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复合rhVEGF+rhBMP一2 

促进犬异体脱蛋白骨关节 

瞿向阳，蒋电明，安 洪，曹本珍 

磷骨水泥 

的成骨研究 

(重庆医科大学附属第一医院骨科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨钙磷骨水泥(calcium phosphate cement，CPC)复合重组人血管内皮细胞生长因子(Recombinant human vas— 

cular endothelial growth factor，rhVEGF)+重组人骨形态 发生蛋 白 一2 (Recombinant human bone morphogenetic protein一2， 

rhBMP一2)与异体脱蛋白骨(Deproteinized bone，DPB)关节复合移植修复骨关节缺损的能力。方法：成年杂交犬 36只，距关节面 

30mm 切除右侧股骨下端制成 半关节 缺损模 型 ，随机 分成三组 ：A组 ：cPc，rhvEGF／rhBMP一2／DPB关节 移植组 ；B组 ： 

rhVEGF／rhBMP一2／DPB关节移植组 ；C组：单纯的 DPB关节移植组。于术后 4、8、12、16周行大体形态学观察及 X线检查、组织 

学检查并做 I型胶原免疫组织化学分析、透射电镜检查和生物力学测试，检测骨修复情况。结果：A组在大体形态学观察、x线 

片、组织学 、电镜观察和生物力学测试，其成骨能力和质量均优于 B、c两组 ，I型胶原免疫组化图像分析和生物力学测试结果 

均优于 B、c两组 ，差异 有统计学 意义 (P<O．O1)，B、C组间在 各时 间点差 异无统计学 意义 (P>O．05 o结论 ：CPC／rh— 

VEGF／rh—BMP一2可促进异体脱蛋白骨关节移植的成骨能力，可加速移植体与受体骨愈合。 

【关键词】钙磷骨水泥；脱蛋白骨；血管内皮细胞生长因子；骨形态发生蛋白；骨关节移植 
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Experimental study on ossification of deproteinized osteoarticular allograft 

with calcium phosphate cement containing recombinant human vascular 

endothelial growth factor and bone morphogenetic protein．．．2 in dogs 

Qu Xiangyang，et al 

(Department of Orthopaedics，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：Tn explore the ability of osteo—articular allograft of variant deproteinized bone combining calcium phosphate 

cement with recombinant human vascular endothelial growth factor and bone morphogenetic protein——2 in repairing osteo——articular 

defect．Methods：36 adult mixtus dogs were constructed as semi—articular defect models through resecting 30mm fight femur 

inferior extremity near articular facet，and they were randomly divided into 3 groups
，In group A，material CPC／rh VEGF／rh 

BMP-2／DBP was transplanted into the semi—articular defect，In group B，material rhVEGF／rhBMP一2 ／DBP was transplan ted 

there．In group C，simple material DPB was transplanted there
．At 4，8，12 and 16 weeks after operation，the effects were as— 

sessed by macro—morphology observation，X-ray examination，histologic examination as well as collagen type I immunohistochem— 

istry analysis 、tran smission electron microscope examination and vitodynamic tests in order to observe bone reparation matter
。 

捃：111e new bone formation observed by vitodynamic tests，macro— morphology observation
．X—ray examination．histo1ogic ex- 

amination and transmission electron microscope examination in group A was significantly superior to that in group B and C
．Th e 

results of collagen type I immunohistochemistry analysis and vitodynamic tests were significantly superior to that in grouD B an d 

C(P<O．O1)．However there WaS not statistically significant difference between group B and C(P>O．05)
，Conclusion：The mate— 

rials CPC／rh VEGF／rh BMP-2 can promote the new bone form ation， achieve bone healing and make them become autologous 

tissue at laSt． 
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外伤、感染与肿瘤等原因引起的大段骨关节缺 

损是矫形外科医生面临的一大挑战。自体吻合血管 

的骨关节移植效果最佳，但供区来源有限，并发症 

钙 植 的 移 
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多。金属、陶瓷或高分子材料假体都具有一个共同 

的问题：易折断、下沉 、磨损与翻修等等。我们用钙 

磷骨水泥作为 rhVEGF和 rhBMP一2的载体复合同 

种异体脱蛋白骨关节移植，利用钙磷骨水泥生物降 

解的特性局部持续高浓度释放生长因子促进移植 

体的成骨和血供重建，以促进移植体与宿主骨达到 

早期骨性愈合。 

1 材料与方法 

1．1 材料 的制备 

1．1．1人重组促血管内皮细胞生长因子 (rhVEGF) 由北京 

博奥森生物技术有限公司提供 。人重组骨形态发生蛋白 2 

(rh—BMP2)：由广州市达晖生物技术有限公司提供。钙磷骨 

水泥(CPC)：由上海瑞邦生物科技有限公司提供。 

1．1．2犬的股骨下端脱蛋白骨(DPB)关节移植体 选成年杂 

交犬处死后取其双侧股骨下段(含关节端 )长 30mm，剔除骨 

膜及韧带软组织 ，经蒸馏水反复冲洗干净，以 20％的过氧化 

氢脱蛋白，乙醚循环脱脂，皮质骨散在钻孔 ，制成脱蛋白骨关 

节材料，冻干，环氧乙烷消毒，低温保存备用。 

1．1．3 DPB／rh VEGF／rh BMP一2移植体的制备 将 rhVEGF 

和 rhBMP一2冻干粉以重蒸水溶解，滴注于犬脱蛋白股骨下 

端髁间钻孔处和近段截骨处 ，冻干低温保存。 

1．14CPc／DPB／rhVEGF／rhBMP一2移植体的制备 将 rhVEGF 

和 rhBMP一2冻干粉用 CPC液相溶液溶解混匀，再与 CPC粉 

末充分调和，于脱蛋白骨表面涂层并髓腔内部分填塞。 

1．2 实验分组和手术方法 

1．2．1实验分组 选取成年杂交犬 36只，雌雄不限．体重 

10~-O．5kg，随机分成三组，每组 12只。A组 ：CPC／rhVEGF／ 

rhBMP-2／DPB关节移植组，B组：rhVEGF／rhBMP-2／DPB关 

节移植组 ，C组 ：单纯的 DPB关节移植组。 

1．2．2手术方法 以速眠新麻醉成功后，侧卧位固定于手术 

台上，常规消毒铺巾，取膝关节外侧切口，暴露股骨远段和胫 

骨近端 ，切断前后交叉韧带及内外侧副韧带，u型切开骨膜 

并翻向近侧，距关节面30mm处用线锯切断股骨，用交叉克 

氏针和钢丝将移植物固定于股骨断端 ，将翻向近端的骨膜拉 

下缝合覆盖移植物与断端结合部 ，复位膝关节修复关节囊， 

逐层缝合切El，分笼饲养，术后肌注青霉素 160万 u，每日两 

次连用 3天，用石膏外固定 2周后去除。 

1．3 观 测方法 

1．3．1大体形态学观察及 x线片检查 分别于术后 4、8、12、 

16周处死实验动物取标本 ，观察局部炎症反应、骨愈合情 

况、局部粘连程度及内固定有无松动断裂等。 

1．3．2组织学检查 分别于 4、8、12、16周取移植物常规石蜡 

切片，HE染色，光学显微镜观察，并做 I型胶原免疫组化分 

析：取上述石蜡切片 ，脱蜡，梯度乙醇脱水，3％过氧化氢消除 

内源性过氧化物酶，抗原修复液修复抗原 ，山羊血清封闭 

20mi ，滴加抗 I型胶原多抗 4qC孵育过夜，与二抗室温接触 

20mi ，DAB显色，核固红 ，苏木精复染。每张切片随机选择 5 

个视野行图像分析计数 ，结果用面积积分光密度(OD)表示。 

1．3．3透射电镜检查 分别于4、8、12、16周取标本性透射电 

镜检查，行成骨及血供重建定性鉴定。 

1．3．4生物力学测试 3组术后 16周分别取骨关节缺损修 

复标本，自移植物远端及宿主骨干长约 60mm，去除内固定克 

氏针和钢丝，剔除软组织 ，测量骨缺损修复处外径，在生物力 

学测试系统(MTS型 MTS公司，美国)上行三点弯曲测试 ，以 

0．5mrrds加载 ，标本测试距离为 30mm，做三点弯曲最大载荷 

并计算弯曲应力。 

1．3．5统计学处理 所得数据以 SAS统计软件包做方差分 

析，数据以均数±标准差表示，组间样本行完全随机设计方差 

分析，P值 <0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 大体观察 

A组在术后 4周可见移植物被薄层纤维组织包 

裹 ，断端间有纤维组织连接 ，涂层的钙磷骨水泥部 

分降解，内固定稳定 ，术后 8周可见纤维组织较前 

增厚，骨断端可见有外骨痂形成 ，断端间有少量软 

骨痂形成，移植物表面仍可见少许未降解的钙磷骨 

水泥，12周时可见骨断端骨痂形成逐渐增多，至 16 

周时骨断端间被大量环形骨痂包绕，移植物与受体 

骨组织紧密愈着，界限模糊 ，剥离时可见散在的出 

血点，关节腔内有少量纤维组织粘连 ，移植物关节 

面可见少量软骨形成，保持光滑。 

B组 4周时可见纤维组织形成，切开后有少量 

淡黄色液体渗出，未见有明显骨痂形成，8周时可见 

有较多的纤维组织形成，骨折端有少许外骨痂形 

成，12周时骨断端骨痂形成仍较少，16周时骨断端 

间可见环形骨痂形成，但较 A组明显减少，断端问 

有少许骨痂连接，关节腔内有纤维组织粘连，移植 

物关节面无明显软骨形成但仍保持光滑。 

C组术后 4周见膝关节肿胀，移植物有较多的 

纤维组织包裹，切开后有淡黄色液体渗出，8周时肿 

胀消退，大量纤维组织形成 ，没见到明显的骨痂形 

成，12周断端有少量骨痂形成，16周时断端间可见 

少许骨痂连接 ，移植物与受体的界限仍然可见，关 

节腔内纤维组织粘连同A、B组 ，关节面尚光滑．未 

见软骨形成。 

B组 1例死亡，C组有 2例化脓性感染，1例内 
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蛋白的治疗效果有限，如果将上述蛋白与载体复合 

在体内达到缓慢持续释放可克服单纯蛋白治疗的 

缺点。 

CPC是一种新型的可降解的、非陶瓷型骨水 

泥，其理化特性具有可塑性 ，反应不产热且具有一 

定的力学强度和孔隙率。在生物学特性上具有如下 

优点：水化产物为羟基磷灰石，而后者是天然骨的 

主要成份；具有 良好的骨诱导能力；可生物降解，能 

被新生骨以爬行替代的方式替代，其吸收速度和新 

骨形成具有一致性 ；无明显的毒副作用，无免疫原 

性和致癌作用19--[[]。CPC已经广泛应用于临床修复骨 

缺损、治疗骨折、药物载体等，已有学者利用 CPC作 

为 BMP、TGF一13、，rNF等生长因子的载体，利用其生 

物降解特性达到局部持续高浓度生长因子的释放， 

并能保持其固有的活性【l2】。在实验中我们利用 CPC 

作为 BMP和 VEGF的共同载体 ，从大体、X线片、透 

射电镜、组织学及 I型胶原免疫组织化观察到 A组 

术后各期的成骨能力和血管化程度均明显优于 B、 

c两组。这表明CPC作为 VEGF和 BMP共同的生 

物相容性载体，应用于 DPB，协同实现骨传导、骨诱 

导和血管化效应 ，可作为一种新型骨关节移植替代 

材料，有效修复骨关节缺损。长段大块骨关节移植， 

其血供来源不同于一般的骨移植 ，血管生成只能由 

宿主骨干一端向移植物生长，这个过程无疑是很缓 

慢的。我们利用 CPC作为载体 ，以达到局部持续 、有 

效的 VEGF和 BMP释放 ，促进移植物的早期血管 

化，为骨愈合带来丰富的靶细胞和生长因子 ，创造 

成骨的最佳微环境 ，达到移植体与受体早期骨性愈 

合。 

本实验中，我们在移植材料上钻孔 ，用 CPC在 

其表面涂层，可使部分 CPC进入髓腔，达到“生物自 

锁”，并且由于 CPC无免疫原性，可使移植物达到早 

期免疫封闭作用，降低其免疫反应，而正是这种早 

期免疫封闭作用避免了手术创伤炎症反应和免疫 

反应高峰期的重合，降低 了术后感染 、骨不连的发 

生。结果表明，A组动物无 1例发生感染和死亡，早 

期炎症反应也明显较弱 ，B、c组动物炎症反应较 

强，2例发生化脓性感染，1例死亡。在手术时，我们 

保留了受区骨膜，最大程度地保留了VEGF和 BMP 

作用的靶细胞 ，有利于骨愈合。综上所述 ，CPC／ 

rhVEGF／rhBMP一2／DPB骨关节移植，促进了局部血 

管的早期形成和有利于新骨形成及愈合，并使移植 

物逐渐“活化”而最终成为受体自身组织 ，为骨关节 

缺损的治疗提供了一种有效的治疗手段。 
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