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〔摘 要 〕 组织工程化骨和软骨组织 已初步用 于临床修复骨和软骨缺损
,

显示 了临床应用前景
。

在周 围神经 的组 织工程研究中
,

已建立 了 M S C S仪 ) 永生雪旺细胞系
。

用 多孔
、

中空纤维管复合 多种

细胞外基质和雪旺细胞
,

有显著促进神经再 生作用
、。

用不 同来源 的成骨细胞与不 同组成成分和结

构的支架复合
,

在体内和体外都观察到成骨现象
。

在动态压力下培养软骨细胞
,

与高分子支架材料

复合培养形成的软骨组织具有更好的形态和功能

[关键词 〕 组织工程
,

骨
,

软骨
,

周 围神经

组织工程学是 20 世纪 80 年代末期发展起来的

一门新兴边缘学科
。

它是综合应用工程学和生命科

学的基本原理
、

基本理论
、

基本技术和基本方法
,

在

体外预先构建有生命的种植体
,

然后植人体内
,

修复

组织缺损
,

替代组织
、

器官的一部分或全部功能
。

由

于它是多学科高技术的开发及综合利用
,

因此具有

强大的生命力
,

已成为经济发达国家如美国
、

日本
、

加拿大
、

澳大利亚及欧洲一些国家优先研究的重要

领域
,

并且已取得十分突出的成果
,

某些领域已开始

临床应用
,

极大地促进了临床医学的发展
。

1 有关的背景

随着社会的发展与进步
,

疾病构成谱发生了改

变
。

就临床医学骨科学而言
,

由于创伤
,

退行性改变

引起的骨
、

软骨
、

神经等组织缺损
,

已成为导致残废
,

影响生活质量的重要原 因
。

游离植皮术成功以后
,

就开始了自体组织移植
,

即在功能相对不太重要 的

部位切取组织修复缺损的部位
,

重建部分功能
。

在

美国
,

用于修复骨缺损的植骨术是仅次于输血的组

织移植
。

虽然总 的临床效果较满意
,

但供体组织 十

分有限
,

且切取自体组织是一种创伤
,

有增加患者痛

苦及并发症的危险
,

是一种以牺牲 自体部分组织为

代价的
“

以伤治伤
”

的办法
,

很多患者不能接受 本

世纪 50 年代以后
,

即有人开始进行同种异体
L’ ` 、

异

种组织 (器官 )移植的研究红
“三

,

由于免疫排斥反应及

供者来源的限制
,

同种异体移植只能挽救部分患者

的生命
。

由于需长期使用免疫抑制剂
,

常导致致命

的并发症
。

异种移植虽已被列人很多国家的重要研

究领域
,

但远未达到临床适用阶段
。

因此
,

寻找创伤

小
,

副作用少
,

方便适用的组织缺损的修复方法就成

为重要的研究课题
,

于是人工材料体内植入
,

修复组

织缺损及替代部分功能的研究被提到 了科学研究的

前沿
。

从 70 年代起
,

美国
、

日本
、

欧洲等已在进行生

物玻璃陶瓷人工骨的研究
。

我国在 80 年代也开始

犷这方面的研究
,

到 目前为止
,

能与人体组织愈合
,

引 导或诱导细胞 (组织 )再生的适用型人工材料种类

极为有限
,

远远不能满足临床医学的需要
,

且
.

有很多

科学问题尚需进一步研究
。

7 0 年代出现了将分离
、

培养的软骨细胞与脱钙

骨支架联合培养
,

试图研制软骨组织
,

结果失败
,

但

这却是组织工程学研究的开端
,

为后来组织工程学

的形成
、

发展提供了新的思路
。

根据不同的组织缺

损
,

选择不同的支架材料和种子细胞
,

构建多种组织

或器官
,

或许是修复人体组织
、

器官缺损的最理想方

法

2 国内外研究现状

虽然组织工程学
_

L巨式提出来仅有 拍 年时间
,

但

国家 自然科学基金资助项目
,

批准 号 39 83 01 00
.
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却很快成为世界各国的热门研究课题
。

走在世界前

列的是美 国
。

1988 年
,

美国就以国家科学基金会

( N iat o n a } sc le cn e F 0 l l l l d a tion )资助建立了一系列实验

室
。

很多公司也以重金投人进行研究
,

如 M ed otr in c

公司 向德克萨斯州伍德兰兹的 u fe c
ell 公司投资

2 以刃万美元 ; st 琳
e :
公司资助 马萨诸塞州霍普金顿

的 C耐 iv e iB o M ol ec ul e S
公司骨组织工程研究 ;英国

sm iht N e
呷 h e w 公司投资 7 仪幻万美元进行组织工程

研究等
,

其研究领域涉及到骨
、

软骨
、

肌键
、

韧带
、

神

经
、

血管
、

皮肤
、

肌肉等
。

现仅就周围神经
、

骨及软骨

组织工程的研究进展综述如下
。

2
.

1 周围神经的组织工程学研究

周围神经由于其解剖结构
、

功能的特殊性
,

损伤

后修复效果不好
。

由于神经损伤后的肌肉麻痹及感

觉障碍
,

是导致残废的主要原因
。

周围神经缺损的

修复经历了 自体神经移植
、

同种异体神经移植
、

自体

非神经组织移植
、

人工材料替代等阶段
,

但功能恢复

率在 70 % 左右
。

197 9 年匆ayo 阎将体外培养的乳

鼠雪旺细胞种植到 5 ~ 长的血管段中
,

然后桥接

大鼠的神经缺损
,

3一 6 周后 取材
,

发现桥接体内有

大量神经纤维再生
,

这为神经组织工程学的进一步

研究奠定了基础
。

以后
,

在修复神经缺损的支架材

料方面
,

先后使用了以 V / NP C 管
,

变性骨骼肌
,

羊膜

基底膜
,

聚丙烯 /聚丙烯睛
,

I 型胶原等
。

lP an t[’ 」研

究了一种多孔的聚甲基丙烯酸经乙酸多孔纤维管
,

孔隙率为 75 %
,

孔径为 10 脚 以上
,

种植人雪旺细胞

后桥接神经缺损
,

可显著促进神经轴突的再生
。

在支架材料中
,

必须种植人一定数量的雪旺细

胞
,

并且要使种植的雪旺细胞长期成活
,

分泌多种营

养因子
、

生长因子
,

才能保护脊髓神经元
,

促进损伤

神经的再生
,

其中细胞的数量及长期存活是发挥生

理功能的关键
。

已有研究表明
,

至少以 1 x l护 / mL
浓度的雪旺细胞所分泌的神经营养因子

、

神经生长

因子才能保护脊髓神经元
、

促进神经再生
。

在管状

支架材料中复合雪旺细胞分泌的细胞外基质
,

如层

粘连蛋白 ( !川
刀i n in )纤维连接蛋白 ( iF b or n e ct in NF )

I
、

VI 型胶原凝胶
、

硫酸肝素蛋白等对植入雪旺细胞

的成活
、

保护神经元
、

促进神经再生有十分重要的作

用
。

雪旺细胞是周围神经组织工程研究必须的种子

细胞
。

研究发现
,

在传代一定代次以后
,

雪旺细胞的

形态和功能都将发生改变
。

为获得雪旺细胞长期传

代
、

保持功能
,

《…; a l l

~ n e
户〕建立 了 M sc soo 永生雪

旺细胞系
。

采用基因工程技术
,

将多种神经营养因

子基因转染入永生化雪旺细胞
,

获得既永生
、

又有高

分泌功能的雪旺细胞
,

为周围神经组织工程研究提

供了很好的种子细胞
。

从临床应用的实际需要出发
,

用自体雪旺细胞

虽然有无抗原性的优点
,

但却需预先切取自体神经

分离培养
、

纯化
、

扩增雪旺细胞
,

对患者导致新的创

伤
。

因此有不少研究者对异体及异种雪旺细胞移植

进行了研究
。

裕 m 6I[ 用 鼠雪旺细胞作同种异体移植

修复坐骨神经缺损
,

发现再生神经的动作电位和神

经传导速度与自体神经移植相当
,

骨髓纤维数多于

自体移植组
,

且在移植后 120 天
,

鼠雪旺细胞仍然存

活
。

挽 vi 和 B u

gen 叫用人周围神经的髓鞘蛋 白 oP 的

单克隆抗体检测人胚胎雪旺细胞植人鼠坐骨神经
,

也证明这种异种移植的雪旺细胞能够成活
,

并参与

了再生神经纤维的髓鞘形成
。

1
997 年 H

一
sn[ 〕将

成年鼠和成人的周围神经来源的雪旺细胞的混合悬

液植人鼠的颖叶
,

发现有 M H C 工类和 且类抗原的表

达
,

而将鼠的雪旺细胞移植到人
,

则未见明显免疫反

应
,

表明同种和异种雪旺细胞移植
,

即使在不使用免

疫抑制剂情况下
,

也不发生 明显免疫反应而能长期

存活
。

2
.

2 骨组织工程学研究

自 1984 年分离
、

培养成功成骨细胞之后
,

即开

始了骨的组织工程学研究
。

1989 年 I朋g〔9〕从新生

小鼠中分离培养成骨细胞
,

与经基磷灰石 ( HA )
、

明

胶复合后植人同种系小鼠内
,

发现能明显提高新的

骨组织重建
。

但 B昭歇 n bisa[
’。〕发现成骨细胞对材料

有选择性
。

因此
,

骨组织工程学研究主要集中在支

架材料的构建
、

种子细胞的筛选和标准化
,

以及细胞

与支架材料间作用机制的研究方面
。

人体骨骼的主要功能是支持
、

承重
、

力的传导
、

保护内脏器官等
,

因此要求骨组织工程研究的支架

材料应具有一定的抗压
、

抗张及抗扭转能力
,

既要有

一定的强度
,

又要有一定的韧性
。

在骨组织工程学研究中
,

已经采用了陶瓷类材

料
,

如经基磷灰石 ( H ydID
x y a p a t iet HA )

,

双相经基磷

灰石 ( iB p h as ic c al ic uln ph o s
户at B C )P

,

生物活性玻璃

陶瓷 ( B ioac
tive 多aS

S C e五m i。 B G e )等 :高分子合成材

料
,

如聚乳酸 ( oP l阮 st i C ac id PLA )
,

聚 经 基 乙 酸

( oP lxgl yc iol
。 ` 记 PG A )

,

以及它们的共聚物 P ll ; A

等 ;复合材料
,

如 HA 与 PL A 复合
,

HA 与胶原复合
,

聚丙延胡索酸 ( lP oy
.

p or p y l e en fu m u

翻
e p p F )与不饱

和直链多醋
,

俘
一

磷酸三钙复合物等
。

iN ed ~
e r
将不

同比例的 P LA
、
PGA 与生物活性玻璃陶瓷复合

,

制成
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的新型支架材料
,

增加了存储模量及力学性能 L“
。

M ax ian 将 5% HA
,

or % P LGA 与 1% 工型胶原复合

形成的新型支架材料改善了力学性能
,

具有诱导骨

再生能力 [ ’ 2〕
。

这些基本材料通过不同的设计
,

不同

比例的复合
,

不同的制作工艺
,

可以达到接近正常骨

的框架结构
、

孔隙
、

孔径及一定的生物力学强度
,

并

有利于成骨细胞粘附
、

促进细胞分裂
、

增殖及 DN A

合成
,

提高碱性磷酸酶活性
。

为骨组织工程学研究的种子细胞是成骨细胞
,

它可从外骨膜
、

内骨膜
、

骨小梁
、

骨髓 中分离培养
。

从骨髓中分离培养基质干细胞
,

由于干细胞的多分

化潜能
,

在一定条件下向成骨细胞转化
,

是构建组织

工程化骨组织的重要细胞 [” 〕
。

更由于骨髓可从患

者的骼骨中穿刺获得
,

因此最有可能作为 自体细胞

构建的组织工程化骨应用于临床
。

在最近的一项不

同来源成骨细胞的体外比较研究中发现 〔̀ 4〕
,

在培养

条件下
,

骨髓基质干细胞
、

松质骨成骨细胞和骨膜成

骨细胞的增殖能力以骨髓干细胞为最好
,

而胶原的

合成能力
,

骨钙素的表达及 AL P 活性以骨膜成骨细

胞为最好
,

钙化能力以骨膜和骨松质成骨细胞为最

好
。

成骨细胞与支架材料的三维培养受多种因素的

影响
,

包括材料的理化性质
,

表面微结构及微环境
。

研究发现
,

复合陶瓷材料表面的微碱性环境有利于

成骨细胞的增殖与粘附 ;氟元素能促进 DNA 合成
,

并提高 A廿 活性
。

胶原在骨结合素作用下
,

与钙结

合
,

能引导骨再生
。

支架材料合适的表面结构
、

孔

隙
、

孔径等都是影响成骨细胞粘附
、

增殖
、

发挥生理

功能的重要因素
。

G a此 i a 等 [’ 5〕将纤维连接蛋白吸附

在生物活性玻璃上
,

发现成骨细胞的粘附增加了
,

并

证明是由于成骨细胞的 NF 受体与 FN 之间的相互

作用的结果
。

邹力等 [`6〕将兔的骨膜成骨细胞与磷

酸钙陶瓷复合后
,

行同种异体移植
,

不仅附着在材料

上的细胞成活
,

还能形成板层骨
。

组织工程化管状骨由于所使用的支架材料量

多
,

必需较快地血管化
,

才能使其成活
,

与受体骨愈

合及发挥生理功能
。

曹谊林将复合有胎牛骨膜成骨

细胞的可降解材料包裹裸鼠股动
、

静脉血管束
,

12

周时
,

形成了带血管蒂的新的组织工程骨
。

华西医

科大学将复合有成骨细胞及血管内皮细胞生长因子

的管状中空钙磷陶瓷材料中间植人血管束
,

也形成

了有血供的组织工程骨
,

为临床应用提供了血管化

方法
。

B , i t b a rt 等将从新西兰 白兔骨膜分离的成骨

细胞经标记后
,

与 P ( ; A 支架材料复合
,

修复兔颅骨

巧 ~ 直径的全层缺损
,

12 周时已有大量新骨
,

用免

疫荧光法检查
,

发现新骨 由植人细胞形成 〔川
。

由

C二 e at iv e
iB oM

0 l l C u le s
公司的研究者用成骨细胞与加

人 O P
一

l 的含钙的多孔材料联合培养制成的组织工

程化骨
,

修复 122 例胫骨骨折患者
,

取得了与自体植

骨相同的临床效果〔 “̀ 〕
,

展示 了临床应用前景
。

2
.

3 软骨组织工程学研究

组织工程软骨是第一个组织工程化组织
。

自

w ak iatn i 19 89 年将分离培养的软骨细胞种植人胶原

中联合培养获得成功后 [ ’ 9〕
,

软骨组织工程研究发展

非常迅速
。

由于软骨组织为单一细胞成分 (软骨细

胞 )
,

与多细胞成分的组织相比
,

构建相对较为容易
。

人体软骨在关节部位
,
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如耳壳
,

主要起支撑作用
。

因此
,

在构建组织工程化

软骨选择支架材料时
,

应考虑到不同的部位及不同
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。
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、

纤维蛋白
、

Pl人
、

PGA

以及 P LA / R二A 共聚物 PLG A 等
。

由于 P I石 A 的降解

速度可由 PLA 与 代子A 的比例及它们的分子量来控

制
,

因此是软骨组织工程研究的主要支架材料
。

在

成形加工工艺方面
,

可采用铸模
、

纺丝编织等
。

根据

不同需要
,

可成形为膜
、

海绵状
、

棒
、
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。

用于关节
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,
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螺纹形
,
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,

用于耳壳成形则铸
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。

CaD 将猪的肋软骨分离培养软骨细

胞
,

分别与 R…; A
,

Cal ic um ialg aent 和 lP u

二 i。 复合植人

自体皮下
,

发现 P l u r o l〕i C 为支架的组织为弹力软骨
,

而 PG A 和 c al ic uln al y iant
e
为支架的组织为纤维软

骨朋 1
,

表明支架材料对组织的形成有明显影响
。

王

跃等「2` 〕将人胚胎软骨细胞种植人胶原海绵中
,

再植

人裸鼠体内
,

也形成了透明软骨
。

软骨组织工程的种子细胞是软骨细胞
,
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节软骨
、

箭板软骨
、

软骨膜等分离培养获得
。

传统的

平面培养方法能获得单层细胞
,
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,

逐
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,
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,
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工程化软骨缸“ 2」
。
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,
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。

Bus e hi l侧 1

等 洲发展了一种压力装置培养软骨细胞
,
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态压力下
,

不利于细胞外基质的合成
,
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。
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,
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,

软骨细胞增殖能

力及分泌糖胺多糖能力均强
,
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。

iS itt n
ge

r
采用 了灌注培养系

统 L川
,

能在长期培养中提供稳定的州 和营养物质
。

aK ot 在 19 88 年利用离心管内软骨细胞培养技
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,

成功地培养出类软骨组织
,

颜炜群 25[ 1在此基础

上
,

研究了多种生长因子对软骨细胞的调控作用
,

成

功地构建了髓板软骨
,

这是一种没有支架材料的由

软骨细胞形成软骨组织的新方法
。

s huk
u

~
i 等〔洲

从胎牛髓软骨中提纯一种软骨特异性功能基质

Chou d功m od u l in
一

l ( ChM
一

1 )
,

是一种 25 kD a
糖蛋白

,

在

兔的软骨细胞培养中
,

发现 ChM
一

1 的表达显著高于

成纤维细胞生长因子
一

2
、

户转移生长因子和甲状旁腺

激素相关肤
,

并证明 ChM
一

1 能促进兔软骨细胞生长

和克隆形成
。

实用的组织工程化软骨需经过动物实验验证其

体内表现
。

目前已形成了关节软骨
、

气管软骨
、

半月

软骨
、

耳壳软骨等
,

并已部分进行了临床试用
,

如上

海市第九人民医院已将 自体软骨细胞构建的组织工

程化关节软骨用于修复部分关节软骨缺损患者
,

已

获得初步成功
。

(4) 组织工程化组织的生物相容性
、

免疫反应
、

体内的愈合过程
、

代谢改变
、

对药物的反应
,

与生长

发育的关系
,

以及近期
、

远期结果
。

( 5) 组织工程化产品的消毒灭菌
、

包装
、

储存
、

运

输
、

评价标准等
。
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,
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同时
,

也

由于组织工程广泛的开发与应用
,

将会提供更多的

就业机会及创造出更多的经济效益
。

据估计
,
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工程产品的市场额在今后的数年内
,

可达到 800 亿

美元 [` 7」
,

有可能成为国民经济的一个支柱性产业
。

不仅如此
,

由于组织工程学的跨学科性质
,

它 的发

展
,

将推动材料学
、

工程学
、

细胞生物学
、

分子生物

学
、

遗传学等相关学科的发展
,

对临床医学的发展具

有划时代的意义
。

但是
,

组织工程学研究还需进一

步解决很多科学问题
,

包括
:

( l) 最适细胞附着
、

增殖的支架材料
,

合适 的三

维构架
,

表面性质
,

与受体组织 的相互关系
,

生物力

学特征等
。

( 2) 组织工程学研究的细胞
,

在体外培养条件下

的生命周期
,

分泌功能
,

生长 因子的作用及调控
,

肿

瘤化倾向
,

细胞与材料的相互作用机制及其影响因
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,
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上
,

研究了多种生长因子对软骨细胞的调控作用
,

成

功地构建了髓板软骨
,

这是一种没有支架材料的由

软骨细胞形成软骨组织的新方法
。
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从胎牛髓软骨中提纯一种软骨特异性功能基质
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,
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,

在

兔的软骨细胞培养中
,

发现 ChM
一

1 的表达显著高于

成纤维细胞生长因子
一

2
、

户转移生长因子和甲状旁腺

激素相关肤
,

并证明 ChM
一

1 能促进兔软骨细胞生长

和克隆形成
。

实用的组织工程化软骨需经过动物实验验证其

体内表现
。

目前已形成了关节软骨
、

气管软骨
、

半月

软骨
、

耳壳软骨等
,

并已部分进行了临床试用
,

如上

海市第九人民医院已将 自体软骨细胞构建的组织工

程化关节软骨用于修复部分关节软骨缺损患者
,

已

获得初步成功
。

(4) 组织工程化组织的生物相容性
、

免疫反应
、

体内的愈合过程
、

代谢改变
、

对药物的反应
,

与生长

发育的关系
,

以及近期
、

远期结果
。

( 5) 组织工程化产品的消毒灭菌
、

包装
、

储存
、

运

输
、

评价标准等
。
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,
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。

组织工程化骨及软骨已初步用于临床
。

在其他领域
,

如皮肤
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、
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组织等
,

也取得到了十分可喜的成绩
,

为最终在实验
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,

用于修复组织缺损及重建
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,
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,
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由于组织工程广泛的开发与应用
,

将会提供更多的
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,
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不仅如此
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、

工程学
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细胞生物学
、
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、

遗传学等相关学科的发展
,

对临床医学的发展具

有划时代的意义
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组织工程学研究还需进一
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、

增殖的支架材料
,

合适 的三
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,

表面性质
,

与受体组织 的相互关系
,

生物力
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在体外培养条件下

的生命周期
,

分泌功能
,

生长 因子的作用及调控
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