
２０２３ 年 ８ 月

第 ３１ 卷　 第 ８ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ａｕｇｕｓｔ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． ８

王飞燕，李志凌，尹博丰，等． 可评价注射式再生支架修复效果的小鼠骨缺损模型的构建研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３，
３１（８）： ９８５－９９２．
Ｗａｎｇ ＦＹ， Ｌｉ ＺＬ， Ｙｉｎ ＢＦ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（８）： ９８５－９９２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０８􀆰 ００２

［基金项目］ 国家干细胞重点研发专项 （ ２０２２ＹＦＡ１１０４１００，２０２２ＹＦＡ１１０３５００），国家自然科学基金 （ ８２１７２３８８， ８１８７１７７１， ８１５０００８３，
８１５７２１５９），北京自然科学基金（７１９２２０３，７１８２１２３，Ｌ２１２０６５）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ（２０２２ＹＦＡ１１０４１００， ２０２２ＹＦＡ１１０３５００）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８２１７２３８８， ８１８７１７７１，８１５０００８３， ８１５７２１５９）， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ（７１９２２０３， ７１８２１２３， Ｌ２１２０６５）．
［作者简介］王飞燕（１９９８—），女，在读硕士研究生，研究方向：干细胞与再生医学。 Ｅｍａｉｌ：ｗ１３５３２９＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］武文卿（１９８４—），助理研究员，研究方向：实验动物管理。 Ｅｍａｉｌ：ｗｗｑ５２０６＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ；

朱恒（１９７８—），副研究员，硕士研究生导师，研究方向：干细胞与再生医学。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｄｉｎｇｄｉｎｇａｂｃ＠ １６３．ｃｏｍ。
∗共同通信作者

可评价注射式再生支架修复效果的小鼠骨缺损
模型的构建研究

王飞燕１，２，李志凌２，尹博丰２，李佩霖２，郝瑞聪１，２，韩梦月１，２，
李晓彤２，田家仪２，３，丁丽３，武文卿４∗，朱恒１，２∗

（１． 安徽医科大学基础医学院，合肥　 ２３００３２；２． 军事科学院军事医学研究院辐射医学研究所，北京　 １００８５０；
３． 空军特色医学中心血液科，北京　 １００１４２；４． 军事科学院军事医学研究院实验动物中心，北京　 １０００７１）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立小鼠股骨缺损模型并探索甲基丙烯酰化明胶（ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ，ＧｅｌＭＡ）对缺损后骨再

生的影响。 方法　 将 ４０ 只 ８ 周龄的雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠随机分成 ４ 组：骨缺损组（ｎ ＝ １０），５％ ＧｅｌＭＡ 组（ｎ ＝
１０），１０％ ＧｅｌＭＡ 组（ｎ ＝ １０），１５％ ＧｅｌＭＡ 组（ｎ ＝ １０）。 造模 ２ 周后，使用 ＨＥ 染色观察股骨组织结构；使用

Ｍａｓｓｏｎ 染色观察股骨胶原纤维形态；使用 ＯＣＮ 免疫组化染色分析骨特异性蛋白表达水平。 结果　 ＧｅｌＭＡ 具有良

好的可注射性，可经 ＰＣＲ Ｐｉｐｅｔｔｅｓ 移液器注入骨缺损区。 ＨＥ 染色结果表明 １０％ ＧｅｌＭＡ 组相较于骨缺损组、５％
ＧｅｌＭＡ 组和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组具有更好的骨修复效果，缺损部位组织结构更加完整；Ｍａｓｓｏｎ 染色结果表明 １０％ ＧｅｌＭＡ
组有更多成骨相关的胶原纤维形成；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析显示，１０％ ＧｅｌＭＡ 组小鼠骨缺损部位 ＯＣＮ 表达显著高于骨缺损

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 １０％ ＧｅｌＭＡ 组小鼠骨缺损部位 Ｏｓｔｅｒｉｘ 表

达显著高于骨缺损组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＯＣＮ 免疫组化染色结

果表明 １０％ ＧｅｌＭＡ 组的修复区骨特异性蛋白表达显著高于骨缺损组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）和 １５％
ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 构建了可评价注射式再生支架修复效果的小鼠骨缺损模型，并应用于基于 ＧｅｌＭＡ 的

可注射再生支架筛选和治疗效果评价，为开展相关领域工作提供实验基础。
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ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＧｅｌＭＡ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｔｏ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｏｕｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｉｅｌｄｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｔｅｎｔ； ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｍｏｄｅｌ； ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ （ ＧｅｌＭＡ ）； ｂｏｎｅ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ； ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨缺损［１］ 是临床上较为常见的骨损伤类型之

一。 严重开放性骨折、高能量创伤、爆炸伤、需要清

创处置的骨感染和骨肿瘤切除术等多种场景均会

导致骨缺损发生。 虽然骨组织有一定的自我修复

能力［２］，但如果缺损组织较多，机体很难完全自我

恢复骨的结构与功能［３］。 此外骨缺损区域往往呈

不规则状，事先预制的填充材料往往不能完成无缝

隙填充，影响了再生修复的效果［４］。
目前骨缺损的主要治疗方法有骨移植［５］、骨组

织工程技术［６］、基因治疗［７］ 等。 骨移植是治疗骨缺

损的常用且有效方法之一，其主要包括自体骨移植

和异体（异种）骨移植及人工骨修复材料三大类。
自体骨来源有限［８］，同种异体骨也具有免疫原性和

交叉感染的潜在危险以及伦理学的限制［９］，人工骨

修复材料目前仍存在活性不足和骨传导性差等缺

点［１０］。 在临床迫切需求的驱动下，骨组织工程技术

应运而生［１１］。 骨再生生物材料是一类组织工程支

架［１２］，可以支持骨缺损部位的再生过程［１３］，同时在

原位降解后能够被新生成的骨组织取代［１４］。 近年

来，水凝胶［１５］、纳米纤维支架［１６］、３Ｄ 打印复合支

架［１７］等多种形式的骨修复材料已取得重要进

展［１８］，其中水凝胶显示出与水相似的物理特性，可
以模拟人体的组织环境，以最小的侵入方式为缺损

部位提供结构支持，使骨缺损通过内在愈合机制进

行再生修复，具有独特的优势［１９］。
甲 基 丙 烯 酰 化 明 胶 （ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌ，

ＧｅｌＭＡ）为烯烃双键改性明胶，是一种光敏性的生物

水凝胶材料［２０］。 ＧｅｌＭＡ 水凝胶具有优异的生物相容

性和细胞反应特性［２１］，例如提供合适的细胞粘附位

点［２２］，因此可以取代人工基底膜或其他天然胶原蛋

白水凝胶［２３］。 此外，ＧｅｌＭＡ 水凝胶具有良好的机械

性能，用 ＧｅｌＭＡ 构建的 ３Ｄ 微支架可根据需求调整其

机械特性［２４］。 研究表明，通过可注射 ＧｅｌＭＡ 水凝胶

递送的人尿液来源的干细胞外泌体加速骨再生［２５］。
小鼠是一种常用的实验动物，便于构建基因动

物模型，有利于从分子、细胞和动物等多水平评价

再生支架材料［２６］。 目前关于小鼠骨缺损模型应用

于可注射式再生支架评估的相关研究数量稀少，相
关领域工作进展缓慢。 基于此，本研究旨在建立基

于可注射式再生支架的小鼠股骨缺损再生修复模

型，探究 ＧｅｌＭＡ 对小鼠股骨缺损再生修复的影响，
为将来研究可注射式再生支架修复骨缺损提供一

种小鼠模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ８ 周龄健康雌性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠，

６８９
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体重 １６ ～ ２２ ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 小鼠饲养于军事

医学研究院实验动物中心【ＳＹＸＫ（京）２０１７－００２３】，
常规饲料喂养，自由饮食水，日光灯 １２ ｈ 明暗交替，
温度 ２２ ～ ２４℃，相对湿度 ４０％ ～ ５５％。 本实验所

有操作均经过军事医学研究院实验动物中心实验

伦理审批（ＩＡＣＵＣ⁃ＤＷＺＸ⁃２０２３⁃５０５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

甲基丙烯酰化明胶（ＧｅｌＭＡ）（苏州永沁泉智能

设备有限公司），型号：ＥＦＬ⁃ＧＭ⁃６０，组分 Ａ：ＧｅｌＭＡ，
白色海绵状，每瓶 １ ｇ；组分 Ｂ：光引发剂 ＬＡＰ，白色

粉末状，每瓶 ０􀆰 ０５ ｇ；４％通用型组织固定液（武汉塞

维尔生物科技有限公司）； 兔抗小鼠抗体 ＯＣＮ
（２３４１８⁃１⁃ＡＰ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液试剂

盒（Ｇ１００６⁃２０ ＭＬ，武汉塞维尔生物科技有限公司）；
苏木精⁃伊红（ＨＥ）高清恒染试剂盒（Ｇ１０７６⁃５００ ＭＬ，
武汉塞 维尔生物科技有限公司）；组织 ＲＮＡ 提取试

剂盒 ｐｌｕｓ （ ＲＮ００２ｐｌｕｓ， ＥＳ Ｓｃｉｅｎｃｅ）； ＰＣＲ Ｐｉｐｅｔｔｅｓ
（５⁃０００⁃１００１⁃ｘ１０， Ｄｒｕｍｍｏｎｄ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃｏｍｐａｎｙ ）。
紫外光固化电源（苏州永沁泉智能设备有限公司）；
双孔恒温水浴锅（ＬＣ⁃ＷＢ⁃２，ＬＩＣＨＥＮ 力辰）；低速台

式离心机（湘仪 Ｌ５００）；正置光学显微镜和成像系统

均为日本尼康产品。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 可注射式再生支架的制备

（１）光敏性可注射式再生支架原理：甲基丙烯

酰化明胶（ＧｅｌＭＡ）为烯烃双键改性明胶，其可通过

紫外光及可见光在光引发剂作用下迅速固化成胶。
ＧｅｌＭＡ 光固化水凝胶兼具天然和合成生物材料的

特征，具有适于细胞生长和分化的三维（３Ｄ）结构。
（２）光敏性可注射式再生支架配置：首先配制

０􀆰 ２５％光引发剂标准溶液，向装有光引发剂 ＬＡＰ
（０􀆰 ２５ ｇ）的棕色瓶中加 １０ ｍＬ ＰＢＳ，４０ ～ ５０℃水浴

加热 １５ ｍｉｎ，期间振荡数次，使其充分溶解，分装至

１０ ｍＬ 离心管中，每管 ０􀆰 ５ ｍＬ，再加 ４􀆰 ５ ｍＬ ＰＢＳ，配
制成终浓度 ０􀆰 ２５％的标准溶液，该标准液可在 ４℃
避光下保存 １２ 个月。 接着配制 １５％（ｗ ／ ｖ） ＧｅｌＭＡ
浓缩溶液，称取 ０􀆰 ０９ ｇ ＧｅｌＭＡ，放入避光离心管中，
加 ６００ μＬ 上述光引发剂标准溶液（图 １Ａ）；６０ ～
７０℃水浴加热 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ，期间振荡数次，使其充

分溶解；立即用 ０􀆰 ２２ μｍ 除菌滤器过滤灭菌，并将

其分装后分别稀释为 ５％、１０％、１５％ ３ 个浓度，５％：
取 ５０ μＬ ＧｅｌＭＡ 浓缩液 ＋ １００ μＬ ＬＡＰ 标准液；

１０％：取 １００ μＬ ＧｅｌＭＡ 浓缩液 ＋ ５０ μＬ ＬＡＰ 标准

液；１５％：取 １５０ μＬ ＧｅｌＭＡ 浓缩液。 使用紫外光评

估 ３Ｄ 微支架 ＧｅｌＭＡ 的光固化性（图 １Ｂ），使用 ＰＣＲ
Ｐｉｐｅｔｔｅｓ 移液器评估 ３Ｄ 微支架 ＧｅｌＭＡ 的可注射性

（图 １Ｃ）。

注：Ａ：白色海绵状 ＧｅｌＭＡ 和颗粒状光引发剂 ＬＡＰ 按比例配置

成 ＧｅｌＭＡ 水凝胶；Ｂ：ＧｅｌＭＡ 水凝胶具有光固化性；Ｃ：ＧｅｌＭＡ 水

凝胶具有可注射性。

图 １　 ＧｅｌＭＡ 水凝胶制备过程

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｎｇｙ ＧｅｌＭＡ ａｎｄ ｇｒａｎｕｌａｒ ｐｈｏｔｏｉｎｉｔｉａｔｏｒ ＬＡＰ ａｒｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｌｙ ｃｏｎｆｉｇｕｒｅｄ ｔｏ ｆｏｒｍ ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ． Ｂ． ＧｅｌＭＡ
ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｉｓ ｐｈｏｔｏｃｕｒｉｎｇ． Ｃ． ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｉｓ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠股骨缺损动物分组及模型干预

小鼠正常喂养 １ 周后随机分为 ４ 组：骨缺损组

（ｎ ＝ １０），５％ ＧｅｌＭＡ 组（ｎ ＝ １０），１０％ ＧｅｌＭＡ 组

（ｎ ＝ １０），１５％ ＧｅｌＭＡ 组（ｎ ＝ １０）。 用 ２％戊巴比

妥钠（按 ０􀆰 ２５ ～ ０􀆰 ３ ｍＬ ／ １００ ｇ）腹腔注射麻醉小鼠，
剥离小鼠大腿皮肤、肌肉组织和骨膜，完全暴露股

骨外侧面（图 ２Ａ）；随后，各组操作如下，骨缺损组：
使用钻头直径为 １ ｍｍ 的 ＳＴＲＯＮＧ９０ 微型直流高速

调速电钻在股骨中、下 １ ／ ３ 交界点制备骨缺损模

型［１８］，确认深度可达骨髓腔，同时不穿过对侧皮质

骨（图 ２Ｂ）；５％ ＧｅｌＭＡ 组：造模方式同骨缺损组，后
用 ＰＣＲ Ｐｉｐｅｔｔｅｓ 移液器向缺损处注射 ５％ ＧｅｌＭＡ
（２ ～ ３ μＬ）（图 ２Ｃ）；１０％ ＧｅｌＭＡ 组：造模方式同骨

缺损组，后用 ＰＣＲ Ｐｉｐｅｔｔｅｓ 移液器向缺损处注射

１０％ ＧｅｌＭＡ（２ ～ ３ μＬ）；１５％ ＧｅｌＭＡ：造模方式同骨

缺损组，后用 ＰＣＲ Ｐｉｐｅｔｔｅｓ 移液器向缺损处注射

１５％水凝胶（２ ～ ３ μＬ）。 每组注射结束后，均立刻

用紫外光固化电源在骨缺损位置照射 ３０ ｓ（图 ２Ｄ），
最后小心对位缝合肌肉和皮肤，整个过程严密消毒。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＨＥ 染色

造模 ２ 周后［１３］，将小鼠麻醉处死，取造模侧股

骨用 ４％通用型组织固定液固定 ４８ ｈ，１０％ ＥＤＴＡ 脱

钙，石蜡包埋、切片，制备骨缺损区域的 ５ μｍ 矢状

切片，使用 ＨＥ 高清恒染试剂盒，将切片置于二甲苯

７８９
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注：Ａ：切开并剥离小鼠大腿皮肤、肌肉组织，暴露骨面；Ｂ：制备骨缺损模型；Ｃ：将 ＧｅｌＭＡ 水凝胶注射至小鼠骨缺损区；Ｄ：使用紫外光

固化电源在骨缺损处照射 ３０ ｓ。

图 ２　 小鼠股骨缺损模型建立及 ＧｅｌＭＡ 水凝胶注射过程

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｋｉｎ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｆｅｍｕｒ ｗｅｒｅ ｃｕｔ ａｎｄ ｐｅｅｌｅｄ ｏｆｆ ｔｏ ｅｘｐｏｓｅ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ． Ｂ． Ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ． Ｃ．
ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ａｒｅａ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｄ． Ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｗａｓ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｆｏｒ ３０ ｓ ｂｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｃｕｒｉｎｇ ｐｏｗｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｆｅｍｕｒ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ＧｅｌＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

中脱蜡，随后放入苏木素染液 ０􀆰 ５ ～ １ ｍｉｎ；自来水

漂洗，１％盐酸乙醇分化 ３ ～ ５ ｓ；自来水漂洗，然后

１％氨水溶液返蓝 １ ｍｉｎ；流水冲洗 ２０ ｓ，放入伊红染

液中染色 １５ ～ ３０ ｓ；流水漂洗，依次放入 ７５％乙醇

２ ｍｉｎ， ８５％乙醇 ２ ｍｉｎ，无水乙醇 ５ ｍｉｎ，无水乙醇

５ ｍｉｎ， 环保型脱蜡透明液透明 ５ ｍｉｎ，最后用中性

树胶封片，倒置显微镜下观察骨组织形成情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

使用 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液进行 Ｍａｓｓｏｎ 染色。 切

片常规脱蜡，用配制好的 Ｗｅｉｇｅｒｔ 铁苏木素染色 ５ ～
１０ ｍｉｎ；用酸性乙醇分化液分化，水洗；用 Ｍａｓｓｏｎ 蓝

化液返蓝，水洗；丽春红品红染色液染色 ５ ～ １０
ｍｉｎ；以 ２％冰醋酸水溶液洗 １ ｍｉｎ；１％磷钼酸水溶液

分化 ３ ～ ５ ｍｉｎ，２％冰醋酸水溶液洗 １ ｍｉｎ；不经水

洗，直接用苯胺蓝水溶液或 １％光绿水溶液染 １ ～ ２
ｍｉｎ；以 ０􀆰 ２％冰醋酸水溶液洗 １ ｍｉｎ；９５％乙醇脱水

２ ～ ３ ｓ，无水乙醇脱水 ３ 次，每次 ５ ｓ，环保型脱蜡透

明液透明 ３ 次，每次 １ ｍｉｎ，中性树胶封固。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析

取各组小鼠造模侧股骨缺损处组织，放入做好

标记的 Ｅｐ 管内，按照组织 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书

提取骨组织总 ＲＮＡ。 计算样品总 ＲＮＡ 浓度；根据

小鼠 ＯＣＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ 序列，使用 Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计合成

扩增 ＯＣＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ 片段的特异性引物（以 ＧＡＰＤＨ 基

因作为内参），进行引物序列设计（见表 １）；根据反

转录以及 ＰＣＲ 反应体系，进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验。 为

减少误差，各组 ＯＣＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ 的表达水平均以相对

表达量表示。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫组织化学染色

取材、固定、包埋、切片方法同 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染

　 　 　 　 　 　 　 　表 １　 各检测基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｇｅｎｅ

基因
Ｇｅｎｅ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＯＣＮ Ｆ：５’⁃ＧＧＡＡＡＧＧＡＧＧＣＡＣＡＡＡＧＡＡＧＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＣＣＣＴＴＡＧＧＣＡＣＴＡＧＧＡＧＣ⁃３’

Ｏｓｔｅｒｉｘ Ｆ：５’⁃ＧＡＡＣＡＧＡＣＡＡＧＴＣＣＣＡＣＡＣＡＧＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＴＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＴ⁃３’

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５’⁃ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ⁃３’

色，石蜡切片梯度乙醇脱水，用内源性过氧化物酶

淬灭、抗原修复并阻断非特异性结合位点后，将股

骨切片与 ＯＣＮ 抗体一起孵育过夜，接着滴加与一抗

相应种属的二抗孵育 １ ｈ，最后 ＤＡＢ 显色，复染细胞

核，脱水封片，光学显微镜采图。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有计量资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
采用 Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 １ 软件进行绘图，两组比较采用 ｔ 检
验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 组织学观察

２􀆰 １􀆰 １　 ＨＥ 染色

ＨＥ 染色观察骨缺损处的组织结构。 术后 ２
周，骨缺损组大部分骨小梁仍处于重塑期，骨小梁

排列连续性、致密性较差；１０％ ＧｅｌＭＡ 组骨组织结

构及骨缺损愈合情况显著优于其他各组。 显微镜

下可见较多成熟骨小梁，结构连续，排列整齐、致
密；５％ ＧｅｌＭＡ 组和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组，成熟骨小梁数

量少于 １０％ ＧｅｌＭＡ 组，见少量骨组织形成，但骨小

梁排列整齐性、连续性、致密性较 １０％ ＧｅｌＭＡ 组差，

８８９
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如图 ３。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

Ｍａｓｓｏｎ 骨胶原染色观察骨缺损处的新骨形成

情况。 其结果显示 ４ 组均可见骨缺损部位出现蓝染

的新生骨和骨胶原组织，其间夹杂呈点状或条状分

布的红染纤维组织。 其中 １０％ ＧｅｌＭＡ 组的新生骨

量面积及胶原、纤维组织生成明显多于骨缺损组、
５％ ＧｅｌＭＡ 组和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组，如图 ４。

图 ３　 植入 ＧｅｌＭＡ 后各组小鼠股骨缺损区（ＨＥ 染色，ｎ ≥ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｅｍｕｒ ｄｅｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ＧｅｌＭＡ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｎ ≥ ３）

图 ４　 植入 ＧｅｌＭＡ 后各组小鼠股骨缺损区（Ｍａｓｓｏｎ 染色，ｎ ≥ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｆｅｍｏｒａｌ ｄｅｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ＧｅｌＭＡ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｎ ≥ ３）

２􀆰 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析

ＯＣＮ ｍＲＮＡ 检测显示：１０％ ＧｅｌＭＡ 组小鼠骨缺

损部位 ＯＣＮ 表达显著高于骨缺损组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、
５％ ＧｅｌＭＡ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；５％ ＧｅｌＭＡ 组和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组相比 ＯＣＮ
ｍＲＮＡ 水平无显著差异，但都高于骨缺损组，如图

５Ａ。 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ 检测显示：１０％ ＧｅｌＭＡ 组 Ｏｓｔｅｒｉｘ
ｍＲＮＡ 表达水平明显高于骨缺损组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、
５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；５％ ＧｅｌＭＡ 组和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组与骨缺损组

相比 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ 表达水平无显著差异，如图 ５Ｂ。
２􀆰 ３　 免疫组化染色分析

免疫组化染色观察成骨标志物 ＯＣＮ 在各组股

骨缺损处的表达情况。 结果显示 ５％ ＧｅｌＭＡ 组

ＯＣＮ 蛋白表达量与骨缺损组比无统计学意义；１０％
ＧｅｌＭＡ 组 ＯＣＮ 蛋白表达量明显高于骨缺损组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）、５％ ＧｅｌＭＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）和 １５％ ＧｅｌＭＡ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；１５％ ＧｅｌＭＡ 组 ＯＣＮ 蛋白表达高于骨

缺损组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 低于 １０％ ＧｅｌＭＡ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），和 ５％ ＧｅｌＭＡ 组比无统计学意义，如图 ６。

９８９
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注：与骨缺损组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ５％ ＧｅｌＭＡ 组相比， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 １０％ ＧｅｌＭＡ 组相比，
＄＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ５　 各组小鼠骨缺损组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 表达情况（ｎ ≥ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ５％ ＧｅｌＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ １０％ ＧｅｌＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＄＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．（Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｉｎ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ≥ ３）

注：Ａ：植入 ＧｅｌＭＡ 后各组小鼠股骨缺损区 ＯＣＮ 免疫组化染色；Ｂ：ＯＣＮ 免疫组化染色定量分析；与骨缺损组相比， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与

１０％ ＧｅｌＭＡ 组相比， ＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 各组 ＯＣＮ 免疫组化染色与定量分析（ｎ ≥ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＯＣＮ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｆｅｍｕｒ ｄｅｆｅｃｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ＧｅｌＭＡ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． Ｂ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＣＮ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ １０％ ＧｅｌＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＯＣＮ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ≥ ３）

３　 讨论

骨缺损是指骨的结构完整性被破坏，常见于军

事作业、创伤和骨病手术后等场景。 通常情况下，
大段、大面积的骨缺损无法进行自我修复，需要借

助临床技术干预。 目前临床上主要通过骨移植术

修复骨缺损，但自体骨移植需要进行手术同时其材

料来源有限，限制了其可用性。 同种异体骨移植与

异种骨移植虽然无需额外手术同时也克服了材料

限制，但可能会产生某些免疫排斥反应，影响移植

骨的存活率并增加患传染疾病的风险，且受到伦理

学的限制［２７］。 因此，寻找更安全、有效的骨缺损修

复材料，并构建适宜的动物模型对相关材料进行评

价仍是骨再生领域亟待解决的重要问题。

０９９
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新型光敏水凝胶材料甲基丙烯酰 化 明 胶

（ＧｅｌＭＡ）近来日益受到关注。 这种类似于天然细胞

外基质（ＥＣＭ）的水凝胶材料不仅能够通过刺激细

胞来形成具有机械整合性的功能组织，而且还能确

保移植物在植入后能继续存活［２８］。 ＧｅｌＭＡ 还具有

优异的生物相容性和物理可塑性［２９］，与其他可用的

水凝胶生物材料相比，更能满足组织再生修复的需

求。 虽然 ＧｅｌＭＡ 已经被应用于多种临床前场景开

展研究，但是有关其在小鼠骨缺损模型中的修复作

用及其评价体系报道不多，这限制了对于 ＧｅｌＭＡ 支

架的筛选［３０］，以及修复作用相关的细胞和分子机制

的评价，不利于优化可注射式骨再生支架材料的安

全性和有效性。
本研究选择建立小鼠股骨缺损模型来评价

ＧｅｌＭＡ 水凝胶对小鼠骨创伤的再生修复作用。 早

期研究表明，颅骨血液运行较差，且离中枢神经系

统较近，不利于构建复杂骨缺损模型，同时颅骨缺

损模型无法用来评估骨髓腔是否再通的修复效果。
在后期的长骨骨缺损模型中发现，胫骨靠近腓骨，
且外观呈三角形，因此在一定程度会影响骨修复过

程。 而股骨外观呈管状，内外径相对一致，与胫骨

和颅骨相比可以提供如放创复合伤、骨缺合并感染

等更复杂的骨缺损模型。 而且股骨作为负重骨，可
以更加客观地评价骨修复过程中的力学载荷情况。
因小鼠具备较强的抗感染能力，便于集中管理，且
整体死亡率较低，因此本文选用小鼠股骨进行骨缺

损建模［３１］。 在成功建立模型的基础上，利用 ＧｅｌＭＡ
自身的可注射性，配置 ５％、１０％、１５％共 ３ 个不同浓

度的 ＧｅｌＭＡ 体系，将其注射至小鼠股骨缺损处，待
其填满整个缺损区后用紫外光源固化。 造模 ２ 周后

发现，随着支架材料降解，各组均有不同程度的新

生骨组织形成。 以 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色鉴别新

生骨组织和骨胶原纤维；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 鉴定成骨基因

ＯＣＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ 表达水平；ＯＣＮ 免疫组化鉴定

骨缺损处骨特异性蛋白表达情况。 最后得出结论，
相比于骨缺损组、５％ ＧｅｌＭＡ 组与 １５％ ＧｅｌＭＡ 组，
１０％ ＧｅｌＭＡ 组骨缺损处骨小梁较为成熟，缺损附近

有大量新骨形成，这也通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及免疫组织染

色得到了验证。 综上，本研究建立了一种简便易行

的小鼠骨缺损模型，并运用此模式发现了可加速骨

缺损修复的适宜浓度 ＧｅｌＭＡ 可注射支架材料。
本研究结果具有较好的实践意义，一方面该模

型可以用于其他材质的可注射式再生支架的体内

评价，另一方面该模型可以评价携带了干细胞和生

物活性因子的可注射式再生修复支架的修复效果，
并开展相关机制研究。 但是，同时也应当看到，本
研究的结果是基于小型实验动物得到的，大动物甚

至人体临床研究的结果对于可注射式再生支架的

评价更为重要，需要系统而深入的后继工作。
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