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文章亮点： 
实验的创新在于将前期实验制备的具有良好机械性能和理化性质的丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石三维复合支

架，用于修复兔桡骨大段骨缺损，证实了复合支架良好的生物相容性、骨诱导性和成骨作用，并发现其降解

速度与正常骨组织再生修复速度一致。  
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摘要 
背景：前期实验构建的丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架具有良好的理化性质。 
目的：观察丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石三维复合支架修复兔桡骨大段骨缺损的效果。 
方法：取新西兰大白兔 36 只，建立右侧桡骨长段骨缺损模型，随机均分为 3 组，实验组于骨缺损处植入丝素/壳
聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架，对照组于骨缺损处植入丝素/壳聚糖复合支架，空白对照组造模后不作任何处

理。术后 4，8，12，16 周进行 X 射线摄片、标本大体观察、组织病理学观察。 
结果与结论：术后 16 周，实验组缺损区 X 射线影像与正常骨组织无区别，骨髓腔完全再通，有明显的骨组织生

成，苏木精-伊红染色可见骨小梁和较多核深染的长梭形骨细胞；对照组 X 射线骨密度影略低于正常骨组织，部

分骨髓腔再通，苏木精-伊红染色可见骨细胞周围有不少软骨细胞，未见明显的骨小梁或骨板结构，排列较紊乱；

空白对照组断端骨钙化影同正常骨组织一致，断端各自封闭形成骨不连，苏木精-伊红染色可见较多的纤维组织

和少量的类骨组织。表明丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石三维复合支架可较好地修复兔桡骨大段骨缺损。 
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Repairing rabbit radial bone defects with three-dimensional tissue-engineered bone 
composite scaffold    
 
Ye Peng1, Ma Li-kun1, Huang Wen-liang2, She Rong-feng3, Tian Ren-yuan1, Deng Jiang4 (1Zunyi Medical 
University, Zunyi 563003, Guizhou Province, China; 2First Orthopedics Ward, 4Department of Orthopedics, 
Third Affiliated Hospital of Zunyi Medical University, Zunyi 563003, Guizhou Province, China; 3First 
Department of Orthopedics, Guizhou Provincial People’s Hospital, Guiyang 550000, Guizhou Province, 
China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Silk fibroin/chitosan/nano hydroxyapatite (SF/CS/nHA) composite scaffold constructed in 
preliminary experiments has good physical and chemical properties. 
OBJECTIVE: To study the capacity and mechanism of SF/CS/nHA composite scaffold for repair of rabbit radial 
bone defects. 
METHODS: Thirty-six New Zealand white rabbits were selected to make animal models of right radial bone 
defects, and then randomly divided into SF/CS/nHA group, SF/CS group and blank control group. Blank control 
group had no treatment after modeling. X-ray radiography, gross observation and histopathological observation 
were performed at 4, 8, 12, 16 weeks postoperatively. 
RESULTS AND CONCLUSION: Sixteen weeks after surgery, bone defects in the SF/CS/nHA group were 
completed replaced by normal bone tissue on X-ray images, and the bone marrow cavity showed complete 
recanalization with new bone formation; hematoxylin-eosin staining showed bone trabecula and many fusiform 
bone cells. In the SF/CS group, the bone mineral density in the defect area was slightly lower than that of the 
normal bone tissues, the bone marrow cavity was partly rehabilitated, and many chondrocytes were seen around 
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bone cells that arranged irregularly with no bone trabecula or bone lamella. In the blank control group, the images of 
bone calcification were consistent with normal bone tissues, and a closed bone ununion was formed at each end; 
hematoxylin-eosin staining showed that the blank control group was filled by fibrous connective tissue and a small 
amount of bone-like tissues. SF/CS/nHA composite scaffold is better for repair of rabbit radial bone defects. 
 
Subject headings: biocompatible materials; silk fibroin; chitosan; nanoparticles; hydroxyapatites 
Funding: the Science and Technology Foundation of Guizhou Province, No. [2010]3101; the Social Tackle Key 
Program of Guizhou Province, No. [2010]015; the Governor’s Foundation of Guizhou Province, No. 2011(25) 
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0  引言  Introduction 
在临床工作中，各种疾病、创伤、肿瘤引起的骨缺损，

特别是长段骨缺损的治疗一直是国内外研究的难点。统计

显示美国年需进行骨移植的骨修复手术约80万台。而中国

每年单因创伤所致的骨缺损患者就达到了300多万例[1]。虽

然理想的骨替代材料存在着巨大的需求，但目前尚无一种

理想的骨替代材料在具有良好的生物相容性及力学强度的

同时，还具备良好的降解性能和经济价值[2-3]。随着组织工

程的出现，人工组织工程骨以其低免疫原性、不引起二次

创伤、材料来源广泛等优点，逐渐替代异体骨移植、自体

骨移植成为研究的热点。在组织工程骨中各种单一生物材

料制作的支架在体内外实验中各有优缺点，都还不能达到

理想的效果。为了解决这一难题，国内外研究者利用生物

材料复合技术，通过调节材料的比例与相应的组合方式使

其发挥各自的优点，进而制作理想的支架材料 [4-5]。

Budiraharjo等[6]将纳米羟基磷灰石涂层后的壳聚糖支架材

料与干细胞共培养，发现其具有良好的生物相容性和成骨

诱导能力。Alves da Silva等[7]将壳聚糖与丝素聚合制作的

复合支架用于骨髓干细胞的体外培养，发现其能够诱导软

骨细胞分化。 
课题组前期将以丝素、壳聚糖制作的复合支架用于兔

膝关节修复中，显示出了良好的细胞相容性和合适的降解

速率，并以此为基础制作了拥有良好机械性能和理化性质

的丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石三维复合支架[8]。实验在此

基础上将丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石三维复合支架用于

兔桡骨大段骨缺损的修复治疗，运用影像学技术、病理技

术从大体、组织显微水平探讨其成骨作用及机制，为理想

的骨组织工程支架提供理论依据。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：随机分组动物体内对照实验。 
时间及地点：实验于2012年8月至2013年5月在遵义医

学院中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：健康2月龄新西兰大白兔36只，由重庆医

科大学动物实验中心提供，雌雄不拘，体质量 (2.5±     
0.2) kg。实验过程中对实验动物的各项操作符合医学伦理

学精神。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石三维复合支架的制备：将

丝素蛋白、壳聚糖、纳米羟基磷灰石分别配置成为2%溶液，

然后以体积比1∶1∶1比例混合，在C-MAG HS4磁力加热

搅拌器中以55 ℃恒温搅拌直到3种液体中没有汽泡充分

混合均匀。然后迅速将其用20 mL针筒注入9孔板中，放入

-80 ℃冰箱冷冻24 h。把冷冻好的支架用封口膜迅速密封，

在支架相应区域制作细孔后放入真空干燥机抽吸36 h。将

干燥后所得的支架浸入含有体积分数75%甲醇和1 mol/L
氢氧化钠混合液中进行预处理15 h，超纯水反复洗净后再

次真空干燥，然后将所得支架在以EDC、NHS 混合的交

联剂中，浸泡10 h后洗净。再将染湿的复合支架于-80 ℃
冷冻24 h后真空干燥36 h。将制备的三维复合支架密封后

备用[9-11]。 
动物模型的建立：取新西兰大白兔36只，手术前6 h

禁食禁饮。以2.5%戊巴比妥钠耳缘静脉注射麻醉。麻醉妥

当后，妥善固定其四肢，以免术中挣扎损伤血管或神经，

并注意充分暴露其右前肢。备皮，常规碘伏、乙醇消毒后

取桡骨中段中点为中心切开皮肤，逐层仔细分离，注意勿

伤其神经或血管以免影响实验效果的评估。充分暴露桡骨，

用消毒好的无菌锯片制备长约2 cm的全段骨缺损[12-14]。随

机均分为3组，按照实验设计实验组植入预先制备好的丝素/
壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架，对照组植入丝素/壳聚糖

复合支架，空白对照组未植入任何材料。逐层缝合伤口，

骨组织工程三维复合支架修复兔桡骨骨缺损实验的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

纳米羟基磷灰石 南京埃普瑞纳米材料有限公司 

丝素/壳聚糖复合支架 前期实验制备 

丝素蛋白溶液 前期实验自行提取 

壳聚糖 山东潍坊市海之源生物公司 

恒温加热磁力搅拌器 美国 C-MAG HS4 

苏木精、伊红 美国 AmreSCo 公司 

戊巴比妥钠 美国 MerCk   

低温冷冻干燥机 美国 VIRTIS 

光学显微镜 德国 Leifa   

电子分析天平 德国 sartorius 
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术后碘伏消毒伤口，纱布包扎后不用外固定，肌注青链霉

素双抗预防感染。术后单笼喂养。 
术后4，8，12，16周各组分别进行X射线检查，X射

线检查完毕后进行组织病理学检查。 
大体观察及影像学检查：术后定期观察兔进食、活动、

伤口愈合情况，并进行桡骨正位片X射线摄片检查，观察

骨痂的生长情况，以及支架被骨组织替代爬行的情况。大

体观察植入物在体内修复骨缺损的情况，与周围组织的关

系，以及支架的吸收程度。观察后把所取材料制作成病理

切片。 
病理组织学观察：分别以横切面、纵切面制作标本，

以便立体观察其修复情况。所取标本经过固定、脱钙，制

作成4 µm厚切片。切片经过二甲苯脱蜡、各级乙醇至水洗

后风干，分别进行苏木精-伊红染色，最后脱水、透明、封

固后在倒置显微镜下观察，并进行组织学评分。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
主要观察指标：各组动物模型的大体观察、影像学检

查及组织学观测和评价。 
统计学分析：所得数据采用SPSS 17.0统计软件进行

分析，多个样本均数的两两比较采用F 检验。  
 

2  结果  Results  
2.1  各组术后一般情况与大体观察  各组兔术后半天开

始进食，术后1周内伤口陆续愈合，未见感染，无红肿、流

脓现象。1周后实验组、对照组兔活动明显较空白对照组活

跃，3周后各组活动皆可。术后4周时实验组、对照组支架

外层被纤维结缔组织所包裹，在骨膜下支架开始钙化呈现

出灰白色，两组区别不大。术后8周时再观察发现实验组支

架由骨痂样物质所替代，对照组内部呈现出淡黄色。第

12-16周时实验组支架则逐渐呈现出色泽、质地与正常骨

组织无明显区别的骨连接；对照组表现出支架呈现淡黄色

外观，与软骨组织相似；而空白对照组两断端虽然早期有

一定的骨组织生长延长，但最终未能完成骨缺损的连接，

中间部分始终由软组织所填充(图1)。 
2.2  各组术后X射线成骨情况  实验组术后4周时可见缺

损区支架材料填充部分有较明显的灰白色高密度影；术后8
周时钙化影较前加深，与周围软组织区别明显；术后12周
时可见由两断端向中间有少许的骨髓腔再通；术后16周时

缺损区影像与正常骨组织已无区别，骨髓腔完成了再通，

(图2)。 
对照组术后4周时可见支架材料部分有散在的钙化影，

较周围软组织影明显升高，但整体形态比较模糊；术后8
周时钙化影进一步升高，但比正常骨组织影低，整体形态

较前期清晰；术后12-16周的X射线显示骨密度影略低于正

常骨组织，有部分骨髓腔再通(图3)。 
空白对照组术后4周时骨缺损两断端都有新生的骨组

织向断端中央爬行生长，但生长的距离很短；术后8周时两

断端的骨钙化影有进一步的升高，但延长效果并不明显，

空白部分可见软组织影；术后12-16周两短端的比较显示

骨延长的效果已停止，断端的钙化影升高同正常骨组织一

致，断端各自封闭，形成了骨不连接(图4)。 
2.3  术后各组病理切片结果及组织学评分  随着时间的

延长，各组骨缺损均有恢复，至15周时，实验组有明显的

骨组织生成，低倍镜下可见骨小梁和较多核深染的长梭形

骨细胞，清晰的骨板平面，并可见中央管和外围层状排列

的骨基质与其中的骨细胞；高倍镜下可见长梭形的骨细胞

(图5A，B)。对照组低倍镜可见部分材料由骨组织所替代

修复，但可见骨细胞周围有不少的软骨细胞，未见明显的

骨小梁或骨板结构，排列较紊乱；高倍镜下可见有较多软

骨细胞存在(图5C，D)。空白对照组低倍镜下可见较多纤

维组织和少量类骨组织；高倍镜下见圆形深染的肌纤维细

胞核，其形态较骨细胞明显大和空泡状的脂肪细胞(图5E，
F)。各组 Lane-Sandhu 组织学评分结果(表1)。 
 
3  讨论  Discussion  

理想的骨组织工程支架材料应达到以下的要求：①具

有良好机械强度的同时拥有一定的韧性。②与受体具有良

好的生物相容性。③支架的内部结构要利于正常组织的再

生。④合适的降解速率[15-18]。在骨组织工程的各种材料中，

目前主要分为天然高分子材料，包括胶原、壳聚糖、藻酸

盐等；人工合成的高分子材料，包括聚乳酸、聚偶磷氮、

聚β-羟基丁酸等；人工合成的无机材料，包括羟基磷灰石、

生物活性玻璃、β-磷酸三钙等。天然高分子材料虽然生物

相容性好，但存在着机械强度不足的问题；人工合成的高

分子材料可以模拟正常骨的无机成分，但亦导致炎症或异

物反应；人工合成的无机材料具有较好的可塑性、机械强

度，但亲水性差，降解速度难以控制[19]。鉴于单一材料一

般难以满足骨组织工程支架的各项要求，研究人员逐渐开

始将材料复合，综合各种单一材料的优点，从而达到理想

组织工程骨的要求[20-23]。 
朱凌云等[24]将纳米羟基磷灰石、聚磷酸钙、聚乳酸用

溶媒浇铸、粒子滤取技术与气体发泡相结合制备骨组织工

程支架，支架呈三维网状结构，孔径200-400 µm，具有较

好的弹性模量，显示出了复合材料较单一材料更好的机械

强度。肖海军等[25]以共沉淀技术制备了纳米羟基磷灰石/羧 

Lane-Sandhu 组织学评分标准： 

评分 愈合情况 骨痂情况 骨髓情况 

0 分 无愈合 无骨痂 切除部位无骨髓 

1 分 纤维性愈合 少量骨痂 骨髓开始出现 

2 分 纤维软骨性愈合 中等骨痂 骨髓存在>50%的缺损区 

3 分 骨性愈合 大量骨痂 完全为红骨髓 

4 分 完全愈合，有骨小梁和 
皮质骨 

连续骨痂 成熟的脂肪性骨髓 
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图 2  兔桡骨缺损处植入丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架不同时间点的 X 射线观察 
Figure 2  X-ray observation of rabbit radial defects at different time after implantation of silk fibroin/chitosan/nano hydroxyapatite composite 
scaffolds 
图注：①图中 A-D 为术后 4，8，12，16 周时的 X 射线片情况。②术后 4 周时可见缺损区支架材料填充部分有较明显的灰白色高密度影；术后

8 周时钙化影较前加深，与周围软组织区别明显；术后 12 周时可见由两断端向中间有少许的骨髓腔再通；术后 16 周时缺损区影像与正常骨组

织已无区别，骨髓腔完成了再通。 

A B C D 

图 3  兔桡骨缺损处植入丝素/壳聚糖复合支架后不同时间点的 X 射线观察  
Figure 3  X-ray observation of rabbit radial defects at different time after implantation of silk fibroin/chitosan composite scaffolds 
图注：①图中 A-D 为术后 4，8，12，16 周时的 X 射线片情况。②术后 4 周时可见支架材料部分有散在的钙化影，较周围软组织影明显升高，

但整体形态比较模糊；术后 8 周时钙化影进一步升高，但比正常骨组织影低，整体形态较前期清晰；术后 12-16 周骨密度影略低于正常骨组织，

有部分骨髓腔再通。 
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图 4  空白对照组兔桡骨缺损不同时间点的 X 射线观察    
Figure 4  X-ray observations of rabbit radial defects with no treatment at different time 
图注：①图中 A-D 为术后 4，8，12，16 周时的 X 射线观察情况。②术后 4 周时骨缺损两断端都有新生的骨组织向断端中央爬行生长，但生长

的距离很短；术后 8 周时两断端的骨钙化影有进一步的升高，但延长效果并不明显，空白部分可见软组织影；术后 12-16 周两短端的比较显示

骨延长的效果已停止，断端的钙化影升高同正常骨组织一致，断端各自封闭，形成了骨不连接。 

A B C D

图 1 兔桡骨缺损处植入不同材料 16 周后的大体观察     
Figure 1  The general observation of rabbit radial defects at 16 weeks after implantation with different materials 
图注：①图中 A 为植入丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架的实验组；B 为植入丝素/壳聚糖复合支架的对照组；C 为未植入任何材料的空白

对照组。②实验组支架呈现出色泽，质地与正常骨组织无明显区别的骨连接；对照组表现出支架呈现淡黄色外观，与软骨组织相似；空白对照

组两断端虽然早期有一定的骨组织生长延长，但最终未能完成骨缺损的连接，中间部分始终由软组织所填充。 
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甲基壳聚糖/海藻酸钠复合骨水泥，在体外将其与兔骨髓基 
质干细胞共培养，结果发现复合材料在体外实验中具有较

好的细胞相容性。叶荣等[26]将以静电纺丝技术得到的羧基

丁酸-羟基戊酸共聚物三维支架和单一的β-磷酸三钙人工骨

用于修复兔胫骨缺损，结果显示8周之后复合材料显示出了

更好的修复能力，且共聚物复合材料的降解速率更适宜于骨

组织修复骨缺损速度。杨耀等[27]将丝素蛋白/羟基磷灰石复

合支架用于修复兔关节软骨缺损，取材观察可见软骨缺损修

复平整，厚度均匀，CT显示关节面光滑，关节间隙正常；

病理切片可见大量软骨细胞填充，与周围软骨结合紧密，可

见成熟的骨小梁和网状板层，软骨下骨修复完整，表明复合

材料在体内修复实验中起到了良好的支架效果，具有良好的

生物相容性。复合材料能够结合各种生物材料的优势，通过

调整组成材料的比例和制备技术得到骨组织工程骨所需要

属性的支架材料，达到理想支架材料要求的理化性质，已成

为国内外研究的热点。课题组前期制备的丝素/壳聚糖支架

在修复兔膝关节实验中显示出了良好的生物相容性，但由于

骨缺损对支架材料的机械性能有着更高的要求，所以在此基

础之上选择了加入纳米羟基磷灰石[28-30]。 
实验中所制备的丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石支架材

料为三维立体结构，孔径100-200 µm，显示出了良好的理

化性质。实验中选择兔桡骨中段骨制作骨缺损模型，造模

长度2.0 cm，均采用桡骨中段皮肤切开，分离暴露后制作不

保留骨膜的全段骨缺损，均采用同样的手术方式与入路。造

模的长度大于兔桡骨骨干4倍直径，骨缺损程度远超出其自

我修复能力，同时排除了骨膜的成骨作用，这使得实验能够

充分说明复合支架是否具有成骨性能。在支架植入1周内，

实验组兔并未出现切口红肿、发热的感染征象；2周后切口

愈合良好，无流脓、渗液等排斥反应发生；16周后未出现实

验组动物无厌食、呕吐等全身反应或死亡。说明了复合支架

植入兔体内后并无发生异物排斥反应，具有良好的生物相容

性。在影像学检查中实验组支架随着时间的延长钙化影逐渐

升高，形态规则，边缘清晰；16周时已与正常骨组织影像学

表现无异，说明了复合支架具有良好的骨诱导性能和成骨作

用。对照组中相应时间点钙化影明显低于实验组，成骨性能

较差，这可能是因为加入纳米羟基磷灰石的支架中，为成骨

的进行提供了大量的钙、磷离子[31-32]。而空白对照组中两断

端最终自我封闭，未能自我修复。在组织学检测中，实验组

在低倍镜下成骨细胞数量明显多于对照组，且能够发现骨小

梁，骨纤维环等骨组织典型的基本结构，高倍镜下发现实验

组在骨陷窝内有典型的成骨细胞；而对照组中高倍镜下发现

了较多的圆形成软骨细胞，这在组织学层面证明加入纳米羟

基磷灰石的支架具有明显的骨诱导能力。 
综上，丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石骨组织工程支架在

兔桡骨缺损的修复实验中表现出了良好的生物相容性，骨

诱导性和成骨作用，其降解速度与正常骨组织的再生修复

速度一致，有望成为一种新的骨修复材料，但其修复骨缺

损的具体机制仍需进一步探讨。 
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伦理要求：实验过程中对动物的处置符合2009年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 

学术术语：壳聚糖-是甲壳素脱N-乙酰基的产物，一般而言，

N-乙酰基脱去55%以上的就可称之为壳聚糖，或者说，能在1%

乙酸或1%盐酸中溶解1%的脱乙酰甲壳素，这种脱乙酰甲壳素被

图 5  兔桡骨缺损植入不同材料 16 周后的苏木精-伊红染色    
Figure 5  Hematoxylin-eosin staining of rabbit radial defects at 16 weeks after implantation with different materials 
图注：①图中 A，B 为丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架(×100，×1 000)，C，D 为丝素/壳聚糖复合支架(×100，×1 000)，E，F 为未植入

任何物质的对照组(×100，×1 000)。②丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架组有明显的骨组织生成，低倍镜下可见骨小梁和较多核深染的长

梭形骨细胞，清晰的骨板平面，并可见中央管和外围层状排列的骨基质与其中的骨细胞；高倍镜下可见长梭形的骨细胞。③丝素/壳聚糖复合支

架组低倍镜下可见部分材料由骨组织所替代修复，空白但可见骨细胞周围有不少的软骨细胞，未见明显的骨小梁或骨板结构，排列较紊乱；高

倍镜下可见有较多软骨细胞存在。④未植入任何物质的对照组，低倍镜下可见较多纤维组织和少量类骨组织，高倍镜下见圆形深染的肌纤维细

胞核，其形态较骨细胞明显大和空泡状的脂肪细胞。 

A B D EC F 

表 1  兔桡骨缺损处植入不同材料后的 Lane-Sandhu 组织学评分结果

Table 1  Lane-Sandhu scores in each group after implantation  
(x

_

±s, n=12) 

表注：表明丝素/壳聚糖/纳米羟基磷灰石复合支架具有良好的骨诱导及成骨作

用。与其他组比较，aP < 0.05。 

组别 4 周 8 周 12 周 16 周 
 
丝素/壳聚糖/纳米羟基 
磷灰石组 

 
6.50±0.56a 

 
8.75±0.48a 

 
9.85±0.14a 

 
10.54±0.13a

丝素/壳聚糖组 3.95±0.38 5.56±0.68 7.25±0.51 8.54±0.25 
空白对照组 2.54±0.31 3.58±0.54 4.39±0.42 6.44±0.41 
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称之为壳聚糖。 
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