的力

学性能和机械强度：适宜的机械强度和硬度不仅可

以为人体骨骼系统做支撑作用还是对BMSCs完成成

骨分化前的保护，BMSCs 在增殖分化过程中对周围

环境的力学刺激和不同刚度的基底产生反馈作用影

响自身的增殖与分化方向，学者们常称之为机械力

学微环境，是调节 BMSCs 增殖分化非常重要的

元素［159-161］。

除此之外，还有由于材料的选择不同可表现出

一些特殊的特性，比如可降解性等。这些诸多的生

物学特性与BMSCs及细胞因子共同构成了生物学支

架的微环境，各因素之间的相互作用共同调整着

BMSCs的增殖与分化［162］。

5.4.2 生物3D打印骨组织载体及支架材料的选择 在

骨缺损3D生物支架材料的选择中，需要根据缺损骨的

生理功能和受力情况及生物相容性选取适宜的支架材

料，还要将BMSCs在支架材料中黏附、增殖和分化等问

题考虑在内。目前，应用于生物3D打印的支架材料主

要分为两类：一类是天然高分子生物材料，如胶原蛋白、

海藻酸盐、明胶、纤维蛋白和壳聚糖等［163-165］，其来源广

泛，主要由动植物体内获取；另一类是人工合成的高分

子生物材料，如磷酸三钙、羟基磷灰石、聚乙醇酸、聚乳

酸、聚氨基酸和纳米陶瓷类等［166-175］。

目前随着对 3D打印生物支架功能要求的提高，

研究从单一的材料打印技术向复合基因工程、低温

技术和固液相分离技术制作与内环境锲合的多功能

复合材料转变。比如打印设计在支架孔隙表面可置

的药物或细胞载体，细胞不但可以在支架表面贴附

生长，而且可以复合生长因子、抗菌药物等制成药物

缓释的载药活性支架，聚乳酸就是一种常用的人工

合成的聚酯类高分子，可结合 3D打印技术在支架中

制作药物缓释载体结构预防植入后感染等；还可以

利用磷脂双分子层的微球脂质结构将药物置入其中

制作支架，来达到药物控释的目的；利用基因工程将

BMP-2 导入复合材料的载体细胞中，达到直接诱导

BMSCs成骨分化的目的等［176-180］。

6 常用的生物3D打印骨组织载体及支架材料

目前根据局部骨缺损的特性构建具有优秀的生

物相容性、合适的力学性能和空间结构的个性化支

架材料是骨组织工程研究的方向，以下是目前研究

中流行的支架材料。

6.1 羟基磷灰石

骨的主要矿化无机成分是羟基磷灰石结晶［181］，目

前3D生物打印材料多是以人工高分子材料与天然高分

子材料相结合，如以羟基磷灰石为原料复合一些如聚

乙烯醇、丝素蛋白、鹿瓜多肽等有机材料进行。羟基磷

灰石具有优秀的组织相容性和骨诱导性［182］，可自行被

组织吸收，但其脆性较高，单纯运用机械强度欠缺，因

其性质活泼、其上化学基团易与离子或其他生物制剂

发生反应，影响支架结构的稳定性［183］。

6.2 磷酸三钙

Solaiman 等［184］以磷酸三钙为基础原料运用 3D

生物打印技术设计出了在力学性能和材料孔隙与天

然骨相似的支架材料，并在骨缺损的治疗中取得了

满意的效果。β-磷酸三钙复合羟基磷灰石材料增加

了材料的韧性和强度的缺陷且具有促进成骨细胞分

化成熟的作用［185-186］。Gronthos等［187］成功运用β-磷酸

三钙混合材料植入干细胞制备出具有正常生物活性

的牙槽骨组织。

6.3 海藻酸盐

海藻酸盐的化学性质与羟基磷灰石相似，通过

对海藻酸盐的化学修饰与添加其他材料赋予了其作

为仿生骨支架更优秀的生物学特性，在骨与软骨材

料的支架模型中被广泛运用。将聚乙二醇与海藻酸
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盐制成混合胶体原料，可增强打印材料的韧性和弹

性［188］。聚乳酸一羟基乙酸共聚物具有良好的生物相

容性，在体内可降解为羟基乙酸与乳酸，材料和降解

产物的生物相容性良好，其与海藻酸盐制成混合材

料使干细胞对支架表面的黏附性提高并可促进软骨

的分化成熟［189］。纳米碳化羟基磷灰石海藻酸盐调节

了羟基磷灰石的降解速率，使植入材料与骨组织整

合加快并具有诱导神经细胞再生的能力［190］。

6.4 丝素蛋白

体外对BMSCs进行培养时发现培养基中某些蛋

白质的含量提高促进了其成软骨分化，后来人们对

其分离纯化证明了丝素蛋白对促BMSCs的增殖和成

软骨分化具有促进作用。目前以丝素蛋白做为软骨

支架的组成成分和诱导剂得到了广泛认同和

运用［191-194］。

6.5 壳聚糖

壳聚糖是一种天然氨基多糖，其本身具有抑菌

性和可降解性，经过化学修饰或加入其它材料如羟

磷灰石可以增强其机械强度在骨和软骨支架材料的

研究中应用广泛，其亲水层易于细胞的黏附增殖，还

具有促进骨基质矿化的作用。通过低温3D生物打印

技术将海藻酸盐与壳聚糖制备出混合材料支架，综

合了两种材料的优势设计出了生物活性和组织相容

性极佳的支架材料［195-196］。Chen 等［197］将壳聚糖与羟

基磷灰石经过化学修饰制备出壳聚糖-P24/羟基磷灰

石复合材料支架，材料对P24的释放具有控释性且可

诱导 BMSCs成骨分化，进而提高支架材料与骨质的

整合与骨缺损修复效率。

6.6 胶原材料

胶原材料特别是 I 型胶原在骨组织工程中应用

广泛，主要参与对软骨支架材料的构成。胶原复合

其他材料在制造软骨缺损模型和营造骨外微环境中

具有重要作用。将纤维蛋白等整合素加入胶原中制

成材料具有促进 BMSCs黏附增殖作用，复合陶瓷制

成明胶-陶瓷支架植入种子细胞后促进软骨分化成熟

并促进胶原的分泌合成［198-200］。

凝胶含水量高、保水性能好、结构具有可塑性强

等优点，还满足构建人工仿生骨的可降解性的要求，

所以在软骨支架材料中得到关注。水凝胶培养基更

适合软骨结构的生长，梯度交联水凝胶使细胞呈 3D

生长模式，培养基可以模拟体内环境，对细胞生长增

殖和分化等过程进行监控和干预。研究者将种子细

胞接种在 3D 打印的水凝胶基质中制作人耳软骨支

架，并得到了具有生物学活性的仿生耳［201］。透明质

酸是一种天然的高分子聚合物也是细胞外基质的组

成成分，研究者将透明质酸加入水凝胶中提高了材

料的力学性能和生物活性，还促进了细胞对支架材

料的黏附性，促进细胞的增殖分化［202］。

6.7 聚乙二醇

聚乙二醇具有良好的水溶性和生物相容性，由

聚乙二醇制成的支架材料的韧性和机械强度与软骨

相近［203］，动物实验中发现其可以促进软骨周围基质

的合成分泌［204］。国外学者将成熟的软骨细胞和聚乙

二醇二甲基丙烯酸酯利用3D打印技术制备出可以直

接填补修复的生物活性材料，填补材料不但在机械

力学性能与自然软骨组织相似，在组织成分及内部

结构上与软骨组织更加相容，这也是充分发挥了 3D

打印技术对材料堆积的精确控制的优势［205］。Tay

等［206］将聚乙烯醇和聚己内酯作为原料，通过 3D打印

制备的支架在机械强度、微观结构的空间孔隙分布

和连通性能均取得了较满意的性能。

6.8 人工高分子与天然高分子复合材料

有研究者将人工高分子材料与天然高分子材料

相结合制成复合材料。比如将聚乳酸与羟基磷灰石

粉末结合制成复合材料［207］，新材料将羟基磷灰石优

秀的组织相容性和聚乳酸的材料韧性相结合，不但

具有诱导BMSCs增殖分化的能力还改良了传统材料

的机械性能和基底刚度，是骨组织工程材料制备的

优秀尝试。与此类似的还有聚醚醚酮（PEEK），

PEEK 是一种熔点较高且具有良好的生物相容性的

3D 打印材料，因打印材料具有良好的热稳定性得到

广泛关注，除此之外其支架材料的强度高、耐磨性好

和良好的韧性是仿生骨材料制备的重要优势［208-209］。

赖毓霄等［210］将镁等金属材料与PLGA、β-磷酸三钙采

用低温3D打印技术制备出的复合材料支架材料具有

诱导新生血管的长入和 BMSCs成骨分化的作用，并

且具有生物可降解性且孔隙率佳，并增加了材料的

机械强度。

6.9 生物活性玻璃材料

目前一些生物活性玻璃材料具有抗菌性等生物

活性在骨组织支架的研发中得到广泛关注。在体外

将干细胞中培养时发现 45S5生物活性玻璃可调控基

因的表达，使成骨相关基因表达增高，并在动物实验

中发现其具有促进成骨分化的作用并且诱导周围血

管的长入［211-212］。但是玻璃支架有材料脆性高、机械

强度较弱等缺点，有研究者对其复合磷酸钙、橡胶等

材料不断探索改良其机械强度［213］。

6.10 抗菌材料

移植物感染是移植手术后严重的并发症，骨的

修复能力会因周围组织的感染、微循环障碍或机体
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营养状态不佳而受抑制［214］。移植物良好的抑菌性能

是生物活性支架发挥功能的重要前提。由于仿生骨

材料需要适宜的空间孔隙和易于细胞贴附的基底，

这恰恰也是细菌易在支架材料表面黏附聚集的

原因。

3D打印支架材料可将药品或者抑菌成分如萘夫

西林钠、硝基呋喃妥因等精确打印在支架内部结构

中起到抗菌效果，并且可以预先判断预植物可能感

染的菌种设计出特异性抗菌支架，取得了满意的效

果［215-216］。伍卫刚等［217］利用生物 3D打印技术制备了

一种载药人工骨，可将抗菌药物精确堆积，达到药物

控释性。有研究者提出可利用类固醇的脂质双分子

层结构将抗菌药物注入其中，这不但可利用类固醇

诱导 BMSCs成骨分化，还可加强对骨缺损部位感染

的控制能力［218］。但目前 3D 打印抗菌材料仍处于初

始研究阶段，相信其作为抗感染材料的制作技术具

有广阔的应用前景。

7 生物3D打印材料的活性基础

经过3D生物打印出具有生物活性的支架材料是

骨缺损修复的第一步，然而，生物活性支架能否在受

体存活受多方面因素的影响，最重要的就是支架材

料能否建立有效的血液循环。良好的血液循环给予

BMSCs生长增殖所需要充足的营养物质并带走代谢

废物，如果没有建立必须的循环微环境则支架材料

中的干细胞及生物活性成分死亡或失效，最终导致

移植的失败并可能出现如感染、自体免疫攻击等并

发症。

目前就移植支架多通过添加生长因子如骨涎蛋

白、BMP-2、VEGF等，不但具有诱导成骨分化还可诱

导新生血管生成的复合材料，这种具有成骨和诱导

新生血管双重作用的现像叫做成骨 -血管生成耦

联［219］，在骨质和软组织修复中具有重要意义，还有一

些支架材料如β-磷酸三钙、聚乙烯醇卡拉胶等材料本

身也具有诱导血管生成的作用，诸多方法都为 3D生

物打印支架移植后的成活建立了研究思路［220］。

随着 3D生物打印技术的发展，打印精度越来越

高。国内学者从恒河猴取自体干细胞，经过体外增

殖分化筛选出种子细胞，利用 3D生物打印技术成功

制备出了血管组织，将打印的血管替换了恒河猴体

内 2 cm 的腹主动脉，术后并无明显并发症的发生。

Lee 等［221］利用活体细胞和组织打印出了直径 1 mm

的具有生物活性的血管组织，这一技术使 3D生物打

印技术在微米级材料制备中取得了重大突破，这为

支架材料建立血液供应提供了有力的技术支持。3D

打印血管与传统人工血管不同，3D 打印的血管管径

不但更细小，而且血管壁结构与天然血管相似，都具

有外膜、中膜和内膜结构，这使得血管保持良好的弹

性等生物活性［222］。一般移植传统人工血管的寿命是

10 年，移植后因移植物材料的原因需要终身使用抗

凝药物，但 3D生物打印出的血管组织具有优秀的生

物相容性，仅需要在术后 5 d使用抗凝药且无需更换

血管［223-224］。

8 总结与展望

目前，虽然国内外学者对生物 3D打印支架材料

的研发和运用取得了一些进展，但在临床运用中依

然处于实验阶段，BMSCs 的诱导分化及支架材料的

取材依然存在许多问题。

BMSCs是骨组织工程中治疗骨缺损最理想的种

子细胞，但在不同人群和不同年龄中 BMSCs的活性

不同，BMSCs在骨髓单核细胞的比例、增殖能力和分

化潜能随着年龄的增长而不断降低，并不是所有人

都具有提取适应症［225-226］。虽然 BMSCs 成骨分化的

诱导剂种类诸多，对其细胞间信号传导通路及作用

机制的研究愈加深入和全面，但目前还没有一种诱

导因子能够实现 BMSCs 的精确定向分化，对实现

BMSCs体外增殖和分化的可控性依然是研究的热点

和难题。

虽然 BMSCs具有低免疫原性和免疫逃避能力，

且可经自体或异体移植，一些动物实验表明异体移

植后BMSCs存活率逐渐下降且活性较低［227］，使得同

种异体BMSCs在临床中的研究与应用较少。目前对

BMSCs 的基础研究在寻找其表面特定标志物，在分

离及诱导分化的基础上向移植后对机体免疫反应的

调节和微环境的构建进行探索研究。虽然经3D生物

打印的支架材料在组织相容性和机械力学方面取得

了重要进展，但生物支架在治疗骨缺损中缺乏长期

病例的随访和回顾性研究，而且目前载有 BMSCs的

生物活性支架在受体中如何建立有效的血液循环仍

需进一步研究［228］。

3D 生物打印技术经过近几十年的发展，在打印

技术和精度方面有了显著的提高，但仍存在一些技

术性难题。比如如何将传统的静态打印方式向动态

打印方式转换，如何在打印过程中使种子细胞免受

高温、压力等外在因素的干扰依然保持生物活性，怎

样维持各种打印材料之间印刷参数的兼容性与表征

等［229-230］。目前，BMSCs 复合 3D 生物打印技术治疗

骨缺损是一种拥有广阔前景的治疗方法，随着骨组

织工程的发展和生物活性材料的研发进步，通过 3D

中国医学物理学杂志 第38卷-- 118



生物打印技术为骨缺损患者提供精准化、个性化的

治疗方案提供可行性，相信未来其在临床治疗中可

以发挥更重要的作用。
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