
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５１１０２０
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　　［摘要］　目的　通过将转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）与多孔钽颗粒复
合，制备生物活性多孔钽修复材料，并观察该材料的促骨生长作用。方法　６只 Ｂｅａｇｌｅ犬，建立下颌骨
缺损模型共计３６个，单侧３个骨缺损分别为单纯多孔钽颗粒修复组（对照组）、ＴＧＦβ１＋多孔钽颗粒修
复组（实验组）和无干预组（空白对照组）。于材料植入后３０、６０、９０ｄ处死动物，取下颌骨行大体观察、
Ｘ线检测、甲苯胺蓝染色、四环素荧光标记检测、ＣＤ３１相关抗原抗体染色。结果　３０ｄ时实验组新骨生
成面积及新生微血管数目显著大于对照组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；６０ｄ时对照组新骨生成面积及新
生微血管数目显著大于实验组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；９０ｄ时３个时间点成骨情况差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＴＧＦβ１复合多孔钽生物材料具有高促骨活性，能加速多孔钽与周围骨组织的早
期生物性结合，缩短愈合时间。
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　　由外伤、肿瘤、手术切除及感染等原因导致的骨缺
损，目前主要采用自体骨移植、同种异体骨移植、异源

性骨粉充填和金属及其合金等方法进行治疗［１］。由

于骨源有限及免疫排斥等问题，金属材料在骨缺损修

复中扮演着越来越重要的角色。前期实验已证实多孔

钽颗粒具有骨诱导和塑形作用，对骨缺损有良好的修

复效果，有望取代钛作为新型牙科植入材料［２］。但纯

钽无法提供成骨所需生长因子，多孔钽移植物存在着

缺少血管化的缺点［３］。转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）能促进新骨生成，刺激骨小
梁及微血管的增长［４］，研究证实它能显著提高种植体

周围新骨生成，增加种植体与周围骨组织结合的稳定

性［５］。但作为一种多肽物质，ＴＧＦβ１在体内易扩散或
被分解，单独作用于靶细胞的时间较短，故需与一种载

体复合以形成类缓释系统。因此，我们开发了一种新

型的生物活性多孔钽修复材料，该材料利用钽颗粒的

多孔性作为 ＴＧＦβ１的类缓释载体，具有生物相容性
佳、吸附能力强、机械强度高、可塑性好等优点，本研究

通过观察不同时间点各组骨缺损区新骨生成面积及新

生微血管密度，探讨该生物材料促骨生长的生物活性，

为多孔钽材料更好地应用于临床奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　１２月龄雄性比格犬６只，体质量１０～１２ｋｇ（四川
省食品药品检测中心提供）。

１．２　主要实验试剂及实验器材
　　ＨｕｍａｎＴＧＦβ１１０μｇ（美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司）；荧
光四环素（成都华夏试剂公司）；直径１ｍｍ左右、孔径
约３００μｍ，孔隙率为７０％的多孔钽颗粒若干（重庆润
泽公司提供）；种植机 １台（ＩｍｐｌａｎｔｏｌｏｙｓｙｓｔｅｍＲＺ１１
ＹＺ）；德国 ＥＸＡＣＴ切磨片系统；倒置相差显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。
１．３　ＴＧＦβ１与纳米多孔钽的复合
　　将ＴＧＦβ１用生理盐水稀释至５ｎｇ／ｍＬ，将消好毒
的多孔钽颗粒和配制好的溶液混合放入无菌离心管

中，于振荡器上４℃过夜，冷冻干燥备用。
１．４　实验方法
１．４．１　动物模型的制备　　将比格犬静注５％戊巴
比妥钠（０．５ｍＬ／ｋｇ）和陆眠宁Ⅱ（０．０７ｍＬ／ｋｇ），麻醉
后拔除双侧第１～４前臼齿。３个月后，剥离牙龈，用
种植下颌机头在其第 １～４前臼齿区域制作直径为

４．０ｍｍ，深７．０ｍｍ的骨缺损，骨缺损之间的间距为
５ｍｍ。单侧建立３个骨缺损，分别为单纯多孔钽颗粒
修复组（对照组）、ＴＧＦβ１＋多孔钽颗粒修复组（实验
组）和无干预组（空白对照组）。共３６个骨缺损。多
孔钽放入完备后，用骨引导再生膜覆盖骨缺损区。逐

层对位缝合，肌注陆醒宁、氯胺酮和头孢之后将比格犬

放回饲养笼。

１．４．２　检测方法及指标　　术后３０、６０、９０ｄ分别处
死２只比格犬，取得比格犬下颌骨标本。
１．４．２．１　大体观察　　肉眼观察骨组织愈合情况及
金属钽颗粒与骨组织结合情况。

１．４．２．２　Ｘ线观察　　将取得的标本用 Ｓｉｒｏｎａ牙片
机拍片（曝光条件７０ｋＶ，０．１２ｓ）。
１．４．２．３　硬组织切片观察　　生理盐水冲洗标本后，
置１０％甲醛溶液中固定２４ｈ，而后脱水、渗透、包埋，
ＥＸＡＣＴ硬组织切片机切片，切出将多孔钽完整暴露的
平面，切片厚度７０μｍ，磨片至２０～３０μｍ。
　　甲苯胺蓝染色观察：光镜下观察骨缺损区及多孔
钽颗粒与骨组织交界处的新骨生成及矿化情况。

　　四环素荧光标记检测：动物处死前１周，按５０ｍｇ／ｋｇ
剂量肌注荧光四环素。将硬组织切片采用ＺＥＩＳＳＬＳＭ
７８０激光共聚焦显微镜观察，检测波长为４９３～６３０ｎｍ，
激光强度百分比为２．６％。每张切片随机选取３个视
野进行采图，将采得的图片用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件设
定统一灰度值，测量黄绿色荧光标记区域的面积，用以

代表新骨生成面积。

　　ＣＤ３１相关抗原抗体染色：采用免疫组化的方法，
将切片进行ＣＤ３１相关抗原染色，以棕黄色标记的血管
内皮为标准，直径大于８个红细胞者不纳入计数。先在
１００×倍镜下挑选血管密度最高区域，再到４００×倍镜下
计数，求取３个视野平均值作为该切片血管密度。
１．５　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量结果以珋ｘ±ｓ表示，
采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　大体观察
　　术后伤口愈合佳，未见炎症表现。各时间点多孔
钽材料均与周围骨组织结合良好，剖面显示新生骨组

织与原有骨组织延续；空白对照组骨缺损区稍凹陷，且

凹陷随时间延长而变浅（图１）。
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图１　术后３０ｄ下颌骨大体标本观察

２．２　Ｘ线观察
　　结果显示不同时间点多孔钽颗粒均与周围骨组织
耦合良好，无骨吸收，实验组与周围骨组织延续情况优

于对照组。空白对照组术后３０ｄ骨缺损区见大量低
密度投射区，６０ｄ时低密度投射区减少，形成云雾状
的纤维样结构，９０ｄ时骨密度较６０ｄ有所增高，但仍
低于周围正常骨（图２）。
２．３　硬组织切片观察
２．３．１　甲苯胺蓝染色　　术后３０ｄ，实验组见大量深
蓝色未矿化类骨质将多孔钽颗粒包绕，多孔钽颗粒之

间及其内部均有深蓝色组织长入，多孔钽颗粒与周围

骨组织耦合佳；对照组蓝染区域较实验组少，空白组骨

缺损区大部分为染色阴性区域。６０ｄ时，实验组见骨小

梁及骨陷窝等结构，多孔钽颗粒周围被成熟骨组织包

绕，对照组蓝染区域较实验组多，空白组被大量空泡样

脂肪组织充填。９０ｄ时，实验组多孔钽颗粒与蓝紫色
矿化骨组织紧密结合，对照组多孔钽颗粒与正常骨组

织延续欠佳，空白组见大量染色阴性区域（图３）。
２．３．２　四环素荧光标记检测　　术后３０ｄ，实验组标
记率高，骨矿化沉积活跃，新骨生成面积大于对照组和

空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。６０ｄ时，
实验组荧光减弱，对照组荧光标记率增高且高于实验

组和空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
９０ｄ时，实验组仅见微弱荧光，对照组标记率有所下
降，空白对照组黄绿荧光较前期有所减少，３组新骨生
成面积差异无统计学意义（图４、表１）。此外，实验组
和对照组均有黄绿色荧光条带向多孔钽颗粒内部延

伸，可见明亮的黄绿色荧光呈片状分布于多孔钽颗粒

中心，说明多孔钽颗粒与骨组织结合良好，新生骨组织

可沿多孔钽颗粒生长，且能长入其孔隙内部。

２．３．３　ＣＤ３１相关抗原抗体染色　　术后３０ｄ，实验
组棕黄色标记率高，血管表达强，其新生微血管密度大

于对照组和空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。６０ｄ时，对照组肉芽组织较多，新生微血管密
度大于实验组和空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。９０ｄ时，实验组微血管数目减少至正常骨水
平，对照组微血管数目较６０ｄ时有所减少，空白组微
血管数目较６０ｄ时也有所减少，３组新生微血管密度
无统计学差异（图５、表２）。此外，多孔钽颗粒内部有
血管长入，血管长入深度可达７６μｍ左右。
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Ａ：３０ｄ；Ｂ：６０ｄ；Ｃ：９０ｄ
每张图片从左至右分别为：空白对照组、对照组、实验组

图２　Ｘ线观察各组术后不同时间骨密度
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Ａ：６０ｄ实验组；Ｂ：６０ｄ对照组；Ｃ：９０ｄ实验组；Ｄ：９０ｄ对照组；Ｅ：９０ｄ空白对照组
图３　甲苯胺蓝染色观察术后各组骨缺损修复情况
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Ａ：实验组３０ｄ；Ｂ：实验组６０ｄ；Ｃ：实验组９０ｄ；Ｄ：对照组３０ｄ；Ｅ：对照组６０ｄ；Ｆ：对照组９０ｄ；Ｇ：空白组３０ｄ；
Ｈ：空白组６０ｄ；Ｉ：空白组９０ｄ

图４　各组术后不同时间点四环素荧光标记观测新骨生成面积　（激光共聚焦显微镜）

表１　术后不同时间各组新骨生成面积百分比
［ｎ＝１２，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 ３０ｄ ６０ｄ ９０ｄ

实验组　　 ２７．０１±２．８６ａｂ ２２．４２±２．６８ａｂ １２．７１±１．８９

对照组　　 ２０．８８±２．０２ ２５．３４±２．５１ １３．０３±２．０９

空白对照组 １３．４０±１．５５ａ １６．９３±１．７２ａ １１．８７±１．９６

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

表２　术后不同时间各组新生微血管密度
（条／ｍｍ２，ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

组别 ３０ｄ ６０ｄ ９０ｄ

实验组　　 １０８．４９±３．３５ａｂ ８９．５１±２．１５ａｂ ６６．１２±３．２４

对照组　　 ８６．７５±１．８９ ９５．９１±１．９８ ６７．６７±３．２０

空白对照组 ７８．５３±１．６８ａ ８５．９２±２．３３ａ ６８．６６±２．７５

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
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Ａ：实验组３０ｄ；Ｂ：实验组６０ｄ；Ｃ：实验组９０ｄ；Ｄ：对照组３０ｄ；Ｅ：对照组６０ｄ；Ｆ：对照组９０ｄ；Ｇ：空白对照组３０ｄ；
Ｈ：空白对照组６０ｄ；Ｉ：空白对照组９０ｄ　每张图片右上角为该图片局部放大图

图５　各组术后不同时间ＣＤ３１相关抗原抗体染色情况

３　讨论

　　多孔钽有“小梁金属”之称，弹性模量与人体骨接
近，可塑性好，耐腐蚀性极强，被视作理想的骨植入材

料［６］。Ｍｏｅｎ等［７］研究发现，多孔钽金属髋臼杯用于髋

臼翻修，１０年之后仍无骨质溶解现象发生。Ｈａｎｚｌｉｋ
等［８］证明多孔钽具有良好的生物相容性、骨传导性及

骨诱导性。然而多孔钽和其他金属材料一样，存在着

无法提供成骨所需生长因子的缺陷；作为一种不可吸

收材料，其内部营养物质和氧气供应的不足可能会限

制新骨生成，从而影响多孔钽与周围骨组织的生物性

结合。本实验旨在将 ＴＧＦβ１与多孔钽颗粒复合，制
备生物活性多孔钽修复材料。

　　ＴＧＦβ１是一种多肽物质，能促进成骨细胞增殖和
分化，刺激骨小梁骨化及微血管形成，从而对骨缺损修

复起到一定的引导作用。Ｆｅｒｒｅｉｒａ等［４］研究发现ＴＧＦβ１

能促进牙槽骨缺损的愈合。Ｋｈａｎ等［９］认为 ＴＧＦβ１
能刺激血管平滑肌细胞的增殖和迁移，对血管的生成

及修复起一定调节作用。在 ＴＧＦβ１诱导成骨的过程
中，微血管的生成亦具有重要意义，新生血管不仅是氧

气、营养物质和代谢产物的运输通道，还能传导信号、

促进血管内皮的生长及成骨细胞的增殖和分化［１０］。

目前主要通过检测新生骨密度、新生骨面积、新生骨体

积、新骨成熟分化程度及新生微血管数目等指标判断

骨缺损修复情况，血管生成及骨再生是骨缺损修复的

两个重要环节［１１］。本实验通过Ｘ线观察新生骨密度，
四环素免疫荧光染色标记新骨生成面积，甲苯胺蓝染

色观察新骨矿化程度，ＣＤ３１标记新生微血管数目，对不
同时期的骨缺损修复情况进行了较为全面的评价。

　　本实验将 ＴＧＦβ１与多孔钽颗粒复合作为实验
组，单纯多孔钽颗粒组作为对照组，统计结果示：３０ｄ
时，实验组新骨生成面积及新生微血管密度均大于对

９４２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）



照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。６０ｄ时，对照组
新骨生成面积及新生微血管密度均大于实验组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。９０ｄ时，实验组与对照组
新骨生成面积及新生微血管密度差异无统计学意义。

以上结果说明ＴＧＦβ１复合多孔钽生物材料能加速骨
缺损区域的早期成骨及成血管进程，对多孔钽颗粒与

周围骨组织的早期生物性结合起促进作用，从而增强

材料的初期稳定性，缩短骨缺损愈合时间。此研究有

力验证了该材料的高促骨活性。

　　多孔钽颗粒良好的力学性能及生物学适应性不仅
使其成为成骨细胞黏附和生长的优良支架，也让其成

为充当ＴＧＦβ１载体的理想材料；ＴＧＦβ１与之复合亦
解决了多孔钽颗粒修复骨缺损时不能提供成骨因子的

缺陷。目前国内外尚少见 ＴＧＦβ１与多孔钽颗粒联合
运用于骨缺损修复的报道，本实验将两者结合运用，为

临床骨缺损修复材料的研究提供相应的依据；此外，本

研究证实了血管能长入多孔钽颗粒内部，并测得其长

入深度可达７６μｍ左右。本实验不足：未进行力学实
验及ＴＧＦβ１复合多孔钽生物材料促骨机制方面的研
究，后续研究中需进一步观察其远期疗效，使之能更好

运用于临床。
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