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摘要：骨缺损一直以来都是威胁人类生命健康的重要原因，人工仿生骨修复替代材料是目前治疗骨损伤最为有效、
可行的解决途径之一。 要研发人工骨仿生材料，必先构建体外仿生矿化体系，以研究天然骨基质的矿化机制。 胶

原是矿化发生的模板，其交联度、直径、渗透压和表面电荷等性质会直接影响矿化的进行。 矿化发生的生化和力学

环境对矿化过程的影响也十分明显，特别是非胶原蛋白和流体切应力。 流体切应力是骨组织在微观环境下受到的

最主要力学刺激方式，对骨骼生长、修复以及健康维护都具有重要意义。 不同水平和加载方式的切应力对无定形

磷酸钙向骨磷灰石的转化、胶原纤维的自组装和定向排列以及分层纤维内矿化的形成具有显著作用。 本文总结影

响骨基质矿化的因素及其作用机制，重点介绍流体切应力对胶原矿化的调控作用，并展望未来的发展方向。
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　 　 骨骼是为人体提供力学支撑的重要器官，大面积

骨缺损的再生修复一直是国内外的研究热点。 自体

骨移植是骨修复领域的“金标准”，但会受到供体数

量有限和对病人造成二次伤害等问题的限制［１⁃２］。 而

异体骨移植则存在可能会引起免疫排斥反应、诱发传

染性疾病等诸多风险［３］。 发展人工仿生骨修复材料

是目前骨损伤治疗中最为有效、可行的解决途径之

一［４⁃６］。 由于人体骨组织具有复杂的多级结构，给骨

修复材料的仿生构建造成困难［７］。 构建体外仿生矿

化体系，研究影响矿化的因素及其作用机制是实现体

外仿生制备人工骨修复材料的必经之路。
根据目前被普遍认同的“液相前驱矿化理论”，

在矿化过程中，钙磷离子首先会聚集形成无定形磷酸

钙前驱体（ａｍｏｒｐｈｏｕｓ ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＣＰ），然后

逐渐向羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ， ＨＡ）转变［８⁃１０］。
胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎ， Ｃｏｌ）作为矿化发生的模板，其磷酸化

程度、交联度、直径、渗透压、表面电荷等诸多性质都

会直接影响矿化的进程［１１⁃１２］。 研究表明，较高的 Ｃｏｌ
交联度可以为 ＨＡ 的沉积提供更好的机械和结构条

件，最终提高 Ｃｏｌ 的矿化能力［１３］。 除了 Ｃｏｌ 本身的性

质外，矿化过程还受周围环境中多种非胶原蛋白

（ｎｏｎ⁃ｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＮＣＰ）的调控［１４⁃１５］。 例如：
在针对牙本质基质蛋白 １ （ ｄｅｎｔｉｎ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＤＭＰ１）调控的体外仿生矿化实验中，ＨＡ 仅在 Ｃｏｌ 上
有 ＤＭＰ１ 结合的部位沉积［１６］。 因此，ＮＣＰ 在 Ｃｏｌ 纤
维上的特异性结合可能是调控矿化的关键步骤。

人体的生命活动离不开骨骼提供的力学支撑，
而骨骼在为人体提供力学支撑的同时也会受到诸

多人体活动带来的力学刺激，如压力、拉力、切应力

等［１７⁃１８］。 根据目前的认识，骨是一种动态组织，能

够通过力学载荷诱导骨组织结构和功能的适应性

改变。 在骨的有序结构中，松质骨髓腔、骨小管和

骨小梁中的腔隙形成一种特殊的多孔网络结构。
骨的多孔网络结构充满了组织液，施加在骨上的力

学载荷会导致这些腔隙的体积变化，形成液压，进
而促进液体流动［１９］ 。 因此，宏观上骨所承受的各

种复杂力学载荷，反映在微观水平上，其中一种最

主要的表现形式是间隙液流产生的流体切应力

（ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＦＳＳ），这在骨塑建和骨重建过

程中起到十分关键的调控作用（见图 １） ［２０⁃２１］ 。 在

细胞和分子水平上，也有越来越多的证据表明，腔
隙⁃小管系统内的骨细胞和间质液流动都能够对外

部力学刺激进行感知和反馈［２２］ 。 因此，在体外仿

生矿化的研究中，ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 矿化过程的影响不容

忽视。

图 １　 在骨器官水平施加的力学载荷能够传输到细胞水平，并

导致矿化基质与骨细胞周围的间质液体移动［２２］

Ｆｉｇ． １ 　 Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｌｏａｄ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｏｒｇａｎ ｌｅｖｅｌ
ｅｎａｂｌｅｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｌｕｉｄ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｍａｔｒｉｘ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ

１０２
马春阳，等． 力学环境调控骨基质仿生矿化

ＭＡ Ｃｈｕｎｙａｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ Ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｎｅ Ｍａｔｒｉｘ



本文分别对影响 Ｃｏｌ 矿化的因素及其作用机制

进行详细描述，重点介绍 ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 矿化的调控作

用（见图 ２），并对未来研究的发展方向进行展望，指
出可能会遇到的问题与挑战。

图 ２　 影响 Ｃｏｌ 矿化的主要因素

Ｆｉｇ．２　 Ｍａｉｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ Ｃｏｌ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ

图 ３　 Ｃｏｌ 磷酸化对仿生矿化的影响［１２，２９］

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｏｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ［１２，２９］

１　 Ｃｏｌ 性质对矿化的影响

　 　 Ｃｏｌ 是骨基质的主要有机成分，也是矿化的模

板［２３⁃２４］。 体液中的钙磷离子在 Ｃｏｌ 纤维表面及内部

聚集，并最终形成纤维外矿化和纤维内矿化［２５］。 在

矿化过程中，Ｃｏｌ 对 ＨＡ 结晶形成了明显的空间约

束。 实验证明，Ｃｏｌ 的磷酸化、交联度以及直径、渗
透压和表面电荷对体外仿生矿化都能造成显著

影响。

１􀆰 １　 Ｃｏｌ 磷酸化对矿化的影响

　 　 Ｃｏｌ 的成核位点主要是羧基和羰基［２６⁃２７］。 在傅

里叶 变 换 红 外 光 谱 （ Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ， ＦＴＩＲ）中，１ ５５５ ｃｍ－１处与羧基和羰基

相关的 Ｃｏｌ 酰胺Ⅱ带会在螯合钙后消失［见图 ３
（Ａ）］ ［２８］。 而磷酸基团可与 Ｃｏｌ 原纤维中的氨基反

应形成新的磷酸铵基团。 新生成的磷酸铵基团与

羧基和羰基类似，可以作为仿生矿化过程中 Ｃａ２＋的

成核位点。 因此，Ｃｏｌ 的磷酸化程度会影响其仿生

矿化结构，并诱导分层纤维内矿化 （ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ
ｉｎｔｒａｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ， ＨＩＭ） 的形成。 为了揭示

Ｃｏｌ 磷酸化在仿生矿化过程中的作用和 ＨＩＭ 形成的

潜在机制，Ｄｕ 等［１２］ 提出在模板类似物和阻滞类似

物存在下的 Ｃｏｌ 仿生矿化体系。 该体系使用三聚磷

酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ｔｒｉｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＳＴＰＰ）作为模板类似

物对 Ｃｏｌ 进行磷酸化处理，所得磷酸化 Ｃｏｌ 用于与

Ｃａ２＋ 螯 合， 然 后 在 矿 化 体 系 内 加 入 聚 丙 烯 酸

（ｐｏｌｙａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄ， ＰＡＡ）进行仿生矿化。 实验结果

表明，随着 Ｃｏｌ 磷酸化程度的升高，螯合在 Ｃｏｌ 上的

钙也逐渐增多［见图 ３（Ｂ）］。 磷酸化 Ｃｏｌ 螯合钙

后，Ｃｏｌ 中钙和磷的摩尔比接近于 ＨＡ 中的摩尔比。
矿化结束后，观察到磷酸化 Ｃｏｌ 具有分层形态特征。
该实验验证了磷酸基团与 Ｃｏｌ 原纤维中的氨基反应

２０２
医用生物力学　 第 ３７ 卷　 第 ２ 期　 ２０２２ 年 ４ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３７　 Ｎｏ．２， Ａｐｒ． ２０２２



形成新的磷酸铵基团，进而用作生物矿化过程中

Ｃａ２＋的成核位点，最终增加了 Ｃｏｌ 的矿化度并诱导

ＨＩＭ 形成的假设［见图 ３（Ｃ）］ ［２９］。 总之，ＨＩＭ 的本

质是 ＰＡＡ 诱导纳米尺寸 ＡＣＰ 的形成，使其可以渗

透到 Ｃｏｌ 原纤维中，并且有助于在非磷酸化 Ｃｏｌ 和
磷酸化 Ｃｏｌ 原纤维中分别形成非分层和分层的纤维

内矿化结构［见图 ３（Ｄ）］。 磷酸化 Ｃｏｌ 中的磷酸基

团在成核位点处参与了 Ｃｏｌ 原纤维内 ＨＡ 矿物质的

形成。
１􀆰 ２　 Ｃｏｌ 交联度对矿化的影响

　 　 Ⅰ型 Ｃｏｌ 作为主要的骨基质组分和矿化模板，
具有特殊的氨基酸序列和三螺旋结构。 Ｃｏｌ 纤维

的三螺旋结构由 ３ 条氨基酸肽链自组装形成。 氨

基酸序列中的每个氨基酸重复单元都有 １ 个甘氨

酸，即⁃Ｇｌｙ⁃Ｘ⁃Ｙ⁃，其中 Ｘ 和 Ｙ 主要是脯氨酸和羟脯

氨酸残基［３０⁃３１］ 。 羟脯氨酸可以产生氢键，有利于

提高 Ｃｏｌ 三螺旋结构的稳定性。 此外，高交联度也

有助于提升原胶原三螺旋结构的稳定性，即羟基

化和交联两者都可以增加 Ｃｏｌ 的构象稳定性［２９］ 。
为研究 Ｃｏｌ 交联度在仿生矿化过程中的作用并揭

示 Ｃｏｌ 交联度对 ＨＡ 沉积的作用机制，Ｄｕ 等［１３］ 通

过调控 γ 射线照射的剂量来控制 Ｃｏｌ 蛋白的交联

度，并利用 ＦＴＩＲ、示差扫描量热法 （ ｄｉｆｆｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ， ＤＳＣ ） 和 热 失 重

（ ｔｈｅｒｍｏｇｒａｖｉｍｅｔｒｙ， ＴＧ）等方法对 Ｃｏｌ 的交联度进

行分析，明确了 Ｃｏｌ 的交联度对矿化的重要作用。
实验结果显示，随着交联度的升高，矿化 ２４ ｈ 后的

Ｃｏｌ 钙磷浓度也明显增加［见图 ４（Ａ）］。 ＴＧ 曲线

表明，随着交联度的增加矿化 Ｃｏｌ 的重量损失逐渐

减少，且矿化 Ｃｏｌ 纤维的重量损失全部少于非矿化

Ｃｏｌ［见图 ４（ Ｂ）］。 ＤＳＣ 曲线表明，随着 γ 射线照

射剂量的增加，矿化后交联 Ｃｏｌ 的热变性温度 Ｔｄ
增加［见图 ４（Ｃ）］。 因此，Ｃｏｌ 交联度的提高可以

为 ＨＡ 的沉积提供更好的机械和结构条件，最终提

高 Ｃｏｌ 的矿化能力［见图 ４（Ｄ）］。
１􀆰 ３　 Ｃｏｌ 纤维的直径、渗透压和表面电荷对矿化的

影响

　 　 Ｃｏｌ 分子链上氨基酸的末端和侧基包含许多酸

性和碱性基团。 因此， Ｃｏｌ 蛋白是具有等电点

（ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ， ＩＰ） 的两性电解质［３２］。 实验证

图 ４　 Ｃｏｌ 交联度对仿生矿化的影响［１３］

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ Ｃｏｌ ｏｎ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ

ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ［１３］

明，纤维内矿化是渗透压平衡和电荷平衡的结

果［３３］。 Ｄｕ 等［２９］对不同 ｐＨ 范围和生理磷酸盐溶液

（ＰＢＳ）下自组装的 Ｃｏｌ 纤维进行直径、表面电荷和

渗透压的测试（见图 ３）。 图 ５（Ａ）所示为在 ｐＨ＜ＩＰ
（Ａ１）、ｐＨ ＝ ＩＰ （Ａ２）、ｐＨ＞ ＩＰ （Ａ３）和 ＰＢＳ 自组装

（Ａ４）条件下 Ｃｏｌ 纤维的直径分布。 图 ５（Ｂ）所示为

Ｃｏｌ 蛋白的渗透压与纤维直径（或 Ｚｅｔａ 电位）之间的

关系。 图 ５ （ Ｃ ） 所 示 为 Ｃｏｌ 溶 液 在 不 同 条 件

（ｐＨ＜ＩＰ、ｐＨ＝ ＩＰ、ｐＨ＞ＩＰ 以及 ＰＢＳ 中自组装）下的

渗透压。 因此，当外界 ｐＨ ＝ ＩＰ 时，Ｃｏｌ 蛋白的渗透

压、电荷量和纤维直径最低。 当外界 ｐＨ＞ＩＰ 时，Ｃｏｌ
纤维表面带负电荷；而当外界 ｐＨ＜ＩＰ 时，Ｃｏｌ 纤维表

面带正电荷。 无论在外部 ｐＨ＞ＩＰ 还是 ｐＨ＜ＩＰ 时，
Ｃｏｌ 纤维的直径和渗透压均大于 ｐＨ ＝ ＩＰ 时的纤维

直径和渗透压［２９，３４］；而在 ＰＢＳ 缓冲液中，自组装成

的胶原纤维直径、渗透压均为最大［见图 ５（Ｄ）］。
Ｃｏｌ 纤维上钙离子的成核位点主要是羧基和羰基，
属于电负性基团。 为了验证 Ｃｏｌ 纤维上的电负性基

３０２
马春阳，等． 力学环境调控骨基质仿生矿化
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团是成核位点，有研究选择不同 ｐＨ 和自组装条件

下的 Ｃｏｌ 蛋白螯合钙离子，并使用聚阴离子化合物

ＰＡＡ 和阳离子聚丙烯酰胺（ｃａｔｉｏｎｉｃ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，
ＣＰＡＭ）作为隔离类似物，在胶原纤维内矿化的形成

过程 中 稳 定 ＡＣＰ， 进 而 诱 导 纤 维 内 矿 化 的 形

成［３５⁃３６］。 其 Ｚｅｔａ 电位检测结果表明，当 Ｃｏｌ 纤维的

表面带正电荷或无电荷时，纤维表面钙的螯合量非

常低，Ｚｅｔａ 电位的变化不明显。 而当 Ｃｏｌ 表面带有

负电荷时，钙的螯合量达到最大值，并且 Ｚｅｔａ 电位

从明显的负电位变为接近于零，表明这些溶液中 Ｃｏｌ
和钙离子之间存在电荷平衡。 由此推断，纤维内矿化

的形成有两个主要过程：首先，通过电荷平衡稳定

ＡＣＰ，不同的带电氨基酸可以通过静电相互作用与钙

离子或磷酸根离子相互作用以稳定 ＡＣＰ；然后，通过

渗透压形成纤维内矿化［见图 ５（Ｅ）］。 由于 ＰＡＡ 和

ＣＰＡＭ 没有参与 ＡＣＰ 的形成，故推断 ＰＡＡ 和 ＣＰＡＭ
在矿化中的作用类似于催化剂，只通过电荷平衡作用

限制了 ＡＣＰ 的聚集，进而影响 ＡＣＰ 的尺寸，即电荷

平衡影响了矿化过程中 ＨＡ 的形成［见图 ５（Ｆ）］。

图 ５　 Ｃｏｌ 纤维的直径、渗透压和表面电荷对仿生矿化的影

响［２９，３７］

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉａｍｅｔｅｒ， ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ， ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒｇｅ ｏｆ

Ｃｏｌ ｆｉｂｅｒｓ ｏｎ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ［２９，３７］

２　 ＮＣＰ 对 Ｃｏｌ 矿化的影响

　 　 人体内的 Ｃｏｌ 并不是都会发生矿化，即使矿化

和非矿化组织同时存在于非常接近的环境下。 例

如：牙根通过牙周韧带附着到颌骨上，颌骨和牙骨

质会发生矿化，而牙周韧带不会［１５］。 Ｖｅｉｓ 等［３８］ 认

为，细胞外基质中的 ＮＣＰ 控制着矿化的进行，特别

是牙本质磷酸化蛋白在调控矿化过程中起到关键

的作用。 与之类似，Ｈｅ 等［１６］ 研究了 ＤＭＰ１ 对仿生

矿化的调控作用，其实验结果显示 ＨＡ 仅在 Ｃｏｌ 上
有 ＤＭＰ１ 结合的部位沉积 ［见图 ６ （Ａ） 中箭头所

示］。 目前，针对 ＮＣＰ 在体外矿化中的作用研究已

经广泛开展，多种 ＮＣＰ 在矿化过程中的作用已被报

导。 Ｊｅｒｅｍｉｅ 等［３９］研究 ＢＧＬＡＰ、Ｃｏｌ１Ａ１ 和 ＢＭＰ２ 等

ＮＣＰ 对骨仿生矿化的影响，指出这些 ＮＣＰ 对仿生

矿化均有不同程度的促进作用。 Ｏｒｓｉｎｉ 等［１４］ 总结

蛋白聚糖、糖蛋白、血清蛋白、酶以及生长因子等多

种牙本质细胞外基质中 ＮＣＰ 的性质、作用及功能，
并指出 ＮＣＰ 具有高特异性，能够与细胞表面受体结

合，从而激活控制细胞增殖、分化、黏附和迁移的信

号通路。 ＮＣＰ 在牙本质形成过程中起到积极的促

进、控制和调节胶原纤维组装、晶体生长和矿化的

作用。 Ｍｅｇａｎ 等［４０］ 在蛋壳膜纤维中发现 ４９ 种蛋

白，这些蛋白多数属于细胞外基质蛋白，都能够在

不同程度上调控碳酸钙的生物矿化。
ＮＣＰ 对于胶原矿化过程的作用并不都是促进，

部分 ＮＣＰ 也 会 对 矿 化 过 程 起 到 抑 制 作 用。
Ｎｕｄｅｌｍａｎ 等［１５］总结 ＮＣＰ 的作用，并指出溶液中磷

灰石成核的抑制剂实际上促进 Ｃｏｌ 的纤维内矿化，
例如聚氨酯酸、聚丙烯酸、胎球蛋白和磷酸化牙本

质 磷 蛋 白 （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｄｅｎｔｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｐｈｏｒｙｎ，
ｐ⁃ＤＰＰ）。 图 ６（Ｂ）所示为由聚氨酯酸引导的胶原矿

化机制示意图（Ｂ１）和在聚氨酯酸作用下矿化进行

过程中（Ｂ２）及矿化结束后（Ｂ３）胶原纤维的透射电

子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＴＥＭ）图
像。 可以看出，聚氨酯酸促进纤维内矿化的形成。
牙本质磷蛋白（ｄｅｎｔｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｐｈｏｒｙｎ， ＤＰＰ）是一种

同时参与牙本质和骨矿化的蛋白质［３８，４１］，富含天冬

氨酸和丝氨酸，具有 Ａｓｐ⁃Ｓｅｒ⁃Ｓｅｒ 重复序列，其中

９０％ 的丝氨酸可被磷酸化［４２］。 该蛋白选择性地与

Ｃｏｌ 间隙区的 ｅ 带结合［４３］。 ＤＰＰ 诱导磷灰石成核

的能力取决于其磷酸化程度。 在有 ＤＰＰ 存在下的

Ｃｏｌ 矿化实验表明，该蛋白的非磷酸化形式只诱导

Ｃｏｌ 纤维表面 ＡＣＰ 形成，而当其被磷酸化后，便能够

促进形成纤维内矿化［４４］。 ＤＭＰ１ 对胶原矿化的作

用与 ＤＰＰ 相似，只有当使用该蛋白的磷酸化形式

（ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｄｅｎｔｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｐｈｏｒｙｎ， ｐ⁃ＤＭＰ１ ）
时，才会发生纤维内矿化［４５］ 。 图 ６（ Ｃ）所示为分

别在 ＤＰＰ （ Ｃ１ ）、 ｐ⁃ＤＰＰ （ Ｃ２ ）、 ＤＭＰ１ （ Ｃ３ ） 和

４０２
医用生物力学　 第 ３７ 卷　 第 ２ 期　 ２０２２ 年 ４ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３７　 Ｎｏ．２， Ａｐｒ． ２０２２



ｐ⁃ＤＭＰ１（Ｃ４）作用下矿化胶原的 ＴＥＭ 图像，可以

看出在 ｐ⁃ＤＰＰ 和 ｐ⁃ＤＭＰ１ 的作用下形成了纤维内

矿化。 因此，Ｎｕｄｅｌｍａｎ 等［１５］提出 ｐ⁃ＤＰＰ 的作用机

制是抑制溶液中磷酸钙的沉淀，从而使矿物质能

够渗透到 Ｃｏｌ 中，进而形成纤维内矿化。 磷酸化的

作用被认为是增加了 ＮＣＰ 的电荷密度，从而增强

对磷酸钙沉淀的抑制作用。 此外，通过基因敲除

的方法研究非胶原蛋白对生物体内矿化影响的方

法也 十 分 普 遍。 Ｐｒａｊａｐａｔｉ 等［４６］ 对 比 野 生 型 和

ＭＭＰ⁃２０ 敲除小鼠体内分离出的牙釉质晶体，实验

结果显示，与野生型相比，ＭＭＰ⁃２０ 敲除小鼠的牙

釉质晶体更短更宽，分布更加不均匀，且厚度更

低。 野生型小鼠和ＭＭＰ⁃２０敲除小鼠提取的牙釉

质 ＴＥＭ、 扫 描 电 子 显 微 镜 （ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）图像以及宽度和厚度统计分布如

图 ６（Ｄ）所示。

图 ６　 ＮＣＰ 对 Ｃｏｌ 仿生矿化的影响［１５⁃１６，４５⁃４６］

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＣＰ ｏｎ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃｏｌ［１５⁃１６，４５⁃４６］

３　 ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 矿化的影响

　 　 在外载荷产生的复杂应力中，ＦＳＳ 被认为是生

理条件和微观水平下对骨细胞和骨基质的主要刺

激［１９］。 因此，在体外仿生矿化的研究中，ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ
矿化过程的影响不容忽视。 本节将分别讨论恒定

ＦＳＳ 和周期性 ＦＳＳ 两种加载方式对 Ｃｏｌ 矿化的

作用。

３􀆰 １　 恒定 ＦＳＳ
　 　 在骨组织的复杂受力环境中，ＦＳＳ 被认为是骨

组织受到的最主要力学刺激方式［４７⁃４８］。 外部力学

刺激被普遍认为在骨形成中起主导作用。 Ｃｏｌ 是骨

组织的重要有机组成部分，同时也是骨基质形成复

杂多级结构的基础。 Ａｎｇｅｌｉｑｕｅ 等［４９］ 研究 ＦＳＳ 对

Ｃｏｌ 微观结构的影响，结果发现，Ｃｏｌ 属于力敏感蛋

白，在较高水平的 ＦＳＳ 条件下，Ｃｏｌ 纤维的直径分布

较均衡，纤维密度较低，而在低水平 ＦＳＳ 作用下，纤
维尺寸分布范围较为宽泛。 ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 纤维的自组

装［２０］和定向排列［５０］ 都具有显著影响。 Ｍａ 等［２１］ 对

定向 Ｃｏｌ 纤维的制备方法进行总结［见图 ７（Ａ）］，
利用 ＦＳＳ 促进 Ｃｏｌ 纤维取向的主要方法是微流

体［５１］、反向双螺旋挤压［５２］ ［见图 ７（Ｂ）］、锥板黏度

计［１１］和旋涂［５３］。 这些方法的原理是驱动 Ｃｏｌ 蛋白

溶液通过特定的装置，以形成不同形式的 ＦＳＳ。 这

种方法提供的 ＦＳＳ 往往存在分层现象，即溶液靠近

容器壁的部分受到的 ＦＳＳ 较大，使 Ｃｏｌ 纤维的定向

程度更高，而远离容器壁的部分受切应力影响较

小，导致 Ｃｏｌ 纤维的定向性较差。 此外，Ｍｅｎｇ 等［５４］

诱导制备不同定向水平的 Ｃｏｌ 纤维，实验结果表明，
ＦＳＳ 能够诱导 Ｃｏｌ 的取向，同时发现 Ｃｏｌ 纤维的取向

程度对其力学性能具有显著影响。 Ｌａｎｆｅｒ 等［５０］ 提

出一项利用微流控系统制备覆盖范围大且排列整

齐的胶原纤维的新技术。 通过微流控系统将胶原

溶液沉积在基底上，以形成定向胶原纤维。 该实验

结果表明，随着溶液流速的增加，胶原纤维的取向

度增加，而随着胶原溶液的浓度升高胶原纤维的密

度增加［见图 ７（Ｃ）］。 此外，随着溶液浓度和反应

时间的增加，胶原纤维的长度逐渐增加。 但对于

Ｃｏｌ 纤维的定向性而言，ＦＳＳ 的作用时间并不是越久

越好。 Ｎｉｍａ 等［５５］研究 ＦＳＳ 对Ⅰ型 Ｃｏｌ 自组装的影

响时发现，Ｃｏｌ 纤维在剪切速率最低时的轴向生长

速率最大，并随着剪切速率升高，纤维的生长速率

逐渐变慢。 该实验结果表明，Ｃｏｌ 纤维的定向排列

需要合适的剪切速率，在 ２０～８０ ｓ－１时最佳。 为探讨

恒定 ＦＳＳ 对 ＡＣＰ 转化的影响，Ｎｉｕ 等［５６］使用锥板黏

度计提供 ＦＳＳ，利用 ＴＥＭ 观察了不同剪切速率下

ＡＣＰ 转化产物的结构。 该实验结果表明，ＦＳＳ 能够

显著影响 ＡＣＰ 前驱体的转化以及由 ＡＣＰ 前驱体转

化 而 成 的 缺 钙 羟 基 磷 灰 石 （ ｃａｄｍｉｕｍ⁃ｃａｌｃｉｕｍ

５０２
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ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＣＤＨＡ） 的晶体结构 ［见图 ７ （Ｄ）］。
较低水平 ＦＳＳ（≤１􀆰 ０ Ｐａ）对 ＡＣＰ 的结晶有积极的

影响，能够加速 ＡＣＰ 的转化，且形成的 ＣＤＨＡ 结构

组织良好。 然而高水平 ＦＳＳ（＞１􀆰 ０ Ｐａ）对这一转化

过程有负面影响，其特征是 ＣＤＨＡ 晶体形态较差，
结构被破坏。 在 ＦＳＳ 环境下，ＡＣＰ 结晶为 ＣＤＨＡ 的

假设机制示意图如图 ７（Ｅ）所示，中等程度的外部

ＦＳＳ 可以加速钙和正磷酸盐离子在 ＡＣＰ 体系中的

局部扩散和重排，使形成的 ＣＤＨＡ 晶体具有良好的

结构和一定取向的细长形态。 此外，ＦＳＳ 也可以控

制 ＡＣＰ 的大小，使其能够分散在 Ｃｏｌ 原纤维内形成

纤维内矿化。 ＦＳＳ 能够通过控制 ＡＣＰ 的转化和 Ｃｏｌ
自组装而影响 Ｃｏｌ 蛋白的矿化。 为此，Ｎｉｕ 等［２０，５６］

研究 ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 组装和矿化的影响。 该实验结果显

示，一定范围内的剪切力能够增加 ＡＣＰ 转化为 ＨＡ
的程度［见图 ７（Ｆ）］。 ＤＳＣ 结果显示，一定范围内

ＦＳＳ 对矿化 Ｃｏｌ 的自组装有促进作用［见图 ７（Ｇ）］。
图 ７（Ｈ）所示为暴露于无 ＦＳＳ（Ｈ１ 和 Ｈ２）和 １􀆰 ５ Ｐａ
ＦＳＳ（Ｈ３ 和 Ｈ４）环境中 ３ ｈ 后未染色磷灰石 ／胶原复

合材料的 ＴＥＭ 图像。 图 ７（Ｈ１）、（Ｈ２）显示 ＡＣＰ 在

未矿化胶原原纤维表面聚集，图 ７（Ｈ３）、（Ｈ４）显示

ＡＣＰ 纳米颗粒附着并渗透到胶原原纤维中。 因此，
ＦＳＳ 加载有利于 ＡＣＰ 向胶原原纤维内的渗透。 一

定范围内恒定 ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 矿化有积极的影响，其特

征是 Ｃｏｌ 自组装程度增强，ＡＣＰ 向 ＨＡ 转变的速度

加速，ＨＡ 结构和取向良好，能够促进 ＡＣＰ 渗透到

胶原原纤维内部形成纤维内矿化。
３􀆰 ２　 周期性 ＦＳＳ
　 　 在人体活动的过程中，对骨的力学刺激不可能

恒定不变。 鉴于周期性 ＦＳＳ 与自然状态下骨骼受

力情况更加相近，故有必要研究周期性 ＦＳＳ 条件下

Ｃｏｌ 矿化的情况［５７⁃５８］。 Ｄｕ 等［１１］ 研究周期性 ＦＳＳ 诱

导的 Ｃｏｌ 矿化作用，并与经典的 ＰＡＡ 诱导的仿生矿

化作用进行比较。 该实验结果表明，与相同矿化时

间 ＰＡＡ 作用下矿化 Ｃｏｌ 纤维相比，周期性 ＦＳＳ 可促

进 ＨＡ 晶体的转变，提高其结晶速率。 图 ８（Ａ）所

示为随矿化时间增加［４ ｈ （Ａ１），８ ｈ （Ａ２）和 １２ ｈ
（Ａ３）］，Ｃｏｌ 的 ＦＴＩＲ 光谱以及钙磷比变化（Ａ４）；其
中，ａ～ ｃ 分别是对照组、ＰＡＡ ３０ μｇ ／ ｍＬ、周期性 ＦＳＳ
情况下 Ｃｏｌ 的红外吸收曲线。 图 ８（Ｂ）所示为 ３ 种

不同条件（对照组、ＰＡＡ 和 ＦＳＳ）下 Ｃｏｌ 矿化过程的

图 ７ 　 恒 定 ＦＳＳ 对 ＡＣＰ 转 化、 胶 原 组 装 及 矿 化 的 影

响［２０⁃２１，５０，５２，５６］

Ｆｉｇ．７ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｓｔａｎｔ ＦＳＳ ｏｎ ＡＣＰ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， Ｃｏｌ

ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ［２０⁃２１，５０，５２，５６］

ＴＥＭ 图像。 由图可见，大尺寸 ＡＣＰ 附着在对照组

的 Ｃｏｌ 纤维表面上，并且在 ＰＡＡ 和周期性 ＦＳＳ 的作

用下形成纳米尺寸的 ＡＣＰ（三角形标识），随着矿化

时间的增加，球形 ＡＣＰ 逐渐变成针状 ＨＡ（箭头标

识），并在周期性 ＦＳＳ 的作用下很好地附着在 Ｃｏｌ 纤
维上。 在没有 ＦＳＳ 和 ＰＡＡ 作用的情况下，大尺寸的

ＡＣＰ 聚集成连续的无定形矿物相，并且在矿化的早

期阶段附着在 Ｃｏｌ 纤维表面上。 随着矿化时间的增

加，对照组中的 Ｃｏｌ 形成了纤维外矿化。 在 ＰＡＡ 和

周期性 ＦＳＳ 的作用下，Ｃｏｌ 纤维表面形成了均匀分

布的纳米尺寸的 ＡＣＰ。 在周期性 ＦＳＳ 的作用下，球
形纳米 ＡＣＰ 渗入 Ｃｏｌ 纤维并逐渐转变为针状 ＨＡ 晶

体，最终形成纤维内矿化。 而 ＰＡＡ 组中 Ｃｏｌ 纤维上

附着的纳米级 ＡＣＰ 多于周期性 ＦＳＳ 组。 图 ８（Ｃ）所
示为分别在 ＰＡＡ 和周期性 ＦＳＳ 条件下矿化 １２ ｈ 后

Ｃｏｌ 的形态特征。 在 ＰＡＡ 作用下，磷酸化 Ｃｏｌ 也能

够形成 ＨＩＭ。 在周期性 ＦＳＳ 的作用下，纳米级球形

ＡＣＰ 形成并渗透到 Ｃｏｌ 纤维中并逐渐转化为 ＨＡ 晶

体，诱导形成 ＨＩＭ 胶原，与 ＰＡＡ 存在下的分层矿化

结构一致。 此外，在周期性 ＦＳＳ 的作用下，ＳＥＡＤ 的

环形图案和晶体的晶格条纹也比 ＰＡＡ 组更清晰。
该结果表明，在周期性 ＦＳＳ 作用下，ＨＩＭ 晶体转化
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率更高。 与 ＰＡＡ 相比，周期性 ＦＳＳ 的应用不仅有助

于晶内矿化的形成，而且可以促进 ＡＣＰ 向 ＨＡ 晶体

的转变，诱导 Ｃｏｌ 定向排列［见图 ８（Ｄ）］。 周期性

ＦＳＳ 可以在促进高度定向的 ＨＩＭ 胶原的形成方面

发挥比阻滞类似物更好的作用。 最重要的是使用

周期性 ＦＳＳ 不需要引入外源物质，这可以更好地保

障材料的安全性。

图 ８　 周期性 ＦＳＳ 对胶原矿化的作用［１１］

Ｆｉｇ．８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｅｒｉｏｄｉｃ ＦＳＳ ｏｎ Ｃｏｌ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ［１１］

环境对 Ｃｏｌ 矿化的影响是一个复杂的过程，其
中广泛存在多种影响因素共同作用的情况。 对此，
Ｄｕ 等［１１］研究了周期性 ＦＳＳ 与 ＰＡＡ 对 Ｃｏｌ 矿化的共

同作用。 图 ９（Ａ）所示为 ＦＳＳ 和不同浓度 ＰＡＡ 对

ＡＣＰ 的共同作用效果。 随着 ＰＡＡ 浓度增加，ＡＣＰ
尺寸减小，在周期性 ＦＳＳ 和低浓度 ＰＡＡ 作用下，这
些 ＡＣＰ 的高倍放大图像（Ａ７ ～ Ａ１２）出现了晶格线

（箭头所示）。 没有周期性 ＦＳＳ 加载的情况下，随着

ＰＡＡ 浓度增加，ＡＣＰ 尺寸显著减小。 同时，这些

ＡＣＰ 的高倍放大图像显示在不同 ＰＡＡ 浓度下均没

有晶格线，表明 ＡＣＰ 是无定形的，且 ＰＡＡ 在控制

ＡＣＰ 大小的同时限制了其向晶体转化。 周期性 ＦＳＳ
和 ＰＡＡ 对于控制 ＡＣＰ 大小具有相似的作用。 然

而，与 ＰＡＡ 作用不同的是，周期性 ＦＳＳ 加载能够促

进 ＡＣＰ 向晶体转化的作用。 同时，晶格线的出现表

明周期性 ＦＳＳ 可以减轻 ＰＡＡ 对 ＡＣＰ 转化的抑制。
当 ＰＡＡ 浓度较高时，在周期性 ＦＳＳ 作用下 ＡＣＰ 尺

寸没有显著差异，即当 ＡＣＰ 尺寸足够小时，低强度

的周期性 ＦＳＳ 干扰将无法进一步降低其尺寸。 周

期性 ＦＳＳ 和不同浓度 ＰＡＡ 对 Ｃｏｌ 矿化的共同作用

如图 ９（Ｂ）所示。 在周期性 ＦＳＳ 和 ＰＡＡ 的共同作用

下形成了纳米尺寸的 ＡＣＰ，并渗透到 Ｃｏｌ 纤维中形

成纤维内矿化（三角形所示），插图所示单个矿化原

纤维的选区电子衍射图像形成环形图案，随着 ＰＡＡ

图 ９　 周期性 ＦＳＳ 与 ＰＡＡ 对 ＡＣＰ 转化和胶原矿化的共同作用［１１］

Ｆｉｇ． ９ 　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｅｒｉｏｄｉｃ ＦＳＳ ａｎｄ ＰＡＡ ｏｎ ＡＣＰ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｌ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ［１１］

浓度的增加，环形图案变得模糊。 随着 ＰＡＡ 浓度的

增加，晶格条纹变得模糊（细箭头），在周期性 ＦＳＳ
的作用下，晶格条纹交织形成没有 ＰＡＡ 的晶格网络

（红色圆圈所示）。 在相同的矿化时间内，Ｃｏｌ 在无

ＦＳＳ 和 ＰＡＡ 的条件下形成了纤维外矿化。 而在周

期性 ＦＳＳ 和 ＰＡＡ 作用下，形成了纳米尺寸的 ＡＣＰ，
纳米尺寸的 ＡＣＰ 渗透到 Ｃｏｌ 纤维中以形成纤维内

矿化。 单个矿化原纤维的选区电子衍射图像显示，
随着 ＰＡＡ 浓度增加，环形图案从清晰到模糊；同时，
晶格条纹也变得模糊。 没有 ＰＡＡ 存在时，在周期性

ＦＳＳ 的作用下，晶格线交织形成晶格网络并且广泛

分布。 随着 ＰＡＡ 浓度增加，ＡＣＰ 向 ＨＡ 晶体矿物相

的转化能力变差。 相反，在周期性 ＦＳＳ 作用下，ＡＣＰ
向晶体的转变速度快于其他组的转变。 因此，周期

性 ＦＳＳ 可以减轻 ＰＡＡ 对 ＡＣＰ 转化的抑制作用，更
好促进 Ｃｏｌ 的矿化过程。 图 ９（Ｃ）显示了随着 ＰＡＡ
浓度［０ μｇ ／ ｍＬ（ Ｃ１ ）、３０ μｇ ／ ｍＬ （ Ｃ２ ） 和６０ μｇ ／ ｍＬ
（Ｃ３）］增加，矿化 １２ ｈ 胶原的 ＦＴＩＲ 光谱（Ｃ１ ～ Ｃ３）
和钙磷摩尔比直方图（Ｃ４）。 在矿化后，Ｃｏｌ 酰胺 Ａ、
酰胺 Ｂ、酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ、酰胺Ⅲ的主要酰胺吸收峰仍然

没有显着变化。 随着 ＰＡＡ 浓度增加，１ ０３０ ｃｍ－１处磷

７０２
马春阳，等． 力学环境调控骨基质仿生矿化

ＭＡ Ｃｈｕｎｙａｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ Ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｎｅ Ｍａｔｒｉｘ



酸基团的吸收峰强度逐渐减弱，５８０ ｃｍ－１处的单峰

逐渐分裂成 ６００ ｃｍ－１和５６０ ｃｍ－１处的两个吸收峰，
且强度逐渐减弱。 因此，ＰＡＡ 对 ＡＣＰ 的稳定作用

随着浓度的增加而增加。 同时，与相同 ＰＡＡ 浓度下

Ｃｏｌ 纤维的矿化相比，周期性 ＦＳＳ 仍可促进磷酸基

团尖峰的形成，再次证明了周期性 ＦＳＳ 可以缓解

ＰＡＡ 对 ＡＣＰ 转化的抑制。

４　 总结与展望

　 　 本文总结了 Ｃｏｌ 的各项性质以及 ＮＣＰ 和 ＦＳＳ
等环境因素对 Ｃｏｌ 矿化的影响。 在 Ｃｏｌ 的磷酸化过

程中，磷酸基团与 Ｃｏｌ 原纤维中的氨基反应形成新

的磷酸铵基团。 新生成的磷酸铵基团与羧基和羰

基类似，可以作为生物矿化过程中 Ｃａ２＋ 的成核位

点。 因此，Ｃｏｌ 磷酸化能够增加钙的螯合量，并形成

ＨＩＭ。 较高的 Ｃｏｌ 交联度可以为 ＨＡ 沉积提供更好

的机械和结构条件，最终提高 Ｃｏｌ 的矿化能力。 Ｃｏｌ
溶液 ｐＨ 值的改变会导致 Ｃｏｌ 纤维直径、渗透压和

表面电荷发生改变，通过电荷平衡可以稳定 ＡＣＰ，
通过渗透压可以诱导形成纤维内矿化。 细胞外基

质中的多种 ＮＣＰ 对 Ｃｏｌ 矿化具有显著影响，如

ＤＰＰ、ＤＭＰ１ 和 ＭＭＰ２０ 等。 力学环境对矿化具有非

常显著的影响，而在骨组织的复杂受力环境中，ＦＳＳ
被认为是骨组织在微观尺度受到的最主要力学刺

激方式。 一定范围内恒定 ＦＳＳ 对 Ｃｏｌ 矿化有积极的

影响，其特征是 Ｃｏｌ 自组装程度增强，ＡＣＰ 向 ＨＡ 的

转变速度加速，由恒定 ＦＳＳ 诱导形成的 ＨＡ 结构和

取向良好，能够诱导纤维内矿化的形成。 周期性

ＦＳＳ 和 ＰＡＡ 均具有控制 ＡＣＰ 大小的作用，但周期

性 ＦＳＳ 可以促进 ＡＣＰ 向 ＨＡ 转化，而 ＰＡＡ 对该转

化起到抑制作用。 周期性 ＦＳＳ 和 ＰＡＡ 共同作用的

实验证明，周期性 ＦＳＳ 可以减轻 ＰＡＡ 对 ＡＣＰ 转化

的抑制。
在未来的研究中需要面对如下的问题：
（１）研究表明，Ｃｏｌ 性质改变将会直接影响到矿

化的发生和发展。 因此，对体内 Ｃｏｌ 的检测将有助

于对疾病的预测。 但要对骨组织中的 Ｃｏｌ 进行检测

可能需要手术取样，对人体造成额外的损伤，是否

可以通过其他无创检测方式反映人体内胶原性质

的改变？
（２）ＮＣＰ 对于仿生矿化体系的调控作用受到多

种因素的影响。 如前所述，非磷酸化 ＤＰＰ 只能诱导

Ｃｏｌ 纤维表面 ＡＣＰ 的形成，被磷酸化后可以诱导产

生纤维内矿化。 因此，在研究 ＮＣＰ 对仿生矿化体系

的调控作用时，应着重关注 ＮＣＰ 的状态及其与其他

物质的相互作用。
（３）关于 ＦＳＳ 对体外仿生矿化调控作用的研究

已取得显著成果，但如何将体外仿生矿化的理论应

用于骨缺损修复以及骨骼健康的日常维护仍需要

进一步的研究。 例如，是否可通过对骨组织工程支

架的设计与康复训练相结合以加快骨骼缺损部位

的修复？ 不同的运动形式会对人体骨骼产生怎样

的力学载荷，在腔隙 ／小管系统内产生怎样的液体

流动，进而对骨骼造成何种影响，长期从事某项职

业或参加某种运动的人应注意哪些事项？ 这些问

题还有待研究。
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