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!摘要"
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目的
!

评价异黄酮介孔玻璃水泥支架材料修复兔股骨骨缺损的效果*

方法
!

采用不同组分的骨水泥材料#并

用介孔玻璃水泥粉末吸附植物性激素大豆异黄酮&
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'#检测不同骨水泥支架材

料的体外释药性能*将
$"

只成年雄性新西兰大白兔随机分成
S

组#每组
#F

只#制作右侧股骨末端骨缺损模型后#分别植入

J5

)

!",G6J5

"

J5

)

S",G6J5

"

J5

以及
S",G6J5

"

J5

"

C5

#于术后第
S

)

D

)

#!

周各组随机处死
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只兔并取材#进行
,-(1/GJR

扫

描#脱钙后切片并进行三色染色#普通显微镜下观察*

结果
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和
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骨水泥对
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的释放均为

缓释#但
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的释放量更多#在第
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组已基本完全愈合并且骨小梁已贯穿骨缺损区*三色染色结果显示
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复合骨水

泥有更快的降解速度#能够促进大量新生骨和成熟骨的产生#其促成骨能力也优于
S",G6J5
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结论
!

异黄酮介孔玻璃

水泥能有效修复腔隙性骨缺损#有望成为新型骨缺损修复材料*
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目前因多种因素导致的骨缺损的治疗仍是临床

的难点*骨移植是骨缺损的首选治疗方法#其中自

体骨移植是骨移植的金标准#但存在取材有限)增加

患者痛苦等缺点+

#G!

,

*同种异体骨和异体骨虽然取

材较自体骨广#但也存在感染疾病)免疫反应等风

险#且患者不易接受+

%

,

*骨移植材料的研究给临床

上治 疗 骨 缺 损 带 来 了 福 音*大 豆 异 黄 酮
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'的化学结构与雌激素十分相似#能

与雌激素受体结合#产生类似雌激素的生物效应+
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具有良好的生物相容性和生物活性#可促进成骨细

胞生长)增加成骨细胞的蛋白质合成#还能增加成骨

细胞的生物学标记物111碱性磷酸酶&

']N

'的活

性#使
A@'

和钙含量增加+
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*介孔玻璃水泥&介孔

孔径!

!
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#"2,

'具有巨大的比表面积和孔容及可调

的纳米孔道#具有药物负载量大和缓释效果良好的

特点+

DG#"
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*本研究探索将两种材料均匀组合复合支

架材料形成载药的可注射生物活性材料#于
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年

$

月至
!"#S

年
$

月完成本实验#旨在评价
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介孔玻

璃水泥支架材料修复兔股骨骨缺损的效果#为临床

治疗骨软骨缺损提供实验依据*

>

!

材料和方法

#>#

!

实验材料
!

硝酸钙+

J)

&

@B

%

'

!

-

SK

!

B

,)硝酸

镁+

6

O

&

@B

%

'

!

-

$K

!

B

,&美国
5-

O

,)G'3*1-(M

公

司'#大豆
C5

&西安迪诺生物科技有限公司'#游标卡

尺)线锯&上海赛拓五金工具有限公司'#倍尔康非接

触电子体温计&

.VYG#D"

#广州市番禺金鑫宝电子有

限公司'#电子称&

\VGS$'G#

#北京世纪卓越信息技

术有限公司'#医用测深器&

D"\

"

X]

#安徽省宿州金

鹿医疗器械销售有限公司'#硬组织切片机&

]+-()

#$""

#上海创迅医疗器械有限公司'#

KGP

染色剂

&第二军医大学长海医院中心实验室提供'#戊巴比

妥钠&北京雅安达生物技术有限公司'#青霉素钠&哈

药集团制药总厂'*

#>!

!

C5

介孔硅酸钙镁%硫酸钙骨水泥的制备

#>!>#

!

介孔硅酸钙镁#

,+;/

L

/1/0;,)

O

2+;-0,

()3(-0,;-3-()7+

$

,G6J5

%粉末的制备
!

采用模板诱

导和自组装方法合成
,G6J5

粉末*用非离子型嵌

段共聚物
N#!%

&相对分子质量
FD""

#

5-

O

,)G

'3*1-(M

'作为结构导向剂#将
N#!%

溶解在去离子水

中#磁力搅拌器强烈搅拌至溶液澄清(用
%&T

浓盐

酸调节溶液体系的
L

K

值至
#

#所得溶液在磁力搅拌

下经水热处理#将溶液加热到
F$h

*称取
&>H

O

J)

&

@B

%

'

!

-

SK

!

B

)

&>%

O

6

O

&

@B

%

'

!

-

$K

!

B

和
#F

O

正硅酸乙酯&

RPB5

'加入混合溶液中#

F$h

强烈搅

拌
SM

后形成均匀的白色沉淀*将该溶胶在
D"h

下

陈化
#*

后烘干#烘干的粉末用马弗炉于
FF"h

焙烧

$M

#升温速率
#h

"

,-2

#得到
,G6J5

粉末*

#>!>!

!

硫酸钙#

()3(-0,;03

L

M)7+

$

J5

%粉末的制

备
!

精密称取硫酸钾
S%>FH

O

)

J)

&

@B

%

'

!

$S

O

分别

溶于
F"",]

蒸馏水中#混合以上两种溶液#静置沉

淀*布氏漏斗过滤抽干沉淀#洗涤沉淀后再过滤抽

干#

S"h

下烘干沉淀并研磨#置于
!""h

干燥箱中干

燥
!SM

后立即取出溶于
#"",]

蒸馏水中并浸泡

!S

"

SDM
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按质量配比
"g#""

)

!"gD"

和
S"g$"

#精密称取相应质量的
,G6J5

和

J5

粉末放入调和盘中#搅拌均匀#加入固化液调成
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和
S",G6J5

"

J5%

种骨水泥*

#>!>S

!

大豆
C5

载药体系的制备
!

取
">F

O

大豆
C5

溶于
#"",]

乙醇溶液中#加入
F

O

,G6J5

粉末#磁

力搅拌
!M

#

#!F!d

E

离心#除去上清液#沉淀于

%&h

烘干待用*将吸附了
C5

的
,G6J5

粉末按

#>!>%

项中的质量配比与
J5

混合#加入固化液调成

水泥浆并固化#制成载有
C5

的
J5

"

C5

)

!",G6J5

"

J5

"

C5

和
S",G6J5

"

J5

"

C5

骨水泥*

#>%

!

大豆
C5

缓释实验
!

取制备好的
!",G6J5

"

J5

"

C5

)

S",G6J5

"

J5

"

C5

和
J5

"

C5

骨水泥分别置于

#",]

离心管中#滴入
NY5

&

L

K&>S

'#置于
%&h

恒

温振荡箱中#分别在
#

)

%

)

F

)

&

)

#"

)

#F

)

!#

)

!F*

时取

出#吸取
#,]

上清液于
H$

孔板中#用紫外分光光度

计测定光密度&

4

'值#并根据回归方程算出缓释量#

得出缓释比例#计算不同时间点大豆
C5

的累积释

放率*

#>S

!

动物分组及骨缺损模型制作
!

采用新西兰大

白兔右侧股骨末端骨缺损作为骨缺损模型进行支架

材料修复*出生
!

个月左右)体质量为
!>"

"

!>F_

O

的健康雄性新西兰大白兔
$"

只#由第二军医大学动

物实验中心提供+动物许可证号
5XVb

&沪'

!"#!G

"""%

,#随机分成
S

组!

J5

组)

!",G6J5

"

J5

组)

S"

,G6J5

"

J5

组和
S",G6J5

"

J5

"

C5

组#每组
#F

只*

所有兔在相同环境下饲养*术前剃去兔手术部位的

毛发#用
&FT

乙醇消毒*在无菌环境下进行手术#

首先按体质量
#,]

"

_

O

的剂量经兔耳缘静脉注射

ST

戊巴比妥钠溶液#全身麻醉后切开兔右侧股骨末

端的皮肤和肌肉#使用拉钩拨开肌肉组织#暴露右侧

股骨末端*用骨科钻钻出
$,,d$,,

的孔#用纱

布止血后#根据分组分别植入
J5

)

!",G6J5

"

J5

)

S",G6J5

"

J5

或
S",G6J5

"

J5

"

C5

骨水泥于骨洞

中#然后对伤口进行缝合#并用青霉素消毒*术后连

续
%*

注射青霉素以防伤口感染#持续观察兔术后

的恢复情况*

#>F

!

同步辐射
,-(1/GJR

成像
!

术后第
S

)

D

)

#!

周

各组随机处死
F

只兔#取兔植入骨水泥的股骨#剔去

肌肉等软组织后送
,-(1/GJR

检测#骨标本在上海同

步辐射
G

生物医学应用光束线站&

Y]#%\

'进行成像

分析*采用
C,)

O

+GN1/N30;$>%

图像分析软件对收

集的图像去除背景#并用
?W;70*-/6'V!>#JR

可视化软件&

?/30,+W1)

L

M-(;

公司'对图像进行三

维重构*

#>$

!

术后组织学检查
!

取上述骨标本用
!>FT

的

戊二醇固定
%*

#然后浸泡于甲醛
G

甲酸液中脱钙
#

周#脱钙结束后用
NY5

清洗骨标本#再用乙醇梯度

脱水*将脱水后的骨标本用聚丙烯酸甲酯进行包

埋#用硬组织切片机在垂直方向连续切片#获得厚度

为
#F"

"

!""

#

,

的组织切片*取组织切片行三色染

色!用二甲苯对脱钙切片进行脱蜡处理#苏木精染色

#",-2

#并将玻璃上的多余染液用蒸馏水洗净*用

#T

盐酸
G

乙醇溶液&

&"T

乙醇配制'进行分色#通过

显微镜观察控制#分色到细胞核及染色质清晰为止*

蒸馏水冲洗
%",-2

后丽春红酸性品红溶液染色
F

,-2

#再次蒸馏水洗净多余染液#之后用
#T

磷酸钼

溶液染色
%,-2

#浸入苯胺蓝冰醋酸中染色
F,-2

#

最后用水迅速冲洗#将切片置于
$"h

干燥箱中烘

干#用二甲苯透明
!

次#滴加适量中性树脂后加盖玻

片封片#置于倒置显微镜下观察*每个骨标本切取

#

张切片#分析植入部位新生骨的生成以及材料的

降解等情况*通过
C,)

O

+GN1/N30;

软件对切片进行

成骨量分析!将切片放置在倒置显微镜下#随机选取

S

个视野#视野的中心位置应距边界
">F,,

以上#

通过测量切片成骨面积的平均值来分析每个骨标本

的成骨量*

#>&

!

统计学处理
!

采用
5N55#&>"

统计软件进行

分析#所有数据均以
(

.i(

表示#多组均数的多重比

较用方差分析的
]5A

检验或
A022+77

检验#检验水

准&

$

'为
">"F

*

B

!

结
!

果

!>#

!

骨水泥缓释
C5

效应
!

通过
B1-

O

-2

软件计算

J5

"

C5

)

!",G6J5

"

J5

"

C5

和
S",G6J5

"

J5

"

C5

骨水

泥对大豆
C5

缓释
!F*

的缓释曲线*结果&图
#

'发

现单纯
J5

"

C5

骨水泥对
C5

的释放在第
#

天为突释#

释放量为&

##>"i#>!

'

T

#高于其他两组#差异具有

统计学意义&

2

$

">"F

'(但此后释放缓慢#几乎没有

释放#到第
!F

天总释放量为&

#$>"i!>$

'

T

*

!",G6J5

"

J5

"

C5

和
S",G6J5

"

J5

"

C5

骨水泥对

C5

的释放均为缓释#但
S",G6J5

"

J5

"

C5

的缓释效

能及总缓释量更高!在第
F

天时两种骨水泥的缓释

量相仿#差异无统计学意义&

2

&

">"F

'(但在第
!F

-

$D#

-
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异黄酮介孔玻璃水泥支架材料修复兔股骨骨缺损

天
!",G6J5

"

J5

"

C5

的释放量为&

!H>"i!>&

'

T

#而

S",G6J5

"

J5

"

C5

的释放量已高达&

S#>"i#>D

'

T

#

高于
J5

"

C5

组和
!",G6J5

"

J5

"

C5

组&

2

$

">"F

'*

图
>

!

;G

)

WG

(

BU149;G

)

;G

)

WG

(

EU149;G

)

;G

)

WG

骨水泥对
WG

的缓释曲线

@$

.

>

!

;()'/(##0,/0#0&+0%3/80+(*WG5

2

5()0%010)'

(*;G

)

WG

&

BU149;G

)

;G

)

WG&),EU149;G

)

;G

)

WG

,G6J5

!

6+;/

L

/1/0; ,)

O

2+;-0, ()3(-0, ;-3-()7+

(

J5

!

J)3(-0,

;03

L

M)7+

(

C5

!

C;/43):/2+>

#

2

$

">"F:;7M+/7M+17̂/

O

1/0

L

;>,̀ F

#

(

.i(

!>!

!

骨水泥支架植入后大体外观
!

骨水泥支架植

入兔股骨骨缺损
%*

后#各组兔基本恢复正常#能正

常进食)活动和排泄*术后
#

"

#S*

#各组兔植入材

料区域均无感染现象#伤口愈合良好#所有切口甲级

愈合(之后植入区域亦无感染现象发生*术后
%

个

月内无一只兔发生意外死亡*以上现象表明植入材

料对实验动物无明显不良影响*

S

组支架材料植入兔股骨末端
S

)

D

和
#!

周后#

结果&图
!

'显示#植入
S

周后#

S

组兔股骨缺损基本

都愈合#植入材料已不可见#

S",G6J5

"

J5

"

C5

组缺

损部位的炎症反应比较明显(植入
D

周后#各组新生

骨的骨面均基本与周围正常骨平齐#新生骨面探诊

基本与正常骨相似*植入材料与周围骨组织间界面

基本消失#材料在降解吸收的同时新骨长入骨缺损

部位#新长入的骨已经和周围组织结合紧密(植入

#!

周后#各组新生骨组织已经成熟)致密#与周围组

织没有明显差别#表明
S

组骨水泥材料都具有优良

的生物相容性和降解性能*

!>%

!

6-(1/GJR

图像分析
!

通过上海同步辐射光

源的断层扫描成像技术及
JR

三维重构成像技术

得到骨水泥支架植入缺损部位不同时间后的

,-(1/GJR

三维图像&图
%

'*可以发现随着时间的

增长#

!" ,G6J5

"

J5

)

S" ,G6J5

"

J5

和
S" ,G

6J5

"

J5

"

C5

组
%

组支架植入的缺损部位均有新

生骨组织向材料生长的迹象#而
J5

组在
#!

周后

缺损仍比较明显*在
#!

周时#

!",G6J5

"

J5

组

缺损部位已有了一定程度的修复#

S",G6J5

"

J5

组缺损部已基本愈合#而
S",G6J5

"

J5

"

C5

组缺

损部位已接近完全愈合并且骨小梁已贯穿骨缺

损区*结果表明#

J5

组的骨修复性能较差#而
S"

,G6J5

"

J5

组骨水泥相比于
!",G6J5

"

J5

组骨

水泥具有更高的成骨活性#

S",G6J5

"

J5

"

C5

组

骨水泥的骨修复性能最为出色*

!>S

!

组织切片染色分析
!

对
S

组骨水泥支架材料

植入兔股骨末端
S

)

D

和
#!

周后行三色染色#蓝色代

表新生骨组织#深红色代表成熟骨组织#结果见图
S

*

图
B

!

;G

(

BU149;G

)

;G

(

EU149;G

)

;G

和
EU149;G

)

;G

)

WG

骨水泥植入
E

(

T

和
>B

周后兔股骨骨缺损的愈合情况

@$

.

B

!

?()03)$()(**01(/&#,0*0%'(*/&55$'+E

&

T

&

&),>B=00C+&*'0/$1

"

#&)'&'$()

(*5()0%010)';G

&

BU149;G

)

;G

&

EU149;G

)

;G&),EU149;G

)

;G

)

WG

,G6J5

!

6+;/

L

/1/0;,)

O

2+;-0,()3(-0,;-3-()7+

(

J5

!

J)3(-0,;03

L

M)7+

(

C5

!

C;/43):/2+

-

&D#

-
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图
D

!

;G

(

BU149;G

)

;G

(

EU149;G

)

;G

和
EU149;G

)

;G

)

WG

骨水泥植入
E

(

T

和
>B

周后兔股骨骨缺损的
1$%/(4;L

图像

@$

.

D

!

9$%/(4;L$1&

.

0+(**01(/&#,0*0%'(*/&55$'+E

&

T

&

&),>B=00C+&*'0/$1

"

#&)'&'$()(*5()0

%010)';G

&

BU149;G

)

;G

&

EU149;G

)

;G&),EU149;G

)

;G

)

WG

,G6J5

!

6+;/

L

/1/0;,)

O

2+;-0,()3(-0,;-3-()7+

(

J5

!

J)3(-0,;03

L

M)7+

(

C5

!

C;/43):/2+

图
E

!

;G

(

BU149;G

)

;G

(

EU149;G

)

;G

和
EU149;G

)

;G

)

WG

骨水泥植入
E

(

T

和
>B

周后兔股骨骨缺损的三色染色图

@$

.

E

!

9&++()'/$%-/(10+'&$)$)

.

(**01(/&#,0*0%'(*/&55$'+E

&

T

&

&),>B=00C+&*'0/$1

"

#&)'&'$()(*

5()0%010)';G

&

BU149;G

)

;G

&

EU149;G

)

;G&),EU149;G

)

;G

)

WG

@Y

!

@+̂ =/2+

(

6Y

!

6)710+=/2+

(

,G6J5

!

6+;/

L

/1/0;,)

O

2+;-0,()3(-0,;-3-()7+

(

J5

!

J)3(-0,;03

L

M)7+

(

C5

!

C;/43):/2+>B1-

O

-2)3

,)

O

2-4-()7-/2

!

d#""

!!

利用
C,)

O

+GN1/N30;

软件对三色染色组织切片

进行了统计学分析#得到支架植入后缺损部位不同

时间的新生骨量及成熟骨量&图
F

)

$

'#

S

组支架植入

体内后#材料均随着时间不断降解#并有新生骨和成

熟骨的形成*支架植入体内
#!

周后#

J5

组新生骨

面积仅占&

%S>"i%>S

'

T

#而成熟骨面积仅为&

!>$i

">S

'

T

(

!",G6J5

"

J5

组新生骨面积为&

$&>"i

%>$

'

T

#成熟骨面积为&

&>Di">$

'

T

(

S",G6J5

"

J5

组材料基本降解#新生骨面积为&

D$>"i%>F

'

T

#

成熟骨面积达到&

H>Di">F

'

T

(而
S",G6J5

"

J5

"

C5

组材料也基本降解#新生骨面积为&

H#>"i

%>S

'

T

#成熟骨面积达到&

##>Di">&

'

T

*结果表

明#

J5

组的降解能力较差#成骨性能较低(

!",G

6J5

"

J5

组骨水泥降解速度较快#可以促进新生骨

组织生长#但成熟骨面积小(

S",G6J5

"

J5

和
S",G

6J5

"

J5

"

C5

组有更快的降解速度#能够促进大量新

-

DD#

-
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异黄酮介孔玻璃水泥支架材料修复兔股骨骨缺损

生骨和成熟骨的产生#两者促骨再生能力优于
J5

组及
!",G6J5

"

J5

组&

2

$

">"#

'#并且
S",G6J5

"

J5

"

C5

组骨水泥的促成骨能力优于
S",G6J5

"

J5

组#差异具有统计学意义&

2

$

">"#

'#说明其具有良

好的骨修复效果#而搭载
C5

后进一步增强了其成骨

性能*

图
F

!

;G

(

BU149;G

)

;G

(

EU149;G

)

;G

和
EU149;G

)

;G

)

WG

骨水泥植入
E

(

T

和
>B

周后兔股骨骨缺损的新生骨量

@$

.

F

!

Z0=5()01&++(**01(/&#,0*0%'(*/&55$'+E

&

T

&

&),>B=00C+&*'0/$1

"

#&)'&'$()(*5()0%010)';G

&

BU149;G

)

;G

&

EU149;G

)

;G&),EU149;G

)

;G

)

WG

,G6J5

!

6+;/

L

/1/0; ,)

O

2+;-0, ()3(-0, ;-3-()7+

(

J5

!

J)3(-0,

;03

L

M)7+

(

C5

!

C;/43):/2+>

##

2

$

">"#:;J5)2*!",G6J5

"

J5

(

""

2

$

">"#:;S",G6J5

"

J5>,̀ F

#

(

.i(

图
Q

!

;G

(

BU149;G

)

;G

(

EU149;G

)

;G

和
EU149;G

)

;G

)

WG

骨水泥植入
E

(

T

和
>B

周后兔股骨骨缺损的成熟骨量

@$

.

Q

!

9&'3/05()01&++(**01(/&#,0*0%'(*/&55$'+E

&

T

&

&),>B=00C+&*'0/$1

"
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本实验通过在
J5

中添加
,G6J5

增加了复合

材料的孔隙率#而且通过体外药物缓释实验也发现#

,G6J5

的介孔结构起到了药物控释的效果*随着

,G6J5

含量的增加#复合材料的介孔增多#比表面

积也增大#大量的药物被吸附进入介孔孔道#药物的

缓释可以达到更好的效果*

J5

水泥的释放量在开

始
!SM

内呈现突释#主要是因为部分
C5

附着在水泥

表面#而内部的药物被固定在
J5

水泥结构内部#无

法轻易释放出来*而
S",G6J5

"

J5

的水泥表面有

大量的介孔材料#因此药物可以有效地缓慢释放#提

示
,G6J5

在药物装载和释放领域具有广泛的应用

前景*

本研究通过在新西兰大白兔体内植入
C5

介孔

玻璃水泥支架验证其对骨缺损的修复能力*植入
S

周后#缺损基本都愈合#但
S",G6J5

"

J5

"

C5

组缺损

部位存在一定的炎症反应#

D

周后炎症反应消失#可

能跟大豆
C5

药物缓释相关*此外#所有动物的植入

区域均未出现感染#切口均甲级愈合#表明
C5

介孔

玻璃水泥支架具有良好的生物相容性*

本研究使用
,-(1/GJR

观察各组在材料植入后

骨缺损的修复过程#

S",G6J5

"

J5

"

C5

组优于
S",G

6J5

"

J5

组#

S",G6J5

"

J5

组优于
!",G6J5

"

J5

组#而
!",G6J5

"

J5

组优于单纯
J5

骨水泥组#可

以看出#随着
,G6J5

比例的增加#支架的理化性能

和骨代谢水平均提高#有效提高了骨组织支架的生

物活性*

C5

是一种良好的诱导骨生长的因子+

##

,

#组织学

切片的观察结果与影像学的结果一致#

S",G6J5

"

J5

"

C5

复合骨水泥有更快的降解速度#能够促进大

量新生骨和成熟骨的产生#其促成骨能力也优于

S",G6J5

"

J5

#说明
C5

介孔玻璃水泥具有良好的

生物相容性和成骨能力#进一步证实载
C5

药物的

,G6J5

"

J5

骨水泥支架骨诱导性更强#因而骨再生

能力更佳*

理想的骨移植材料应当具有良好的生物活性和

生物相容性#在体内能完全降解#而且还应具有骨传

导和骨诱导作用+

#!G#S

,

*本研究表明#

C5

介孔玻璃水

泥作为骨修复移植物#具有优越的成骨作用和良好

的降解性能#有望成为新型骨缺损修复材料*
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