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脱钙松质骨的骨支架材料制备及其生物学检测****
杨 渊1，林春博1，陈维平2

Preparation and biological detection of demineralized cancellous bone scaffolds

Yang Yuan1, Lin Chun-bo1, Chen Wei-ping2

Abstract

BACKGROUND: Collagen is the main component of demineralized cancellous bone, because of its excellent three-dimensional
space and growth factors that promote cellular proliferation and differentiation, it has a dual function of bone conduction and bone
induction, but there are no amendments of a standard scientific preparation process.
OBJECTIVE: To prepare rabbit demineralized cancellous bone, to detect the porosity, degradation rate and biocompatibility, and
to investigate the feasibility of demineralized cancellous bone used for tissue engineering scaffolds.
METHODS: Based on Urist’s method, demineralized cancellous bone was prepared using a new method, and the porosity, in
vitro degradation rate, cell viability and ossification ability of inducing bone marrow mesenchymal stem cells were determined.
The experiment was divided into three groups at decalcification 3, 24, 48 hours. The other processing steps were the same.
RESULTS AND CONCLUSION: The porosity of decalcification 3, 24, 48 hours was 76.56%, 81.25%, 84.38%; complete
degradation time was 64, 59, 53 days, respectively. Cells in 1-3 days after incubation were latent phase, entered the logarithmic
growth phase at 5 days, then entered the stagnate phase. The induced bone marrow mesenchymal stem cells were stained
positive for alkaline phosphatase. The demineralized cancellous bone prepared by new methods has no toxicity and can meet the
biological characteristics requirements of bone tissue engineering scaffold materials.

Yang Y, Lin CB, Chen WP.Preparation and biological detection of demineralized cancellous bone scaffolds. Zhongguo Zuzhi
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(47):8769-8772.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：脱钙松质骨的主要成分是胶原，由于其良好的三维空间及促进细胞增殖分化的生长因子，使其具有传导成骨和诱导

成骨的双重功能，但是目前没有修订出一个规范科学的制备流程。

目的：采用新方法制备兔脱钙松质骨，并检测其孔隙率、降解率及其生物相容性，对其能否作为组织工程的支架材料进行评估。

方法：在 Urist方法的基础上采用新方法制备新西兰兔脱钙松质骨，并对脱钙松质骨的空隙率、体外降解率、以及细胞活力

和诱导骨髓间充质干细胞成骨能力进行检测。实验分为脱钙 3 h，脱钙 24 h和脱钙 48 h组，其他的处理步骤 3组都相同。

结果与结论：脱钙 3，24，48 h组的孔隙率分别为 76.56%，81.25%，84.38%。完全降解所需时间分别为 64，59，53 d。
细胞在种植后 1~3 d为生长滞留期,第 5天达到对数生长期，以后进入到平台期。诱导后的骨髓间充质干细胞行碱性磷酸酶

染色呈阳性。结果提示，新方法制备的脱钙松质骨对细胞无毒害作用，在生物学特性上达到骨组织工程支架材料的要求。

关键词：脱钙松质骨；孔隙率；降解率；生物学检测；骨组织工程
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0 引言

支架材料是骨组织工程不可或缺的要素之

一[1]，主要分为：①钙磷陶瓷材料，如羟基磷灰

石等。②可降解天然高分子材料，如脱钙松质

骨等。③人工合成高分子材料，如聚乳酸。④

金属材料：钛钢等。目前并没有找到特别理想

的材料，其中陶瓷类材料降解时间太长，人工

合成材料的机械性及生物相容性仍然不够满

意，金属类材料在生物相容性方面严重不足。

脱钙松质骨由于它良好的生物相容性，良

好的降解性，满意的三维空间和较好的机械强

度，良好的成骨活性等特点，自20上世纪60年

代以来，人们就对其进行了大量研究。1965年
Urist等[2]首次提出了脱钙骨基质具有成骨诱导

能力。这一研究具有里程碑式的意义，它使脱

钙骨基质的研究在理论和临床两个方面都获得

了长足而广泛的进展。1979年，Urist在兔骨中

提纯出骨形态发生蛋白，明确提出骨形态发生

蛋白学说[3]，使脱钙骨基质的骨诱导理论更具科

学性，随后人们对脱钙松质骨的制备进行了改

良[4-5]，但是目前没有修订出一个规范科学的制

备流程。Urist的制备法历来被人们所推崇，目

前脱钙松质骨已广泛运用于组织工程研究[6-11]。

脱钙松质骨的主要成分是胶原，由于其良好的

三维空间及促进细胞增殖分化的生长因子，使

其具有传导成骨和诱导成骨的双重功能，可以作
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为修复骨缺损及骨组织工程的支架材料[1]。实验以脱钙松

质骨材料为实验对象，研究了该组织工程支架材料的孔隙

率、降解率及其生物相容性，对其能否作为组织工程的支

架材料进行评估。

1 材料和方法

设计：多组样本，重复测量实验。

时间及地点：实验于2009-10-01/2010-03-20在广

西医科大学104馆基础中心实验室进行。

材料：新西兰大白兔，雄性，体质量2 kg，由广西

医科大学动物实验中心提供。实验过程中对动物处置符

合2006年科学技术部发布的《关于善待实验动物的指导

性意见》[12]。

主要试剂及仪器：

实验方法：

Huggins法：脱钙松质骨的制备最初是由Urist提出

的 [2]，之后被Reddi和Huggins[3]改良。Huggins法：①无

水乙醇脱水2 h。②乙醚脱脂1 h，风干0.5 h。③蒸馏水冲

洗3次。④0.5 mol/L盐酸脱钙3 h。⑤蒸馏水多次冲洗至pH
为7.0左右为止。⑥无水乙醇脱水2 h。⑦乙醚脱脂1 h。
⑧通风橱内通风过夜干燥。⑨60Co γ射线辐射消毒。⑩得

到脱钙骨基质。

新方法制备脱钙松质骨：①选用3个月龄健康雄性新西

兰大白兔。环境温度(23±2) ℃，空气猝死。无菌条件下

切取四肢长骨骨干，剔除骨膜在内的软组织，将皮质骨劈

成骨条，刮净松质骨和骨髓，用摩尔造水机造Ⅰ级水反复

冲洗，刮刷残血及骨髓，直至水清。沥干后将骨条剪成骨

屑，剪断为大约4 mm×4 mm×4 mm的立方骨块，见图1。

②无水乙醇脱水4 h。③乙醚脱脂2 h, 风干0.5 h。④

蒸馏水冲洗3次。⑤0.5 mol/L盐酸脱钙，分别脱钙3，24，
48 h。⑥蒸馏水多次冲洗至pH为7.0左右为止。⑦无水乙

醇脱水3 h。⑧乙醚脱脂1 h。⑨通风橱内通风过夜干燥。

⑩环氧乙烷消毒。○11得到脱钙松质骨，备用，见图2。

脱钙松质骨的生物学检测：

孔隙率的检测：计算出支架的表观体积为V1，将其浸

入盛有体积为V2的灭菌三蒸水量筒内，反复抽真空至量筒

无气泡冒出，此时量筒读数为V3，计算支架的孔隙率。

孔隙率P=(V1+V2-V3)/ V 1×100%

降解率的检测：分别取用不同条件制备的脱钙松质骨

各6块，称质量3次，取恒质量值m1；将脱钙松质骨放入

胰蛋白酶及Ⅰ型胶原酶混合的液体内，每2周取出脱钙松

质骨风干后取恒质量值m2，计算降解率；直至脱钙松质

骨完全降解，并记录时间，记录支架每周降解率。

降解率P=(m1-m2)/m1×100%

细胞活力检测：脱钙松质骨置于24孔板内，将骨髓间

充质干细胞以5×105滴加到脱钙松质骨内培养。每天以

100 μLCCK-8液检测脱钙松质骨内的细胞，每天测3个脱

钙松质骨，450 nm波段连续测8 d的A值，根据A值绘制细

胞生长曲线。

诱导骨髓间充质干细胞成骨能力检测：将骨髓间充质

干细胞滴加到脱钙松质骨内培养21 d后，细胞爬片，按照

碱性磷酸酶定性染色试剂盒(重氮盐偶联法)行碱性磷酸

酶染色。

主要观察指标：脱钙松质骨的孔隙率，降解率，细胞

活力，成骨诱导能力。

设计、实施、评估者：设计者为第一作者，实施、评

估者为全体作者。

2 结果

2.1 脱钙松质骨的孔隙率 根据公式：脱钙3 h组
P=(0.64+5-5.15)/0.64×100%=76.56%；脱钙24 h组
P=(0.64+5-5.12)/0.64×100%=81.25%；脱钙48 h组

主要试剂及仪器 来源

无水乙醇，乙醚，HCl，环氧乙烷，DMEM GIBICO
环氧乙烷，DMEM
胎牛血清 HYCLON
胰蛋白酶、Ⅰ性胶原酶 SIGMA
AKP染色试剂盒 南京建成

倒置相差显微镜 Olympus

Figure 1 Trimmed cancellous bone
图 1 修剪好的松质骨骨块

Figure 2 Prepared demineralized cancellous bone
图 2 制备完成的脱钙松质骨
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P=(0.64+5-5.10)/0.64×100%=84.38%。

2.2 脱钙松质骨的降解率 根据公式脱钙骨基质在体

外生理降解液中降解时，0~2周降解率分别为脱钙3 h组
14.19%，脱钙24 h组16.57%，脱钙48h组18.29%，2~4
周降解率分别为脱钙 3 h组 29.52%，脱钙 24 h组
35.43%，脱钙48 h组38.10%，4~6周降解率分别为脱

钙3 h组48.76%，脱钙24 h组55.62%，脱钙48 h组
64.38%，6~8周降解率分别为脱钙3h组80.38%，脱钙

24 h组88%，脱钙48 h组100%。完全降解所需时间：

脱钙3 h组：64 d；脱钙24 h组：58 d；脱钙48 h组：

51 d。
2.3 细胞活力检测 细胞在种植后1~3 d为生长滞留

期，第5天达到对数生长期，以后进入到平台期，见图3。

2.4 诱导骨髓间充质干细胞成骨的能力检测 碱性磷

酸酶定性染色AKP(重氮盐偶联法)：按照说明书染色，

细胞核呈紫色，cAKP阳性者胞浆中出现红至红棕色颗

粒，有些为棕褐色或咖啡色颗粒；对照组细胞核紫色，

胞浆未染色，见图4。

3 讨论

理想的组织工程支架材料的孔隙率应达到80%以

上，这能为细胞的均匀分布和生长提供足够的空间。Li
等[13]测定的部分脱钙骨的孔隙率为(77.15±3.44)%。雷

荣昌等 [14]用液体静力称重法测量猪松质骨孔隙率为

(78.26±2.01)%，Pan等[15]检测脱钙松质骨的孔隙率为

(77.8±2.8)%，本实验中所测平均孔隙率为80.73%，结

果较接近国内外其他实验室测定的结果[16-18]。

理想的组织工程支架材料应具备良好的生物降解

性[19]，即降解速度应与组织再生的速度相匹配。支架材

料降解过快则达不到支撑和塑形作用，过慢则影响新生

组织的生长及其结构。支架材料在体液中的降解还与材

料的物理、化学性质有密切关系，材料晶相结构、孔隙

率会影响降解过程[20]。

本实验结果显示，脱钙松质骨在体外生理液中的降

解时间为八九周，与Song等[21]报道的脱钙松质骨的体

外降解时间相符。且随降解时间的延长，降解速度明显

加快，这与细胞的增殖规律是相近的[22]。从实验结果可

以发现支架材料孔隙率较大，降解速度也较快。由此推

测：支架材料孔隙率越大，它的相对表面积也越大，从

而能与体外降解液充分接触，于是质量损失率增大，降

解速度加快。

生物相容性是组织工程材料支架在应用前首先要

解决的问题[1]，对细胞无毒害作用是其必须具备的特征

之一。Zheng等[23]通过体内植入法证实脱钙松质骨与骨

髓问充质干细胞具有良好的生物相容性，且具有体内成

骨及成软骨能力。周勇等[24]将脱钙松质骨颗粒复合材料

植入骨缺损处，其与组织的相容性良好，修复取得满意

效果。李强等[25]将同种异体脱钙松质骨基质材料复合自

体骨髓间充质干细胞修复全层关节软骨缺损，证实植入

物与组织有良好的生物相容性。Sundar等[26]运用修复肌

腱，行组织学等观察未发现有排异反应。此外，还有许

多研究[27-29]。

体内移植脱钙松质骨，均未无组织和细胞毒害作

用。体内直接植入由于受体内多种环境因素的影响，反

映植入物整体情况，不能单独反映生物材料与组织细胞

的相容性；而体外复合细胞培养法具有易于控制实验条

件，可直接观察细胞与生物材料复合生长的情况等特

点，有利于了解细胞与材料相互作用。

本实验采用兔骨髓间充质干细胞与脱钙松质骨在

体外复合培养，是为了了解这种天然材料对兔骨髓间充

质干细胞是否具有毒害作用，为骨组织工程修复骨缺损

寻找适合的基质材料。

从复合脱钙松质骨后细胞的A值及细胞生长曲线来

看，细胞潜伏期为一两天，第5天进入对数增长期，第

六七天进入衰退期。这基本与作者前期报道的骨髓间充

质干细胞的生长情况相符[30]。此外，本实验制备的脱钙

松质骨具有诱导骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化的

能力，其诱导的骨髓间充质干细胞行AKP染色呈阳性。

综上所述，本研究制备的脱钙松质骨在孔隙率，降

解率，生物形容性方面达到了骨组织工程支架材料的要

Figure 3 Curve of cell growth
图 3 细胞生长曲线图

Figure 4 Staining of alkaline phosphatase (×100)
图 4 碱性磷酸酶染色图(×100）
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求，其中脱钙24 h的制备方法综合结果较优。
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提供临床借鉴的价值：课题的成功实施能为骨组织工程
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子细胞治疗骨缺损，骨坏死等打下坚实的基础。


