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复合血管内皮细胞的不同孔径磷酸钙陶瓷体内血管化
的比较研究 *
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(1解放军第四医院骨科 青海西宁 810001；2解放军 451医院骨科 陕西西安 710032)

摘要目的：比较不同孔径多孔 茁-TCP材料复合血管内皮细胞后的体内血管化，探索孔隙大小对人工骨材料体内血管形成的作
用。方法：血管内皮细胞与连通径均为 100 滋M，而孔径分别为 200-300 滋M和 300～ 400 滋M两种不同孔隙结构 茁-TCP材料复合
后包埋入 36只成年新西兰兔的腿部肌肉内，相同结构的空白 茁-TCP材料作对照，术后 2、4、8周对材料进行组织学观察、免疫组
织化学分析，计算新生血管密度。结果：复合血管内皮细胞的材料血管形成启动过程早于空白对照组，术后第 4周血管管腔已基
本成形，并基本稳定，至第 8周开始血管充盈，微血管密度高于对照组(P<0.05)。而不同孔径的材料比较发现，不论是复合血管内
皮细胞的材料还是空白材料，孔径 300～ 400 滋M的材料内新生血管密度显著显著高于孔径 200-300 滋M材料(P<0.05)。结论：材料
孔隙较大的材料更有利于材料体内的血管化，而复合血管内皮细胞后，更加快了其血管化进程，这一研究结果提示材料孔隙间的

连通是影响材料体内血管化的关键因素，该研究结论将为改善人工骨材料体内血管化的方法提供新的思路，同时也为骨移植材

料的最优结构的选择提供一定的借鉴。
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A Comparative Study on Vascularization of Two Different Pore Structure
茁-TCP Combined with Vascular Endothelial Cell in Vivo*

To compare the vascularization of two different three-dimensional structure 茁-TCP biomaterials combined
with vascular endothelial cell in vivo. To explore the effect of pore in the vascularization of artifical bone. Thirty-six adult rabb-
its were selected for operation．Two different three-dimensional structure 茁-TCP biomaterials ( the pore diameter is 200-300 滋M and
300-400 滋M, but the same pore interconnection diameter is 100 滋M) were planted separately into muscle of every rabbit. The specimens
were harvested in 2,4,8 weeks after surgery for histology, immunohistochemistry and account the neovessels density in 茁-TCP.
The vascularization of 茁-TCP combined with vascular endothelial cell was earlier than that in blank control group. In four weeks of
implantation, blood vessel lumens were formed in 茁-TCP combined with vascular endothelial cell, and angioplerosis could be found in 8
weeks. The microvessel density in 茁-TCP combined with VEC was higher than that of blank control group(P<0.05). No matter with VEC
or not, the microvessel density in the 茁-TCP with pore diameter 300-400 滋M was higher than that in the 茁-TCP with pore diameter
200-300 滋M(P<0.05). The larger pore can induct more complete vascularization of scaffolds, and the vascularization can be
accelerated as scaffolds combined with vascular endothelial cell. These conclusions will provide new ideas for the improvement of the
efficiency of bioceramic bone substitutes vascularisation in vivo. At the same time, these conclusions will help to choose the optimal
structure of bone implants.
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前言

严重创伤、感染以及骨肿瘤切除常导致严重的骨组织缺

损，特别是大段骨缺损，大大增加救治难度。目前临床多采用自

体骨移植和同种异体骨移植的方法，但是自体骨来源有限，异

体骨移植可能会引起免疫排斥反应。为了解决这些问题，骨组

织工程研究受到了普遍关注，并成为具有一定应用前景的治疗

骨缺损的可供选择的手段。但是解决大段骨缺损修复的问题首

先就是要解决大段组织工程化骨的血管化[1]。尽管各种促进材

料血管化的手段已被采用，如：血管移植、内皮细胞复合、生长
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因子复合等[2-5]，但是有研究显示即使在富含有细胞及骨诱导因

子的自体松质骨,其移植后对成骨和愈合发生关键影响的仍是
其作为疏松多孔体能够快速发生血管化这一因素。由此提示，

各种促血管化手段的有效发挥均依赖于支架材料的三维孔隙

结构，因此有必要研究孔隙结构变化对采取一定促血管化手段

后材料体内血管化的影响，以选择适合血管化的孔隙结构。本

实验选取两种不同孔径多孔磷酸三钙陶瓷材料，复合血管内皮

细胞后植入动物体内，比较两种结构材料的体内血管化程度，

探讨孔径对血管内皮细胞的促血管化作用的影响。

1 材料和方法

1.1 多孔 茁-磷酸三钙材料（茁-TCP）

片状多孔 茁-TCP材料由上海贝奥路生物材料有限公司惠

赠，直径 10 mm, Ca／ P为 1.5，孔隙率 >75%,连通率大于 90%。

本研究选择孔径 200-300 滋m 和孔径 300～ 400 滋m 两种不同
孔径材料，连通径均为 100 滋m。
1.2 血管内皮细胞（EC）的体外培养及复合

无菌条件下切取一段兔的股动脉，充分冲洗处理血管内外

膜后，然后将内膜内面朝下贴在盛有消化液的小培养皿中。按

消化离心培养法制成密度为 1.5× 105～ 2.0× 105个的细胞悬

液。按每孔 l mL接种在 24孔培养板内，置 37℃、5%CO2培养

箱中(湿度 100%)常规培养和传代。取第三代血管内皮细胞，用
0.25%的胰酶消化制成浓度为 3 × 105／L血管内皮细胞悬液，

按细胞悬液 2 V：新生牛血清 1 V：DMEM液 2 V：胶原溶液 5V

的比例 4 ℃条件下将 4种成分快速混匀，加入数滴 1 mol／L

的 NaOH液调值至中性(培养液中酚红指示)，形成内皮细胞胶
原混悬液，取 1 mL，4℃条件下缓慢滴入放有 茁-TCP生物陶瓷

材料的培养皿内，液体淹没材料表面，放入 37℃孵箱中培养。
3d后取材。
1.3 实验动物分组及模型制备

取健康新西兰大白兔 36只，雌雄不限，体重 2.2～ 3.0Kg，

随机分为 2组：孔径 200-300 滋m组和孔径 300-400 滋m组，2%

异戊巴比妥钠麻醉，双后腿剃毛，消毒，取外侧切口，切开皮肤

及皮下组织，显露肌层，采用自体对照，左侧植入 EC+茁-TCP材
料，右侧植入已消毒的同样规格空白 茁-TCP材料，逐层缝台伤

口，术后伤口不盖敷料。

1.4 组织学检查

分别于术后 2、4、8周取材，10%甲醛固定。EDTA脱钙，冲

洗、脱水、石蜡包埋，Zeitc 1516型电动石蜡切片机垂直方向连

续作 5张组织切片，切片厚度 5 滋m，苏木素伊红(HE)染色，观

察材料内血管长入情况。

1.5 免疫组织化学分析

采用链霉抗生物素蛋白过氧化物酶(SP)法，切片脱腊至
水，3%H2O2孵育 5 min，0.1 mol／L磷酸盐缓冲液(PBS)浸泡，
5%羊血清封闭 10分钟．滴加 1：200鼠抗兔 CD34(4℃过夜)、
PBS冲冼，滴加生物素标记羊抗小鼠 lgG(37℃，20 min)，再滴加

辣根过氧化物酶标记链霉抗生物素蛋白(37℃ ，20 min)，二氨基

联苯胺(DAB)显色。
1.6 微血管密度计算

每个标本挑选一张最典型组织学切片进行新生血管计数。

用 LEIICA MTLA全自动专业研究级显微镜（德国 LEIICA 公

司）进行图像采集。于 200倍的光镜下随机采集 10个视野，以
CD34 阳性细胞形成血管面细胞总面积百分比进行测定，用
Image pro plus专业图像分析软件进行分析计算积占。
1.7 统计学处理

所有数据用 SPSS12.0软件处理。数据用表示。每种结构 3

个时间点之间差异用完全随机设计的多样本比较的

Kruskal-WaillisH秩和检验，同一时间点各结构之间的差异采

用两两比较的 Nemenyi检验比较两种结构之间的差异，P 值
<0.05为有显著性差异。

2 结果

2.1 大体观察

术后所有动物切口均无感染性破溃和分泌物。伤口均为 I

期愈合。取材时见所有植入物局部无感染、坏死、囊性包裹及明

显炎性反应。术后 2周，植入物表面被一层透明的纤维结缔组
织薄膜包绕，材料形状规则。术后 4周，植入物与周围组织粘连

紧密，横切面色呈灰白，有点状出血，植入材料边缘棱角变钝。

术后 8周，材料变薄，体积缩小，边缘变顿。
2.2 组织学观察

术后 2周，材料被一薄层纤维组织包裹，新生血管向内部

延伸，更多的孔隙被纤维组织侵占，但集中在材料的外周孔隙

复合内皮细胞且孔径较大的材料内可见较多的血管形成。4周

时，纤维组织和新生血管进一步向材料中心延伸，材料内的血

管数量和纤维组织含量显著增加，孔隙内细胞数量增多，多以

成纤维细胞为主。大部分材料全层血管化，而孔径较小的空白

材料，其中心部分孔隙内没有或少见血管结构，且新生的血管

分布不均。术后 8周，复合血管内皮细胞的材料血管化程度与
4周时相比无明显变化，血管数量恒定，材料内充满红细胞的

较为成熟的毛细血管数量有所增加，管腔变大，且中心部位也

有大管腔的血管出现，而小孔径空白材料中心仅见幼稚的小管

腔毛细血管形成。

图 1 不同植入时间材料血管形成的组织学分析 A.2周；B.4周；C.8周（HE × 100）

Fig.1 Light microscopic findings in scaffolds at 2(A), 4(B), 8 weeks(C) after implantation.（HE × 100）
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图 2 复合 EC不同孔径材料与单纯材料 4周体内血管化的免疫组织化学染色. A.孔径 200-300 滋m材料；B.孔径 300-400 滋m；

C.复合 EC的孔径 200-300 滋m材料；D.复合 EC的孔径 300-400 滋m(SP × 100)

Fig.2 Immunohistostaining findings in two kinds of scaffolds with different pore size combined with EC or not. (A. 200-300 滋m , B. 300-400 滋m,

C. scaffolds with 200-300 滋m pore size combined with EC, D. scaffolds with 300-400 滋m pore size combined with EC) and the constant pore size

(300-400 滋m ) four weeks after implantation (SP × 100)

表 1 复合 EC的不同孔径 茁-TCP材料不同时间微血管密度比较（x± s，n=6）

Table 1 The microvessel density in 茁-TCP combined with VEC in different time(x ± s，n=6）

组别

Group

2周

Two weeks

4周

Four weeks

8周

Eight weeks

200-300um/EC

300-400um/EC

200-300um

300-400um

2.79± 0.52*

4.27± 0.98*

1.67± 0.43

2.19± 0.52

7.36± 2.13

9.81± 3.65

5.55± 1.02

6.62± 1.22

7.76± 1.99

10.18± 3.56

6.79± 1.35

8.07± 2.54

注：与空白材料组相比，*P<0.05。

Note: Compare with control groups, *P<0.05.

3 讨论

生物陶瓷作为骨替代材料修复骨缺损具有很高的效能，这

是因为材料多孔框架结构，良好的组织相容性和生物相容性，

从而加速体内骨再生的速度，有利于骨的功能重建。而在骨的

重建过程中，材料的体内血管化是一个非常重要的环节，它影

响着移植后材料与宿主相互结合的起始环节，决定着生物陶瓷

支架材料体内移植的成败 [6，7]。骨支架材料的血管化，除了为局

部组织的生长提供营养物质外，在骨再生过程中也起着非常关

键的作用，它对骨细胞的活性和迁移有着很大的影响。一些

研究证实，骨移植物的血管化主要是炎症反应诱导的、骨移植

材料再生性能所影响及其复合的细胞和大量存在于细胞外基

2.3 免疫组化分析
CD34作为血管内皮表面特异抗原，可较早较清楚标记显

示出血管结构。染色显示，术后 2周复合 EC的多孔材料外周

已有较为成熟血管形成，孔径较大的材料内血管较为丰富且管

腔较大，而孔径小的空白材料外周仅见幼稚管腔形成。4周时

实验组材料内可见已有血管的充盈，尤其是大孔径材料可见大

量成熟血管，材料中心孔隙可见单层内皮细胞组成的毛细血管

形成，8周时，材料中心可见充满红细胞的成熟血管。而对照组

中小孔径材料内血管形成缓慢，第 4周时不但血管形成结构

差，而且数量少，至 8周时，开始有部分充盈样毛细血管结构出
现。

微血管密度分析可以发现，所有组的微血管密度均随着时

间的延长而增加，4周后逐渐进入平台期，微血管密度无明显

增加，复合血管内皮细胞组微血管密度较空白组高，而两种孔

径材料相比，孔径 300～ 400 滋m的材料新生血管密度较孔径
200-300 滋m高，差异具有统计学意义（P<0.05），结果见表 1。
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质中的生长因子介导的过程[7-11]。加速骨移植材料体内血管化

的方法很多，诸如移植材料复合血管内皮和血管内皮细胞因

子，骨膜瓣、肌肉瓣包裹材料及血管束移植等。但是有研究表

明，即使在富含有细胞及骨诱导因子的自体松质骨,其移植后
对成骨和愈合发生关键影响的仍是其作为疏松多孔体能够快

速发生血管化这一因素，故而作为组织工程化人工骨支架的骨

替代材料,具备这种类似的多孔框架结构而发生快速血管化,成
为骨替代材料移植后效应的重要因素[4, 6-12]。

孔隙和孔隙率大小对骨支架材料的体内成骨性能的影响

已经得到证实[13-19]，孔隙结构除了对成骨细胞和间充质细胞的

增殖产生重要的影响外，同样也干预着材料的血管化作用。有

研究表明[4-6，20]，材料的孔隙结构尤其是孔隙大小及连通对材料

的血管化有一定的影响，那么当复合血管内皮细胞后是否具有

同样的规律有待研究。本课题选用了结构可控的具有规则的球

形孔隙、内部孔隙较为均一的 2种不同孔径但连通径相同的
茁-TCP材料进行血管化研究。材料孔隙之间连通率高，不但为
新骨长入材料提供了场所，更利于长入材料深部的血管彼此相

通，保证深部组织的营养。与血管内皮细胞复合后，植入兔肌肉

内，观察新生血管形成情况。结果发现，复合血管内皮细胞的材

料血管形成启动过程早于空白对照组，术后第 4周血管管腔已
基本成形，并基本稳定，至第 8周开始血管充盈，微血管密度高
于对照组。而不同孔径的材料比较发现，不论是复合血管内皮

细胞的材料还是空白材料，与小孔径材料相比，大孔径的材料

内新生血管管腔较大，数量较多，而且血管化速度较快，4周
时，复合血管内皮细胞的大孔径材料中心部位已有血管形成。

微血管密度比较发现，小孔径材料即使复合了血管内皮细胞

后，所形成的新生血管密度也与大孔径空白材料无显著差异。

从结果中我们可以分析得出，复合血管内皮细胞可以促进人工

骨材料的体内血管化进度和程度，但是不论何种促血管化手段

都依赖于材料的孔隙结构才能发挥效能，具有较好孔隙结构的

材料将有利于材料内的血管形成。

综上所述，血管化对骨再生过程中细胞的活性和迁移起到

了关键作用，骨组织工程研究在很大程度上受制于移植物缺乏

血液供应而导致细胞营养障碍，因此，骨移植材料的再血管化

是组织工程化骨实用性研究的“瓶颈”环节。本研究中，复合血

管内皮细胞可以在一定程度上加快材料血管化进程，但是只有

材料具有合适的孔隙结构才能使促血管化手段更好的发挥作

用，在本研究结果中可以看到孔隙较大的材料更有利于材料体

内血管化。因此，不论是进行骨组织工程化骨的构建还是骨缺

损修复材料的选择，都必须考虑材料的孔隙结构。材料的孔隙

结构除了孔径还包括孔隙连通这一关键参数，而连通大小对于

复合血管内皮细胞后的材料血管化是否具有同样的影响是本

课题组的下一步研究计划。这一研究将为改善人工骨材料体内

血管化的方法提供新的思路，同时也为骨移植材料的最优结构

的选择提供一定的借鉴。
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