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【摘要】 目的 探讨构建一种观测小鼠股骨种植体周围骨血管的改良方法，并分析局部血管在

种植体周围骨愈合过程中时空变化规律。方法 对C57BL/6小鼠双侧股骨进行血管阻射剂灌注，并

应用显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）技术对种植体周围血管进行扫描，定量分析三维血管结构与分

布的相关参数。其中左侧股骨干骺端在灌注前作种植体骨结合模型（灌注实验组），右侧股骨干骺端

未行手术（空白对照组）。同步术后观察时间点1、3、7和14 d，采用组织学检测作为Micro⁃CT结合血

管灌注改良观测方法的验证（组织学对照组）。通过空白对照组排除各时间点样本原始血管的差异，

采用单因素方差分析结合Turkey′s法对灌注实验组进行各时间点之间种植体周围血管数据参数的

比较。结果 通过采用推出种植体的脱钙骨组织样本、筛选扫描重建参数的改良Micro⁃CT结合血

管灌注方法，发现相较于空白对照组，灌注实验组种植体周围血管的血管总体积、血管体积分数及血

管管径在术后 7 d均较术后 1、3和 14 d有统计学差异。其中，术后 7 d的血管体积（F=14.340，P1 d＜

0.001，P3 d = 0.001）、血管体积分数（F = 16.230，P1 d＜0.001，P3 d＜0.001）、血管管径（F = 9.427，P1 d =
0.006，P3 d = 0.002）显著高于术后 1、3 d；术后 7 d的血管分支数量显著高于术后 1 d（F = 4.723，P =
0.019）；但术后14 d植体周围组织血管结构参数相较于术后7 d出现显著下降，其中血管体积分数下

降了 58%（F= 16.230，P= 0.006），血管平均管径下降了 35%（F= 9.427，P= 0.041）。组织学对照组与

灌注实验组观察结果趋势一致。结论 改良Micro⁃CT扫描重建结合血管灌注方法为观测种植体周

围血管时空分布提供一种低成本可靠的途径；种植体骨结合过程中种植体周围血管经历先增加再衰

退的过程，在术后1周的高峰期可形成侧支循环围绕种植体。
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【Abstract】 Objectives To establish an evaluation model for peri⁃implant vasculature in the mouse
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血管再生在钛种植体骨结合过程中发挥着至

关重要的作用［1⁃2］。目前二维组织学检测依然是研

究骨内血管的常用方法［3⁃4］。但其局限于二维观察

不能反映出血管的连续性结构和空间分布，同时由

于需要复杂的侵入、破坏性的操作，观察目标为离体

样本，且不可重复使用。然而，越来越多研究指出，

骨内血管网的三维空间结构与骨生理、病理进程密

切相关［5］。干细胞谱系和信号通路调节也可能受到

血管与骨组织的三维交互作用的重要影响［6］。因

此，种植体周围血管化的过程需要扩展到时空层

面分析［7］。超分辨率电子显微镜也可一定程度上实现

骨内血管的三维重建，但应用中受到光学透明度、

样本制备技术成本高以及观测视野局限的限制［8］。

近年来，显微计算机断层扫描（micro⁃computed
tomography，Micro⁃CT）结合阻射剂造影（如Microfil®）
技术已经成为一种观察微观血管结构的强大技术，

应用于缺血损伤再灌注、骨折愈合和骨组织发育和骨

再生生物材料模型中，实现血管再生的可视化和定量

测量［9⁃12］。然而，由于钛种植体周围存在金属伪影干

扰，目前尚无在种植体周围血管再生观察的相关技术

实施遵循指南。与此同时，现有研究少见对血管分支

空间结构的定量分析。因此，本研究旨在通过改良

Micro⁃CT应用方法，对种植体周围血管三维结构的

时空变化规律进行观测，并采用组织学同步验证。

材料与方法

一、主要试剂与仪器

青霉素、Microfil®（MV122，Flowtech，美国）、含肝

素钠（100 U/mL）的 0.9%氯化钠溶液、4%多聚甲醛、

抗 CD31抗体（Abcam，美国）等。高压蒸汽灭菌锅

（SANYO，日本）、电子天平（Strtorius，美国）、-80 ℃
低 温 冰 箱（SANYO，日 本）、Micro ⁃ CT 扫 描 机

（SCANCO50，瑞士）及重建分析站等。持针器和线

剪等的外科手术器械盒、6⁃0缝线、低速手机、球钻、

口腔用种植机（Osstem，韩国）、恒速台式微量注射

泵、Nikon Eclipse 80i显微镜（Nikon，日本）、梯度脱

femur in order to analyze spatio ⁃ temporal dynamics of vasculature around implants using a feasible and
reliable method. Methods C57BL/6 mouse femurs were performed vascular perfusion with radiopaque
agents and then scanned by Micro⁃CT with particular scanning and reconstruction parameters to image and
quantify angiogenesis around implants in the distal ends. The left femurs were assigned to the perfusion
experiment group with transcortical defects（Φ1 mm）for implant placement，while the right femurs were
assigned to the negative control group without implant surgery. Mice were sacrificed on Day 1，3，7 and 14
post⁃surgery. Histological examination was performed simultaneously for comparison as the positive control
group. The baseline was confirmed not significant by comparisons between varied timepoints within the
negative control group. The vascular parameters in the perfusion experiment group were analyzed by using
One ⁃ Way ANOVA and the Turkey′ s test（P＜0.05）. Results We proposed a modified method by
managing decalcified samples with implants pushed⁃out before Micro⁃CT scanning and setting up low⁃pass
Gaussian filter σ value and threshold. In contrast to the negative control group，there was significant
difference between the peri⁃ implant vasculature on Day 7 and the counterpart on Day 1 and Day 3 post⁃
surgery. The peri⁃implant vasculature on Day 7 displayed higher vascular volume（F=14.340，P1 d＜0.001，
P3 d = 0.001），vascular volume fraction（F = 16.230，P1 d＜0.001，P3 d＜0.001）and vessel thickness（F =
9.427，P1 d = 0.006，P3 d = 0.002）compared with those on Day 1 and 3. The number of vessel branches was
also larger on Day 7 compared with that on Day 1（F = 4.723，P = 0.019）. Meanwhile，peri ⁃ implant
vasculature decreased significantly from Day 7 to Day 14 with a reduction of 58% on the vascular volume
fraction（F = 16.230，P = 0.006）and 35% on the average vessel thickness（F = 9.427，P = 0.041）. The
histological observation was in accordance with the outcomes above. Conclusions We proposed a feasible
and low ⁃ cost Micro ⁃CT modified method for observing and quantitating three ⁃ dimensional dynamics of
angiogenesis around implant. The dynamic variation of peri⁃implant vasculature was observed，that is，the
vasculature first increased together with vasodilated and then decreased. At its peak，the branch grew into
collateral vessels around titanium implants within 7 days post⁃surgery.

【Key words】 Bone regeneration； Blood vessels； Regeneration； X⁃ray microtomography
Fund programs：National Natural Science Foundation of China（81571008）；Guangdong Basic and

Applied Basic Research Foundation（2019A1515110024）；Science and Technology Planning Project of
Guangzhou（2023A04J2163）
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水机和石蜡切片包埋机等。

二、钛种植体

圆柱体钛合金种植体由四川大学国家生物材

料工程研究中心制备提供，经过大颗粒酸蚀喷砂

（sandblasted，large⁃grit，acid⁃etched，SLA）表面处理，

无螺纹，直径1.0 mm、长度2.0 mm，经高压及紫外线

消毒。

三、实验动物

8周龄雄性C57BL/6野生型小鼠采购自中山大学

实验动物中心［SYXK（粤）2016⁃0112］。动物饲养条

件及手术干预措施均已通过中山大学实验动物中心

伦理委员会审核批准（SYSU⁃IACUC⁃2019⁃B1128）。
四、动物实验

1. 实验动物分组方法：随机数字表法选取16只
小鼠，拟行全身血管灌注观察局部血管分布与结

构，其中左侧股骨在灌注前行种植体植入手术（灌

注实验组）；右侧股骨在灌注前无手术干预（空白对

照组）。以上实验动物分为 4个种植术后观察时间

点，每个时间点 4只：（1）术后 1 d；（2）术后 3 d；（3）
术后 7 d；（4）术后 14 d。同步另取 4只小鼠，双侧股

骨进行种植体植入，再以传统组织学方法观察血管

分布及结构，作为组织学对照组。

2. 小鼠股骨远中端种植手术：本研究对灌注实

验组和组织学对照组采用已多次报道的小鼠股骨

种植模型［13］。具体步骤如下：（1）经腹腔注射10%水

合氯醛无菌溶液（0.3 mL/100 g）使小鼠麻醉；（2）将

小鼠股骨远中端约 1 cm2术区范围备皮，仰卧位固

定，消毒术区。刀片在膝关节外侧作抵骨面的纵行

切口，长约 0.5 cm，钝性分离软组织，暴露股骨干骺

端；（3）在与股骨远中关节头侧面垂直的方向，使用

慢机和直径 1.0 mm的球钻在远中端作一双面骨皮

质联通的骨缺损，球钻备孔同期助手用0.9%氯化钠

溶液持续冲洗冷却球钻；（4）使用有齿镊将钛种植

体插入种植床中，确定初始稳固性并保证种植体在

双层皮质骨可暴露；（5）在确认术区无显著异常后，

使用 6⁃0 丝线分层复位缝合肌肉及表面皮肤，已达

到一期愈合；（6）手术当天记录为第 0天，术后每日

观察小鼠伤口愈合情况和行动能力（图1）。
3. 血管阻射剂灌注实验：参考文献报道的小鼠

全身灌注方法［14］，对灌注实验组和空白对照组小鼠进

行血管阻射剂灌注，为血管造影准备标本。具体步骤

如下：（1）使用腹腔注射麻醉后，小鼠仰卧位固定，

由剑突软骨向肋骨下缘作一纵行皮肤切口分离表面

皮肤，然后沿左右肋下缘向上作U型开口，翻开肋骨

架，暴露心脏；（2）将连接注射泵的静脉注射针穿透

左心室，然后剪开右心耳，体循环血液由右心耳处溢

出，同时开启注射泵置换血液，依次灌注肝素化0.9%
氯化钠溶液、4%多聚甲醛、阻射剂，每种灌注溶液用

量 10 mL，推注液体速率设置为 2 mL/min；（3）根据

小鼠尾巴摆动及四肢、肝脏颜色变化（Microfil® ⁃
MV122 为黄色液体）确认灌注成功；（4）样本动物在

4 ℃储存过夜后解剖获取股骨样本，股骨样本随后

进行固定和 10%乙二胺四乙酸（ethylene diamine
tetraacetic acid，EDTA）脱钙后，准备扫描（图2）。

五、检测方法

1. Micro⁃CT扫描成像：采用高分辨率Micro⁃CT
对标本中脉管系统成像。扫描仪设置体素分辨率

设置为高（5 μm）。先将未脱钙和脱钙标本直接进

行扫描（按照种植体标本推荐参数设置为 90 kV/
200 μA），分别用于骨和血管的分析；再将含种植体的

脱钙标本中的钛棒用探针沿钛棒长轴方向推出后扫

描（按照常规组织样本推荐参数设置90 kV/88 μA），
用于血管的分析。

2. Micro⁃CT结果定量分析：连续断层照片采用

Feldkamp等改良的锥形束滤波反投影算法重建原始

数据。使用低通Gaussian滤镜去除噪影，对X射线

断层照片进行整体阈值处理和分割重建。随后以

图1 C57BL/6野生型小鼠股骨干骺端钛棒植入 A：钛棒植入手术；

B：植入手术后钛棒在股骨中位置示意图（粉色为钛棒与骨接触面积）。

A B

图2 C57BL/6野生型小鼠血管灌注准备与取样结果 A：血管灌注注

射泵及Microfil®阻射剂（黄色）；B：灌注后C57BL/6野生型小鼠股骨

及周围软组织取样，可观察到钛棒位置及阻射剂分布。

A B
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直线距离变化方法的组织学分析应用于 3D图像分

析，量化骨结构和血管结构及分布参数。其中，分别

检验同一样本的不同参数设置结果：根据文献报道

Gaussian滤镜的降噪参数σ=0.5或1.0（support = 1），

血管分析阈值以X射线衰减分布设置为峰值 75或

80。然后，通过比对重建图像和 Scanco Evaluation
视图中的血管信号连续显影的方法，选取出统一的

降噪和阈值参数。

含 种 植 体 样 本 的 感 兴 趣 区 域（volume of
interest，VOI）设置为松质骨内以种植体轴向为中心

线、种植体表面以外 300 μm半径的圆柱体区域，并

定义为种植体周围区域。空白对照样本的VOI设置

为干骨骺段。应用 Scanco Evaluation软件和Bone J
软件（Fiji）进行下列血管参数定量分析：（1）血管体

积（VV）：种植体周围血管阻射剂总体积；（2）血管体

积分数（VVF）：血管体积与种植体周围观测体积的

比值；（3）血管直径（Ves. Th）：阻射血管的平均直

径，采用软件算法生成；（4）血管分支数量（Br. N）和

（5）血管分支平均长度（Br. L）：阻射血管的分支节

点数量和平均长度，采用 Fiji软件 Bone J“Analyze
skeleton”插件功能完成三维分支参数定量分析［15］。

3. 苏木素-伊红染色：对组织学对照组小鼠股

骨组织样本用 10% EDTA脱钙 4 ~ 6周，经过 75% ~
100%乙醇的梯度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋；蜡

块进行 5 μm厚度切片，42 ℃温水展片，防脱载玻片

捞片，55 ℃恒温箱中烘烤，然后置于二甲苯中脱蜡，

浓度梯度乙醇水化；苏木素染色 3 min、流水冲洗

15 min返蓝、伊红染色 3 min、75%乙醇溶液冲洗 5 s
后甩干、自然风干后中性树胶封片，正置显微镜下

观察拔牙窝黏膜覆盖、肉芽组织生长及骨形成情况。

4. 免疫组织化学染色和计数：为观察种植体周

围血管分布特征，对术后 1、3、7和 14 d获取的组织

学对照组小鼠股骨标本的石蜡切片进行血管标记物

CD31的免疫组织化学染色。具体为：将上述脱蜡水

化后切片在 3%过氧化氢溶液中避光放置 20 min，
封闭内源性过氧化物酶，微波炉法抗原修复；牛血

清封闭，室温孵育 20 min，CD31抗体孵育（一抗浓

度：1∶500）37 ℃ 1 h然后4 ℃过夜；次日，37 ℃复温，

孵育二抗PBS洗后，滴加辣根过氧化物酶标记的链

亲和素，37 ℃孵育 30 min；滴加新鲜配制DAB显色

液，镜下观察显色后自来水终止显色；苏木精复染

细胞核，1%盐酸乙醇分色，水洗；0.6%氨水返蓝，水

洗；脱水、透明、封片。

六、统计学处理方法

使用 GraphPad Prism v6.0 软件进行统计学分

析。采用Bartlett检验确认各时间点数据之间的方

差齐性，空白对照组、灌注实验组各自采用单因素

方差分析结合Turkey′s法进行各时间点之间种植体

周围血管数据参数的两两比较。计量数据以 x± s表

示，以P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、小鼠股骨内血管造影结果

经过Micro⁃CT重建空白对照组小鼠脱钙后股

骨，其远中 1/2段的主要血管分布如图 3，由骨干部

分的主要营养血管和干骺端与骨骺端的丰富血管

网构成。空白对照组内，4个观察时间点之间的小

鼠股骨干骨骺段（对侧种植体植入区域）相关血管

参数之间差异均无统计学意义（P＞0.05），表明不同

时间点分组的动物在种植干预前种植体植入区域

血管分布差异无统计学意义。

二、种植体周围组织扫描伪影干扰

实验灌注组小鼠样本中种植体金属伪影会对

Micro⁃CT成像结果产生干扰（图 4）。对未脱钙及脱

钙种植体标本扫描后成像见图 4A、4D，阈值识别骨

组织和血管组织见图4B、4E。图4C、4F显示钛种植

体金属表面伪影在阈值范围内均无法彻底去除，即

会对种植体周围组织结构识别造成干扰。后续实

验采用将钛种植体沿种植体长轴由探针轻轻推出

脱钙股骨组织，定义为VOI，见图5。
三、降噪参数和阈值对血管重建的影响

随Gaussian滤镜降噪参数σ增加，识别血管数

目减少，血管连续性降低，但准确性增加（图 6）；随

阈值升高，平均血管管径减小，其他血管成像的变

化与降噪参数σ一致（图7）。

图 3 显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）显示小鼠股骨（远中 1/2段）

内主要血管分布 股骨远中段可依次区分为骨干、干骨骺、骨骺3段，

其中干骨骺段为本实验钛种植体植入区域。
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A

B

图8 显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）定量分析灌注实验组小鼠不

同时间点的种植体周围血管参数示意图 A：灌注实验组股骨植入

钛棒的干骺端血管重建图；B：种植体周围组织（300 μm）血管重建图

及彩色管径分布图。

四、种植体周围血管动态变化

Micro⁃CT重建灌注实验组种植体周围血管和骨

髓血窦（图8）显示，术后1 d干骺端端脉管系统显著减

少，伴随血管壁通透性可能发生变化。术后 3 d，该
区域出现更多的新脉管系统，在种植体周围观察到新

生侧支循环血管，且管径尺寸增加。术后7 d，种植体

周围血管环绕趋势更明显且管径尺寸显著增加。

术后 14 d可见种植体周围组织内呈更微细的血管

结构和更散在的分布，表明血管在区域内发生衰退。

进一步，对C57BL/6小鼠的种植体周围脉管系

统的血管参数进行Micro⁃CT定量分析（表 1、图 9）。

结果显示，各组样本观测的种植体周围目标区域体

积无差异，除血管分支长度外，多数血管相关参数

的变化趋势呈现为，术后 7 d内先显著增加而后在

图4 骨内钛种植体金属伪影对显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）成像小鼠股骨种植体周围血管结构的结果产生干扰 A：含钛种植体的不脱

钙股骨标本扫描后成像；B：按照骨阈值定义后成像；C：阈值设置为0时，钛种植体边缘依然成像，验证金属伪影在全阈值值域存在；D：含钛种

植体的脱钙灌注标本扫描后成像；E：经血管阻射剂阈值定义成像；F：重建显示伪影形成钛种植体金属管状，并引起植体周围噪点。

E

C

D F

BA

图5 小鼠股骨脱钙与未脱钙的钛种植体周围组织扫描分析界面设

置 A：脱钙完成的C57BL/6小鼠股骨组织，可见血管造影成像，紫

色圈标示定量分析区域，该区域被定义为种植体周围组织的感兴趣

区域（VOI）；B：未脱钙的C57BL/6小鼠股骨组织，高密度影像为血管

或骨组织成像。

A

B

图6 不同Gaussian滤镜降噪参数对显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）
小鼠血管重建图像的影响 A：σ=1，support=1；B：σ=0.5，support=1。

A B

图7 不同阈值对显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）小鼠血管重建图

像的影响 A：阈值设置80；B：阈值设置75。

BA
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术后 14 d内下降。其中，血管总体积、血管体积分

数以及血管管径在术后 7 d均较术后 1、3、14 d差异

有统计学意义。

与术后 1和 3 d相比较，术后 7 d血管体积分别

增加了约 11.6、4.3倍（F = 14.340，P1 d＜0.001，P3 d =
0.001），血管体积分数增加了9.9、2.9倍（F=16.230，
P1 d＜0.001，P3 d＜0.001），管径增加了 0.9倍和 1.2倍
（F=9.427，P1 d=0.006，P3 d=0.002）。而血管分支数量

在术后 7 d仅与术后 1 d差异有统计学意义，相较于

术后1 d，术后7 d的血管分支数量增加了2.9倍（F=
4.723，P=0.019）。而术后14 d，上述种植体周围组织

血管结构参数相较于术后7 d出现显著下降，其中血管

体积分数下降了58%（F=16.230，P=0.006），血管平

均管径下降了35%（F=9.427，P=0.041）。
组织学对照组苏木精-伊红染色及CD31免疫

组化结果（图10）显示：C57BL/6小鼠在术后1 d种植

体周围局部软骨增生；术后 3 d种植体周围可观察

到机化结缔组织，种植体和骨组织之间存在较为丰

富血管；术后 7 d种植体周围显示较多密集血管分

布在骨髓腔间隙；而在术后 14 d时种植体周围骨沉

积量增加，CD31阳性细胞数量下降。

讨 论

骨组织内血管的三维空间结构、分布与功能对

骨的生长修复至关重要。然而对于骨内血管相关

研究尚缺乏足够证据，专注骨内种植体周围血管时

空研究则更少见，并缺乏方法指南［16⁃18］。本部分实

验旨在通过改良血管灌注结合重建的方法，构建骨

内种植体周围组织血管观测模型，并在此基础上观

察血管结构和分布的变化规律。

回顾文献可得小鼠股骨内血管主要由骨干段

的营养血管、骨骺与干骺端的血管网以及骨膜血管

构成［19］。该结果与本实验建模观察到骨内血管分

布一致。文献报道干骨骺端血管分布丰富，且该区

表1 灌注实验组小鼠各时间点股骨内种植体周围血管相关参数的定量结果比较（x± s）

注：单因素方差分析比较术后各时间点血管相关参数。

时间点

术后1 d
术后3 d
术后7 d
术后14 d
F值

P值

样本量

4
4
4
4

总组织体积

TV（mm3）

4.00±0.27
3.85±0.28
4.36±0.28
4.15±0.27

2.504
0.109

血管总体积

VV（mm3）

0.005±0.004
0.001±0.009
0.063±0.020
0.026±0.016

14.340
＜0.001

血管体积分数

VVF（%）

0.14±0.12
0.39±0.24
1.53±0.36
0.64±0.40
16.230
＜0.001

血管平均管径

VesTh（μm-1）

37±12
31±9
70±14
46±9
9.427
0.002

分支数量

Br.N
106±75
154±90
303±90
154±55
4.723
0.021

分支平均长度

Br.L（μm）
10.3±3.1
13.3±4.3
14.5±1.6
10.2±2.1
2.184
0.143

图9 显微计算机断层扫描（Micro⁃CT）定量分析小鼠灌注实验组术后不同时间点股骨内种植体周围血管参数比较统计图（aP＜0.05，bP＜0.001）
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域多为与成骨关联密切的H型血管，并在血流变化

过程中发生显著形态变化［20］，提示干骨骺端是观察

血流对骨内血管作用的关键区域。因此，本实验将

小鼠股骨远中干骨骺端（生长骨板近心侧）设定为

骨内种植体血管观测模型。

本研究旨在观测种植体周围血管结构，分别从

扫描、重建和分析阶段提出改良。首先，扫描阶段

对金属种植体伪影进行评价。实验发现，种植体金

属伪影不能通过调节扫描分析参数排除对组织观

察的干扰，因此改良方法在血管标本扫描前移除种

植体。这也说明，当骨标本（通常不经过脱钙步骤）

直接扫描重建分析时，有必要采用硬组织切片等补

充种植体骨结合界面的准确观察。其次，重建阶

段，即在用灰度值区分不同结构过程中探究主要变

量（阈值和降噪参数）的适宜值。阈值范围定义了

将图像体素分割成背景（低于阈值范围）或保留体

素在分割对象的一部分（高于阈值范围）的灰度

值。在较低阈值下，二维层析图上较小血管仍将作

为分割对象的一部分，但较大血管的管径会增加，

因为围绕他们的部分充填像素将保留在图像中。

反之，为了提高血管识别的准确性，应该使用更高

的阈值，相应导致小血管的省略。因此，阈值的确

立存在一种权衡，当使用全局阈值时，必须在选择

最佳阈值时小心谨慎。由结果得出，随阈值提高，

识别血管数目、血管连接性等参数下降。本实验将

血管阈值统一为 80。Gaussian 滤镜降噪参数σ是

Micro⁃CT分析去除噪影干扰的主要影响因素，进而

影响本实验血管结构的定量结果。结果显示，随

σ数值增加，噪点减少，识别血管准确性增加，但相

应识别小血管数目减少，血管结构连续性降低。最

后，在分析阶段，除了常用血管参数外，本研究引入

三维空间的血管分支参数，即分支数量和分支长

度，完善血管的空间结构阐述，从而为进一步研究

血管与骨组织的三维交互作用、探究其影响下的干

细胞谱系和信号通路调节提供结果支持［6］。

在种植体周围血管观察模型建立的基础上，本

实验对C57BL/6小鼠种植体周围血管随时间变化过

程进行观察和定量分析。Micro⁃CT结果表明，不同

时间点的空白对照侧股骨干骨骺段血管无显著差

异。在种植手术股骨端，种植体周围血管经历手术

截断供血显著减少，而后出现较多新生血管和环绕

种植体表面的侧支循环趋势，3 d内即出现血管扩张

的向心性血流恢复，7 d新生血管形成成熟的侧支循

环，后又在 14 d内衰退，区域内出现矿化沉积。传

统组织学与Micro⁃CT相结合，既可以验证Micro⁃CT，
也可以验证样本中的不同组织类型［6］。本实验中免疫

组化染色观察趋势与Micro⁃CT结果一致，且与既往

文献报道骨修复过程中血管先在骨缺损区域增多，

而后在骨再生基本完成后减退一致［16］。该结果提示，

骨再生早期由血管变化引导，包括血管新生并伴随

血管扩张和分支拓展。值得注意的是，血管围绕种

植体表面形成的侧支循环的结构，提示骨结合过程本

质可能是骨组织内异物的炎症反应，与近年来“骨

结合是对种植体的骨免疫响应”研究观点一致［21］。

综上所述，本研究改良Micro⁃CT扫描重建结合

血管灌注方法，可为观测种植体周围骨血管时空分布

图10 不同时间点小鼠种植体周骨组织苏木精-伊红染色及CD31免疫组织化学染色结果 A：种植体周骨组织苏木精-伊红染色；B：种植体

周骨组织CD31免疫组化染色（红色虚线标记原种植体边缘）。

A

B
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提供一种低成本且可靠的途径；并证实种植体骨结

合过程中种植体周围血管经历先增加再衰退的过

程，在术后 1周的高峰期可形成侧支循环围绕种植

体，为进一步探究骨结合进程及其本质提供基础。
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