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工程化干细胞仿生骨膜协调免疫炎症及血管化促进骨再生

孙慧雯，郭强强，王  伟，武  杰，郗  焜，顾  勇

文题释义：

骨膜：是覆盖在骨组织表面的一层薄且坚韧的结缔组织膜，在骨的生长、修复以及提供营养方面起着重要作用。骨膜主要包括2层结构，

外层富含胶原，能为骨组织提供支撑和机械保护；内层含有骨细胞，参与骨生成、修复和骨厚度的增加。

骨髓间充质干细胞：是一种存在于骨髓中的干细胞，具有自我更新和多向分化能力，经过不同的刺激能分化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细

胞、肌肉细胞等多种细胞类型，还在免疫调节、组织修复和再生医学中发挥重要作用。

摘要

背景：临床上主要应用自体骨、异体骨或人工骨促进骨缺损修复，然而不愈合率仍维持较高水平状态，关键是忽视了骨膜在骨愈合过程中

的重要性。项目组前期通过构建负载血管内皮生长因子的静电纺丝膜在骨缺损处高度模拟天然骨膜的膜内成骨过程，一定程度上促进了骨

再生。但是，损伤局部常面临巨噬细胞介导的剧烈炎症反应和种子细胞匮乏的窘境，导致递送生物因子面临失活或弥散的风险。因此，尚

需进一步优化和协调仿生骨膜的免疫调控和成血管功能，促进骨修复。

目的：探讨干细胞工程化仿生骨膜的理化性质以及调控炎症微环境促进骨修复的作用。

方法：将左旋聚乳酸基微溶胶静电纺丝、Ⅰ型胶原蛋白自组装与凝胶干细胞移植技术结合，构建核层负载血管内皮生长因子、壳层递送骨

髓间充质干细胞调控骨缺损免疫微环境的仿生骨膜(M@C-B)。通过扫描电镜、透射电镜、傅里叶红外光谱仪等检测骨膜的理化特性；通过

仿生骨膜与巨噬细胞、骨髓间充质干细胞和人脐静脉内皮细胞建立共培养体系，探讨其免疫调控、体外成骨和成血管能力；最后，在大鼠

股骨髁缺损模型中进一步验证干细胞工程化仿生骨膜的成骨性能。

结果与结论：①透射电镜观察显示微溶胶静电纺丝(MS)人工骨膜形成明显的核壳结构，扫描电镜观察显示负载血管内皮生长因子的微溶胶

表面自组装Ⅰ型胶原蛋白(M@C)人工骨膜表面出现明显“蜘蛛网状”纤维结构沉积，红外光谱检测进一步表明Ⅰ型胶原蛋白自组装成功；

释放实验证明M@C人工骨膜较MS人工骨膜缓解了突释现象的发生，维持内部血管内皮生长因子活性和长效释放；②活死荧光染色、CCK-8
实验显示，骨髓间充质干细胞在MS人工骨膜、单纯定向左旋聚乳酸表面自组装Ⅰ型胶原蛋白(PLLA@C)人工骨膜以及M@C-B人工骨膜上良

好增殖并存活，其中M@C-B组活细胞数目最多且增殖速率最高；③碱性磷酸酶染色、茜素红染色、骨桥蛋白免疫荧光染色显示，PLLA@C
组和M@C-B组人工骨膜可显著促进骨髓间充质干细胞成骨分化；成血管实验显示，MS组、M@C-B组血管长度更长，血管样染色结构呈网

状形态，交叉节点更多，其中M@C-B组更为明显；④免疫荧光和细胞流式显示，M@C-B组人工骨膜能显著抑制促炎巨噬细胞表型，促进

巨噬细胞向抗炎M2表型方向极化；⑤体内研究进一步表明M@C-B组大鼠骨密度、骨小梁厚度、相对骨体积和骨小梁间隙皆优于其他组；

⑥结果提示：构建的骨髓间充质干细胞工程化人工骨膜通过Ⅰ型胶原蛋白/骨髓间充质干细胞外相快速调控骨缺损免疫微环境与内相微溶

胶静电纺丝核壳结构持续释放血管内皮生长因子，协同双向促进骨愈合。

关键词：骨缺损修复；仿生骨膜；静电纺丝；血管内皮生长因子；骨髓间充质干细胞；巨噬细胞；工程化干细胞
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0   引言   Introduction
当前临床上通过自体骨、同种异体骨或人工骨移植治疗

骨缺损不愈合率高达 10%，很大程度上归因于忽视了骨膜在

骨愈合中的重要作用
[1-3]

。尽管项目组前期构建的人工骨膜

缓释血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor，

VEGF) 在一定程度上促进了骨修复，但骨缺损局部存在的免

疫炎症反应显著增加了骨修复失败的风险
[4-5]

。若能够制备

一种为膜内成骨提供良好免疫微环境的仿生骨膜，将更有利

于提高骨愈合率
[6]
。

骨膜呈高度血管化，由两层组成，外层富含成纤维细胞、

Ⅰ型胶原和弹性蛋白纤维，内层富含成骨细胞、成纤维细胞、

骨祖细胞和骨干细胞；骨膜在骨的发育和损伤修复中起重要

作用，骨膜损伤越重则骨修复延迟、骨缺损不愈合率越高
[7-8]

。

目前已有研究通过肠黏膜下层、异体胶原、脱细胞外基质、

左旋聚乳酸 (poly-l-lactic acid，PLLA) 等天然或高分子合成物

构建了具有细胞 / 生长因子递送功能的仿生骨膜，但仍存在

生物活性下降、缺乏炎症调控作用以及骨再生种子细胞匮乏

的缺陷
[9-10]

。而在成功的骨缺损愈合过程中，炎症细胞与骨

形成细胞之间的协调作用是不可或缺的
[11]
。在骨损伤急性炎

症期，巨噬细胞被认为是免疫应答过程中最重要的细胞之一。

巨噬细胞极化是巨噬细胞对特定组织中微环境和信号刺激产

生特定表型和功能反应的过程：M1 型通过释放炎症递质和

分解代谢酶、驱动炎症过程、触发分解代谢事件实现促炎过

程；M2 型则通过产生解决炎症和支持组织再生的信号分子

实现抗炎作用
[12-14]

。构建一种能够适时调控巨噬细胞向 M2

型极化的仿生骨膜，将有利于骨损伤修复，降低骨不愈合率。

组织工程技术结合了细胞、工程材料和生化因素的知识，

开发出合适的人工细胞支架来维持或再生受损组织，骨组织

工程主要包括 3 个要素：种子细胞、生物支架和生长因子，

生物支架是骨组织工程的研究重点
[15-16]

。血管内皮生长因子

是一种具有促血管生成活性的重要生长因子，对内皮细胞具

有促有丝分裂和抗凋亡作用，增加血管通透性，促进细胞迁

移等。在骨骼发育过程中，成血管 - 成骨耦合发挥着关键作

用
[17-18]

。然而，骨缺损局部巨噬细胞触发的炎症级联效应影

响了仿生骨膜递送血管内皮生长因子的生物活性
[19-20]

。骨髓

间充质干细胞是细胞疗法和组织工程中最常用的细胞，更重
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Abstract
BACKGROUND: Autologous bone, allogeneic bone or artificial bone has been used to promote bone defect repair in the clinic, but the rate of non-healing is 
still high. The key is to ignore the importance of periosteum in the bone healing process. In the early stage of the project, the project team constructed an 
electrospinning membrane loaded with vascular endothelial growth factor to highly simulate the intramembranous osteogenesis of natural periosteum at the 
bone defect site, which promoted bone regeneration to a certain extent. However, the injured area often faces the dilemma of severe inflammatory response 
mediated by macrophages and lack of seed cells, resulting in the risk of inactivation or diffusion of delivered biological factors. Therefore, it is necessary to 
further optimize and coordinate the immune regulation and angiogenesis functions of biomimetic periosteum to promote bone repair. 
OBJECTIVE: To investigate the physicochemical properties of stem cell-engineered bionic periosteum and its role in regulating the inflammatory 
microenvironment to promote bone repair. 
METHODS: By combining L-polylactic acid-based microsol electrospinning, type I collagen self-assembly and gel stem cell transplantation technology, a bionic 
periosteum (M@C-B) was constructed, in which the core layer loaded with vascular endothelial growth factor and the shell layer delivered bone marrow 
mesenchymal stem cells to regulate the immune microenvironment of bone defects. The physicochemical properties of the periosteum were characterized by 
scanning electron microscopy, transmission electron microscopy, and Fourier transform infrared spectroscopy. A co-culture system was established between 
the bionic periosteum and macrophages, bone marrow mesenchymal stem cells and human umbilical vein endothelial cells to explore immune regulation 
and in vitro osteogenic and angiogenic abilities. Finally, the osteogenic properties of the stem cell engineered bionic periosteum were further verified in a rat 
femoral condyle defect model.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Transmission electron microscopy results showed that the micro-sol electrospinning (MS) formed a distinct core-shell structure. 
Scanning electron microscopy indicated that after the assembly of the collagen-I artificial periosteum (M@C) on the surface of the vascular endothelial growth 
factor-loaded micro-sol, a distinct “spider web-like” fibrous structure was deposited. Infrared spectroscopy further confirmed the successful self-assembly of 
collagen-I. Release experiments demonstrated that the M@C group mitigated the burst release phenomenon compared to the MS group, maintaining internal 
vascular endothelial growth factor activity and sustained release. (2) Live/dead cell staining and CCK-8 assay showed that bone marrow mesenchymal stem cells 
proliferated well and survived on three types of artificial periosteum: MS, purely aligned poly(L-lactic acid) (PLLA) surface self-assembled collagen-I artificial 
periosteum (PLLA@C), and vascular endothelial growth factor-loaded micro-sol fiber surface self-assembled collagen-I-bone marrow mesenchymal stem cells 
artificial periosteum (M@C-B). Among them, the M@C-B group had the highest number of live cells and the fastest proliferation rate. (3) Alkaline phosphatase 
staining, alizarin red staining, and osteopontin immunofluorescence staining showed that the PLLA@C and M@C-B groups significantly promoted osteogenic 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. Angiogenesis experiments demonstrated that the vascular endothelial growth factor-loaded groups (MS 
and M@C-B) had longer blood vessel lengths and more reticular vascular-like structures with more cross-linked nodes, with the M@C-B group being the most 
prominent. (4) Immunofluorescence and flow cytometry showed that artificial periosteum in the M@C-B group significantly inhibited the pro-inflammatory 
macrophage phenotype and promoted the polarization of macrophages towards the anti-inflammatory M2 phenotype. (5) In vivo studies further confirmed 
that the M@C-B group showed superior bone mineral density, trabecular thickness, relative bone volume, and trabecular spacing compared to other groups. 
(6) These results indicate that bone marrow mesenchymal stem cell-engineered artificial periosteum, through the rapid regulation of the bone defect immune 
microenvironment by the collagen-I-bone marrow mesenchymal stem cells outer phase and the sustained release of vascular endothelial growth factor by the 
micro-sol electrospinning core-shell structure of the inner phase, synergistically promotes bone healing.
Key words: bone defect repair; bionic periosteum; electrospinning; vascular endothelial growth factor; bone marrow mesenchymal stem cell; macrophage; 
engineered stem cell
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要的是，骨髓间充质干细胞是兼具骨修复种子细胞和免疫调

控作用的功能性干细胞，受机械和生化因素的调控迁移到骨

缺损局部，通过旁分泌和定向分化功能推进骨再生
[21-23]

。课

题组前期以聚乳酸为原料，通过静电纺丝技术制备的微溶胶

静电纺丝 (microsol-electrospinning，MS) 纤维膜具有多孔结

构，可以为新形成的成骨细胞提供外壳和足够的移植细胞附

着点，浸渍或包埋药物和生长因子的同时提供临时的骨机械

支撑
[24]
。

此研究将血管内皮生长因子负载于透明质酸鞘中，通过

静电纺丝技术制备定向左旋聚乳酸微溶胶静电纺丝，利用胶

原自组装技术将骨髓间充质干细胞接种于纤维表面，构建了

干细胞工程化仿生骨膜。首先，在体外探讨了其理化特性、

细胞相容性、巨噬细胞表型转化的调控作用。然后，在体内

进一步验证了复合仿生骨膜调控巨噬细胞极化并促进成血

管，进而修复骨缺损的能力。综上，该实验构建了调控干细胞-

巨噬细胞良性交互、增强骨缺损膜内成骨的仿生骨膜，有望

为治疗骨损伤提供新的思路。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   材料与细胞相容性的体外实验及动物体内验证实

验，定量数据采用正态和方差齐性检验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 5 月至 2024 年 5 月在苏州

大学骨科研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   主要材料、细胞、试剂   透明质酸 ( 武汉远城科技发展

有限公司 )；左旋聚乳酸 ( 济南怠罡生物科技有限公司 )；二

氯甲烷 ( 江苏强盛功能化学股份有限公司 )；N，N- 二甲基

甲酰胺 ( 上海强顺化学试剂有限公司 )；司班 80(span-80)( 美

国 Sigma 公司 )；乙酸 ( 国药集团上海化学试剂有限公司 )；

无水乙醇 ( 国药集团上海化学试剂有限公司 )；血管内皮细

胞生长因子 ( 美国 R&D 公司 )；大鼠骨髓间充质干细胞 ( 苏

州大学骨科研究所制备 )；人脐静脉内皮细胞 ( 上海富衡细

胞库 )；成骨诱导培养基 ( 广州赛业生物科技公司 )；血管内

皮生长因子 ELISA 试剂盒 ( 美国 R&D 公司 )；10×PBS( 美国

Hyclone 公司 )；α-MEM 培养基 ( 美国 Gibco 公司 )；40 g/L

多聚甲醛 ( 上海 Biosharp 公司 )；CCK-8 试剂盒 ( 日本东仁化

学研究所 )；LIVE/DEAD 染色试剂盒 ( 美国 Invitrogen 生命技

术有限公司 )；碱性磷酸酶染色试剂盒 ( 上海碧云天公司 )；

茜素红染色试剂盒 ( 北京天恩泽公司 )；骨桥蛋白一抗 ( 美国

R&D 公司 )；生长因子减少型基质胶 ( 美国 Corning 公司 )；

FITC 鬼笔环肽、罗丹明鬼笔环肽 ( 美国 Cytoskeleton 公司 )；

DAPI(美国 Abcam公司 )；CD11b抗体 (BD Pharmingen，美国 )；

CD86 抗 体 (BD Pharmingen)；CD206 抗 体 (Santa Cruz， 美 

国 )；脂多糖 ( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司 )；Ⅰ型胶原

蛋白 ( 德国 MERCK 公司 )。

1.3.2   主要仪器设备   电纺丝收集滚筒 ( 苏州大学骨研所实验

室自制 )；真空冷冻干燥器 ( 德国 Christ 公司 )；磁力加热搅

拌仪 (德国 IKA公司 )；精密电子分析天平 (上海天平仪器厂 )； 

扫描电子显微镜 ( 日本日立公司 )；透射电镜 ( 美国 FEI 公司 )；

傅里叶红外光谱仪 ( 美国 Nicolet 公司 )；力学测试机 ( 上海

衡仪精密仪器有限公司 )；超净工作台 ( 苏州净化设备厂 )；

正置显微镜 ( 美国蔡司公司 )；细胞培养箱 ( 新加坡艺思高科

技有限公司 )；酶标仪 ( 美国伯腾仪器有限公司 )；荧光显微

镜 ( 德国 Carl Zeiss 公司 )；Transwell 板 ( 美国 Corning 公司 )；

流式细胞仪 ( 美国 Beckman-Coulter 公司 )；Micro-CT( 比利时，

SkyScan 公司 )。

1.3.3   实验动物   雄性 SD 大鼠 30 只，4-8 周龄，SPF 级，体

质量 (200±20) g，购自苏州昭衍研究中心有限公司，许可证号：

SCXK( 苏 )2018-0006，饲养于苏州大学骨科研究所 SPF 级动

物实验室。所有手术步骤及术后处理均经苏州大学动物伦理

委员会批准，审批号为 SUDA20240619A01。实验过程遵循了

国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》

和本地及国家法规。实验动物在麻醉下进行所有的手术，并

最大限度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1.4   实验方法

1.4.1   骨髓间充质干细胞的分离与培养   3 只 4-8 周龄 SD 大

鼠，腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 (40 mg/kg) 后颈椎脱臼处死，

分离双侧股骨和胫骨，在体积分数 75% 乙醇中浸泡 5 min 后

置于无菌 PBS 中，于超净台无菌条件下剪去长骨两端，用 

5 mL 注射器吸取 α-MEM 培养基冲洗髓腔至冲洗液变清亮，

收集细胞悬液于 37 ℃、1 200 r/min 离心 5 min，弃上清液，

用 α-MEM 培养基重悬后于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱

培养 24 h，胰酶消化后重新接种于培养皿中，得到原代骨髓

间充质干细胞，两三天换液 1 次，待融合率至 80%-90% 时

传代。

1.4.2   Ⅰ型胶原蛋白 / 骨髓间充质干细胞悬液的制备

(1) Ⅰ型胶原蛋白溶液的配置：将Ⅰ型胶原蛋白冻干粉

溶于 0.02 mol/L 乙酸中，保存质量浓度为 5 mg/mL。使用前

需配制成 3 mg/mL 的胶原溶液，具体步骤为：在 1.5 mL EP

管中依次加入无菌预冷的 10× PBS 120 μL、1 mol/L NaOH 溶

液 17 μL、蒸馏水 343 μL，混匀置于冰上，加入 5 mg/mL Ⅰ

型胶原蛋白溶液 720 μL，混匀。全程冰上操作，配制好的溶

液立即使用或可在冰上放置两三个小时。

(2) Ⅰ型胶原蛋白 / 骨髓间充质干细胞的配置：待骨髓



24｜中国组织工程研究｜第30卷｜第1期｜2026年1月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

间充质干细胞传至第 3 代，弃上清后用上述Ⅰ型胶原蛋白溶

液重悬，得到细胞浓度为 1×108 L-1
的Ⅰ型胶原蛋白 / 骨髓间

充质干细胞悬液。

1.4.3   人工骨膜的制备 

(1) 左旋聚乳酸人工骨膜的配制：聚乳酸静电纺丝溶液

是将 0.5 g 左旋聚乳酸与 4.0 g 二氯甲烷共搅拌 2 h，待原料

完全溶解后加入 2.0 g N，N- 二甲基甲酰胺共同搅拌 1 h 而

获得。将左旋聚乳酸纺丝液加入 10 mL 注射器，使用内径为 

9 mm 的特制钝头钢针，将高压电源的正、负极分别与针头、

接收装置相连，调节电压至 15 kV，接收距离为 15 cm，采用

2 根平行电极板作为接收装置，最终得到定向左旋聚乳酸人

工骨膜 (PLLA 组 )。

(2) 微溶胶静电纺丝人工骨膜的制备：微溶胶静电纺丝

溶液是将 50 μL 透明质酸水溶液 (1.2%)、10 μL 血管内皮生长

因子水溶液 (100 μg/mL) 与 0.01 g Span-80 超声分散于 4.0 g 二

氯甲烷中，向得到的分散液中加入 0.5 g 左旋聚乳酸共搅拌 

2 h 至固体完全溶解后，再加入 2.0 g N，N-二甲基甲酰胺共

同搅拌 1 h 而获得。用 10 mL 注射器吸取微溶胶静电纺丝液，

使用内径为 9 mm 的特制钝头钢针，将高压电源的正、负极

分别与针头、接收装置相连，调节电压至 15 kV，接收距离为

15 cm，采用 2 根平行电极板作为接收装置，最终得到定向微

溶胶静电纺丝人工骨膜 (MS 组 )。

(3) 左旋聚乳酸 @ Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜的制备：将

1.4.3(1) 中定向左旋聚乳酸纺丝膜置于 24 孔板中，用体积

分数为 75% 乙醇浸泡 1 h，去离子水洗涤 3 次以去除残留的

乙醇。将 1.4.2(1) 中Ⅰ型胶原蛋白溶液缓慢均匀滴加在左旋

聚乳酸纺丝膜表面，置入 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中 

30 min，待充分自组装后去离子水洗涤 3 次，得到左旋聚乳

酸 @ Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜 (PLLA@C 组 )。

(4) 微溶胶静电纺丝 @ Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜的制备：

将上述 1.4.3(2) 中定向微溶胶静电纺丝膜置于 24 孔板中，用

体积分数为 75% 乙醇浸泡 1 h，去离子水洗涤 3 次以去除残

留的乙醇。将 1.4.2(1) 中Ⅰ型胶原蛋白溶液缓慢均匀滴加在

微溶胶静电纺丝膜表面，置入 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养

箱中 30 min，待充分自组装后去离子水洗涤 3 次，得到微溶

胶静电纺丝 @ Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜 (M@C 组 )。

(5) 干细胞工程化仿生骨膜的制备：将上述 1.4.3(2) 中

定向微溶胶静电纺丝膜置于 24 孔板中，用体积分数为 75%

乙醇浸泡 1 h，去离子水洗涤 3 次以去除残留的乙醇。将将

1.4.2(2) 中Ⅰ型胶原蛋白 / 骨髓间充质干细胞悬液悬液滴加在

微溶胶静电纺丝膜表面，置入 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养

箱中 30 min，待充分自组装后去离子水洗涤 3 次，得到负载

骨髓间充质干细胞的仿生骨膜 (M@C-B 组 )。

通过不同工艺制备 5 组人工骨膜，具体分组如表 1 所示。

表 1 ｜人工骨膜分组
Table 1 ｜ Group assignment of artificial periosteum

组别 描述

PLLA 组 单纯定向左旋聚乳酸人工骨膜

MS 组 负载血管内皮生长因子的微溶胶人工骨膜

PLLA@C 组 单纯定向左旋聚乳酸表面自组装Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜

M@C 组 负载血管内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ型胶原蛋白人工

骨膜

M@C-B 组 负载血管内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ型胶原蛋白 / 骨
髓间充质干细胞人工骨膜

1.5   材料表征

1.5.1   扫描电镜分析   为观察 PLLA 组、MS 组和 M@C 组静电

纺丝的表面形态，将 3 组静电纺丝通过导电胶固定在载物台

上，置于离子溅射仪中利用金靶在材料表面喷金 45 s，然后

移至扫描电镜下观察材料的微观结构；随机选取 5 个视野中

20 根纺丝，用 Image J 测量分析其平均直径。

1.5.2   透射电镜分析   用特制双目铜网收集 PLLA 组及 MS 组

静电纺丝，置于透射电镜中观察表面形态，观察 MS 组静电

纺丝中核壳结构。

1.5.3   傅里叶变换红外光谱测试   将 PLLA 组、MS 组、M@C

组静电纺丝剪裁成 1 cm×1 cm 大小，置于红外光谱仪中测试，

加入适量溴化钾在研钵中研磨成粉末，通过压片法制成直径

1 cm 大小的薄片再进行测试。每个样品在 4 cm-1
的分辨率下

扫描 128 次，扫描范围为 400-4 000 cm-1
。

1.6   血管内皮生长因子释放量测定   取 MS 组及 M@C 组静电

纺丝各 10 mg(M@C 组静电纺丝为组装胶原蛋白前称质量 )，

分别置于盛有 10 mL 含 1%BSA 的 PBS(1×) 的 50 mL 离心管中，

于恒温振荡仪37 ℃条件下100 r/min充分振荡，在第0.5，1，2，

4，6，8，10，14，18，23，28 天收集离心管中溶液并用新

的 10 mL 含 1%BSA 的 PBS 替换离心管中全部液体，收集的溶

液于 -20 ℃冷冻保存，用 ELISA 法测定上述各时间点溶液中

血管内皮生长因子含量。

1.7   体外细胞实验

1.7.1   骨髓巨噬细胞的分离与培养   取 3 只 4-8 周龄 SD 大鼠，

腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 (40 mg/kg) 后颈椎脱臼处死，分离

双侧股骨和胫骨，在体积分数 75% 乙醇中浸泡 5 min 后置于

无菌 PBS 中，于超净台无菌条件下剪去长骨两端，用 5 mL

注射器吸取 α-MEM 培养基冲洗髓腔至冲洗液变清亮。将骨

髓冲洗液吹打均匀收集于 15 mL 离心管中，加入红细胞裂解

液，1 200 r/min 离心 5 min，弃去上清，2 mL α-MEM 培养基

重悬后转移至培养皿中，补充 α-MEM 培养基至 10 mL，培养

箱中静置12-16 h后收集上层悬浮细胞，转移至6孔板中培养，
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加入含 30 µg/L 集落刺激因子的 α-MEM 培养液 2 mL，继续

培养 3 d 后得到骨髓巨噬细胞用于后续实验。

1.7.2   细胞活力测定   将 PLLA 组、MS 组、PLLA@C 组和 M@

C-B 组人工骨膜分别置于 24 孔板中，以空白爬片为对照组，

每孔材料或爬片表面接种 1×105
个骨髓间充质干细胞，置于

细胞培养箱中培养 3 d后，弃去培养基，用无菌 PBS冲洗 3次，

每孔加入 300 μL 活 / 死细胞染液，37 ℃孵化 1 h 后吸去染液，

用无菌 PBS 冲洗 3 次，置于正置显微镜下观察，利用 Image 

J 进行荧光强度半定量分析。

1.7.3   细胞增殖实验   将 PLLA 组、MS 组、PLLA@C 组和 M@

C-B 组人工骨膜分别置于 24 孔板中，以空白爬片为对照，每

孔材料或爬片表面接种 5×104
个骨髓间充质干细胞，置于细

胞培养箱中培养第 1，3，5，7 天弃去培养基，用无菌 PBS

冲洗 3 次，加入含 10%CCK-8 试剂的培养基共同培养 2 h，吸

取上清液于 96 孔板中，用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度值。

1.7.4   体外成骨特性   将 PLLA 组、MS 组、PLLA@C 组和 M@

C-B 组人工骨膜分别置于 24 孔板中，以空白爬片为对照，每

孔材料或爬片表面接种 2×104
个骨髓间充质干细胞，置于细

胞培养箱中培养至融合度达 60%，弃去上清，加入成骨诱导

分化培养基，诱导 7 d 后利用碱性磷酸酶定量试剂盒测定碱

性磷酸酶含量，诱导 14 d 后利用免疫荧光染色测定成骨特异

性标记物骨桥蛋白的表达，诱导 21 d 后用茜素红染色试剂盒

观察钙结节形成情况。

1.7.5   体外成血管实验   向 24 孔共培养细胞板中每孔加入

100 μL 生长因子减少型基质胶并使之凝胶化。将 PLLA 组、

MS 组、M@C-B 组人工骨膜浸入 α-MEM 培养基，于 0.4 μm 

24 孔共培养细胞板上室过夜，以含 10 ng/mL 血管内皮生长

因子的 α-MEM 培养基作为阳性对照组，次日下室每孔接种

5×104
个人脐静脉内皮细胞，置于 37 ℃、体积分数 5% CO2

培养箱。培养 3 h 和 6 h 时，分别用 40 g/L 多聚甲醛溶液固

定人脐静脉内皮细胞，用 PBS 洗涤 3 次，用罗丹明标记的鬼

笔环肽和 DAPI 染色细胞肌动蛋白和细胞核，用荧光显微镜

对标记的人脐静脉内皮细胞进行拍照，并用 Image J 软件对 6

个随机区域的管状结构的长度和管状节点的数目进行量化。

1.7.6   免疫调节实验   以空白细胞爬片为空白对照组，将

MS 组、M@C-B 组人工骨膜分别与 30 ng/mL 脂多糖诱导 

3 d 的骨髓巨噬细胞通过 24 孔 Transwell 板共培养，上室加入

1×104
个骨髓巨噬细胞，下室分别加入空白细胞爬片及MS组、

M@C-B 组人工骨膜，每孔加入 1 mL α-MEM 培养基共培养 

3 d 后，40 g/L 多聚甲醛室温下固定 30 min；5%BSA 封闭非

特异性抗原过夜，次日用抗 F4/80 的一抗标记骨髓巨噬细胞，

再分别用抗 CD86(M1 型 ) 的一抗和抗 CD206(M2 型 ) 的一抗

分别标记不同亚型的巨噬细胞，用对应的二抗在室温下染 

色；用 DAPI 对细胞核进行染色，在正置荧光显微镜下观察。

用 Image J 软件对平均荧光强度进行半定量分析。

1.8   体内实验评价不同人工骨膜对股骨髁缺损的治疗效果   

24 只 4-8 周龄 SD 大鼠随机分为 4 组：MS 组、PLLA@C 组、

M@C-B 组和对照组，每组 6 只。首先建立大鼠双侧股骨髁

缺损模型，采用 2% 戊巴比妥钠腹腔注射 2.5 mL/kg 麻醉，显

露手术野，通过肌间隙钝性分离显露股骨髁，术中注意保护

周围血管和神经，采用直径 3 mm 的钻头低速钻穿双层皮质，

术中向手术区域滴入生理盐水，防止局部温度过高，最后将

MS、PLLA@C、M@C-B 人工骨膜放置到骨缺损区域，以不放

材料为对照组。在逐层缝合肌肉、筋膜和皮肤后，置于温暖

通风处饲养至自然苏醒，给予青霉素肌注预防感染 3 d。

术后 4 周，对大鼠实施安乐死，收集股骨髁组织样本，

用体积分数 10% 甲醛溶液固定 1 周，用 Micro-CT 在 65 kV 和

385 mA 下进行扫描。对于圆柱形缺陷区域，通过 CT Analyzer  

软件分析以下数据：相对骨体积、骨密度、骨小梁厚度和骨

小梁间隙 (n=3)。

1.9   主要观察指标   人工骨膜的微观形貌、红外光谱；人工

骨膜中血管内皮生长因子的体外释放量；人工骨膜的生物相

容性、免疫调节、体外成骨能力和成血管能力；人工骨膜的

体内成骨能力。

1.10   统计学分析   所有实验数据以 x-±s 形式表示。采用 

Origin 9.1 或 GraphPad Prism 7.0 软件进行统计学分析及绘制

图片。通过 One-way 或 Two-way ANOVA 以及 Turkey’s 分析，

P < 0.05 为差异有显著性意义。该文统计学方法已经苏州大

学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   电纺丝人工骨膜的微观形貌   如图 1 所示，通过使用扫

描电镜和透射电镜观测单根纤维纺丝的内部结构和电纺纤维

膜的表面形态。从图 1A 透射电镜图片中可以看出，与定向

PLLA 人工骨膜纤维均一结构明显不同的是，MS 人工骨膜纤

维内部可以清楚观察到核壳结构的形成，外层颜色较浅的是

左旋聚乳酸外壳，可以对纤维起支撑的作用；内层颜色较深

的是透明质酸内芯，它携带着血管内皮生长因子。

   图 1B 扫描电镜下可见两组纤维束粗细均匀，方向高度一

致，其中M@C人工骨膜表面形成了明显的微 /纳米纤维结构，

电纺纤维的表面及其孔隙内部有大量更细的蛛网样Ⅰ型胶原

纤维沉积。

2.2   人工骨膜的红外光谱图   3 种纤维束的红外光谱图

如图 2 所示，单纯 PLLA 组人工骨膜的红外光谱是在 



26｜中国组织工程研究｜第30卷｜第1期｜2026年1月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

1 750 cm-1 处的 C=O 的伸缩振动带，MS 组人工骨膜的红外光

谱与 PLLA 组基本相同，没有出现特征透明质酸带，因此，

无法单纯在红外光谱上进行区分。单纯的Ⅰ型胶原蛋白有 2

个主要的特征带，分别在 1 650 cm-1
处有酰胺 Ⅰ (C=O) 带，

在 1 550 cm-1
处有酰胺Ⅱ (N-H) 带。M@C 组人工骨膜在这两

处都可以清楚地观测到Ⅰ型胶原蛋白的特征峰，说明Ⅰ型胶

原蛋白与 MS 人工骨膜以酰胺键自组装成功。

2.3   人工骨膜中血管内皮生长因子的体外缓释   用 ELISA 试

剂盒检测血管内皮生长因子的体外释放量。如图 3 所示，

MS 组和 M@C 组在前 2 d 的血管内皮生长因子释放速度较

快，总释放量分别为 (36.4±1.5)% 和 (30.1±1.4)%，随后释放

速度逐渐减缓，不过释放率都具有持续性，其中 M@C 组的

释放速度比 MS 组更为缓慢，至第 14 天的总释放率分别为

图注：图 A 为 PLLA 和 MS 人工骨膜在透射电镜下的图片；B 为 PLLA 和

M@C 人工骨膜在扫描电镜下的图片。PLLA：单纯定向左旋聚乳酸人工

骨膜；MS：负载血管内皮生长因子的微溶胶人工骨膜；M@C：负载血

管内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜。

图 1 ｜各组人工骨膜在透射电镜和扫描电镜下的形貌

Figure 1 ｜ Mrophology of artificial periosteum in each group under 
transmission electron microscope and scanning electron microscope

图注：PLLA 为单纯定向左旋聚乳酸人工骨膜；MS 为负载血管内皮生长

因子的微溶胶人工骨膜；M@C 为负载血管内皮生长因子的微溶胶表面

自组装Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜。

图 2 ｜各组人工骨膜的红外光谱图

Figure 2 ｜ Infrared spectra of artificial periosteum in each group
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图注：MS 为负载血管内皮生长因子的微溶胶人工骨膜；M@C 为负载血

管内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜。

图 3 ｜各组人工骨膜的血管内皮生长因子体外释放量

Figure 3 ｜ In vitro release of vascular endothelial growth factor from 
artificial periosteum in each group
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(68.6±1.1)% 和 (71.8±0.7)%，最终释放时间达 30 d 时，累计

释放率分别为 (78.3±0.4)% 和 (77.9±0.3)%，M@C 组的释放速

度更加缓慢，释放总量也较少，这可能归因于外层Ⅰ型胶原

蛋白的存在，直接影响了人工骨膜内部生物活性分子的释放

动力学。

2.4   人工骨膜的生物相容性   如图 4A 活死染色显示，细胞接

种在不同人工骨膜和普通培养板上进行培养，由于 PLLA 和

MS 表面疏水性质，细胞黏附性较低，在其上生长的活细胞

数量明显少于Ⅰ型胶原蛋白自组装组 (PLLA@C 和 M@C-B)，

并且死细胞数量也较多，可能是由于添加的透明质酸都在纤

维内部，对 PLLA 的疏水性没有改善。而胶原自组装后，由

于胶原的加入显著提升了材料的生物相容性，图 4B 为活死

染色的荧光强度。细胞增殖实验结果如图 4C 所示，骨髓间

充质干细胞能在各材料表面增殖生长，第 1-7 天各组细胞数

目总体是上升趋势，对照组细胞增殖速率优于各材料组，到

第 7 天时，对照组与 PLLA@C 组、M@C-B 组无明显统计学差

异。总之，由于普通培养板专业的细胞培养性能，材料组的

细胞增殖速率均低于对照组，但是胶原的加入显著增强了材

料的生物相容性。

2.5   人工骨膜的体外成骨能力   图 5 为各组人工骨膜的成骨

分化指标，碱性磷酸酶是成骨分化早期的指标，可反映出人

工骨膜对骨髓间充质干细胞早期成骨分化的影响。图 5A 可

见各组人工骨膜的成骨分化均为上升趋势，其中 PLLA 组和

对照组染色较浅，密度也较低，而MS组、PLLA@C组和M@C-B

组与前两组相比，染色和密度均有所提高，其中 PLLA@C 组

和 M@C-B 组提高较明显。骨桥蛋白为成骨分化的中晚期指

标，图 5B 荧光图片显示，骨桥蛋白的表达与碱性磷酸酶类

似。钙结节是成骨分化的晚期标识物，经茜素红染色后为铁

锈色，染色结果显示 PLLA@C组和M@C-B组钙结节面积最大，



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 30｜No.1｜January 2026｜27

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

图注：图 A 为各组人工骨膜上骨髓间充质干细胞的活死荧光图片；B 为

A 图荧光的半定量图；C 为 CCK-8 检测各组人工骨膜上骨髓间充质干细

胞的增殖能力。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001，dP < 0.000 1。PLLA 为单

纯定向左旋聚乳酸人工骨膜；MS 为负载血管内皮生长因子的微溶胶人

工骨膜；PLLA@C 为单纯定向左旋聚乳酸表面自组装Ⅰ型胶原蛋白人工

骨膜；M@C-B 为负载血管内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ型胶原

蛋白 / 骨髓间充质干细胞人工骨膜。

图 4 ｜骨髓间充质干细胞在各组人工骨膜上的活力和增殖能力

Figure 4 ｜ Viability and proliferation of bone marrow mesenchymal stem 
cells on artificial periosteum in each group
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吸光度最强，说明了Ⅰ型胶原蛋白的加入不仅通过其表面丰

富的细胞膜配体增强骨髓间充质干细胞的生物学效应，而且

在一定程度上能够促进其向成骨分化。图 5C-E 的半定量结

果与上述结果一致。

2.6   人工骨膜的体外成血管能力   恢复骨膜的血液供应是骨

修复的关键过程，如图 6A 所示，在体外的成血管实验中对

照组和 PLLA 组的成血管能力没有显著差异，而负载了血管

内皮生长因子的 MS 组和 M@C-B 组的成血管能力有明显提

高，其血管长度更长，呈节段状分布，血管染色呈网状形态，

并且交叉节点明显多于对照组和 PLLA 组。对管状节点数量

和管状结构长度进行计数，见图 6B。

2.7   人工骨膜的体外免疫调节能力   将人工骨膜与骨髓巨噬

细胞通过 Transwell 体系共培养 3 d 后，采用免疫荧光染色和

流式细胞术检测巨噬细胞的不同表型。如图 7 显示，M@C-B

组的 M1 亚型标记物诱导型一氧化氮合酶的红色荧光强度较

弱，明显低于其他组 ( 图 7A，B)，M2 亚型标记物 CD206 的

红色荧光强度较强，明显强于其他组 ( 图 7C，D)。采用流式

细胞术检测巨噬细胞 M1 和 M2 亚型的极化情况 ( 图 7E，G)，

相比于对照组和 MS 组，M@C-B 组 CD86 和 CD11b 双阳性

(M1 亚型 ) 比例为 41.8%，比对照组 (77.5%) 下降一半。M@

C-B 组 CD206 和 CD11b 双阳性 (M2 亚型 ) 比例明显上升，为

39.1%，约为对照组 (16.7%) 的 2.3 倍。流式的半定量图与免

疫荧光结果类似 ( 图 7F，H)，证明 M@C-B 具有一定的免疫

协调能力，能一定程度上抑制促炎巨噬细胞的极化，促进巨

噬细胞向抗炎表型的转变。

2.8   人工骨膜的体内成骨效果   术后第 4 周时，使用 Micro-CT 

观察材料的成骨效果，结果如图 8A 所示，可见人工骨膜

(MS 组、PLLA@C 组、M@C-B 组 ) 的植入减小了骨缺损区域

的面积，其中 MS 组虽然具有缓慢释放血管内皮生长因子的

作用，然而缺乏骨髓间充质干细胞的免疫调控和种子细胞

补充作用，骨缺损区域较Ⅰ型胶原蛋白自组装组 (PLLA@C、 

M@C-B) 大，而 PLLA@C 组中Ⅰ型胶原蛋白在一定程度上能

够促进内源性骨髓间充质干细胞的黏附和成骨分化等生物学

效应，但伴随体内降解较快，且缺乏炎症调节和血管内皮生

长因子持续补充，仍可见损伤局部骨缺损。此外，M@C-B

组较其他组协调了免疫炎症调节和血管内皮生长因子促血管

化作用，成骨效果最为明显。与对照组相比，植入材料组的

骨参数 ( 相对骨体积、骨密度和骨小梁厚度 ) 均明显升高，

其中 M@C-B 组效果最显著。更重要的是，植入人工骨膜后

骨小梁间隙减小，说明人工骨膜的应用加速了成骨的过程，

减少了骨质疏松 ( 图 8B)。以上现象可能是人工骨膜植入增

加了细胞的附着面积，更有利于迁移、黏附和分化。
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图 5 ｜各组人工骨膜的体外成骨指标

Figure 5 ｜ In vitro osteogenic indexes of artificial periosteum of each group 

图注：图 A 为人脐静脉内皮细胞与各组纤

维膜共培养后的荧光图片；B 为血管数量

和长度的半定量分析。
aP < 0.05，bP < 0.001，

cP < 0.000 1。PLLA 为单纯定向左旋聚乳酸

人工骨膜；MS 为负载血管内皮生长因子

的微溶胶人工骨膜；M@C-B 为负载血管

内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ型胶

原蛋白 / 骨髓间充质干细胞人工骨膜。

图 6 ｜各组人工骨膜的体外成血管能力

Figure 6 ｜ Angiogenesis capacity in vitro of 
artificial periosteum of each group 
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图注：图 A 为不同人工骨膜的茜素红染色和

碱性磷酸酶染色；B 为骨桥蛋白荧光染色图；

C 为茜素红染色半定量分析；D 为碱性磷酸

酶染色定量分析；E 为骨桥蛋白荧光半定量

分 析。
aP < 0.01，bP < 0.001，cP < 0.000 1。 

PLLA 为单纯定向左旋聚乳酸人工骨膜；MS
为负载血管内皮生长因子的微溶胶人工骨

膜；PLLA@C 为单纯定向左旋聚乳酸表面自

组装Ⅰ型胶原蛋白人工骨膜；M@C-B 为负

载血管内皮生长因子的微溶胶表面自组装Ⅰ

型胶原蛋白 / 骨髓间充质干细胞人工骨膜。
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Figure 7 ｜ Polarization of macrophages cultured on artificial periosteum

图注：图 A 为移植不同人工骨膜

后股骨髁的 micro-CT 图；B 为相

对骨体积、骨密度、骨小梁间隙
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图 8 ｜不同人工骨膜在股骨髁缺
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干细胞生长，并且隔绝骨缺损外周软组织的侵入。扫描电镜

观察显示，PLLA 组人工骨膜纤维呈笔直排列，表面光滑，而

M@C 组人工骨膜可见Ⅰ型胶原蛋白较均匀分布于纤维表面，

整体纤维连接紧密形成了三维等级性网络结构，构成了良好的

微 / 纳米纤维细胞外基质微环境，有利于骨髓间充质干细胞的

黏附并诱导其增殖分化为成骨细胞，又能提供一定的物理屏障

功能。同时，红外光谱图可见 M@C 组人工骨膜在 1 650 cm-1
和

1 550 cm-1
处出现了Ⅰ型胶原蛋白特征峰，进一步证明Ⅰ型胶

原蛋白已自组装于 MS 人工骨膜表面。功能化仿生骨膜最重

要的作用是需要保护并维持递送的生物因子活性以及局部有

效浓度，传统单纯左旋聚乳酸负载血管内皮生长因子的人工

骨膜由于材料界面内外生物因子浓度差导致扩散过快，已被

证明无法延缓药物和活性因子的释放，导致两者利用度下 

降
[4，24，41]

。因此，为了解决该问题，利用微溶胶静电纺丝

和胶原自组装复合技术合成了 M@C 人工骨膜，与没有Ⅰ型

胶原蛋白自组装的 MS 组对比可以发现，二者内部的纺丝核

壳结构不仅可以很好地将血管内皮生长因子包裹在纺丝内层

达到缓慢释放的效果，还能为骨缺损部位提供一定的机械

支撑。而 M@C 组人工骨膜外层包裹的Ⅰ型胶原蛋白像“水

坝”样拦截，在 0-15 d 时间点明显缓解了血管内皮生长因

子的突释效应，为后续进一步构建人工骨膜移植骨髓间充

质干细胞发挥免疫调控争取了有效时间窗，降低了因骨缺

损局部剧烈炎症反应而引起递送血管内皮生长因子失活的 

风险。

生物相容性是纳米材料植入后能否发挥预期生物学效

应的重要因素
[42]
。活死染色和 CCK-8 增殖实验结果显示，

PLLA@C 组和 M@C-B 组细胞生存明显高于 MS 组，这可能

是由于上述两组人工骨膜表面自组装的Ⅰ型胶原蛋白含有多

种生物活性模体可以更好地模拟细胞外基质，更纠正了左旋

聚乳酸表面疏水特性，能够增强与种植的骨髓间充质干细胞

表面整合素受体亚型相结合，进而促进细胞黏附和增殖。此

外，在体外茜素红染色、碱性磷酸酶以及骨桥蛋白染色和半

定量分析研究中，均提示 PLLA@C 组和 M@C-B 组Ⅰ型胶原

蛋白加入后形成的微纳米纤维结构促进了骨髓间充质干细胞

的成骨效应，引起这一现象的主要原因是Ⅰ型胶原蛋白是生

理骨组织细胞外基质的主要有机成分，其中天冬氨酸 - 甘氨

酸 - 谷氨酸 - 丙氨酸 (DGEA) 序列能够与骨髓间充质干细胞

表面整合素受体特异性结合，促进黏着斑蛋白 (Vinculin) 募

集，在黏着斑激酶推动下将细胞外基质信号传入胞内，激活 

Ras-Raf-MEK-ERKs信号转导通路，触发成骨基因转录和翻译，

进而增强了钙结节矿化和碱性磷酸酶的表达
[43-44]

。

3   讨论   Discussion
巨噬细胞作为启动和调节炎症反应的主要参与者，分泌

的细胞因子参与成骨，并作为破骨细胞前体，参与骨重建及

材料降解等过程
[25-26]

。未激活巨噬细胞 (M0) 在不同因素刺

激下可极化为致炎表型 (M1) 或抗炎表型 (M2)。M1 型分泌诱

导型一氧化氮合成酶、单核细胞趋化蛋白 1、肿瘤坏死因子α、

白细胞介素 6 或血管内皮生长因子等，还能募集间充质干细

胞和促进血管新生。而 M2 型表达精氨酸酶 1、CD206、白细

胞介素 4、白细胞介素 10、白细胞介素 13、转化生长因子 β

及血小板衍生因子等促进组织修复
[27-29]

。因此，巨噬细胞被

认为是炎症反应和组织再生之间的“主开关”。而骨髓间充

质干细胞不仅作为多能干细胞通过多向分化作用为骨缺损愈

合提供“源动力”，而且更以旁分泌前列腺素 E2、吲哚胺 2,3-

双加氧酶以及白细胞介素 10 等细胞因子促进骨缺损局部

M1 型巨噬细胞向 M2 极化，为骨再生提供良好的免疫微环 

境
[30-31]

。然而，直接局部移植干细胞仍然存在弥散或坏死性

凋亡的现象
[32]
。近年，人工仿生骨膜在成血管和骨修复中表

现出优异性能，但是普遍缺乏主动化炎症调节作用
[33]
。因此，

课题组关注到能否在前期仿生骨膜缓释递送血管内皮生长因

子增强膜内成骨的基础上，进一步负载移植骨髓间充质干细

胞发挥免疫调控作用。

该研究整合了静电纺丝与胶原自组装技术，制备了一种

通过干细胞移植的形式协调骨缺损局部免疫炎症、骨修复以

及血管化的工程化仿生骨膜。MS 人工骨膜内部核层结构的

形成是保证所包封血管内皮生长因子持久释放、增强仿生骨

膜膜内成骨的基础
[34]
。通过透射电镜观察单纯 PLLA 组与 MS

组人工骨膜内部结构，发现 MS 组人工骨膜由于内部透明质

酸与外部左旋聚乳酸的异质性，在相同纺丝参数条件下，静

电场作用明显形成了内 - 外核壳结构，为后续整体干细胞工

程化仿生骨膜长效发挥促成骨作用铺平道路。Ⅰ型胶原蛋白

不但是骨膜内重要的纤维成分，还是最重要的骨组织结构蛋

白，不仅促进细胞黏附、增殖等，而且具有良好的钙沉积矿

化作用
[35-36]

。但目前受限制于胶原的应用形式，用单纯的电

纺胶原或自组装水凝胶作为纤维层不能提供足够的物理强 

度
[37-38]

。然而，通过调节外界温度、酸碱度和电解质浓度，

Ⅰ型胶原蛋白能够自组装形成具有三维螺旋结构的纳米纤

维，提高胶原纤维力学属性
[39]
。此外，合成聚合物左旋聚

乳酸表面含有羧基、氨基等活性官能团，对Ⅰ型胶原蛋白分

子具有较强亲和力
[4，40]

。因此，以左旋聚乳酸为壳层原料，

通过静电纺丝技术搭建的人工骨膜平台具有较高的比表面

积、高孔隙率和良好的物理机械强度等优点，更有利于负载
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体修复程度低于 PLLA@C 组和 M@C-B 组。而在 PLLA@C 组

中由于Ⅰ型胶原蛋白的加入，左旋聚乳酸微米纤维与Ⅰ型

胶原蛋白纳米纤维相互交错，使得整体人工骨膜的硬度提

升，促进向 M2 型巨噬细胞转化，并且Ⅰ型胶原蛋白自组装

后形成的三维螺旋结构更提高了与细胞整合素配体接触的密

度，更有利于增强募集而来的内源性干细胞黏附和成骨分

化。M@C-B 组不仅保留了上述Ⅰ型胶原蛋白促进成骨修复

的优势，自组装悬液中富含的骨髓间充质干细胞更通过旁分

泌途径快速调控局部巨噬细胞表型，而且及时补充了种子细

胞，为持续释放的血管内皮生长因子促进血管萌芽和血管成

熟提供良好的微环境，进而为达到骨修复的目标提供有益 

条件。

综上，该研究通过微溶胶静电纺丝技术与胶原自组装

技术相结合，制备了核层负载血管内皮生长因子和壳层移

植骨髓间充质干细胞的干细胞工程化仿生骨膜 (M@C-B)。 

在结构上，该仿生骨膜内部核层和外部壳层自组装Ⅰ型胶

原蛋白涂层有效维持了内部血管内皮生长因子的活性并缓

解了整体突释现象，Ⅰ型胶原蛋白富含的生物活性模体更

高效促进了移植的骨髓间充质干细胞黏附和增殖效应；在功

能上，外部黏附的骨髓间充质干细胞不仅及时补充了种子细

胞，而且作为快相通过旁分泌途径调控骨缺损局部巨噬细胞

抗炎亚型，为骨再生提供良好的免疫微环境，内部核壳结构

中血管内皮生长因子作为慢相持续释放，提高了损伤局部

再血管化效率，整体仿生骨膜从外到内以“快 - 慢”相结

合的形式协调骨免疫与骨修复进程，最终达到了骨再生的 

目标。

然而，巨噬细胞作为一种对外界微环境超敏感的可塑性

免疫细胞，其敏感性主要体现于内部代谢产物和途径改变以

适应所处环境的变化
[53]
。虽然通过骨髓间充质干细胞旁分泌

途径调控了巨噬细胞抗炎亚型，但是巨噬细胞摄入细胞因子

后是否引起了内部代谢方式改变，仍有待进一步探索和研究。

若能够深入探究骨髓间充质干细胞通过代谢途径调控巨噬细

胞亚型的生物学机制，无疑将为进一步开发功能性仿生骨膜

促进骨再生提供新思路。
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生理性骨膜在骨发育和骨损伤修复过程中扮演着营养物

质输送和代谢物质转运的角色，但诸如出现骨膜广泛性脱落、

手术中过度剥离等情况，都会严重影响骨愈合，甚至出现骨

坏死或骨折不愈合的现象
[45-46]

。更重要的是，骨组织再生和

血管生长在时空上有着密切的关系。STREET 等
[47]

证明了相

较于其他促血管生成因子，血管内皮生长因子不仅具有强大

的促血管生成能力，还能够将血管生成与骨形成及骨重塑紧

密结合起来，并且具有迁移成骨细胞、抑制成骨细胞凋亡和

促进成骨细胞增殖的作用。在体外人脐静脉内皮细胞血管化

的研究中进一步证明负载血管内皮生长因子的 MS 人工骨膜

和 M@C-B 人工骨膜具有促进血管化的良好功能。调控骨缺

损局部巨噬细胞介导的固有免疫炎症反应是维持仿生骨膜持

续释放所负载因子发挥生物效应的必备条件。近年研究发现，

M2 型巨噬细胞能够分泌重组人血小板衍生生长因子、骨形

态发生蛋白 2、转化生长因子 β 等促进骨愈合和血管再生的

细胞因子
[48]
。因此，在巨噬细胞浸润骨损伤局部 3-7 d 时间

内高效调控其抗炎亚型是促进骨修复的关键。现已证明骨髓

间充质干细胞不仅作为骨再生的重要种子细胞，更能够通过

白细胞介素 10、前列腺素 E2、吲哚胺 2,3- 双加氧酶以及多

种外泌体等旁分泌途径激活巨噬细胞精氨酸酶 1、CD206 的

表达。在人工骨膜 - 巨噬细胞 - 骨髓间充质干细胞共培养研

究中，同样在Ⅰ型胶原蛋白自组装情况下，与 M@C 组比较，

负载骨髓间充质干细胞的 M@C-B 组巨噬细胞中诱导型一氧

化氮合酶表达显著降低的同时 CD206 处于高表达状态。流式

细胞术检测更证实了骨髓间充质干细胞能够明显促进巨噬细

胞抗炎亚型表达，该研究结果为下一步开展干细胞工程化仿

生骨膜修复动物股骨髁缺损提供了研究基础。

骨缺损愈合是多细胞交互的复杂过程，其中可能涉及

成骨 - 破骨、内源性间充质干细胞、血管内皮细胞以及骨损

伤时募集到局部的中性粒细胞和巨噬细胞，其中免疫系统决

定着骨组织修复的预后走向
[49-51]

。炎性巨噬细胞的过度表达

可能会导致局部幸存骨组织或外周软组织坏死性凋亡，因此

及时调控巨噬细胞极化方向能够为后期骨再生提供良好的平 

台
[52]
。该研究通过Ⅰ型胶原蛋白 / 骨髓间充质干细胞悬液均

匀滴加在负载有血管内皮生长因子的 MS 人工骨膜表面，构

建了干细胞工程化仿生骨膜。在大鼠股骨髁缺损模型中，对

照组无人工骨膜的植入，可能存在缺损后周围软组织侵入，

术后 4 周时骨缺损明显，而且相对骨体积、骨密度、骨小梁

厚度都明显低于人工骨膜移植组。MS 组负载血管内皮生长

因子能够在一定程度上促进骨组织修复，但骨损伤局部炎症

反应可能导致递送的血管内皮生长因子出现失活的现象，整
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