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摘要 目的 通过合成壳聚糖-β-磷酸三钙 ( CS-β-TCP) 支
架，测试其力学性能、生物相容性和体外成骨向分化能力，研
究其作为生物支架修复骨缺损的可能性。方法 通过双向
冻干技术制备 CS-β-TCP 支架，使用扫描电子显微镜电镜
( SEM) 、能量分散光谱( EDS) 和 X 线衍射仪( XＲD) 对该支
架进行结构表征、元素分布和组成成分分析，力学万能仪测
试其压缩强度。通过 CCK-8 法和活死染色探究其生物相容
性，采用荧光染色法检测复合组( CS-β-TCP) 支架的细胞黏
附生长情况。qＲT-PCＲ 法检测成骨相关基因: 骨形态发生
蛋白( BMP2) ，ＲUNX相关转录因子 2 ( ＲUNX2 ) 和Ⅰ型胶原
( COL1) 的表达，ALP染色检测 BMSCs 的成骨分化效果。结
果 扫描电镜结果显示 CS-β-TCP支架呈平行排列的薄层状
结构，疏松多孔，β-TCP颗粒均匀的分布在壳聚糖骨架上，具
有良好的机械性能，CS-β-TCP 支架的 CCK-8 结果与对照组
无明显差异，活死染色结果表明复合组支架上细胞具有较高

的细胞活性。qＲT-PCＲ和 ALP结果表明复合组支架体外具
有一定的骨诱导能力，能够促进间充质干细胞的成骨向分

化。结论 复合组支架具备优异的机械性能和生物学性
能，能够诱导间充质干细胞成骨方向分化，为骨缺损的修复

研究提供了一种新的思路。
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外伤、感染、肿瘤切除等原因通常会造成骨组织
缺损，小范围的缺损常可以自愈，较大范围的缺损如

临界骨缺损则无法实现自我修复。目前，临床上常

用的方法有自体骨移植、异体骨移植，但供源短缺或
者免疫反应等限制了其应用［1］。应用骨组织工程
修复临界骨缺损近年来逐渐成为研究的热点，其中

生物支架在整个修复过程中起到至关重要的过程，

被称为组织工程的“基石”［2］。
壳聚糖( chitosan，CS) 是一种丰富的天然多糖，

具有良好的生物相容性、生物降解性、抗菌性、价格
低廉等优点被广泛应用于组织工程研究中［3-5］。β-
磷酸三钙( β-TCP) 具有优异的降解性能和骨传导
性，能够较好的修复骨缺损。本实验将 CS和 β-TCP
混合，通过双向冻干技术制备了具有互相平行的薄

层状、多孔状生物支架，该支架具有优异的压缩强度
和弹性形变能力，良好的生物相容性以及诱导间充

质干细胞成骨分化能力，具有修复临界骨缺损的潜

力。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 SD 雄性大鼠，3 周龄，体质量( 50
± 5) g，购自安徽医科大学实验动物中心，整个实验
过程对动物处置均符合医学伦理学要求( 批号:

LLSC20200362) 。
1． 2 合成材料 壳聚糖( 85%去乙酰化程度) 、β-
TCP ( 生物医用级，≥ 98%，β-phase basis，＜ 0. 2
μm，美国 aladdin公司) 。
1． 3 主要试剂和仪器 DEME、胰酶消化液( 美国
Hyclone公司) ; 胎牛血清( 美国 Gibco 公司) ; BCIP /
BNT碱性磷酸酯酶显色试剂盒( 上海碧云天公司) ;
二氧化碳孵育箱( 美国 Thermo公司) ; CCK-8试剂( 日
本同仁公司) ; 酶标仪( 美国 Bio-tek 公司) ; 激光扫描
共聚焦显微镜 LSM880、扫描电子显微镜( 德国蔡司公
司) ; X线衍射仪( 荷兰帕纳科公司) ; 高温高压灭菌锅
( 日本 Hirayama 公司) 。PCＲ引物( 上海生物工程股
份有限公司) ; 实时荧光定量 PCＲ仪( 美国 Stratagene
公司) ; 力学万能机( 美国英斯特朗公司) 。
1． 4 方法
1． 4． 1 大鼠骨髓间充质干细胞的分离与培养 3
周龄雄性 SD 大鼠脱颈处死，在超净工作台中去除
表皮及肌肉组织。将后肢股骨两端骨骺端剪去，用
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5 ml注射器将骨髓冲出至培养皿中，加入含有 20%
胎牛血清的 DMEM 培养基，在 37 ℃，5%二氧化碳
条件下进行培养，3 d 后更换培养基，培养至 7 d 后
对原代细胞进行传代。
1． 4． 2 双向冻干制备 CS-β-TCP 支架 将 CS-β-
TCP溶液倒入预制的硅胶模具中，模具的一侧浸入
液氮，使得冰核在溶液底生成并且呈现平行的、长程
排列的冰片。冷冻完成后将其转入真空冻干机冻
干，使用 0. 3 mol /L NaOH 乙醇溶液对样品进行除
酸，随后用去离子水反复清洗样品。
1． 4． 3 力学测试 将冻干的复合组( CS-β-TCP 支
架) 支架制备成 10 mm × 10 mm × 10 mm 的测试样
品，通过力学万能实验机对样品进行压缩循环测试，

以 1 mm /s 的速度将样品压缩 40%、60%、80%，观
察其回弹能力。记录压缩 －回弹过程并绘制压缩循
环曲线。
1． 4． 4 结构表征 将 CS-β-TCP 支架制备成 2 mm
×2 mm × 2 mm 的测试样品，将样品截面以导电胶
固定于样品台，低真空下喷金后使用扫描电子显微

镜( scanning electron microscope，SEM) 在 5 kV的加
速电压下拍摄样品，能量分散光谱( energy disperse
spectroscopy，EDS) 观察各元素分布。将复合组支
架平铺于试件台上，用 X 线衍射仪分析进行扫描，
分析其组成成分。
1． 4． 5 细胞生物相容性实验 用打孔器将复合组
支架制备成直径 5 mm，厚度 2 mm 的圆形样品。每
个样品接种 1 × 104 个大鼠骨髓间充质干细胞，空白

对照组仅在 96 孔板底接种细胞，每组 5 个副孔。1
d、4 d、7 d分别吸除培养基，PBS 清洗两遍后，加入
CCK-8 溶液( CCK-8 ∶ DEME = 1 ∶ 9 ) 200 μl /孔，37
℃孵育 2 h后使用酶标仪检测每孔在 450 nm 处的
吸光度值。
1． 4． 6 细胞活力和细胞黏附实验 ①细胞活力实
验( 活死染法) : 大鼠骨髓间充质干细胞接种在支架

上于 96 孔板中培养 1、4、7 d 后弃除原有培养基，
PBS清洗 3 遍后，将 10 μl calcein-AM 和 15 μl pro-
pidium iodide溶解于 5 ml PBS中混匀，每孔加入 100
μl 混合液，37 ℃孵育 15 min 后，PBS 清洗 3 遍，使
用激光共聚焦检测细胞染色情况，其中活细胞为绿

色荧光，死细胞为红色荧光。②细胞黏附实验: 大鼠
骨髓间充质干细胞接种在复合组支架上 3 d后，PBS
清洗 3 遍，用 4%多聚甲醛固定样品 30 min。0. 1%
的 Triton-X 100 对支架上细胞破膜 10 min，随后用
1%的 BSA溶液封闭样品 1 h。使用 0. 1%的罗丹明

标记的鬼笔环肽染色 30 min，DAPI 对细胞核染色 5
min。随后用激光共聚焦进行检测。
1． 4． 7 细胞成骨分化的检测 将 5 × 105 个鼠骨髓

间充质干细胞分别接种在纯壳聚糖组和复合组支架

上培养，每 3 d换液 1 次，7 d 时用 TＲIzol 提取细胞
中的 ＲNA 并根据试剂说明书逆转录合成 cDNA。
采用 qＲT-PCＲ检测骨形态发生蛋白 2( bone morpho-
genetic protein 2，BMP2 ) 、ＲUNX 相关转录因子 2
( ＲUNX family transcription factor 2，ＲUNX2 ) 、一型
胶原( collagen type I，COL1) 的基因表达水平( 引物
序列见表 1 ) 。并对支架进行碱性磷酸酶( Alkaline
phosphatase，ALP) 染色，检测 ALP活性。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS Statistics 进行统计学
分析，所有实验数据均以珋x ± s 表示，分别采用双因素
方差分析和单因素方差分析对 CCK-8和 qＲT-PCＲ结
果进行分析。以 P ＜0. 05为差异有统计学意义。

表 1 PCＲ引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
BMP2 F: ACCATGGGTTTGTGGTGGAA

Ｒ: CCGCTGTTTGTGTTTCGCTT
ＲUNX2 F: CGAGGCAAACACAGGCTAAG

Ｒ: AGTTGGGTGGGGTTAGTGGAC
COL1 F: AGACATCCCGCCAGTCAC

Ｒ: AGATCACGTCATCGCACAAG
β-actin F: TGTCACCAACTGGGACGATA

Ｒ: GGGGTGTTGAAGGTCTCAA

2 结果

2． 1 CS-β-TCP 支架表征 CS-β-TCP 支架的扫描
电镜下呈现相互平行的薄层多孔结构，孔径大小均

匀，且具有良好的贯通性。见图 1A。图 1B 为 CS-
β-TCP支架的压缩循环曲线，结果表明 CS-β-TCP支
架具有良好的压缩性能，支架压缩 80%后仍可恢复
原有形状。
2． 2 CS-β-TCP支架的成分检测 XＲD结果显示，
复合组支架中含有 β-TCP 颗粒，EDS 结果表明，β-
TCP颗粒均匀的分布在复合组支架的薄层结构上。
见图 2。
2． 3 CS-β-TCP 支架生物相容性实验 CCK-8 结
果显示，大鼠骨髓间充质干细胞与材料共培养 1、4、
7 d后，与空白对照相比，纯壳聚糖组和复合组的吸
光度无明显差异，细胞增殖未受到抑制，仍保持较高

的增殖活性，见图 3。

·3211·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2022 Jul; 57( 7)



图 1 CS-β-TCP支架的力学表征
A: 复合组支架的多薄层状结构的扫描电镜; B: 复合组支架的

压缩循环曲线

图 2 CS-β-TCP支架成分分析

A 纯壳聚糖组和复合组的 XＲD 曲线; B: 复合组的元素成分分

布

图 3 支架与细胞共培养后的生物相容性

2． 4 细胞活性检测 结果如图 4 所示，支架上死细
胞较少，细胞活性高，同时细胞表现出良好的增殖能

力。复合组支架对细胞活性无影响。

图 4 CS-β-TCP支架接种细胞后细胞活力检测
Calcein: 钙黄绿色，活细胞为绿色; PI: 碘化钾，死细胞为红色

2． 5 细胞黏附能力 大鼠骨髓间充质干细胞接种
在 CS-β-TCP支架 72 h 后，荧光染色结果表明细胞
可以较好的黏附在复合组支架上。此外，细胞能够
较好的张入层状微孔结构中，为细胞的黏附和分化

提供了良好的力学刺激，见图 5。

图 5 细胞接种在 CS-β-TCP支架 72h后，细胞黏附的检测
DAPI: 染细胞核为蓝色; Phalloidin: 染细胞骨架为红色

2． 6 支架的促成骨分化能力 qＲT-PCＲ 结果表
明，和纯壳聚糖组相比，复合组的成骨相关基因
BMP2，ＲUNX2 以及 COL1 的表达增强，差异有统计
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学意义( P = 0. 000 3，F = 55. 78; P = 0. 000 3，F =
38. 20; P = 0. 021 5，F = 15. 91) ，且培养至第 7 d、14
d时，ALP染色结果显示，复合组的 ALP阳性结果更
加明显，见图 6。

3 讨论

β-TCP是目前临床上较为常用的骨科材料，具
有良好的生物相容性，骨传导性以及降解性［6 － 7］，

广泛应用于临床骨缺损的再生修复。然而单纯的磷
酸盐生物支架脆性较高，成分较为单一，不能较好的

模拟天然骨的结构。常用的骨水泥作为骨组织缺损
修复策略也具有一定局限性，其较小的孔径阻碍血

管的长入，导致其中间部位营养缺乏而造成组织坏

死，进一步影响缺损修复的效果。壳聚糖作为天然
多聚物，其结构与骨组织中的糖胺聚糖相似，在成骨

细胞的附着和矿化方面具有重要的作用［8 － 9］，但单

纯壳聚糖的机械性能较差，作为支架修复骨缺损时

不能提供足够的机械支持，从而影响骨组织的修复。
本实验将 β-TCP 颗粒与壳聚糖溶液混匀，通过双向
冻干技术制备的复合物支架，不仅能够降低 β-TCP
的生物脆性，提高壳聚糖的机械强度，同时有机物和

无机物的结合使得 CS-β-TCP 复合层状支架能够更
好的模拟骨组织的结构。双向冻干技术使得支架具
备较多的孔径结构以允许血管组织的长入，能够更

好的进行营养的交换和代谢物的更新，从而保证支

架中心营养充足，加速骨缺损的修复。此外，平行的
薄层状结构赋予支架优异的弹性性能，可以保证支

架处于压缩状态而植入缺损部位，壳聚糖骨架的形

状记忆能力使得支架能够自适应缺损的形状，这些

特点使得 CS-β-TCP复合层状支架在不规则缺损的
修复和微创领域中具有一定的潜力［10］。

CS-β-TCP复合层状支架的扫描电镜可以观察
到 β-TCP 颗粒均匀的分布在层状结构内，使得层状
结构具有较为粗糙的表面，这种结构对于细胞的黏

附可能具有一定的帮助，同时壳聚糖表面的正电荷

可以吸引带负电的细胞膜，促进细胞的黏附［11 － 12］。
间充质干细胞黏附于支架后，同时受到机械张力和

钙离子的刺激而向成骨细胞分化。此外，壳聚糖可
通过募集巨噬细胞从而减少炎症反应，使得 CS-β-
TCP复合层状支架在修复骨缺损的同时抑制炎症的
发生，更好的促进骨缺损的修复［13］。体外细胞实验
结果表明细胞可以较好的与支架共存，同时能够随

培养时间的延长而增殖。这些结果证明该 CS-β-
TCP复合层状支架具备生物支架的基本要求，不会
对机体产生毒副反应。
体外检测 BMP2、ＲUNX2 和 COL1 的变化可以

反映间充质干细胞向成骨细胞分化的程度。qＲT-
PCＲ实验表明与阴性对照组( 纯壳聚糖组) 相比，复

图 6 CS-β-TCP支架的促成骨分化能力的检测
A: 成骨相关基因表达的检测; B: 碱性磷酸酶染色
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合组支架能够促进骨髓间充质干细胞显著表达

BMP2、ＲUNX2 和 COL1 基因，表明该复合组支架可
以促进间充质干细胞向成骨细胞分化。ALP是成骨
分化的标志性酶，在骨矿化过程中起到重要作

用［14］，对复合组支架进行 ALP 染色，与阴性对照组
相比，复合组支架的阳性结果更为明显，表明该组支

架上的间充质干细胞骨矿化程度更高。qＲT-PCＲ
和 ALP染色结果共同表明复合组支架具有明显的
促进间充质干细胞成骨分化能力。但本文所研究材
料结构较为单一，成分上不存在梯度变化，对于复杂

的缺损和位于两种组织交界处的缺损修复效果较局

限，例如关节处缺损常涉及表面的软骨和软骨下骨

组织，且骨和软骨组织具有不同的硬度和矿物质含

量，单一支架难以同时修复骨和软骨缺损。因此该
材料需进一步改进，使其能够适应复杂缺损处的梯

度变化，从而实现复杂缺损的修复。
综上所述，本实验制备的 CS-β-TCP 复合层状

支架具有良好的机械性能和生物相容性，体外实验

表明能够促进间充质干细胞的成骨向分化，为骨缺

损的修复提供一种新的思路。
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Fabrication and research of chitosan-β-TCP composite lamellas scaffold
Lu Yifan1，2，3，Zou Duohong4，5，6，Ding Ｒuyuan1，2，3，Hou Aibing1，2，3

( 1Stomatological College of Anhui Medical University，Hefei 230032; 2The Affiliated Stomatological Hospital of
Anhui Medical University，Hefei 230032; 3Key Lab of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032;
4Stomatological College of Shanghai Jiao Tong University，Shanghai 200001; 5Dept of Oral Surgery of Shanghai

Jiao Tong University Affiliated Shanghai Ninth People’s Hospital，Shanghai 200001; 6Shanghai Key
Laboratory of Stomatology ＆ Shanghai Ｒesearch Institute of Stomatology，Shanghai 200001)

Abstract Objective To investigate the mechanical property，biocompatibility，and osteogenic differentiation abil-
ity of chitosan-β-TCP ( CS-β-TCP) scaffold，meanwhile，to study the possibility of the composite as a scaffold to
repair bone defect． Methods Briefly，the CS-β-TCP composite scaffold was fabricated utilizing bidirectional ly-
ophilization technique． Then，the scaffold micro-structure was observed by scanning electron microscopy ( SEM) ，
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X-ray diffraction ( XＲD) and energy disperse spectroscopy ( EDS) were employed to analyze the ingredients and el-
ements distribution of scaffold，respectively． Additionally，the compression strength of the scaffold was tested by
mechanical universal testing machine． The biocompatibility of the scaffold and the cell viability research were char-
acterized via CCK-8 assay and Live /Dead staining，respectively，and the cell adhesion was studied by DPAI /Phal-
loidine fluorescence staining． qＲT-PCＲ was employed to investigate the expression level of osteogenic-related gene
such as BMP2，ＲUNX2 and COL1． ALP staining was carried out to measure the osteogenic differentiation effect of
BMSCs． Ｒesults The CS-β-TCP scaffold was comprised of bulk parallel，aligned and thin lamellas with many por-
ous structures． β-TCP particles were evenly distributed over CS framework layers and the CS-β-TCP scaffold pos-
sess excellent elastic property and biocompatibility，moreover，the cell seeded on scaffold revealed high cell viabili-
ty and continuous proliferation． qＲT-PCＲ and ALP staining results demonstrated that the CS-β-TCP scaffold could
induce osteogenic differentiation of BMSC． Conclusion To sum up，the CS-β-TCP scaffold expressed desired me-
chanical and biological properties，and could induce BMSC differentiate into osteoblast，the composite scaffold pro-
vided a promising strategy for bone defect regeneration．
Key words Chitosan; β-TCP; composite scaffold; bidirectional lyophilization technique; osteogenic differentia-
tion
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基于 miＲ-15a-5p /P53 信号通路探讨 EMT与
肺癌细胞阿霉素耐药的关系
魏 东1，辛运超2，刘 博3，容 宇1，李彦明1，郝雁冰1

摘要 目的 探讨 miＲ-15a-5p在肺癌细胞对阿霉素( DOX)

耐药中的作用，并阐明其与 DOX 耐药之间的功能和机制联
系。方法 分别采用 si-miＲ-15a-5p、miＲ-15a-5p模拟物转染
A549、A549 /DOX抗性细胞( A549 /D) 。采用 MTT 法测定细
胞活力，流式细胞术检测细胞凋亡，Western blots 检测上皮
间充质转化( EMT) 相关蛋白及 P53 蛋白表达，qＲT-PCＲ 检
测 miＲ-15a-5p表达。通过生物信息学预测与双荧光素酶报
告子分析 miＲ-15a-5p 潜在靶基因。采用 A549 /D 细胞构建
裸鼠移植瘤模型，分析 miＲ-15a-5p 过表达促进 DOX 的体内
抗肿瘤作用。结果 MTT 分析结果显示，miＲ-15a-5p 的敲
低提高了 A549 细胞的细胞活力( IC50值: 8. 86 ± 0. 32 μmol /
L) ，miＲ-15a-5p的过表达降低了 A549 /D 细胞的细胞活力
( IC50值: 1. 92 ± 0. 11 μmol /L ) 。并且在 A549 细胞中阻断
miＲ-15a-5p减少凋亡( P ＜ 0. 001 ) ，在 A549 /D 细胞中增加
miＲ-15a-5p表达促进凋亡( P ＜ 0. 001) 。Western blot分析显
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示转染 si-miＲ-15a-5p 逆转了 DOX 调节 EMT 的作用。生物
信息学预测证明 P53 和 miＲ-15a-5p 之间存在特异性结合位
点。在 A549 细胞中阻断 miＲ-15a-5p 减少 P53 蛋白表达( P
＜ 0. 001) ，在 A549 /D细胞中增加 miＲ-15a-5p 表达增加 P53

蛋白表达( P ＜ 0. 01) 。体内实验显示，miＲ-15a-5p agomir 联
合 DOX可降低肿瘤体积和 N-cadherin 的表达水平，同时增
强了 P53、E-cadherin 蛋白的表达水平。结论 miＲ-15a-5p

过表达可能通过靶向 P53 抑制 EMT 过程，增强肺癌细胞对
DOX治疗的敏感性。

关键词 miＲ-15a-5p; P53; 上皮间充质转化; 非小细胞性肺
癌; 耐药
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非小细胞肺癌是全世界人类肿瘤相关死亡的主

要原因，5 年生存率 ＜ 15%［1］。单纯化疗或联合放
疗为治疗晚期肺癌的一线治疗策略［2］。然而，由于
固有的或获得性的耐药性，化疗的疗效是短暂的，并

且受到显著地限制，从而导致较差的生存率［3］。阿
霉素( doxorubicin，DOX) 已被用于肺癌的治疗。然
而，DOX耐药性限制了其临床疗效［4］。更好地理解
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