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纳米多孔β-磷酸三钙复合自体骨折血肿的异位成骨潜能的初步
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[摘要] 目的 探究纳米多孔β-磷酸三钙（β-tricalcium phosphate, β-TCP）复合自体骨折血肿的异位成骨潜能。方法 

将78只新西兰大白兔随机分为A、B、C、D和E共5组，髂骨翼上截取约5 mm×10 mm×10 mm的骨块，造成人工

骨折并形成血肿，然后分别将血肿/β-TCP、β-TCP、血肿/髂骨、髂骨种植于背阔肌下，于模型建立后第1、4和8

周取下背阔肌下标本，采用病理染色技术和免疫组织化学技术评估新骨生成、支架材料降解情况及进行生物力学

测试。E组用于观察血肿在β-TCP支架内部的吸附观察，E组动物健侧髂骨设为正常对照组（F组），仅行生物力

学测试。结果 髂骨骨折后第4天大量的细胞和细胞外基质充填在支架内，此时的血肿/β-TCP机械性能稍优于单纯

β-TCP支架。A、C两组标本有周围有较多的新生骨组织及血管组织，而B、D两组标本却只能见到极少量散在的

类骨质形成，且D组标本吸收明显；在残余支架体积方面，A、B两组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。

A、C两组新生骨量随着时间的延长而增加（P均＜0.01），而B、D两组新生骨量随时间的变化差异无统计学意

义（P＞0.05）。结论 β-TCP与骨折血肿内活性成分具有良好的相容性，β-TCP复合骨折血肿后具有确切的成骨潜

能，有望作为一种新型的陈旧性骨折及骨缺损的治疗策略。
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A preliminary experimental study on the ectopic osteogenesis potential of nano-porous β -tricalcium phosphate 

composite autologous fracture hematoma
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[Abstract] Objective To investigate the ectopic osteogenesis potential of nano-porous β -tricalcium phosphate complex 

autogenous fracture hematoma. Methods Seventy-eight New Zealand white rabbits were randomly divided into 5 groups: 

Group A, B, C, D and E. Bone fragments of approximately 5 mm×10 mm×10 mm were extracted from the upper part of 

the iliac bone to create an artificial fracture and form hematoma, then hematoma/β-TCP, β-TCP, hematoma/iliac crest and 

iliac crest were implanted under latissimus dorsal muscle, and sublatissimus dorsal muscle specimens were removed at 1, 4 

and 8 week after the establishment of the model. New bone formation, degradation of scaffold materials and biomechanical 

tests were evaluated by pathological staining and immunohistochemistry. Group E was used to observe the hematoma while 

observing the adsorption inside the β-TCP stent. The healthy iliac bone of group E animals was set as a normal control 

(group F), and only biomechanical tests were performed. Results A large number of cells and extracellular matrix were 

filled in the scaffold on day 4 after iliac fracture, and the mechanical properties of hematoma/β-TCP were slightly better 

than that of β-TCP scaffold alone. There were more new bone tissue and vascular tissue around the specimens of group A 

and group C, while only a small amount of scattered osteoid formation could be seen in the specimens of group B and 

group D, and the absorption of specimens of group D was obvious. There was no significant difference in the residual 

scaffold volume between group A and group B (P>0.05). The new bone mass of group A and group C increased with the 

extension of time (P<0.01), but the change of new bone mass of group B and group D had no statistical significance 

with the extension of time (P>0.05). Conclusion β -TCP has good compatibility with the active ingredients in fracture 

hematoma, and β -TCP has definite osteogenic potential after fracture hematoma, which is expected to be a new 

treatment strategy for old fractures and bone defects. 
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骨缺损是临床上常见的疾病，目前解决这一问题一般

采用自体骨或异体骨移植修复治疗[1]。但是对于大的骨缺

损仍不能找到一种简便、经济而有行之有效的治疗手段。

一般来说，骨再生需要在同时满足骨生成（种子细胞）、骨

传导（生物支架）和骨诱导（细胞因子）3个条件。骨折

血肿中富含间充质干细胞、成骨细胞等骨生成细胞，同时

还有大量的转化生长因子（transforming growth factor, 

TGF）、骨形成蛋白（bone morphogenetic protein, BMPs）、

血管内皮生长因子 （vascular endothelial growth factor, 

VEGF）等成骨诱导因子，兼具骨生成和骨诱导的作用[2-4]；

而纳米多孔β-磷酸三钙（β-tricalcium phosphate, β-TCP）支

架在化学组成、物理结构和机械性能上都与松质骨非常接

近，三维结构具有良好的可控性，能够为新生组织的生长

提供优越的三维网状结构，具有骨传导的作用。β-TCP不

仅拥有优越的生物相容性、可降解性，同时有骨诱导及骨

传导作用，可作为理想的支架材料[5]。一些研究表明，多

孔 β-TCP 与多种来源骨髓间充质干细胞（mesenchymal 

stem cells, MSCs）具有较好的生物相容性及骨传导性[6]。

目前，关于自体骨折血肿与β-TCP复合物对骨缺损修复作

用的研究报道较少。为此，本实验旨在验证吸附有骨折血

肿的 β-TCP支架验证在动物体内的成骨活性，为临床应用

提供参考。

1  材料与方法

1.1 主要材料

β-TCP支架由多孔支架浸泡于高纯度的纳米级 β-TCP

微颗粒配制成的悬浮液中经1 110℃高温煅烧而成（支架均

由上海贝奥路生物材料有限公司生产提供）。所用支架材料

均被切割为大小约5 mm×10 mm×10 mm的立方体，使用前

经 60钴照射消毒。其物理结构和内部形貌特征分别如表 1

和图1所示。

1.2 实验动物

选取骨骼成熟的健康成年新西兰兔共 78只，雌雄各

半，平均体重3.12 kg，所有动物均由西安交通大学医学院动

物实验中心提供并由专人分笼饲养，在适当的时候以过量的

3%戊巴比妥钠溶液（用量为5 mg/kg体重）注射处死动物。

所有实验方案与饲养方法均符合西安交通大学医学院动物实

验中心动物伦理要求，并遵守动物福利原则与规范。

1.3 模型建立步骤与实验动物分组

将所有动物完全随机化（随机数表法）分为β-TCP/FH

组（A组）、β-TCP组（B组）、Ilium/FH组（C组）、Ilium组

（D组）和E组共5组（A、B、C、D四组为实验组，E组为

模型验证组）。E组动物健侧髂骨设为正常对照组（F组），

仅行生物力学测试。所有动物均在右侧髂骨翼上截取约

5 mm×10 mm×10 mm的骨块，造成人工骨折，随后将5 mm×

10 mm×10 mm β-TCP支架在置于A组（n=18）动物骨折块外

侧，于术后 4 d 取出附有血肿的支架材料，种植于对侧背

阔肌下肌袋内；B组（n=18）在造成髂骨骨折后缝合伤口，

并直接将 5 mm×10 mm×10 mm β-TCP 支架植入背阔肌

下；C组（n=18）在骨折后第4 d将附有血肿的骨折块植入

背阔肌下；D组（n=18）在造成髂骨骨折后直接取下骨折

块植入背阔肌下。以上 4 组分别于模型建立后第 1、4 和

8 周取下背阔肌下标本行相应检测。E 组（n=6）在造成

髂骨骨折后同样将 β-TCP支架置于骨折块外侧，并于 4 d

后取出支架材料行相应检测。

1.4 模型评估

髂骨骨折术后4 d采集E组6个标本，支架标本沿中轴

线剖开，立即采用-20℃丙酮（13.5 mol/L）固定，干燥后

表面真空喷金后采用扫描电子显微镜观察其内部形貌结

构，以及细胞和 ECM在其内的凝集情况。造模后 1周取

A、B 两组标本，制作脱钙石蜡切片，采用 SP 三步法行

BMP-2免疫组织化学染色，有BMP-2表达的细胞胞质将被

染成棕色，称为阳性细胞。根据表达BMP-2细胞的多少和

表达强度判断标本的成骨活性。

1.5 标本采集及成骨检测方法

1.5.1 大体标本观察

于各对应时间点采集标本，标本取出后，观察其外形

并测量其尺寸的改变。

1.5.2 生物力学测试

A、B、E组标本取下后两端（较小截面）用砂纸适当

打磨平整后测量其抗压强度和弹性模量（注意尽量保证标

本不致碎裂），同时取E组动物的健侧髂骨作为正常对照组

表1  β-TCP 支架的物理结构特征

β-TCP纯度（%）

＞95%
孔隙率（%）

75±10
孔径（µm）

500±150
连通孔直径（µm）

150±50
孔间连通率（%）

＞99
机械强度（MPa）

3.15±0.58

AA BB

Interconnection diameter

Pore diameter

图1  β-TCP大体外观和扫描电镜下内部形貌特征：A. β-TCP大体

外；B. β-TCP扫描电镜下超微结构（×100）
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（F组，n=6）。采用微机控制万能力学测试机，加载速度为

1 mm/min，每个标本重复测量 3次后取其平均值计算抗压

强度和弹性模量。

1.5.3 组织学观察新骨生成

将取下之标本切割成薄片，以 4%中性甲醛缓冲液固

定 48 h，随后浸于足量的 37℃10%中性EDTA缓冲脱钙液

中，每周更换新液并测其硬度，当达到适宜硬度之后用梯

度乙醇（无水乙醇浸泡2 min，下行至95%、80%乙醇各浸

泡 2 min）脱水，石蜡包埋，平行于髂骨翼内外面制作成

厚度为 6 μm石蜡切片，各标本分别行苏木素-伊红染色、

甲苯胺蓝染色和MASSON三色染色观察新骨生成。

1.5.4 新生骨组织及残余支架定量分析

应用 Image-Pro Plus 6.0（IPP）图像分析软件分析各组

标本新骨生成情况。每组HE染色切片在低倍镜下（×100）

下每张切片按成骨量由少至多的梯度依次选取 3个非重复

视野，数据传输至计算机后由 IPP图像分析软件测量并计

算新生骨面积分数、残余的β-TCP支架的体积分数。

1.6 统计学方法

采用SPSS 11.5进行统计学分析。数据采用均数±标准

差表示，两组间比较采用配对 t检验。P＜0.05为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1 模型评估结果

造模后除B组有 1只动物死于术后感染外，余下所有

动物饮食、活动等一般状况良好，没有动物出现围手术期

不良反应。

2.1.1 扫描电子显微镜下形貌

第 4天时，置于骨折处的 β-TCP被一薄层暗红色胶冻

状的血肿包裹（见图 2A），沿中轴剖开标本截面上同样可

见到类似的胶冻状物质附于支架内。SEM下在支架的网孔

内可见到为数众多的细胞和大量的细胞外基质凝集于内，

且细胞形态尚完整（见图 2B），表明血肿内成分已充分进

入支架内。

2.1.2 支架内BMP-2表达情况

模型建立后第1周，光镜下A、B两组支架内均有不同

量的纤维结缔组织长入，A组标本内部的纤维结缔组织球

边缘可见到呈层排列的成骨细胞和部分成纤维细胞胞质被

染成棕褐色，表明这些细胞具有产生 BMP-2 的活性。相

反，在B组标本内未见到类似的阳性细胞（见图3）。

2.2 组织学染色结果分析

模型建立后的第 1周，A、B、C和D各组移植物被一

层纤维结缔组织包裹，移植物的形状和尺寸、大小无肉眼

可见的变化，亦未见 β-TCP支架出现碎裂。至第 4周，A、

C两组标本周围可见到更多的成骨细胞、软骨细胞，同时

标本的边缘可见到不同量的软骨、类骨质、编织骨及新生

毛细血管（见图4）。甲苯胺蓝染色证实以软骨内成骨为主

（见图5）。A组新生的骨组织主要集中在外围支架而中心相

对较少，且表现为结缔组织球的向心性骨化，新生骨组织

球之间借纤维组织或细长骨组织桥相互连接，而在B组标

本中仅能观察到标本边缘少量的类骨质形成，未见到新生

血管等其他组织，MASSON三色染色显示A组标本中支架

内部的纤维组织基质已具有胶原束特征，而B组内纤维成

为更多为肌性组织来源（见图6）。另外可观察到C、D两

组自体髂骨骨髓组织广泛纤维化，原有骨小梁边缘吸收，

其中C组标本边缘可见在原有死骨的基础上出现新生骨。

AA BB

图2  髂骨骨折后第4天血肿在β-TCP支架的黏附情况：A. 附有骨

折血肿的β-TCP支架；B. SEM下骨折血肿在支架内的充填情况

AA

BB

图3  第1周BMP-2在支架内的表达（×200）：A. β-TCP/FH组（A组）；

B. β-TCP组（B组）

注：S代表支架脱钙后的残影，F代表长入支架内的纤维结缔组织球，O代

表成骨细胞。
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AA BB CC

DD EE FF

GG HH

图4  建模后第4和第8周各组标本HE染色（×100）：A. 第4周β-TCP/FH组（A组）；B. 第8周β-TCP/FH组（A组）；C. 第4周β-TCP组（B

组）；D. 第8周β-TCP组（B组）；E. 第4周 Ilium/FH组（C组）；F. 第8周 Ilium/FH组（C组）；G. 第4周 Ilium组（D组）；H. 第8周 Ilium组

（D组）

注：图中字母B表示新生骨质，F表示纤维结缔组织，M表示骨髓样组织，V表示新生血管，S表示脱钙留下的残影，R表示红细胞。

AA BB

CC DD

图5  建模后第4周各组标本甲苯胺蓝染色（×100）：A. β-TCP/FH组（A组）；B. β-TCP组（B组）；C. Ilium/FH组（C组）；D. Ilium组（D组）
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2.3 定量分析

2.3.1 新骨生成量

在第4周，新生骨组织面积分数β-TCP/FH组（A组）高

于β-TCP组（B组）和Ilium组（D组）两组（P均＜0.01），而

低于 Ilium/FH组（C组）（P＜0.01），见图7。至第8周，新

生骨组织面积分数A组依旧高于B、D两组（P均＜0.05），

但与C组之间的差异却不具有统计学意义（P＞0.05），见

图8。在第1、4和8周各时间点，A、C组新生骨的面积随

时间延长而逐渐增加（P均＜0.05），而B、D两组新生骨

组织面积的增加，差异无统计学意义（P均＞0.05，由于第

1周新生骨组织极少，故未纳入统计），见图9。

2.3.2 残余支架定量分析

由于第 1周时B组支架内纤维组织长入不足，因而无

法统计该时间点残余支架的量。如图 10 所示，第 4 周

时，A、B 两组之间残余支架体积分数比较，差异无统计

学意义（P=0.766）。而至第8周，相对于B组，A组残余的

支架更少（P＜0.05）。

2.4 生物力学测试结果分析

至第 8周，两组支架组标本的抗压强度和弹性模量均

发生了显著变化。如表2所示，β-TCP组（B组）标本的抗

图10  第4周和第8周A、B组之间残余β-TCP支架体积分数比较

  注：*表示P＜0.05，ns表示差异无统计学意义。

图9  模型建立后第4周和第8周各实验组内成骨量的比较

        注：**表示P＜0.01，ns表示差异无统计学意义。

AA BB

图6  建模后第4周支架组标本MASSON三色染色（×100）：A. β-TCP/FH组（A组）；B. β-TCP组（B组）

图7  模型建立后第4周各组之间成骨量的比较

图8  模型建立后第8周各组之间成骨量的比较
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压强度和弹性模量分别为（6.23±1.15）MPa 和（201.68±

87.59）MPa，达到了正常髂骨的（44.48±12.16）%和（72.63±

19.17）%，而β-TCP/FH组（A组）标本的抗压强度和弹性模量则

分别为（10.98±1.21）MPa 和（348.20±112.38）MPa，达到

了正常髂骨的（81.22±21.35）%和（136±27.54）%。将各

组数据进行ANOVA和事后多样本均数比较（SNK-q检验）

发现与正常对照组（F组）相比较，A组标本在抗压强度和弹性

模量方面比较差异无统计学意义（P均＞0.05）。A、B两组标本

在抗压强度方面差异具有统计学意义（P＜0.01），而弹性模量方

面差异无统计学意义（P＞0.05）。

3  讨论

基于 β-TCP的骨替代材料已经用于骨科和牙科治疗骨

缺损[7-8]。本研究结果显示，附有骨折血肿的纳米级多孔β-

磷酸三钙三维支架在体内具有确切而优异的成骨潜能。新

生成的骨组织不仅在组织学上成熟，而且其生物力学性能

与自体松质骨极其相仿。

骨再生需要三个必不可少的因素：骨生成细胞、生长因

子和三维支架。骨折时，血供同时遭到破坏，迅速在骨折部

位形成血肿，后者再经过炎症、机化形成纤维组织，这为骨

折提供初始稳定的同时也为骨痂的生长提供了样板，因此

血肿不仅是骨折的后果，更是骨折自我修复的起始环节，

在稳定骨折愈合过程中，血肿可以持续 7 ～ 14 d，可以说

血肿和之后的炎症反应很大程度上决定了骨折修复的结

果[9-10]。但是骨折血肿的作用却远不止这些，也就是说血肿

在骨折愈合过程中发挥的作用并没有因为其机化而结束。

早在1930年，Ham[11]就报道血肿内所含的某些细胞和细胞

外基质在骨折愈合的整个过程中起着重要的作用。另有一

些研究表明，在骨折后2 ～ 4 d内移除血肿比在更早期移除

血肿对骨折愈合的影响更大[12-13]。Mizuno等[14]则更明确表

示Wistar大鼠骨折后第4 d的血肿具有固有的成骨潜能。

β-TCP支架是在临床上被广泛应用的能够被生物降解

的材料，因而很早就被应用于骨组织工程[15-16]。本课题中

所用β-TCP主要由钙和磷组成，二者比例约为1∶1.55，这

与人体骨质无机相成分极其相似。在骨再生的过程中，他

们能够提供大量的钙离子（Ca2+）和磷酸根离子（PO4
3-），

这些离子不仅在将来作为骨组织的重要成分，而且还能刺

激骨祖细胞的分化及骨基质的沉积[17-18]，更重要的是在骨

再生/支架降解的过程中支架的微结构始终能够得以保持。

在生物力学试验中，对标本的抗压强度和弹性模量的

测量，发现A组和B组的支架成骨效果显著高于C组和D

组，且A组表现最佳。同时，与正常对照组相比，E 组

支架的抗压强度和弹性模量也得到了一定的恢复，说明

β-TCP/FH支架可以促进骨折处的骨组织再生和修复。

总之，通过本研究笔者发现复合血肿的 β-TCP成骨速

度较单纯β-TCP更迅速，复合血肿的β-TCP在第8周时的新

生骨组织量与自体骨已无明显差别，并且机械性能也更加

接近自体骨组织，其效能明显高于单纯 β-TCP。但是由于

客观条件的限制，笔者尚未对新生骨组织做相应组织切片

行更精确的骨组织形态计量学，也未行Micro-CT对新生骨

组织的空间结构进行观察。并且观察时间相对较短，第 8

周后至支架完全降解这段时间骨组织的生成特点尚无法推

测。另外其成骨的速度和质量是否高于复合单一的成骨诱

导因子（如BMP、TGF、VEGF等）或单一的骨生成细胞

（如 BMSCs、ASCs、成骨细胞、成软骨细胞等）尚需进

一步研究。

综上可以得出：①骨折血肿内活性成分与纳米多孔 β-

磷酸三钙生物支架具有良好的相容性；②纳米多孔 β-TCP

支架吸附骨折血肿形成的复合物具有确切而良好的成骨潜

能，因而该方法有望成为治疗各类陈旧性骨折及骨缺损的

新策略。
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