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摘 要：对牛密质 Kiel骨的理化性能进行了研究，分析了Kiel骨的理化性能和其临床应用之间的 

关系，以便对 Kiel骨的性能进行改进并寻找异种骨材料加工的新方法。采用牛腿骨骨干根据 Salarna报 

道的方法制备了 Kiel骨，并对材料进行红外光谱 (b-~fIR)、X射线衍射光谱(XRD)、差热扫描分析 

(DSC)、单轴拉伸力学性能测试。结果表明经过一系列处理后，Kiel骨的无机成分主要是与人骨天然成 

分相同的羟基磷灰石，同时这种加工方法对有机成分的脱除并不彻底，经 H：0：处理后，胶原蛋白只发 

生变性而并没有被脱除，这种结构变化使 Kiel骨的力学性能下降。Kiel骨由于脱除了主要的免疫原性 

物质，其它的弱抗原物质发生蛋白质变性，其免疫原性较弱，但由于蛋白质变性降低了它的力学强度，同 

时也影响 了胶原蛋 白的生理功能，使植入材料的成骨性能较差，影响 了其在临床上的广泛应用，采用温 

和的脱蛋白剂替代强氧化剂能够改善 Kiel骨的理化性能。 
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寻找合适的骨修复材料一直是骨科和生物材料领 

域的一个研究热点，目前临床上使用的修复材料主要 

有自体骨、异体骨、合成材料等。各种材料都具有各自 

的优点，其中天然异种骨具有来源丰富、价格低廉和良 

好的生物相容性 ，成为骨修复材料的一个重要来源。 

用来作为异种骨修复材料的天然异种骨主要有牛骨、 

猪骨、鹿骨、绵羊骨等，其中猪骨和牛骨原料易得，是研 

究最多的异种骨材料，尤其是牛骨的尺寸和力学性能 

更符合移植骨的要求。 

为了避免异种骨植入后引起的免疫排斥反应，必 

须脱除异种骨的免疫原性成分，因此，异种骨的加工方 

法至关重要。目前，异种骨的加工方法主要有高温煅 

烧、冻干、脱脂、脱蛋 白和脱钙 等。1957年，Martz 

等 采用 H：0：浸泡等方法脱除牛骨的蛋白成分， 

获得了一种称为 Kiel骨的脱蛋白骨，随后的几十年 

里，Kiel骨一直在临床上获得广泛的应用，但由于该方 

法并不能完全脱除异种骨的所有蛋白成分而可能引起 

免疫排斥反应，对它的临床应用效果还存在一定的 

争议。 

关于 Kiel骨的临床应用的文献报道较多[3 】，笔 

者采用文献报道的方法制备了Kiel骨，并采用红外光 

谱、x射线衍射光谱、差热扫描分析和单轴拉伸力学性 

能测试等方法对 Kiel骨进行了理化性能研究，分析 

Kiel骨的理化性能和其临床应用效果之间的关系，以 

便对加工方法进行适当的改进。 

1 实验 

1．1 Kiel骨的制备 

屠宰场获得的新鲜牛腿骨经充分去除软组织、软 

骨和骨髓后，洗净，干骺端分离，骨干锯成一定的尺寸， 

按照文献[3]的方法制备 Kiel骨，将骨条放人 20％过 

氧化氢溶液中(38℃)72 h，每24 h更换 1次过氧化氢 

溶液。换液时，再次去除软组织残渣，用流水冲洗后 

乙醇脱脂24 h，再用丙酮干燥。 

1．2 分析与检测 

1．2．1 红外光谱 

Perkin Elmer公司生产的 Spectrum GX型傅里叶 

红外光谱仪用于红外光谱测试。将骨块研磨成骨粉， 
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KBr压片，获得分辨率为4．0 cm 的4 000～400 cm 

之间的红外扫描光谱图。 

1．2．2 X射线衍射光谱 

骨粉干燥后采用 日本理学电机株式会社生产的 

D／MAX一1200型 x射线衍射光谱仪，以 CuKct射线 

(A=0．154 05砌 )为射线源，工作电压为4O kV，工作 

电流为 100 mA，扫描角度为 1O～9O。，测试样品中无机 

成分的组成和晶体结构。 

1．2．3 差热分析法 

德国NE3ZSCH公司生产的STA449C综合热分析仪 

对试样进行热分析。称取10 mg左右的试样，仪器的温度 

以基准 03来较准，升温范围为3o℃到40O℃，升温速 

度为 15~C／min，记录试样的TG曲线和 DSC曲线。 

1．2．4 含水量扣其它成分的测定 

采用 Broz等 报道的方法测定骨块的含水量和 

其它成分含量。 

1．2．5 胶原 的测定 

采用 Woessner法 测定骨中的羟脯氨酸含量，根 

据羟脯氨酸对总胶原蛋白的比率约为 0．1，计算总的 

胶原含量。Perkin Elmer MBA2000分光光度计用于比 

色测定。 

1．2．6 力学性能的检测 

先将试样制成 8O Inln×4 mm×1 mm的骨条，再 

加工成哑铃形，两个夹头中间的部位尺寸为 25 mill× 

2 mill×1 mill，采用 Instron 1011力学性能测试仪，将骨 

块放在加载平台上，保持骨块长轴和加载平台垂直，骨 

块上下平面与加载平台平面平行，进行骨块拉伸实验， 

记录载荷 一变形曲线，记录最大载荷，计算骨块最大载 

荷极限。测试装置采用500 kN的传感器，设置横梁移 

动速度为 5 mlTl·min～o 

2 结果与讨论 

2．1 红外光谱 

图1是各种样品的红外光谱图，其中(a)为商业 

化的羟基磷灰石(HA)；(b)为未处理牛骨骨粉；(C)为 

最终制备的KM 骨粉。 

从 Kiel骨的红外谱图可以看出，在3 436 cm 和 

1 662 cm-1出现水的拉伸振动和弯曲振动吸收峰，表 

明试样中含有少量水分；在 1 452 cm 和 1 409 cm 

是骨基质矿物质中 CO 一的一部分不对称振动吸收 

峰，表明骨矿中含有部分碳酸盐；在 1 032 cm-1处出现 

的强峰是 PO4卜的P—O键的不对称拉伸振动峰，而在 

562 cm-1和603 cm-1出现的中等强度峰是由PO 。一的 

O—P—O弯曲振动引起的，在更低波数处还可分别观 

察到磷酸盐的基本振动；871 cm 还可观察 HPO 的 

基本振动峰。在 1 400—1 700 cm 可观察到胶原相 

关键的振动，并与其它的峰部分重叠，表明H：O：处理 

并不能脱除异种骨的胶原蛋白，只能使所含的蛋白质 

变性来降低或消除异种骨的抗原性，这与罗卓荆等 

的报道相近，他们发现骨基质中的氨基酸总量随着 

H O 处理时间的延长并无明显降低，而羟脯氨酸及脯氨 

酸在氨基酸总量中所占比例也未发生明显改变，没有表 

现出大量去除蛋白的现象。未处理骨在2 927 cm 处由 

于骨粉中残留脂肪中的C—H键的拉伸振动有一尖锐 

峰，表明原骨中含有一定量的脂肪 ，Kiel骨经 H：O：和 

乙醇处理后，该峰已不明显，表明 Kiel骨中脂肪含量 

很低。 

图 1 试样的红外光谱图 

2．2 x射线衍射分析 

图2给出了不同样品的 XRD衍射谱图，其中(a) 

为商业化的 HA；(b)为未处理牛骨骨粉；(C)为 KM 

骨骨粉。从衍射图谱可以看出由于含有胶原蛋白和微 

量脂肪等有机物质，未处理骨和 Kiel骨含有较多的非 

晶成分。其中羟基磷灰石的特征峰为(211)(300) 

(210)(310)(1l2)等，与 JCPDS(9—432)羟基磷灰石 

的衍射数据能较好符合，表明材料中主要的晶相成分 

是羟基磷灰石，结合红外光谱，可以确定 KM 骨的骨 

矿成分主要是碳酸盐羟基磷灰石。 

2．3 差热分析法 

图3是 HA的差热分析曲线。可以看出 HA的差 

热曲线在实验温度范围内没有明显的变化，近似一水 
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图2 试样的x射线衍射光谱图 

平直线 ，表明它 比较稳定。图4是 Kiel骨的差热分析 

曲线和热重(TG)曲线。文献[8—9]报道在骨的差热 

分析中出现了三次明显的热变化。包括 (1)从常温到 

130 oC之间由于骨和胶原基质中水的逸出而出现的吸 

热峰；(2)在250—300 oC为蛋白质和脂肪等有机物燃 

烧的放热峰；(3)600—900 oC晶格中碳酸盐的分解导 

致晶相转变的吸热峰。在本文的实验温度范围内Kiel 

骨中有水逸出和有机物燃烧两个特征阶段，其中，106 oC 

左右的吸热峰是由水逸出引起 的，在 300 oC左右出现 

的放热峰是由胶原蛋白和残余脂肪燃烧引起的，从热 

重曲线可以看出，在实验温度范围内Kiel骨的失重为 

21．48％，初步可以确定其中非矿物成分的含量。表 1 

给出了其它方法测得的各种成分的含量，由于采用的 

加热温度不同，结果也有一定的差别。 
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图3 HA的 DSC曲线 

图4 Kiel骨的 DSC曲线和TG曲线 
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2．4 力学性能的检测 

取 6条 Kiel骨哑铃形试件 ，在 Instron 1011力学性 

能测试仪上进行单轴拉伸实验。 

图5是对Kiel骨进行拉伸测试时典型的载荷(L)一 

位移(D)曲线。从曲线可以看出，Kiel骨在拉伸时经 

历了从线弹性区过渡到非线弹性区的过程，然后再发 

生脆裂。 

图5 Kiel骨的拉伸载荷 一位移曲线 

为了比较材料的力学性能和化学成分的关系，我 

们测定了Kiel骨中水分和胶原蛋白的含量。表 1给 

出了样品中的一些成分和拉伸力学性能数据。 

材料的杨氏模量反映材料的刚性，而其断裂时的 

应变大小反映材料的延展性。骨的弹性或韧性取决于 

骨中的胶原含量，其力学强度主要由无机成分决定。 

正常骨中含水量约为9％，胶原为 20％，Ca、P等无机 

盐为69％，还有少量的氨基多糖、其它蛋白质、肽类和 

脂类  ̈。Kiel骨在加工时经过强氧化剂 H：0 的长时 

间浸泡，虽然保留了原骨的主要无机成分，但其中的有 

机胶原成分已发生变性，因而与天然骨相比，其力学强 

度和韧性均有所下降。Catanese-】 等报道湿态天然牛 

肱骨密质骨的拉伸弹性模量为(16．2±3．4)GPa，笔 

者测得 Kiel骨的弹性模量为4 696 MPa，表明 H 0 处 

理对骨块的力学强度破坏较大。 
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说明：表中所有值为均值 ±标准偏差(，l=6，P<0．05) 

3 结 论 

异种骨能否大规模应用于临床，主要取决于它的 

力学强度和所含免疫原性物质的脱除程度，这两者之 

间又存在着一定的矛盾，要彻底脱除其免疫原性必须 

除去所有的有机成分，有机成分的完全脱除又大大降 

低了材料的力学强度 ，因此 ，在确保材料安全性的前提 

下保 留适当的有机成分无疑是异种骨材料加工过程中 

的一个选择。实验表明，异种骨的免疫原性主要在于 

它的有机成分，其中的细胞成分、酸溶性蛋白和脂肪等 

具有较强的免疫原性，必须彻底脱除。骨基质 中的 I 

型胶原，由于有规整的螺旋结构，免疫原性较温和。在 

胶原分子中95％的氨基酸具有 Gly—X—Y重复序列 

和三螺旋结构，在两端约 5％的氨基酸不具有这种序 

列而不能形成螺旋结构，这些区域与胶原的免疫原性 

有密切关系，除掉这些“端肽”区域可以大大减小免疫 

原性。 

通过对 Kiel骨进行红外 、XRD和 DSC等各种理 

化性能测试，发现其无机成分主要是碳酸盐羟基磷灰 

石，与人骨的天然成分相同，因而具有较好的生物相容 

性。同时 Kiel骨中有机成分的脱除并不彻底 ，脱蛋 白 

和脱脂过程能够去除其中的细胞成分、酸溶性蛋白和 

脂肪等免疫原性较强的物质，但所含的胶原成分并没 

有被完全脱除，经 H O 处理后，胶原蛋白发生变性而 

保留在骨块内部。胡永康等 对由牛密质骨制备的 

Kiel骨进行了氨基酸分析，测得其中芳香族氨基酸的 

含量为 l2．27 ng／mg，作者还对 Kiel骨的免疫原性进 

行了检测，将 Kiel骨植人 Wistar大鼠的肌肉内，观察 

植人骨周围的炎症细胞和纤维增生情况，发现 Kiel骨 

引起的组织学反应较轻，是较理想的异种骨植骨材料。 

有学者认为H O 消除异种骨抗原性的机制主要是使 

骨块内抗原物质发生蛋白质变性，改变了抗原决定簇 

的构向，从而减弱或消除其抗原性⋯。 

Kiel骨的免疫原性虽然较弱，但其缺点也很明显。 

首先，H O 处理对材料的力学强度造成很大的影响， 

罗卓荆等 报道了H O 处理时间与牛松质骨力学强 

度的关系，发现经 H O 处理后，其力学强度明显降 

低，处理24 h其压缩极限强度降低 43．7％，处理 96 h 

降低 92．8％。其次，H O 处理使骨块中的胶原蛋白 

发生变性，使胶原难以发挥正常的生理功能，必然影响 

植人材料的成骨诱导能力，胶原不仅能为细胞提供支 

持和保护作用，而且与细胞的粘附、生长、表型表达均 

有密切关系。I型胶原还对矿物沉积有重要的诱导作 

用。研究表明，I型胶原的天冬氨酸 一甘氨酸 一谷氨 

酸一丙氨酸(Asp—Gly—Glu— a，DGEA)多肽序列是 

一 种特异性的细胞粘附域 ，能够与成骨细胞膜表面的 

Ot p 整合素受体作用，促进细胞粘附，介导细胞外信 

号进人细胞，激活细胞内外的各种信号传递通路，影响 

细胞的分化与生长 M J。此外，由于 Kiel骨 的骨基 

质中还含有很多的蛋白质成分，在某种外界条件的诱 

导下，仍有潜在的抗原性。 

总之，虽然 Kiel骨具有天然的三维网状结构和低 

免疫原性等特点，在临床上获得了初步应用，但 Kiel 

骨本身还存在力学强度低、成骨能力差和潜在的免疫 

原性等缺点，限制了它在临床上的广范应用，有必要对 

Kiel骨的加工方法进行改进以获得低免疫原性、高强 

度和高成骨能力的异种骨材料，满足临床的需要。作 

者采用生物酶脱蛋白等方法处理异种骨基质，在去除 

或减小免疫原性的同时，保持天然骨的骨矿成分和部 

分有机胶原结构，以增加移植骨的整体力学强度，并保 

留适当的成骨性能。实验结果将另文报道。 
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Experimental Analysis on the Physicochemical Characterization of Kiel Bone 

HE Chuang‘long，WANG Yuan—liang，YANG Li—hua，ZHANG Jun，CAO Yang．WU Ke．da 

(Key Laboratory for Biomechanics and Tissue Engineering Under the State Ministry of Education， 

CoHege of Bioengineering，Chongqing University，Chongqing 400030，China) 

Abstract：Xenograft bone such as Kiel bone has long been used as a grafting materials，but the results of Kiel bone appli— 

cation in clinic are still controversial due to itg some drawbacks．To investigate the novel procession method of xenograft 

bone，the physicochemical characterization of Kiel bone and it，s relationship with the clinical application are studied
．  

Kiel bone is prepared from bovine femoral cortical bone according to Salama~methods．The bone specimens are charac— 

terized with a number of physicochemical method s such as阿 R spec~oscopy，X—ray diffraction spectroscopy
， diffe卜 

ential scannifig calorimetry(DSC)and uniaxial tension mechanical tests．The result indicates that Kiel bone is com— 

posed of hydroxyapatite and organ ic component，an d the deproteination of Kiel bone is imcomplete
，
but processes with 

hydrogen pemxlde，the collagen is denatured which reduce the mechanical properties of materials
． Th e immunogenicity 

of Kiel bone is weakened since the main an tigenic protein is removed and collagen is denatured，which not only weakens 

the s~ength of materials but influences on it，s physiological pmpe~y．all make the osteoinductive properties of materials 

unidea1．To overcome these problems，it is necessary to develop the novel procession method of the xenogeneic bone
．  

Key words：Kiel bone；preparation；physicochemical characterization 
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