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摘要 目的：探究 RGD多肽修饰钙磷陶瓷支架材料对骨质疏松（osteoporosis, OP）兔成骨能力和骨功能的影响极其可能的作用机

制。方法：选取 40只雌性 SPF级新西兰大白兔，随机分为 A组（正常对照组）和 B组（OP组），每组各 20只，再将 A组随机分为

A1组：sham组、A2组：sham+HA组、A3组：sham+BCP组、A4组：sham+RGD-BCP组，每组 5只；B组随机分为 B1组：OP组、B2

组：OP+HA组、B3组：OP+BCP组和 B4组：OP+RGD-BCP组，每组 5只。B组采用去势法制备 OP模型，检测相关指标。结果：A

组兔术前和术后 3个月时 BMD无变化（P>0.05），B组兔术后 3个月时的 BMD值较术前下降（P<0.05）。自第 4 d开始，A组和 B

组 RGD-BCP支架材料组细胞的 OD值高于 HA和 BCP支架材料（P<0.05），且 B组之间的差异较 A组更大（P<0.05）。Western

Blot分析显示，A、B两组中 RGD-BCP中整合素 av茁3的表达高于 HA和 BCP（P<0.05），且 B组之间的差异较 A组更大（P<0.05）。
B4和 A4组 p38 MAPK蛋白的相对表达均低于、Wnt5a和 茁-catenin表达均高于 B2、B3和 A2、A3组 (P<0.05)，此外，A4组 p38

MAPK蛋白的相对低于、Wnt5a和 茁-catenin表达高于 B4组(P<0.05)。结论：RGD-BCP对兔 BMSCs具有良好的相容性和吸附作

用，对 OP模型兔更显著；且 RGD-BCP的机制可能与调控 p38 MAPK/Wnt5a/茁-catenin信号通路有关，为 OP合并骨缺损的修复提

供了新的思路和理论依据。
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Study of Influences and Its Mechanism of RGD Peptide Modified Calcium
Phosphate Ceramic Scaffold Material on Bone Forming Ability and Bone

Function of Osteoporosis Rabbits*

To investigate the influences and its mechanism of RGD peptide modified calcium phosphate ceramic scaf-

fold material on bone forming ability and bone function of osteoporosis (OP) rabbits. 40 female new zealand rabbits were ran-

domly divided into group A(normal control group) and group B(OP group), with 20 rabbits in each group. Group A were randomly divided

into group A1(sham group), group A2(sham+HA group), group A3(sham+BCP group) and group A4(sham+RGD-BCP group); group B

were randomly divided into group B1 (OP group), group B2 (OP+HA group), group B3 (OP+BCP group) and group B4(OP+RGD-BCP

group), with 5 rabbits in each group. In group B, the OP model was prepared by the castration method to detect the relevant indicators.

The BMD of group A preoperative and 3 months postoperative had no difference (P>0.05), the BMD of group B was decrease 3

months postoperative(P<0.05). The OD of RGD-BCP in group A and B were higher than HA and BCP from 4th day(P<0.05), and the dif-
ference of group B was larger than group A (P<0.05). The expression of integrin av茁3 of RGD-BCP in group A and B were higher than

HA and BCP (P<0.05), and the difference of group B was larger than group A (P<0.05). The relative expression of p38 MAPK of group

B4 and A4 were lower, Wnt5a and 茁-catenin were higher than group B2, B3 and A2, A3(P<0.05), besides, the relative expression of p38
MAPK of group A4 were lower, Wnt5a and 茁-catenin were higher than group B4 (P<0.05). RGD-BCP has good compatibility

and adsorption on rabbit BMSCs, and is more significant for OP model rabbits; and the mechanism of RGD-BCP may be related to the

regulation of p38 MAPK / Wnt 5 a / 茁 -catenin signaling pathway, which provides a new idea and theoretical basis for the repair of OP

with bone defect.
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前言

骨质疏松（osteoporosis, OP）是一种常见的骨矿基退行性

代谢性疾病，多发于老年人和绝经期后女性，主要表现为骨密

度（bone mineral density，BMD）下降、骨质含量减少、骨脆性增

高以及骨组织显微结构改变等，以致于骨折及骨缺损的风险大

大增加、骨愈合大大延迟，增加了患者的致残率和致死率[1,2]。

OP的发病机制较为复杂，尚未研究透彻，目前认为其主要病理

过程为成骨和破骨细胞功能失调，骨吸收活跃而骨形成受抑

制，导致骨基质和骨矿物含量减少，骨皮质变薄以及骨小梁变

细，本病可能的诱因包括遗传、衰老、性腺机能减退、激素水平

及多种细胞因子水平的失调等 [3,4]。随着世界人口老龄化的进

展，OP已逐渐成为社会性的健康问题，愈发受到关注。目前，临

床上由于外伤等原因导致的骨缺损病例愈来愈多，对患者的生

活质量造成了极大的影响，而 OP合并骨缺损的治疗依然是当

前亟待解决的难题之一。骨组织所含矿物质及细胞成分复杂，

结构特殊，且力学性能独特，因此寻找有效的可进行骨修复的

理想替代材料难度极大[5]。随着组织工程学的不断发展，生长因

子、种子细胞以及支架材料研究逐渐深入和广泛，支架材料已

逐步成为修复骨缺损的重要载体[6]。基于此，本研究针对一种钙

磷陶瓷支架材料，通过分别与正常及 OP模型兔骨髓间充质干

细胞（bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs）共同培养，

并植入体内，初步探讨该材料对于正常及 OP模型兔 BMSCs

增殖和成骨功能的影响，并探究其可能的作用机制，为 OP合

并骨缺损的修复提供新的思路和理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级新西兰大白兔 40只，雌性，5月龄左

右，体质量（2.5± 0.25）kg，由我院动物医学实验室提供，许可证

号：SYXK（苏）2022-1223，实验开始前适应性饲养 2周，普通颗

粒饲料，自由摄食饮水。

1.1.2 实验材料 HA钙磷陶瓷支架材料、BCP双相磷酸钙支

架材料、RGD 多肽表面修饰双相磷酸钙陶瓷支架材料

（RGD-BCP）：四川大学国家生物医学材料工程技术研究中心

提供。

1.1.3 主要试剂 琢-MEM培养基、淋巴细胞分离液、胎牛血

清：美国 Gibco公司；青 -链霉素双抗、胰蛋白酶：美国 Sigma

公司；CCK-8试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒：上海碧云天生物

技 术 有 限 公 司 ； 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ；p38

MAPK/Wnt5a/茁-catenin抗体：美国 Invitrogen公司。

1.1.4 主要仪器 酶标仪：美国 Bio-Tek公司；生物安全柜：北

京东联哈尔仪器制造有限公司；细胞培养箱：Thermo Fisher

Scientific；超低温冰箱：美国 Thermo Scientific公司；低温高速

离心机：美国 Sigma公司；倒置光学显微镜：日本尼康仪器有限

公司。

1.2 方法

1.2.1 分组及建模 将 40只新西兰兔随机分为 A组（正常对

照组）和 B组（OP组），每组各 20只。其中再将 A组随机分为

A1组：sham组、A2组：sham+HA组、A3 组：sham+BCP组、A4

组：sham+RGD-BCP组，每组 5 只；B 组随机分为 B1 组：OP

组 、B2 组 ：OP+HA 组 、B3 组 ：OP+BCP 组 和 B4 组 ：

OP+RGD-BCP组，每组 5只。B组兔固定于手术台上，常规备

皮、消毒，耳缘静脉注射 3%戊巴比妥，待麻醉效果满意后，沿腹

中线行 5 cm纵切口打开腹腔，结扎双侧卵巢和输卵管并摘除，

逐层缝合；A组采取与 B组相同的麻醉方法和手术入路，打开

腹腔后切除两块与卵巢和输卵管相邻的大小相当的脂肪组织，

随后关闭腹腔。两组兔术后均肌肉注射 16000iu/100g青霉素预

防感染，常规喂养。

1.2.2 BMD测定 建模后 3个月时，处死 A组和 B组所有动

物，取股骨头，采用微型计算机断层扫描系统（microCT:美国

GE公司）进行旋转扫描，对数据进行三维重建分析，测定各组

兔的 BMD值。

1.2.3 兔 BMSCs的提取和培养 兔固定于手术台上，髂脊处

备皮备皮、消毒，耳缘静脉注射 3%戊巴比妥，待麻醉效果满意

后，切口约 1 cm暴露髂棘，采用克氏针钻孔穿刺至髓腔，含肝

素针筒吸取骨髓 5 mL，转移至琢-MEM培养基中混匀，静置，吸

弃上层悬浮的脂肪层，吹打成细胞悬液，加入 5 mL淋巴细胞分

离液，1500 rpm离心 10 min，吸弃中间细胞层后再次离心，得到

糜状单核细胞层，吸取单核细胞制成细胞悬液，调节密度为

1× 109/L接种于含 1%双抗和 10%胎牛血清的完全培养基中，

置于 37℃、5%CO2培养箱中培养，隔日换液一次，待细胞融合

达 80%即可以 0.25%胰蛋白酶消化传代，待传至第三代时，转

移至含 1× 10-2 mol/L 茁-磷酸甘油钠、50 mg/L维生素 C和 1×

10-8 mol/L地塞米松的 琢-MEM培养基中诱导培养 3 d，诱导后

经细胞表型鉴定为成骨样细胞后进行后续实验。

1.2.4 CCK-8法测定不同支架材料对细胞增殖的影响 取第

三代兔 BMSCs，0.25%胰蛋白酶消化，培养基重悬并调整至

1× 104个 /孔，接种于 96孔板中，取 HA、BCP和 RGD-BCP三

种支架材料浸泡于 琢-MEM培养基中 1 d，弃去废液，接种细

胞，加入 20%FBS 琢-MEM培养基至支架材料刚刚完全浸没，分

别于第 1、4、7、9 d时，采用酶标仪测量各组细胞在 450 nm处

的吸光度（OD）值，使用 GraphPad Prism 6 软件分析并绘制细

胞生长曲线。

1.2.5 Western Blot检测整合素 av茁3的表达 取 A2-A4组和

B2-B4组兔，在其背部左侧制作肌袋，根据分组将三种不同的

支架材料分别植入相应兔的肌袋中并缝合，另在背部右侧制作

空白对照区域，只进行切开缝合，不植入材料（图 1），在植入 16

周后，取出各组兔背部植入的支架材料及周围肌肉组织，将周

围肌肉组织研磨匀浆，离心后取下层沉淀，加入 RIPA裂解液

裂解提取总蛋白，BCA法测定总蛋白浓度，各组取 20 滋g蛋白
上样，电泳，转膜，5%脱脂奶粉封闭，洗膜，加一抗，4℃下孵育

过夜，TBST洗涤 3次，加二抗，室温下孵育 2 h，ECL显色，以

GAPDH为内参，Image Lab 软件处理分析各组兔肌肉组织中

整合素 av茁3的表达。
1.2.6 Western Blot测定 p38 MAPK/Wnt5a/茁-catenin 信号通路
蛋白的表达 取各组 BMSCs，离心取下层沉淀，加入 RIPA裂

解液裂解提取总蛋白，BCA法测定总蛋白，上样，电泳，转膜，

封闭，洗膜，加一抗，4℃下孵育 12 h，TBST洗膜，加二抗，室温

孵育 1 h，TBST洗膜，ECL显色，以 茁-actin为内参，Image Lab
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1.3 统计学方法

应用 SPSS 23.0软件进行数据统计分析，计量资料 x± s 表
示，比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况观察及 BMD变化

两组兔在造模之后术后伤口愈合良好，无红肿、感染、开裂

等症状，3个月内均存活良好，未见死亡，毛色灰暗，两组兔均

体重明显增加，A 组增加（0.61± 0.21）kg，B 组增加（1.12±

0.43）kg，B组增加更为明显。A组兔术前和术后 3个月时 BMD

无明显变化（P>0.05），B组兔术后 3个月时的 BMD值较术前

显著下降（P<0.05），结果见表 1。

Note: *P<0.05 compared to 3 months after group A and before group B.

表 1 两组兔股骨 BMD值比较(x± s, n=20)
Table 1 Comparison of BMD values of both rabbit femoral groups (x± s, n=20)

Groups Preoperative Three months after surgery t P

Group A 0.36± 0.04 0.37± 0.06 0.310 0.764

Group B 0.37± 0.05 0.20± 0.03* 6.519 <0.001

t 0.349 5.667

P 0.736 <0.001

2.2 原代兔 BMSCs形态观察

倒置显微镜观察可见，A组原代细胞形状较为规则，呈现

典型的梭型、纺锤型 BMSCs形态；B组原代细胞形状杂乱不

一，部分可见梭型、纺锤型 BMSCs形态。

2.3 三种支架材料对兔 BMSCs增殖的影响

三种不同支架材料对正常或 OP模型兔 BMSCs增殖的影

响见图 3，第 1 d时各组细胞所测得的 OD值无明显差异（P>0.
05），自第 4 d开始，A组和 B组 RGD-BCP支架材料组细胞的

OD值显著高于 HA和 BCP支架材料（P<0.05），且 B组之间的

差异较 A组更大（P<0.05）。

图 2-1 正常兔 BMSCs与三种支架材料复合培养细胞生长曲线

Fig.2-1 Growth curves of normal rabbit BMSCs with three scaffolds

图 2-2 OP模型兔 BMSCs与三种支架材料复合培养细胞生长曲线

Fig.2-2 GrowthcurvesofrabbitBMSCsincombinationwith threescaffolds

2.4 整合素 av茁3的表达比较
Western Blot分析显示，三种支架植入体内后周围肌肉组

织中整合素 av茁3的表达均显著高于空白肌肉组织（P<0.05），

同时 A、B两组中 RGD-BCP中整合素 av茁3 的表达显著高于
HA和 BCP（P<0.05），且 B 组之间的差异较 A组更大（P<0.
05），各组Western Blot检测条带图分析见图 3。

软件处理分析各组细胞 p38 MAPK、Wnt5a、茁-catenin蛋白的相 对表达。

图 1 支架材料植入手术图

Fig.1 Surgical diagram of stent material implantation
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图 3 整合素 av茁3 Western Blot检测条带图

Fig.3 Plot of the integrin av茁3 Western Blot detection bands

2.5 p38 MAPK/Wnt5a/茁-catenin信号通路蛋白的相对表达
B4和 A4组 p38 MAPK蛋白的相对表达均低于、Wnt5a和

茁-catenin 表达均高于 B2、B3 和 A2、A3 组（P<0.05），此外，A4
组 p38 MAPK 蛋白的相对低于、Wnt5a 和茁-catenin 表达高于
B4组（P<0.05），见表 2。

3 讨论

OP已被世卫组织列为包括心脑血管病、肿瘤、艾滋病在内

的二十一世纪影响人类健康的四大疾病之一，严重影响生活质

Note: *P<0.05 compared to A2, A3 and A4; #P<0.05 compared to B2 and B3.

表 2 各组细胞中 p38 MAPK/Wnt5a/茁-catenin信号通路蛋白的相对表达比较（x± s, n=5）
Table 2 Comparative comparison of relative expression of p38 MAPK / Wnt 5 a / 茁 -catenin signaling pathway proteins in cells of each group

(x± s, n=5)

Groups p38 AMPK Wnt5a 茁-catenin

A2 2.34± 0.64 0.81± 0.09 0.81± 0.17

A3 1.86± 0.35 1.05± 0.13 1.09± 0.23

A4 1.23± 0.14 1.21± 0.22 1.33± 0.27

B2 3.45± 1.09* 0.49± 0.11* 0.54± 0.13*

B3 2.27± 0.35* 0.67± 0.09* 0.83± 0.21*

B4 1.63± 0.23*# 0.89± 0.17*# 1.06± 0.29*#

量和生命健康[7]，而因各种原因所导致的骨缺损的发生率同样

也在持续走高，但对于 OP合并骨缺损却缺乏理想的治疗手

段[8,9]。目前临床上采取的骨修复手段主要包括自体骨移植、同

种异体骨移植和人工骨移植替代材料，但自体骨获取过程极为

复杂，患者较为痛苦，而同种异体骨移植存在较大的异物排斥

反应和感染风险，上述两者均存在一定的缺陷[10,11]。随着生长因

子、种子细胞和生物材料支架等三大因素所构成的组织工程技

术的不断发展，骨组织工程学为修复骨缺损提供了一个新的

选择。

理想的骨缺损修复生物支架材料应具备以下特性：生物相

容性、降解性、多孔三维结构、骨传导、骨诱导及成骨作用等[12]。

现有的支架材料种类繁多，HA钙磷陶瓷作为常见的支架材料，

具有良好的生物相容性及诱导成骨能力[13]；双相磷酸钙（BCP）

通常为一定比例的茁-磷酸三钙和羟基磷灰石所构成的复合体，
同时具备上述两种材料的生物活性、生物相容性、适宜的降率

以及优异的骨传导和骨诱导性等优点，不仅可为特定细胞提供

结构支撑，有利于细胞的增殖、分化和粘附，而且还可为细胞生

长提供合适的支架结构，以利于细胞营养物质的交换和代谢产

物的排出，此外还可引导骨组织再生以及控制骨组织结构形

态，方便用于填充特定尺寸和形状的骨缺损，近年来在牙颌、颅

面骨缺损重建中应用愈加广泛[14]。然而 BCP作为支架材料尚

存一定的不足，如亲水性较差、表面自由能较低、对细胞缺乏供

其吸附识别的位点等，因而易造成接种细胞的脱落和流失，不

利于材料发挥治疗作用[15]，故考虑对其表面进行修饰，以加强

其对于细胞的吸附能力，从而有效增强支架材料的治疗作用。

植入材料的表面特性将直接影响细胞的黏附、分化乃至组

织的愈合，细胞在材料表面的初期黏附将决定其后的铺展、增

殖和分化，由细胞表面整合素受体调节的细胞与植入材料之间

的黏附作用是一个复杂的过程[16]。RGD序列是广泛存在于层粘

连蛋白、玻璃粘连蛋白及纤维粘连蛋白等细胞外基质中的短

肽，也是整合素家族中大多数能识别其配体的最小氨基酸序

列，故将该氨基酸序列修饰在高分子材料表面可以实现使细胞

与之特异性结合的目的[17]。通过外源性 RGD多肽修饰表面后

的植入材料，既可保留原有的理化性质和生物相容性，同时又

被赋予了新的表面活性，从而更好的促进细胞的黏附，与周围

组织发生牢固而持久的结合[18]。已有多项研究[19,20]表明，RGD可

促进多种生物材料（如壳聚糖、小牛骨粉等）与细胞之间的黏

附，并促进细胞的增殖和分化，且不会影响机体组织的酶活性

和代谢。对于 OP的治疗，有学者[21]将雌激素与 RGD多肽缀合

后得出结论：使用 RGD与雌激素缀合有效提高了激素替代治

疗的疗效，且降低了替代治疗的不良反应。上述研究提示，RGD

多肽序列在 OP的治疗当中起着较为明显的作用，而将 RGD

多肽序列修饰于支架材料的表面也被研究证明对于骨缺损情

况下的成骨有利，故 RGD修饰 BCP支架材料在对OP合并骨

缺损的治疗中应该具有较为明显的优势。

在本研究中，应用 CCK-8法分别对与三种支架材料复合

培养的 BMSCs进行细胞活性测定，结果显示，各组细胞在实验

期间均呈现显著的增殖趋势，提示三种材料均对兔 BMSCs无

细胞增殖毒性；此外，各组细胞在第 1 d时所测得的 OD值相

近，而自第 4 d开始，各组细胞测得的 OD值开始出现较为明显

差异，RGD-BCP组的 OD值明显高于其他两种材料，而 B组各

组间的差异较 A组更为明显，提示 RGD-BCP材料对 OP兔

BMSCs的增殖促进作用较其他两种材料更强，细胞相容性更

优，说明 BMSCs在 RGD-BCP材料的表面和孔隙内粘附、生

4010窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.21 NOV.2023

长、分化和增殖。

支架材料对于细胞的粘附能力主要依靠对于受体 -整合

素的特异性识别而发挥作用，整合素是由琢、茁两个亚基组成的
跨膜受体，琢、茁亚基的外区构成特异性受体与配体的结合，最
常见的配体位点是 RGD序列[22,23]。在正常状态下，骨组织不断

地进行着重建，骨组织的形成与改建与成骨细胞和破骨细胞的

发挥作用密切相关的。破骨细胞在旧骨表面附着，后释放细胞

因子，当细胞因子被识别后，即开始形成骨吸收。在骨吸收的过

程中，与细胞外基质的粘附是作用开始的关键步骤[24]。既往研

究 [25] 表明，破骨细胞外最为重要的细胞因子为整合素 av茁3。
RGD可破骨细胞粘附分子的特异性结合可以封闭破骨细胞的

整合素天然受体通道，发挥竞争性拮抗作用，抑制破骨细胞发

挥骨吸收的作用。在 OP环境当中，成骨细胞与破骨细胞同时

发挥作用，由于破骨细胞的抑制减少，使得破骨强于成骨作用

而使骨质破坏增多，而 RGD多肽序列修饰的支架材料即为一

种既可满足抑制骨吸收、同时又可促进新骨形成的理想材料。

本研究结果显示，三种支架材料周围肌肉组织整合素 av茁3的
表达水平均明显升高，RGD-BCP材料周围肌肉组织中整合素

av茁3 的表达较 HA 和 BCP 材料更高，而在 OP 模型兔中，

RGD-BCP支架材料周围肌肉组织中整合素 av茁3的表达较其
他组提高的比例更为明显，提示 RGD有效结合了 OP模型兔

整合素 av茁3，表明其对于成骨相关细胞起到了较为明显的吸
附作用。

对进一步机制通路的研究显示，B4 和 A4 组 p38 MAPK

蛋白的相对表达均低于、Wnt5a 和 茁-catenin 表达均高于 B2、

B3和 A2、A3组(P<0.05)，此外，A4 组 p38 MAPK蛋白的相对

低于、Wnt5a 和 茁-catenin 表达高于 B4 组 (P<0.05)，提示
RGD-BCP对成骨分化功能的调节与下调 p38 MAPK、上调

Wnt5a和 茁-catenin表达有关。AMPK为丝 /苏氨酸蛋白激酶组

成的机体中的重要的能量调节器，参与能量代谢、内皮功能、炎

症反应和氧化还原反应等多项生理病理进程之中，在氧化应激

状态下可激活化为磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（pAMPK），促

进 ATP的生成并抑制其消耗，以帮助细胞渡过急性损伤[26]。

Wnt配体是一类分泌型糖蛋白，可同时激活Wnt经典和非经典

通路，诱导复杂信号网络的形成。经典的Wnt信号通路传导分

子包括Wnt分泌蛋白、茁-连环蛋白、糖原合成激酶 3茁、跨膜受
体卷曲蛋白、松散蛋白、轴蛋白、T细胞因子、酪蛋白激酶 1等，

茁-连环蛋白是其中重要的功能蛋白之一，早期研究发现其具有
粘附分子和维持细胞膜稳定的作用，此外还涉及重要的细胞活

动和信号转导，是介导成骨细胞生长和分化的重要因子之一，

而 茁-catenin在细胞核内的含量变化是信号转导的关键步骤[27]。

国内有学者研究报道[28]，氧化应激反应通过激活 p38 MAPK而

引起组织和细胞损伤，破坏成骨细胞的活性，过多的活性氧可

促进Wnt/茁-catenin通路中关键基因的转录，最终抑制成骨细
胞的增殖、分化和矿化，从而形成 OP，p38 MAPK磷酸化水平

可代表其激活状态和损伤程度；抗氧化药物通过清除活性氧和

增强机体内源性抗氧化能力，抵抗对成骨细胞的损伤，促进其

增殖和分化，该作用是通过调控 p38 MAPK/Wnt5a/茁-catenin信
号转导通路实现的。

综上所述，RGD-BCP对兔 BMSCs具有良好的相容性和吸

附作用，对 OP模型兔更显著；且 RGD-BCP的机制可能与调控

p38 MAPK/Wnt5a/茁-catenin信号通路有关，为 OP合并骨缺损

的修复提供了新的思路和理论依据。
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