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·基础研究·

骨碎补总黄酮对纳米羟基磷灰石 －胶原复合材料
与成骨细胞 －血管内皮细胞共培养体系中

血管内皮细胞增殖的影响
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摘　要　目的：探讨骨碎补总黄酮（ｏｓｔｅｏｐｒａｃｔｉｃｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｅ，ＯＴＦ）对纳米羟基磷灰石－胶原（ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅｃｏｌｌａｇｅｎ，ｎＨＡＣ）复

合材料与成骨细胞－血管内皮细胞共培养体系中血管内皮细胞增殖的影响。方法：分别以浓度为５００μｇ·ｍＬ－１、２５０μｇ·ｍＬ－１、
１００μｇ·ｍＬ－１、５０μｇ·ｍＬ－１及０μｇ·ｍＬ－１的ＯＴＦ溶液干预生长在ｎＨＡＣ复合材料上的ｈＦＯＢ１．１９人成骨细胞，干预２４ｈ后收集

５种上清液。再分别以５种上清液和人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）培养基混合培养ＨＵ

ＶＥＣ，培养２４ｈ和４８ｈ后进行划痕实验，计算细胞迁移率，确定ＯＴＦ溶液最佳干预浓度和时间。在４个培养皿中铺满ｎＨＡＣ复合

材料，加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２。Ａ培养皿中不添加其他材料；Ｂ、Ｄ培养皿中接种ｈＦＯＢ１．１９人成骨细胞，预培养２４ｈ使细胞贴壁；Ｃ、Ｄ培

养皿中加入ＯＴＦ溶液，根据上一步划痕实验确定的最佳干预浓度和时间进行干预。干预结束后收集各培养皿中的上清液进行后

续实验。接种ＨＵＶＥＣ于ＨＵＶＥＣ培养基上，分为空白组和Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ共５组；空白组不添加其他材料，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组分别加入Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ培养皿上清液；以ＣＣＫ－８法测定细胞增殖率，ＨＥ染色后观察ＨＵＶＥＣ形态，以ＥＬＩＳＡ法检测血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕ

ｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）和成纤维细胞生长因子－２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－２，ＦＧＦ－２）含量。结果：①ＯＴＦ溶液最佳干

预浓度与时间检测结果。５种浓度 ＯＴＦ溶液干预后，０～２４ｈ细胞迁移率的差异有统计学意义［（１６．４６±４．０１）％，（２１．７１±

１．３０）％，（２４．９４±３．４７）％，（２２．０８±２．４６）％，（２１．３４±２．２８）％，Ｆ＝４．５６４，Ｐ＝０．０１３］，其中１００μｇ·ｍＬ－１ＯＴＦ溶液干预后的

细胞迁移率高于其余４组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０２０，Ｐ＝０．０１４，Ｐ＝０．０２９）；２４～４８ｈ细胞迁移率的差异无统计学意义［（６．０６±

１．２２）％，（５．３７±１．８５）％，（５．５８±１．８８）％，（６．１４±１．５２）％，（４．９９±１．２５）％，Ｆ＝０．３７４，Ｐ＝０．８２３］。提示ＯＴＦ溶液最佳干预
浓度为１００μｇ·ｍＬ－１，最佳干预时间为２４ｈ。②ＨＵＶＥＣ细胞活性检测结果。时间因素与分组因素存在交互效应（Ｆ＝１４．０３９，

Ｐ＝０．０００）；５组ＨＵＶＥＣ细胞增殖率总体比较，差异有统计学意义，即存在分组效应（Ｆ＝８３．２８５，Ｐ＝０．０００）；干预开始后不同时

点之间ＨＵＶＥＣ细胞增殖率的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝１９６８．４６７，Ｐ＝０．０００）；５组ＨＵＶＥＣ细胞增殖率随时间变

化均呈升高趋势，各组的变化趋势不完全相同（１．０５±０．０６，１．８１±０．０９，２．５３±０．０５，６．１０±０．１７，１１．２９±１．２１，Ｆ＝５２７．３４７，Ｐ＝

０．０００；０．９９±０．１１，２．３７±０．４０，２．９２±０．１９，７．３５±０．１９，１４．４１±１．３５，Ｆ＝９１３．０３０，Ｐ＝０．０００；０．９８±０．２０，３．５０±０．１８，４．３５±

０．１６，８．５３±０．９９，１５．４２±０．７３，Ｆ＝１６３７．３０４，Ｐ＝０．０００；１．０２±０．１０，２．１０±０．１３，２．５９±０．１５，４．７０±０．２５，１１．４１±１．２１，Ｆ＝
４９４．８７６，Ｐ＝０．０００；１．０１±０．０６，２．８１±０．３７，３．３１±０．０８，５．９５±０．２４，１２．７４±２．０３，Ｆ＝８７８．９８２，Ｐ＝０．０００）；干预开始后０ｄ时，

各组细胞增殖率比较，差异无统计学意义；干预开始后１ｄ、２ｄ时，Ｂ组ＨＵＶＥＣ细胞增殖率最高、Ｄ组次之，其余３组增殖率较为

接近；干预开始后３ｄ、４ｄ时，Ｂ组ＨＵＶＥＣ细胞增殖率最高、Ａ组次之，其余３组增殖率较为接近。③ＨＵＶＥＣ形态观察结果。细

胞形态观察结果显示，干预开始后０ｄ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ时各组ＨＵＶＥＣ的形态均无明显差异。④ＶＥＧＦ和ＦＧＦ－２含量检测。Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ４组ＶＥＧＦ含量比较，差异无统计学意义（０．０５９±０．０１２，０．０５７±０．０１６，０．０５９±０．０１８，０．０５７±０．０１４，Ｆ＝０．０６０，Ｐ＝
０．９８０）。４组ＦＧＦ－２含量比较，差异有统计学意义［（２１５．８３±１９．５６）ｐｇ·ｍＬ－１，（５６５．８３±４７．１４）ｐｇ·ｍＬ－１，（２２８．３３±

１７．６７）ｐｇ·ｍＬ－１，（４４５．００±１７．６９）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝３１７．３７７，Ｐ＝０．０００］；Ｂ组的ＦＧＦ－２含量高于其余３组（Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．０１０，

Ｐ＝０．０２５），Ｄ组的ＦＧＦ－２含量高于 Ａ组和 Ｃ组（Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０１７），Ａ组和 Ｃ组 ＦＧＦ－２含量的差异无统计学意义（Ｐ＝

０．０５０）。结论：人成骨细胞和ＨＵＶＥＣ在ｎＨＡＣ复合材料上共培养，均可以良好贴附、生长和增殖；ＯＴＦ不能促进 ｎＨＡＣ复合材料

与人成骨细胞－ＨＵＶＥＣ共培养体系中ＨＵＶＥＣ增殖；ＨＵＶＥＣ的增殖可能与成骨细胞分泌ＦＧＦ－２有关。

关键词　骨碎补；黄酮；细胞增殖；血管内皮细胞；成骨细胞；共同培养技术；羟基磷灰石类；胶原；内皮生长因
子；成纤维细胞生长因子２；组织工程
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ｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＯＴＦｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１００ｇ／ｍＬａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｄｕｒａｔｉｏｎｗａｓ２４ｈｒｓ．

ＴｈｅｒｅｗａｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｉｍｅｆａｃｔｏｒａｎｄｇｒｏｕｐｆａｃｔｏｒｉｎＨＵＶＥＣａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｆ＝１４．０３９，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ

ＨＵＶＥＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ５ｇｒｏｕｐｓｉｎｇｅｎｅｒａｌ，ｉｎｏｔｈｅｒｗｏｒｄｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓｇｒｏｕｐｅｆｆｅｃｔ（Ｆ＝８３．２８５，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓ

ｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＨＵＶＥＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｉｎｏｔｈｅｒｗｏｒｄｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓｔｉｍｅ

ｅｆｆｅｃｔ（Ｆ＝１９６８．４６７，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅＨＵＶＥＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｉｎｔｈｅ５ｇｒｏｕｐｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅ５

ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒｉｎｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｔｅｎｄｅｎｃｙ（１．０５＋／－０．０６，１．８１＋／－０．０９，２．５３＋／－０．０５，６．１０＋／－０．１７，

１１．２９＋／－１．２１，Ｆ＝５２７．３４７，Ｐ＝０．０００；０．９９＋／－０．１１，２．３７＋／－０．４０，２．９２＋／－０．１９，７．３５＋／－０．１９，１４．４１＋／－１．３５，Ｆ＝９１３．０３０，

Ｐ＝０．０００；０．９８＋／－０．２０，３．５０＋／－０．１８，４．３５＋／－０．１６，８．５３＋／－０．９９，１５．４２＋／－０．７３，Ｆ＝１６３７．３０４，Ｐ＝０．０００；１．０２＋／－０．１０，

２．１０＋／－０．１３，２．５９＋／－０．１５，４．７０＋／－０．２５，１１．４１＋／－１．２１，Ｆ＝４９４．８７６，Ｐ＝０．０００；１．０１＋／－０．０６，２．８１＋／－０．３７，３．３１＋／－０．０８，

５．９５＋／－０．２４，１２．７４＋／－２．０３，Ｆ＝８７８．９８２，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＨＵＶＥＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ５

ｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．ＴｈｅＨＵＶＥＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｈｉｇｈｅｓｔｉｎｇｒｏｕｐＢａｎｄｓｅｃｏｎｄｈｉｇｈｅｓｔｉｎｇｒｏｕｐＤ，ａｎｄｗａｓｓｉｍｉｌａｒ

ｔｏｅａｃｈｏｔｈｅｒｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒ３ｇｒｏｕｐｓａｔ１ａｎｄ２ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．ＴｈｅＨＵＶＥＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｈｉｇｈｅｓｔｉｎｇｒｏｕｐＢ

ａｎｄｓｅｃｏｎｄｈｉｇｈｅｓｔｉｎｇｒｏｕｐＡ，ａｎｄｗａｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｅａｃｈｏｔｈｅｒｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒ３ｇｒｏｕｐｓａｔ３ａｎｄ４ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．Ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎＨＵＶＥＣｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｏｂｖｉｏｕｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＨＵＶＥＣｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｔｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒ

ｖｅｎｔｉｏｎａｎｄａｔ１，２，３ａｎｄ４ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＶＥＧＦｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐ

Ａ，Ｂ，ＣａｎｄＤ（０．０５９＋／－０．０１２，０．０５７＋／－０．０１６，０．０５９＋／－０．０１８，０．０５７＋／－０．０１４，Ｆ＝０．０６０，Ｐ＝０．９８０）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＦＧＦ－２ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤ（２１５．８３＋／－１９．５６，５６５．８３＋／－４７．１４，２２８．３３＋／－１７．６７，４４５．００＋／－

１７．６９ｐｇ／ｍＬ，Ｆ＝３１７．３７７，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＦＧＦ－２ｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｇｒｏｕｐＢｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｏｔｈｅｒ３ｇｒｏｕｐｓａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎ

·２·　　　（总４８２）　　　中医正骨２０１９年７月第３１卷第７期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１９，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．７　




ｇｒｏｕｐＤｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｇｒｏｕｐＡａｎｄｇｒｏｕｐＣ（Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０２５；Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０１７）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＦＧＦ－２ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＡａｎｄｇｒｏｕｐＣ（Ｐ＝０．０５０）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＢｏｔｈｈｕｍａｎＯＢｓａｎｄＨＵＶＥＣ，ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｎＨＡＣｃｏｍｐｏｓ

ｉｔｅ，ｃａｎａｄｈｅｒｅ，ｇｒｏｗａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｗｅｌｌ．ＯＴＦｃａｎｎｏｔｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｏｆＯＢｓ－ＨＵＶＥＣｓｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｉｎｎＨＡＣ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ．ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏＦＧＦ－２ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙＯＢｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｄｒｙｎａｒｉａｆｏｒｔｕｎｅ；ｆｌａｖｏｎｅ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ；ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ；ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅｓ；ｃｏｌｌａ

ｇｅｎ；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ；ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２；ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

　　三维多孔支架复合骨细胞治疗骨缺损是目前临

床研究的热点。中医药在促进骨愈合方面独具优

势［１］，以中药干预的支架材料复合骨细胞［２］一直是中

西医结合治疗骨缺损的研究重点。骨碎补总黄酮

（ｏｓｔｅｏｐｒａｃｔｉｃｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｅ，ＯＴＦ）是从中药骨碎补中提

取的有效成分，具有促进成骨、抑制骨溶解、促进血管

再生、抑制炎症反应等作用［３］。由清华大学研发的纳

米羟基磷灰石 －胶原（ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅｃｏｌｌａｇｅｎ，

ｎＨＡＣ）复合材料，是在仿生思路和既有胶原－钙磷盐

复合材料的基础上研制的一种新型纳米复合材料，具

备很好的生物组织相容性［４］。骨再生过程中血管体

系的重建是组织支架细胞在体内成活的关键。本研

究探讨了ＯＴＦ对ｎＨＡＣ复合材料与成骨细胞 －血管

内皮细胞共培养体系中血管内皮细胞增殖的影响，现

总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　ｎＨＡＣ复合材料（清华大学材料科

学与工程系）；ＯＴＦ（北京岐黄医药股份有限公司，国

药准字 Ｚ２００３０００７，含量≥８０％），用含 ３％ＦＢＳ的

α－ＭＥＭ培养基将ＯＴＦ配成浓度为５００ｍｇ·ｍＬ－１的

溶液，４℃保存，后续使用时用含３％ＦＢＳ的α－ＭＥＭ

培养基将其稀释为需要的浓度，现用现配；ｈＦＯＢ１．１９

人成骨细胞、人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ

ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）（赛百慷生物公司）；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）液体培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；特级

ＦＢＳ（Ｅｘｃｅｌｌｇｅｎ公司）；ＨＵＶＥＣ培养基（湖北普诺赛生

命科技有限公司）；０．２５％ＴＲＹＰＳＩＮＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ公

司）；人血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）酶联免疫试剂盒、人成纤维细胞

生长因子－２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－２，ＦＧＦ－２）酶

联免疫试剂盒（北京ＪＫ公司）。

１．２　实验仪器　ＥＱＲ／ＧＬ－４１Ａ超净工作台（ＥＳＯ公

司），ＧＥＮｉｏｎｓ酶标仪（ＴＥＣＡＮ公司），ＭＣＯ－２０ＡＩＣ

ＣＯ２细胞培养箱（ＳＡＮＹＯ公司），倒置显微镜（Ｏｌｙｍ

ｐｕｓ公司），小型台式离心机（Ｓｉｇｍａ公司），ＢＰ２２１Ｓ型

电子分析天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），ＧｌｏＭａｘＴＭ２０／２０微孔

板发光检测仪（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），培养小室（Ｉｂｉｄｉ

公司）。

２　方　法
２．１　ＯＴＦ溶液最佳干预浓度和时间确定　将 ｎＨＡＣ

复合材料切成厚度均匀的薄片，铺满４８孔培养板底

部。将 ｈＦＯＢ１．１９人成骨细胞接种至 ４８孔板的

ｎＨＡＣ材料表面，每孔加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）液体培

养基３００μＬ。培养２４ｈ，待细胞完全贴壁后分为 ５

组，分别以浓度为 ５００μｇ·ｍＬ－１、２５０μｇ·ｍＬ－１、

１００μｇ·ｍＬ－１、５０μｇ·ｍＬ－１及 ０μｇ·ｍＬ－１的 ＯＴＦ

溶液干预，干预２４ｈ后收集各组上清液备用。

在２４孔板中放置划痕实验专用培养小室，加入

ＨＵＶＥＣ（７×１０４个·ｍＬ－１）和 ＨＵＶＥＣ培养基，培养

２４ｈ，待细胞铺满小室后，用 ＰＢＳ清洗贴壁细胞。以

混合培养基［上述培养上清液（５种）与 ＨＵＶＥＣ培养

基１∶１（２５０μＬ∶２５０μＬ）混合］继续培养，２４ｈ后进行

划痕实验。分别在划痕实验开始后０ｈ、２４ｈ、４８ｈ拍

照，计算细胞 ０～２４ｈ迁移率和 ２４～４８ｈ迁移率。

０～２４ｈ迁移率 ＝（２４ｈ时划痕区域细胞面积 －０ｈ

时划痕区域细胞面积）／０ｈ时划痕区域细胞面积 ×

１００％，２４～４８ｈ迁移率 ＝（４８ｈ时划痕区域细胞面

积－２４ｈ时划痕区域细胞面积）／２４ｈ时划痕区域细

胞面积×１００％。

２．２　ＨＵＶＥＣ细胞活性检测　将４个培养皿分别标

记为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，铺满 ｎＨＡＣ复合材料，加入 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２（１∶１）液体培养基。Ａ培养皿中不添加其他材料；

Ｂ、Ｄ培养皿中接种 ｈＦＯＢ１．１９人成骨细胞，预培养

２４ｈ使细胞贴壁；Ｃ、Ｄ培养皿中加入 ＯＴＦ溶液。ＯＴＦ

溶液的浓度和干预时间为根据上一步划痕实验确定

的最佳干预浓度和时间。干预结束后收集各培养皿

中的上清液进行后续实验。

在９６孔板中接种ＨＵＶＥＣ，并将细胞分为空白组
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和Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ共５组，每组６个复孔，每孔细胞数为

１×１０４个。预培养２４ｈ后，空白组不添加其他材料，

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组分别加入 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ培养皿上清液。分

别在干预开始后０ｄ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ，以 ＣＣＫ－８法

测定细胞增殖情况。具体方法如下：收集细胞前４ｈ

向每孔加入１０μＬ的ＣＣＫ－８溶液，将培养板置于培

养箱内继续孵育２ｈ，在酶联免疫监测仪上４５０ｎｍ处

测定细胞增殖情况。

２．３　ＨＵＶＥＣ形态观察　将爬片用的盖玻片用多聚

赖氨酸处理后放入１２孔板，加入 ＨＵＶＥＣ细胞过夜。

待其贴壁后换成混合培养基［上述培养上清液（５种）

与ＨＵＶＥＣ培养基１∶１（２５０μＬ∶２５０μＬ）混合］培养

２４ｈ，分别在０、１、２、３、４ｄ行ＨＥ染色后拍照，观察细

胞形态。

２．４　ＶＥＧＦ和 ＦＧＦ－２含量检测　接种 ＨＵＶＥＣ，分

为Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组，每组加入对应培养基（同

ＨＵＶＥＣ细胞活性检测），每孔５０μＬ。室温孵育２ｈ，

弃掉液体，每孔加３００μＬ洗液洗板，洗涤６次。每孔

加入１００μＬ稀释的辣根过氧化物酶标记的链霉亲和

素，用新的封板膜封板，室温孵育 ４５ｍｉｎ；每孔加入

１００μＬ显色底物ＴＭＢ，避光、室温孵育２０ｍｉｎ，然后每

孔加入１００μＬ终止液，用酶标仪在４５０ｎｍ处测定ＯＤ

值。取１５０μＬ浓缩的ＦＧＦ－２标准品，加入１５０μＬ细胞

培养基，作为标准曲线的最高浓度（２０００ｐｇ·ｍＬ－１）。每

次移液时，确保充分混匀。以细胞培养基作为标准曲

线的零浓度，从而计算样品浓度。

２．５　数据统计　采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据统计

分析。各组细胞０～２４ｈ迁移率、２４～４８ｈ迁移率、

ＶＥＧＦ含量、ＦＧＦ－２含量的组间总体比较均采用单

因素方差分析，同一指标组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ

检验；各组细胞干预后不同时点增殖率比较采用重复

测量资料的方差分析。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　ＯＴＦ溶液最佳干预浓度和时间检测结果　５种

浓度ＯＴＦ溶液干预后，０～２４ｈ细胞迁移率比较差异

有统计学意义 ［（１６．４６±４．０１）％，（２１．７１±

１．３０）％，（２４．９４±３．４７）％，（２２．０８±２．４６）％，

（２１．３４±２．２８）％，Ｆ＝４．５６４，Ｐ＝０．０１３］，其中

１００μｇ·ｍＬ－１ＯＴＦ溶液干预后的细胞迁移率高于其

余４组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０２０，Ｐ＝０．０１４，Ｐ＝０．０２９）；

２４～４８ｈ细胞迁移率比较，差异无统计学意义

［（６．０６±１．２２）％，（５．３７±１．８５）％，（５．５８±

１．８８）％，（６．１４±１．５２）％，（４．９９±１．２５）％，Ｆ＝

０．３７４，Ｐ＝０．８２３］。提示 ＯＴＦ溶液最佳干预浓度为

１００μｇ·ｍＬ－１，最佳干预时间为２４ｈ。

３．２　ＨＵＶＥＣ细胞活性检测结果　时间因素与分组

因素存在交互效应；５组 ＨＵＶＥＣ细胞增殖率总体比

较，差异有统计学意义，即存在分组效应；干预开始后

不同时点之间 ＨＵＶＥＣ细胞增殖率的差异有统计学

意义，即存在时间效应；５组 ＨＵＶＥＣ细胞增殖率随

时间变化均呈升高趋势，各组的变化趋势不完全相

同；干预开始后０ｄ时，各组细胞增殖率比较，差异

无统计学意义；干预开始后１ｄ、２ｄ时，Ｂ组 ＨＵＶＥＣ

细胞增殖率最高、Ｄ组次之，其余３组增殖率较为接

近；干预开始后 ３ｄ、４ｄ时，Ｂ组 ＨＵＶＥＣ细胞增殖

率最高、Ａ组次之，其余 ３组增殖率较为接近。见

图１、表１。

图１　干预开始后不同时间点５组人脐静脉血管

内皮细胞增殖率变化趋势图

３．３　ＨＵＶＥＣ形态观察结果　相差显微镜下观察结

果显示，干预开始后０ｄ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ时各组ＨＵ

ＶＥＣ的形态均无明显差异（图２至图６）。

３．４　ＶＥＧＦ和 ＦＧＦ－２含量检测结果　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４

组ＶＥＧＦ含量比较，差异无统计学意义。４组ＦＧＦ－２

含量比较，差异有统计学意义；Ｂ组的ＦＧＦ－２含量高

于其余３组（Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０２５），Ｄ组

的ＦＧＦ－２含量高于 Ａ组和 Ｃ组（Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝

０．０１７），Ａ组和Ｃ组ＦＧＦ－２含量的差异无统计学意

义（Ｐ＝０．０５０）。见表２。
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表１　干预开始后不同时间点５组人脐静脉血管内皮细胞增殖率

组别
样本量
（孔）

干预开始后不同时间点细胞增殖率（ｘ±ｓ）
０ｄ １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ 合计

Ｆ值 Ｐ值

空白组 ６ １．０５±０．０６ １．８１±０．０９ ２．５３±０．０５ ６．１０±０．１７ １１．２９±１．２１ ６．２７±５．２１ ５２７．３４７ ０．０００
Ａ组 ６ ０．９９±０．１１ ２．３７±０．４０ ２．９２±０．１９ ７．３５±０．１９ １４．４１±１．３５ ８．１２±７．３１ ９１３．０３０ ０．０００
Ｂ组 ６ ０．９８±０．２０ ３．５０±０．１８ ４．３５±０．１６ ８．５３±０．９９ １５．４２±０．７３ ９．４３±８．００１６３７．３０４ ０．０００
Ｃ组 ６ １．０２±０．１０ ２．１０±０．１３ ２．５９±０．１５ ４．７０±０．２５ １１．４１±１．２１ ６．４０±５．７２ ４９４．８７６ ０．０００
Ｄ组 ６ １．０１±０．０６ ２．８１±０．３７ ３．３１±０．０８ ５．９５±０．２４ １２．７４±２．０３ ７．８１±７．１０ ８７８．９８２ ０．０００
合计 ３０ １．０１±０．１１ ２．５２±０．６４ ３．１４±０．６８ ６．５３±１．３９ １３．０５±２．０９ ７．６１±６．８５１９６８．４６７１） ０．０００１）

Ｆ值 ０．４９７ ６１．９６５ ２８６．１３３ ９１．９０１ １７．７４８ ８３．２８５１）

Ｐ值 ０．７３８ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００１）
Ｆ＝１４．０３９２），
Ｐ＝０．０００２）

　１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

图２　干预开始后不同时间点空白组人脐静脉血管内皮细胞形态（ＨＥ染色　×１０）

图３　干预开始后不同时间点Ａ组人脐静脉血管内皮细胞形态（ＨＥ染色　×１０）
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图４　干预开始后不同时间点Ｂ组人脐静脉血管内皮细胞形态（ＨＥ染色　×１０）

图５　干预开始后不同时间点Ｃ组人脐静脉血管内皮细胞形态（ＨＥ染色　×１０）

４　讨　论
骨碎补为槲蕨的干燥根茎，是一味常用的传统中

药。骨碎补性温、味苦，归肝、肾经，具有强骨补肾、止

痛续伤的功效，临床用于筋骨折伤、肾虚腰痛、跌扑闪

挫、耳鸣耳聋、牙齿松动等的治疗［５］。骨碎补的主要

生物活性成分是黄酮类化合物，因其潜在的药用价值
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图６　干预开始后不同时间点Ｄ组人脐静脉血管内皮细胞形态（ＨＥ染色　×１０）

表２　干预后４组人脐静脉血管内皮细胞的血管

内皮生长因子和成纤维细胞生长因子－２含量

组别
样本量
（孔）

ＶＥＧＦ含量（ＯＤ值）
（ｘ±ｓ）

ＦＧＦ－２含量
（ｘ±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１）

Ａ组 ６ ０．０５９±０．０１２ ２１５．８３±１９．５６
Ｂ组 ６ ０．０５７±０．０１６ ５６５．８３±４７．１４
Ｃ组 ６ ０．０５９±０．０１８ ２２８．３３±１７．６７
Ｄ组 ６ ０．０５７±０．０１４ ４４５．００±１７．６９
Ｆ值 ０．０６０ ３１７．３７７
Ｐ值 ０．９８０ ０．０００

ＶＥＧＦ：血管内皮生长因子；ＦＧＦ－２：成纤维细胞生长因子－２

而备受关注。体外实验证实，ＯＴＦ能通过ＭＡＰＫ信号
通路、Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路、ｍＴＯＲ信号通路等促
进间充质干细胞向成骨细胞增殖、分化成熟［６－９］，从

而发挥促进骨折愈合的作用［１０－１１］。另外，ＯＴＦ可通
过调节ＶＥＧＦ的释放促进骨折愈合［１２－１５］。上官文姬

等［１６］也发现ＯＴＦ可刺激ＶＥＧＦ和ＦＧＦ－２的表达，进
一步促进局部血管形成及成骨细胞增殖、分化，促进

骨组织钙化，提高骨密度。

用ｎＨＡＣ材料制成的骨植体，表面可提供适宜的
环境促进胶原和矿物沉积以及成骨细胞粘附，一旦细

胞粘附于种植体表面，随后的骨生长便在细胞的调节

下进行。除了生物活性和优异的骨传导性能，ｎＨＡＣ
也是一种生物可降解材料。前期研究发现，通过体外

培养小鼠成骨细胞（ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１）与 ｎＨＡＣ材料复合
体，ＯＴＦ诱导小鼠成骨细胞培养后具有成骨细胞活性
及生物学特性，适宜作为构建骨组织工程的种子细胞

和三维条件下进行细胞实验的研究对象［１７］。

在骨缺损修复过程中成骨细胞表达 ＶＥＧＦ，可促
进血管内皮细胞分裂增殖，同时可促进血管内皮细胞

表达骨形态发生蛋白－２。后者作用于成骨细胞一方
面可以增强血管内皮细胞的表达，另一方面可以促进

骨再生。可见２种细胞分泌的生长因子之间形成一

个正反馈调节，可互相促进［１８］。

本研究所建立的骨再生体外研究模型，以 ｎＨＡＣ
材料为附着基质、ｈＦＯＢ１．１９人成骨细胞为主要骨细
胞，与ＨＵＶＥＣ构成的共培养体系模拟骨再生，可以
更好地模拟体内骨再生的环境。ＦＧＦ－２是最强有力

的血管生成因子，对人骨髓间充质干细胞［１９］、人胚胎

大脑神经干细胞［２０］、小鼠成骨细胞 （ＭＣ３Ｔ３－

Ｅ１）［２１］、血管平滑肌细胞 ［２２］、ＨＵＶＥＣ［２３］等细胞均具

有显著地促增殖作用。细胞活性检测结果提示，

ｈＦＯＢ１．１９人成骨细胞培养上清液对 ＨＵＶＥＣ增殖有
促进作用，ＯＴＦ对 ＨＵＶＥＣ增殖无明显促进作用。我
们推测其原因可能有以下几点：①与ｎＨＡＣ材料干预
有关；②本实验所采用的细胞类型为人类来源，与以
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往采用的大鼠来源的血管内皮细胞不同；③两种细胞
的相互作用对ＯＴＦ作用发挥造成了一定影响。具体
原因还有待后期实验进一步验证。各组 ＦＧＦ－２含
量的比较结果与 ＨＵＶＥＣ细胞增殖率比较结果大致
相同，提示 ＨＵＶＥＣ细胞增殖能力的提高可能是
ＦＧＦ－２发挥了作用。

本研究的结果提示，人成骨细胞和 ＨＵＶＥＣ在
ｎＨＡＣ复合材料上共培养，均可以良好贴附、生长和
增殖；ＯＴＦ不能促进ｎＨＡＣ复合材料与人成骨细胞 －
ＨＵＶＥＣ共培养体系中 ＨＵＶＥＣ增殖；ＨＵＶＥＣ的增殖
可能与成骨细胞分泌 ＦＧＦ－２有关。目前的研究有
一定局限性，只探讨了ＯＴＦ在ｎＨＡＣ复合材料与人成
骨细胞 －ＨＵＶＥＣ共培养系统中的作用，进一步的研
究会将这些结果与成骨细胞单一培养系统进行比较，

以确定是否存在血管内皮细胞和 ＯＴＦ刺激的协同作
用。未来的研究还将探讨动物模型中 ＯＴＦ与血管生
成和骨形成之间的关系。
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