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　　摘　要：　目的　运用组织工程学方法制作人工材料支架修复兔甲状软骨缺损，寻求一种重建甲状软骨的新
途径。方法　运用泡沫凝胶注模法制备多孔 ＨＡ，以冷冻吸附法将Ⅰ型胶原、ｒｈＢＭＰ２沉淀于 ＨＡ支架上形成 ｒｈ
ＢＭＰ２／Ⅰ型胶原／ＨＡ复合材料。实验动物分为两组，实验组以Ⅰ型胶原、ＨＡ、ｒｈＢＭＰ２为材料，对照组以Ⅰ型胶
原、ＨＡ为材料，分别进行甲状软骨缺损的原位修复，观察并评估其修复效果。结果　ＨＡ体积分数为５０％的多孔
支架材料孔隙率为（５０．５４±３．０２）％，孔隙孔径为１００～２００μｍ。大体观察见术后７周时，实验组支架材料降解完
全，被片状骨性组织所替代，新生骨切面呈黄白色，质地较硬，且新生骨质与对侧未切除甲状软骨边缘紧密结合；对

照组支架仍只见纤维结缔组织包膜。组织学检查见实验组术后３周材料降解，手术区域软骨母细胞增生伴成软骨
区域形成；术后７周可见软骨细胞增生及软骨骨质形成。对照组３周、７周可见软骨缺损边缘软骨母细胞增生，少
量成熟软骨细胞聚集，缺损中央区未见成熟软骨细胞。结论　ｒｈＢＭＰ２／Ⅰ型胶原／ＨＡ复合材料具有良好生物相容
性，是骨诱导和骨传导性好的材料，可作为一种新型甲状软骨缺损的修复材料。
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ｒｏｉｄｃａｒｔｉｌａｇｅ

　　重组人骨形态发生蛋白２，（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ｒｈＢＭＰ２）是一种高效
骨、软骨生长因子，能够诱导骨、软骨的形成，但是其

单独使用时具有一定的局限性。因此使用复合材料

作为ｒｈＢＭＰ２的载体，不仅能高效的发挥 ｒｈＢＭＰ２
的诱导成骨作用，还能够减少其用量、减慢其被降解

的速率。本实验将生物相容性好，具有骨传导活性

的Ⅰ型胶原和羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＡ）与
ｒｈＢＭＰ２复合，观察其重建甲状软骨缺损的成骨效
应，为今后的临床应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　ＨＡ支架的制备
将羟基磷灰石粉（平均直径为５．３３μｍ，比表面

积为０．４８ｍ２，北京德科岛金科技有限公司提供）运
用泡沫凝胶注模法制备多孔 ＨＡ标准样件（直径
１０ｃｍ、高１０ｃｍ圆柱体）。在常温常压下用生物力
学测试系统进行ＨＡ标准样件抗压强度检测。以丙
烯酰胺为单体，Ｎ亚甲基双丙烯酰胺为交联剂，过硫
酸铵为引发剂，柠檬酸铵为分散剂，四甲基乙二胺为

催化剂，曲拉通Ｘ１１４（ＴｒｉｔｏｎＸ１１４）为起泡剂，将单
体、交联剂、分散剂与去离子水混合得到预混液，和

ＨＡ粉末一起搅拌制得浆料，加入起泡剂，快速搅拌
至体积为搅拌前的２～３倍，依次加入催化剂和引发
剂，搅拌后注入通过 ＲＰ技术建造的甲状软骨板样
件模具，２４ｈ后开模，将模型１００℃烘干２４ｈ，放入
马弗炉中以１０℃／ｍｉｎ的速度升温到烧结 １２００℃，
保温２ｈ，随炉冷却后制备ＨＡ体积分数为５０％的多
孔ＨＡ支架３０个，取出ＨＡ支架。
１．１．１　ＨＡ支架孔隙率测定　采用排液法测定 ＨＡ
支架的孔隙率：量取一定容积（Ｖ１）无水乙醇，盛于
量筒中，将制备好的 ＨＡ支架放入其中并完全浸入
无水乙醇中，密封量筒，静置１０ｍｉｎ，支架表面无明
显气泡时，记录此时的量筒读数（Ｖ２），将支架取出，
再记录量筒中无水乙醇的读数（Ｖ３）。支架的孔隙
率Ｋ，按照下列公式计算［１］：Ｋ＝（Ｖ１－Ｖ３）／（Ｖ２－
Ｖ３）。
１．１．２　电镜扫描观察　支架样件表面喷金，用日本
ＨＩＴＡＣＨＩＳＵ８０２０电镜扫描以观察孔的形貌特征。

１．２　ｒｈＢＭＰ２／ＣＨＡ制备
ｒｈＢＭＰ２由上海江莱生物科技有限公司提供，

小鼠肌袋生物学活性试验证实其诱导成骨活性良

好；Ⅰ型胶原（水溶性）由上海源叶生物科技有限公
司提供。按照水溶性Ⅰ型胶原冻干粉∶ＨＡ支架 ＝
１∶２（质量比），通过冷冻吸附法使Ⅰ型胶原沉淀于
ＨＡ支架上，共制备 ３０个 ＣＨＡ支架。其中 １５个
ＣＨＡ支架与溶于灭菌水中的５０μｇｒｈＢＭＰ２冻干粉
制成的混合溶液通过冷冻吸附法制备成 ｒｈＢＭＰ２／
ＣＨＡ复合支架。支架术前环氧乙烷消毒备用。
１．３　动物实验

新西兰大白兔３０只（由广西医科大学动物实
验中心购得）雌雄各半，雌兔月龄６～１０个月，雄兔
月龄８～１０个月，体重２．５～３ｋｇ。随机将兔分为
２组，每组１５只。１％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ兔耳缘
静脉麻醉，颈部剃毛，常规消毒，纵行切开颈部正中

皮肤，分离浅筋膜、颈前带状肌、甲状软骨外膜，暴

露甲状软骨翼板，中线剪开并切除一整侧甲状软骨，

保留甲状软骨内外膜。实验组植入Ⅰ型胶原／ＨＡ／
ｒｈＢＭＰ２复合支架，对照组植入Ⅰ型胶原／ＨＡ复合
支架，支架大小、形状与切除的兔一侧甲状软骨板一

致。用医用耳脑胶粘连支架在缺损部位，缝合甲状

软骨外骨膜进一步再固定支架，逐层缝合切口。术

后肌肉注射庆大霉素，１次／ｄ，０．５ｍｇ／ｋｇ，连续５ｄ。
１．４　术后观察及检查

分别于术后第１、３、７周随机处死动物，每组每
批处死５只，作以下检测：
１．４．１　大体观察　术后动物的饮食、发声、活动及
伤口反应。处死后取出兔喉部及其周围组织，大体

观察植入体与周围组织结合、吻合口愈合、肉芽生长

情况。

１．４．２　组织学观察　将兔喉部及其周围组织标本
置于１０％甲醛溶液固定２４ｈ，１０％硝酸脱钙２ｄ，水
洗，用７０％、８０％、９０％、９５％及无水乙醇梯度脱水，
二甲苯透明，常规石蜡包埋，切片，５μｍ，烤片
（６０℃）３０ｍｉｎ，ＨＥ染色。光镜下观察缺损部位材
料及其与宿主原有的甲状软骨结合部的组织学变化

及成骨情况。

·８５·
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２　结果

２．１　ＨＡ支架孔隙率
检测出ＨＡ体积分数为 ５０％的多孔支架材料

孔隙率为（５０．５４±３．０２）％。
２．２　材料电镜扫描观察

电镜扫描观察发现，样件材料的外表面空洞因

固化时未能形成对称性的球状，导致受力不均匀而

变成多边形状，而样件内部深处的孔隙未破坏气泡

的球状结构而形成圆型联通小孔，孔隙孔径为１００
～２００μｍ（图１）。
２．３　一般情况

术后３０只兔无意外死亡，术后一般情况良好，
均当日清醒，发声正常，开始饮水，次日开始进食；术

后切口Ｉ／甲愈合，线结１０ｄ左右自行脱落，切口无
明显出血、红肿、渗出及感染、化脓等并发症，未见免

疫排斥反应。

２．４　大体观察
术后１周，两组材料均被纤维结缔组织包裹，材

料部分降解。术后３周，实验组支架材料降解完全，
可见少量半透明状的骨性结节；对照组支架材料降

解完全，创面较多纤维结缔组织生成，未见骨样组织

覆盖。术后７周，实验组支架材料降解完全，被片状
骨性组织所替代，新生骨切面呈黄白色，质地较硬，

且新生骨质与对侧未切除甲状软骨边缘紧密结合；

对照组支架仍只见纤维结缔组织包膜。

２．５　组织学检查
实验组：术后１周可见炎症反应明显，以中性粒

细胞浸润及单核样组织细胞为主，多见肉芽组织，可

见新生的毛细血管，材料部分降解，手术区域软骨缺

血性坏死，边缘区域软骨细胞反应性增生。术后

３周可见炎症反应不明显，材料基本降解，伴有大量
多核样组织细胞增生及吞噬，局部可见单核样组织

细胞增生；手术区域软骨母细胞增生伴成软骨区域

形成；手术区微血管增生伴肌性血管形成。术后

７周可见除该组术后３周所见，还可见软骨细胞增
生及软骨骨质形成（图２），新生软骨与宿主软骨完
全融合。

对照组：术后１周可见炎症反应明显，以中性粒
细胞浸润及单核样组织细胞为主，多见肉芽组织，可

见新生的毛细血管，材料部分降解，材料周围多见幼

稚的成纤维细胞增生，部分区域纤维细胞成熟。均

未见软骨细胞及成熟骨细胞生成。术后３周可见炎
症反应不明显，材料部分降解，伴有大量多核样组织

增生及吞噬，局部可见单核样组织细胞增生，材料周

围多见成熟的纤维细胞。支架材料中央区未见软骨

细胞及成熟骨细胞生成。术后７周可见除该组术后
３周所见，还可见部分纤维细胞玻璃样变，可见软骨
缺损边缘软骨母细胞增生，少量成熟软骨细胞聚集，

缺损中央区未见成熟软骨细胞（图３）。

图１　多孔ＨＡ支架电镜图　ａ：ＳＥＭ×２０００；ｂ：ＳＥＭ×３００

图２　实验组病理学检查（ＨＥ×４００）　ａ：术后１周可见新生软骨形成，软骨母细胞增生（黑色箭头）；ｂ：术后３周可见新生软
骨形成，软骨母细胞增生（黑色箭头）及成熟软骨细胞聚集（黄色箭头）；ｃ：术后７周箭头所示同ｂ
图３　对照组病理学检查（ＨＥ×４００）　ａ：术后１周可见软骨缺损边缘软骨母细胞增生（黑色箭头）；ｂ：术后３周可见软骨缺损
边缘软骨母细胞增生（黑色箭头），少量成熟软骨细胞聚集（黄色箭头）；ｃ：术后７周箭头所示同ｂ

·９５·
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３　讨论

因创伤、感染、肿瘤切除等原因造成的甲状软骨

缺损的支架重建治疗一直是临床医师面临的一大难

题。自从２０世纪９０年代以来，骨组织工程在治疗
软骨缺损方面展现了良好的应用前景。ＢＭＰ是公
认最强的、且唯一能够诱导异位成骨的细胞因

子［２］。目前应用骨形态发生蛋白２（ＢＭＰ２）基因结
合骨组织工程的方法治疗修复软骨缺损成为一新的

研究热点。ＢＭＰ２为ＢＭＰ的一个亚型，也是已知的
能够发挥良好的骨诱导活性、促进软骨及骨样组织

生成的生长因子中作用最强的因子［３］。ＢＭＰ２具
有水溶性，半衰期比较短，存在容易弥散在体液中、

效价低、持续时间短的缺点。因此 ＢＭＰ２需要与其
控释载体相结合，以保持蛋白质在充足的时间内在

其应用位置引导骨生成［４５］。

ＢＭＰ载体及其运载系统的研究开拓了其应用
空间。但临床上可用的 ｒｈＢＭＰ２运载装置不甚理
想，因为需要消耗大量的ＢＭＰ才能达到预期的成骨
效果［６］。因此，探寻有效的运载系统，使其能够降

低ｒｈＢＭＰｓ的消耗，保持一个稳定的释放模式，同时
具有良好的骨引导性，是临床研究者努力的方向。

多孔ＨＡ作为药物或生长因子的缓释载体已显示了
较为广阔的应用前景［７］。多孔 ＨＡ植入人体后，其
材料内部三维交通的孔隙结构不仅为 ＢＭＰ的吸附
提供了充分的空间，而且有利于营养成分的渗透和

血管化。载体的力学性能是必须考虑的重要因素。

理想的载体力学性能应具备与植入点相匹配的力学

属性，即从最初植入至最终自身组织重构完成的全

程为细胞提供物理支撑作用［８］。寻找力学性能与

孔隙结构比例的合理平衡成为了载体制备的成败关

键。一般将载体的孔隙率控制在４５％ ～５５％之间，
以满足种植体在植入初期时临床力学性能对其的要

求。本研究采用泡沫凝胶注模法制备内部联通的孔

隙状ＨＡ支架，操作中能够形成更加稳定的起泡，气
泡尺寸更趋于均匀，材料容易成型，同时可节省制作

时间。制作ＨＡ体积分数不同的标准样件及人工材
料支架，分别行抗压强度检查及孔隙率检测，发现随

着ＨＡ体积分数的增高，其抗压强度逐渐增高，孔隙
率则逐渐降低。为兼顾满足对支架在植入初期时临

床力学性能的要求和较高的孔隙率，我们选择 ＨＡ
体积分数为５０％的方案进行支架的制作。通过排
液法我们测定出 ＨＡ体积分数为５０％支架的孔隙

率为（５０．５４±３．０２）％，其抗压强度为（２．５０±
０．２４）ＭＰａ，达到了支架材料的力学性能与孔隙结构
比例的合理平衡的要求。扫描电镜观察支架呈多孔

网状结构，孔隙尺寸为１００～２００μｍ，能够为骨组织
细胞新陈代谢提供适宜通道，有利于营养的供给与

废弃物的排泄，材料的表面化学性质有利于促进细

胞的粘附与正常的繁殖和成骨破骨等生理活动的进

行。本研究采用ＨＡ体积分数为５０％的材料支架，
结果显示：两组材料在术后３周基本降解，材料内部
孔径会逐渐变大，更利于软骨样组织的长入；至术后

７周材料完全降解，这种被加速的材料降解有利于
新骨的长入和重塑，因而有利于骨缺损的修复［９］。

Ｉ型胶原是一种较理想的组织工程支架材料，
还具有低抗原性和生物可降解性。但将胶原作为单

独骨移植物时，存在易被机体短时吸收，机械性能差

等缺点，很难达到骨修复材料的要求。目前，主要集

中在对胶原复合材料的研究，将胶原和磷灰石复合

制备出仿天然骨组成和性质的胶原－磷灰石复合材
料［１０］，成功用于骨损伤修复。为充分发挥 ＢＭＰ的
骨诱导活性，本研究将Ⅰ型胶原／多孔 ＨＡ作为 ｒｈ
ＢＭＰ２的载体，通过冷冻吸附的方法将 ｒｈＢＭＰ２完
全并且均匀的复合在支架内部及表面，从而使得ｒｈ
ＢＭＰ２能够缓慢而持久的发挥其诱导成骨的作用。
从大体观察，实验组在术后３周和７周的成骨能力
明显优于对照组，在７周时实验组不仅在缺损周边
有新生骨，在缺损区中央亦有大量的新生骨，基本修

复缺损部位，表明支架材料多孔结构为软骨组织细

胞新陈代谢提供适宜通道。组织学观察，实验组７
周后支架边缘及内部贯通区域均有软骨细胞出现，

并在支架内部区域形成软骨骨质，其骨细胞发育更

成熟且形成区域性的软骨结构；而对照组７周后仅
在支架边缘与组织的连接区域出现少量成软骨细

胞，在缺损中央区域只出现软骨细胞的初始形态，但

细胞分化程度较缓慢未能找到成熟软骨细胞及软骨

骨质，提示适宜剂量的 ｒｈＢＭＰ２可以诱发更多的软
骨组织［１１］。

本研究结果表明，ｒｈＢＭＰ２／Ⅰ型胶原／ＨＡ复合支
架具有良好的骨诱导活性和骨传导性，是组织工程学

中一种新型替代骨组织的生物活性材料和支架材料。
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