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【摘要】 目的 探讨细胞膜片复合马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架修复下颌骨极限性骨缺损的效果。

方法 通过 3D打印制备马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架及纳米级羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乙烯醇支架，采

用全骨髓培养法制备阿勒泰大尾羊髂骨骨髓血细胞膜片；按观察时间 1、2、3个月分别建立阿勒泰大尾羊双

侧下颌骨极限性缺损模型 4只，实验组为细胞膜片包裹马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架，对照组为细胞膜

片包裹纳米级羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乙烯醇支架，阴性对照组为细胞膜片包裹无支架的凝胶海绵；按动物

双侧下颌骨缺损区自身对照的方法分别植入包裹细胞膜的支架或包裹细胞膜的凝胶海绵。在支架材料植入

后第 1、2、3个月末处死实验动物，拍摄锥形束 CT（cone beam CT，CBCT）、取组织行石蜡切片HE染色观察，评

价不同支架材料的骨再生效果与支架的降解。结果 扫描电镜结果显示：两组支架孔隙规则，连续性好，孔

径及孔隙率比较均无差别（P > 0.05）。CBCT结果显示，术后 3个月实验组对骨缺损的修复效果明显优于对照

组，且支架降解速率与骨组织修复速率较为匹配，缺损中央骨密度高于对照组，与正常骨组织接近。实验组

在各时间点的骨缺损区中央骨密度计量均高于对照组、阴性对照组，且差异具有统计学意义（P＜0.05）。HE
染色结果显示：实验组成骨细胞较为活跃，有较多新生毛细血管及骨小梁形成，同时支架材料的吸收多于对

照组。 结论 细胞膜片复合马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架能够促进临界骨缺损的修复，其降解性与骨组

织愈合速率较为匹配，有望成为修复骨缺损的新方法。
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【Abstract】 Objective To explore the feasibility of antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds as tissue en⁃
gineering bone scaffolds and the relationship between their degradation performance and the healing speed of bone de⁃
fects. Methods Antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds and nano hydroxyapatite/silk fibroin/polyvinyl al⁃
cohol scaffolds were prepared by 3D printing. The whole bone marrow culture method was used to prepare blood cell
sheets of Altay big tail sheeps iliac bone marrow. With observation times of 1, 2 and 3 months, the mandibular defects
of 4 sheep were established. The experimental group was coated with antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaf⁃
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folds. The control group was coated with nanohydroxyapatite/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds. The negative control
group was coated with gel⁃free sponges. According to the self⁃control method of the bilateral mandible defect area, scaf⁃
folds wrapped with cell membranes or gel sponges wrapped with cell membranes were implanted. At the ends of the
first, second and third months after implantation, the experimental animals were killed, cone beam CT was performed,
and paraffin sections were taken for HE staining to evaluate the effect of different scaffold materials on bone regenera⁃
tion and scaffold degradation. Results Scanning electron microscopy showed that both groups had regular pores and
good continuity, and there was no difference in pore size and porosity between the two groups (P > 0.05). The results of
CBCT imaging showed that in 3 months after operation, the experimental group had significantly better repair effects on
bone defects than the control group, and the degradation rate matched the bone repair rate. The bone mineral density in
the center of the defect was higher than that of the control group, which was close to that of normal bone tissue. The cen⁃
tral bone mineral density of the experimental group at each time point was higher than those of the control group and
the negative control group, and the difference was statistically significant (P < 0.05). HE staining results showed that
the bone cells in the experimental group were more active, with more new capillaries and bone trabeculae formed, and
the scaffold material absorbed more than the control group. Conclusion The antler powder/silk fibroin/polyvinyl alco⁃
hol scaffold can promote the repair of critical bone defects. Its degradability matches its bone tissue healing rate. It is
expected to become a promising scaffold material for bone tissue engineering.
【Key words】 antler powder; Silk fibroin; Polyvinyl alcohol; hydroxyapatite; tissue engineered bone; cell
sheet; 3D print; scaffolds; degradation; osteogenesis; bone defect
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骨组织工程是目前的研究热点，三维打印（3D
print）能够逐层构建具有复杂形状和几何形状的功

能部件［1］。基于不同的工作原理可以加工各种材

料，包括聚合物、陶瓷、金属和复合材料，制备出具

有定制的形状和致密的宏观/微观多孔结构，将 3D
打印技术与骨组织工程相结合，可以制备出与缺

损组织大小相适应的组织工程骨支架。

鹿茸是一种珍贵的中药原料，其磷酸钙成分

与人体骨骼中的磷酸钙含量相似。Li等［2］发现鹿

茸Ⅰ型胶原对骨髓间充质干细胞具有生物修复的

作用，可以促进和调节成骨细胞的增殖分化。丝

素蛋白具有低免疫原性、无细胞毒性、加工性能

好、抗拉强度强等特点，近年来也成为了组织工程

骨常用的支架材料。聚乙烯醇作为一种具有良好

的机械性能与热稳定性的高分子水溶性材料，因

其同时还具有一定的粘接性，在生物医学领域应

用广泛［3］。以聚乙烯醇为基质，将鹿角粉与丝素蛋

白结合构建的新型组织工程骨具有极大的研究意

义及潜在的临床价值。

细胞膜片技术是指在体外连续培养高密度接

种的细胞，使其形成一张由细胞和细胞外基质构

成的膜片。Ueha等［4］发现磷酸三钙/骨髓间充质干

细胞/成骨诱导细胞膜片复合物有较强的成骨能

力。本课题组前期研究发现，马鹿角粉/丝素蛋白/
聚乙烯醇支架被证明在大鼠体内具有良好的生物

相容性与促进骨再生的能力，本实验拟探讨细胞

膜片结合马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架在极

限性下颌骨骨缺损中的成骨效应及支架自身的降

解情况，为骨组织工程提供研究基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物

实验选取体质量（32 ± 3）kg的 12月龄阿勒泰

大尾羊 12只（雌雄不限）用于制备下颌骨极限性缺

损动物模型，体质量（9 ± 1.5）kg的 6月龄阿勒泰

大尾羊 2只（雌雄不限）用于抽取骨髓培养骨髓间

充质干细胞（实验动物合格证号：SYXK（新）2018⁃
0003）。本实验已通过新疆医科大学伦理委员会

的审查和批准（伦理审批号：IACUC20170706⁃04）。

1.2 实验材料与设备

马鹿角粉（特丰药业股份有限公司，中国）；粒

径 20 nm 纳米级羟基磷灰石（埃普瑞纳米材料公
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司，中国）；蚕茧（Fisherbrand，美国）；聚乙烯醇（分

析纯）；电子天平（Sartorius BSA124S，赛多利斯科学

仪器公司，中国）；3D打印机（Projet 460Plus，建宁

龙达，中国）；恒温细胞培养箱（Heal Froce，中国）；

离心机（Eppendorf，德国）；倒置相差显微镜及拍

照系统（Leica，德国）；脱水机（武汉俊杰电子有限

公司，中国）；超净台（苏洁医疗器械有限公司，中

国）；扫描电子显微镜（JEOL⁃JSM⁃6390LV，JEOL，
日本）。

1.3 实验方法

1.3.1 3D打印两种支架 将蚕茧壳剪碎，经过煮

沸和脱胶处理，透析 48 h，离心后取上清液，即为

丝素蛋白液。将聚乙烯醇粉末加入超纯水煮沸 1 h
并不断搅拌至溶液透明，待其冷却后制得聚乙烯

醇凝胶。根据前期实验结果，将丝素蛋白液与聚

乙烯醇凝胶以体积比为 1∶4的比例进行混合配成

混合液，分别将马鹿角粉与羟基磷灰石粉以 1 g：
1.3 mL混合液及 1 g：1.7 mL混合液装入 3D打印机

内，按照课题组前期研究［5］的羊极限骨缺损大小打

印出马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架及纳米级

羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乙烯醇支架，具体参数

为：20 mm × 5 mm × 3 mm，见图 1。

a: length of antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaf⁃
folds; b: width of antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol
scaffolds; c: height of antler powder/silk fibroin/polyvinyl al⁃
cohol scaffolds; d: length of nanohydroxyapatite/silk fibroin/
polyvinyl alcohol scaffolds; e: width of nanohydroxyapatite/
silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds; f: height of nanohy⁃
droxyapatite/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds
Figure 1 3D⁃printed antler powder/silk fibroin/poly⁃
vinyl alcohol scaffolds and nanohydroxyapatite/silk fi⁃
broin/polyvinyl alcohol scaffolds
图 1 3D打印马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架

及纳米级羟基磷灰石/丝素蛋白/聚乙烯醇支架

a b c

d e f

1.3.2 细胞膜片的培养 将 6月龄阿勒泰大尾羊

麻醉后，于髂骨平台处行骨穿刺抽取约 10 mL骨髓

血，采用全骨髓培养法，将过滤后的骨髓血均匀分

配至 3～4个细胞瓶内，向每个细胞瓶中加入 5 mL
DMEM培养基，直至细胞增殖铺满整个细胞瓶底后

传代，将第三代细胞转移至 60 mm2培养皿中进行

培养，待细胞铺满整个培养皿后加入成膜诱导液，

连续诱导 10 d，镜下可见培养皿边缘细胞膜部分卷

起折叠，可用显微镊揭起，同时具有一定的韧性及

厚度，即为培养成功。见图 2。

a: after 10 days of film⁃forming induction, cell shrinkage can be seen
on the edge of the culture dish under the microscope (indicated by the
arrows); b: the cell sheet has a certain degree of toughness and can be
lifted by micro tweezers
Figure 2 The morphology of the cell sheet
图 2 细胞膜片形态a b

1.3.3 细胞膜片包裹支架 支架回植前，先将支架

进行高温高压消毒，置于 6孔板内，加入含有骨髓

间充质干细胞的培养液中浸泡，放入 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 48 h。将已消毒的支架放于细胞膜

中央，用镊子轻柔将细胞膜片边缘揭起小心包裹

支架，构成细胞膜⁃支架复合物，再加入适量培养
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基，放入细胞培养箱中备用。

1.3.4 实验动物颌骨缺损模型制备、回植及取材 选

取体质量（32 ± 3）kg的 12月龄阿勒泰大尾羊 12只
（雌雄不限），按观察时间 1、2、3个月分别建立阿勒

泰大尾羊双侧下颌骨极限性缺损模型 4只，实验组

为细胞膜片包裹马鹿角粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支

架，对照组为细胞膜片包裹纳米级羟基磷灰石/丝
素蛋白/聚乙烯醇支架，阴性对照组为细胞膜片包

裹无支架的凝胶海绵；按动物双侧下颌骨缺损区

自身对照的方法分别植入包裹细胞膜的支架或包

裹细胞膜的胶海绵。2只羊一侧植入实验组支架

材料，对侧为阴性对照组，另外 2只羊一侧植入对

照组支架材料，对侧为阴性对照组。在全麻下，

进行术区备皮，碘伏进行口内外扩大消毒，充分

暴露其下颌骨外侧面，使用龙胆紫标记切口范围

（图 3a），顺皮肤纹理按标记切开（图 3b），止血钳

缓慢钝性逐层分离直至暴露骨面（图 3c），使用绷

带固定下颌骨后使用慢速手机在设计好的区域制

备一 20 mm × 5 mm × 3 mm 骨缺损（图 3d）；分别

放置各实验组的支架（图 3e），分层对位缝合筋膜

层、肌层及皮肤层关闭创面（图 3f）。术后隔日观

察术后恢复情况，连续 3 d 肌注青霉素预防感

染。分别于术后 1、2、3个月处死实验动物，收集

样本，置于-80 ℃冰箱保存备用。

a: the scope of the surgical incision
is marked; b: the oral mucosa is cut
according to the mark; c: blunt sep⁃
aration is performed to expose the
bone surface; d: the bone defect is
prepared; e: the scaffolds are
placed into the bone defect area; f:
the wound is sutured
Figure 3 Implantation of cell
sheet combined with 3D print⁃
ing scaffold into mandibular de⁃
fects of sheep
图 3 细胞膜片复合 3D打印

支架植入羊下颌骨缺损

ba c

ed f

1.4 主要观察指标

1.4.1 扫描电镜观察 将两组支架各取 5块样品，

使用扫描电镜对支架材料的孔径及超微结构进行

观察；同时在每个相同倍数视野下选择样品不同

表面的不同部分采集图像，使用 Photoshop 软件分

析每张扫描电镜图像，使用直方图（histogram）的计

算功能，分别记录每个样品每张图片表面孔隙所

占象素数 p（pixel）及样品表面所占总体象素数 P，
采用公式＝p/P × 100%，选取不同区域的视野，经

过多次计算统计，取平均值，即可得到该支架的孔

隙率值。

1.4.2 影像学检查 采用锥束形 CT（CBCT）对骨

缺损区进行定性分析，对实验动物实施安乐死后，

用保鲜膜将其完整下颌骨包裹好进行 CBCT的扫

描，截取实验制备的骨缺损区矢状面下颌骨下缘

至牙槽骨最宽处的影像图来定性分析骨缺损处的

修复情况；同时对每个样本缺损中心处的骨密度

值（bone mineral density，BMD）进行定量分析。

1.4.3 组织学观察 去净样本术区软组织后，在术

区范围内取约 0.5 cm 厚度的组织块标本，经过

10%甲醛溶液固定和 15%EDTA溶液脱钙后，包埋

切片进行苏木精⁃伊红染色，观察术区骨修复情况。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件对定量数据进行分

析，数据采用均数 ± 标准差表示，在孔径及孔隙率

检测中，采用独立样本 t检验，在骨密度对比采用

3 × 3析因设计的方差分析。检验水准α＝0.05。

2 结 果

2.1 扫描电镜观察

扫描电镜结果可见两组支架材料空隙近似正

方形，较为规则，大小较为一致，连续性好，层与层

之间连接良好，见图 4。实验组支架孔径为（345 ±
42）μm，对照组支架孔径为（330 ± 58）μm，两组间
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1 month

2 months

3 months

Experimental group Control group Negative control group

Experimental group: antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds; control group: nanohydroxyapatite/silk fibroin/polyvinyl alco⁃
hol scaffolds; negative control group: gel⁃free sponges. The arrow indicates the bone defect area. CBCT results showed that in the three
groups, no obvious scaffold material or bone tissue healing was found one month after the operation. Two months after the operation, the
bone densities of the defect areas in the experimental and control groups were higher than at the end of one month after the operation,
and the bone density was opened. At the end of three months after the operation, there was no obvious low⁃density projection area in the
experimental group, and the bone defect was essentially repaired

Figure 5 CBCT scan in the sagittal plane in each group after the operation
图 5 各组术后CBCT扫描矢状面

孔径比较，差异无统计学意义（P＝0.105）；实验组

支架孔隙率为（34.35 ± 4.6）%，对照组支架孔隙率

为（32.75 ± 5.2）%，两组间孔隙率比较无明显差异

（P＝0.115）。

a：antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffold；b：nanohydroxy⁃
apatite/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds. The gaps of scaffold ma⁃
terials are approximately square，regular，and consistent in size，with
good continuity and good connections between layers in two groups
Figure 4 Scanning electron microscope observation of scaf⁃
folds in two groups（× 50）
图 4 两组支架的扫描电镜观察（× 50）a b

2.2 影像学观察

CBCT结果可见：各组在术后 1个月末，均未见

明显支架材料与骨组织愈合，实验组与对照组可缺

损区骨密度低于周围正常骨组织，但支架材料与缺

损处的间隙较为模糊，阴性对照组骨缺损区界限较

为明显；在术后2个月末，实验组与对照组缺损区骨

密度高于术后 1个月末，骨皮质连续骨髓腔也有部

分联通，类骨质初步形成；在术后 3个月末，实验组

缺损区已无明显低密度投射区，骨密度维持在接近

正常骨密度的水平，骨缺损基本被修复，对照组缺损

区低密度投射区范围较第 2个月时缩小明显，骨缺

损大部分被修复，阴性对照组缺损处透射区范围较

第1个月末时缩小，但仍可见明显的低密度投射区，

骨皮质不连续，骨缺损大部分未愈合。见图5。

·· 673



口腔疾病防治 2021年 10月 第 29卷 第 10期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Oct. 2021, Vol.29 No.10 http://www.kqjbfz.com

经分析发现时间与材料两因素无交互效应，

故各组随机选择 3个支架中央区域的骨密度值单

因素方差分析，结果显示，在术后的各时间点实验

组的骨缺损区中央密度计量均高于对照组、阴性

对照组，差异具有统计学意义（P＜0.05），见表 1。
2.3 HE染色组织学观察

HE染色结果显示：在术后 1个月，实验组植入

区可见少量成骨细胞，材料周围较多破骨样细胞

及纤维结缔组织；术后 2个月，与对照组相比，实验

组成骨细胞较为活跃，有较多新生毛细血管及骨

小梁形成；术后 3个月，与对照组相比，实验组的支

架材料大部分已经被吸收，可见骨小梁排列规则

及成熟板状骨，对照组也有新骨形成；但术后各时 间点，阴性对照组均未见明显变化。见图 6。

表1 支架植入后不同时间骨缺损区中央骨密度计量学分析

Table 1 Quantitative analysis of central bone mineral density
in bone defect area at different time after stent implantation

Time

1 month
2 months
3 months

BMD（x ± s, g/cm3）

Experiment
group

0.42 ± 0.02
0.82 ± 0.03
1.56 ± 0.08

Control
group

0.29 ± 0.01
0.51 ± 0.04
1.02 ± 0.05

Negative
control group
0.11 ± 0.03
0.14 ± 0.02
0.21 ± 0.02

F

209.07
311.23

1 014.18

P

0.038
0.031
0.022

Experimental group: antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaf⁃
folds; control group: nanohydroxyapatite/silk fibroin/polyvinyl alcohol
scaffolds; negative control group: gel⁃ free sponges; BMD: bone mineral
density

Experimental group: antler powder/silk fibroin/polyvinyl alcohol scaffolds; control group: nanohydroxyapatite/silk fibroin/polyvinyl al⁃
cohol scaffolds; negative control group: gel⁃free sponges; HE staining after operation at each group (× 20); the positive area in the im⁃
age (× 100). Black arrows indicate osteoblasts; yellow arrows indicate osteoclasts. At the end of 1 month after the operation, a small
number of osteoblasts and more osteoclast⁃like cells and fibrous connective tissue were found in the implanted area of the experimen⁃
tal group. At the end of 2 months after the operation, compared with the control group, the experimental group had more osteoblasts
and more new capillaries and trabecular bone formation. At the end of 3 months after the operation, most of the scaffold materials in
the experimental group had been absorbed, and the arrangement of trabecular bone was regular and mature plate⁃shaped. There was
also new bone formation in the control group, but there were no significant changes in the negative control group at the three time
points after the operation

Figure 6 Observation results of HE staining in each group after operation
图 6 各组术后HE染色观察结果

1 month

2 months

3 months

Experimental group Control group Negative control group

3 讨 论

近年来，组织工程中支架材料本身性能已经

成为研究热点，而种子细胞作为组织工程的另一

要素之一，对骨缺损的最终修复效果也有重要影
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响［6］。种子细胞与支架材料复合来修复骨缺损在

组织工程领域已经广泛应用，当种子细胞诱导成

膜后，其膜片保留了完整的细胞外基质，能保证膜

片与宿主组织或病变组织紧密黏附，有利于细胞

间的物质交换，减少细胞丢失［7］，为支架材料周围

的骨再生提供了一个兼有细胞、细胞外基质以及

生物活性分子的微环境，从而促进了支架材料的

骨结合。

鹿茸是一种珍贵的中药原料，它的一个重要

生物学特性是生长迅速，主要与软骨、骨、表皮和

其他组织生长相关的各种生长因子被大量表达或

显示出增强的生物活性有关，同时其在体内的代

谢产物也为骨组织的修复提供原料［8］，其临床效果

观察已经表明，鹿角粉制剂具有增强骨骼和肌肉，

促进血液流动，增加免疫功能等作用。动物药材

的有效成分主要在细胞内与细胞间质，且以胞内

为主［9］。超微粉碎在完全破坏细胞结构的基础上，

可增大动物药材表面积比及孔隙率，增加水溶性

蛋白含量溶出度，增大溶出速率［10］，利于有效成分

吸收，因此其粉剂更适用于组织工程支架材料的

制作与加工。

羟基磷灰石作为人体骨骼的主要成分，是最

常用的组织工程骨支架材料之一［11］，但由于自身

降解性能较差，常与其他材料复合制作组织工程

骨支架；由于颌骨需要承担部分咬合力，需要支架

材料具有一定的力学性能，而丝素蛋白具有良好

的降解性能，但本身力学性能欠佳［12］；将马鹿角粉

和羟基磷灰石粉以适当的比例混合，可以克服各

自材料的缺陷，制备出兼具良好力学性能和合适

降解性能的组织工程骨支架。本实验将纳米级羟

基磷灰石/丝素蛋白/聚乙烯醇作为对照组，同时因

骨髓间充质干细胞膜片具有一定成骨作用，本实

验主要针对两种支架材料的性能进行研究。细胞

膜片单独从培养皿中取出会皱缩呈团，为排除干

扰，故选择用细胞膜片包裹凝胶海绵作为阴性对

照组。

扫描电镜结果可以看出，虽然在孔径及孔隙

率方面两组支架材料并无明显差异，已有研究证

实，当最小孔径为 100～150 μm 时，就可满足组织

再生的需求，并且认为支架材料的孔径在 300～
600 μm 间，最有利于新骨长成；当孔隙率超过

30%，材料孔隙之间相互连通，新生组织可长入孔

内，相互联通结合，形成新骨，且孔隙率越高，越有

利于成骨细胞在支架表面的黏附［13］。但是可以看

出实验组支架材料表面更为粗糙，与细胞膜片的

接触面积更大，更加有利于细胞的攀附，加快细胞

代谢的同时也更有利于自身的降解。

由于骨缺损的愈合方式是由缺损边缘向中心

愈合［14］，影像学结果表明经过 3个月，缺损中心处

骨密度已接近正常骨组织，说明当有合适组织工

程骨存在时，极限骨缺损是可以被基本修复的。

在术后 2个月末时，实验组支架材料，成骨速度与

质量已经明显优于对照组，同时实验组支架降解

速率与促进成骨速率较为匹配，支架降解完成的

同时，骨缺损的修复也基本完成。

在术后 2个月，HE染色结果实验组可见缺损

区与支架空隙周围发现大量破骨细胞、成软骨样

结构及成骨样细胞出现，支架与骨的骨质界限可

见，但支架形态不规则表示其开始降解；在术后 3
个月，实验组可见有大量纤维血管化、成软骨样结

构及成骨样细胞出现在手术结合区及支架空隙周

围，并且结合区可见骨小梁样结构，支架与骨质结

合线模糊，可见骨质生长入支架材料。由此可见

破骨细胞在骨改建过程中，对支架材料无机部分

的降解有一定促进作用。同时，支架材料作为异

物植入体内，必然会引发机体的炎症及免疫反应，

鹿角粉有机基质中Ⅰ型胶原含量达 80%～90%，研

究表明，巨噬细胞可通过与Ⅰ型胶原的相互作用

而分泌基质金属蛋白酶以促进胶原降解，从而影

响支架材料的降解速率［15］。

综上所述，由细胞膜片包裹 3D打印的马鹿角

粉/丝素蛋白/聚乙烯醇支架构成的组织工程骨，可

基本修复缺损骨组织，同时自身大部分也可被吸

收，体现出良好的成骨能力与可降解性能，是具有

良好发展前景的组织工程骨的支架材料。
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