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摘  要  基因修饰促血管化的支架是促进骨再生的有效方法之一，它可以将目的基因转移到内源性细

胞中实现生长因子原位、持续表达，诱导内源性细胞的增殖、迁移和分化，从而促进骨组织再生。该

文以慢病毒介导基因修饰多孔 PLGA/nHAp 复合支架诱导血管生成为研究对象，采用静电吸附和低温

冷冻方法制备基因修饰多孔 PLGA/nHAp 复合支架；以小鼠顶骨临界性骨缺损为模型，利用多模态双

光子及光声显微成像技术在体、实时、连续监测，研究骨修复过程中基因修饰多孔支架诱导血管化的

动态过程。体外实验结果显示，慢病毒颗粒从支架上的持续释放长达 5 天，缓释出的病毒颗粒可以有效

转染 293T 细胞并表达 PDGF-BB 因子。体内实验结果表明，慢病毒介导基因修饰多孔 PLGA/nHAp 复合

支架，可以实现 PDGF-BB 因子原位表达，促进体内局部及系统性干细胞等细胞迁移，加快血管诱导

生成并提高骨缺损部位骨组织的再生能力。同时，在该研究中，成功使用并比较了多模态双光子及光

声显微成像技术在体、实时、连续监测 3D 骨组织支架内血管形成的动态变化过程，并验证了基因修

饰对于提高 3D 打印支架的生物学反应性的作用。该研究为研究不同支架对血管生成作用的监测与鉴

定提供了新的技术手段。
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1 引  言 

  据统计，我国每年因创伤、先天性畸形、骨

质疏松和骨肿瘤等原因造成的骨缺损人数超过 
350 万[1]。大范围骨缺损的修复和功能重建一直

是矫形外科、颅面外科和整形外科所共同面临的

难题，也是国内外重大研究课题之一。

  传统的骨缺损治疗方法包括自体骨移植、同

种异体骨移植和人工骨移植等[2-4]。与传统方法

不同的是，骨组织工程改变了以往创伤修复的传

统模式，能以少量组织细胞修复大范围组织缺

损，并可按需塑形达到理想形态，为实现创伤修

复及完美的生物学重建提供了理论和方法。这也

给临界性骨缺损的修复带来了新的希望。基因修

饰支架原位促血管化是用于临界性骨修复的有效

途径之一。众所周知，骨组织工程包括 3 个关键

因素：生长因子、生物支架材料和种子细胞[5]。

其中，生物支架材料的选择是骨组织工程的核心

问题。在新骨形成之前，生物支架不仅为细胞提

供黏附、生长、增殖、分化、营养交换、新陈代

谢的空间及机械支撑，而且也是细胞外基质分泌

的空间场所，是形成新的具有一定形态和功能的

组织、器官的物质基础，是决定组织工程骨能否

用于临床的关键[6,7]。

  传统方法制备的支架材料，由于内部缺乏必

要的供营养物质交流的通道及可控的微孔结构，

不利于细胞和血管长入[8-12]。3D 打印作为一种

新型制造技术，因具有操作简单、支架各参数可

控性高、可保持材料生物活性并可根据缺损部位

的影像学扫描数据按需塑形等优势，而被迅速应

用于骨组织工程支架材料的成型研究[13-17]。目前

大部分研究主要集中于分析 3D 打印的支架材料

本身的微观结构、孔径尺寸、孔隙率、机械力学

强度，或者体外细胞生物相容性等对细胞黏附增

殖的影响[18,19]。研究表明，3D 打印支架植入体内

后，其细胞存活范围仅在血供弥散的 150～200 μm 

Abstract Genetic modification of biological scaffold to enhance angiogenesis is an effective method for 
bone regeneration. In this study, a 3D-PLGA/nHAp scaffold containing pdgfb-expressing lentiviral vectors 
to enhance angiogenesis for calvarial critical bone defect repair was designed. The modified scaffolds (LV-
pdgfb/PLGA/nHAp) could continuously release bioactive LV-pdgfb particles for up to 5 days in vitro. In 
scaffold implanted critical calvarial bone defect mouse model, how the genetically modified 3D scaffolds 
affect the angiogenesis and bone formation was studied by two-photon and photoacoustic imaging, microCT 
and histomophological methods. Eight weeks post-implantation, blood vessel areas in LV-pdgfb/PLGA/nHAp 
scaffolds were significantly higher than in PLGA/nHAp scaffolds at each observed time point. In accordance 
with the angiogenesis process, microCT analysis indicated that the repairment of the critical-calvarial defects 
in LV-pdgfb/PLGA/nHAp group dramatically improved compared to the other groups, including bone mineral 
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范围内[20]。当移植体积大于 3 mm3 时，支架不能

依靠组织液的弥散支持种子细胞的生存，此时必

须通过血管的再生来实现氧和营养物质的供给，

否则将因为缺氧和营养匮乏，种子细胞很快会坏

死或凋亡导致移植物失效。因此，促血管化的生

物支架是促进骨组织再生的关键环节，其在体内

的血管化速度及程度将决定和制约其是否能够用

于修复骨缺损治疗。

  目前，组织工程骨促血管生成常采用的方

法是单独或联合应用促血管生成生长因子[21-23]，

已在临床及基础研究中取得较多成果。在众多

生长因子中，血小板源性生长因子-BB(PDGF-
BB)，不但具有促进间充质干细胞(MSCs)的增

殖和向成骨细胞分化[24,25]的作用，同时还能够诱

导 MSCs 的趋化[26,27]。Caplan 等[24]和 Dohle 等[28]

学者研究发现，PDGF-BB 与血管生成素/tie2 及 
TNF-β 等蛋白协同在促进血管形成、壁细胞动员

方面必不可少。此外，PDGF-BB 还能促进周细

胞动员向新生血管或向平滑肌细胞分化[29]。因

此，PDGF-BB 在骨组织重建的早期、中期和后

期 3 个阶段均能发挥多方面的作用：成骨细胞前

体细胞的动员、增殖和分化，新生骨组织健康生

长所必需的血管生成等，这是目前其他常用促

进骨再生的生长因子(VEGF、bFGF、BMP-2、
TGF-β)所不具备的。为了解决目前使用生长因子

存在的半衰期短、生物活性低、局部浓度不易调

控、价格高昂等问题[30,31]，以及大量使用成体干

细胞时存在的各种问题，本文采用将含有编码生

长因子基因的载体负载到生物支架上，使其进入

体内细胞后原位、持续表达生长因子，达到诱导

相关细胞的增殖、迁移和分化，从而促进缺损组

织再生的目的。在本研究中，选择慢病毒载体进

行实验。该载体具有能长期稳定表达目的基因、

高转染率、低免疫原性、全身副作用少等优点，

已在多种人类疾病中做过临床试验[32]，也是目前 
T 细胞受体疗法(TCR-T)、嵌合抗原受体-T 细胞

(CAR-T)等细胞基因治疗中的首选治疗载体。目

前关于慢病毒修饰支架的研究并不多[33]，也不系

统，基于慢病毒介导的基因修饰组织工程研究仍

在发展中。骨缺损的修复是一个由干细胞等多种

细胞驱动的组织形成的动态变化过程，其通过

复杂的内分泌、自分泌和旁分泌作用使得骨再

生和血管生成得以有序发生[34]。其中，缺损区

的血管再生早于骨再生，因此在没有血液运输

到达的缺损区不可能有成骨活动。骨组织支架

植入机体后能否成活，关键看其能否在早期血

管化并和周围组织建立血供，其血管化过程贯

穿于整个移植修复过程。

  对组织工程骨中血管化程度进行评估的传统

方法包括 X-线片光密度测定、放射性核素骨显

像(ECT)、CT 灌注成像、磁共振成像(MRI)、
灌注成像和经典的组织学方法等，但这些方法

均难以满足研究的需要[35,36]。自从 1990 年，美

国 Cornell 大学的 Denk 等学者将双光子成像用于

生物学观测，它通过激发生物组织中的内源性物

质产生非线性信号进行成像，可对样本在不被固

定、染色标定以及切片的自然状态下进行在体实

时、连续、无创成像检查，在临床上可以作为一

种快速辅助诊断技术。由于该显微镜具有低细

胞损伤、大成像深度和可用于活细胞甚至活体组

织长时间三维成像等优点，很快得到广泛的应

用[37]。此外，在相同实验设计中，研究者还探

索了光声成像在骨组织工程中的应用。样品被短

脉冲激光照射后会受激产生超声波，这种现象被

称为光声效应。光声成像作为一种混合型的成像

方式，结合了光学成像的高对比度和光谱识别特

性，以及超声成像大穿透深度下仍具备较高分辨

率的特点，已在临床及生物医学研究领域体现出

巨大的应用潜力[38,39]。然而，运用非线性双光子

及光声显微成像技术在体、实时、连续、无创

地监测和定量骨组织工程支架在骨缺损修复过

程中的血管化进程以及血管化程度的相关研究
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鲜有报道。

  因此，在本研究中，我们将采用多模态双光

子-光声显微成像技术，通过在体、实时、连续

地监测，研究骨修复过程中多孔骨组织支架诱导

血管化的动态过程证明基因修饰的多孔支架对在

促血管生成方面的作用，建立血管再生与骨组织

重建之间的偶联相关性。该研究对组织工程支架

血管化的科学研究和临床应用具有重要意义，可

为基因修饰骨组织支架促进临界性骨缺损修复奠

定基础。

2 实验材料与方法

2.1 实验材料

  实验动物 C57BL/6 小鼠，8 周龄，雄性，

体重 20～25 g，由广东省医学实验动物中心提

供，动物实验经由中国科学院深圳先进技术研究

院实验动物伦理委员会批准(受理号 SIAT-IRB-
170305-YGS-LIJ-A0313)；聚乳酸-羟基乙酸共聚

物(Poly Lactic-co-Glycolic Acid，PLGA)购买于 
Sigma-Aldrich 公司，其中丙交酯、乙交酯比例为

75∶25；1, 4-二氧六环购买于上海凌峰化学试剂

有限公司；PDGFB-pcDNA3.1(+)购买于北京义

翘神州科技有限公司；Anti-PDGF-BB 多克隆抗

体和 PDGF-BB 重组蛋白购买于 BioVision 公司；

第三代慢病毒载体表达系统(pLP1、pLP2、pLP-

VSVG、pLVX-mCMV-zsGreen)由汕头大学魏炽

炬教师惠赠。除特别注明外，实验中用于细胞培

养的试剂，包括 DMEM 培养基、DPBS(磷酸盐

缓冲液)、FBS(胎牛血清)等均购买于 Gibco 公
司，质粒去内毒素大提试剂盒(货号 12362)购买

于 QIAGEN 公司。

2.2 实验方法

2.2.1 含有 pdgf-b 基因的慢病毒表达载体的构

建、生产、制备及滴度测定

  通过分子克隆技术，利用 EcoRI 和 SpeI 限
制性酶切位点将 pdgf-b 基因的 cDNA 片段插入到

第三代慢病毒表达载体中，构建新的慢病毒表达

载体，用磷酸钙转染法大量制备伪病毒颗粒[40]。

在 293FT 细胞中包装的伪病毒颗粒经低温高速离

心沉淀培养基上清获得，并利用 eGFP(增强型绿

色荧光蛋白)报告基因检测确定浓缩后的病毒液

滴度，随后保存于－80℃ 备用。

2.2.2 制备 3D 打印多孔支架

  PLGA/nHAp 支架材料的制备工艺流程：称

取适量 PLGA 固体粉末，加入 1,4-二氧六环溶液

(PLGA 和 1,4-二氧六环溶液的质量比为 1∶20)，
二者混合后磁力搅拌 4 h，充分溶解 PLGA 材料，

随后再向溶液中加入纳米级 HAp(含量占混合固

体质量的 3%)，并继续搅拌 4 h，形成均匀体系。

利用 3D 打印低温快速成型系统(图 1)，于－35℃ 
下进行直径为 4 mm 三维多孔支架的制备，完成

                                                                 (a)控制系统                               (b)成型系统                       (c)打印出的支架

图 1 由控制系统和成型系统构成的低温快速 3D 打印机及打印出的 3D 支架

Fig. 1 The 3D low temperature rapid prototyping printer comprised control system and molding system
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后置于冷冻干燥机中，冻干 24 h，制备结束。

2.2.3 基因修饰多孔支架的制备及体外病毒缓释的

生物活性研究

  制备基因修饰支架步骤：把含有编码 pdgf-b 
基因的活性病毒颗粒溶液(已确定其病毒滴度)与

多孔 PLGA/nHAp 支架在 37℃ 条件下共孵育 1 h，
利用病毒颗粒和多孔支架中的纳米羟基磷灰石

(nHAp)表面之间的强静电结合作用[41]，随后洗

脱支架上未结合的病毒颗粒(P洗脱)，经低温真空

冷冻干燥，从而将慢病毒颗粒修饰固定在多孔骨

组织支架的表面及内部孔洞中，得到携带有基因

修饰多孔支架材料。其中，未结合而被洗脱掉的

病毒颗粒(P洗脱)转染 293T 细胞，根据慢病毒转

染 293T 细胞的感染复数(MOI＝M)及 293T 阳性

细胞(eGFP 作为报告基因)表达数量 N 确定 P洗脱

数值(P洗脱＝M×N)，进而确定支架负载病毒颗

粒数量为 P结合＝P总数－P洗脱＝ P总数－M×N，结合

效率 W＝(P总数－M×N)／P总数×100%。

  慢病毒介导基因修饰多孔 LV-pdgfb/PLGA/
nHAp 支架上的病毒颗粒体外缓释分析及优化：

通过流式细胞术(FACS)测定病毒在支架上 5 天
内的缓释效率，调整加载慢病毒的条件以及优化

静电吸附和低温冷冻方法的各种参数，包括静电

结合作用时间(T)、结合效率(P)以及低温冷冻条

件(C)等对病毒活性的影响，以求达到最佳缓释

效果，最终验证静电吸附和低温冷冻制备慢病毒

介导基因修饰多孔 PLGA/nHAp 支架的可行性。

2.2.4 建立小鼠顶骨临界性骨缺损模型及支架移植

  小鼠手术均在 3% 异氟烷-100% 氧气呼吸麻

醉下进行，同时设有保温和防脱水处理，包括呼

吸麻醉管道中加蒸馏水及术前皮下推注生理盐水

(200 μL)。动物麻醉后，用碘酊及 70% 酒精对手

术部位皮肤进行消毒处理，沿矢状缝在头顶皮肤

作约 10 mm 切口以暴露左侧顶骨，用无菌棉签

将骨膜推开，用安装有圆锯的高速牙医钻在生理

盐水散热下移除直径 4 mm 的顶骨，缺损处不与

任何骨缝接触，且移除骨片时不能损伤硬脑膜。

给予不同实验处置后，恢复颅骨膜、头部皮肤位

置，缝合皮肤。小鼠顶骨临界性骨缺损模型将分

为 3 个组，每组 5 只。其中，A 组：骨缺损处不

做任何处理(Empty)；B 组：移植 PLGA/nHAp 
支架；C 组：移植 LV-pdgfb/PLGA/nHAp 支架。

2.2.5 建立双光子显微成像条件下正常小鼠顶骨

内血管的形态结构及分布

  试验选取两个光学通道用于收集正常小鼠

颅骨组织的荧光信号。其中，一个通道选取 
388～420 nm 较窄波长范围用于收集颅骨表层皮

质骨胶原蛋白产生的二次谐波(Second Harmonic 
Generation，SHG)信号，用绿色像素代表该荧光

信号；另一个通道选取 450～650 nm 较宽波长范

围用于收集颅骨内血管的双光子激发荧光(Two-
Photon Excited Fluorescence，TPEF)信号，用红

色像素代表该荧光信号。在试验中，为了进一

步提高颅骨内血管的 TPEF 荧光信号对比度，

给小鼠尾静脉注射 150 μL、2 mg/mL 的 FITC-
Dextran。每张成像图片的像素为 256×256，图

片的大小为 512 μm×512 μm，获取每张图像耗

时均为 8 s。具体步骤如下：对准焦距找到清晰

成像部位后，首先进行 x-y 平面成像；然后适度

调节焦距，沿 z 轴方向进一步扫描成像，扫描深

度为 200 层，每层间隔为 2 μm。

2.2.6 在 SHG/TPEF 显微成像条件下监测临界性

骨缺损部位血管生成的动态变化过程

  利用建立起来的顶骨内血管非线性双光子显

微成像的基本参数，分别在第 2、3、4、5、6、
7、8 周对 A、B、C 三组进行监测和定量在骨缺

损修复过程中血管生成动态变化情况，探究基因

修饰多孔 PLGA/nHAp 支架对诱导血管生成的重

要作用。

2.2.7 光声成像监测正常小鼠顶骨内血管分布

  在保留小鼠头皮和不保留小鼠头皮 2 种情况

下，分别用声学(AR-PAM)和光学分辨率(OR-
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PAM)的多尺度光声显微成像观测顶骨内血管分

布，评估光声成像在顶骨血管成像的精度(深度

和分辨率)，并建立起小鼠正常顶骨血管光声显

微成像的基本参数和具体步骤，为后续骨缺损部

位移植支架血管再生的检测奠定基础。

2.2.8  Micro-CT 分析骨缺损部位骨再生情况

  术后 8 周进行活体 Micro-CT 扫描分析骨缺

损部位再生情况，并进行三维骨结构重建，通过

对比分析基因修饰和未修饰多孔 PLGA/nHAp 支
架修复骨缺损比例的结果，探究基因修饰多孔 
PLGA/nHAp 支架可以加快促进骨组织的再生，

建立骨组织重建与血管再生之间的相关性。

2.2.9 组织学方法检查

  Micro-CT 扫描之后，安乐处死小鼠，取出

颅骨，并采用 4% 多聚甲醛进行颅骨的固定，5% 
硝酸脱钙，浸泡、透明、石蜡包埋后，连续切片

(厚度 5 μm)，随后进行组织学染色(H&E)，观

察新骨形成和骨缺损部位连接情况。

2.3 统计学分析

  实验所得数据均用   表示，使用 
GraphPad Prism 5.0 统计学软件对实验数据进行

统计学分析，检测方法为单因素方差分析(one-
way ANOVA)，当 P＜0.05 时认为差异具有显著

性意义。

3 实验结果与讨论

3.1 含有 pdgf-b 基因的慢病毒颗粒浓缩及滴度

   测定

  本实验采用的第 3 代慢病毒系统由包膜质

粒 pLP1、pLP2 和 pLP-VSVG 及慢病毒表达质粒 
pLVX-PDGFB-mCMV-zsGreen 组成。其中，表达

质粒 pLVX-PDGFB-mCMV-zsGreen 表达 PDGF-
BB 蛋白及绿色荧光蛋白。在荧光显微镜下观

察可看到，慢病毒表达质粒与包膜质粒共转染 
293FT 细胞 24 h 后，大部分细胞可见绿色荧光表

                                                       (c)明场观察转染后的 293FT                                             (d)病毒滴度测定

图 2 慢病毒颗粒的生产制备及病毒滴度测定

Fig. 2 Preparation of the lentivirus and evaluation of virus titer

                                          (a)含有 pdgf-b 基因的慢病毒表达载体构建               (b)荧光场观察转染后的 293FT 
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达(图 2)。这说明慢病毒表达载体及包膜质粒已

经顺利转染细胞并表达相应蛋白。接着，换取含

有丙酮酸钠的培养液继续培养 48 h ，此时可见少

量细胞漂浮，细胞有融合现象，收集培养上清，

即为含有慢病毒颗粒的病毒上清。与腺病毒和逆

转录病毒不同，慢病毒不能在包装细胞中进行自

我复制扩增。为了获得足够量的病毒上清，首

先，将细胞转染于 10 个直径为 15 cm 培养皿中

进行培养，最终收集病毒上清 200 mL；随后，

采用超高速离心机在 4℃、25 000 rpm 条件下，

离心 2 h，对病毒上清进行浓缩；最后用 1 mL 冷 
DPBS 缓冲液重悬病毒颗粒，获得浓缩后的病毒

溶液，并按照每次实验用量进行分装，于－80℃ 
保存备用。用浓缩后的 1 μL 病毒原液，进行 10 倍

倍比稀释至 10－5 后转染 293T 细胞(5×104/孔)，

24 h 后用流式细胞术进行绿色荧光蛋白阳性细胞

计数，确定其病毒滴度为 1.0×108 TU/ mL。
3.2 3D 多孔 PLGA/nHAp 骨组织支架结构表征

  从图 3(a)可以看到，3D 打印的圆柱型多

孔 PLGA/nHAp 骨组织支架形态规则，孔隙均

匀。将制备的 3D 多孔 PLGA/nHAp 支架切成厚

度为 5～6 mm 的薄片，喷金后用扫描电子显微

镜进行观察，结果如图 3(b)～(d)所示。扫描电

子显微镜结果表明，多孔支架的孔径范围分布在 
200～400 μm，各孔隙间具有较高的连通性；在 
5 000 倍放大后可发现，在多孔支架表面分布着

大量的微孔结构，微孔大小范围在 2～10 μm(图

3(d))。3D 打印的支架表面及内部具有众多的孔

                                       (c) 扫描电子显微镜的结构表征(n=3，500×)        (d)扫描电子显微镜的结构表征(n=3，5 000×)

图  3 3D PLGA/nHAp 骨组织支架结构表征

Fig. 3 Structural characterization of the 3D PLGA/nHA scaffold

12

1 2 3 4 5

对照组 实验组

24 36 48 60 72 84 96 108 120

10/16/2015
4:29:37 PM

mag
5 000 ×

det
ETD

WD
4.8 mm

HV
5.00 kV

5 μm
Nova NanoSEM

10/16/2015
3:56:38 PM

mag
100 ×

det
ETD

WD
5.0 mm

HV
5.00 kV

400 μm
Nova NanoSEM

10/16/2015
4:34:34 PM

mag
500 ×

det
ETD

WD
3.3 mm

HV
5.00 kV

50 μm
Nova NanoSEM

50 000

40 000

30 000

20 000

10 000

0

慢
病
毒
颗
粒
累
积
释
放
数
量

时间 (h)12

1 2 3 4 5

对照组 实验组

24 36 48 60 72 84 96 108 120

10/16/2015
4:29:37 PM

mag
5 000 ×

det
ETD

WD
4.8 mm

HV
5.00 kV

5 μm
Nova NanoSEM

10/16/2015
3:56:38 PM

mag
100 ×

det
ETD

WD
5.0 mm

HV
5.00 kV

400 μm
Nova NanoSEM

10/16/2015
4:34:34 PM

mag
500 ×

det
ETD

WD
3.3 mm

HV
5.00 kV

50 μm
Nova NanoSEM

50 000

40 000

30 000

20 000

10 000

0

慢
病
毒
颗
粒
累
积
释
放
数
量

时间 (h)

                                   (a)3D 打印制备的多孔 PLGA/nHAp 支架(n=3)          (b)扫描电子显微镜的结构表征 (n=3，100×)
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洞结构有利于细胞的贴附、迁移、增殖及分化，

为细胞之间的交流通讯提供了条件，有利于支架

内部血管生成和骨组织的长入。

3.3 静电吸附和低温冷冻方法制备基因修饰多孔

   支架及病毒缓释的生物活性研究

  利用病毒颗粒和多孔支架中的纳米羟基磷灰

石(nHAp)表面之间的强静电结合特性，经低温

真空冷冻干燥，将慢病毒颗粒固定在多孔骨组织

支架的表面及内部孔洞中，得到携带有基因修饰

多孔支架材料。为了进一步确定结合到支架表面

的病毒活性及其释放曲线，在体外进行病毒颗粒

缓释及活性检测实验。研究发现，慢病毒颗粒从

支架上持续(可长达 5 天)释放出的病毒颗粒能

够有效转染 293T 细胞并表达 PDGF-BB 因子(图 
4)，这为基因修饰支架体内移植提供了基础。

3.4 多模态双光子及光声显微成像监测和定量骨

   缺损部位血管生成

  按照实验分组，将多孔支架移植到小鼠临

界性骨缺损模型上，术后第 2 周开始利用双光

子显微成像(SHG/TPEF)技术实时监测和定量移

植支架上血管生成及分布(图 5)。术后 8 周双光

子显微成像结果发现，在移植 LV-pdgfb/PLGA/
nHAp 支架上有大量的血管生成，其血管生成的

数量显著高于 PLGA/nHAp 组，同时在移植支架

的实验组上发现伴随着新生胶原的出现；但在对

照(Empty)组并没有发现有血管生成和胶原的生成

(图 5(b))。此外，利用 ImageJ 软件从术后第 2 周
开始统计骨缺损部位血管生成面积发现，在移植 
LV-pdgfb/PLGA/nHAp 支架组血管生成的面积显著

大于其他两组(图 5(c))。在相同实验设计中，我们

利用具有声学(AR-PAM)和光学分辨率(OR-PAM)

的多尺度光声显微成像设备观察到了正常小鼠顶

骨血管分布情况(图 6、7)。本文利用光声显微

成像技术在监测实验组小鼠骨缺损部位血管再生

的过程中，由于骨组织的反射性高、密度高等特

点，目前没有获得高清晰度的实验图片。为了解

决光声成像在骨组织工程应用中所遇到的难题，

本文合作者团队已开始搭建新的光声显微成像系

统平台，包括提高其分辨率(5～10 μm)、大视野

成像范围(10 mm)、成像速度以及提高信噪比等

方面，这将为后续骨缺损部位血管再生的实时检

测和定量提供条件。相信伴随着光声显微成像技

术的发展，其将为生物医学成像领域提供一种新

的具有颠覆价值的成像思路和方法。

3.5 Micro-CT 观察骨再生

  术后 8 周对实验小鼠进行 Micro-CT 扫描，

                                          (a) 具有生物活性的慢病毒颗粒数量(n=4)                                           (b) PDGF-BB 蛋白的表达(n=4)

图 4 体外测定支架上释放的慢病毒生物活性及 PDGF-BB 蛋白表达情况

Fig. 4 Assessment of the bioactivity of virus particles cumulatively released from PLGA/nHAp scaffolds and PDGF-BB expressed
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                                              (c) 定量血管再生(n= 3)                                                                                          (b) 实时监测(n=5)   

注：图(b)中的绿色代表胶原蛋白，红色代表血管，虚线代表骨缺损边界线；图(c)中***为 P＜0.001

图 5 多模态双光子显微成像监测和定量骨缺损部位血管生成

Fig. 5 Two-photon microscopy (SHG/TPEF) imaging and quantification of angiogenesis in the bone defect region

图 6 声学分辨光声显微成像(AR-PAM)在保留头皮(a)和去除头皮的条件下(b)观察正常小鼠顶骨血管分布(n=6)

Fig. 6 Ultrasound (US) and photoacoustic (PA) images along with their 2D images of normal tissue components of the 

cranial area with(a) or without skin (b) by AR-PAM (n=6)
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并进行三维骨结构重建。结果显示，在有移植支

架的实验组观察到有不同数量的新生骨组织长入

支架中，并观察到不同程度的生物支架降解。统

计数据结果发现，移植基因修饰支架的实验组的

骨密度(BMD)、骨体积分数(BV/TV)以及骨小

梁数量(Tb.N)显著高于另外两实验组(图 8)，表

明基因修饰多孔 PLGA/nHAp 支架可以加快促进

骨组织的再生。

3.6 组织学观察染色

  对组织切片进行苏木精-伊红(Hematoxylin-
Eosin Saining)染色，在显微镜下观察结果如下：

在没有移植支架(Empty)组发现，骨缺损部位被

图 7 光学分辨光声显微成像(OR-PAM)在保留头皮(a)和无头皮的条件下(b)观察不同扫描深度下正常小鼠顶骨血管分布(n=6)

Fig. 7 Imaging of normal tissue components of the cranial area with (a) or without skin (b) at different depths by OR-PAM (n=6)

注：图中 * 为 P＜0.05，** 为 P＜0.01，*** 为 P＜0.001；BMD：骨密度；BV/TV：骨体积分数；Tb.N：骨小梁数量；Tb.Th：骨小梁厚度

图 8 术后 8 周 micro-CT 评估骨缺损部位新生骨组织再生情况

Fig. 8 Micro-CT scanning evaluation of bone formation at 8-weeks post-implatation
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较多的纤维组织覆盖，没有新生骨组织的出现；

在 LV-pdgfb/PLGA/nHAp 和 PLGA/nHAp 组均发

现了有新生骨组织的生成，并且观察到多孔支架

降解现象，其中，LV-pdgfb/PLGA/nHAp 组多孔

支架降解程度最高，降解空间被大量新生的骨组

织填充，而在 PLGA/nHAp 组多孔支架还基本保

持着原有空间结构，降解速率较慢(图 9)。表明

基因修饰多孔 PLGA/nHAp 支架可以加快促进骨

组织的再生。

4 与国内外相似研究的对比分析

  骨缺损修复重建是个复杂的生物学过程[34]。

骨组织支架植入机体后能否成活，关键看其能否

早期血管化并和周围组织建立血供。如果错过了

这一个关键期，血管新生的速度和效率就会显著

降低，从而影响骨修复重建的速度[42]。

  目前，常用单独或联合应用促血管生成生

长因子[21-23]达到促进血管化的目的，但存在很多

问题[30,31]：(1)细胞因子与材料复合制备时，往

往造成其生物活性显著下降；(2)体内易扩散或

被蛋白酶降解，半衰期短，作用于靶细胞的时间

受限；(3)局部含量不易调控，低含量因子作用

效果十分有限，而高含量可能导致变形的、无功

能的血管生成，有潜在的致瘤性。为了解决临界

性骨缺损部位血管化速度和程度缓慢的问题，促

进血管网络在生物支架表面、内部及周围尽早重

建，基因修饰生物支架诱导血管化是骨再生的有

效方法之一，其血管化程度是决定和制约骨修复

效率的关键环节。基于多模态双光子-光声显微

成像技术可以从分子与细胞层面实现骨组织支架

血管发生、发展过程的动态监测。本研究通过静

电吸附和低温冷冻方法制备慢病毒介导基因修饰

促血管化的多孔 PLGA/nHAp 功能性支架，实现

图 9 术后 8 周骨缺损部位组织切片苏木精-伊红(HE)染色

Fig. 9 Histological analysis of tissue regeneration in bone defect areas at 8 weeks post-implantation
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生长因子 PDGF-BB 在内源性细胞中原位、持续

表达，诱导体内 MSCs、成骨前体细胞、内皮祖

细胞的增殖、迁移、分化，促使血管生成贯穿于

整个骨再生过程。

  在骨缺损修复的过程中，骨再生和血管生

成是两个相互协调的作用过程。从时间和空间

尺度同步分析骨生成和血管生成之间的关联作

用，是研究骨修复的重要内容，而传统的技术

手段和成像条件难以实时、在体地达成此研究

目的[35,36]。以往对组织工程骨血管化程度进行

监测主要采用  X-线片光密度测定、ECT、CT 
灌注成像、MRI 灌注成像和经典的组织学方

法——血管免疫组化检查等。但这些方法均存

在一定的缺陷[35,43]：(1)X-线片光密度测定不能

对组织工程骨的血管化进行早期监测，灵敏度

差，存在射线辐射情况；(2)ECT 需要使用放

射性药物，对实验动物尚能使用检查，但对于

临床应用的病人难以接受；(3)CT 灌注成像、

MRI 灌注成像对设备要求条件较高、操作较复

杂、检查所需时间较长、需要注射对比剂、分

辨率低、检查成本较高；(4)组织学方法需要

制作病理切片，耗时较长，且需要使用抗体，

费用昂贵，对于实验动物需要处死取出样本

观察，而对于病人患者则会引起局部的创伤疼

痛。为了解决监测和定量组织工程骨血管化过程

存在的难题，本研究以小鼠顶骨临界性骨缺损为

模型，利用多模态双光子-光声显微成像技术在

体、实时、连续、无创地监测，研究骨修复过程

中多孔 PLGA/nHAp 支架血管化发生、发展的动

态过程，并阐明该功能性支架植入体内后调控

内源性细胞促成骨、成血管的偶联作用机制。

5 结  论

  本文以慢病毒介导基因修饰多孔  PLGA/
nHAp 支架诱导血管生成在骨修复中的作用为研

究对象，采用静电吸附和低温冷冻方法制备基因

修饰多孔 PLGA/nHAp 支架，并在体外进行长达 
5 天的病毒缓释的生物活性研究；并以小鼠顶骨

临界性骨缺损为动物模型，进行体内血管再生研

究。研究结果表明，慢病毒介导的基因修饰多孔 
PLGA/nHAp 骨组织支架，可以实现 PDGF-BB 
因子原位表达，促进局部、远处干细胞等细胞迁

移，加快诱导血管生成从而提高骨缺损部位骨组

织的再生能力。此外，本文成功使用并比较了多

模态双光子及光声显微成像技术在体、实时、

连续监测 3D 骨组织支架内血管形成的动态变化

过程，并验证了基因修饰对于提高 3D 打印支架

的生物学反应性的作用。本研究为研究不同支

架对血管生成作用的监测与鉴定提供了新的技

术手段。
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