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【摘要】 骨膜是附着在骨质上的一层特殊结缔组织，不仅包含了骨质修复所需的问充质细胞，即骨膜源 

干细胞(PDSCs)，而且提供了PDSCs所需的微环境以及必要的生物力学支撑。骨膜在骨组织修复中起着至关 

重要的作用，临床上骨膜移植已广泛应用于骨质修复，是再生医学的重要研究领域。对骨膜的结构以及 

PDSCs的生物学特征进行了综述，概述两者在骨修复中的研究进展，探讨了PDSCs参与骨修复所涉及的相关 

信号通路。骨膜和 PDSCs除了在骨修复中起着决定性作用外，还是影响骨质再生的重要因素之一。对比了 

PDSCs在人／／J、鼠断肢愈伤、蝾螈割处再生以及鹿茸完全再生过程中增殖及分化潜能的差异，发现 PDSCs增 

殖潜能以及丰富的血液供给可能是决定骨质再生的关键因素。 
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【Abstract】 The periosteum is a special connective tissue enveloping bone，which not only contains the 

mesenchymal cells required for bone repair，i．e．periosteum derived stem cells(PDSCs)，but also provides the 

microenvironment required for PDSCs and the necessary biomechanical support．Periostea play a vital role in bone 

tissue repair．Clinical periosteal transplantation has been widely applied to restore bone defects，which is an 

important research field in regenerative medicine．In this paper，the structure characters of periosteal ceils isolation 

and characterization of PDSCs were reviewed．The research progress of periosteum and PDSCs in bone defect 

restoration was reviewed．The related signal pathways involved in the restoration of PDSCs were discussed．Periostea 

and PDSCs are not only crucial for bone defect repair but also play important role in bone regeneration．The 

differences in proliferation and differentiation potential of PDSCs in human／mouse amputation，the amphibian 

epimorphic regeneration and the annual regeneration of deer antler were compared and analyzed．The resuhs showed 

that the proliferative potential of PDSCs and abundant blood supply may be the key factors determining bone 

regeneration． 
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0 引 言 

近年来 ，再生医学的快速发展为创伤修复及组 

织、器官再生提供了一种新的研究与医疗手段。再 

生医学是指利用蛋白与细胞，改善或治疗因衰老、 

创伤等多种原因引起的组织和器官衰竭及损伤嘲。 

再生医学可以为多种疾病提供新的医疗手段，其中 

基于干细胞的再生医学研究及I艋床应用是该领域 

的重点和热点，其治疗方式可以是单独注入干细胞 

或干细胞分泌因子，也可以是将干细胞接种至天然 

的或人工合成的材料再一并移植至损伤部位[2-3]。而 

- 综 述 · 

其核心因素包括优质的种子细胞 、良好的三维结 

构、丰富的生长因子，以及合适的机械／生理信号 。 

长久以来，骨／软骨修复一直是临床医学的难点 

之一，其中最大的难题是一旦出现超过临界值尺寸 

的缺损，机体无法自身修复[51。此外，手术治疗的时 

间、费用及病人身体负担也较高[61。而基于干细胞的 

再生医学为这一问题提供了新的视角与解决手段。 

有研究结果表明，骨膜组织中含有的成骨前体细胞 

即骨 膜 源 干 细 胞 (periosteum dirved stem cells， 

PDSCs)可以用于骨和软骨组织的修复及再生。对骨 

膜及 PDSCs的特性及其在骨质修复中的研究进展 
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进行综述。 

1 骨膜组织结构 

骨膜是覆盖在骨质表面的一层结缔组织。解剖 

学发现，骨膜通过夏皮式纤维(Sharp’S fiber)牢牢锚 

定在骨质上，充当外部肌肉组织和内部骨质的连接 

桥梁[71，这种结构有助于维持骨膜的完整性。骨膜中 

富含血管，为皮质骨提供了至少 1／3的血液供给[81。 

骨膜由2部分组成，外层疏松的纤维层以及内层致 

密的细胞层。纤维层中含有稀疏的成纤维细胞 、胶 

原纤维、弹力纤维以及微管 。细胞层中含有致密的 

多角形细胞，多为 PDSCs，这种干细胞与骨髓源间充 

质干细胞(bone marrow stromal cells，BMSCs)类似 ， 

具有多向分化的潜能㈣。在正常的生理状况下，骨膜 

组织发挥着维持骨质更新及重塑的作用 ，其中的干 

细胞既可以通过膜内成骨方式分化为成骨细胞 ，也 

可通过软骨内成骨方式分化为软骨细胞fII]。因此，骨 

质修复、重塑和更新与骨膜中的 PDSCs密切相关。 

2 PDSCs的分离、培养及鉴定 

发育生物学研究结果发现 ，长骨骨膜 、骨 内 

膜 以及骨髓腔 内骨小梁表面的成骨细胞均来源 

于胚胎软骨膜ll2]。因此，PDSCs与BMSCs类似，都具 

有间充质干细胞特性，拥有相同的干细胞表面标志 

物。长久以来 ，获得纯系 PDSCs的方法存在争论，且 

尚未找到特异性 的表 面标 志物来 鉴定 和分离 

PDSCs，一般使用经典的 BMSCs细胞标志物来鉴定 

PDSCs[6,10,13-1J71(表 1)。PDSCs的原代培养方式有 2种， 
一

种是酶消化法，另一种是组织块贴壁培养法 ，这 

两种方法获得的细胞均具有多向分化潜能和表达 

相似的干细胞表面标志物『I8J。通常，PDSCs采用含血 

清培养体系进行培养，其中基础培养基对干细胞的 

分化潜能影响较大。研究结果发现 ，DMEM培养基 

(低糖型)比 1640培养基更能促进 PDSCs增殖及向 

软骨细胞分化『l91。此外，DMEM／F12培养基也能很好 

地维持 PDSCs的干性 。需要注意的是，PDSCs的 

培养过程中容易混入成纤维细胞(fibroblast cells， 

FBCs)污染，FBCs与 PDSCs类似，具有塑料培养面的 

贴附性；离体培养 5～10代后，干细胞中混杂的 FBCs 

可能存活下来并 自动永生化，从而影响后续的治疗 

效果I2”。研究结果发现，PDSCs高表达 CD166而低 

表达 CD9，这一情况与 FBCs正好相反 。此外，当 

PDSCs出现 FBCs表型时(CD166低表达与CD9高 

表达)，细胞的成骨分化潜力也会大大降低。而且 ， 

CD106、CD146、整合素oL11、胰岛素样生长因子 2在 

PDSCs中高表达 ，而基质金属蛋 白酶 1和 2等在 

FBCs中高表达，表达量可达 PDSCs的2O倍以上 。 

这些基因或者干细胞表面标志物可以作为 PDSCs 

和 FBCs的标志。另外，PDSCs不会因为个体的衰老 

而降低干细胞特性 ，来源于年老和年轻个体的 

PDSCs具有类似的表型，可能的原因是 PDSCs中端 

粒酶活性相对稳定[z3-24]。研究发现，体外培养 24代 

后，PDSCs端粒的长度及端粒酶的活性与原代细胞 

无显著差异[23-24]。因此，相比于传统的组织工程种子 

细胞 BMSCs，PDSCs可能有更大的分裂潜力，更适 

合应用于骨软骨修复。 

表 1 PDSCs与 BMSCs干细胞表面标志物对比 

注：PDSCs一骨膜源干细胞；BMSCs--骨膜源间充质干细胞 

3 骨膜与软骨修复 

骨膜在软骨修 复中起着至关重要 的作用 。 

Zarnet等 设计了2个兔关节软骨缺损修复模型， 

以验证软骨缺损修复中新生软骨细胞的来源。首 

先，用H3腺苷标记骨膜组织并自体移植到缺损部 

位，放射自显影发现H3标记的细胞遍布于整个新 

生软骨组织中，说明移植的骨膜可以分化为软骨细 

胞闭；其次，将雄性的骨膜异体移植到雌性的缺损软 

骨区域陶，发现新生的软骨细胞中Y染色体细胞为 

33％，X染色体细胞为67％。上述研究表明，在活体 
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软骨修复过程中，骨膜是新生软骨的重要组织来源 

之一。此外 ，离体研究结果同样证实 PDSCs具有很 

好成软骨潜能『27-28]。PDSCs在适当的条件下可以分化 

为软骨细胞并形成软骨样组织，如对 PDSCs联合聚 

己内酯尼龙薄膜进行搅拌式悬浮培养 ，可促进干细 

胞的增殖并向软骨细胞分化形成工程软骨[271；灌注 

式循环培养系统中进行 PDSCs培养时，细胞可以分 

泌大量的细胞外基质形成软骨样组织[281。 

4 骨膜与骨质修复 

骨膜在正常的生理情况下维持着骨质的更新 

及重塑 ，而在病理情况下参与骨质的重建和修复。 

研究结果发现 ，成体中除最初炎症反应外 ，骨质修 

复的其他各个阶段与胚胎骨形成的过程类似。在炎 

症期 ，损伤处骨膜及骨内膜中血管破裂 、软组织损 

伤 ，形成血肿，骨折端骨细胞死亡，导致无菌性炎症 

反应 ，各种炎症因子 、生长因子及机械信号刺激骨 

再生相关干细胞 ，包括骨髓来源的细胞 、骨膜细胞、 

骨周边软组织及血管系统 。但这些分子、细胞 

及机械信号对干细胞的影响方式尚未完全阐明。然 

而 ，PDSCs在此过程中发挥着重要作用，受伤后 24～ 

48 h内，PDSCs迅速做出应答，分泌一系列基质蛋白 

如 2型胶原和骨钙素 ；在长骨断裂且断面没有 

固定的情况下，PDSCs快速增殖并通过软骨内成骨 

进行骨修复，生成软骨与编织骨，并最后形成板层 

骨l3 一341；当骨折断面被牢牢固定，PDSCs则通过膜内 

成骨的方式进行骨修复 。 

5 骨膜修复骨质相关信号通路 

一 系列信号分子和信号通路参与了 PDSCs的 

激活并引导 PDSCs进行骨质修复。研究结果发现 ， 

PDSCs的迁移效率与某些趋化因子间存在一定的 

量效关系(351。PDSCs表达趋化因子受体4(chemokine 

receptor 4，CXCR4)和受体 5(chemokine receptor 5， 

CXCR5)分别对应间质细胞分泌因子 1(stromal cel1． 

derived factor 1，SDF1)和 B细胞活化趋化因子 1(B 

cell—attractive chemokine 1，BCA1)的刺激。骨伤及骨 

关节炎患者骨重塑区的成骨细胞特异性表达 SDF1 

和 BCA1，这些趋化因子可能起着信号分子的作用， 

引导着 PDSCs参与骨质修复。此外，骨损伤处骨膜 

细胞 SDF1表达上调，作为信号分子激活其他区域 

的 CXCR4阳性干细胞 ，促进其进一步增殖。另一 

方面，SDF1和 CXCR4受到抑制后，骨形态发生蛋白 

2(bone morDhogenic protein 2，BMP2)诱导的成骨分 

化也随之被抑制【35J。临床治疗中，骨膜移植的成功与 

否依赖于移植物和移植区域内各种细胞因子的有 

效应答。因此，如何有效地激活 PDSCs，促其进一步 

增殖及分化，对于骨质修复至关重要。 

对骨膜参与骨质修复的相关信号通路进行深 

入研究有助于进一步了解骨质修复机制，也有助于 

组织工程的发展，其中最引人注 目的是转化生长因 

子(transforming growth factor，TGF)和 BMP信号通 

路_37J。BMP2是 TGF．beta超家族中一类骨形态蛋白， 

其在骨折修复及骨再生的过程中起着广泛的作用， 

如促进 PDSCs增殖与分化。通过研究 Prx 1．Cre转 

基因小鼠模型发现【j81，在长骨的骨髓中特异性敲除 

BMP2并不影响长骨的发育。但是，BMP2的缺失却 

导致长骨的骨结构变为海绵样；进一步的全身性敲 

除发现，该模型动物骨折后不能形成骨痂[381。该结果 

说明 BMP2在骨折愈合的起始阶段起着重要作用。 

该结论在另一动物模型中得到了有效验证 ，即它莫 

西芬诱导的CreER转基因小鼠在骨折愈合的前期 

阶段BMP2的表达被特异性抑制后，其骨折区域的 

软骨内成骨和膜内成骨均被抑制[∞ 。在离体情况 

下，PDSCs中 BMP2敲除后，细胞的分化受到抑制， 

同时细胞的增殖及存活也相应地受到影响，而将这 

种突变细胞移植于活体内发现，在骨折区域仅有少 

量突变型细胞可以分化为软骨细胞及成骨细胞『4】]。 

在活体情况下 ，BMP2的上调则使得 PDSCs保持静 

息状态，愈伤不会发生 。因此 ，BMP2是 PDSCs活 

化，以及向骨软骨细胞系分化的重要信号。 

6 骨膜与骨质再生 

骨膜在骨质修复中的作用已经得到了广泛的 

研究与验证 ，然而完全的骨质再生(肢体再生 )却是 

少数低等动物所特有的生物学现象。蝾螈和美西螈 

的肢体缺失后能够实现完全再生，这种在断端形成 

的完全再生被称作割处再生。高等哺乳动物，如小 

鼠和人(胚胎期及幼儿期)仅仅能够实现指端的部 

分骨质再生。Elizabeth等_42J对此进行了详细的综述， 

发现高等动物在发育期经历远端指根截肢后，可以 

形成类似胚芽的结构并保留部分再生能力，但是该 

能力在成年后丧失(表 2)。 

表 2 脊椎动物断肢再生能力比较 

物种 肢体 B力 截肢后反应 胚芽 
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鹿茸是唯一的特例，其是哺乳动物雄鹿头部的 

骨质附属器官，可以周期性脱落并完全再生l43]。研究 

结果发现，鹿茸再生不同于蝾螈的断肢再生，其在 

再生早期没有形成胚芽样结构，不是胚芽依赖性再 

生而是干细胞依赖性再生【删。这种干细胞存在于鹿 

茸基部的角柄骨膜中，也就是说鹿茸完全再生的组 

·339· 

织基础是角柄骨膜。组织学研究结果表明，鹿角(完 

全骨化的鹿茸 )脱落后 ，新一轮的鹿茸的再生随即 

在角柄的脱落面发生，角柄远端的皮肤和骨膜开始 

增生形成环状结构，并立即向脱落面的中心区域迁 

移覆盖伤口『45_。鹿角脱落 1-2 d后，新形成的皮肤从 

四周进一步向中央区域迁移(图 1)。此时，中央区域 

囊 鬻  32 ttll 4 。 臻 1．断端的成骨细胞死亡并消失。 ．断端软骨组织底层出现编织骨。 l· 璺八 ． 夏 孽傲 ’ 篡 ．断端骨腔内可见少量造血骨髓。 ．髓腔内造血骨髓开始增加。 2· 曼 胃 一步，土长。 3
， 断端骨膜细胞仅l~2细胞厚。 5．骨断面被纤维细胞团覆盖。 j· 日髓胜元芏伙_显殖皿。 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 1 8 (d) 

3 5 7 9 
＼·———————、，———-— 

1．断端骨膜增厚至4—10细胞厚。 

2．纤维细胞团覆盖骨髓腔断面。 

1．骨断面成骨细胞死亡并消 

失 。 

2．骨髓完全失去造血能力 

(无骨髓)。 
， — - - - - — - — - - - - - -· 一  

ll 13 l5 

1．骨膜来源的软骨细胞开始肥大。 
2．骨内膜进一步成骨。 

④ 小鼠断指愈伤 

1．断端破骨细胞开始攻击死亡 
及存活的骨质。 

2．断端骨膜厚度仅几个细胞。 

I7 1
． 骨断端愈合完毕，无软骨残留， 

骨髓腔被骨质封闭。 
2，死亡的骨质依旧残留于截肢面。 

3．骨髓腔内部重塑依旧进行。 

1．死亡的骨质 已经被破骨细胞消化， 

仅存活的骨质留存。 
2．骨髓腔依然处于开放状态。 
3．骨膜内出现成软骨细胞分化。 

0 2 4 6 8 10 12 14 (d) 

5 7 9 

1．断端开始出现单核骨膜细胞。 
2．骨质和骨髓与上皮细胞接触。 

1．断端骨膜厚度有所增加，约2～7细 
胞厚。 

2．分化后形成胚芽细胞在远端聚集。 

⑩ 蝾螈断肢再生 

15 1
． 四周的透明软骨与远端透明 

软骨相连。 
2．在愈合过程中没有出现骨膜 

内骨及编织骨。 

1．骨髓腔没有封闭依然处于开放状态。 
2．断端骨膜增厚且软骨组织增加厚度达100～1 000岬 。 

3．断端无新生肌肉形成，断端BrDU阳性细胞比例高。 

。 4 
t 8 l2 1_6 20 24 28 

(d) 

1．鹿角脱落1～2 d后，新形成的茸皮从四周向 

脱落面中央区域迁移。 

2．中央区域覆盖着一层结痂，结痂下面是颗 

粒样组织，颗粒组织之下是新生的骨小梁。 

别。 

1．愈合的皮肤在新形成的茸芽中央区域汇合。 

2．新生鹿茸的前后部位出现两个由骨膜细胞增 

殖分化形成的生长中心。 

3．骨膜细胞通过膜内成骨形成小梁骨，通过过 
渡成骨形成骨、软骨复合物，通过软骨内成骨 

形成软骨，并不断生长。 

⑩ 鹿茸再生 

图l 不同模型骨质再生过程组织学对比 
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覆盖着一层结痂 ，结痂下面是颗粒样组织 ，颗粒组 

织之下是新生的骨小梁。角柄前部和后部新生的皮 

肤下出现增厚的间质层 ，间质层下覆盖着不连续的 

软骨柱。这些结构都来源于角柄远端骨膜细胞的不 

断增殖和分化。增厚的间充质层由 2部分组成 ，外 

部的纤维层及内部的细胞层。细胞层中含有大量的 

问充质干细胞，其不断增殖、分化形成骨／软骨组织 ， 

由此形成了鹿茸的生长中心。对比鹿茸再生早期及 

小 鼠截肢后骨质愈伤的组织学过程 ，发现小鼠截肢 

后断端骨质上附着的骨膜存在一个明显的增生及 

成软骨分化的过程[2,454q。但是，小鼠长骨骨膜的增生 

和分化潜能有限，当骨内膜形成的编织骨将骨髓腔 

封闭后 ，骨膜来源的软骨内成骨过程也随即停止 ， 

肢体的骨质伤 口的愈合也相应地终止[461。这一过程 

与鹿茸再生早期的表现类似，均是由骨质上附着的 

骨膜增生以及成软骨分化所驱动。唯一的不同是 ， 

鹿角柄骨膜的增生程度和成软骨分化潜能明显优 

于小鼠的长骨骨膜。最新研究结果发现，电刺激能 

够延缓大鼠骨髓腔的封闭时间并促进长骨骨膜进 
一 步增殖和成软骨分化 ，且与对照组相 比，电刺激 

组新生软骨四周的血管生成明显增多圆。这一现象 

又与鹿茸再生时丰富的血液供给相吻合，鹿茸拥有 

独一无二的血管化软骨，新生的血管贯穿了整个鹿 

茸组织，包括问充质层 、前成软骨层 、过渡层和软骨 

层[471。因此 ，骨膜的再生潜能和有效的血液供给很可 

能在骨膜驱动的骨质再生中起至关重要的作用。 

(图 1) 

7 结 语 

骨膜及 PDSCs在骨质修复中起着至关重要的 

作用，在基础研究和临床应用方面都取得了大量研 

究进展 ，是再生医学研究领域的重要方向之一。随 

着研究工作的深入和实验技术的不断发展，PDSCs 

的进一步鉴定、纯化及离体大规模培养技术不断发 

展 ，可以为骨组织工程提供更多的优质的种子细 

胞。对骨膜组织在促进骨修复机制的进一步探索， 

有利于自体及组织工程骨膜移植前后的有效处理， 

提高骨膜的成活效率。骨膜在长骨的再生中起着决 

定性的作用，探索刺激骨膜组织中干细胞有效增殖 

及分化潜能的途径，可以进一步促进相关临床研究 

及应用。鹿茸为我们提供了绝佳的机会来研究骨膜 

与哺乳动物骨质完全再生之问的关系，以鹿茸为模 

型研究角柄骨膜在鹿茸骨质再生中的作用，可以为 

人的肢体再生研究提供有益的借鉴。 

利益 冲突 无 
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