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摘 要: 利用鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)中丰富的血管建立半体内模型, 研究多孔磷酸钙骨修复材料的血管化。将多孔

羟基磷灰石陶瓷(HA)和具有部分孔隙结构的磷酸钙骨水泥(CPCs)分别植入 CAM 中共培养, 利用体式显微镜和扫

描电子显微镜(SEM)观察 CPCs 表面血管的生长, 并利用 Image-Pro Plus 和 Nano Measurer 定量血管密度、直径和数

量; 对 CAM 中培养的 HA 采用不脱钙组织学处理和观察。体式显微镜观察及定量结果显示多孔结构对血管生长

影响显著, 随着培养时间延长, 多孔部分血管密度和数量均有明显增加, 而无孔部分血管生长缓慢。CPCs 表面

血管以出芽方式生长, 形成血管网络, 直径一般小于 50 μm。SEM 观察显示血管紧贴 CPCs 表面生长。苏木精-伊

红(H&E)染色显示血管通过孔隙结构长入 HA 内部。实验结果说明三维孔隙结构利于血管的生长和长入, 此实验可

简便、高效、低成本地研究多孔磷酸钙骨修复材料的血管化, 为快速评价生物材料血管化寻找一种新途径。 
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Abstract: In this study, ex vivo chick chorioallantoic membrane (CAM) model with abundant blood vessels was de-

veloped to investigate the vascularization of porous calcium phosphate. Porous hydroxyapatite ceramic (HA) and cal-

cium phosphate cement with segmental porous structure (CPCs) were implanted into CAM, respectively. Stereomicro-

scope and scanning electron microscope (SEM) were employed to observe the angiogenesis on the surface of CPCs. 

The vascular density, diameters and numbers were quantified by Image-Pro Plus and Nano Measurer. Furthermore, 

undecalcified histological staining was conducted to observe the inner angiogenesis of porous HA. The vascular den-
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sity and number in the porous part of CPCs both increased significantly with the increase of culture time, while the an-

giogenesis was tardily in the part of CPCs without pores. Most of the blood vessels less than 50 μm on the porous part 

of CPCs grew in budding manner to form vascular network. SEM images showed that blood vessels grew tightly on 

the surface of CPCs. Histological staining demonstrated that some blood vessels grew into the inside of porous HA. 

These results suggest that three-dimensional porous structure may promote the angiogenesis of porous calcium phos-

phate and the present CAM model may provide a convenient, efficient and with low-cost approach to evaluate vascu-

larization of porous biomaterials. 

Key words: chick chorioallantoic membrane; porous calcium phosphate materials; vascularization; ex vivo 

 
 
 
 

多孔磷酸钙骨修复材料不仅具有与人体骨组织

相似的无机成分, 而且具有仿骨组织的三维孔隙结构, 

因此具有良好的生物相容性和骨传导性等, 已成功应

用于临床。其中仿生三维孔隙结构适于细胞和组织的

长入, 利于材料的血管化, 促进新骨的形成[1]。因此, 

骨修复材料血管化是其成功应用于临床的关键。目前, 

主要采用动物植入实验, 结合组织学和血管造影技术

等研究多孔磷酸钙骨修复材料的血管化[2-4]。但动物实

验的操作和影响因素复杂、研究周期长、成本较高, 且

难以直接观察血管长入材料的动态变化。 

鸡胚绒毛尿囊膜(Chick chorioallantoic membrane, 

CAM)是鸡胚发育到第 4~5 d, 尿囊膜中胚层外层与绒

毛膜中胚层内层融合而形成的, 随着鸡胚的发育, 膜

中血管网络逐渐形成, 孵育约至第 8 d 后, 血管网络

发育趋于稳定[5]。CAM 中丰富的血管组织是研究活体

血管形成与抗血管形成理想的半体内模型。相比动物

实验, CAM 模型操作简便、实验周期短、成本低廉、

易于样本大量重复并且便于直接观察血管动态生长

过程。已有研究利用 CAM 模型进行与血管生成相关

的研究, 并定性或定量评价, 如应用于肿瘤模型的建

立[6]、肿瘤治疗的优化[7-8]、血管相关疾病机理的研究
[9]和血管相关药物药效的评价[10]。最近有研究利用

CAM 模型研究骨修复材料的生物相容性[11], Mag-

naudeix 等[12]利用 CAM 模型定量评价具有不同孔隙

形状的含Si羟基磷灰石支架对血管生长的影响, 但由

于长入多孔材料的组织有限以及磷酸钙骨修复材料

力学性能的限制, 很难利用常规的组织学技术评价骨

组织修复材料孔隙中的血管化。此外, 现有研究仅在

固定时间观察材料表面血管生长的情况[13]。目前尚未

见关于多孔磷酸钙骨修复材料孔隙中血管动态生长

及利用组织学技术评价血管长入的研究。 

本研究拟利用 CAM 模型评价多孔磷酸钙骨修复

材料的血管化。采用体式显微镜动态观察、软件定量

分析多孔磷酸钙骨水泥(Calcium phosphate cement, 

CPC)表面的血管生长, 比较 CPC 中多孔和无孔结构

对血管生长的影响, 利用扫描电子显微镜观察CPC表

面血管生长情况。由于植入CAM后培养时间较短, 长

入多孔 CPC 内部的血管和组织较少, 脱钙后材料/组

织不能保持完整结构, 同时 CPC 力学强度较差, 不脱

钙切片时, 易碎成粉末, 难以进行组织学分析, 其制

片方法正在进一步研究。而烧结后的多孔羟基磷灰石

陶瓷(Hydroxyapatite ceramic, HA)力学强度增强, 在

组织长入有限的情况下可制备不脱钙组织学切片。因

此本实验选用多孔 HA 进行血管化的组织学评价, 研

究血管在多孔磷酸钙材料内部的生长情况。本工作通

过磷酸钙骨水泥表面血管生长和多孔羟基磷灰石内

部血管生长的评价, 研究了三维孔隙结构对多孔磷酸

钙骨修复材料血管化的影响; 为简便、快速、定量评

价生物材料血管化提供一种参考方法。 

1  实验方法 

1.1  受精鸡蛋的预培养  

0.05%高锰酸钾(KMnO4)擦拭受精鸡蛋 , 表面

消毒后, 置于 37.5℃, 100%湿度的孵箱中预培养 8 d, 

待 CAM 的血管网络发育稳定(图 1(a)), 作为发育正

常的 CAM 模型备用。 

1.2  多孔磷酸钙骨修复材料的制备 

CPC 采用 Biocement-D 配方作为固相粉末[14], 

磷酸盐缓冲液(Phosphate buffer solution, PBS)作为

液相, 按液固比 1.0 mL/g 均匀混合, 得到 CPC 浆体, 

将浆体灌入自制模具(一部分含针头, 可造通孔, 另

一部分不含), 水化后得到 CPC 支架(CPC scaffold, 

CPCs), 其中一半多孔, 一半无孔(图 1(b)中白色圆

柱形试样, 黑色实线为多孔和无孔的分界线), 试样

尺寸 8.80 mm×2.00 mm, 孔径为 500 m。多孔 HA

采用 H2O2 发泡、1250℃烧结而成 [15], 试样尺寸

 8.80 mm×2.00 mm, 孔隙率约为 78%, 孔径为

200~500 m (图 1(c)白色圆柱形试样)。两种多孔磷

酸钙骨修复材料经超声、清洗、干燥、灭菌后备用。 
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图 1  预培养 8 d 的 CAM 血管网络(a), 以及植入 CPCs (b)和 HA (c)后的 CAM 

Fig. 1  Vascular network of CAM after pre-incubated for 8 d (a), CAM after implanted CPCs (b) and HA (c) 
 

1.3  多孔磷酸钙骨修复材料植入CAM模型培养 

取出培养 8 d后的鸡蛋, 用 75%乙醇消毒; 无菌

针头刺破蛋壳顶端; 无菌组织镊掀起蛋壳顶端, 形

成直径约为 2 cm的窗口; 将软壳膜小心揭起并撕去, 

暴露 CAM, 将无菌多孔磷酸钙骨修复材料(CPCs 和

HA)分别植入 CAM 中, 如图 1(b)和 1(c)所示。无菌

医用敷贴封口后将鸡蛋置于 37.5℃, 100%湿度的孵

箱(HWS-80, KEWEI, China)继续培养。 

1.4  CPCs 表面血管化定量分析 

培养 2、6 和 8 d 后, 采用体式显微镜(CSW-X, 

COOSWAY, China)观察CAM模型中CPCs表面的血

管生长。利用 Image-Pro Plus (IPP)和 Nano Measurer

软件对 CPCs 表面血管生长进行定量统计并分析, 

每组 3 个平行样。 

1.4.1  血管密度 

文中血管密度 dblood 定义为某一特定区域血管

的总面积 Sblood 与该区域总面积 Stotal 之比[12], 如式

(1)。使用 IPP 软件计算 CPCs 多孔和无孔部分以及

整个支架表面的面积, 同时计算各区域中血管所占

面积, 利用式(1)分别计算培养 2、6 和 8 d 后 CPCs

血管总密度 dtotal, CPCs 中多孔部分血管密度 dporous

和无孔部分血管密度 dnone。比较培养 2、6 和 8 d 后

CPCs 中多孔和无孔部分血管密度所占百分比。 

blood
blood

total

S
d

S
=                (1) 

1.4.2  血管直径与数量 

利用 Nano Measurer 软件测量培养 2、6 和 8 d

后 CPCs 上所有血管的直径, 根据血管直径将其分 

为三个等级: <50 μm、50 μm<<100 μm 和>  

100 μm[16], 比较培养不同时间后不同等级的血管

数量, 以及 CPCs 中多孔和无孔部分不同等级血管

数量所占的百分比。 

1.5  微观形貌分析 

培养 8 d 后, 取出 CAM 模型中的 CPCs, 用

2.5% 戊 二 醛 溶 液 固 定 24 h, 磷 酸 盐 缓 冲 液

(Phosphate buffer solution, PBS)清洗 3 次, 乙醇梯度

脱水 , 临界点干燥 , 喷金 [17], 用扫描电子显微镜

(SEM, Scanning electron microscope, FEI-Quanta200, 

Philips, Netherlands)观察支架表面的血管生长, 利

用 Nano Measurer 软件计算血管直径。 

1.6  组织学表征 

由于磷酸钙材料在 CAM 中培养时间较短, 组

织和血管长入量较少, 脱钙切片困难。因此研究采

用不脱钙硬组织切片技术对材料进行组织学评价。

取出在 CAM 中培养 4 d 的 HA, 固定、梯度脱水、

聚甲基丙烯酸甲酯(Polymethyl methacrylate, PMMA)

包埋、切片(SP1600, Leica, Germany)和苏木精-伊红

(Hematoxyin-eosin, H&E)染色[18], 观察长入 HA 的

血管和组织。 

1.7  统计学分析 

实验中所有定量数据均表示为XSD, 采用

Student’s T test 进行统计学分析: p<0.05, 显著性差

异; p<0.01, 极显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  CPCs 表面血管化评价 

图 2 中(a)、(b)和(c)分别为 CPCs 在 CAM 模型

中培养 2、6 和 8 d 的体式显微镜照片, 将培养 8 d

的 CPCs 表面不同区域 1、2 和 3 放大得到图(d)、(e)

和(f)。从图中可见, 培养初期(2 d)CPCs 周围有血液

渗出, 表面出现凝血(图 2(a)), 随着培养时间延长, 

CPCs 表面凝血逐渐消失, 血管数量逐渐增多, 且血

管向 CPCs 内部生长(图 2(b)和(c)), 说明 CPCs 具有

良好的生物相容性, 利于血液循环和凝血消除, 并

促进血管生长。从图 2(a)可见, 培养初期 CAM 组织

及血管没有完全包裹 CPCs, 此时 CPCs 表面血管生

长具有随机性, 无孔部分血管多于多孔部分(图 2(a)

箭头所示)。随着培养时间延长, CAM 逐渐发育, 其

组织和血管不断生长, 包裹 CPCs, 同时 CPCs 的孔

隙结构为细胞长入和血管循环提供了空间[19], 因此

CPCs 多孔部分表面血管快速生长, 血管逐渐丰富, 

凝血基本消失, 而无孔部分因没有足够的空间供细

胞和血管长入, 血管生长明显缓慢, CPCs 表面还可 
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图 2  CPCs 植入 CAM 模型中培养 2 d(a)、6 d(b)和 8 d(c)后其

表面的血管生长, 以及培养 8 d 后放大 CPCs 表面不同区域(1 

(d)、2 (e)和 3 (f))的血管生长的体式显微镜照片 

Fig. 2  Angiogensis on the surface of CPCs after implanted in 
CAM model for 2 d (a), 6 d (b) and 8 d (c). Angiogensis of 
different parts (1 (d), 2 (e) and 3 (f)) on the surface of CPCs 
after implanted for 8 d 

 

见大块凝血(图 2(b)箭头所示), 到第 8 d 无孔部分还

出现血管退化现象(图 2(c)箭头所示)。由图 2(d)和图

2(e)可见, 在 CPCs 多孔部分, 血管以出芽方式生长, 

形成血管网, 符合血管正常生理结构[20] (图 2(d)和

2(e)中圆圈所示为血管分支点), 同时血管向孔隙的

中心汇聚(图 2(d)和 2(e)中箭头所示); 图 2(f)中无孔

部分表面血管沿支架轮廓方向生长, 血管分支点较

少, 且血管数量少, CPCs 表面有血栓形成(图 2(f)箭

头所示)。结果表明 CPCs 表面血管生长初期具有随

机性, 而孔隙结构对后期血管生长以及血管网的形

成起明显的促进作用, 并可以引导血管的生长方向。

但是本实验中 CPCs 孔隙尺寸和结构与正常骨的尚

有一定差距, 因此实验还需要进一步优化。 

2.1.1  血管密度 

图 3(a)为在CAM模型中培养 2、6和 8 d后CPCs

表面血管总密度, 图 3(b)为多孔和无孔部分血管密

度所占百分比。由图 3(a)可见, 随着培养时间增加,  

 

图 3  培养 2、6 和 8 d 后 CPCs 表面血管总密度(a), 以及 CPCs

表面多孔和无孔部分血管密度所占百分比(b)  

Fig. 3  Total density of blood vessels on CPCs after implanted 
in CAM model for 2, 6 and 8 d (a). The percentage of vascular 
densities of CPCs, with pores and without pores (b)  
**p<0.01, n=3 

 

CPCs 表面血管总密度极显著增加, 培养 2 d 后血管

总密度仅为(4.08±0.42)%, 培养 8 d 后血管总密度

可达(45.73±2.46)%。由图 3(b)可见, 培养 2 d 后, 

CPCs 无孔部分血管密度大于多孔部分, 这是由于

培养初期 CAM 没有完全包裹 CPCs, 其表面血管生

长具有随机性。随着培养时间增加, 孔隙结构对于

血管生长的优势逐渐明显, 血管逐渐向多孔部分表

面生长, 无孔部分表面血管生长受到限制, 因此多

孔部分血管密度逐渐增加 , 所占比例超过无孔部

分。图 3 的定量数据说明了多孔结构对骨修复材料

血管化的重要性。 

2.1.2  血管直径与数量 

图 4 为在 CAM 中培养 2、6 和 8 d 后, CPCs 表

面血管的直径分布(图 4(a))、不同直径的血管总数

(图 4(b))和 CPCs 表面多孔部分和无孔部分不同血管

直径数量所占百分比(图 4(c))。由图 4(a)和 4(b)可见, 
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培养初期 , CPCs 表面血管直径 ()较小 , 基本在   

100 μm 内。随着培养时间增加, 出现>100 μm 的血

管, 同时<50 μm 的血管数量显著增加(6 d), 培养 8 d 

 

图 4  培养 2、6 和 8 d 后 CPCs 表面血管的直径分布(a), CPCs

表面不同直径血管(Φ<50 μm, 50 μm<Φ<100 μm和Φ>100 μm)

总数量(b), 以及 CPCs 表面多孔和无孔部分中不同直径血管

的数量所占百分比(c)  

Fig. 4  The distribution of vascular diameters (a), numbers of 
different vascular diameters (Φ<50 μm, 50 μm<Φ<100 μm and 
Φ>100 μm) (b) and the percentage of different diameters in 
different parts (with pores and without pores) (c) on the surface 
of CPCs after implanted for 2, 6 and 8 d  
*p<0.05, **p<0.01, n=3 

后<50 μm 的血管仍显著性增加, 而 50 μm<<100 μm

和>100 μm 的血管生长缓慢, 数量无明显增加。结

合图2(b)和2(c)可知, CPCs表面血管生长主要有两种

形式: 一种为覆盖在 CPCs 表面, 随着 CAM 发育不

断生长的血管, 其直径较大; 一种为 CPCs 上大血管

按出芽方式生长形成的血管, 其直径较小。CPCs 上

>50 μm的血管多为第一种生长方式, <50 μm的血

管多为第二种方式, 当 CAM 中大血管生长覆盖

CPCs 表面后, 以细小血管(< 50 μm)生长为主。图

4(c)与图 3(b)结果相似, 表明孔隙结构利于血管包

绕、穿过, 可以促进血管生长。 

2.2  微观形貌分析 

图 5为CPCs植入CAM 8 d后表面的 SEM照片, 

从图 5(a)可以明显观察到支架表面存在呈出芽方式

生长的血管, 其平均直径约为 20 μm, 将支架表面

上的血管进一步放大得到图 5(b), 图中可见 CAM

的膜结构将血管包裹, 且膜结构贴覆于 CPCs, 可以

推测血管紧贴 CPCs 生长。 

2.3  组织学表征 

图 6 是 CAM 模型中培养 4 d 后 HA 的 H&E 染

色图。图 6(a)和图 6(b)均可见 HA 边缘被大量疏松

结缔组织包围, HA 孔隙中存在散落的红细胞(图 6(a)

黑色箭头所示), 这可能是在切片过程中, 长入 HA

内部的血管受损破裂, 血管内部的红细胞散落于孔 

 

图 5  植入 CAM 8 d 后 CPCs 表面的 SEM 照片 

Fig. 5  SEM images of the surface on CPCs after implanted in 
CAM model for 8 d 

 

图 6  多孔羟基磷灰石陶瓷植入 CAM 4 d 后不同部位的 H&E

染色 

Fig. 6  H&E staining images of porous hydroxyapatite ce-
ramic after implanted for 4 d in CAM model  
Black arrow: red blood cell grew into the inner pore of HA, white arrow: 
blood vessel grew into the inner pore of HA 
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隙中。图 6(b)可见细管状物质随疏松结缔组织延伸, 

长入 HA 内部, 并分支呈网状结构(图 6(b)白色箭头

所示)。H&E 染色结果说明血管通过出芽方式生长

进入 HA 内部形成血管网, 表明孔隙结构利于细胞

和血管向材料内部生长 , 促进材料血管化 , 这与

CPCs 血管化定量分析结果一致。但由于组织学制片

技术的局限, 目前在 CAM 模型中培养后的 CPCs 试

样的组织学切片正在探索中。 

3  结论 

利用具有丰富血管的 CAM 建立半体内模型, 

研究多孔磷酸钙骨修复材料的血管化。CPCs 表面血

管生长的结果表明, 在培养初期, CAM 的组织和血

管未完全包裹 CPCs, CPCs 表面血管生长具有随机

性; 在培养后期, 由于孔隙结构利于血管包绕、穿过, 

对 CPCs 表面血管生长有明显的促进作用, 同时孔

隙结构利于血管网的形成和维持。CAM 模型中培养

HA 的组织学结果表明孔隙结构利于细胞和血管长

入, 对材料的血管化非常重要。本研究建立的 CAM

模型, 较动物植入实验更简便快捷, 解决了动物实

验操作困难、影响因素复杂、实验周期长等缺点, 为

快速简便地评价植入材料的血管化提供了新方法, 

具有较好的应用前景。 
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