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Brdu标记 VECs和 ADSCs构建组织工程骨体内增殖研究

赵玉鑫 １），王福科 ２），李彦林 ２），张 红 ３），王国梁 ２），何 川 ２）

（1）郑州大学附属肿瘤医院骨与软组织肿瘤科，郑州 450008；２）昆明医科大学第一附属医院运动医学

科；３）精神科，云南昆明 650032）

［摘要］ 目的 研究联合培养的血管内皮细胞 （vascular endothelial cells， VECs） 和脂肪干细胞

（adipose-derived stromal cells，ADSCs）构建组织工程骨，在体内增殖和分化情况．方法（1）用猪椎骨制备部分脱

蛋白骨，纤维粘连蛋白修饰制成部分脱蛋白生物骨，电镜扫描生物骨表面情况；（2）选用大鼠脐血单个核细胞

诱导分化的血管内皮细胞和大鼠脂肪干细胞，体外 1:1浓度联合培养；（3）分别用 Brdu标记的血管内皮细胞、

脂肪干细胞和联合培养细胞体外复合部分脱蛋白生物骨，体外培养 6 d后植于 SD大鼠两侧股部肌袋处；2周、4

周、8周、12周取材，硬组织切片中 Brdu抗体免疫荧光染色，观察植入的种子细胞在机体内的增殖分化情况．

结果（1）猪椎骨制备部分脱蛋白骨孔隙分布均匀，由大量的羟基磷灰石纤维编织而成；部分脱蛋白生物骨表面

可见大量颗粒状蛋白结晶；（2） Brdu免疫荧光染色各组植入种子细胞开始呈分散状分布，细胞逐渐增殖呈巢状，

血管内皮细胞组和联合培养细胞组植入内皮细胞增殖形成大量新生血管；未标记 Brdu 空白组未见阳性细胞出

现．结论 组织工程骨植入种子细胞在体内能大量增殖，参与新组织和新生血管的形成．
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［Abstract］ Objective The purpose of this study was to investigate the proliferation and differentiation of the

co-culture system composed of adipose-derived stem cells （ADSCs） and vascular endothelial cells （VECs） on

bone tissue engineering bone in vivo. Methods（1） The PDPB materials were made with porcine spine bone. It was

modified by fibronectin to make partially deproteinised biologic bone （PDPBB），and then the surface information of

PDPBB was observed with a scanning electron microscope. （2） Rat ADSCs and VECs induced differentiation from

mononuclear cells from umbilical cord blood in rats were isolated and co-cultured by the proportion of 1:1 in vitro.

（3） VECs，ADSCs and co-cultured cells marked by BrdU were compounded separately with the PDPBBs in vitro，
and the tissue engineering bones were transplanted into both sides of femoral muscles bags in SD rats after cultured 6

days. The immunofluorescence staining of Brdu antibody was separately carried on in order to observe the proliferation

and differentiation of the seeds implanted cells after 2 weeks，4 weeks，8 weeks and 12 weeks in vivo. Results

（1） PDPB with pore distribution prepared by pig spinal was made by a large number of hydroxyapatite fibers woven.

Partially deproteinized bone surface showed a large number of granular biological protein crystallization. （2） Using
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BrdU immunofluorescence staining，seed cells implanted in each group disseminated in the beginning， and then

cell gradually proliferated in a nesting pattern. VECs and co-cultured cell groups formed a large number of new

vessels after implanting endothelial cells. No positive cell was observed in the unmaked BrdU control group.

Conclusion The seed cells implanted in the tissue engineered bone can be proliferated in vivo， and participate in

the formation of new tissues and vessels.
［Key words］ Vascular endothelial cells；Adipose-derived stromal cells；Co-culture；BrdU

近来研究发现，血管内皮细胞联合细胞培养不

仅可以提高组织的血管化速度，而且可以促进成骨

细胞和骨髓间充质干细胞分化、增殖作用．成骨细

胞可以分泌血管内皮生长因子（vassular endottelial

growth factor，VEGF） 促进内皮细胞生长、分化，

内皮细胞通过分泌骨形态发生蛋白 （hone

morphogenetic protein，BMP） 影响成骨细胞分化，

成骨细胞和内皮细胞通过这些细胞因子进行相互

间功能的调节，促进成骨和血管形成，其中 VEGF
是其中的关键因素[1，2]．有学者[3]采用了内皮细胞和

骨髓间充质干细胞共同培养的方法，实验表明联

合培养的内皮细胞大大促进了骨髓间充质干细胞

在聚乙酸内酯支架的黏附和增殖．本研究通过溴脱

氧尿嘧啶核苷（bromodeoxyuridine，BrdU）标记血

管内皮细胞 （vascular endothelial cells，VECs） 和

脂肪干细胞（adipose-derived stromal cells，ADSCs）

构建组织工程骨植入体内，旨在研究体外血管内皮

细胞和脂肪来源的联合培养体系在机体内支架材料

上的黏附、增殖．

1 材料与方法

1.1 实验动物

足月妊娠 SD大鼠 2只，18周龄 SD大鼠 2只

由昆明医科大学动物科提供（动物生产许可证号：

SCXK（滇） 2005-0008号）．

1.2 主要仪器和试剂

超净工作台（Thermo Scientific），恒温 CO2 培

养箱 （Thermo Scientific），低温自动平衡离心机

（北京医用离心机厂），倒置显微镜（Olympus），荧

光显微镜 （Olympus PM-20 型），硬组织切片机

（德国 LEICA SP2500 型），低糖 DMEM培养基

（Gibco），胰蛋白酶（Sigma）EDTA（Sigma），胰蛋白酶

（Sigma），新生牛血清（Gibco公司），胎牛血清

（Hyclone），纤维粘连蛋白（R＆D），Brdu（美国

upstate），Brdu 一抗（小鼠单克隆抗体）（Thermo
scientific），山羊抗小鼠IgG（FITC标记）（美国KPL公

司），DAPI（Sigma）．

1.3 实验方法

1.3.1 部分脱蛋白生物骨的制备 按文献方法[4]取

新鲜市售猪椎骨制成 0.5 cm×0.4 cm×0.3 cm和 0.5

cm×0.5 cm×0.1 cm 的部分脱蛋白骨块和骨片，

150 滋g/mL纤维连接蛋白[5，6]浸泡 PDPB 12 h，制成

部分脱蛋白生物骨 （partially deproteinised biologic

bone，PDPBB），干燥箱风干，钴 60 放射灭菌备

用．

1.3.2 脐血单个核细胞的分离与血管内皮细胞诱

导分化培养 3％戊巴比妥钠 1 mL/kg腹腔麻醉足
月妊娠 SD大鼠 2只，75％的酒精中浸泡 10 min，

按照文献[5，6]试验方法分离脐血单个核细胞；加入 5

mL含血管内皮细胞诱导液的 L-DMEM（添加 10 %

胎牛血清，1%青霉素，1 %链霉素，VEGF 20

滋g/L，IGF-1 2 滋g/L，bFGF 2 滋g/L，EGF 20 滋g/L）

完全培养基，诱导培养 6周[7]，倒置显微镜下查看

细胞形态结构．

1.3.3 脂肪干细胞的分离与培养 3％戊巴比妥钠

1 mL/kg 腹腔麻醉 18 周龄 SD 大鼠 2 只，脱颈处

死，按照文献[8，9]试验方法分离大鼠脂肪干细胞，含

10%新生牛血清 DMEM培养基，置于 37℃，5％

CO2饱和湿度培养箱培养细胞至第三代．

1.3.4 脐血源血管内皮细胞与脂肪干细胞鉴定

各取 2种细胞，按照[7，10]的方法对 2种细胞进行鉴

定．

1.3.5 体外构建组织工程骨 取 0.5 cm×0.4 cm

×0.3 cm 的 PDPBB 材料 144 块，L-DMEM 预湿，

随机分为 4组（A组：PDPBB＋血管内皮细胞；B

组;PDPBB＋脂肪干细胞；C组：PDPBB＋1:1联合

培养细胞[11]；D组：PDPBB＋脂肪干细胞），每组

36块，置入 2块 6孔板中，每组 2孔．取试验一

分离培养的第四代脂肪干细胞和诱导 6周后的脐血

来源的血管内皮细胞，分别按照 5.0×106/mL的浓

度[2]接种预湿过的各组 PDPBB 100 滋L，置 37 ℃，

5％CO2饱和湿度培养 4 h后，加入 L-DMEM完全

培养基 4 mL（青霉素 100 U/mL，链霉素 100

滋g/mL，15％新生牛血清，HEPES 0.01 mol/L），隔

日换液．

1.3.6 溴脱氧尿嘧啶核苷 （bromodeoxyuridine，

BrdU） 标记种子细胞 将 BrdU粉末用 PBS 液稀



图 3 VECs组 1周（×200） :大量植入血管内皮细胞散状

分布，未见参与血管形成

Fig. 3 The VECs group after implantation for 1 week

(× 200): a large number of implanted vascular

endothelial cells disseminated distribution, not

involved in angiogenesis

释成 100 滋g/mL液体，于 A组、B 组和 C 组组织

工程骨培养 3 d时，换含 Brdu 10 滋g/mL的完全培

养基培养 72 h标记各组组织工程骨的种子细胞[3，4]，

未标记 BrdU的 D组为空白组．

1.3.7 异位植入组织工程骨 取健康 SD 大鼠 72

只，雌雄不限，随机分为 4组（A组：PDPBB＋血

管内皮细胞组；B组；PDPBB＋脂肪干细胞组；C

组： PDPBB＋1:1 联合培养细胞组； D 组：

PDPBB＋未标记 BrdU 脂肪干细胞组），每组 18
只，3％戊巴比妥钠 1 mL/kg肌肉注射麻醉，脱毛，

0.5%碘伏消毒手术区域，分层切开双侧股部皮肤、

皮下，钝性分离肌肉，造成肌袋，将 BrdU标记好
的组织工程骨按照 A组、B组、C组和 D组分别

置于 SD 大鼠两侧股部肌袋处．术毕肌注青霉素

0.5万Ｕ预防切口感染．术后各组动物于相同条

件下分笼饲养．

1.3.8 一般观察 术后各组动物的活动、进食、

伤口愈合情况．动物处死后植入材料的大体观察

及其与周围软组织的关系．

1.3.9 Brdu免疫荧光染色 分别于 1、2、 4、8、

12周从 A组、B组，C组，D组取材，每组 3块，

硬组织切片机切片，每块选取 3片，脱塑液脱塑，

100%～80%梯度酒精脱去脱塑液，PBS 清洗 2

min×3次，加入磷酸盐缓冲液，95℃水浴 40 min

修复抗原，3%血清白蛋白 37℃孵育 20 min，吸取

血清，每片加 Brdu一抗 100 滋L 37℃孵育 30 min，
PBS清洗 2 min×3次，每片加山羊抗小鼠 FITC标

记二抗 100 滋L 37℃避光孵育 30 min，吸干二抗，

加入 DAPI 液 100 滋L 再避光孵育 30 min，吸取
DAPI液，50%缓冲甘油封片，荧光显微镜观察植

入细胞在机体内的增殖和分化情况．

2 结果

2.1 术后一般情况观察

术后各组动物无死亡，第 1天动物开始进食，

饮食、活动正常．第 1周内切口肿胀，2周后完全

愈合．

2.2 各组组织工程骨 Brdu免疫荧光染色结果

Brdu免疫荧光染色可见植入细胞 FITC免疫荧

光染色在绿光下细胞核发绿光，DAPI染色所有细

胞核呈蓝色作为对照；各组植入种子细胞开始呈

分散状分布（图 1、图 2、图 6、图 9），细胞逐渐

增殖呈巢状（图 3、图 5、图 10），部分植入细胞

进入支架材料内部增殖呈巢状分布（图 3），8周、

12周仍见大量植入细胞存在（图8、图9、图10）；血管

内皮细胞组和联合培养细胞组植入内皮细胞增殖

形成大量新生血管（图11～12；图9～10）；未标记

BrdU空白D组未见阳性细胞出现（图 13）．

图 1 ADSCs组 1周（×200）：植入种子细胞呈分散状分

布

Fig. 1 The ADSCs group after implantation for 1

week (× 200): the implanted seed cells were

scattered distribution

图 2 ADSCs组 2周（×200）：植入种子细胞呈分散状分

布，细胞开始增殖

Fig.2 The ADSCs group after implantation for 2

weeks (× 200): the implanted seed cells were

scattered distribution, and began to prolifer-

ate
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图 9 联合细胞组 8周（×200） :植入细胞增殖，部分细胞

参与新生血管壁的形成

Fig. 9 The co-culture cells after implantation for 8

weeks (× 200): the implanted co-cultured

cells began to proliferate, and some cells in-

volved in the formation of new blood-vessel

wall

图 8 ADSCs 组 8周（×200） :8 周仍见大量植入细胞存

在

Fig. 8 The ADSCs group after implantation for 8

weeks (× 200): a large number of implanted

cells still could be seen in 8th week

图 7 联合细胞组 4周（×200）：植入联合培养细胞开始

增殖，周围大量 BrdU阴性细胞核被 DAPI染成蓝色

Fig. 7 The co-culture cells after implantation for 4

weeks (× 200): the implanted co-cultured

cells began to proliferate, and a large number

of BrdU-negative nuclei stained blue by DAPI

图 5 ADSCs组 4周（×200） :部分植入细胞进入支架材

料内部增殖呈巢状分布

Fig. 5 The ADSCs group after implantation for 4

weeks (× 200): part of implanted cells en-

tered into the scaffold material and prolifer-

ated in a nesting pattern

图 6 ADSCs 组 12周（×200） :在 12周时大量 BrdU 阳

性细胞增殖，呈巢状集聚在一起

Fig. 6 The ADSCs group after implantation for 12

weeks (× 200): a large number of BrdU-posi-

tive cells could be seen in the 12th week, were

gathered together nested

图 4 联合细胞组 1周（×200）植入联合培养细胞分散存

在于组织内，数量较单种细胞接种多

Fig. 4 The co-culture cells group in the 1st week (×

200): the implanted co-cultured cells dissemi-

nated distribution implants, and the number of

cells was more than the single-species
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图 11 VECs 组 8周（×200）大量植入血管内皮细胞参
与新生血管形成，部分血管壁细胞呈 BrdU 阳性，
部分呈阴性

Fig. 11 The VECs group in the 8th week (× 200): a
large number of implanted endothelial cells
involved in angiogenesis. Some of the blood
vessel wall cells were BrdU-positive, and
some were negative

图 12 VECs组 12周（×200）：VECs组植入的血管内皮
细胞逐渐增殖，参与新生血管壁的组建，大量 BrdU
阳性细胞组成管状结构，组织内有大量的新生血管
形成

Fig. 12 The VECs group after implantation for 12
weeks(× 200): the implanted VECs prolifer-
ated gradually and taken part in new blood
vessel wall, many BrdU-positive cells formed
tubular structures, a large number of organi-
zations neovascularization

3 讨论

3.1 VECs和 ADSCs联合培养体系优势

近来研究人员发现 VECs 可以分泌 BMP、

VEGF等因子[12，13，2]．在 VECs与成骨细胞联合修复

骨缺损过程中，Philippe 等 [13]认为成骨细胞表达

VEGF， VEGF 促进内皮细胞的分裂增殖，同时

VEGF促进内皮细胞表达 BMP-2， BMP-2作用于

成骨细胞一方面可以提高 VEGF的表达另一方面可
以促进骨再生，2种细胞分泌的生长因子之间形成

一个正反馈调节，因此两种细胞可互相促进而非相

互抑制．2005年 Lavender 等[14]在研制人工血管系

统中发现，在平滑肌细胞和血管内皮细胞共培养系

统中平滑肌细胞的血小板衍生生长因子 BB

（PDGF-BB）和转化生长因子β（TGF-β）分泌

增加，VEC的 VEGF明显增高[15]．虽然这些作用的

机理还不清楚，但总的来说 2种细胞之间通过各自

分泌的细胞因子影响白介素 -8（IL-8）、单核细胞

趋化因子 1（MCP-1）、细胞间粘附因子 1（I-

CAM-1）和血管细胞粘附因子 1（VCAM-1）等因

子的基因表达而完成的[16]．还有学者[3]采用了内皮

细胞和骨髓间充质干细胞（BMSCs）共同培养的方

法．这些研究表明联合 VECs共同培养体系能相互

促进增殖和分化．

本研究采用 BrdU标记 VECs和 ADSCs及其联

合培养体系，移植入机体内来检验植入的联合培养
细胞增殖和分化的能力．实验表明 BrdU标记的种

子细胞在部分脱蛋白生物骨支架上迅速增殖，植入

血管内皮细胞能既能大量增殖，又能形成大量毛细

血管促进组织工程骨血管化．这些结果可以为将来

组织工程骨种子细胞研究提供理论依据．

3.2 血管内皮细胞对骨组织工程的影响

在骨组织工程中，新生血管在骨的发育、修复

图 10 联合细胞组 12周（×200）：联合培养组植入细胞
随时间延长逐渐增殖，部分细胞参与新生血管壁的
形成，部分细胞巢状分布于骨支架材料间隙内

Fig. 10 The co-culture cells after implantation for 12
weeks (× 200): the implanted cells gradually
extended, of which some cells involved in the
formation of new blood-vessel wall and some
cells located in bone scaffold gap

图 13 未标记 BrdU 对照组未能检测到绿色阳性细胞 （×

200）

Fig. 13 The green positive cells failed to be detected

in the unmarked BrdU control group（×200）
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和改型中承担着一个重要的角色，快速血管化可以

尽快为骨组织内部细胞提供营养，带走代谢产物，

还可以加速支架材料的降解，从而加速新骨生成．

有研究[17]表明在骨沉积速率和营养血管的表面积之

间存在密切关系，营养血管的表面积越大则骨沉积

速率越快．Linda等[18]认为组织工程化骨在体外培

养时，种子细胞并没有自己的营养血管，只能靠养

分的渗透作用，而这个渗透距离一般不能超过

100～200 gm，因为一旦植入患者体内以后，材料

内部的种子细胞周围的养分和氧气会在几个小时内

消耗完，而营养血管不可能在短期内长入材料内

部．这二问题的存在也大大限制了组织工程化骨的

尺寸．如何提高植入组织的血管化程度呢？学者们

提出了很多方法，其中应用 VECs联合细胞培养是
其中方法之一．

Soker在 2000年应用血管内皮细胞（VEC）联

合成骨细胞（OB）与支架材料复合，使 VEC作为

血管生成的种子细胞，在体内成骨活跃的微环境中

发生毛细血管化，使材料内形成弥漫性的内源性微

血管网，并与宿主血管系统建立吻合[19]．Kaigler等[20]

用牛Ⅰ型胶原蛋白修饰 60 cm培养瓶底，然后在此

瓶中培养血管内皮细胞 24 h，再向瓶中加入成骨细

胞培养液，作为对照向另一瓶中加入血管内皮生长

因子（50 ng/mL） ．观察发现血管内皮细胞在瓶底

形成血管牙样结构，与在体内新生血管的生理过程

相似．这些实验说明血管内皮细胞联合细胞培养可

以有效提高组织血管化速度，提高植入物的生长速

度．这些实验证明血管内皮细胞可以提高血管化的

速度．

在后来的研究中， Martine等[21]也认为在骨折

修复过程中成骨细胞及其前体细胞和内皮细胞之间
存在相互作用，在骨缺损局部，血管发生和骨形成

具有某种藕连关系．由此可见，血管内皮细胞用于

骨组织工程骨的作用不仅限于组织的血管化程度，

还有助于其它种子细胞的成骨分化和生长繁殖．联

合 VECs的联合培养体系终将促进组织工程骨的研

究进程．

3.3 BrdU作为种子细胞标记物的可行性

目前细胞标记主要有荧光染料标记（DAPI标

记、Dil标记）、核素标记（3H-TdR标记）、Y染色

体标记、基因转染（GFP）、磁标记细胞 MRI活体

示踪成像及 BrdU标记法等． Brdu是一种 DNA前

体胸腺嘧啶脱氧核苷酸类似物，它能掺入 S期细胞

单链 DNA核苷酸序列替代胸腺嘧啶．只要细胞不

消亡，其在 DNA中的存留将是永久的[22]．有研究

表明[23]， 通过 MTT法和台盼兰染色证明，Brdu标
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记对种子细胞生长增殖基本无影响，是一种理想

的安全的标记方法．

本研究中，Brdu标记的 VECs和 ADSCs及其

联合培养体系在体内能快速增殖，也说明 Brdu标

记对种子细胞没有明显毒性．12周后免疫荧光染

色依然能清楚看到植入细胞的增殖和分布情况，

说明 Brdu能长时间对植入细胞进行示踪．总之，

Brdu标记方法操作简单、标记率高、安全可靠，

可以作为骨组织工程种子细胞标记物的方法．

组织工程骨植入 VECs和 ADSCs及其联合培
养体系在体内能大量增殖，参与新组织和新生血

管的形成．
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