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交联 I型胶原复合生物玻璃在兔股骨远端缺损中的成骨作用 *
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摘要 目的：评价交联度不同的 I型胶原复合生物玻璃后作为人工骨移植物在兔股骨髁部骨缺损中的修复作用，以研究一种成骨

性能优秀，降解速度令人满意，且具有可塑性,便于术中使用的新型人工骨移植材料。方法：本研究设置实验组及对照组，实验组为

交联度 70%的高交联 I型胶原复合生物玻璃以及交联度为 45%的低交联 I型胶原复合生物玻璃。对照组为普通未交联 I型胶原

复合生物玻璃。于 9只新西兰大白兔双下肢股骨髁部制备动物骨缺损模型，将随机分组后的三种骨移植物分别植入股骨髁部骨

缺损模型中。术后 6周取材行组织学分析研究，比较 3种骨移植物在骨缺损中的新骨生成率。结果：组织学分析结果显示，高交联

组的新骨生成率为 5.23 0.87%，其成骨性能显著低于低交联组 13.23 1.13%以及未交联组的 12.63 0.92%（P<0.05）。而低交联组的
新骨生成率与未交联组之间无统计学差异（P>0.05）。结论：交联度为 45%的低交联 I型胶原复合生物玻璃具有更好的成骨能力，

作为骨移植材料在临床应用中具有更广阔的发展前景。
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Effect of the Cross Linking Collagen Type I/Bioglass Composite Repair the
Distal Femur Defect in Rabbit*

To evaluate thebone formation of the artificial bone grafts which fabricated by type I collagen with different

crosslinking degree composite with bioglass, in the distal femur defect model in rabbits. To develop a new type plastic artificial bone graft

with excellent bone formation performance and slow degradation rate. High-cross linking collagen (crosslinking degree 70%)

composite with bioglass, Low-cross linking collagen (crosslinking degree 45%) composite with bioglass and Non-cross linking collagen

composite with bioglass have been implanted into the lower limbsdistal femur defects of 9 New Zealand white rabbits. The samples have

been harvested at 6 weeks after the operation. The histological examination has been done to evaluate the new bone formation ratio in

bone defect model of the rabbits, which implanted with the three kinds of artificial bone grafts. The histological analysis showed

thatthe newly bone formation ratio of the High-cross linking group is 5.23 0.87%, the newly bone formation ratio of theLow-crosslinking

group is 13.23 1.13%, the newly bone formation ratio of theNon-crosslinking group is 12.63 0.92%. The rate of new bone formation in

the High-cross linking group is significantly lower than that in theLow-crosslinking group and the Non-crosslinking group (P<0.05).
However, the newly bone formation ratio there is no statistical difference between in the Low-crosslinking group and the Non-crosslink-

ing group (P>0.05). The research revealed that the Low-cross linking collagen possess excellent osteogenic properties, and

suitablefor composite with bioglassas artificial bone grafts.
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前言

创伤及骨病导致的骨质缺损是临床工作中经常要面对的

问题，目前已广泛应用的人工骨移植材料由于其生物力学性

能、生物活性及骨修复能力尚难完全满足医患双方的需求。因

此进一步探寻发展更优秀的人工骨修复材料，一直是组织工程

领域的热点问题[1-3]。

胶原特别是 I型胶原是天然骨组织中的重要组成部分，它

的存在有助于矿物质的沉积，营养血管的生长以及生长因子的

粘附，能够为骨组织生长提供一个良好的环境[4-6]。然而胶原本

身的机械强度差，缺乏足够的结构支撑力，不适合单独作为生

物材料修复骨缺损。因此，目前在人工骨移植材料领域，胶原主
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要是作为一种复合物与羟基磷灰石，磷酸三钙等骨修复材料复

合使用修复骨组织缺损[7,8]。此外，为了改善胶原自身的机械性

能，降低其降解速度，可以通过物理或者化学方法对其交联改

性从而提高其机械强度和抗蛋白酶降解的能力[9]。

生物玻璃是一种具有良好骨传导性和骨刺激作用的人工

骨修复材料[10-12]，在临床中已应用多年，并已发展出多种剂型

（颗粒型，胶型）。其中胶型（NOVABONE PUUTY）可塑性强，手

术中使用便捷，深受临床医生欢迎。但由于其主要成分是降解

速度较快的甘油，机械强度严重不足，且无突出的生物活性，因

此作为人工骨移植物还是有一定的缺陷[13,14]。而使用降解速度

较慢，生物活性更好的交联胶原复合生物玻璃。可能会发展出

一种生物活性更好，机械强度更高的便于临床使用的可塑性生

物玻璃人工骨。但是不可忽视的是，生物玻璃本身的成骨能力

与其在体内的快速表面反应关系密切，交联后的胶原是否会影

响其表面反应的发生，从而影响新骨生成尚不清楚。因此本实

验将交联度不同的 I型胶原复合生物玻璃种植于兔股骨髁部

缺损中，观察术后缺损部位的成骨情况，并对不同交联度的胶

原复合生物玻璃的骨修复能力作出评价。

1 材料与方法

1.1 实验动物和材料

1.1.1 实验材料 材料分为实验组和对照组，实验组为高交联

I型胶原复合生物玻璃（交联度 70%左右），低交联 I型胶原复

合生物玻璃（交联度 45%左右），对照组为未交联的 I型胶原复

合生物玻璃。3种材料总体为絮状（与血液混合后成胶状可塑

形），由胶原包裹颗粒直径 1-2 mm的生物玻璃颗粒，均为美国

诺邦公司生产提供。

1.1.2 动物与分组 成熟新西兰大白兔 9只，2.5-3.0 kg，雌雄

不限。购自西安迪乐普生物资源开发有限公司，许可证号

SCXK（陕）2006-001。2种实验组材料与 1种对照组材料，每种

6个，共 18个分别随机植入 9只兔子的两侧股骨髁部缺损。

1.2 方法

1.2.1 动物实验 实验动物术前 24小时禁食，水。肌注陆眠宁

0.10~0.15 mL/kg麻醉，于左右膝外侧切开暴露股骨髁部，生理

盐水滴注下用磨钻制造直径 6 mm，深 10 mm的圆柱形骨缺

损，按术前制订的材料随机分布表植入相应材料，材料本身为

絮状，植入前需与血液混合成胶状，随后塑形植入，缝合切口。

观察待苏醒后放入笼中。术后 3天内注射庆大霉素。按术前计

划于术后 6周处死所有动物，取股骨下段，浸入 10%中性甲醛

缓冲液（pH7.1）固定 3~5天。

1.2.2 组织学分析 将固定好的标本置于梯度乙醇（70%，

90%，100%）脱水，随后依次浸于浸塑液 1，浸塑液 2，浸塑液 3

中各 10天，聚丙甲酸甲酯包埋。使用 Leica SP1600硬组织切片

机（西京医院骨科研究所）切片，厚约 200 滋m。将切片黏于树脂
玻片上，待胶干后使用 1500目砂纸磨片，磨至 70 滋m左右停
止。再用抛光粉抛光切片表面划痕。经 Van-Gieson染色：超生

洗片 2分钟；0.1%甲酸常温浸润 2分钟；流水洗片 2分钟；20%

甲醛常温浸润 2小时；流水洗片 2分钟；60℃苦味酸浸润 8分

钟；60℃蒸馏水洗片 2分钟；品红常温浸润 15分钟；95%乙醇

10秒钟。最后光镜（Leica DMLA）观察，采集图像，并做图像分

析（Simple PCI），测定缺损区面积与红色的新生骨面积，计算新

骨生成率。

1.2.3 统计学方法 数据结果以 x± s 表示，采用 SPSS13.0软

件作 SNK-q检验进行多样本均数两两之间的全面比较，P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大体情况

所有动物术后一般情况正常，行动无障碍。伤口愈合良好，

无红肿，渗出等炎症表现。取材时，缺损周围组织无异常，未见

填充材料脱落出来。缺损边缘材料与正常骨组织界限模糊。生

长情况良好。

2.2 组织学结果

三种胶原复合生物玻璃人工骨植入兔股骨髁部缺损后，均

有新生骨生成（如图 1），镜下可见其形态纤细，色泽红嫩，细胞

多而杂乱，呈现幼稚骨组织形态。低倍镜下可见低交联组（图

1A）与未交联组（图 1C）的新生骨分布范围较广泛，均匀，骨缺

损中间部位亦可见新骨生成。高倍镜下（图 1B、图 1D）可见植

入材料表面有大量细胞依附生长，骨与材料界面结合较好。图

1E可见高交联组的新生骨主要集中于缺损边缘，缺损中心位

置少见新骨生成。此外，高交联组视野内可见生物玻璃表面多

有胶原组织包绕，少见新生骨贴附生长。分别计算三种材料的

成骨率，低交联胶原组平均成骨率为 13.23 1.13%，高交联胶原

组平均成骨率为 5.23 0.87%，未交联胶原组平均成骨率为

12.63 0.92%。其中低交联组和未交联组的成骨率较高，高交联

组的成骨率较低（如图 2）。根据统计结果显示，低交联组和未

交联组之间的成骨率差异无统计学意义（P>0.05）。低交联组和
高交联组之间，未交联组和高交联组之间的差异有统计学意义

（P<0.05）。由此可见，高交联度 I型胶原复合生物玻璃种植于缺

损后的成骨率显著低于未交联组和低交联组。此外，如图 1F所

见，高交联组的新生骨仅见于缺损边缘位置，中心仍是黑色的

的材料和深蓝色的胶原组织。而其中新生骨与材料的结合也不

如其他两组。未见材料周围有大量细胞依附的现象。

3 讨论

生物玻璃作为一种人工骨移植物已在临床应用了近 20

年，具有良好的生物相容性，优秀的骨传导性，以及独特的骨刺

激作用。其最初的剂型为颗粒状，使用于面积较大，形状不规则

的骨缺损时不方便且材料容易脱落。因此其使用及效果都受到

了一定影响。而随后发展而来的 Novabone putty是一种主要成

分为甘油的胶状材料。Putty在临床手术中可根据骨缺损的形

状大小任意塑形，使用方便，深受临床医生欢迎。但是甘油本身

降解较快，且不具备突出的生物活性，因而限制了这种胶状修

复材料的骨修复性能。因此，生物活性突出，降解速度较甘油慢

的胶原作为一种具有一定粘附可塑性的生物活性材料成为了

一种新的选择。

胶原是生物体内的一种纤维蛋白，广泛存在于皮肤，软骨，

骨，肌腱，血管等处。其具有良好的生物相容性，可完全降解，且

免疫原性很低，多年来一直是组织工程领域的研究热点。而在

组织工程骨领域，研究主要集中于 I型胶原。I型胶原主要存在
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于皮肤与骨骼中，与细胞膜有良好的亲和力，有利于骨髓间充

质干细胞的粘附、增殖、分化及成骨[15,16]。对于新骨生成过程中

的血管长入和矿化沉积都有积极的作用。鉴于其易降解，机械

强度不足的缺点，胶原往往不单独作为骨修复材料使用，而是

与羟基磷灰石、生物玻璃等具有骨修复能力的人工骨移植材料

复合使用[17-21]。有研究者[22]将胶原溶胶与氨基化的生物玻璃按

不同比例混合，制备成质量比为 1/2、1/1、2/1的胶原 -生物玻璃

复合材料，并分别测试复合材料的力学强度、降解性及生物学

活性。研究表明当生物玻璃与胶原的质量比为 1/2时，复合材

料的力学强度更好，结构更稳定，更有利于间充质干细胞的粘

附、增殖及分化，表现出更好的生物学性能。然而普通胶原的降

解速度过快，复合材料在体内的结构稳定性差，易崩解[23]。为了

控制胶原的降解速度，提高胶原与生物玻璃本身的抗降解能力

及机械性能，研究人员通过交联使胶原分子内部和胶原分子间

通过共价键结合以提高胶原纤维的张力和稳定性[24-26]。使其对

于胶原酶的分解作用具有一定的屏蔽作用，其抗生物降解能力

有了极大的提高。Cha[27]等人的研究发现，交联胶原与植骨材料

复合后，有助于其维持初始形态，复合物早期愈合过程中展现

出良好的生物活性。此外，由于胶原酶主要作用于胶原表面，而

交联后的胶原膨胀率降低，表面积缩小，其与胶原酶的有效接

触面积显著下降。因此交联胶原相对于普通胶原而言有更高的

抗胶原酶能力。

尽管上述研究已经表明生物玻璃复合交联胶原能够有效

提高复合物的理化性能。但交联胶原及生物玻璃复合物在修复

骨缺损中的实际成骨能力尚未见明确的报道。本次实验制备了

深度为 10 mm、直径 6 mm的兔股骨髁部临界性骨缺损模型，

以避免骨缺损自行愈合对材料修复能力的干扰[28-30]。随后植入

交联度不同的 I型胶原复合生物玻璃，其中交联度为 45%的低

交联 I型胶原复合生物玻璃以及未交联的 I型胶原复合生物玻

璃的成骨率显著高于交联度为 70%的高交联 I型胶原复合生

物玻璃。由此可见高交联度的胶原复合生物玻璃成骨性能并不

理想。这与生物玻璃本身的作用机制可能相关。有研究表明，生

物玻璃的生物性能与其在体液环境中所产生的快速表面反应

关系紧密[31]。当生物玻璃处于体液环境中时，离子交换导致材

料表面首先生成富硅相随后产生羟基磷灰石（HCA）层[32]。其成

分结构类似于骨的矿化相，有利于成骨细胞的黏附，增殖，分

化[33-36]。而高交联度的 I型胶原抗蛋白酶能力增强，早期不易降

解。图 1F可见生物玻璃周围被大量未降解的胶原组织包绕，这

可能阻碍了生物玻璃植入骨缺损模型后与周围体液所发生的

快速表面反应，影响了生物玻璃表面 HCA层的形成，不利于成

骨细胞的黏附、增殖、分化，最终导致了新骨生成不佳。

本研究证明了高交联度的胶原 -生物玻璃复合体尽管可

能拥有更好的力学强度及抗降解能力，但由于高交联胶原阻碍

了生物玻璃的骨传导作用，因此复合体在体内的实际成骨能力

受到了明显的影响。而交联度 45%的胶原对生物玻璃的快速表

面反应无明显影响，且虽然无明显统计学差异，但低交联组的

新骨生成率（13.23 1.13%）仍高于未交联组（12.63 0.92%）。由此

可见，低交联胶原复合生物玻璃能够在提高复合材料的机械强

度和抗蛋白酶解能力的基础上，有助于保证复合材料的成骨能

力，促进骨缺损的修复。在后续的研究中，我们将依据本次实验

结果进一步调整交联胶原 -生物玻璃这一复合材料的成分配

比，以进一步提高新型复合材料的骨缺损修复能力。

图 2 低交联组和未交联组的成骨率显著高于高交联组

Fig.2 The new bone formation rate of Low-crosslinking group and the

Non-crosslinking group higher than that of High-cross linking group

图 1 三种胶原 -生物玻璃复合物在体内的成骨表现

Fig.1 Osteogenesis performance of the three kinds of Collagen-Bioglass composite in vivo
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