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浓缩生长因子促进干细胞成骨分化的研究进展*
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  [摘要] 近年来骨组织工程受到了广泛关注,在具有骨诱导性的支架上添加多种生长因子,并和干细胞一

起移植至骨缺损部位,以促进骨再生。浓缩生长因子(CGF)为第3代血小板浓缩物,其获取途径广泛,安全方

便。它由植入大量血小板、白细胞、生长因子等的柔软疏松的的纤维蛋白支架组成,并可以有控制地缓慢释放生长

因子。大量研究报道,CGF有良好的生物相容性及骨诱导性,可以单独或与其他骨移植材料联合应用促进干细胞

增殖及成骨分化。本文主要对CGF在干细胞成骨分化中的作用作一综述,以期为CGF的应用提供参考。
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  [Abstract] In

 

recent
 

years,bone
 

tissue
 

engineering
 

in
 

which
 

a
 

variety
 

of
 

growth
 

factors
 

are
 

added
 

to
 

the
 

osteoinductive
 

scaffold
 

and
 

transplanted
 

to
 

the
 

bone
 

defect
 

site
 

together
 

with
 

stem
 

cells
 

to
 

promote
 

bone
 

re-
generation,has

 

attracted
 

wide
 

attention.Concentrated
 

growth
 

factor
 

(CGF)
 

is
 

the
 

third-generation
 

platelet
 

concentrate,which
 

is
 

widely
 

available,safe
 

and
 

convenient.It
 

consists
 

of
 

a
 

soft
 

and
 

loose
 

fibrin
 

scaffold
 

im-
planted

 

with
 

a
 

large
 

number
 

of
 

platelets,leukocytes,growth
 

factors,etc,and
 

can
 

slowly
 

release
 

growth
 

factors
 

in
 

a
 

controlled
 

manner.A
 

large
 

number
 

of
 

studies
 

have
 

reported
 

that
 

CGF
 

has
 

good
 

biocompatibility
 

and
 

os-
teoinductivity,and

 

can
 

be
 

used
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

with
 

other
 

bone
 

graft
 

materials
 

to
 

promote
 

stem
 

cell
 

proliferation
 

and
 

osteogenic
 

differentiation.In
 

this
 

paper,the
 

role
 

of
 

CGF
 

in
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

stem
 

cells
 

was
 

reviewed,in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

application
 

of
 

CGF.
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  创伤、坏死、肿瘤、先天畸形等各种原因都可能导

致大面积骨缺损和骨愈合失败,这些在人或动物的一

生中不能完全愈合的缺陷称为临界骨缺损[1]。临界

骨缺损通常需要手术用自体骨移植或骨移植替代物

重建。其中自体骨移植常需要额外手术,且供体有

限;骨替代材料存在塑形性和成骨能力不足等缺

点[2]。而且,由于祖细胞数量不足,缺乏向缺损部位

的迁移,无法分化为成骨细胞,在临界骨缺损的愈合

过程中仍存在难题[3]。因此,骨组织工程受到了广泛

关注,其可通过添加多种生长因子的具有骨诱导性的

支架,将干细胞运送至缺损部位以促进骨再生。
生长因子的释放是组织再生研究中具有挑战性

的问题,目前浓缩生长因子(concentrated
 

growth
 

fac-
tor,CGF)作为能够控制其释放的储蓄库,正受到许多

研究者的关注。CGF作为第3代血小板浓缩物,柔软

疏松的纤维蛋白支架内包埋了大量的血小板、白细胞

和红细胞,含有大量生长因子,很多学者研究表明

CGF可以单独或和其他骨移植材料联合应用促进干

细胞增殖及成骨分化。在骨组织工程中,牙源性干细

胞及骨髓间充质干细胞(bone
 

marrow-derived
 

mes-
enchymal

 

stem
 

cells,BMSCs)等常被用于研究。其

中,牙源性干细胞是具有自我更新能力和多向分化潜

力的间充质干细胞群体。从较早发育阶段的组织(如
牙胚、牙囊、初生脱落的乳牙)或成人牙齿组织(如成
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人牙髓、根尖乳头、牙周韧带和牙龈)中分离出神经嵴

来源的干细胞,其可分化形成颅面软骨和骨,用于自

体移植重建人颅面骨[4]。
1 CGF的发展

  1974年,含有多种自体生长因子和纤维蛋白支架

的血小板浓缩物被发现[5]。富血小板血浆(platelet-
rich

 

plasma,PRP)作为第1代浓缩血小板已被用于各

种医疗领域,但是近年来其使用受到限制,主要是由

于添加凝血酶和氯化钙增强纤维聚合作用已被证明

会引起交叉感染、免疫排斥等不良反应[6]。为了克服

这些问题,在不添加抗凝剂的情况下离心并分离出富

血小 板 纤 维 蛋 白(platelet-rich
 

fibrin,PRF)[7]。与

PRP不同,PRF的纤维蛋白基质充当3D支架,允许

生长因子缓慢释放,同时为细胞黏附、迁移和分化提

供空间[8]。2006年,有学者通过改变离心速度 从

PRF中分离出CGF,其可诱导纤维蛋白原转化为纤

维蛋白,从而形成具有高抗张强度的基质,促进血小

板破裂和生长因子释放[9-10]。目前认为CGF在成分

和临床适用性方面优于PRP和PRF。
2 CGF的主要成分及作用

  CGF主要由多种生长因子、细胞、血小板及纤维

网状支架组成。在CGF的制备中,血液样品通过固

定程序进行差速离心处理分离出CGF凝胶层,由上

层贫血小板层、中层血浆和下层红细胞层3层组成,
CGF也具有3个部分,即最上面部分呈白色,最下面

部分呈红色,中间部分为血沉层,呈棕黄色[11]。电子

显微镜扫描显示,CGF上部为3D网络,主要由纤维

蛋白和一些类似天然纤维蛋白的小直径纤维蛋白分

子组成,有利于细胞黏附;下部含有大量的细胞成分,
包括血小板、白细胞和红细胞[12],值得注意的是,其中

还存在大量参与血管生成的分化细胞簇———CD34阳

性细胞[13]。通过纤溶激活包裹在CGF的纤维蛋白支

架中的血小板可促进生长因子的持续释放,如转化生

长因子-β1(transforming
 

growth
 

factor-β1,TGF-β1)、
血小板衍生生长因子(platelet

 

derived
 

growth
 

factor,
PDGF)、胰岛素样生长因子(insulin-like

 

growth
 

fac-
tor,IGF)、骨形态发生蛋白(bone

 

morphogenetic
 

pro-
tein,BMP)、血管内皮生长因子(vascular

 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)、表 皮 生 长 因 子 (epidermal
 

growth
 

factor,EGF)和 碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子

(basic
 

fibroblast
 

growth
 

factor,bFGF),上述生长因

子已经被证实是组织工程中调节干细胞活性所必需

的[9,14]。TGF-β1在大多数生理环境中是一种趋化和

促有丝分裂因子,可促进间充质干细胞增殖和细胞外

基质合成[15]。PDGF刺激成纤维细胞、成骨细胞和间

充质干细胞的增殖,还参与血管生成和胶原蛋白的生

物合成[16]。IGF调节多种细胞类型的增殖、迁移和分

化,并诱导周围神经形成[17]。VEGF是血管生成中内

皮细胞增殖和迁移的关键调节因子,并在新生血管形

成过程中调节缺血环境中的血管通透性[18]。BMPs
是一类参与骨形成和发育的分泌型多功能蛋白[19]。
EGF在细胞分化、迁移和凋亡中发挥作用,并且在体

外和体内均可作为有效的有丝分裂原[20]。bFGF是

一种具有促有丝分裂和血管生成活性的单链蛋白,可
促进受损内皮细胞的修复和血管生成[21]。
3 CGF对干细胞成骨分化的作用

3.1 CGF促进牙周膜干细胞(periodontal
 

ligament
 

stem
 

cells,PDLSCs)增殖及成骨分化

YU等[22]报道,将CGF与比格犬PDLSCs共培

养发现,CGF能显著促进PDLSCs增殖,增强碱性磷

酸酶(alkaline
 

phosphatase,ALP)的活性、矿化结节的

沉积能力和上调成骨相关基因的表达来促进其成骨

分化,而且这种作用随CGF浓度增加而增强。贾婷

婷[23]将PDLSCs接种于CGF膜上培养,发现CGF膜也

可显著促进PDLSCs增殖和成骨分化。QIAO等[24]初

步探讨了关于CGF促进hPDLCs成骨分化的机制,发
现CGF显著促进人PDLSCs(hPDLCs)的增殖和ALP
活性,且与重组人血小板衍生生长因子-AB(rhPDGF-
AB)和重组人转化生长因子-β1(rhTGF-β1)的联合作

用相比,其作用更强,Wnt/β-catenin信号通路在早期

参与了CGF诱导的细胞增殖和分化。而关于CGF
对炎症环境下PDLSCs的作用,LI等[25]研究报道在

肿瘤坏死因子α(TNF-α)诱导的炎症微环境下,CGF
渗出液明显增强了hPDLCs的增殖和成骨分化,CGF
中所含的TGF-β1通过上调Runx2转录因子表达减

轻了 TNF-α对hPDLCs成骨分化的抑制作用。而

AGHAMOHAMADI等[26]报道,CGF促进PDLSCs
增殖无剂量依赖性,高浓度CGF显著抑制PDLSCs
增殖,并认为由TGF-β和蛋白水解酶介导。
3.2 CGF促进牙髓干细胞(dental

 

pulp
 

stem
 

cells,
DPSCs)增殖及成骨分化

牙本质-牙髓复合物对于牙齿的长期完整性和活

力至关重要,但它容易受到外部因素的损伤。随着干

细胞组织工程的发展,将牙源性干细胞与组织修复微

环境相结合以促进牙本质-牙髓复合物再生的可能性

增加。JIN等[27]发现,CGF以剂量依赖的方式促进

DPSCs增殖,高浓度CGF抑制DPSCs的内皮分化和

成牙本质细胞分化,且高剂量CGF的负面作用可能

与浓度增加时TGF-β、白细胞介素(IL)-1β和IL-6过

量有关。JUN 等[28]用 CGF提取物处理人 DPSCs
(hDPSCs),发现CGF提取物显著促进hDPSCs增殖

和迁移,且呈剂量依赖性。XU等[29]的实验也表明,
CGF以剂量依赖的方式促进暴露于脂多糖的DPSCs
的增殖、迁移和分化,可能是由于CGF处理的DPSCs
分泌 TNF-α和IL-8 促 进 了 DPSCs迁 移。TIAN
等[30]研究发现,CGF以剂量依赖的方式促进DPSCs
的增殖和迁移,CGF通过上调RUNX2转录因子增强

DPSCs成牙或成骨分化,且骨形成蛋白2(BMP-2)/
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Smad5/Runx2信号通路与CGF介导的DPSCs矿化

有关。LI等[31]研究了CGF渗出液(CGFe)和 TGF-
β1的协同作用,结果表明 CGFe和 TGF-β1增强了

hDPSCs活力,并通过激活有丝分裂原活化蛋白激酶

(MAPK)信号通路促进hDPSCs的活力和成骨分化。
3.3 CGF促进BMSCs增殖及成骨分化

BMSCs是骨组织工程中常用的一种多能干细

胞,能够多向分化。HONDA等[32]报道了CGF促进

BMSCs的增殖及成骨分化,且这种作用呈剂量依赖

性。CHEN等[33]进一步证实CGF联合BMSCs修复

骨缺损具有独特的天然优势,研究结果表明CGF与

BMSCs结合可以形成纤维蛋白支架,这种支架对成

骨有强大的作用,同时还具有血管生成的辅助作用,
而且CGF与BMSCs联合具有良好的骨诱导活性,是
一种优秀的骨再生生物材料。近期,张月等[34]实验结

果表明,CGF能有效促进BMSCs在矿化胶原材料上

的黏附、增殖和成骨分化,其中10%
 

CGF渗出液效果

最显著,而且与矿化胶原材料联合应用可促进骨

形成。
3.4 CGF促 进 脂 肪 干 细 胞 (adipose

 

derived
 

pulp
 

stem
 

cells,ADSCs)增殖及成骨分化

与其他来源的干细胞相比,ADSCs具有供应丰

富、制备简单、再生能力强等优点,正在成为组织工程

中种子细胞的重要来源[35-36]。马翔宇等[37]探讨CGF
对ADSCs成骨作用的影响,证实了比格犬ADSCs在

体外矿化环境诱导下可出现骨向分化,CGF可通过释

放生长因子显著加强ADSCs的增殖及成骨效应。近

来 HU 等[38]探 究 了 不 同 含 量 CGF(0、5%、10%、
20%)对 ADSCs增殖分化的影响,发现在体外促进

ADSCs增殖和分化的最佳含量为20%,将 CGF与

ADSCs相结合的复合物植入骨缺损处在大鼠体内显

示出良好的成骨作用,证明CGF/ADSCs复合物可以

促进大鼠颌面部骨缺损修复。
3.5 CGF促进牙龈间充质干细胞(gingiva-derived

 

mesenchymal
 

stem
 

cells,GMSCs)增殖及成骨分化

与BMSCs相比,GMSCs来源于临床废弃物,且
易获得、可自我修复,具有更高的增殖率。但就临床

骨再生而言,GMSCs的成骨分化能力较差。CHEN
等[39]用不同含量CGF培养 GMSCs,实验结果显示

10%
 

CGF对GMSCs增殖的促进作用最为显著,且
CGF通过调控牙本质基质蛋白1(DMP1)、牙本质涎

磷蛋白(DSPP)、BMP-2和RUNX2的表达诱导GM-
SCs成骨分化。QI等[40]采用不同浓度的CGF处理

GMSCs,观察CGF对细胞增殖和迁移的影响,发现

CGF培养的GMSCs细胞增殖能力和迁移能力明显

增强。此外,CGF提高了纤维连接蛋白(FN)、Ⅰ型胶

原蛋白(Col-Ⅰ)、VEGF和血管生成素-1(Ang-1)的表

达水平。CGF的这些作用是由蛋白激酶B(AKT)/
Wnt和Yes相关蛋白(YAP)通路介导,而AKT可能

在 Wnt/β-catenin和YAP通路的上游发挥作用。在

体内模型中也显示YAP过表达。因此,CGF具有促

进牙龈再生的作用,而YAP转运至细胞核可能是其

中的关键因素,这为牙龈再生提供了新的视角,进一

步促进了CGF的临床应用。
4 小结及展望

  CGF可通过专业的设备、规范的程序从自体静脉

血离心而得,来源丰富、制取方便快捷。相比一些外

源性生长因子,CGF排除了临床应用中可能存在的交

叉感染、毒性和免疫原性等风险,具有良好的生物相

容性及较高的经济性。CGF柔软致密的纤维蛋白支

架中包裹多种生长因子,纤维蛋白支架作为一种临时

基质,有助于延长生长因子的释放时间。但CGF的

生物活性不持久,在生物物理和生物化学环境中,生
长因子的释放动力学将直接影响其生物活性模式。
随着纤维蛋白支架降解,血小板团逐渐分解,生长因

子缓慢释放到局部微环境中,延长生长因子的释放时

间可能符合再生重建的长期过程。CGF通过与其他

生物材料结合,可以建立一个连续的药物传递系统,
这可能有助于延长CGF的生物活性持续时间。而且

CGF中生长因子的具体组成及含量至今还在探究中,
已知的生长因子的作用途径也极其有限。基于CGF
的再生治疗的关键是通过引入连续的药物传递系统

来增加生长因子的数量和释放时间,因此,探究CGF
中生长因子的组成和含量有利于支持其临床应用。

以上研究探讨了CGF对多种干细胞增殖及成骨

分化的作用,然而仍有一些干细胞未进行相关实验,
如牙囊干细胞、人脱落乳牙干细胞等,CGF对这些干

细胞的作用仍待进一步探究和验证,以选出最合适的

干细胞,经过相关基因转染的干细胞也应在考虑范围

内。目前CGF对干细胞的最佳作用浓度仍存在一定

争议。大部分实验结果表明,CGF促进干细胞增殖的

作用呈现剂量依赖性,但也有部分研究显示在低浓度

下CGF提取物对细胞增殖和分化的正向作用呈剂量

依赖性,而高浓度CGF对细胞增殖和分化有抑制作

用。分析原因可能与CGF中血小板计数及制备、储
存等有关,还需要进一步探究。此外,近几年支架材

料发展迅速,不同支架的运用可改善干细胞的附着,
延长生长因子的释放时间并提高活性。因此也需要

考虑将CGF、干细胞与新型支架材料联合运用,以期

发挥出CGF的最大生物活性优势。
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