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Abstract 
 
BACKGROUND: Artificial bone made by vector, osteoinductive factor and growth factor has been proved as an ideal 
biomaterial． 
OBJECTIVE: To compare the revascularization and osteogenesis ability of the composite of recombinant human vascular 
endothelial growth factor 165/recombinant human bone morphogenetic protein 2/deproteinized bone 
(rhVEGF-165/rhBMP-2/DPB) with deep frozen bones.   
METHODS: All of the left forearm radial bones were manufactured into the models of bone defect about 15 mm. The models 
were randomly divided into two groups. The rhVEGF-165/rhBMP-2/DPB composite was implanted in the experimental group and 
the deep frozen bones were implanted in the control group.  
RESULTS AND CONCLUSION: At 16 weeks, the bone in the defect area healed and the density of the grafts was close to the 
surrounding normal bone tissue in the experimental group; In the control group, more callus formation could be seen between the 
ends of the defects, and the density of the grafts was higher than that of the surrounding normal bone tissue. In the experimental 
group, there were no boundaries on the interface of graft-receptor, and the bone healed. In the control group, the boundaries 
were vague, and part of the bone healed. At 3 days and 1, 2, 4 and 8 weeks, ink perfusion microvascular analysis showed that 
the vascular formation in the experimental group was more than that in the control group (P < 0.01); Biomechanical testing 
showed that the three-point bending stress load of the experimental group was significantly stronger than of the control group    
(P < 0.01). The composite of rhVEGF-165/rhBMP-2/DPB can induce callus formation, accelerate the vascularization of the graft, 
and have fair biological and biomechanical function. 
 
He SJ, Zheng H, Ni WD. Comparison of osteogenesis between the recombinant human vascular endothelial growth factor 
165/recombinant human bone morphogenetic protein 2/deproteinized bone and deep frozen bone. Zhongguo Zuzhi Gongcheng 
Yanjiu. 2012;16(20): 3611-3615.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：载体+骨诱导因子+生长因子模式人工骨已被证实是理想的人工骨材料。  
目的：验证血管内皮生长因子+骨形态发生蛋白与脱蛋白骨复合成重组合人工骨的再血管化及成骨作用，并与深低温冷冻骨
比较。  
方法：新西兰大白兔左前臂制成桡骨 15 mm 骨缺损模型，随机分成 2 组，实验组植入重组血管内皮生长因子 165/重组骨形
态发生蛋白 2/脱蛋白骨；对照组植入深低温冷冻骨。 
结果与结论：16 周，实验组骨缺损区骨性愈合，移植物密度接近周围正常骨组织；对照组：断端间可见较多骨痂生成，移植
物密度稍高于周围正常骨组织。实验组移植物-受体介面无明显分界，达到骨愈合；对照组移植物-受体分界线模糊，部分骨愈
合。第 3 天及第 1，2，4，8 周，墨汁灌注微血管分析结果显示，实验组血管生成明显多于对照组(P < 0.01)；生物力学测试结
果显示，实验组三点抗弯曲应力负荷明显强于对照组(P < 0.01)。结果表明，重组血管内皮生长因子 165/重组骨形态发生蛋白
2/脱蛋白骨重组合人工骨能诱导断端间骨痂形成，加快移植物的血管化速度，且具有良好的生物学功能及生物力学功能。 
 
关键词：骨形态发生蛋白；脱蛋白骨；血管内皮生长因子；兔；桡骨；移植 
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缩略语：VEGF：vascular endothelial growth factor，血管内皮生长因子；BMP：bone morphogenetic protein，骨形态发
生蛋白；DPB：deproteined bone，脱蛋白骨 
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0  引言 
 

实 验 将 血 管 内 皮 生 长 因 子 (vascular 
endothelial growth factor, VEGF)和骨形态发

生蛋白 (bone morphogenetic protein, BMP)
在体外与脱蛋白骨(deproteined bone，DPB)
复合，植入实验兔桡骨大段骨缺损模型，了解

其在体内的再血管化及成骨作用，并与国内经

批准可临床应用的山西奥瑞深低温冷冻骨相比

较，观察其能否更好地促进大段骨缺损的修复。 
 

1  材料和方法 
 
设计：对比观察。 
时间及地点：实验于2006-01/2009-06在 
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重庆医科大学动物实验中心完成。 
材料： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
实验动物：健康成年新西兰大白兔68只，兔

龄6~8个月，雌雄不限，体质量2.2~3.4 kg，由

重庆医科大学动物实验中心提供，生产许可证

号：SCXK(渝)2007-0001，使用许可证号：

2007-0001。实验过程中对动物处置符合动物

伦理学要求。 
实验方法： 
脱蛋白骨的制作：采集新鲜牛股骨下端松质

骨，尽量去除骨表面肌肉、韧带、骨膜，制成

长约3 mm×4 mm×15 mm松质骨条，经蒸馏水

反复冲洗干净，以体积分数20%的过氧化氢脱

蛋白，乙醚循环脱脂，制成脱蛋白骨材料，冻

干，环氧乙烷消毒，低温保存备用。 
脱蛋白骨的修饰及称质量：在超净工作台内，

选取大小、质量基本相同的脱蛋白骨骨块，经

超声波清洗机洗涤，先后经 rhVEGF-165     
(3 μg/L)及rhBMP-2(1 mg/L)稀释液浸泡、控

干，经电子天平称质量、记录并编号后，即刻

分零，环氧乙烷消毒保存。  
深低温冷冻骨的准备：将山西奥瑞深低温冷

冻骨参照已制备的脱蛋白骨质量修剪，并经电

子天平称质量、记录并编号后，消毒备用。 
实验分组：68只新西兰大白兔左前臂制成桡

骨15 mm骨缺损模型，随机分为2组，各34只。

实验组植入rhVEGF- 165/rhBMP-2/DPB；对照

组植入山西奥瑞深低温冷冻骨。 
建立兔桡骨大段骨缺损模型：实验兔以速眠新

麻醉成功后，仰卧位固定于手术台上，常规剔

毛，消毒铺无菌巾，左侧前臂桡侧中段切口，

逐层显露桡骨，以牙科磨转将该处桡骨截断并

去除，造成长约15 mm大段骨缺损，将移植物

固定于桡骨断端，修复骨膜，逐层缝合切口，

分笼饲养，术后肌肉注射青霉素80×104 U，每

日2次连用3 d。 
大体观察：在材料植入后第1，2，4，8，

12，16周，随机抽取两组动物各2只，处死后

观察植入区骨生长情况及周围软组织情况。 
X射线片检查：在材料植入后第1，2，4，8，

12，16周，分别对两组动物行正侧位X射线拍

摄，观察植入区骨愈合情况、移植物有无移位

等，间接判断移植物的血管再生和成骨情况。 
组织学观察：在材料植入后第1，2，4，8，

12，16周，随机抽取两组动物各2只，处死后

将缺损植入区组织进行固定、脱钙、脱水、切

片，苏木精-伊红染色，光学显微镜下观察。 
墨汁灌注微血管分析：在材料植入后第3天，

第1，2，4，8周，随机抽取两组动物各2只行

上肢微血管灌注。于腋动脉插管，结扎腋动脉

近端，切断腋静脉，经导管持续恒压注入灌注

液(500 mL生理盐水+肝素钠12 500 U)，待颜色

苍白且腋静脉流出液清凉无色后，注入墨汁灌

注液，至前臂肌肉及甲床呈深黑色，取前臂骨

标本放于4 ℃冰箱24 h，剔除软组织后，将植

入区骨标本制成40 μm厚透明切片，每张切片

中随机选择5个视野，镜下经图像分析、计数分

析，观察血管生长情况，最终结果用面积积分

吸光度(A)表示(阳性积分吸光度/统计场面积)。 
生物力学测试：在材料植入后第4，8，12，

16周，随机抽取两组动物各3只，处死后分别解

脱尺桡骨远近端关节，并剔除软组织，于重庆

大学机械工程学院定做模具，在生物力学测试

系统 (新三思，微机控制万能材料试验机，

CMT5150)上行三点弯曲测试，了解其力学强

度。 
主要观察指标：①两组兔大体观察。②两

组兔植入区X射线片观察。③两组兔植入区组织

学观察结果。④墨汁灌注微血管分析。⑤生物

力学测试结果。 
统计学分析：数据以x

_

±s表示，采用SAS统
计软件包做方差分析，组间样本行完全随机设

计方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 
 
2.1  实验动物数量分析  实验选用新西兰大

白兔68只，分为2组，无脱失，全部进入结果分

析。 
2.2  两组兔大体观察结果  所有实验用兔术

后无外固定辅助，即刻负重活动。观察其生命

体征平稳，切口均无红肿、渗出，伤口愈合I/
甲，不需拆线。各组实验兔至处死前笼内活动

正常，无跛行，无其他并发症。 

试剂及材料 来源 

重组人血管内皮生长因子

165 (recombinant human
vascular endothelial 
growth factor, 
rhVEGF-165) 

重组人骨形态发生蛋白 2   
(recombinant human 
bone morphogenetic 
protein, rhBMP-2) 

山西奥瑞深低温冷冻骨   

北京博奥森生物技术 
有限公司 
 
 

 
广州市达晖生物技术 
有限公司 

 
 
四川嘉太和公司 
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2.3  两组兔植入区X射线片观察结果 
实验组：材料植入后1周植入区骨折线清晰，无明显

骨痂生成；2周骨折线仍较清晰，移植物密度较周围正

常骨组织稍高；4周骨折线趋于模糊，断端可见有少量

骨痂形成；8周、12周时断端间骨痂形成增多，骨折线

模糊；16周可见大量骨痂生成，植入区骨折线消失，骨

缺损区骨性愈合，移植物密度接近周围正常骨组织，见

图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
对照组：材料植入后1周植入区骨折线清晰，无明显

骨痂生成；2周骨折线清晰可见，未见有明显骨痂形成；

4周骨折线较清晰，移植物密度较正常骨组织略高；8周
时骨折线稍模糊，骨缺损区有少量骨痂；12周时植入区

骨痂形成增多；16周时骨折线模糊，断端间可见较多骨

痂生成，移植物密度稍高于周围正常骨组织，见图2。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  两组兔植入区组织学观察结果 
实验组：材料植入后1周移植物-受体界面清晰，大

量炎性细胞出现，散在成骨细胞出现；2周时移植物可

见有部分的新生血管、间充质细胞出现，成骨细胞增多，

部分软骨细胞可见；4周时移植物可见有大量的新生血

管、间充质细胞及少量的炎性细胞出现，成骨细胞多，

可有成群聚集，破骨细胞增多，软骨细胞增生活跃；8
周时可见骨折断端间由编织骨和板层骨构成，但仍以编

织骨为主，部分骨髓腔再通，血管增生明显；12周时成

骨细胞成团，大片编织骨向板层状骨组织转化，有骨的

爬行替代现象，骨髓腔已再通；16周时大量的板层状骨

组织形成，移植物-受体介面无明显分界，达到骨愈合，

见图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
对照组：材料植入后1周移植物-受体界面清晰，大

量炎性细胞出现，散在成骨细胞出现；2周时移植物-受

体界面仍清晰，炎性细胞仍较多，少许成骨细胞；4周
时移植物内可见间充质细胞及大量的炎性细胞浸润，偶

见有新生血管，成骨细胞增多；8周时新生血管增多但

明显较实验组少，仍可见较多的炎性细胞，少许编织骨

形成，骨髓腔未通；12周时可见有编织骨的形成增多；

16周时编织骨向板层状骨组织转化，有爬行替代现象，

移植物-受体分界线模糊，部分骨愈合，见图4。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  墨汁灌注微血管分析  实验组术后各期移植物内

新生血管较多，部分趋向成熟(见图5)，与对照组(见图

6)比较差异均有显著性意义(P < 0.01)。见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.6  生物力学测试  材料植入后第4，8，12，16周实

验组、对照组三点弯曲应力结果经统计学分析，实验组

三点抗弯曲应力负荷明显强于对照组，差异有非常显著

性意义(P < 0.01)。见表2。 

Figure 1  X-ray observation at 16 wk in the experimental group
图 1  实验组 16 周 X 射线观察 

Figure 2  X-ray observation at 16 wk in the control group 
图 2  对照组 16 周 X 射线观察 

Figure 3  Hematoxylin-eosin staining at 16 wk in the 
experimental group (×100)    

图 3  实验组 16 周苏木精-伊红染色 (×100) 

Figure 4  Hematoxylin-eosin staining at 16 wk in the control 
group (×100)     

图 4  对照组 16 周苏木精-伊红染色(×100) 

Figure 5  Ink perfusion microvascular analysis at 8 wk in the 
experimental group (×100)               

图 5  实验组 8 周墨汁灌注(×100) 
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2.7  材料宿主反应  两组动物早期炎症反应较弱，未

发生感染和死亡。 
 

3  讨论 
 
大段骨缺损骨移植后，血供重建过程中，血管生长

主要由宿主骨干一端向移植物逐渐生长，这个过程缓慢

且最终效果难以保障。 
山西奥瑞深低温冷冻骨由山西省骨库将人骨骼放置

于-298 ℃条件下处理后消毒包装，经国家相关部门批准

可用于临床。它具有安全、方便、成骨能力强等优点，

但不足之处在于来源有限、价格昂贵。作者利用异种脱

蛋白骨作为载体，复合 rh VEGF-165 和 rhBMP-2 因子，

以期复合在支架材料上的生长因子能在植入宿主体内后

的一定时期内，高效、稳定地释放，从而提高植入区局

部 VEGF 和 BMP 蛋白表达量，达到植入物在宿主体内

快速血管化，促进骨缺损区成骨细胞的生长、增殖及分

化，从而达到移植体与受体早期骨性愈合的目的。以期

找到一种安全、方便、廉价、成骨能力强的骨移植材料。 
异种脱蛋白骨来源广泛，作为一种生物组织，它与

宿主骨具有同源性结构，为细胞附着提供有效的三维立

体支架，它能促进胞外基质的合成和成骨细胞的分化[1]，

因为处理过程中经脱脂、脱蛋白等方法，故处理后的支

架材料具有低抗原性，且具有较好的组织相容性及细胞

相容性，成为一种良好的骨移植材料[2-3]。但脱蛋白骨支

架材料的骨诱导作用相对自体骨仍欠佳，脱蛋白骨的最

终“活化”有赖于宿主移植区内毛细血管以及纤维结缔

组织的长入[4]，而研究表明新生血管的形成主要与多种

诱导因子有关。 
BMP 是多功能生长因子，是一组高度保守的具有类

似结构的功能蛋白，通过旁分泌和自分泌，能够在体内

诱导骨和软骨形成的因子，并在肢体生长、骨折早期、

软骨内骨化、软骨修复时表达，促使未分化的间质细胞

经过趋化、分裂及分化等 3 个环节，不可逆地转化为成

软骨细胞及成骨细胞，从而诱导新骨生成 [5-7]。Chen    
等[8]将重组的 BMP-2 经皮下注射在实验小鼠颅骨周围，

最终观察到新骨的生成。研究表明，一定程度上，成骨

量与 BMP 浓度成正比，而与扩散距离成反比。在一定距

离内，由于 BMP 在骨折端之间重叠分布，浓度明显高于

周围组织，因而骨再生通常在骨断端间进行。而当骨断

端间距大于临界值时，内源性 BMP 的分布及其量将难以

起到诱导趋化的作用，因此应用外源性 BMP 将会弥补内

源性 BMP 的不足。本实验以脱蛋白骨支架材料为载体，

复合一定浓度的 BMP，研究结果证实实验组骨痂生成及

骨折愈合速度明显快于对照组，其成骨促进作用显著。 
研究发现，VEGF能有效促血管内皮细胞有丝分裂，

有利于新生血管的生成和血管维持功能，增加血管的通

透性，加快材料局部降解，并为新骨形成提供良好的靶

点微环境[9]，它还能增加成骨细胞的活性，促进软骨内

成骨，从而有利于骨形成。研究还证实成骨细胞和血管

内皮细胞间存在生长因子旁分泌和分泌的相互作     
用[10-11]。本实验以脱蛋白骨支架材料为载体，复合一定

浓度的 VEGF，结果表明实验组有大量血管形成，再血

管化速度实验组、对照组有明显差异。 
在近来的一些研究报道中，人们也发现 BMP 和

VEGF 在骨折愈合中对成骨有相互依赖合调控的作   
用[12]。Peng 等[13]研究表达人 VEGF 和 BMP 基因工程

化的肌源性细胞，经体外途径修复骨缺损，结果证实

VEGF 能增加 BMP 募集间充质细胞并提高该细胞活性

的作用，从而促进骨缺损修复。Deckers 等[14]研究表明，

在骨折愈合过程中，VEGF 和 BMP 的表达是一对偶联

过程。BMP 可使成骨样细胞 VEGF 高表达，从而刺激

骨块的血管生成，并且 VEGF 的产生与局部微环境中

BMP 的浓度呈正相关关系，VEGF 同时也促进成骨细

胞的分化。本实验以脱蛋白骨为载体，同时复合了 BMP
和 VEGF 两种因子，在手术时，作者尽量保留了移植区

的 骨 膜 ， 从 而 最 大 限 度 地 保 留 了 rhBMP-2 和

Figure 6  Ink perfusion microvascular analysis at 8 wk in the 
control group (×100)               

图 6  对照组 8 周墨汁灌注(×100) 

表 1  微血管图像分析结果 
Table 1  Image-analysis result of vas capillary vessels        

(x
_

±s, n=2, IA/μm2)

aP < 0.01, vs. control group; IA: integrated absorbance 

Group 3 d 1 wk 2 wk 4 wk 8 wk 
 
Experimental 

 
0.12±0.04a 

 
0.18±0.03a 

 
0.23±0.04a 

 
0.29±0.03a 

 
0.36±0.05a

Control  0.03±0.03 0.07±0.03 0.10±0.04 0.12±0.03 0.18±0.05

表 2  三点弯曲应力结果分析 
Table 2  Results of three-point bending stress load         

(x
_

±s, n=3, N)

aP < 0.01, vs. control group 

Group 4 wk 8 wk 12 wk 16 wk 
 
Experimental 

 
101.51±2.32a 

 
95.41±2.93a 

 
98.64±2.86a 

 
103.41±3.32a

Control 67.42±3.32 56.37±2.69 57.67±2.33 70.41±2.03
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rhVEGF-165 作用的靶细胞，最终成骨效果以及早期再

血管化效应明显优于单纯植入山西奥瑞深低温冷冻骨

组，但两种因子相互之间是否相互促进，有无级联放大

效应，尚需进一步研究证实。 
目前，利用 VEGF 促进局部组织再血管化，BMP

促进骨生长的研究大多是采用局部注射、与载体复合后

植入体内或将其经体内基因转染的方法。由于体内存在

定向转染效果差、血液稀释等原因，使上述方法存在基

因表达时限短、表达量低等缺点，最终限制了其临床应

用[15-16]。本实验采用脱蛋白骨为支架材料，由于制作材

料来源于松质骨，孔径维持于 100~300 µm，孔隙率较

高，同时较好的保留了原骨组织的网架结构——三维孔

隙系统。脱蛋白骨支架材料其网架有效空间大，具有较

好的骨传导性[17]，从而为细胞的生长、贴附、增殖及成

骨提供了理想场所[18-21]。 
研究表明，宿主对异种骨移植的免疫反应主要由细

胞免疫介导，故而，细胞免疫可反映出移植骨材料抗原

性的强弱。但由于骨是一种复合组织，除了骨基质和骨

细胞外，还包括脂肪、血管、骨髓成分、神经及纤维结

缔组织等成分，这些成分都构成骨移植时主要抗原成 
分[22]。本实验采用异种脱蛋白骨移植骨材料，实验中去

除了骨膜、韧带、肌肉等软组织，先后经过氧化氢乙醚

法循环脱蛋白、脱脂等处理[23]，能较彻底的去除支架材

料中主要的免疫原性物质，即蛋白质和脂质成分，有效

降低植入宿主体内后引起排斥反应。但作者选择性地保

留部分抗原性相对较弱的网状骨基质结构，以维持其天

然形态结构和力学强度，而其中特别是骨胶原基质的残

留，不可避免地会引起宿主一定的免疫反应。本组实验

中，作者观察到两组动物早期炎症反应也明显较弱，最

终没有实验动物发生感染和死亡。 
综上所述，本实验证实了脱蛋白骨是一种较理想的

生长因子的载体，rhVEGF-165/rhBMP-2/DPB具有良好

的骨诱导和骨传导双重作用，rhVEGF-165/rhBMP-2/ 
DPB大段异体骨移植，促进了局部血管的早期生成，有

利于新骨形成及愈合，并使移植物逐渐“活化”而最终

成为受体自身组织，为大段骨缺损的治疗提供了一种有

效的治疗手段。 
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