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【摘　要】　目的　以CPC (磷酸钙骨水泥)为基体,以PCLＧCS (聚己内酯Ｇ壳聚糖)为增强基体支架来制备微结构及

力学性能优良的仿生网络结构复合多孔支架.方法　采用烧制、减压灌液法和相分离技术制备 PCLＧCS/CPC复合骨组织工

程支架并进行表征.以 MTT法及细胞计数板法分别测定PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架及 CPC支架内细胞活力及细胞

黏附率.结果　PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架孔容２７􀆰６２cm３/g、平均孔径３７８􀆰５６μm、孔隙率９２􀆰１４％,比表面积

６１􀆰４m２/g,支架内各组细胞活力及细胞黏附率随着培养天数的增加而增长,PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架从第４天开

始的支架内细胞增殖活力较CPC支架显著增强 (P＜０􀆰０５),从第２天开始,PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架细胞黏附率

显著高于CPC支架 (P＜０􀆰０５).结论　成功制备了PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架,相较于传统的CPC骨架,其在力学

性能和生物学性能上均有所提高.
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　　在替代与修复骨组织的众多材料中,骨组织工程支架作

为新兴材料对于骨组织缺损修复起着至关重要的作用.目

前,在骨组织工程支架中应用广泛的磷酸钙骨水泥 (CPC)
比传统材料具有任意塑形、降解速度慢、操作方便等优点,
但其韧性低、脆性差、机械性能低,因此研究性能更好的材

料刻不容缓.
本研究以 CPC 为基础物,以聚己内酯Ｇ壳聚糖 (PCLＧ

CS)为增强物,利用壳聚糖 (CS)、聚己内酯 (PCL)和

CPC材料的互补性,不同材料自身结构及降解速率的差异

性来构建复合型组织工程材料,并对聚己内酯Ｇ壳聚糖磷酸

钙骨水泥复合骨组织工程支架的结构进行表征,同时考察其

生物相容性,为聚己内酯Ｇ壳聚糖磷酸钙骨水泥复合骨组织

工程支架在替代及骨修复中的应用奠定基础.

１　材料与方法

１􀆰１　试剂与仪器:αＧ磷酸三钙 (αＧTCP)、二水磷酸氢钙

(DCPD) (湖北鑫润德化工有限公司)、固相添加剂羟基磷

灰石 (HA) (北京德科岛金科技有限公司)、无水 CaCO３

(北京化工有限公司)、Na２HPO４ (国安化学化工 有 限 公

司)、壳聚糖 (CS)(西安瑞禧生物科技有限公司)、聚己内

酯Ｇ壳聚糖 (PCL)(深圳市光华伟业实业有限公司)、乙醇、
戊二醛、豚鼠、新西兰兔、胎牛血清、DMEMＧα培养基;
差示扫描量热仪 (北京恒久实验设备有限公司)、XＧ射线衍

射仪 (奥林巴斯仪器有限公司)、全自动比表面积和孔径分

布分析仪 (美国麦克仪器公司)、S３５００激光粒度仪 (美国

麦奇克有限公司)、场发射扫描电镜 [复纳科学仪器 (上海)

有限公司]、深温冷冻粉碎机 (青岛微纳粉体机械有限公

司)等.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　CS/CPC多孔支架的制备:

１􀆰２􀆰１􀆰１　αＧTCP体系CPC固相粉末及固化液的配制:按粉

体重 量 比 １００∶６∶６∶６ 称 取 αＧTCP、DCPD、HA 和

CaCO３,将它们放入陶瓷研钵中混合研磨３h,过筛后得到

平均粒径为４μm 的αＧTCP体系 CPC固相粉末,随后配制

２％的 Na２HPO４ 溶液作为固化液.

１􀆰２􀆰１􀆰２　CS/CPC的注塑:将干燥后的αＧTCP体系 CPC粉

末和CS微球与１LNa２HPO４ 固化液混合,装入准备好的圆

柱形器具中凝固,３５ ℃、９５％以上湿度的空气中养护４０~
４８h[１].

１􀆰２􀆰１􀆰３　CS/CPC多孔支架的烧结:将 CPC及 CPC/CS圆

柱坯体烘干,２０℃/min,１２００℃实验箱式烧结炉中进行烧

结,自然冷却后即得CPC多孔支架.

１􀆰２􀆰２　PCLＧCS/CPC多孔复合支架的制备及表征:分别取

５gPCL和 CPC/CS多孔支架按质量比１∶１的比例混合后

溶解在０􀆰５L、５􀆰２％的 TCP溶液中,其中PCL颗粒溶解前

需在深温冷冻机中粉碎均匀并煅烧,随后加入５mL、６􀆰０％
的戊二醛,在减压下灌入备好的 CPC 多孔支架中,采用

TDＧ４低速台式离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有限公司)
以４０００r/min离心４min后取出,４０ ℃干燥后即得 PCLＧ
CS/CPC多孔复合支架.利用场发射扫描电镜带能谱仪观察

所制备的支架的表面微观形貌及平均孔径,利用全自动比表
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面积和孔径分布分析仪测定孔容及比表面积[２].

１􀆰２􀆰３　PCLＧCS/CPC多孔复合支架的生物相容性:对PCLＧ
CS/CPC多孔复合支架进行消毒灭菌,７０ ℃无菌下在真空

干燥箱中用生理盐水浸提２４h.重复浸提２~３次后,分别

以PCLＧCS/CPC复合工程材料及 CPC支架材料为实验组和

对照组,置于培养瓶中,分别加入同等质量的１００μL细胞

浓度为５×１０６/L的BMSCs细胞,置于细胞箱中培养,分别

在１、２、４、６d取样,利用 MTT 法测定吸光度 (A)值,
采用计数板法测定支架上黏附的细胞数.计算公式为:细胞

活性＝ (实验组A 值－背景A 值)/ (对照组A 值－背景A
值)×１００％,细胞黏附率 ＝ (接种细胞数 － 未附着细胞

数)/接种细胞数×１００％.

１􀆰３　统计学分析:用 SPSS１９􀆰０对结果进行统计学分析.
计量资料以均数±标准差表示,结果采用t检验,以 P＜
０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　PCLＧCS/CPC多孔复合支架的形态特征:PCLＧCS/CPC
多孔复合支架的表征结果见表１.

表１　PCLＧCS/CPC多孔复合支架的表征

项目
孔容/

(cm３/g)
平均孔径/

μm

孔隙率/

％

比表面积/

(m２/g)
数值 ２７􀆰６２ ３７８􀆰５６ ９２􀆰１４ ６４􀆰１

２􀆰２　PCLＧCS/CPC复合支架对支架内细胞增殖活力的影响:
各组细胞数量随着培养天数的增加呈现正比例增长,对照组

与实验组从第４天开始,两组支架内细胞增殖活力比较,差

异有统计学意义 (P＜０􀆰０５,表２),说明随着细胞培养时间

的增加,实验组支架更有助于BMSCS细胞的增殖.

表２　PCLＧCS/CPC多孔复合支架对BMSCS
增殖活力 (A 值)的影响 (x±s)

时间 对照组 实验组

１d ０􀆰０５９±０􀆰００９ ０􀆰０５４±０􀆰０１３
２d ０􀆰１６７±０􀆰０１２ ０􀆰１７４±０􀆰０１６
４d ０􀆰３１８±０􀆰０１６ ０􀆰４４８±０􀆰０２２∗

６d ０􀆰５４６±０􀆰０６８ ０􀆰６２６±０􀆰０３５∗

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５.

２􀆰３　PCLＧCS/CPC复合支架对支架内细胞黏附的影响:两

组实验中细胞黏附率均随时间增大而增大,从第２天开始,
实验组支架上的细胞黏附率显著高于对照组,差异有统计学

意义 (P＜０􀆰０５,表３),说明实验组支架的多孔结构更有助

于BMSCS细胞的黏附.

３　讨论

骨组织工程对于组织工程而言是一个非常重要的分支,
不仅是市场对于骨组织材料巨大的需求量,对于医学上骨缺

陷等方面的治疗都具有非常重要的意义.目前临床上使用的

多是基于 “爬行替代”的机制制造出的人工替骨材料,对于

骨缺陷修复、再生等方面仍存在诸多缺陷.为了解决该难

题,骨组织工程在此基础上,提出 “诱导成骨”机制,将支

表３　PCLＧCS/CPC多孔复合支架对BMSCs
黏附率的影响 (％,x±s)

时间 对照组 实验组

１d ５５􀆰１４±０􀆰５０１ ５３􀆰２３±０􀆰４３０
２d ６７􀆰２１±０􀆰６４６ ７３􀆰３４±０􀆰５３８∗

４d ７１􀆰３６±０􀆰６１２ ８２􀆰２５±０􀆰７１５∗

６d ７６􀆰４６±０􀆰７０３ ８８􀆰９７±０􀆰７２４∗

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５.

架材料、骨生长因子和骨组织细胞三者做成一个复合体,其

中支架材料作为核心,不仅为两者提供载体和相互作用的支

持,还为新生长的骨组织提供一个稳定的保护环境.因此,
支架材料对于骨组织工程来说至关重要.

目前市场上的各种支架都有其优缺点.其中应用最广泛

的CPC较之传统材料虽然具有任意塑形、降解速度慢、操

作方便等优点,但仍然具有韧性低、较脆等低机械性能的缺

点.天然生物材料如壳聚糖等虽然具有良好的生物相容性和

降解性,但单纯的天然生物材料制备的支架材料仍然具有机

械效能差、生物响应不足等缺点.高分子聚合物如 PCL等

虽然具有良好的力学性能和可降解性,但存在细胞亲和性较

差等缺点.多项研究表明,单一材料很难符合骨组织工程中

支架材料的要求,期望通过几种材料互相融合,制备出具有

良好性能的支架材料[３Ｇ４].Shen等[５]将自制硫酸钙/贝壳复

合支架与硫酸钙支架分别置入家兔股骨缺损模型中,复合支

架组显示出更好的促成骨作用.Han等[６]将血间质祖细胞

负载到纳米羟基磷灰石/硫酸钙/胶原蛋白复合支架上并植入

裸鼠背部,８周后背部有明显骨形成.Depan等[７]将纳米羟

基磷灰石、壳聚糖、海藻酸钠相混合制备了骨修复支架并考

察了其对成骨细胞的毒性,结果表明该支架的浸提物对

MC３T３ＧE１成骨细胞无毒性,且细胞黏附率、增殖率均显著

高于单纯壳聚糖支架.
因此,本研究以CPC为基体,PCLＧCS网络结构为增强

有机物,利用 CS、PCL 和 CPC 材料的互补性,得到具有

“支架中的支架”型结构的材料,充分利用每种材料的自身

结构和降解速率的不同,为细胞的种植和组织的长入提供了

理想的环境.结果表明,支架内各组细胞活力及细胞黏附率

随着培养天数的增加而增长,PCLＧCS/CPC复合骨组织工程

支架从第４天开始的支架内细胞增殖活力较 CPC支架显著

增强,从第２天开始,PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架细

胞黏附率同样显著高于 CPC支架,由此说明复合工程材料

的微结构、生物相容性、内部细胞生长环境较单一材料均有

显著的提升,这与上述同类研究结果是一致的.下一步将进

一步观察成骨细胞在其内部的生长和迁移情况,为该复合支

架最终临床上的应用奠定基础.

参考文献

[１]蔡舒,于显著,许国华,等．αＧ磷酸三钙骨水泥自固化制备多孔

磷酸钙复相陶瓷 [J]．硅酸盐学报,２００６,３４ (３):３２４Ｇ３２８．
[２]吴学军,冯尔宥．聚己内酯Ｇ壳聚糖磷酸钙骨水泥复合骨组织工

程支架的制备及细胞毒性研究 [J]．福建医药杂志,２０１８,４０
(６):１２６Ｇ１２８．

􀅰４２１􀅰 福建医药杂志２０１９年１０月第４１卷第５期　FujianMedJ,October２０１９,Vol􀆰４１,No􀆰５



[３]张志达,江晓兵,沈耿杨,等．磷酸钙及硫酸钙支架在骨组织

工程中的研究进展 [J]．中国组织工程研究,２０１６,２０ (８):

１２０３Ｇ１２０９．
[４]马新芳,张静莹．骨组织工程支架材料的研究现状与应用前景

[J]．中国组织工程研究,２０１４,１８ (３０):４８９５Ｇ４８９９．
[５]ShenY,YangS,LiuJ,etal．Engineeringscaffoldsintegrated

withcalciumsulfateandoystershellforenhancedbonetissuereＧ

generation [J],ACS Appl MaterInterfaces,２０１４,６ (１５):

１２１７７Ｇ１２１８８．

[６]HanX,WuX,LiuH,etal．EctopicosteogenesisofaninjectＧ
ablenHAC/CSHloadedwithbloodＧacquired mesenchymalproＧ

genitorcellsinanudemicemodel[J]．JMaterSciMaterMed,

２０１５,２６ (１):５３３８．
[７]DepanD,ShahJ,MisraR．Degradationmechanismandincreased

stability ofchitosanＧbased hybrid scaffolds crossＧlinked with
nanostructuredcarbon:processＧstructureＧfunctionalpropertyreＧ
lationship [J]．Polym Degrad Stabil,２０１３,９８ (１１):

２３３１Ｇ２３３９．

􀅰基础研究􀅰

基于多重信号放大的miRＧ１３５b电化学传感器的制备及效果评价
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【摘　要】　目的　通过 “多重信号放大策略”构建一种 miRＧ１３５b电化学传感器,并将其用于骨肉瘤标志物 miRＧ１３５b
的检测,考察其应用价值.方法　设计高特异性茎环捕获探针 (CP)并进行末端氨基修饰,再采用 LＧ赖氨酸通过循环伏安

电聚合法在电极表面形成一层纳米膜,将捕获探针与修饰电极通过共价键相连后,通过 TＧ７核算外切酶实现靶序列 (TP)
循环,再通过辅助探针 AP１和 AP２,使得捕获探针、辅助探针 AP１和 AP２三者通过 DNA纳米长距自组装技术进行级联杂

交,从而在电极表面形成 “三明治”DNA双链形态的 miRＧ１３５b电化学传感器,并用其检测骨肉瘤、良性骨肿瘤及健康对照

组人群血清中的 miRＧ１３５b.结果　成功构建了一种基于 “多重信号放大策略”的 miRＧ１３５b电化学传感器,其检测峰电流值

与 miRＧ１３５b浓度的对数在１􀆰０~１􀆰０×１０４pmol/L范围内成正比,检出限 (S/N＝３)为０􀆰５２pmol/L,具备良好的稳定性、
重现性和特异性,在检测人血清时具有良好的灵敏性.结论　成功构建了一种基于 “多重信号放大策略”的 miRＧ１３５b电化

学传感器,其检测限低,准确性好,作为骨肉瘤患者的大规模筛查和连续动态检测具有重大的现实意义.
【关键词】miRＧ１３５b;电化学传感器;多重信号放大策略;骨肉瘤
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　　近些年,虽然骨肉瘤的治疗获得了较大的发展,但由于

其早期极易发生肺转移,故患者５年整体生存率低于３０％,
所以骨肉瘤的早期诊断是疾病治疗的关键[１].生物传感器是

利用生物特异性对生物分子进行特异性识别与反应并进行检

测的新一代生物检测技术,在肿瘤标志物的快速检测方面得

到了迅猛发展[２].本研究拟利用 microRNA的结构特点,设

计高特异性茎环捕获探针 (CP)并进行末端氨基修饰,再

采用LＧ赖氨酸通过循环伏安电聚合法在电极表面形成一层

纳米膜,将捕获探针与修饰电极通过共价键相连后,通过

TＧ７核酸外切酶实现靶序列 (TP)循环,再通过辅助探针

AP１和 AP２形成 “多重信号放大”,从而实现对骨肉瘤特异

性标记物 microRNAＧ１３５b的灵敏检测,为骨肉瘤的早期临

床诊断奠定基础.

１　材料和方法

１􀆰１　实验材料:三电极 (玻碳电极、饱和甘汞电极、铂丝

电极)系统 (北京仪电科技有限公司);T７核酸外切酶 (美
国 HyＧclone公司);聚LＧ赖氨酸、Al２O３ 粉 (国药集团化学

试剂有限公司)、探针成环溶液 (宝生物工程 (大连)有限

公司);磷酸盐 (PBS)缓冲溶液 (美国Sigma).

１􀆰２　实验方法:

１􀆰２􀆰１　miRＧ１３５b高特异性茎环 (HP)捕获探针及辅助探

针 AP１、 AP２ 的 设 计: 从 miRNA 数 据 库 miRBase
(http://microrna􀆰sanger􀆰ac􀆰uk/)中查找 miRＧ１３５b序列,

按照 DNA互补原则得到其茎环识别探针的环部.然后,将

上述环部 DNA序列和启动区 DNA 序列相结合,选用文献

[３]中提供的茎环二级结构预测系统,从而设计出 miRＧ
１３５b的最适茎环识别探针,再根据 miRＧ１３５bHP捕获探针

设计出辅助探针 AP１、AP２.本实验使用的所有探针 DNA
序列均由上海生工生物技术有限公司合成,其序列如下:

表１　所用探针的DNA序列

　序列名称 　碱基序列

目标探针(TP) ５′ＧCTC AAT AAG CAA AAT GGG TTA
CCCTAGGGTAAAAAＧ３′

捕获探针(CP) ５′ＧTATGGGTAACCCTTATTGAGＧNHＧ３′

辅助探针１(AP１) ５′ＧTTACCCATAGGGTAATTATAACCC
TTAGGCＧ３′

辅助探针２(AP２) ５′ＧTTACCCTTACCCTTAGCCAATGGG
TTATAAＧ３′
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