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(57)摘要

本发明涉及一种用于骨缺损修复填充材料

及制备方法，该填充材料由羧甲基纤维素、脱钙

骨基质和黄酮缓释微囊组成，其中羧甲基纤维素

和脱钙骨基质的重量比例为13:87，另外添加羧

甲基纤维素和脱钙骨基质重量总和0 .03％～

0.12％的黄酮缓释微囊；制备时将分别制备好的

脱钙骨基质和羧甲基纤维素准确称量均匀混合，

向其中加入黄酮缓释微囊，制作成成品封装，辐

照灭菌，-20℃保存即可得到可塑型的移植骨泥；

该填充材料物理性状稳定，可塑性强，使用方便；

促进新生骨生长和骨折线消失，且与宿主骨连接

更加紧密；价格便宜、安全有效、使用方便且能长

期保存的骨修复材料，可减轻患病宠物的治疗时

间和痛苦。
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1.一种用于骨缺损修复填充材料，其特征在于：该填充材料由羧甲基纤维素、脱钙骨基

质和黄酮缓释微囊组成，其中羧甲基纤维素和脱钙骨基质的重量比例为13:87，另外添加羧

甲基纤维素和脱钙骨基质重量总和0.03％～0.12％的黄酮缓释微囊。

2.根据权利要求1所述的用于骨缺损修复填充材料，其特征在于：所述脱钙骨基质骨颗

粒的直径为200～800μm。

3.根据权利要求1所述的用于骨缺损修复填充材料的制备方法，其特征在于：包括以下

步骤：

1)室温条件下，在洁净操作台，将羧甲基纤维素和脱钙骨基质准确称量均匀混合，研成

粉末；

2)在步骤1)混合物中加入黄酮缓释微囊，然后调和呈糊状，制作成成品封装，待用。

3)将混合物在25kGy伽马射线下灭菌，-20℃保存备用。

4.根据权利要求3所述的用于骨缺损修复填充材料的制备方法，其特征在于：所述脱钙

骨基质的制备包括如下步骤：

取新鲜四肢骨长管状骨，去除两端松质骨，剔除骨膜和肌肉组织，清除骨髓，低温冷冻

后砸碎成小骨块，反复冲洗、风干；加入脱脂液溶液进行脱脂，倾去有机溶剂冲洗，用无水乙

醇脱水，将骨块冷冻后取出粉碎研磨，筛取200～800μm骨颗粒，用盐酸溶液脱钙，再次用脱

脂液脱脂，冲洗，即可得到脱钙骨基质，放入-20℃冰箱冻存。

5.根据权利要求3所述的用于骨缺损修复填充材料的制备方法，其特征在于：所述黄酮

缓释微囊的制备包括如下步骤：

将该黄酮溶液滴加至含有聚乳酸-羟基乙酸共聚物的二氯甲烷溶液中，转移至匀浆机

中搅拌乳化形成初乳，再将该初乳加至聚乙烯醇溶液中，搅拌形成复乳，再将该复乳加至聚

乙烯醇溶液中搅拌除去二氯甲烷，离心，取试管底部微囊洗涤、干燥后制得淡黄色粉末状物

质。

6.根据权利要求步骤4所述的用于骨缺损修复填充材料的制备方法，其特征在于：所述

脱脂液为氯仿/甲醇(1∶1)溶液。

7.根据权利要求步骤5所述的用于骨缺损修复填充材料的制备方法，其特征在于：所述

黄酮溶液为由骨碎补总黄酮粉末涡旋分散溶于双蒸水中得到0.1g/ml黄酮溶液。

8.根据权利要求步骤5所述的用于骨缺损修复填充材料的制备方法，其特征在于：所述

聚乙烯醇溶液中聚乙烯醇的质量百分含量为1％。
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一种用于骨缺损修复填充材料及制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医用材料领域，具体涉及一种用于骨缺损修复填充材料及制备方

法。

背景技术

[0002] 脱钙骨基质(demineralized  bone  matrix，DBM)是通过异体或异种骨脱钙、脱脂

等处理的骨基质产物。DBM具有良好的三维空间结构和满意的生物相容性，也具备骨诱导、

骨传导和骨发生能力，在临床骨移植手术中运用广泛。美国科学家Urist在1965年提出了具

有里程碑式的骨诱导理论，研制出了经脱钙、脱抗原处理后的脱钙骨基质，并且最先建立了

完整可靠的动物试验模型，将DBM植入肌肉或皮下部位，并成功诱导成骨。最终在1982年成

功提取了牛的骨形态发生蛋白(bonemorphogenetic  protein，BMP)，也证明了BMP是能在骨

和骨骼肌中诱导骨的形成。DBM含有一定量的BMP，与DBM内胶原紧密结合，BMP主要生物活性

是诱导骨的形成并促进骨缺损的修复。骨髓间充质细胞能被BMP诱导形成破骨细胞和成骨

细胞。破骨细胞能溶解和吸收骨质并参与骨组织重新构建和调节血钙浓度，而成骨细胞能

合成和分泌骨钙蛋白和胶原纤维等有机成分，形成类骨质。Urist通过大量试验证明了BMP

具有异种同源型，在骨移植手术后机体不会产生明显的抗原反应。这一系列重大发现使骨

缺损治疗进入了全新的阶段。

[0003] 目前，在国内应用于人医骨科手术上的各类骨移植材料包括自体骨、异种骨、异体

骨、人工骨等，各类干细胞和生长因子也被广泛的运用于临床中。然而在宠物临床中，动物

骨折是临床常见病例，其中粉碎性骨折造成骨缺损、骨不连和骨髓炎的治疗难度大，使得临

床上需要进行骨修复治疗的宠物也越来越多，不少小动物门诊对于骨折仍然大多采用简单

的外固定方法，治疗效果不佳。宠物骨移植材料需要满足价格适中、方便保存、移植简易、效

果良好这几个条件，人用骨移植材料并不完全适用于宠物医疗市场。当前，宠物医疗市场上

的骨移植材料种类较少，价格昂贵，且治疗效果不佳。因而，在宠物临床寻找适合犬骨折的

骨移植材料有重要的意义。

发明内容

[0004] 为了解决上述问题，本发明的目的在于提供一种采用W/O/W(水包油包水)法制备

黄酮PLGA(聚乳酸-羟基乙酸共聚物)缓释微囊，将其与DBM复合，并利用CMC(羧甲基纤维素)

塑形，制备出具有缓释功能的、骨修复程度好的动物骨移植骨泥材料及其制备方法。

[0005] 本发明采用的技术方案如下：

[0006] 一种用于骨缺损修复填充材料，该填充材料由羧甲基纤维素(CMC)、脱钙骨基质

(DBM)和黄酮缓释微囊组成，其中羧甲基纤维素(CMC)和脱钙骨基质(DBM)的重量比例为13:

87，另外添加黄酮缓释微囊，其中黄酮类物质的含量为0.03％～0.12％。

[0007] 优选的、所述脱钙骨基质(DBM)骨颗粒的直径为200～800μm。

[0008] 上述用于骨缺损修复填充材料的制备方法，包括以下步骤：
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[0009] 1)室温条件下，在洁净操作台，将羧甲基纤维素(CMC)和脱钙骨基质(DBM)准确称

量均匀混合，研成粉末；

[0010] 2)在步骤1)混合物中加入黄酮缓释微囊，制作成成品封装；

[0011] 3)将混合物在25kGy伽马射线下灭菌，-20℃保存备用。

[0012] 其中，所述脱钙骨基质(DBM)的制备包括如下步骤：

[0013] 取新鲜四肢骨长管状骨，去除两端松质骨，剔除骨膜和肌肉组织，清除骨髓，低温

冷冻后砸碎成小骨块，反复冲洗、风干；加入脱脂液溶液进行脱脂，倾去有机溶剂冲洗，用无

水乙醇脱水，将骨块冷冻后取出粉碎研磨，筛取200～800μm骨颗粒，用盐酸溶液脱钙，再次

用脱脂液脱脂，冲洗，即可得到DBM，放入-20℃冰箱冻存。

[0014] 其中，所述黄酮缓释微囊的制备包括如下步骤：

[0015] 将该黄酮溶液滴加至含有聚乳酸-羟基乙酸共聚物的二氯甲烷溶液中，转移至匀

浆机中搅拌乳化形成初乳，再将该初乳加至聚乙烯醇(聚乙烯醇)溶液中，搅拌形成复乳，再

将该复乳加至聚乙烯醇溶液中搅拌除去二氯甲烷，离心，取试管底部微囊洗涤、干燥后制得

淡黄色粉末状物质。

[0016] 优选的、所述脱脂液为氯仿/甲醇(1∶1)溶液。

[0017] 优选的、所述黄酮溶液为由骨碎补总黄酮粉末涡旋分散溶于双蒸水中得到0.1g/

mL黄酮溶液。

[0018] 优选的、所述聚乙烯醇溶液中聚乙烯醇的质量百分含量为1％。

[0019] 本发明具有以下有益效果：

[0020] 1)DBM具备骨诱导、骨传导和骨发生能力，能用于修复各种形状的骨缺损，是一种

具有高效成骨活性的植骨材料。本发明在制备DBM时，将骨脱脂脱钙，使其获得良好柔韧性，

便于塑形；

[0021] 2)加入CMC作为塑形剂制备骨泥，物理性状稳定，可塑性强，使用方便；

[0022] 3)骨碎补总黄酮是中医骨伤科常见药物，其黄酮主要成分是柚皮苷为主的二氢黄

酮类化合物，能加速新生骨组织的生长、塑形和重建，在DBM和CMC的混合物中加入黄酮缓释

微囊，促进新生骨生长和骨折线消失，且与宿主骨连接更加紧密。

[0023] 本发明研制出了一种价格便宜、安全有效、使用方便且能长期保存的骨修复材料，

可减轻患病宠物的治疗时间和痛苦，提升宠物的动物福利。

附图说明

[0024] 图1是黄酮缓释微囊的显微图；

[0025] 图2兔前臂骨缺损及本发明物置入手术过程

[0026] A.是打开手术通路，B.是取出的骨段，C.是填充本发明，D.是闭合创口；

[0027] 图3是术后第4周兔前臂骨缺损愈合情况(大体解剖图)

[0028] A.空白对照；B.DBM组；C.DBM+低剂量缓释黄酮；D.DBM+中剂量缓释黄酮；E.DBM+低

剂量缓释黄酮

[0029] 图4是术后第8周兔前臂骨缺损愈合情况(大体解剖图)

[0030] 图5是术后第4周兔前臂骨缺损愈合情况(X线图)

[0031] 图6是术后第8周兔前臂骨缺损愈合情况(X线图)
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[0032] 图7是动物试验中实施例5、6、7以及比较例8、9术后兔前臂骨缺损愈合的Lane影像

学评分统计结果。

[0033] 图8.术后8周犬肋骨缺损愈合情况(X线图)A.空白对照；B.DBM组；C.DBM+缓释黄酮

组

[0034] 图9.术后8周犬肋骨缺损愈合的Lane影像学评分(均值±标准差，n＝3)不同字母

标注的组间评分差异显著(p<0.05)

具体实施方式

[0035] 以下结合附图和具体实施例对本发明做进一步地详细说明，但以下示意实施例及

说明仅用来解释本发明，本发明的实施方式不限于此。

[0036] 本发明实施例为兔DBM复合黄酮缓释微囊骨泥的制备，并对可塑型移植骨泥进行

动物试验，建立兔骨缺损模型并向其中填充本发明，通过术后临床表现、影像学检测等方法

评估其效果。

[0037] 实施例1：兔脱钙骨基质制备

[0038] 按兔骨30mL/g加入氯仿/甲醇(1∶1)溶液中脱脂8h，倾去有机溶剂，双蒸水冲洗3

次。用5倍于骨块体积无水乙醇脱水2h。将骨块放入深低温冰箱中冷冻4h，取出利用液氮在

研磨机低温粉碎研磨，用样品筛筛取200～800μm骨颗粒。按稀盐酸与骨重量比20∶1的比例

将骨颗粒放入0.6M盐酸溶液中脱钙，每隔半小时搅拌，每8h跟换新的脱钙液，大约24h脱钙

完成。用双蒸水冲洗，pH为7.0左右为止。再次用氯仿/甲醇(1∶1)脱脂4h，双蒸水水洗3次，风

干，展平25kGy伽马射线下灭菌，放入-20℃冰箱冻存。

[0039] 实施例2：黄酮缓释微囊

[0040] 用移液枪精确吸取0.4mL的黄酮溶液作为内水相。涡旋搅拌下将该黄酮溶液快速

滴加至140mg/mL  PLGA的4mL二氯甲烷溶液中，迅速转移至匀浆机中1500转/分转速下搅拌

乳化5min形成初乳。再将该初乳加至10mL1％聚乙烯醇溶液中，在涡旋高速搅拌乳化数分

钟，形成复乳。在通风厨内移至20mL1％聚乙烯醇溶液中磁力搅拌4h除去二氯甲烷，于高速

离心机5000rpm下离心10min，收集上清液后，取试管底部微囊经双蒸水洗涤、干燥后经冷冻

干燥制得淡黄色粉末状物质。

[0041] 实施例3：可塑型移植骨泥制备

[0042] 1)室温条件下，在洁净操作台，将羧甲基纤维素(CMC)和脱钙骨基质(DBM)准确称

量均匀混合，研成粉末；

[0043] 2)在步骤2)混合物中加入黄酮缓释微囊，制作成成品封装；

[0044] 3)将混合物在25kGy伽马射线下灭菌，-20℃保存备用。

[0045] 按照CMC∶DBM＝130mg∶870mg比例准确称量均匀混合，随机分为4组，每组骨泥重量

相同。向其中3组加入高(2.4mg)、中(1.2mg)、低(0.6mg)剂量黄酮PLGA微囊，超净台内制作

成成品封装，-20℃保存备用。

[0046] 实施例4：兔前臂骨缺损模型建立

[0047] 使用新西兰雄兔制作骨缺损模型，在麻醉情况下，于前臂肌间隙显露右侧桡骨中

上段，用摆锯截取1.5cm长桡骨连同骨膜，造成节段性骨缺损。以0.9％无菌生理盐水冲洗断

端及创口，去除骨屑，用生理盐水将填充材料调和成糊状，植入缺损区。
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[0048] 实施例5～7，以及对比例8～9均为兔骨缺损试验。

[0049] 实施例5：使用6只上述实施例4中制作的骨缺损兔模型进行试验，在骨缺损区填充

含高剂量黄酮的本发明物。

[0050] 实施例6：使用6只上述实施例4中制作的骨缺损兔模型进行试验，在骨缺损区填充

含中剂量黄酮的本发明物。

[0051] 实施例7：使用6只上述[骨缺损模型建立]中制作的骨缺损兔模型进行试验，在骨

缺损区填充本含低剂量黄酮的本发明物。

[0052] 对比例8：使用6只上述实施例4中制作的骨缺损兔模型进行试验，在骨缺损区不进

行填充。

[0053] 对比例9：使用6只上述实施例4中制作的骨缺损兔模型进行试验，在骨缺损区仅填

充DBM。

[0054] 兔标本形态学观察：术后4周，空白对照组骨缺损处被纤维结缔组织覆盖，剔除纤

维结缔组织未发现新生骨生长；DBM组和DBM+低剂量缓释黄酮组骨缺损处可见少量骨痂和

纤维结缔组织形成，移植物和宿主骨结合界限开始模糊；DBM+中剂量缓释黄酮组和DBM+高

剂量缓释黄酮组骨缺损处可见大量骨痂，质地较坚硬，与宿主骨结合相当牢固(见图3)。术

后8周，空白对照组骨缺损处少量骨痂和新生骨出现，骨缺损仍明显；DBM组和DBM+低剂量缓

释黄酮组骨缺损处可见大量骨痂，质地坚硬；DBM+中剂量缓释黄酮组缺损处新生骨生长良

好，与宿主骨界限较不明显；DBM+高剂量缓释黄酮组骨缺损处新生骨大量出现，与宿主骨界

限不明显(见图4)。

[0055] 兔前臂骨缺损愈合的影像学观察：在术后4周和8周时采用统一拍摄条件分别摄X

片，观察骨修复程度。根据Lane骨移植影像学评分标准，从成骨程度、新骨与宿主连接程度

和骨髓腔改建程度3个方面全面评价骨修复程度。术后4周，空白对照组骨缺损处未出现明

显新生骨，骨缺损端边缘有少量低密度类骨质，骨折线非常清晰；DBM组和DBM+低剂量缓释

黄酮组骨缺损处有少量低密度云雾状类骨质，骨折线比较清晰；DBM+中剂量缓释黄酮组骨

缺损处有少量低密度新生骨组织，骨折线部分模糊；DBM+高剂量缓释黄酮组骨缺损处有丰

富新生骨，与宿主骨部分连接(见图5)。术后8周，空白对照组骨缺损断端模糊，断端新生骨

密度升高；DBM组与DBM+低剂量缓释黄酮组骨缺损处有高密度新生骨，断端骨折线模糊；DBM

+中剂量缓释黄酮组骨缺损处有较多高密度新骨，骨折线模糊，两断端连接；DBM+高剂量缓

释黄酮组与宿主骨连接紧密，出现了同等密度皮质骨轮廓，骨折线基本消失(见图6)。根据

Lane影像学评分标准，术后4周，4个骨泥组影像学评分都显著高于空白对照组(p<0.05)，且

各组影像学评分随着时间推移递增；DBM组和DBM+低剂量组影像学评分无显著性差异(p>

0.05)；DBM+中剂量组影像学评分显著高于DBM组和DBM+低剂量组(p<0.05)；DBM+高剂量组

影像学评分显著高于DBM+中剂量组(p<0.05)。术后8周，4个试验组影像学评分均显著高于

空白对照组(p<0.05)；DBM组和DBM+低剂量组影像学评分无显著性差异(p>0.05)；DBM+中剂

量组和DBM+高剂量组影像学评分无显著性差异(p>0.05)，但均显著高于其他组(p<0.05)

(如图7)。

[0056] 实施例10：犬左侧第11肋骨缺损模型建立

[0057] 使用德国牧羊犬制作骨缺损模型，在麻醉情况下，于左侧暴露倒数第2骨中上段，

用线锯截取1.5cm长肋骨，造成节段性骨缺损。以0.9％无菌生理盐水冲洗断端及创口，去除
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骨屑，用生理盐水将填充材料调和成糊状，植入缺损区。

[0058] 实施例11，以及对比例12和13均为犬骨缺损试验。

[0059] 实施例11：使用上述实施例10中制作的3只犬肋骨缺损模型进行试验，在骨缺损区

填充含黄酮(2.4mg)本发明物。

[0060] 实施例12：使用上述实施例10中制作的3只犬骨缺损模型进行试验，在骨缺损区填

充DBM。

[0061] 对比例13：使用上述实施例10中制作的3只骨缺损犬模型进行试验，在骨缺损区不

进行填充。

[0062] 犬肋骨缺损愈合的影像学观察：空白对照组骨缺损间隙有低密度新生骨；DBM组骨

缺损间隙有中等密度新生骨，骨折线存在；DBM+缓释黄酮组骨缺损间隙有高密度新生骨，皮

质骨轮廓，骨折线基本消失(见图8)。根据Lane影像学评分，空白对照组、DBM组和DBM+缓释

黄酮组骨缺损处影像学评分依次增高，各组间存在显著差异(p<0.05)(如图9)。
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图3

图4
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图5
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图6

图7
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图8

图9
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