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文题释义： 

煅烧鹿角松质骨：是去除鹿角皮质骨后，经过化学制剂对鹿角松质骨进行脱脂脱蛋白处理，采用 600 ℃高温

煅烧方法获得的一种颗粒状异种无机骨填充材料，前期研究已经证实其具有良好的成骨性能。 

早期血管化：血管化对骨缺损修复至关重要，尤其对于大范围骨缺损，尽早建立血管化可保证缺损区内细胞

有充足的营养和氧分，加速代谢物质的转运，建立良好的动态微环境，从而促进骨缺损修复。 

 

摘要 

背景：前期研究成功制备了煅烧鹿角松质骨材料，并证实其可明显促进骨缺损的修复。 

目的：考察煅烧鹿角松质骨修复骨缺损的早期血管化作用。 

方法：去除鹿角皮质骨，将鹿角松质骨经脱脂脱蛋白和高温煅烧制备成颗粒状骨填充材料煅烧鹿角松质骨，

采用扫描电镜和 X射线衍射仪对其进行表面形貌观察和晶相结构检测。将小鼠前成骨细胞 MC3T3-E1接种于

煅烧鹿角松质骨支架材料上，共培养 1 d 后扫描电镜观察细胞铺展情况。制备兔双侧下颌骨临界尺寸骨缺损

模型，一侧植入煅烧鹿角松质骨材料，另一侧植入 Bio-Oss®颗粒，空白对照组不植入任何材料，术后 4，8

周取下颌骨标本，进行苏木精-伊红染色、Masson染色和 CD31免疫组织化学染色，观察成骨和成血管情况。 

结果与结论：①扫描电镜观察可见煅烧鹿角松质骨为互通多孔结构，棱柱状规则磷灰石晶体，X 射线衍射图

谱显示煅烧鹿角松质骨各特征峰与人骨一致，为结晶度良好的羟基磷灰石相；②成骨细胞在材料表面铺展良

好，并与羟基磷灰石晶体紧密结合；③材料植入兔下颌骨缺损 4周后，苏木精-伊红染色结果显示煅烧鹿角松

质骨组和 Bio-Oss®组植入材料周围有明显新生血管；Masson 染色和 CD31 免疫组织化学结果显示，两组材

料周围有新生成的胶原纤维和新生血管，且煅烧鹿角松质骨组较 Bio-Oss®组血管化效果更为明显；④材料植

入 8周后苏木精-伊红染色结果显示，煅烧鹿角松质骨组、Bio-Oss®组骨缺损处均有大量新骨形成；⑤结果表

明，煅烧鹿角松质骨在早期骨缺损修复过程中具有良好的血管化作用，这可能是其促进骨缺损修复的关键因

素。 
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Abstract 

BACKGROUND: Calcinated antler cancellous bone (CACB) was successfully prepared in the early stage, and 

was confirmed that it could significantly promote bone defect repair. 

OBJECTIVE: To evaluate the early neovascularization of CACB in a bone defect model. 

 天然可再生来源煅烧鹿角骨促进骨修复早期血管化 

鹿角 

煅烧鹿角松
质骨表征 

 

结果： 

互通多孔结构和六棱柱状规则磷

灰石晶体，为结晶度良好的羟基

磷灰石相； 

成骨细胞在材料表面铺展良好，

并与羟基磷灰石晶体紧密结合。 

 

脱脂，脱蛋
白，煅烧 

煅 烧 的 鹿
角 松 质 骨
CACB 

煅烧的鹿角松质
骨植入兔下颌骨
骨缺损 

结果： 

煅烧的鹿角松质骨在修复骨缺

损过程的早期具有良好的血管

化作用，这可能是其增强骨修

复效果的重要原因。 
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METHODS: CACB was prepared by defatted and deproteinized process and combined with calcination after removal of the cortical bone. The 

surface morphology and phase composition of CACB granules were evaluated by using scanning electron microscope (SEM) and X-ray 

diffraction spectrum (XRD). Mouse osteoblasts MC3T3-E1 were cultured with CACB for 1 day to assess the cellular affinity by SEM. Models of 

critical bone defects were prepared on the bilateral mandibles of 16 New Zealand rabbits. CACB was implanted into the defects on the one 

side, and Bio-Oss®  was implanted into the defects on the other side. Nothing was implanted into the defects as blank control. All the rabbit 

mandibles after 4 and 8 weeks post-surgery were subjected to tissue processing and sectioning. Hematoxylin-eosin, Masson’s trichrome 

staining and CD31 immunohistochemical method were performed separately on consecutive tissue sections to observe the vascularization 

and osteogenesis. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) SEM images showed that CACB exhibited a well-interconnected porous structure and was present as 

regularly prismatic crystals of hydroxyapatite. The XRD spectrograph revealed that the characteristic peaks of CACB corresponded to the 

peaks of calcinated human cancellous bone, indicating that the hydroxyapatite phase with good crystallinity is the same as that of human bone. 

(2) The cellular experiment findings showed that CACB could be conducive for attachment and spreading of MC3T3-E1 cells integrated with 

hydroxyapatite closely. (3) At 4 weeks post-implantation, hematoxylin-eosin staining results showed a lot of newly formed small blood vessels 

at the periphery of the scaffold of CACB and Bio-Oss
®
. Masson and CD31 immunohistochemical staining results showed the newly formed 

collagen fibers and blood vessels around the bone filling materials. Moreover, the ability of vascularization of CACB was more effective than 

that of Bio-Oss
®
. (4) At 8 weeks post-implantation, hematoxylin-eosin staining results showed there was a large number of newly formed 

bones in the bone defects and the remaining scaffold was surrounded by newly formed bones. To conclude, our findings reveal that CACB 

possesses good vascularization during the bone defect repair, which may have a potentially positive effect on promoting osteogenesis. 

Subject headings: Bone Regeneration; Osteogenesis; Tissue Engineering 

Funding: the National High-Technology Research and Development Research of China (863 Program), No. 2015AA033601 

 

0  引言  Introduction 

在口腔临床中由于创伤、严重牙周病、肿瘤等原因造

成的骨缺损，常会导致颜面部畸形、功能障碍及牙齿修复

困难。目前，骨填充材料的植入是用于骨缺损修复的常规

方法[1-3]。其中，异种骨填充材料由于来源于天然骨组织而

具有良好的生物学性能、骨传导性及骨诱导性，被广泛应

用[4-5]，如来自牛骨的Bio-Oss
® [6-8]、Endobon

® [9]、来自猪

骨的OsteoBiol
® [10]。 

研究发现鹿角骨的组成、结构与人骨高度接近[11]，具

备成为异种骨填充材料的基础。前期研究成功制备出以鹿

角骨为来源的无机骨填充材料——煅烧鹿角松质骨，并已

证实其可明显促进骨缺损修复[12-14]。然而，在机体发育及

骨损伤修复的过程中，机体骨质的发生也必须依赖于血管

供应，且血管生成亦早于骨生成[15]。并且，植入修复骨缺

损，特别是面积较大的骨缺损修复过程中，新生骨必须通

过血管再生来获得营养[16]，因此，使新生骨组织形成之前

有良好的血管化是非常重要的因素，骨填充材料在修复过

程中的早期血管化，成为骨缺损植入修复的关键环节之一，

并已被认为是骨组织工程继种子细胞、支架材料、细胞因

子3大因素的又一重要因素[17-18]。因此，研究将聚焦于煅烧

鹿角松质骨的早期血管化作用，以进一步探讨并扩展煅烧

鹿角松质骨的应用潜能，首先对煅烧鹿角松质骨的理化性

能进行表征，并考察其体外细胞亲和性，最后将其植入兔

下颌骨临界骨缺损处进行早期血管化作用的观察和评价。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  材料制备及动物实验对比分析实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年1至12月在北京大学口

腔医院实验动物中心完成。 

1.3  材料  中年马鹿鹿角购于吉林野生商贸有限公司；小

鼠前成骨细胞MC3T3-E1购自北京协和医学院基础医学研

究所细胞中心；Bio-Oss
®来源于瑞士盖世制药有限公司

(Geistlich-Pharma，Switzerland)；扫描电镜(ZEISS，Supra 

55，Germany)；X线电子衍射仪(XRD，Rigaku D/max 2500 

VB2+/PC，Japan)。 

实验动物：16只雄性新西兰白兔，体质量约2.5 kg，

购自北京大学口腔医院动物中心，许可证号：SYXK(京) 

2016-0007。 

1.4  实验方法   

1.4.1  煅烧鹿角松质骨的制备  将新鲜鹿角去除皮质骨

后，将鹿角主干的松质骨部分锯成1 cm×1 cm×1 cm的块

状，经蒸馏水冲洗后经过一系列化学处理，包括20%NaOH

溶液浸泡12 h、1∶3三氯甲烷/无水甲醇混合溶液浸泡   

12 h、体积分数30%双氧水浸泡6 h，每次更换液体时均用

流水冲洗2 min，然后将鹿角松质骨块置于65 ℃烘箱中烘

干，随后，将其置于马弗炉中，自室温以10 ℃/min速度匀

速升温至600 ℃煅烧6 h。待马弗炉降至室温后取出煅烧鹿

角松质骨。将获得的块状煅烧鹿角松质骨研磨至如

Bio-Oss
®骨粉般大小的颗粒，直径为1.0-2.0 mm。 

1.4.2  煅烧鹿角松质骨的理化性能表征  材料的表面形

貌及内部结构通过扫描电镜观察，材料的晶相结构通过X

线电子衍射仪检测。 

1.4.3  细胞形貌观察  取小鼠前成骨细胞MC3T3-E1，采

用该细胞的专用培养基进行培养。将1 cm×1 cm×0.5 cm的

煅烧鹿角松质骨支架材料放置于6孔细胞培养板中，在接种

细胞前，经60
Co灭菌材料；将MC3T3-E1制备成细胞浓度

2×10
9
 L

-1的细胞悬液，接种至煅烧鹿角松质骨样块，随后

放置CO2培养箱内37 ℃饱和湿度条件下培养1 d，将细胞

固定、脱水、干燥、喷金，扫描电镜观察。 

1.4.4  体内植入实验  实验动物的使用已通过北京大学

医学部伦理委员会伦理审查。取新西兰白兔16只，麻醉后

备皮，消毒，铺巾，在两侧沿下颌下缘做平行切口，剥离

肌肉和骨膜后暴露下颌角位置的骨面，用环转制备直径为 

8 mm的临界尺寸骨缺损，用生理盐水冲洗骨渣后，选择其 
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图 1  脱落的鹿角和煅烧鹿角松质骨颗粒 

Figure 1  Naturally-shed antlers and calcined antler cancellous 

bone granules 

图注：图中 A 为鹿角，B 为煅烧鹿角松质骨颗粒。 

 

图 2  煅烧鹿角松质骨的扫描电镜观察 

Figure 2  Scanning electron microscope images of calcined antler 

cancellous bone 

图注：图中 A 为低倍镜下(×30)，煅烧鹿角松质骨疏松多孔；B 为高

倍镜下(×5 000)，煅烧鹿角松质骨为羟基磷灰石结构。 

 

图 3  煅烧鹿角松质骨(CACB)和人骨的 X 射线衍射检测结果 

Figure 3  X-ray diffraction spectra of calcinated antler cancellous 

bone and calcinated human cancellous bone 

 

B 

 

A 

 

图 4  接种至煅烧鹿角松质骨上的小鼠前成骨细胞 MC3T3-E1 形貌 

Figure 4  Morphology of mouse MC3T3-E1 cells attached on 

calcinated antler cancellous bone 

图注：图中 A 为低倍镜下(×200)，B 为高倍镜下(×20 000)，细胞在

材料表面铺展良好，细胞呈多边形形态，并与羟基磷灰石晶体有良好

的结合。 

 

图 6  术后 4 周各组下颌骨标本 CD31 免疫组织化学染色结果(×400) 

Figure 6  Immunohistochemical CD31 staining of the mandibular 

specimens at 4 weeks after implantation (×400) 

图注：图中 A 为煅烧鹿角松质骨组，B为 Bio-Oss
®组；煅烧鹿角松

质骨组 CD31阳性表达较 Bio-Oss
®组较多，见箭头所示。 

 

B 

 

A 

 

图 7  术后 8 周各组下颌骨标本苏木精-伊红染色结果(×400) 

Figure 7  Hematoxylin-eosin staining of the mandibular specimens 

at 8 weeks after implantation (×400) 

图注：图中 A为煅烧鹿角松质骨组，B 为 Bio-Oss®组，M代表材料，

NB 代表新生骨；两组植入材料周围均有大量新生骨生成，可见残留

材料周围被新骨包绕。 

 

煅烧鹿角松质骨组               Bio-Oss
®
组 

苏木精-伊红染色(×100) 

 

 

 

Masson染色(×200) 

图 5  术后 4 周各组下颌骨标本组织学观察结果 

Figure 5  Histological analysis of the mandibular 

specimens at 4 weeks after implantation 

图注：黑色箭头指示为新生骨与宿主骨之间的边界，M

代表材料，HB 代表宿主骨，V 代表血管；苏木精-伊红

染色显示，两组材料周围可见明显的新生血管及一些成

骨细胞；Masson染色显示，两组材料周围有新生成的

规律排列的胶原纤维和新生血管。 
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中8只一侧植入0.25 g煅烧鹿角松质骨颗粒，另一侧植入

Bio-Oss
®颗粒，另设不植入任何材料的空白对照组(n=8)，

仔细缝合黏骨膜瓣及皮肤。常规饲养，术后4，8周分别取

下颌骨标本进行后续检测。 

组织学评价：术后4，8周，每个时间点取植入材料组

与空白对照组兔4只，处死后取下颌骨样本，中性甲醛固定

后分别进行苏木精-伊红染色、Masson染色、CD31免疫组

织化学染色。 

苏木精-伊红染色：固定后的下颌骨标本，首先经EDTA

脱钙、石蜡包埋、病理切片、二甲苯脱蜡处理，然后将脱

蜡后的切片两份无水乙醇浸泡各10 min，再经体积分数

95%-90%-80%-70%乙醇各处理3 min；蒸馏水洗去乙醇；

苏木精染色5 min后，1%盐酸+体积分数70%乙醇溶液浸泡

1 min，含氨水的蒸馏水(pH值为8.7)浸泡5 min，蒸馏水冲

洗5 min，0.5%伊红水溶液染色5 min，体积分数70%、80%、

90%乙醇脱水各1 min，无水乙醇脱水10 min，二甲苯透明

30 min；将玻片从二甲苯中取出，擦去切片四周的二甲苯，

树胶封固后光学显微镜观察拍照。 

Masson染色：石蜡切片经脱蜡后，置于丽春红酸性品

红染液中染色5 min，蒸馏水洗后置于1%磷钼酸1-3 min，

然后直接入苯胺蓝液中5 min，流水冲洗，梯度乙醇脱水，

二甲苯透明，树胶封固，光学显微镜观察拍照。 

CD31免疫组织化学染色：将脱蜡后的切片置于柠檬酸

盐缓冲液(0.01 mol/L，pH=6)中进行微波修复抗原5 min，

室温自然冷却后经自来水、dd H2O和TBS洗液冲洗，然后

加入CD31一抗(1∶200稀释)，37 ℃湿盒孵育2 h，加入

HRP标记的的二抗，37 ℃湿盒孵育30 min，DAB显色，

复染，脱水，透明，切片干后用试剂缓冲甘油封固剂封固，

显微镜下观察。 

1.5  主要观察指标  各组兔下颌骨标本成骨和成血管情

况。 

 

2  结果  Results  

2.1  材料表征   

大体形貌观察：可见煅烧鹿角松质骨骨粉颗粒直径

1.0-2.0 mm，为疏松的多孔结构，见图1。 

扫描电镜观察：低倍镜下可见煅烧鹿角松质骨疏松多

孔，孔隙互相连通，通过软件image J测得其孔径范围为

300-800 μm；高倍镜下可见煅烧鹿角松质骨微观结构为棱

柱状的羟基磷灰石晶体结构，测得晶体为400-600 nm宽，

5-15 μm长，见图2。 

晶相分析结果：通过X射线衍射分析煅烧鹿角松质骨

晶体，显示煅烧鹿角松质骨的各特征衍射峰位置与人骨一

致，峰型尖锐清晰，为结晶度良好的羟基磷灰石相(图3)，

提示煅烧鹿角松质骨的主要成分为羟基磷灰石。 

2.2  体外细胞形貌观察  将MC3T3-E1与煅烧鹿角松质

骨共培养1 d后，可见细胞在材料表面铺展良好，细胞呈多

边形形态，并与羟基磷灰石晶体有良好的结合(图4)，说明

煅烧鹿角松质骨具有良好的细胞亲和性。 

2.3  动物植入实验早期血管化评价  术后4周苏木精-伊

红染色显示，在植入的煅烧鹿角松质骨和Bio-Oss
®材料周

围可见明显的新生血管及一些成骨细胞，表明在骨填充材

料植入体内新骨形成阶段伴随新生血管的发生；Masson

染色结果显示，在骨缺损区内，填充材料周围有新生成的

规律排列的胶原纤维(呈绿色)和新生血管(V)，而且煅烧鹿

角松质骨组比Bio-Oss
®组血管化效果更为明显(图5)。 

为了进一步检测骨缺损修复初期新生血管生成的情

况，用血管内皮细胞特性的标志物CD31进行免疫组织化学

染色，结果显示骨形成初期，煅烧鹿角松质骨组CD31阳性

表达(图6)较Bio-Oss
®组较多，也就是说植入煅烧鹿角松质

骨的骨缺损部位新骨生成中伴随较大量的新生血管生成。 

2.4  动物植入实验骨修复效果评价  术后8周苏木精-伊

红染色结果显示，煅烧鹿角松质骨组、Bio-Oss
®组植入材

料周围均有大量新生骨生成(图7)，可见残留材料周围被新

骨包绕，两组植入材料的骨修复效果较为接近，甚至煅烧

鹿角松质骨组略优于Bio-Oss
®组，提示煅烧鹿角松质骨的

早期血管化对其骨修复效果产生了重要影响。 

 

3  讨论  Discussion 

在修复和治疗骨缺损的过程中，各种异种骨填充材料

由于其优越的生物相容性、骨传导性和骨诱导性被广泛的

研究和应用[6，19-20]。煅烧鹿角骨作为一种异种骨填充材料，

来源于自然脱落的鹿角，是哺乳动物中唯一可完全再生的

器官，避免了对动物屠杀引起的伦理问题，并可持续性获

得。前期研究还发现煅烧鹿角骨在理化性能方面，包括相

位成分、化学键结构、Ca/P比、孔径和孔隙率与煅烧的人

骨非常相似[12]。研究证明煅烧鹿角松质骨具有优越的生物

相容性和体内外成骨活性，且其成骨效果与材料的鹿    

龄[21-22]、煅烧温度有关。前期研究证明中年鹿龄(5-10岁)

在600 ℃煅烧条件下可完全去除有机物成分[23-24]，避免了

异种材料植入的免疫排斥反应，且具有更优越的成骨活性，

所以此次研究所用的煅烧鹿角松质骨是在该条件下制备的

骨填充材料 [25]，孔径范围为300-800 μm，在体外与

MC3T3-E1具有良好的细胞亲和性。以往研究证实孔径大

于300 μm可确保足够的氧和营养供给，可明显增强血管化

和骨生成能力[26-27]。煅烧鹿角松质骨与细胞良好的亲和性，

可能和其结构与化学组成接近人骨，有利于细胞的黏附、

增殖及发挥生理功能有关[28]，可作为一种新型的异种骨填

充材料来研究。        

血管化对于骨组织工程非常重要，也是骨缺损尤其是

大面积骨缺损修复的前提[29-30]。不管是在天然骨生成改建、

骨折愈合、骨缺损修复还是骨移植的过程中，血管化都是

关键环节且贯穿整个修复过程[31-32]。血管化的过程是将成

骨细胞、相关细胞因子、骨修复过程所需要的营养物质及 
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氧气等带到骨缺损的局部，并通过新陈代谢的过程带走代

谢产物，从而维持缺损修复过程微环境的动态平衡[33]。以

往研究表明，内皮细胞与成骨细胞之间的相互作用是骨膜

下成骨或者软骨内成骨的先决条件[34-36]。而且，促进组织

工程骨内的血管化过程可提高成骨速度和成骨质量[37]。 

目前，骨组织工程发展的瓶颈之一在于组织工程骨早

期血管化[38]。在骨缺损尤其是大面积缺损的早期血管化过

程中，支架内血供不充足可能会导致种子细胞由于氧气、

营养物质的缺乏，代谢产物转运不畅而缺血坏死,从而导致

修复失败[39]。研究表明，骨修复中的血管再生与材料种类

及性质有关[40]。为此，此次研究考察了新型异种骨填充材

料煅烧鹿角松质骨的早期血管化作用。 

此次研究发现，煅烧鹿角松质骨在骨缺损修复早期(4

周)具有良好的血管化作用，苏木精-伊红染色直观地显示

了在骨填充材料植入体内新骨形成阶段伴随大量血管的新

生，这可能是煅烧鹿角松质骨具有良好成骨作用的重要原

因之一。Masson染色结果显示在骨缺损区内，填充材料周

围有新生成的规律排列的胶原纤维和新生血管；血管内皮

细胞标志物CD31免疫组织化学染色结果显示，在骨形成初

期煅烧鹿角松质骨组有CD31阳性血管内皮细胞围成的血

管腔也证实了这一点。其形成的机制可能是：骨填充材料

内部吸附较高密度的血管内皮细胞，在信号因子的作用下

向新生的骨样基质和胶原纤维移动，相互连接，形成单层

的毛细血管官腔[41]。血管发生与骨发生是一个多种细胞参

与的过程，其中参与成骨作用与成血管作用的细胞及细胞

因子，相互依赖，互相作用，通过骨形成的信号通路共同

完成了骨缺损修复[42]。Kaigler等[43]证明骨髓间充质干细胞

在体外分泌的血管内皮细胞生长因子，可促进骨髓间充质

干细胞的生长与分化，而骨髓间充质干细胞也能促进血管

的生成。与Bio-Oss
®相比较，煅烧鹿角松质骨在骨缺损部

位有较多的新生血管形成，说明煅烧鹿角松质骨的血管化

作用更为明显，这种差异可能和它们的微量元素含量有关。

前期研究发现，煅烧鹿角松质骨含有高含量的Fe元素[20]，

后者对血管化直接相关[44]。关于煅烧鹿角松质骨在骨缺损

修复过程中血管化作用的定量比较及分子机制有待进一研

究。 

综上所述，研究结果表明新型异种骨填充材料煅烧鹿

角松质骨在修复骨缺损早期具有良好的血管化作用，这对

其促成骨作用产生了积极影响，将为今后该类材料实现临

床转化及其广泛应用奠定实验基础。 
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