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小牛皮胶原对新骨形成影响的
定量组织学研究
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摘要　将小牛皮胶原植入 10 只成年狗颌骨内, 在不同时段取标本进行组织学光镜检测和定量分析。结果显示, 此

材料组织相容性良好, 不影响新骨形成, 材料与骨组织间无纤维被囊形成, 与新骨直接结合, 材料最后在机体内大

部分降解, 为宿主新生骨组织替代, 表明小牛皮胶原是一种良好的组织修复材料。
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　　将材料长期植入动物体内以研究、分析其组织

相容性是评价生物医学材料生物相容性的一项重

要内容 1 。它能客观反映植入材料与组织间的关

系, 机体与植入材料是否相容。其实验模式与临床

实际应用状态更为接近。本研究目的在于观察自制

小牛皮胶原植入动物机体后的组织学反应及其与

宿主组织结合情况。

1　材料和方法

1. 1　材料

华西医科大学口腔医学院研制的小牛皮胶原, 消毒、冻

干后呈白色海绵状。

10 条杂种狗, 年龄 2～ 2. 5 岁, 体重 10～ 15 kg, 雌、雄各

半, 华西医科大学动物中心购入后适应性饲养 1 周。

1. 2　方法

按自身同期对照研究的设计原则, 在狗两侧下颌角各

作一 1. 5 cm ×1. 5 cm 全层骨缺损, 一侧植入胶原, 对侧作

空白对照。在术后 1, 2, 3, 4, 5, 6 周, 3, 4, 5, 6 月各处死实验

动物 1 只, 连续、动态观察牛胶原对骨缺损的修复作用。

动物处死后, 先做肉眼大体观察, 再将标本用金钢砂片

在距骨缺损缘 0. 5 cm 正常骨组织上切下, 常规切片, H E 染

色作组织光镜观察。采用四川大学研制的M IA S- 300 型图

像分析仪测量材料- 骨界面及缺损内的新骨面积, 做定量

组织学分析。

2　结　　果

2. 1　肉眼大体观察

所有动物术区无红肿、化脓, 无材料溢漏, 手术

创口一期愈合。标本中胶原材料无移位, 4 周前, 实

验组缺损区内组织较对照组结实致密, 后渐趋一

致。

2. 2　光镜观察

实验组胶原植入早期, 在缺损缘与材料交界

区, 炎性反应明显, 其中主要为中性粒细胞, 少许淋

巴细胞, 无异物巨细胞, 随术后时间延长, 此炎性反

应渐减轻, 至术后 4 周, 炎细胞极少, 且多为淋巴细

胞, 术后 6 周时, 炎性反应已消失, 局部无炎细胞。

在炎性反应减轻过程中, 大量成纤维细胞和血管组

织不断增加。

胶原的吸收降解随新骨组织的不断增加而加

快, 术后 1～ 2 周, 虽有新骨生长, 但胶原降解不明

显, 随时间推移, 胶原不断减少, 后为骨组织代替, 6

周时缺损内只有极少量的胶原成分, 最后全部为骨

组织所占据, 但在骨小梁间隙中似仍可见余留之胶

原成分。

新骨的形成始于术后第 2 周 (图 1) , 早期新骨

幼稚, 骨形成是由缺损边缘即正常宿主骨缘开始,

表现为细胞成分多, 细胞体积大, 胞核大, 胞浆深

染, 骨小梁紊乱。在新骨形成过程中, 可见新骨是在

胶原逐渐吸收过程中向材料中伸展, 且可见软骨成

骨形式 (图 2)。术后 4 月, 可见形成的新骨已在缺损

中央处汇合。在后期, 缺损边缘较早形成的骨组织

已改建成较成熟的层板状骨, 而中央区的新骨仍处

于改建期, 骨小梁紊乱, 排列不规则。镜下可见, 在

骨形成的各个时期, 材料周围无任何形式的纤维间

隔, 材料与新骨间及材料与基骨间结合良好, 后期

随胶原成分不断吸收, 缺损最后完全为新骨占据
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(图 3)。

对照组术后初期, 主要反应为炎性反应, 炎细

胞浸润, 血管充血反应明显, 无异物巨细胞出现。术

后 5 周左右, 炎性反应渐减轻直至消退。纤维血管

组织不断长入缺损中, 且不断增加。在此基础上, 先

于缺损边缘 (即正常骨缘)出现新骨。早期新骨表现

为细胞成分多。细胞核较大, 染色深, 呈旺盛的成骨

趋势。术后 4～ 6 月, 新骨生长加快, 不断增加, 但其

中央部分缺损始终存在, 新骨不能完全占据缺损,

中央部分遗留的间隙由纤维组织占据。

2. 3　定量组织学研究

实验组和对照组新骨定量分析结果见附表。结

果表明, 在实验组和对照组间以及总的各时段间,

实验组新骨量大于对照组, 表明有显著性差异。
附表　实验组对照组新骨量方差分析结果

项目 Partial S S D F M S F P

两组间 75. 26 1 75. 26 12. 79 < 0. 05

时段间 18793. 95 9 2088. 22 354. 80 < 0. 05

误差 288. 39 49 5. 89

合计 1915. 61 59 324. 71

3　讨　　论

机体组织学反应, 是评价医用材料生物特性的

重要指标。H ench 2, 3 研究后认为, 机体对植入材料

的反应变化大致可分为 4 种类型: ①有毒材料植入

后, 周围组织死亡。②无毒、可溶解的材料植入, 周

围组织替代植入品。③无毒、无生物活性材料植入,

则被厚薄不等的纤维被囊包绕。④无毒、有生物活

性的材料植入, 材料与组织间形成组织界面结合。

第 4 类反应则是植入材料在机体中的理想反应。

本研究中, 胶原植入早期, 局部出现明显出血

和炎性浸润, 此与对照组反应一致。随时间推移, 炎

性反应和出血逐渐减轻, 主要呈现为成纤维细胞、

纤维血管组织、骨基质的增加和明显的成骨反应。

炎性反应为手术创伤所致。光镜下可见先为大量中

性粒细胞、淋巴细胞浸润, 后渐出现较多的成纤维

细胞和成骨细胞, 无异物巨细胞和组织细胞坏死、

溶解。故认为此为创伤性无菌炎性反应而非机体排

斥反应 4 。

随时间推移, 炎性反应渐减轻, 最后消失, 而出

现大量成骨细胞和成纤维细胞, 并有网状血管长

入。新骨的形成首先出现在骨缺损边缘, 即骨、材料

界面处, 由骨创缘渐向中心生长。实验组和对照组

皆在第 2 周时在骨缘处发现有网状骨基质形成, 二

者新骨生长速度和量区别不大, 说明胶原对缺损处

新骨生长无不良影响。而在 4 月时, 胶原组在骨缺

损处即观察到新骨生长在中央汇合, 但空白对照组

的骨缺损, 其中央部分始终未能被新骨修复而由结

缔组织占据。实验组和对照组新骨的定量统计分析

表明, 二者新骨量有显著性差异 (P < 0. 05) , 实验

组大于对照组。从测量数据看, 骨量增加的差异主

要发生在 6 周前, 而 6 周后二者差异不明显, 说明

胶原对骨生长有一定的促进或引导作用。

植入材料与骨缺损边缘和新骨组织的界面结

合形式是衡量其优劣的重要指标 5, 6 。本实验中, 通

过光镜观察, 在整个修复过程中, 胶原纤维与骨组

织间无任何形式的纤维被囊出现, 胶原在吸收前与

新骨和原骨缺损缘完整结合在一起。修复中, 新生

骨先沉积在胶原材料上, 再进一步骨化向中央发

展, 此与对照组修复过程和趋势一致。表明胶原不

影响骨愈合, 不影响新骨形成, 具有良好的组织相

容性。
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胞的毒性。其作用和优越性已在国际上得到认可, 国

际标准化组织( ISO ) 于 1984 年明确规定了对牙科医

学生物材料须行体外细胞毒性试验, 作为生物材料筛

选的一个重要部分2 。美国国家标准协会(AN S I) 和

美国牙科医师协会等组织也先后提出类似标准, 现已

成为国际上公认的生物材料检测标准。

许多研究表明体外细胞培养检测材料毒性的

结果和在体内植入实验结果相一致的, 而细胞毒性

检测与组织相容性检测二种方法是既互相独立、又

互为补充的。它不仅可检测材料的细胞毒性, 也是

考察材料与细胞组织相容性的重要手段 4 。

进行细胞毒性检测时, 材料大致有三种形式①

微粒状或粉末状; ②块状; ③材料溶液或浸提液。本

实验选用材料溶液, 而阳性和阴性对照则采用浸提

液。

在本实验中, 阴性对照细胞贴壁生长良好, 形

态正常, 对细胞生长无毒性; 阳性对照组细胞生长

不佳, 有悬浮死细胞, 圆缩率达 5818% , 且出现明

显的细胞生长抑制, 说明实验符合评价标准的规

定。小牛皮胶原溶液与细胞接触后, 细胞形态正常,

贴壁生长良好, 细胞圆缩率为 1%～ 2% , 较阴性对

照还低; 据 ISO 标准, 属无毒范围。而细胞增殖试验

中, 7 d 计数, 小牛皮胶原组增殖率为 13712% , 较

阴性对照为高, 表明有一定的细胞生长促进作用。

本实验通过对小牛皮胶原在细胞毒性试验中

对细胞生长静态 (形态) 和动态 (增殖率) 的作用评

价, 表明本小牛皮胶原无细胞毒性, 细胞相容性良

好。
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Abstract
T he cell cu ltu re m ethod w as used to evaluate the cyto tox icity of ox co llagen fo r clin ical u se. D irect m ethod w as cho sen to

exam ine the shape and grow th of cells. R esu lts show ed that the cell shape w as no rm al and the grow th w as w ell. T he cyto tox2
icity of ox co llagen confo rm ed to the standards m ade by In ternat ional O rgn izat ion fo r Standardizat ion ( ISO ). T h is study

demons2t ra ted that ox co llagen doesn’t restra in the grow th of cells and has good b iocompatib ility.
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D ep a rtm en t of O ra l S u rg ery , Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Abstract
In th is study, co llagen w as imp lan ted in to m andibu lar defects of 10 dogs. A fter operat ions, the samp les w ere exam ined

w ith m icro scope and quan tita t ive m ethod at 10 periods. R esu lts show ed that co llagen did no t affect bone grow th and new bone

grew in to co llagen direct ly. T here w as no fib rous cap su le betw een co llagen and new bone. Even tually, m ajo rity of co llagen

w as reso rbed and rep laced by bone tissue. It w as concluded that co llagen has a good h istocompatib ility.

Key words: 　co llagen　　h istocompatib ility　　h isto logy
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