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多孔!!"#$ 用于构建长骨组织的实验研究

祝 联 袁 捷 王 敏 陈付国 周广东 崔 磊 刘 伟 曹谊林"

（上海第二医科大学附属第九人民医院整形外科 上海市组织工程中心，上海 !"""//）

摘 要 探索新型的多孔!.磷酸三钙（!.6CD）作为组织工程骨支架材料的应用效果。分别应用单纯!.6CD（对照

组）和骨髓间质干细胞（E&?7 =;FF&G H97= @7’’H，IJKCH）、!.6CD 复合物（实验组）修复狗尺骨 !@= 的骨缺损，术后通过

L 光片、核素扫描、大体观察和组织学观察判断长骨骨缺损的修复效果。L 片观察：- 月时，实验组尺骨缺损由内植

物较好的桥接，内植物边缘模糊，管腔及内植物与缺损断端之间有新生骨形成；对照组尺骨缺损处的内植物明显变

形，出现密度不均的裂解颗粒，其与缺损断端连接处有新生骨形成。4 月时，实验组尺骨缺损被伴有骨髓腔的新生

骨连接，有皮质骨形成；对照组尺骨缺损被高密度影连接，没有骨髓腔和明显皮质骨形成，尺骨远端直径明显细于

实验组。核素扫描的延迟相骨显像：/ 月和 ! 月时两组之间有显著性差异，- 月时两组之间无显著性差异。大体观

察：- 月时可见，对照组尺骨直径明显小于实验组，实验组的骨缺损处新生物的体积明显大于对照组；对照组的内植

物周围有纤维组织紧密包裹，难于分离。4 月时可见，实验组新生骨色泽红白相间，明显已被塑形；对照组新生骨体

积、形状不完整。M< 观察：- 月时，实验组!.6CD 的孔隙中，可见新生骨在表面贴附生长；对照组!.6CD 的孔隙中有

类骨质形成，充填着大量核深染的巨核细胞和毛细血管。4 月时，两侧的!.6CD 都完全消失，都有新生骨形成，但对

照组新生骨量和骨结构明显差于实验组。复合骨髓基质干细胞的多孔!.6CD 能够修复长骨骨缺损。
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数十年来，钙磷陶瓷一直是广泛应用的骨替代

材料，具 有 良 好 的 生 物 相 容 性 和 传 导 成 骨 的 作

用［/，!］，但由于降解速率很慢，它们只能在骨缺损局

部与新骨混合掺杂，因而常用的钙磷陶瓷并不完全

符合骨组织工程支架材料的基本要求。本研究采用

法国地中海大学研制的一种可完全降解的多孔!.磷
酸三钙（!.6CD）陶瓷材料复合骨髓基质干细胞构建

的组织工程化骨，修复狗尺骨标准缺损，探讨该种

!.6CD 对长骨缺损的修复效果及其潜在的临床应用

价值。

% 材料和方法

%&% 狗骨髓基质干细胞的获取、诱导与分化培养

麻醉成功后，/3 号骨穿针于股骨大粗隆处穿

刺，抽取骨髓 2=P，置于肝素化的注射器中。加入含

有地 塞 米 松（/"Q 3 =&’RP，K>S=;）、!.磷 酸 甘 油 钠

（/"==&’RP，K>S=;）和抗坏血酸（2""=&’RP，K>S=;）的

TJ<J 成骨条件培养液，制成细胞悬液，按 / U /"4 R
@=! 有核细胞的密度接种于培养皿，置于 -$V，2W
CX! 的孵育箱培养。2Y 后首次换液，使用 TJ<J 成

骨条件培养液继续培养，以后每 - 天换液 / 次。细

胞生长汇合时，"O!2W胰蛋白酶 Z "O"!W <T65 消

化，进行细胞传代，继续培养扩增传至二代细胞，备

用。

%&’ 多孔!!"#$ 陶瓷材料及与细胞的复合

多孔!.6CD 陶 瓷 材 料 制 备 成 !"== U（内 径

2==、外径 3==）的圆筒状（图 /）和 -== U -== U
-== 的立方体，超声清洗，高压蒸汽消毒后备用。

用 TJ<J 成骨条件培养液将第二代骨髓基质干细

胞制成 !" U /"4 [ =P 的细胞悬液，注射器滴入多孔!.
6CD，确保多孔!.6CD 被细胞悬液浸匀，且不渗漏，静

置于 -$V，2WCX! 的孵育箱中 #B 后，加入 TJ<J 成

骨条件培养液培养。立方体的!.6CD.IJKCH 复合物

培养 $Y 后断面行扫描电镜观察。







!"# 回植手术过程

! 只成年杂种狗，雌雄不限，体重 "# $ %"&’，平

均 "()*&’，肌注氯氨酮（%+,’-&’）麻醉后，颈静脉置

管静滴，抗生素术中抗炎。狗先左侧卧位，右前肢术

区备皮，常规消毒、铺巾。沿尺骨嵴切开皮肤、皮下

组织，肌间隙暴露尺骨。线锯去除尺骨中段 %+,,
的骨皮质和骨膜，生理盐水冲洗，放置圆筒状的!.
/01.23405 复合物，确保对位、对线良好后（图 %），

紧密缝合周围软组织。同法处理左侧尺骨，内植物

为单纯的圆筒状!./01。术后不使用石膏固定。狗

放回笼内，常规饲养，隔日起青霉素 !+ 万单位肌注

（% 次 6 78）。

!"$ 观察指标

!"$"! 大体观察：术后观察动物一般情况。处死后

观察内植物的成骨和局部反应。

!"$"% 9 片观察：术后 7 月、: 月摄双侧尺骨正位 9
片，观察骨缺损处新骨形成和骨连接情况。

!"$"# 核素扫描：术后 7 月内，每月进行;;, /<.3=1
骨显像。检查前 %>，狗氯氨酮肌注麻醉后经股静脉

注 射 ;;, /<.3=1"!32?-&’，采 用 4@A>B ,C8DB =4(
41E0/ 仪，狗俯卧位双前肢平放行延迟相骨显像，采

集矩阵 %*: 6 %*:，放大 ")+，计算每侧骨缺损处放射

性聚集数 /（FGH）（FC’DI @J DIKCLC5K）计数与双侧 M/
的 /-M/ 比值。

!"$"$ 组织学观察：7 月和 : 月时，随机各取一只狗

的两根尺骨标本经脱钙、浸蜡、透明、石蜡包埋后，连

续切片，厚度为 *",，制成组织切片，行 NE 染色，观

察新骨形成和材料降解情况。

% 结果

%"! 扫描电镜观察

!./01 的孔隙呈圆球形，大小均一，孔径 *++",，

孔隙率为 (*O，圆孔间由 "++", 的交通孔相接，形

成网络样的空间结构。23405.!./01 复合物培养 (8
后断面可见骨髓基质干细胞充分伸展，似成纤维细

胞样形态，贴附在!./01 的圆孔表面，一些细胞和其

分泌的细胞外基质充填于!./01 的孔隙中，占据着

部分空间，但没有完全填满（图 7）。

图 7 扫描电镜观察
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%"% 大体观察

一只狗术后伤口感染，被排除出试验。其余狗

术后伤口无感染，轻度肿胀。78 后双前肢能直立行

走。

7 月时取材可见：左侧尺骨周径明显小于右侧，

双侧骨缺损的界限仍清晰可辨，但右侧骨缺损处新

生物的体积明显大于左侧，表面粗糙，尚未降解的!.
/01 微粒与新生骨混杂。左侧新生物有周围纤维组

织紧密包裹，难于分离（图 #）。: 月时可见：左侧尺

骨周径依然小于右侧，双侧骨缺损处的新生骨组织

与周围界限都完全消失，右侧新生骨色泽红白相间，

明显已被塑形，与尺骨形状相适应。左侧新生骨体

积小于右侧，形状不完整，表面仍有软骨痂（图 *）。

%"# & 片观察

术后当天左右侧尺骨缺损处 9 影像完全相同。

7 月时：右侧尺骨缺损由内植物较好的桥接，内植物

边缘模糊，密度均匀，管壁变薄，管腔及与缺损断端

之间有新生骨形成。左侧尺骨缺损处的内植物明显

变形，出现密度不均的裂解颗粒，尤以缺损处中部为

明显。两端与缺损断端连接处有新生骨形成。: 月

时，右侧尺骨缺损被有骨髓腔的新生骨连接，有皮质

骨形成。左侧尺骨缺损被高密度影连接，没有骨髓

腔和明显皮质骨形成，尺骨远端明显细于右侧（图

:）。

%"$ 放射性同位素测定

核素扫描的延迟相骨显像见图 (。每组 7 个时
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间点的 !"#! 比值见图 $，% 月和 & 月时两组之间有

显著性差异（! ’ ()(*），+ 月时两组之间无显著性

差异（! , ()(*）。

图 $ 核素扫描的延迟相 !"#! 值

-./0$ !"#! 12345 .6 785 95153:;<567
;2775=6 78=:4/8 =29.:64>3.95

!"# 组织学检查

术后 + 月时：右侧!?!@A 没有完全降解，呈细颗

粒状分布，仍保持原有的孔隙结构，可见新生骨在!?
!@A 孔表面贴附生长，!?!@A 孔隙中充填大量的成骨

细胞和网状细胞。左侧!?!@A 也没有完全降解，但

降解程度似比右侧明显。!?!@A 孔表面成骨细胞有

序排列，可见有类骨质形成。孔隙中充填着大量核

深染的巨核细胞和大量的毛细血管（图 B），与骨缺

损断端相连的!?!@A 孔隙中可见与右侧相似的组织

学表现。术后 C 月时：两侧的!?!@A 都完全消失，都

有新生骨形成，但左侧新生骨量和骨结构明显差于

右侧（图 %(）。

$ 讨论

种子细胞必须依赖于细胞外基质的存在才能发

挥功能。因此，细胞外基质替代物（种子细胞的支架

材料）的选择是组织工程研究中的关键环节，也是限

制组织工程研究进一步发展的主要因素。理想的骨

组织工程支架材料的基本要求有［%，+ D C］：（%）良好的

生物相容性：除满足无毒、无致畸等一般要求外，还

要利于骨种子细胞粘附、增殖，降解产物对细胞无不

利影响，要有利于细胞的贴附、生长和分化。（&）良

好的生物降解性：支架材料在完成支架作用后应能

完全降解，从而有利于骨重建，降解速度应与骨组织

形成速度相适应。（+）具有三维立体多孔结构：该结

构可提供宽大的表面积和空间，利于细胞粘附生长，

细胞基质沉积，营养物进入，代谢产物排出，也有利

于血管和神经长入。（E）可塑性和一定的机械强度：

支架材料具有良好的可塑性，可预制成一定形状。

具有一定的机械强度，为新生组织提供力学支撑作

用。（*）良好的骨传导性和骨诱导性：支持骨细胞生

长和功能分化的表面化学性质与微结构，利于骨细

胞爬行；可与活性蛋白如 FGA 等复合，共同诱导骨

的发生。

目前在既往的骨移植材料基础上，骨组织工程

研究应用的材料主要有［%，C］：（%）生物陶瓷类材料：羟

基磷灰石（HI）、生物活性玻璃陶瓷（FJ@）、磷酸三

钙（!@A）、双相钙磷陶瓷（HI"!@A，@HI）等。（&）天

然细胞外基质材料：脱钙骨基质、胶原、珊瑚、藻酸盐

等。（+）聚合物类材料：聚乳酸（AJI）、聚乙醇酸

（AKI）、聚羟丁酯（AHF）等。（E）复合类材料：由以上

单一材料互相组合形成。在目前，以上哪一类材料

都各有优缺点，不能完全满足骨支架材料的基本要

求。

磷酸三钙的主要成分与人骨的无机成分相似，

@2"A 比率为 %)*，在大于 $((L的高温烧结自然冷却

的条件下，表现为!?磷酸三钙结构。!?磷酸三钙具

有骨传导作用，作为骨移植的替代材料已取得良好

效果［M，$］，传统!?!@A 的多孔结构是由!?!@A 粉末与

可去除的奈烷高温烧结而成，其产生的空隙率为

+*N，孔径为 %(( O +(("<，孔间连接不完全，导致细

胞不能均匀地与其在体外复合，因而不是一种最理

想的骨组织工程的支架材料。换用甲丙烯酸甲脂聚

合物做产孔剂，使得!?!@A 的空隙率达到 M*N，孔径

为 *(("<，孔间连接率达到 %((N［$］。本实验中的扫

描电镜和组织学观察证明了此种多孔!?!@A 良好的

细胞亲和性和组织相容性。

!?!@A 在体内可以完全降解，这已被大量实验

证实，降解的机理可能有［B D %%］：（%）在机体酸碱环境

下发生溶解；（&）由于晶体界的化学侵蚀，物理分裂

成小的颗粒；（+）巨噬细胞的吞噬作用及其分泌的酶

吸收作用。但磷酸三钙降解速度却有很大差异，主

要与材料的制备工艺、陶瓷结晶、密度（孔径、孔隙

率）和移植部位相关。本实验采用的!?!@A 在本实

验条件下，组织学上可见 C 个月时已完全降解。与

我们既往实验采用的珊瑚相比，降解速度明显减

慢［%&］。!?!@A 在局部降解产生的 @2& P 和 AQE
+ D 有利

于新骨形成，J=5/:.=5 等［%+］用E* @2 合成的!?!@A 植入

鸡尺骨中，& 个月后发现E*@2 出现在!?!@A 周围的新

骨中，提示 @2& P 从!?!@A 转移到新生骨中。在本实

验中，复合了 FGR@S 的!?!@A 降解较缓慢，可能与新

生骨覆盖了其孔隙表面相关，单纯!?!@A 的孔隙中

充填了大量肉芽组织和巨噬细胞，故降解速度相对

较快。但有人认为在新骨形成过程中，成骨活动和

破骨活动的进程是相随的，破骨细胞会加速材料的

*C*E 期 祝联等：多孔!?!@A 用于构建长骨组织的实验研究



分解［!"，!#］，故而复合了 $%&’( 的!)*’+ 降解应该快

于单纯!)*’+。

在放射性核素骨显像检查中，,,-*.)%/+ 通过被

骨的无机物（羟基磷灰石）吸附，以及与未成熟的有

机物（胶原）结合，从而浓集于新骨形成部位。如果

骨代谢 功 能 旺 盛，局 部 血 液 供 应 丰 富，则 摄 取 的
,,-*.)%/+增多，局部放射性计数增加［!0，!1］。这对判

定组织工程化骨血液供应及血管重建后组织工程化

骨的成活、新骨形成代谢情况等均有很好的实用价

值及意义。本实验中的,,-*.)%/+ 骨显像表明，复合

$%&’( 的!)*’+ 具有较强的成骨能力和血运重建能

力，在植入尺骨骨缺损后的前 2 月内，为,,- *.)%/+
摄取高峰期，与单纯!)*’+ 有显著性差异。但在 3
月时两组之间无差异。这可能与!)*’+ 材料自身具

有“骨爬行替代”成骨作用相关，3 月时，骨缺损处

的成骨细胞以及周围的间充质细胞，已移行到!)
*’+ 中，发挥成骨的功能，并且肉芽组织也已长进!)
*’+ 中。另外，复合 $%&’( 的!)*’+ 在 2 月内是成

骨和血管重建高峰期，3 月以后速度已减慢。虽然
,,-*.)%/+ 骨显像的特异性低，但较 4 片可以较早

地了解观察骨缺损处的骨代谢、血运情况，较直观、

可靠。与组织学观察相比更有连接性，且不损耗动

物。

%56.7(［3］等认为由于珊瑚在体内 3 个月肯定完

全降解吸收，临床应用宜选择降解时间稍长的支架

材料，这尚要进行很多的研究和临床试验［!3］。本研

究对!)*’+ 复合 $%&’( 构建的组织工程化骨修复长

骨缺损进行了初步的探索，证明多孔!)*’+ 能很好

地复合骨髓基质干细胞，为这种多孔!)*’+ 的深入

研究打下基础。
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