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新型组织工程化骨材料植入动物体内的成血管效应*★ 
王  微1，米  雷2，侯光辉1，王剑龙1 

Vascularization on new tissue-engineered bone repair materials implanted into animals in vivo    

Wang Wei1, Mi Lei2, Hou Guang-hui1, Wang Jian-long1 

Abstract 
BACKGROUND: The research of bone tissue engineering achieved success based on growth factors, seed cells, vector scaffold, 
it demonstrates the better future of bone tissues reconstruction. However, clinical application is often not ideal. One of most 
important reason is that the absence of cell dependent disorder caused by vascular network of engineering bone graft. 
OBJECTIVE: To observe the vascularization on new tissue-engineered bone repair materials implanted into radial defect of New 
Zealand rabbits. 
METHODS: Balloon compression was prepared by the polylactic acid-polyglycolic acid copolymer (PLGA)/basic fibroblast growth 
factor (bFGF), then mixed with calcium phosphate cement (CPC), and combined with allogeneic bone marrow mesenchymal 
stem cells (BMSCs) cultured in vitro to prepare new tissue-engineered bone repair materials. A total of 60 adult New Zealand 
rabbits were used to establish animal experimental models of radial defect and randomly divided into two groups: Group A served 
as the experimental group which was transplanted with the new tissue-engineered bone repair materials. Group B served as the 
control group, which was transplanted with the mixed materials of composite BMSCs of PLGA and CPC. At 4, 8, 12 weeks after 
operation, the angiopoiesis at each period was observed by tissue cell morphology, nuclide bone scan and other methods. 
RESULTS AND CONCLUSION: The results of histological observation under light microscope and nuclide bone scan showed 
experimental group was better than control group in vascularization. The results demonstrated that new tissue-engineered bone 
repair materials constructed by the PLGA-bFGF/CPC combined with BMSCs have a better vascularization in vivo. 
 
Wang W, Mi L, Hou GH, Wang JL. Vascularization on new tissue-engineered bone repair materials implanted into animals in 
vivo.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(34): 6285-6288.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：以生长因子、种子细胞、载体支架为基础的骨组织工程研究取得的成功，向人们展示了再造骨组织器官的美好前景，

然而在临床应用方面往往效果不理想。其中很重要一个原因是组织工程骨很大程度上受制于移植物血管网缺乏造成的细胞

供养障碍而导致失效。 
目的：新型组织工程骨修复材料植入新西兰兔桡骨缺损处观察其成血管作用。 
方法：将聚乳酸-聚羟基乙酸共聚物包裹碱性成纤维细胞生长因子制备成微球囊，然后与磷酸钙骨水泥混合，并与体外培养

的同种异体骨髓间充质干细胞共培养制备新型组织工程骨修复材料。60 只成年新西兰兔建立 15 mm 桡骨缺损模型后随机

分成 2 组，实验组植入新型组织工程骨修复材料，对照组植入复合骨髓间充质干细胞的聚乳酸-聚羟基乙酸共聚物与磷酸钙

骨水泥的混合材料。于术后 4、8、12 周，通过组织细胞形态学观察、核素骨扫描等手段，观察各个时期血管形成情况。 
结果与结论：光镜下组织形态学观察结果及核素骨扫描结果示血管化程度是实验组优于对照组。 结果显示聚乳酸-聚羟基

乙酸共聚物-成纤维细胞生长因子/磷酸钙骨水泥材料复合骨髓间充质干细胞构建的新型组织工程骨修复材料在动物体内有

较好的成血管效果。 
关键词：聚乳酸-聚羟基乙酸共聚物；碱性成纤维细胞生长因子；骨髓间充质干细胞；组织工程化骨；血管化 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.34.004 
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0  引言 
 

以生长因子、种子细胞、载体支架为基础

的骨组织工程研究取得的成功，向人们展示了

再造骨组织器官的美好前景，然而在临床应用

方面往往效果不理想。其中很重要一个原因是

组织工程骨很大程度上受制于移植物血管网缺

乏造成的细胞供养障碍。应用大块组织工程骨

修复大段骨缺损时，其核心部位往往发生缺血

性坏死导致修复失败，其主要原因在于未能很

好解决组织工程骨的再血管化问题[1-2]。 

碱性成纤维细胞因子 (basic fibroblast 
growth factor，bFGF)是人体内发现的最为有效

的血管形成因子之一，bFGF在刺激毛细血管内

皮细胞迁移和增殖的同时[3-4]，促使毛细血管向

断端及移植物中长入，提供营养、运送钙质，

并使断端骨痂和骨移植物中血管重建时限提

前，从而促进需要血供的软骨性成骨，加速软

骨痂的成熟和骨化[5-6]。 
课题组将聚乳酸-聚羟基乙酸共聚物

(polylactic acid-polyglycolic acid copolymer，
PLGA)包裹bFGF制备成微球囊，并与磷酸钙骨

水泥(calcium phosphate cement，CPC) 复合
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成支架材料，然后再将骨髓间充质干细胞(bone 
mesenchymal stem cells，BMSCs)覆盖在支架

材料表面，构建组织工程化骨，植入实验动物

体内，实验观察其是否有较好的促血管化效果。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机区组设计。 
时间及地点：于2010-04/08在中南大学湘

雅三医院动物实验中心与中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：健康成年新西兰兔60只，雌雄不

限，体质量1.5~3.0 kg，平均体质量2.0 kg。由

中南大学实验动物学部提供，采用完全随机法

分成2组，每组30只。 
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
bFGF-PLGA微球的制备：采用一种改进的相

分离法[7]。0.22 g PLGA溶解于5 g CH2Cl2，    
1 000 r/min搅拌。将1 μg bFGF冻干粉分散加入

于3 mL上述含PLGA的二氯甲烷溶液中。将此

固体和液体的混合物在搅拌下逐渐倒入10 mL
硅油中，形成均匀的乳液后，将此乳液在搅拌

下倒入200 mL的正己烷液体中，过滤后装入真

空瓶中真空冷冻干燥过夜。筛分并保存于   
-20 ℃冰箱备用[8]。 

bFGF-PLGA/CPC支架材料的制备：按质量比

为7∶3的比例分别称取CPC粉末和bFGF- 
PLGA (50∶50)微球，混合均匀，以质量(g)/体
积(mL)比为3∶1加入固化液，搅拌成糊状后填

入模具，挤压成型，室温下静置15 min，放入

Ringer’s液中浸泡3 d后风干制成。60Co源下进

行辐照灭菌，辐照剂量为2.5 × 104 Gy，辐照时

间为1 h，封装，备用。同样方法制成CPC/PLGA
对照材料。 

分离、培养BMSCs：用含2 000 U/mL肝素的

生理盐水湿润5 mL注射器内壁。动物经戊巴比

妥钠耳缘静脉注射麻醉后，无菌条件下以    
20 mL注射器针头自兔髂嵴处刺入髂骨骨髓腔，

5 mL注射器内吸入含1 000 U/mL肝素的生理

盐水1 mL，以注射器抽吸双侧骨髓共5 mL，抽

吸的骨髓与肝素盐水及时混匀。铺在等量的密

度为1.037 g/cm3的Percoll分离液上，低速离心 
1 000 r/min×5 min，弃上清液，制成单细胞悬

液，血球计数板计数，5×108 L-1浓度接种于   
25 cm2培养瓶，加入培养基至5~8 mL。置    
37 ℃、体积分数为5%的CO2、饱和湿度孵箱内

孵育，24 h后半量换液，72 h后全量换液，以

后每2 d或3 d全量换液1次，倒置显微镜逐日观

察。0.25%胰酶消化原代细胞 (3 min)，以   
1×108 L-1按1∶2比例传代接种培养[9]。 

组织工程化骨制取：取第3代对数生长期的

BMSCs覆盖于bFGF-PLGA/CPC支架材料表

面，经过培养、固定，应用临界点干燥仪、液

态CO2干燥制得组织工程化骨。 
组织工程化骨植入动物体内实验：取60只新西

兰兔，建立右桡骨15 mm缺损模型，实验组植

入组织工程化骨；对照组植入复合BMSCs的
PLGA/CPC材料。 

检测方法： 

组织细胞形态观察：分别在植入4，8，12
周采用静脉空气栓塞法处死动物各5只，于手术

侧前肢以骨痂为中心部分，包括上下端各1.0 cm
处取出标本，剔除筋膜，肌肉及肌腱，保留骨

痂，作为实验标本，经甲醛固定、脱钙、系列

脱水、石蜡包埋、切片后作苏木精-伊红染色，

光镜观察，并通过单人盲法按照Lane-Sandhu
组织学评分法计分[10]。 

发 射 型 计 算 机 断 层 成 像 术 (emission 
computed tomography，ECT)检查：术后4，8，
12周取动物各5只，植入材料对侧耳缘静脉弹丸

式注射99Tcm-MDP(5 MBq/kg)，置于单光子核素

扫描仪上行血液灌注显像，将实验侧前臂感兴

趣区与同侧上臂同样大小感兴趣区的同位素计

数相比作为ECT检查的指标，进行定量测量。 
统计学分析：实验结果采用配对比较的t 

检验，α取0.05以决定是否有显著性意义。所有

数据采用SPSS 11.5系统处理。 
   

2  结果 
 
2.1  动物的一般情况  所有实验动物术后2~ 
4 h苏醒，并能站立进食。术后进食正常，伤口

无红肿、渗出、化脓等炎性反应，均达到Ⅰ期

愈合。术后1周内跛行，2周后可基本自由活动，

均存活至完成试验。 

试剂及仪器 来源 
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2.2  组织形态学观察    

实验组：术后4周，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及散在的成骨细胞和成

软骨细胞，见图1。8周时可见新生血管进一步增多，见

图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

对照组：术后4周，移植物内可见有间充质细胞及大

量的炎性细胞浸润，偶有新生血管，见图3。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，

见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lane-Sandhu组织学评分法评分后经统计学分析：

实验组Lane-Sandhu组织学评分显著高于对照组，差异

有显著性意义(P < 0.05)。实验组术后12周与术后8周和

4周比较，差异有显著性意义(P < 0.05)，对照组术后各

时间点评分比较，差异无显著性意义(P > 0.05)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  ECT检查结果  99Tcm-MDP注入后3 h，约一半显

像剂沉积于骨骼，余经肾脏排泄。骨骼、肾及膀胱显像

清楚，骨软组织对比度清晰，各组均可见大关节及肌键

附着处有对称性放射性增高区。各组随着时间延长，

T/NT呈递增趋势，但8~12周增幅趋缓，且各时间点实

验组>对照组，差异有显著性意义(P < 0.05)。实验组术

后12周与术后8周和4周比较，差异有显著性意义     
(P < 0.05)，对照组术后各时间点评分比较，差异无显

著性意义(P > 0.05)，见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
实验运用光镜方法观察到组织工程骨移植后的再

Figure 1  Microscopic observation of graft showed a lot of 
new blood vessels, scattered osteoblasts, chon-
drocytes in the experimental group at 4 wk after 
operation (Hematoxylin-eosin staining, ×200) 

图 1  实验组兔术后 4 周移植物显微观察可见大量新生血
管，散在成骨细胞，成软骨细胞(苏木精-伊红染色，
×200) 

Figure 2  Microscopic observation of graft showed new blood 
vessels continue to grow in the experimental group 
at 8 wk after operation (Hematoxylin-eosin staining, 
×200) 

图2  实验组兔术后8周移植物显微观察可见新生血管继续
增多(苏木精-伊红染色，×200) 

Figure 3  Microscopic observation of graft showed new 
blood vessels in control group were less than the 
same period of the experimental group at 4 wk 
after operation (Hematoxylin-eosin staining, 
×200) 

图3  对照组兔术后4周移植物显微观察可见新生血管较
同时期实验组少(苏木精-伊红染色，×200) 

Figure 4  Microscopic observation of graft showed blood 
vessels continue to increase in control group and 
slower than the same period of the experimental 
group at 8 wk after operation (Hematoxylin-eosin 
staining, ×200) 

图4  对照组兔术后8周移植物显微观察可见血管继续增
加，较实验组同时期慢(苏木精-伊红染色，×200)

表 1  两组术后不同时间点 Lane-Sandhu 组织学评分结果 
Table 1  Lane-Sandhu results of histological score of the two 

groups at different time points after operation        
(x

_

±s, n=5)

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, at 4 and 8 wk after operation 

Group 4 wk 8 wk 12 wk 
 
Experimental  

 
2.60±1.10a 

 
6.00±1.41a 

 
10.60±1.10ab 

Control  1.00±0.45 3.60±1.10 9.00±1.41 

表 2  两组术后不同时间点 T/NT 平均计数 
Table 2  T/NT average count at different time of two groups after 

operation                               (x
_

±s, n=5)

aP < 0.05, vs. control group; bP < 0.05, at 4 and 8 wk after operation 

Group 4 wk 8 wk 12 wk 
 
Experimental  

 
1.36±0.02a 

 
2.81±0.05a 

 
5.37±0.04ab 

Control 1.15±0.02 1.35±0.02 3.28±0.03 
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血管化过程：术后4周，实验组血管形成较对照组多；   
8周时，两组血管化及成骨速度均加快，差距逐渐缩小，

骨组织开始排列密集，但新生骨小梁生长杂乱无章，组

织学上见到其多呈方向紊乱的粗大、多分支的断面，实

验组血管在部分区域已形成网状吻合，此时为快速血管

化阶段；12周时，血管化及成骨进一步发展成熟，实验

组移植骨大部分为新骨所代替，粗大的血管数量增多。

上述过程可能与以下机制有关：同种异体种子细胞抗原

的存在、早期炎性排斥反应产生的细胞因子导致组织工

程骨及周围组织坏死，在一定程度上抑制了早期血管

化；随着炎性排斥反应的减退，宿主组织血管化反应的

加强，新生血管开始向移植物内长入，材料中复合的

BMSCs，可分泌VEGF等相关因子，促进其血管化进  
程[11-12]，同时在本研究中，组织工程骨内支架材料吸收

和新骨形成旺盛，在血管周围尤为明显。机制可能为随

着PLGA的降解，支架材料表面的bFGF-PLGA微球首先

发挥作用，吸引体内的其他生长因子向骨缺损区迁移，

随着支架材料的进一步降解，材料内部的微球逐渐与体

内的液体环境相接触，导致了更多PLGA材料降解，从

而使更多的bFGF释放到缺损区周围发挥作用[13-15]。支

架材料复合BMSCs植入体内后，其血管化方式可能主

要是自体软组织内毛细血管束伴随纤维肉芽组织长入

移植物内[16-17]。 
实验病理检查及ECT检查结果显示，两组移植物中

央部位血管化均较边缘慢，这是因为修复长段骨缺损的

材料较大，依靠周围组织血管长入，需要一定时间。说

明局部软组织条件将影响其快速血管化，从而影响新骨

形成。本实验结果表明，体内诱导成骨的过程表现为典

型的软骨内成骨。术后12周实验组骨小梁更趋于成熟，

骨板排列整齐，骨单位及髓腔形成更早。另外，血管化

程度与新骨形成的数量呈正相关：正是由于血管组织的

大量增生侵入，材料的再血管化，使随之增生并侵入材

料的骨髓间充质干细胞在良好的血运环境中和诱导因

子的作用下分化为成骨细胞，并进而产生新生骨组织，

表明血管化在骨移植或移植替代物修复骨缺损效果方

面所起的重要作用。 
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