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文章亮点： 

1评价纳米脱钙骨基质作为骨移植替代物的植骨融合能力，寻找自体骨移植的良好替代物。 

2课题采用 MICROS超细研磨粉碎机制备纳米脱钙骨基质，进行随机对照动物实验与自体骨对比观察植
骨融合能力，目前未见有相关研究报道。 

3 实验以改良 Urist法制备人同种异体脱钙骨基质，使用液氮冷冻球磨机及 MICROS超细粉碎机制备纳
米脱钙骨基质。此法制备纳米脱钙骨基质颗粒在材料表面自然形成不规则的纳米沟槽，可促进成骨细胞

在其表面黏附生长及分泌基质，增强成骨诱导活性。 

4寻找良好的骨移植替代物的相关研究是临床医学及材料学领域的热点及难点，本课题旨在证明纳米脱
钙骨基质是一种良好的骨移植替代物，为其进一步为临床推广应用提供理论基础。 

关键词： 

生物材料；纳米生物材料；脱钙骨基质；自体骨；MICROS超细粉碎机；植骨融合；骨移植替代物；成
骨细胞；成骨诱导；省级基金 
 
摘要 

背景：纳米脱钙骨基质具有较大的表面积/体积比，纳米颗粒团聚后在表面自然形成不规则的纳米沟槽，
可促进成骨细胞在其表面黏附生长及基质分泌。 

目的：评价纳米脱钙骨基质作为骨移植替代物的植骨融合能力。 

方法：以改良 Urist法制备人同种异体脱钙骨基质，使用液氮冷冻球磨机及MICROS超细粉碎机制备纳
米脱钙骨基质。咬除家兔 L2-4双侧小关节及双侧椎板和横突表面皮质骨，随机分为 3组，分别在腰椎椎
板及横突间植入纳米脱钙骨基质、脱钙骨基质及自体骨，术后 4，8，12周通过影像学、组织学观察植
骨融合效果。 

结果与结论： X① 射线与CT表现：术后 12周，纳米脱钙骨基质组椎板、附件形态已接近正常节段，新生
骨与椎板间隙完全消失，新生骨与植骨床骨质密度均匀一致；脱钙骨基质组植骨区域椎板表面有少量新生

骨块影，在新生骨与椎板表面尚有一定间隙；自体骨组椎板与植骨融合界面愈合良好，植骨区有新生骨块

影，融合骨块质地均匀。②组织学表现：术后 12 周，纳米脱钙骨基质被新生骨替代，与椎板间形成骨性
连接，新生骨内可见大量骨细胞，与自体骨组效果相似；脱钙骨基质组植骨区达到骨性愈合，新生骨内可

见板层样骨，也有类骨物质。表明纳米脱钙骨基质具有良好的成骨诱导能力，是自体骨移植的良好替代物。 
 
 

Nano decalcified bone matrix promotes bone fusion    
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Abstract 

BACKGROUND: Nano decalcified bone matrix has a bigger surface area/volume ratio. Irregular 
nano-cannelure will appear on the surface when nanoparticles are agglomerated, thereby promoting 
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osteoblasts to grow and excrete matrix on the surface. 

OBJECTIVE: To assess the bone graft and fusion of nano decalcified bone matrix as a bone graft substitute. 

METHODS: The completely decalcified bone matrix was produced by improved Urist method, and the nano 
decalcified bone matrix was produced by liquid nitrogen frozen ball mill equipment and MICROS super fine mill. 
Nano decalcified bone matrix, decalcified bone matrix and autogenous bone were, respectively, implanted into 
the bilateral lumbar laminae and transverse process of rabbits undergoing removal of cortical bone on the surface 
of the bilateral lumbar laminae and transverse process. Fusion level at 4, 8 and 12 weeks after operation was 
observed through iconography and histology.  

RESULTS AND CONCLUSION: X-ray and CT manifestations: 12 weeks after operation, the lumbar lamina of 
nano decalcified bone matrix group gained favorable bony fusion, the laminar space disappeared completely, and 
the bone mineral density of new bone and fusion bed was uniformity. There was a small amount of new bone 
tissues on the implanted region of decalcified bone matrix group, and the new bone did not gain favorable bony 
fusion. Autologous bone graft gained good bony fusion. Histological results: 12 weeks after operation, show that 
nano decalcified bone matrix was replaced by new bone, forming a bony connection with the lumbar lamina. A 
great quantity of osteocytes could be seen in the new bone after nano decalcified bone matrix grafting similar to 
autologuos bone grafting. The groups of decalcified bone matrix and autologous bone also gained bony fusion. In 
the decalcified bone matrix group, lamellar bone and neoplastic bone were visible in the new bone. Nano 
decalcified bone matrix possesses a better capacity of osteogenic induction, which is an outstanding substitute for 
autogenous bone. 

Key Words: biomaterials; nanobimaterials; decalcified bone matrix; autologous bone; MICROS superfine mill; 
bony fusion; bone graft substitute; osteoblasts; osteogenic induction; provincial grants-supported paper 
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0  引言 
 
植骨融合手术、骨缺损修复所需要的植骨材料来源及选择是骨科医生经常面对的一个难

题
[1-2]
。自体骨、异体骨和合成骨替代材料3大类是目前常用的骨缺损修复材料[3-4]

。自体髂骨

植骨是公认的骨移植金标准，但存在增加患者创伤、延长手术时间、供骨量及供骨尺寸和大

小有限、供骨区并发症多等缺陷
[5-6]
。异体骨包括同种异体骨和异种骨，其制备和存贮成本高，

制备方法未能标准化，可能存在免疫排斥反应或导致细菌及病毒传染缺点。人工合成材料为

临床骨缺损治疗提供了另外的途径，但无机合成材料仅具有骨传导性，骨诱导性欠佳，且材

料易碎、抗剪切力低、抗骨折性能差
[7-8]
。 

 

随着外科技术的发展，临床上对骨移植需求量的增加
[9-10]
，研究、制备理想的骨移植材

料替代自体骨移植用于骨缺损修复成为目前医学和生物材料科学的重要课题
[11-12]
。近年来纳

米科技及纳米医学的飞速发展，纳米骨移植材料的相关研究已成为研究热点
[13-14]

。脱钙骨基

质在微结构和成分上与天然骨骼高度相似，在美国市场已经投放15年[15]
。纳米脱钙骨基质具

有较大的表面积/体积比，纳米颗粒团聚后在表面自然形成不规则的纳米沟槽，可以促进成骨
细胞在其表面黏附生长及基质分泌

[16-17]
。实验将纳米脱钙骨基质植于家兔腰椎椎板间，评价

其促进骨愈合的能力，证实其具有良好的骨传导及骨诱导性，为其进一步在临床推广应用提

供理论基础。 

 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2008年1月至2010年11月在武汉理工大学及解放军第二军医大学完成。 
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材料： 
脱钙骨基质及纳米脱钙骨基质：采用术中切除废弃

的人同种异体骨(除外各类传染性疾病、肿瘤及感染)，
以改良Urist法制备：无水乙醇浸泡2 h；去乙醇加乙

醚浸泡1 h；蒸馏水反复冲洗去尽乙醚；0.6 mol/L盐
酸浸泡，浸泡过程中不断搅拌，每12 h更换盐酸溶液，

浸泡72 h以充分脱钙；蒸馏水反复冲洗后用蒸馏水浸
泡，充分去除残留的盐酸；无水乙醇浸泡2 h；去除

乙醇后乙醚浸泡1 h；通风处干燥制得脱钙骨基质。
液氮冷冻球磨粉碎机将制得的脱钙骨基质颗粒进行

预粉碎，再由MICROS湿式超细研磨粉碎机将所得的
脱钙骨基质粉末进行研磨粉碎，研磨结束后将匀浆高

速离心，取得纳米脱钙骨基质标本，将标本塑形后置

于真空冷冻干燥箱进行干燥，最终制得纳米脱钙骨基

质。 
实验动物：成年新西兰家兔，体质量(2.7±0.3) kg，

雌雄不拘，由解放军第二军医大学动物实验中心提供。

根据植骨材料不同，将兔随机分为自体骨组、纳米脱钙

骨基质组、脱钙骨基质组，每组12只。 
实验方法： 

动物骨缺损模型的制作：将家兔俯卧位固定于兔板上，

氯胺酮50 mg/kg肌肉注射麻醉，术区剃毛并常规碘伏消

毒，铺无菌单。取腰椎后正中纵行切口，切开皮肤、皮

下组织，骨膜剥离子沿棘突骨膜下向两侧钝性分离椎旁

肌，显露至椎板和关节突关节。咬骨钳咬除L2-4双侧小

关节，咬除双侧椎板和横突表面皮质骨作为植骨床，将

纳米脱钙骨基质、脱钙骨基质颗粒及自体骨1 g分组植
于植骨床表面，逐层缝合切口。术后肌肉注射160×104 U

青霉素并分组分笼饲养，术后次日起肌肉注射青霉素

80×104 U/d，连续3 d。 

影像学观察：术后4，8，12周随机抽取家兔拍摄腰
椎正、侧位X射线片及手术节段CT平扫。检查前氯胺

酮50 mg/kg麻醉。X射线片及CT扫描由专人拍摄，X
射线拍摄条件：75 kV，40 mAs，球管距胶片距离     

60 cm。CT扫描条件：120 kV，350 mAs，扫描厚度
为1.0 mm。 

组织学观察：术后4，8，12周各组随机抽取并处死2
只兔，切取植骨区标本，包括椎板、关节突关节和新形

成的骨块制作标本。经固定、脱钙、脱水、透明、浸蜡

和包埋、切片、苏木精-伊红染色制成标本切片。切片

标本在Olympus BH-2生物显微镜下观察并摄影记录。 
主要观察指标：术后4，8，12周各组X射线及组织

学观察结果。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  36只兔均进入结果分析。  

 
2.2  各组术后不同时间点影像学观察结果  纳米脱钙

骨基质组、脱钙骨基质组及自体骨各组均取得骨性融

合。纳米脱钙骨基质组融合速度、新生骨质质地、密度

高均与自体骨组接近；脱钙骨基质组融合速度、质量均

弱于纳米脱钙骨基质及自体骨组。 

 
纳米脱钙骨基质组：术后4周，X射线片及CT扫描结

果见图1。植骨床及植骨区：植骨区密度稍有增高，与
周围软组织分界不清，见图1A。植骨床与植入物交界处：

纳米脱钙骨基质植入后有部分成骨，新生骨块与椎板间

尚存在间隙，见图1B，C。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
术后8周，X射线片及CT扫描结果见图2。植骨床及

植骨区：植骨区密度较周围软组织稍有增高，见图2A，
B；植骨床与植入物交界处：植骨床与植入材料间间隙

仍存在，见图2C，D。 

图 1  纳米脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 4周的
影像学表现 

Figure 1  Imaging findings at 4 wk after implantation of nano 
decalcified bone matrix 

A：植骨床及植骨区 X射线表现 

注：植骨区密度稍有增高，与周围软组织分界不清，见箭头

所指(A)；纳米脱钙骨基质植入后有部分成骨，新生骨块与
椎板间尚存在间隙，见箭头所指(B，C)。 

B：植骨床与植入物交界处 CT表现 

C：植骨床与植入物交界处 CT表现 

A B

C
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术后12周，X射线片及CT扫描结果见图3。植骨床
及植骨区：植骨区椎板密度稍增高，椎体、附件形态已

接近正常节段，见图3A，B；植骨床与植入物交界处：
植骨床区域骨密度增高，新生骨与椎板间隙完全消失，

新生骨与植骨床骨质密度均匀一致，见图3C，D。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

脱钙骨基质组：术后4周，X射线片及CT扫描结果见
图4。植骨床及植骨区：植骨区域稍有高密度信号，未

见明显成骨，见图4A；植骨床与植入物交界处：植骨区
域椎板表面密度稍增高，脱钙骨基质颗粒与椎板信号有

差异，见图4B，C。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

术后8周，X射线片及CT扫描结果见图5。植骨床及
植骨区：植骨区域信号较4周时有增强，见图5A，B；

植骨床与植入物交界处：植骨区信号较4周时增强，有
一定成骨，但脱钙骨基质颗粒与椎板间仍存在间隙，见

图5C，D。 
 

术后12周，X射线片及CT扫描结果见图6。植骨床
及植骨区：植骨区域椎板表面有少量新生骨块影，见图

6A，B；植骨床与植入物交界处：脱钙骨基质在椎板表
面有一定成骨，两侧成骨量不均匀，新生骨与椎板表面

尚有一定间隙，见图6C，D。 

图 2  纳米脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 8周的
影像学表现 

Figure 2  Imaging findings at 8 wk after implantation of nano 
decalcified bone matrix 

注：A，B：植骨床及植骨区 X射线表现：植骨区密度较周围
软组织稍有增高，见箭头所指；C，D：植骨床与植入物交界
处 CT表现：植骨床与植入材料间间隙仍存在，见箭头所指。

A 

C

图 3  纳米脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 12周
的影像学表现 

Figure 3  Imaging findings at 12 wk after implantation of nano 
decalcified bone matrix 

 

注：A，B：植骨床及植骨区 X射线表现：植骨区椎板密度稍
增高，椎体、附件形态已接近正常节段，见箭头所指；C，D：
植骨床与植入物交界处 CT表现：植骨床区域骨密度增高，
新生骨与椎板间隙完全消失，新生骨与植骨床骨质密度均匀

一致，见箭头所指。 

A

C D 

图 4  脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 4周的影像
学表现 

Figure 4  Imaging findings at 4 wk after implantation of 
decalcified bone matrix 

A：植骨床及植骨区 X射线表现：植骨区域稍有高密度信号，未见明显成

骨，见箭头所指   

B，C：植骨床与植入物交界处 CT表现：植骨区域椎板表面密度稍增高，

脱钙骨基质颗粒与椎板信号有差异，见箭头所指 

A

C 
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自体骨组：术后4周CT扫描见植骨区高信号影，植骨

块与椎板有明显间隙，成骨量少，尚未融合，见图7A。
X射线可见植骨区高密度影。术后8周，X射线见植骨区

密度增高，见图7B，CT扫描见植骨区有较多成骨，植
骨块与椎板间隙基本消失。术后12周，CT扫描可见椎

板与植骨融合界面愈合良好，见图7C，X射线可见植骨
区均有新生骨块影，融合骨块质地均匀。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

2.3  各组组织学观察结果 

纳米脱钙骨基质组：术后4周，可见新生骨和纤维骨

痂形成于椎板与纳米脱钙骨基质交界部，纳米脱钙骨基

质表面可见成骨细胞；术后8周，植骨区可见成骨细胞、

混合骨痂，部分纳米脱钙骨基质被吸收；术后12周，纳
米脱钙骨基质被新生骨替代，与椎板间形成骨性连接，

新生骨内可见大量骨细胞，见图8。 

图 5  脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 8周的影像
学表现 

Figure 5  Imaging findings at 8 wk after implantation of 
decalcified bone matrix 

 

A，B：植骨床及植骨区 X射线表现：植骨区域信号较 4周时有增强，

见箭头所指         

C，D：植骨床与植入物交界处 CT表现：植骨区信号较 4周时增强，

有一定成骨，但脱钙骨基质颗粒与椎板间仍存在间隙，见箭头所指 

A

C 

B

D 

图 6  脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 12周的影
像学表现 

Figure 6  Imaging findings at 12 wk after implantation of 
decalcified bone matrix 

 

A，B：植骨床及植骨区 X 射线表现：植骨区域椎板表面有少量新

生骨块影，见箭头所指         

C，D：植骨床与植入物交界处 CT表现：脱钙骨基质在椎板表面有

一定成骨，两侧成骨量不均匀，新生骨与椎板表面尚有一定间隙，

见箭头所指 

A 

C 

B 

D 

图 7  自体骨植入家兔腰椎椎板及横突间后 4，8，12周的
影像学表现 

Figure 7  Imaging findings at 4, 8, 12 wk after autologous 
bone implantation  

注：术后 4周植骨块与椎板有明显间隙，成骨量少，尚未融合，
见箭头所指；术后 8周植骨区密度增高，见箭头所指；术后 12
周椎板与植骨融合界面愈合良好，见箭头所指。 

A：术后 4周 CT扫描 

A 

C 

B 

B：术后 8周 X射线表现

C：术后 12周 CT扫描 
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脱钙骨基质组：术后4周，新生骨及纤维骨痂形成于
植骨交界部，脱钙骨基质内可见纤维骨痂及纤维结缔组

织，新生骨内可见成骨细胞及软骨细胞；术后8周，植
骨区可见少量成骨细胞及不均匀成骨；术后12周，植骨

区达到骨性愈合，新生骨内可见质地均匀、排列较整齐

的板层样骨，也有类骨物质，中间可见血管形成，见图

9。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

自体骨组：术后4周时自体骨与椎板结合部为纤维骨

痂连接，术后8周时纤维骨痂部分成骨，到12周时自体
骨与椎板骨性融合。自体骨在远离椎板连接部位有少量

死骨形成，图10。 

图 8  纳米脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 4，8，
12周的组织学观察结果(苏木精-伊红染色，×10) 

Figure 8  Histological observation at 4, 8, 12 wk after 
implantation of nano decalcified bone matrix 
(Hematoxylin-eosin staining, ×10) 

 

注：术后 4 周，可见新生骨和纤维骨痂形成于椎板与纳米脱钙
骨基质交界部，纳米脱钙骨基质表面可见成骨细胞；术后 8周，
植骨区可见成骨细胞、混合骨痂，部分纳米脱钙骨基质被吸收；

术后 12周，纳米脱钙骨基质被新生骨替代，与椎板间形成骨性
连接，新生骨内可见大量骨细胞。 
 

A：4周 

A 

B

C：12周 

图 9  脱钙骨基质植入家兔腰椎椎板及横突间后 4，8，12
周的组织学观察结果(苏木精-伊红染色，×10) 

Figure 9  Histological observation at 4, 8, 12 wk after 
implantation of decalcified bone matrix 
(Hematoxylin-eosin staining, ×10) 

 

注：术后 4 周，新生骨及纤维骨痂形成于植骨交界部，脱钙骨
基质内可见纤维骨痂及纤维结缔组织，新生骨内可见成骨细胞

及软骨细胞；术后 8 周，植骨区可见少量成骨细胞及不均匀成
骨；术后 12周，植骨区达到骨性愈合，新生骨内可见质地均匀、
排列较整齐的板层样骨，也有类骨物质，中间可见血管形成。 
 

A：4周 

A 

B

B：8 周 

C：12周 

C 

B：8周 

C
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3  讨论 
 

近10年来，骨移植和骨移植替代物的研究一直是骨
科领域的热点之一，而自体骨，尤其是自体髂骨移植仍

是当今植骨的金标准
[18]
。目前脊柱外科手术中最常用的

仍是自体髂骨移植，虽然保证了植骨融合的效果，却不

可避免的延长了手术时间、给患者造成额外的创伤及供

骨区并发症等。异体(异种)骨、脱钙骨基质及合成骨移

植材料等多种骨移植替代物已在临床使用
[19-20]

，但是这

些替代物没有一种同时具备成骨性、骨传导性和骨诱导

能力，同时在生物力学、生物安全性上也存在一定缺陷，

无法很好的满足临床需求
[21-22]

。 

 
近年来，纳米技术已成为材料学领域引人注目的研

究热点
[23-24]

。纳米技术在很多边缘学科领域的研究已经

取得了突破性的进展，并且不断向医学领域渗透
[25-26]

，

但纳米技术很少被应用到骨科领域。目前骨科领域研究

的比较多的有纳米银离子的杀菌抑菌作用，仿生骨仿生

关节的研究应用等。 

 
研究表明，由于受纳米颗粒产生的介电限域效应和

量子尺寸效应等特性的影响，纳米材料往往具有不同于

块体材料的原子或分子介观性质。纳米颗粒组成的材料

具有很大的界面，界面表面原子在外力变形条件下很容

易迁移
[27]
，因此条块状纳米脱钙骨基质具有一定的延展

性及韧性；另外，纳米脱钙骨基质颗粒在材料表面自然

形成不规则的纳米沟槽，可促进成骨细胞在其表面黏附

生长及分泌基质，增强成骨诱导活性。所以纳米脱钙骨

基质在生物力学上更适用于脊柱各部位的植骨融合，同

时也是良好的骨组织工程支架
[28]
。 

 

虽然全球对于纳米材料、纳米技术在生物医学的应

用有了广泛的研究，但目前大部分研究仍处于体外实验

或动物实验阶段
[29-30]

；在大量临床应用前纳米材料及技

术还需经过大量人体试验。另外，由于纳米材料的特殊

性质可能存在一定的毒副作用，其安全性研究亦有待于

进一步深入，以便在技术成熟并形成产业前评估其对人

体及环境的影响。 
 

实验通过与异种脱钙骨基质颗粒移植及自体骨移

植的影像学及组织学比较，结果表明纳米脱钙骨基质在

实验中表现出较强的成骨诱导能力，在家兔体内成骨速

度快，成骨量多，骨缺损愈合良好，是良好的骨移植替

代物。 
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图 10  自体骨植入兔腰椎椎板及横突间后 4， 12周的组织
学观察结果(苏木精-伊红染色，×10) 

Figure 10  Histological observation at 4, 12 wk after 
autologous bone implantation (Hematoxylin-eosin 
staining, ×10) 

注：术后 4周自体骨与椎板结合部为纤维骨痂连接，到 12周时
自体骨与椎板骨性融合，自体骨在远离椎板连接部位有少量死

骨形成。 
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B：12 周 
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