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仿生矿化胶原材料应用于引导骨再生术的研究进展*
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  [摘要] 以仿生学为指导研发的仿生矿化胶原材料具有优异的生物可吸收性、骨传导性和明显高于传统

胶原材料的机械强度。在生物活性因子的修饰下,它们还能够激活相关信号通路、调节成骨相关基因表达、诱

导干细胞的成骨分化。仿生矿化胶原材料通常以屏障膜的形式在引导性骨再生(GBR)术中广泛应用,并凭借

其良好的生物可吸收性和较少的术后并发症而逐渐取代传统的不可吸收膜。本文回顾了胶原蛋白矿化的基本

原理,并详细论述了仿生矿化胶原材料在临床GBR术中的应用策略。
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  [Abstract] Biomimetic
 

mineralized
 

collagen
 

materials
 

developed
 

under
 

the
 

guidance
 

of
 

bionics
 

represent
 

excellent
 

biological
 

absorbability,osteoconduction
 

and
 

mechanical
 

strength
 

significantly
 

higher
 

than
 

traditional
 

collagen
 

materials.With
 

the
 

modification
 

of
 

bioactive
 

factors,they
 

can
 

also
 

activate
 

relevant
 

signal
 

pathways,

regulate
 

the
 

expression
 

of
 

osteogenic
 

genes,and
 

induce
 

the
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

stem
 

cells.Biomimetic
 

mineralized
 

collagen
 

materials
 

are
 

widely
 

used
 

in
 

guided
 

bone
 

regeneration
 

(GBR)
 

in
 

the
 

form
 

of
 

barrier
 

mem-
brane,and

 

gradually
 

replace
 

the
 

traditional
 

non-absorbable
 

membrane
 

due
 

to
 

their
 

good
 

bioabsorbability
 

and
 

fewer
 

postoperative
 

complications.This
 

paper
 

reviewed
  

the
 

basic
 

principle
 

of
 

collagen
 

mineralization,and
 

dis-
cussed

 

the
 

application
 

strategies
 

of
 

biomimetic
 

mineralized
 

collagen
 

materials
 

in
 

clinical
 

GBR
 

in
 

detail.
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  骨组织有一定的再生能力,在缺损范围较小时可

实现自我修复,然而这种能力十分有限,对于较大范

围的骨缺损仍需手术干预[1]。目前,已有大量研究证

实了引导性骨再生(guided
 

bone
 

regeneration,GBR)
术作为骨增量手术的科学性和有效性[2]。仿生矿化

研究为骨组织工程材料的制备提供新思路,对骨缺损

的修复有十分重要的意义。本文重点论述了胶原蛋

白矿化的基本原理及仿生矿化胶原材料在GBR中的

应用进展。

1 GBR的研究进展

  近年来,GBR术已成为治疗骨缺损的主要手段。

该技术利用膜性材料作为屏障严密覆盖骨缺损区表

面,防止缺损区外部生长较快的上皮和结缔组织细胞

长入,形成一个相对封闭的空间以期缺损区内生长较

慢的成骨细胞优先成骨[3]。GBR膜是该技术中不可

或缺的一部分,它不仅发挥着屏障作用和骨传导作

用,还可稳定血凝块和骨移植物,避免新骨形成前骨

缺损区的塌陷[4]。根据膜材料是否具有生物可降解

性,可将其分为不可吸收性膜和可吸收性膜。以聚四

氟乙烯(polytetrafluroethyelene,PTFE)膜和钛网为

代表的不可吸收性膜具有优异的机械性能,但其生物

不可降解性伴随着黏膜开裂、膜暴露、感染等并发症
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及二次手术取出的额外痛苦,在临床上已很少应

用[5-6]。而胶原膜、聚乳酸(polylactic
 

acid,PLA)膜和

聚乙醇酸(polyglycolic
 

acid,PGA)膜等可吸收性膜不

仅具有优异的生物相容性和生物活性,其特有的生物

可降解性可使患者免受二次手术的痛苦,且术后伤口

开裂和膜暴露的风险明显低于不可吸收性膜[7-9]。然

而,可吸收性膜机械性能差、空间维持能力不足和降

解速率难控制等缺点会对临床治疗效果造成一定影

响[10]。被填充于骨缺损区的骨移植材料是GBR术中

另一关键材料,它为成骨细胞的黏附、增殖和迁移提

供支架,促进早期细胞成骨分化和基质生物矿化[11]。
大量研究表明,以仿生学为指导原则开发的仿生矿化

胶原材料具有优异的生物可吸收性、骨传导性和明显

高于传统胶原材料的机械强度,甚至能够激活相关信

号通路、调节成骨相关基因表达、诱导干细胞的成骨

分化,这与其高度类似天然骨组织的化学组成及微观

结构密不可分[12]。

2 胶原蛋白矿化的基本原理

  生物矿化是骨组织形成的基础,其核心内容是

钙、磷等无机离子在非胶原蛋白(noncollagenous
 

pro-
teins,NCPs)等有机物的调控下成核、生长,并与胶原

蛋白形成的胶原纤维结合而形成机体的矿化组织[13]。

研究发现,矿化组织内的无机矿物质主要是纳米羟基

磷灰石(hydroxyapatite,HA)晶体,而分布于胶原纤

维不同部位的晶体的形态结构有明显差别———胶原

纤维内的HA为板状纳米晶体,其c轴大致平行于胶

原纤维的长轴;胶原纤维外的 HA则是无明确晶体取

向的晶体聚集体[14]。与外矿化的胶原纤维比较,发生

内矿化的胶原纤维在机械性能和骨诱导能力等方面

显示出明显的优势。这种差异源于自组装胶原纤维

对其内部矿物质生长的空间限制效应及多种生物因

子的调控,有大量研究试图详细描述胶原纤维内矿化

的具体机制,至今已有各种不同的假说被提出[15]。如

表1所示,最具代表性的6种假说分别是聚合物诱导

液 相 前 驱 体 (polymer
 

induced
 

liquid
 

precursors,

PILP)假说、自组装/矿化协同假说、库仑引力诱导胶

原纤维矿化假说、渗透压/电荷双平衡诱导矿化假说、
抑制剂排除矿化假说和界面能引导矿化假说,但都存

在争议或论证不足之处[16-19]。迄今为止,虽然仍无理

论能够从胶原蛋白基质、矿物前体和生物大分子诱导

物及其相互作用等各方面完美诠释胶原蛋白矿化机

制,但为胶原蛋白的体外矿化提供了灵感,对仿生矿

化胶原材料的制备有重要的指导意义。

表1  胶原蛋白矿化假说的总结与比较

矿化假说 主要内容
是否添加

诱导物
矿化特点 争议点

PILP假说
用NCPs类似物稳定无定型矿物前体,使之

以矿化液滴的形式进入胶原纤维内部
是 胶原纤维内矿化

液态前驱体是否通过毛细管作用进入胶

原纤维内部有待实验证明

自组装/矿化协同假说

在高浓度的酸性胶原蛋白基质中引入高浓

度的矿物前体,使胶原蛋白自组装和矿化协

同进行

否 胶原纤维外矿化
操作复杂且难以实现胶原纤维内矿化,该

方法很少被采用

库仑引力诱导胶原纤维

矿化假说

成核位点富含净正电荷,与用于稳定无定型

前体的聚阴离子电解质产生库仑引力
是 胶原纤维内矿化

聚阳离子电介质的作用机制无法用库仑

引力来解释

渗透压/电荷双平衡诱

导矿化假说

由电荷分布驱动的库仑引力和由渗透压驱

动的渗透力都是诱导矿化前驱体进入胶原

纤维内部的动力

是 胶原纤维内矿化 仍需开展更多实验来对该猜想进行佐证

抑制剂排除矿化假说

因相对分子质量过大(>40×103)而无法进

入胶原纤维内部的 NCPs可通过抑制胶原

纤维外矿化来间接促进胶原纤维内矿化

是 胶原纤维内矿化
NCPs的抑制剂效应主要与其本身的性质

相关,而非其分子大小

界面能引导矿化假说

成核抑制剂通过增加磷酸钙核与矿化液体

之间的界面能来抑制胶原纤维外矿化,从而

促进磷酸钙核进入胶原纤维内部

是 胶原纤维内矿化
该假说忽略了小分子成核抑制剂扩散到

胶原纤维内部的情况

3 仿生矿化胶原材料在GBR中的应用

3.1 仿生矿化胶原材料应用于GBR的相关机制

  天然骨组织是以矿化胶原纤维为最基本结构单

位的高度有序的有机-无机复合结构,其有机相的主要

成分是Ⅰ型胶原蛋白分子自组装而成的Ⅰ型胶原纤

维,作为主要无机相的纳米 HA晶体[分子式为Ca10
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(PO4)6(OH)2]沿胶原纤维有序排列[20]。骨缺损修

复的关键就在于与骨组织在化学组成和纳米结构上

高度相仿的材料的构建,因而仿生矿化技术对口腔颌

面骨缺损修复具有重要的指导意义。仿生矿化胶原

材料模拟了天然骨组织的化学成分和微观结构,使其

相比于金属、无机非金属及其他有机高分子材料具有

明显的优越性[21]。仿生矿化胶原材料能够替代缺损

骨组织的初始机械强度,且三维多孔结构使其具有优

良的骨传导性,也为血管和新生骨组织提供了充足的

空间[22-23]。
从机制层面来说,仿生矿化胶原材料的一些物理

化学性质会对成骨相关信号通路产生一定的影响。
有研究表明,细胞外基质(extracellular

 

matrix,ECM)
材料凭借其分层多孔的表面形貌来激活整合素连接

激酶/细胞外信号调节激酶1/2(ILK/ERK1/2)和

ILK/p38通路,从而介导成骨细胞的分化[24]。材料良

好的刚性也在细胞行为的调节中起重要作用,刚性的

增强可促进巨噬细胞迁移抑制因子(macrophage
 

mi-
gration

 

inhibitory
 

factor,MIF)的产生,从而激活MIF
介导的AKT/YAP/RUNX2通路,促进了间充质干细

胞向成骨方向的分化[25]。除了分层多孔的微观纳米

结构和良好的刚性,仿生矿化胶原材料所含的纳米

HA晶体可刺激分化早期成骨细胞启动子的甲基化,
从而影响碱性磷酸酶(alkaline

 

phosphatase,ALP)的
表达[26]。若将成骨相关生物活性因子加载于仿生矿

化胶原,则所载物质也可通过激活相应信号通路或

上/下调特定的 mRNA来增强仿生矿化胶原材料的

骨诱导能力。

3.2 仿生矿化胶原材料在GBR中的应用

  为了规避不可吸收膜二次手术取出的痛苦及膜

暴露、感染等术后并发症,BioGide􀆿、Biomend􀆿和Al-
loDerm􀆿

 

RTM等商业化胶原屏障膜已被开发并逐渐

应用于口腔临床GBR术中。但纯胶原膜还存在降解

速率过快、机械性能差和骨诱导能力弱的问题,为了

解决这些问题,同时受到天然骨组织组成及结构的启

发,越来越多的学者开始着手于仿生矿化胶原膜的

研发。

3.2.1 作为屏障膜直接应用

  在以胶原材料为模板的仿生矿化中,不仅要求成

分和组成上的仿生,还要求其微观结构和功能上的仿

生。与外矿化胶原纤维比较,内矿化的胶原纤维组成

的骨组织工程材料在性能上显示出明显的优势,如机

械性能增强、骨传导性和骨诱导性等促成骨性能改善

明显等[27]。根据对胶原纤维体外仿生矿化机制的研

究可知,胶原纤维内矿化的实现通常需要有机大分子

在晶体成核、生长过程中发挥重要的调控作用。小肠

黏膜下层(small
 

intestinal
 

submucosa,SIS)是一种具

有良好的生物相容性和生物可降解性的胶原膜,ZHU
等[28]以SIS膜为矿化模板,将具有强大黏附特性的多

巴胺(dopamine,DA)修饰于SIS腹表面并启动 DA
辅助的仿生矿化途径。吸附在胶原纤维上的DA分

子可显著降低胶原纤维与无定形磷酸钙(amorphous
 

calcium
 

phosphate,ACP)前体之间的界面能,增强二

者之间的润湿作用从而促进矿化早期的胶原纤维内

矿化。因此,DA诱导SIS膜仿生矿化的机制遵循了

界面能引导矿化假说。该研究结果显示,用 DA 对

SIS膜进行表面修饰有效促进了 HA的快速成核、生
长,加快了胶原蛋白的矿化速率,并促进了成骨细胞

的黏附和增殖。
为了更高程度地模拟天然骨的微观结构以进一

步改善仿生矿化胶原膜的理化性质和促成骨效果,

XUAN等[29]制备了一种纳米结构更为有序的分层纤

维内矿化胶原(hierarchical
 

intrafibrillarly
 

mineral-
ized

 

collagen,HIMC)膜。体 外 研 究 显 示,接 种 于

HIMC膜上的BMSCs表现出更强的增殖、黏附和成

骨分化能力。不仅如此,HIMC膜还诱导了巨噬细胞

的 M2型极化,从而促进了BMSCs的迁移。在大鼠

颅骨缺损模型的体内研究中,HIMC膜引导了体积更

大、结构更成熟的新骨形成。同时,巨噬细胞极化标

志物的免疫组织化学分析结果显示,具有抗炎作用的

M2型巨噬细胞在 HIMC膜下方骨缺损的修复中发

挥着主导作用。总的来说,HIMC膜通过高度模拟天

然骨的组成和纳米结构,为巨噬细胞的 M2型极化和

BMSCs的成骨分化提供了良好的免疫微环境,较以

往的仿生矿化胶原材料具有更强的成骨诱导能力。

3.2.2 引入活性因子加以修饰并应用

3.2.2.1 离子功能化

  许多学者发现一些微量无机离子的掺入可改善

仿生矿化胶原材料的性能并有利于骨组织的再生,即
离子功能化策略。WU等[30]结合以往的许多研究发

现,在胶原蛋白基质中掺入锌离子不仅对胶原蛋白降

解的过程有良好的调节作用,还可直接影响晶核形成

和生长。因此,他们将胶原膜与戊二醛-阿仑膦酸钠交

联,同时加入掺锌纳米羟基磷灰石(zinc-doped
 

nano-
hydroxyapatite,nZnHA),借此减缓膜材料的降解速

率并改善其机械性能及生物相容性。仿生矿化胶原

材料的离子功能化成功改善了此类生物材料的矿化

结构并提高了其促成骨性能,使其在骨缺损修复过程

中取得令人满意的治疗效果。

3.2.2.2 加载生长因子
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  骨组织不仅仅是由胶原纤维和无机矿物质组成,
其中还存在一些细胞成分和调节细胞功能的生长因

子[31]。因此,骨组织再生过程涉及了骨祖细胞、ECM
和成骨相关生长因子间复杂的相互作用。基于对骨

组织生物学的研究,在骨缺损修复材料上引入成骨相

关生长因子可提供一个良好的成骨微环境,这是对材

料的更高级别的功能仿生。骨形态发生蛋白-2(bone
 

morphogenic
 

protein-2,BMP-2)是最强的骨诱导生长

因子之一,在骨缺损修复过程中发挥至关重要的作

用[32]。有学 者 利 用 壳 聚 糖 将 BMP-2加 载 于 多 孔

HA/胶原材料上并使之持续低剂量释放,通过一系列

体外及体内实验证实了BMP-2的加载对骨组织的再

生有明显的促进作用[33]。

3.2.2.3 加载小分子多肽

  尽管BMP-2等生长因子被证实在骨缺损修复中

发挥优异的成骨诱导作用,但由于大分子活性物质的

成本高、半衰期短、免疫原性较明显及致肿瘤发生等

缺点,其临床应用受到严重限制[34]。由BMP-2衍生

的小分子活性肽不仅具有成本低、来源广泛、免疫原

性小和生物安全性好等优点,还发挥着同样显著的骨

诱导作用。SUN等[35]利用BMP-2衍生短肽P28对

肝素化的矿化SIS膜(mSIS)表面进行修饰,开发了一

种用于引导骨质疏松性骨再生的新型GBR膜。体外

研究显示,将肝素作为固定P28于mSIS上的介质,实
现了mSIS/P28中P28的长期缓慢释放,有效促进了

去卵巢大鼠的BMSCs(rBMSCs-OVX)的增殖,同时

显著上调了rBMSCs-OVX内 ALP的活性及成骨相

关基因的mRNA表达。随后构建了去卵巢大鼠颅骨

缺损模型,将mSIS/P28植入并研究其对骨质疏松性

骨缺损的影响。结果显示,不论是 micro-CT还是组

织学分析,都证实了 mSIS/P28优异的体内骨诱导活

性。该研究证明,mSIS/P28作为GBR膜在骨质疏松

性骨缺损的修复中具有良好的应用前景。

3.2.2.4 加 载 细 胞 外 囊 泡 (extracelluar
 

vesicles,

EVs)

  EVs内部包含多种蛋白和核酸,在细胞间信号转

导中发挥重要作用。EVs具有高循环稳定性、低免疫

原性、良好的靶向性及调节受体细胞行为等优势,它
们已被广泛研究并应用于组织修复和再生。其中,

BMSCs分泌的EVs可安全地诱导复杂、有效且持久

的细胞反应,具有促进干细胞成骨分化和骨组织矿化

的功能,还发挥着免疫调节的作用[36]。WEI等[37]发

现BMSCs成骨分化早期释放的EVs富含ALP,可以

在成骨早期阶段进入BMSCs内部并诱导其成骨分

化;而BMSCs成骨分化晚期释放的EVs富含钙、磷

等无机离子,可直接沉积促进胶原蛋白矿化。MA
等[38]利用融合肽结构将BMSCs来源的EVs修饰于

SIS膜表面,并通过体外研究证明EVs的存在增强了

SIS膜对BMSCs增殖、迁移及成骨分化的促进作用。
随后构建了颅骨缺损模型,通过体内研究证明该材料

可有效重建骨缺损,证明了EVs修饰的SIS膜是一种

非常有前景的GBR膜材料。综上所述,由于与天然

骨组织高度相似的化学组成和微观结构及其本身所

具有的优良性能,仿生矿化胶原材料已逐渐取代生物

不可吸收材料而成为骨缺损修复的主流材料。此外,
仿生矿化胶原材料的优良特性也使其易于加载生物

活性物质,创造良好的成骨微环境,从而在临床上取

得更好的治疗效果。

4 总结与展望

  通过仿生矿化的方法对胶原材料进行改进,不仅

可获得与天然骨组织高度相似的化学组成和微观结

构,还可显著提升其机械强度和骨传导性等性能以符

合临床应用的需求。在仿生矿化胶原材料表面或内

部修饰以成骨相关的生物活性因子,可使其在被植入

体内后促进干细胞的黏附、增殖和成骨分化,从而表

现出明显的骨诱导能力。仿生矿化胶原材料是一种

功能多样、用途广泛的很有前景的生物材料,将为骨

组织工程的进步和临床疗效的提升作出巨大贡献。
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