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【摘+ 要】目的：研究兔骨髓基质细胞（TKPN）与聚 !#羟基丁
酯（OLT）复合物在成兔体内培养后成骨情况，选出最理想的
人工组织工程骨.方法：将体外培养的骨髓基质细胞种植于
OLT支架材料上形成复合物，再植入成兔体内培养，同时用单
纯 OLT材料植入作对照.分别于 (，* 8U后照 G光片，取材行
光镜和扫描电镜观察其成骨情况. 结果：OLT 与 TKPN 的复
合物在兔体内于 ( 8U后已有骨组织形成，而对照组的缺损无
修复迹象.结论：OLT 与 TKPN 的复合物完全可以做成理想
的组织工程人工骨修复骨缺损.
【关键词】骨髓基质细胞；聚 !#羟基丁酯；骨代用品；生物医学

工程
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GH 引言
聚 !#羟基丁酯（ ><1E#!#DE9?<XE7E@E?5@0，OLT）因

其良好的生物相容性和生物降解性，可做为理想的骨

组织工程材料［!］.我们选择 OLT 与兔骨髓基质细胞
（7<A0 45??<8 M@?<451 ;011M，TKPN）的复合物，移植至
成兔下颌骨缺损处，进行了修复骨缺损实验研究.

IH 材料和方法
I. IH 材料H OLT（由西北大学、西北工业大学和第四
军医大学西京医院整形外科中心联合研制. 纯度达
&&Y *Z，微孔支架孔径 [ %" "4，孔隙率 \ &’Z）.
=K3K（-67;<，RPW），小牛血清（杭州四季青生物制
品公司），胰蛋白酶（天象生物制品公司），K//，#型
胶原，!#甘油磷酸钠，地塞米松，]#抗坏血酸（P6F45），
TT!2 型 NC$ 培养箱（L0?50JM，上海），]-!"#)W 低温
高速离心机（北京医用离心机厂），褪毛剂（自配），速

眠新由第四军医大学实验外科提供.
I. JH 方法
!. $. !+ OLT 支架材料的制备 + OLT 微孔支架经#
型胶原包埋，冷冻干燥处理，钴 2" 辐射消毒后，分装
( 瓶中，每瓶 $ 块，每块约 !Y " ;4 ^!Y " ;4 ^"Y 2 ;4.
!. $. $+ 骨髓基质细胞的分离及培养+ 取出生 ) 9 的
纯种白兔 ! 只（体质量 ’Y !)’ F，由第四军医大学实验
动物中心提供）. 耳静脉注入空气栓塞致死. 用褪毛
剂褪去四肢兔毛，用碘伏消毒四肢皮肤，铺无菌手术

巾.切开皮肤，取出四肢骨，将骨表面软组织去除干
净. 用 =K3K 液冲洗，置于含 $"" F _ ] 小牛血清
（ITP）的 =K3K液培养皿中，以眼科剪将骨质剪碎，
置于 )%‘，’" 4] _ ] NC$ 饱和湿度条件下培养.隔日
换液，观察.在原代细胞融合成单层后，以 $Y ’ F _ ]胰
酶消化，调整密度至（"Y ’ a !）^ !"% _ ]，以 !b ! 的比例
传代，并改用条件培养液，含 !"" F _ ] ITP，!" 44<1 _ ]
聚 !#甘油磷酸钠，!" A4<1 _ ]地塞米松，’" 4F _ ] ]#抗
坏血酸.
!. $. )+ TKPN和 OLT的复合培养+ 取生长良好的第
(代 TKPN $瓶，记数后将已浓缩的细胞以! ^!"& 个 _ ]
的密度分别接种于已处理过的 OLT 材料上，( D 后加
入培养液，隔日更换培养液，直至细胞生长铺满时终
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止培养!
"! #! $% &’()和 *+&的复合材料植入成兔体内（实
验组）% 取 $ 只每只体质量 #, -. 纯种白兔，分别在
耳静脉注 /0 1 23速眠新，取得全麻后，将实验兔四肢
固定于手术台上!右侧下颌区脱毛备皮! 碘伏消毒右
下颌区，铺巾!用小弯刀延右下颌缘切开皮肤，长约
# 42，再切开肌层直达下颌骨骨膜面，切开骨膜，用
骨膜剥离器在骨膜下向上剥离，暴露下颌骨! 沿下
颌缘上 " 22 处用骨凿凿去 "/ 22 5 "/ 22 骨片，
将备好的 *+& 与 &’() 的复合材料植入缺损区，用
丝线将材料固定缝合在周缘骨面! 分层缝合肌层，
皮肤!
"! #! ,% *+&材料植入成兔体内（对照组）% 取 $ 只
每只体质量 #, -.纯种白兔，方法同实验组全麻下在
右侧下颌区造 "0 / 42 5 "0 / 42 骨性缺损区，将备好
的 *+&材料植入缺损区，用丝线将材料固定缝合在
周缘骨面!分层缝合肌层，皮肤!
"! #! 6% 实验兔的取材% 实验组与对照组分别于术后
$，7 8-各取"只，先在放射科照右侧下颌骨9光片!后
用空气栓塞致死，无菌下取出植入材料，行组织学 +:
染色，’;<<=>三色染色光镜检查及扫描电镜检查!

?：:@ABCD2B>E;F .C=GA；&：)=>EC=F .C=GA!
HD. " % )=2A;CD<=> =I J=>B I=C2;ED=> JBE8BB> EKB B@ABCD2B>E;F
;>L 4=>EC=F .C=GA< G>LBC 9MC;N ;E 8BB- 7
图 "% 实验组与对照组 7 8- 9光片比较

!" 结果
!# $" 移植后 %光片检查" 实验组 $ 8- 后可见右侧
下颌骨移植材料四周及中间孔隙内密度增高，显示骨

痂形成! 7 8-时密度增高明显；对照组下颌骨缺损区
密度低，无骨修复（HD. "）!
!! !" 光镜检查" 实验组 $ 8-后移植物 +:染色：材
料部分降解，可见骨细胞，多核巨细胞，纤维组织和基

质! ’=<<=> 三色法染色：有明显骨样组织! 7 8- 后
+:染色可见：纤维样骨痂，骨样组织及骨小梁! ’=<M
<=> 三色法染色：骨小梁为大片红色，交织状，红色的
骨组织中央见骨髓腔（HD. #）! 对照组术后 $ 8-，材
料无明显降解，无骨样组织! 7 8- 移植物无吸收，无
骨样组织（HD. 1）!

HD. #% ’=<<=> EKCBB <E;D>D>. =I *+& D> EKB B@ABCD2B>E;F .C=GA ;E
8BB- 7
图 #% 实验组 7 8- ’=<<=> 三色染色

HD. 1% +: <E;D>D>. =I *+& D> EKB 4=>EC=F .C=GA ;E 8BB- 7
图 1% 对照组 7 8- +:染色

!! &" 扫描电镜检查" 实验组$ 8-后可见材料表面有
骨细胞及基质形成，另有少量胶原纤维分散其中! 7 8-
时材料表面有骨组织形成，镜下可见到骨小梁结构，小

梁粗细不均（HD. $）!对照组 $ 8-后，材料表面光滑，可
见到少量的红细胞及白细胞附着，7 8-时，材料表面可
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见到少许胶原组织，未见明显的细胞成分（!"# $）%

!"# &’ ()*+ ,)-./0")* "* 01+ +23+-".+*0/4 #-)53 5*6+- 78/**"*#
+4+80-)* ."8-)78)3+ /0 9++: ;
图 &’ 实验组 ; 9:扫描电镜显示骨组织形成

!"# $’ <) =)*+ ,)-./0")* "* 01+ 8)*0-)4 #-)53 5*6+- 78/**"*# +>
4+80-)* ."8-)78)3+ /0 9++: ;
图 $’ 对照组 ; 9:扫描电镜显示无骨组织形成

!" 讨论
我们的研究表明，?@( 和 (ABC 的复合材料完

全可以成为理想的组织工程人工骨修复骨缺损%
!% #" 理想的骨组织工程材料" 这种材料应具有良好
的生物相容性；良好的生物降解性，材料最终能被受

区的骨组织取代；易加工成型，并具有一定的强度，移

植后能保持原状；材料表面易于细胞粘附且不影响其

增殖分化［D］% ?@( 是原核微生物在营养失衡的情况
下储存于细胞内的一种高分子聚合物，兼有天然可降

解性材料的特点和人工合成可降解性材料的优点，其

降解产物 !>羟基丁酸为人体血液固有成分，并可最
终经酮!解为 CEF 和 @FE 排出体外

［F］%本实验研究
中取出实验组植入兔体内培养的 ?@( 材料，其组织
结构上已逐步被骨样组织替代，但其外形仍能保持原

状，完全能起到修复原缺损的作用% 我们在实验初期
进行的 ?@(对兔骨髓基质细胞（(ABC）生物学特性

影响的研究中证实：(ABC可在 ?@(表面贴附生长，
保持其细胞形态，并随培养时间延长，(ABC 开始分
泌细胞外基质［G］% 后期实验中将 (ABC 和 ?@( 的复
合物植入成兔体内，& 9: 后光镜下见已有成骨细胞
形成，; 9:后已有明显的骨小梁形成，证实 ?@(利于
(ABC的增殖分化%
!% $" 骨组织工程学种子细胞" 这一种子细胞应具备
下列特点：取材容易，对机体损伤小；在体外培养中

易定向分化成骨细胞和具备较强的传代繁殖能力；植

入机体后能适应免疫的环境并保持成骨活性［&］% 目
前用于骨组织工程研究的种子细胞多采用骨膜的成

骨细胞和骨髓基质干细胞%将骨膜的成骨细胞作为骨
组织工程学的种子细胞是目前研究最多的%而骨髓细
胞因其取材方便，取材后并发症少而轻微，且骨髓基

质干细胞能自动分化为成骨细胞，也可在诱导物作用

下促使其向骨形成方向分化等特点［$］，已越来越多

地被用于种子细胞%现临床上用骨髓注射或复合替代
材料用于治疗骨缺损和骨不连已取得良好疗效%军事
医学科学院基础医学研究所，上海组织工程研究与开

发中心等单位，已建立了人成体骨髓基质干细胞分

离，纯化及定向分化，诱导的技术体系%不过自体取材
局限性大，尤其是对于老年人，骨髓干细胞较少，活性

差，使取材量和体外培养增加了困难%能否用同种异体
骨髓细胞作为种子细胞也成为了大家日益关注的焦

点%本实验观察到胎兔 (ABC 培养方法简单，快速，存
活能力和增殖能力强%加入地塞米松，!>甘油磷酸钠及
H>抗坏血酸后 IH?阳性率明显增加，细胞的形态趋向
单一，传代后也能获得稳定的细胞系%我们将培养的胎
兔 (ABC与 ?@( 复合物植入成兔骨缺损处，经 J 光
片，组织切片光镜及电镜下检查所见：实验组较对照

组有明显的成骨现象，而无明显的免疫炎症反应%分析
免疫性低的原因是胎体在 G .)前成骨活性细胞多，无
造血细胞，因此胎体 (ABC免疫性甚低%这些都证实了
同种异体胎骨髓干细胞与聚 !>羟基丁酯的复合物完
全可作为修复骨缺损的组织工程材料%
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