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摘要：目的 观察新型生物功能化复合材料在SD大鼠颅骨标准骨缺损中再生修复作用，为骨生物材料的基础研究、成骨及成

血管提供实验资料。方法 3 月龄雄性 SD 大鼠颅骨标准缺损模型随机分入不同实验组，观察时间 6 周。实验分为

CaPfromGEM21、CaPfromGEM21 + 10 ng 复 合 了 骨 形 态 发 生 蛋 白 -2（BMP-2）、CaPfromGEM21 + 100 ng BMP-2、

CaPfromGEM21+0.3 μg 血小板衍生生长因子（PDGF）-BB、CaPfromGEM21+3 μg PDGF-BB 和空白组。对标本行 X 线、

Micro CT，苏木素-伊红染色（HE染色）及相关的定量分析。结果 X线影像提示各组骨缺损均有不同程度的修复，骨折线逐

渐模糊，PDGF-BB组的骨缺损基本修复。Micro CT可见各组骨缺损均有不同程度新生骨长入。新生骨体积定量结果提示

添加PDGF-BB组新生骨明显多于BMP-2实验组（P<0.05），具有统计学意义。HE染色切片各组均未见急慢性炎症细胞浸

润，缺损中可见染色均一的新生骨组织，新生骨内及周围可见散在的新生血管，新生骨面积百分数提示10 ng BMP-2组新生

骨面积百分数及0.3 μg PDGF-BB组新生骨量百分数均明显大于单纯材料组（P<0.05），新生血管密度定量提示4个添加因子

的实验组的新生血管密度均明显大于空白组及单纯材料组（P<0.05），4个添加因子的实验组之间差异无统计学意义（P>

0.05）。结论 CaPfromGEM21复合BMP-2/PDGF-BB具有良好的生物相容性，骨缺损修复效果优于单纯材料植入，有望成为

理想的新型骨再生修复替代材料之一。
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Abstract: Objective To observe the effect of a new biomaterial in promoting the bone regeneration for repairing critical-size
cranial defects in SD rats. Methods Critical-size cranial defects were induced in 3-month-old male Sprague-Dawley rats and
repaired with the implants of calcium phosphate from growth factor enhanced matrix 21 (CaPfromGEM21, control),
CaPfromGEM21 preloaded with 10 ng bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), CaPfromGEM21 preloaded with 100 ng BMP-2,
CaPfromGEM21 preloaded with 0.3 μg platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), or CaPfromGEM21 preloaded with 3 μg
PDGF-BB. The defects were examined 6 weeks after the surgery with X-ray, micro-CT, HE staining and quantitative
assessments. Results X-ray showed defect repair in all the groups. The fracture line became obscure, and the defects were
almost fully repaired by the regenerated bone tissues in PDGF-BB group. Micro-CT demonstarted new bone formation in the
defects. The new bone volume was significantly greater in PDGF-BB groups than in BMP-2 groups (P<0.05). HE staining
revealed the presence of new bones in the defects and new vessels in and around the new bones without inflammatory cells.
The new bone area fraction was significantly greater in 10 ng BMP-2 group and 0.3 μg PDGF-BB group than in the control

group (P<0.05), and the new vessel density was
similar in the all the 4 cytokine-preloaded groups and
all significantly greater than that in the blank and
CaPfromGEM21 control group (P<0.05). Conclusion
CaPfromGem21 combined with BMP-2 or PDGF-BB
has good biocompatibility and can better promote
bone regeneration for repairing bone defects.
Key words: biomaterial; calcium phosphate growth
factor enhanced matrix 21; bone morphogenetic
protein-2; platelet-derived growth factor-BB; critical-
size cranial defects; bone regeneration
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骨缺损是骨外科临床上常见的难题，骨再生修复材

料始终是骨科研究方面的热点之一［1］。既往认为“支

架”、“种子细胞”、“细胞因子”是骨组织修复材料不可或

缺的三要素［2］，目前研究较多的支架材料有磷酸钙复合

物物（CPC）［3］、聚己内酯（PCL）［4］、聚乳酸-羟基乙酸共聚

物（PLGA）［5］等，各种支架材料都在成骨、成软骨等方面

有着不同的表现。而种子细胞方面，间充质干细胞是目

前研究最多的细胞［6］，其由于来源广泛，细胞多能性好等

优点，使其深受研究者们的青睐。但是随着生物材料研

究的不断深入，尤其是“Cell homing”理论［7］的提出，使

得细胞因子的研究逐渐丰富，该实验研究创新性地利用

复合TGFβ-3因子但未携带外源性细胞的支架成功修复

白兔膝关节软骨缺损，由此提出了生长因子以引导自体

干细胞“归巢”的方式促进组织愈合，使得细胞因子在生

物材料研究中占据越来越重要的角色，而无外源性细胞

的复合因子-支架材料则为生物材料的研究提供了新的

思路。本实验研究采用的CaPfromGEM21 是一种β-磷

酸三钙颗粒（β-TCP），已被广泛应用于口腔科下颌骨修

复［8］，具有一定的促下颌骨修复的效果，但相关实验发现

单纯植入β-TCP后2-4周，成骨出现抑制［9］。因此本实验

选用两种与骨再生密切相关的细胞因子 BMP-2/

PDGF-BB，通过构建CaPfromGEM21+BMP-2/PDGF-

BB新型生物功能化复合材料，观察材料修复SD大鼠

颅骨标准骨缺损的作用，为骨组织再生修复提供实

验数据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选用健康的 SPF 级 3 月龄雄性 Sprague-Dawley

大鼠，共15只，体质量477.79±65.36 g，由南方医科大

学 南 方 医 院 实 验 动 物 中 心 提 供（合 格 证 号 ：

NO.44002100004402）。

1.2 实验分组

植入材料为磷酸三钙颗粒CaPfromGEM21，2种细

胞因子：BMP-2（浓度为10 ng/100 ng）/PDGF-BB（浓度

为 0.3 μg/3 μg），共分为 6组：（1）CaPfromGEM21；（2）

CaPfromGEM21+10 ng BMP-2；（3）CaPfromGEM21+

100 ng BMP-2；（4）CaPfromGEM21 + 0.3 μg PDGF-

BB；（5）CaPfromGEM21+3 μg PDGF-BB；（6）空白组，

各组重复N=5。

1.3 动物造模

3%戊巴比妥钠以50 mg/kg体质量腹腔灌注麻醉

大鼠后，常规消毒、铺单，沿颅骨正中线切开皮肤，逐层

分离皮肤、软组织、骨膜，清晰暴露顶骨最平坦部位，以

矢状缝为中线，利用环钻于顶骨两侧制作两个直径为

3.6 mm的全层圆形缺损，两侧缺损随机植入两组不同

的实验材料，逐层缝合骨膜、软组织、皮肤。术后麻醉未

醒前独笼观察，待麻醉清醒后重新合笼饲养，每日观察

动物活动、饮食、精神状态、切口状况等，观察时间6周。

1.4 X线检测

术后6周再次以3%戊巴比妥腹腔麻醉大鼠，麻醉

成功后送南方医科大学南方医院影像科行颅骨正侧位

摄片（Siemens, Aristos MX2, 73 KV/16 mAs/500 ms），

观察骨折生长情况。

1.5 Micro CT

X光检测完毕后处死大鼠，取下颅骨标本，至少保

留缺损周围2 mm正常颅骨，沿矢状缝分离双侧标本，分

别对每个标本进行Micro CT扫描（Scanco, MicroCT81,

55 mV/20 μm）、三维重建、新生骨体积定量分析。

1.6 组织形态学分析

Micro CT扫描结束后，所有标本用10%中性缓冲

福尔马林溶液固定72 h，EDTA溶液脱钙，期间用大头

针轻戳标本，至针头可轻松刺入标本中提示脱钙完成，

脱钙时间约4~6周，脱钙完成后60%乙醇4 h→70%乙

醇4 h→80%乙醇4 h→正丁醇8 h脱水，脱水完成后常

规石蜡包埋，包埋完成后以4 μm厚度连续切片，所得切

片行苏木素-伊红染色（HE染色），观察各组材料与组织

相容性、成骨及成血管情况，利用Image-Pro Plus 6.0软

件计算各组代表性切片组织新生骨面积百分数（New

Bone Area Fraction, NBA%）、新生血管密度（New

Vessel Density, NVD），分析各组复合材料骨缺损修复

效果。

新生骨面积百分数（NBA%）=新生骨面积/缺损总

面积 ×100%。

新生血管密度（NVD）=新生血管数/缺损面积

1.7 统计学分析

应用SPSS 20.0统计软件分析，数据用均数±标准

差表示，各组资料采用One-way ANOVA方差分析进行

检验，如果差异有统计学意义，若方差齐用LSD检验、方

差不齐用Dunnett T3检验作两两比较。设P值<0.05差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 术后一般情况

术后4 h，大鼠可自行站立，术后3 d，活动基本恢复

正常，术后1周伤口即完全愈合，所有动物术后恢复良

好，无异常死亡，无伤口感染等术后并发症。

2.2 X线结果

术后6周各组骨缺损均有不同程度的修复，骨折线

逐渐模糊（图1）。PDGF-BB组（图1A右，B右），骨折线

基本融合，空白组（图1C右）仍可见未愈合的骨折线。

2.3 Micro-CT结果

术后6周各实验组边缘至中央均有不同程度的新

生骨长入（图2A~E），PDGF-BB组（图2D，E）缺损修复
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明显，空白组（图2F）则未观察到更多的新生骨长入。对

新生骨体积（New Bone Volume, NBV）进行定量分析，

定量结果（图 3），运用 SPSS 进行统计学分析，

CaPfromGEM21 + 0.3 μg PDGF-BB 组新生骨体积

3.72±1.48 mm3、CaPfromGEM21+3 μg PDGF-BB组新

生骨体积3.75±1.12 mm3，较空白组0.26±0.18 mm3明显

增多，具有统计学意义（P<0.05），PDGF-BB两个实验组

新生骨体积明显大于BMP-2组1.60±1.08 mm3、1.31±

0.73 mm3及单纯材料组0.30±0.18 mm3，具有统计学意

义（P<0.05），BMP-2组与单纯材料组，BMP-2与空白组

之间差异无统计学意义（P>0.05）。

A B C

图1 术后6周大鼠颅骨X线头位片影像
Fig.1 X-ray of the rat skull at 6 weeks after surgery. A: CaPfromGEM21/CaPfromGEM21+0.3 μg PDGF-BB; B: CaPfromGEM21+
10 ng BMP-2/CaPfromGEM21+3 μg PDGF-BB; C: CaPfromGEM21+100 ng BMP-2/Blank.

A B C

D E F

图2 术后6周骨缺损Micro CT三维重建图（比例尺=1.0 mm）
Fig.2 3D reconstruction of cranial defects at 6 weeks after sugery (Scale Bar=1.0 mm). A: CaPfromGEM21; B:
CaPfromGEM21 + 10 ng BMP-2; C: CaPfromGEM21 + 100 ng BMP-2; D: CaPfromGEM21 + 0.3 μg PDGF-BB; E:
CaPfromGEM21+ 3 μg PDGF-BB; F: Blank.

2.4 组织形态学结果

术后6周标本石蜡切片HE染色结果，低倍镜下可

见各组实验组有不同程度的新生骨长入（图4），高倍镜

下可见有材料组边沿与周围骨组织无炎性瘢痕组织产

生，无各种急慢性炎症细胞浸润，观察缺损中央可见染

色均一的新生骨组织，新生骨内可见骨细胞，新生骨边
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缘可见梭型的成骨细胞，新生骨内及周围可见散在新生

血管，血管内可见红细胞（图5）。

IPP 6.0软件定量新生骨组织面积百分数及新生

血管密度定量（表 1），单纯材料组、10 ng BMP-2组、

100 ng BMP-2组、0.3 μg PDGF-BB组新生骨面积百分

数较空白组明显增加，具有统计学差异（P<0.05）；3 μg

PDGF-BB 组 2 与空白组差异无统计学差异。10 ng

BMP-2组及0.3 μg PDGF-BB组新生骨百分数高于单

纯材料组（P<0.05），4个添加细胞因子的实验组之间无

统计学差异（P>0.05）。10 ng BMP-2组新生血管密度、

100 ng BMP-2组、0.3 μg PDGF-BB组、3 μg PDGF-BB

组较空白组明显增加，具有统计学意义（P<0.05）；4个组

添加细胞因子的实验组较单纯材料组12.12±3.48明显

增高，具有统计学意义（P<0.05）；4个添加细胞因子的实

验组之间无统计学差异（P>0.05）。

Group

CaPfromGEM21

CaPfromGEM21+10 ng BMP-2

CaPfromGEM21+100 ng BMP-2

CaPfromGEM21+0.3 μg PDGF-BB

CaPfromGEM21+3 μg PDGF-BB

Blank

New bone area fraction（%）

11.53±3.37

25.03±8.82

19.54±6.50

35.26±9.13

24.36±14.46

3.18±0.21

New vessel density（number/mm2）

12.12±3.48

24.61±9.24

23.64±7.59

30.21±5.42

32.72±8.89

7.80±3.87

表1 HE染色切片新生骨面积百分数和新生血管密度定量结果
Tab.1 Quantitative assessment of new bone area fraction and new vessel density

图3 Micro CT新生骨体积的结果分析
Fig.3 Statistical analysis of new bone volume in different
groups. *P<0.05.
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CaPfromGEM21+0.3 μg PDGF-BB
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CaPfromGEM21+10 ng BMP-2
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Blank

CaPfromGEM21+0.3 μg PDGF-BB
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图4 镜下所见病理HE染色切片图像（比例尺=1.0 mm）
Fig.4 HE staining of the tissues from the defects (Scale bar=1.0 mm). A: CaPfromGEM21; B: CaPfromGEM21+10 ng BMP-2; C:
CaPfromGEM21+100 ng BMP-2; D: CaPfromGEM21+0.3 μg PDGF-BB; E: CaPfromGEM21+3 μg PDGF-BB; F: Blank.
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3 讨论

BMP是转化生长因子-β（TGF-β）超家族一类的多

功能生长因子，BMP-2有促进成骨及促进成骨细胞分

化的功能，并表达特异性的成骨细胞产物［10］。血小板衍

生因子（PDGF）是人体内重要的促有丝分裂因子，

PDGF能促进成骨细胞的生长［11］，骨折局部由于机械损

伤产生大量PDGF，促使骨原细胞转化为成骨细胞，从

而促进骨折的愈合［12］。磷酸三钙（TCP）则是人体骨骼常

见成分，骨再生生物材料中最常用的是β-磷酸三钙［13］，

其具有良好的生物相容性、生物活性以及生物降解性,

是理想的人体硬组织修复和替代材料［14］。

本实验使用磷酸三钙复合不同含量的细胞因子用

于修复大鼠颅骨标准骨缺损，根据本实验的研究结果，

X线、Micro CT结果提示复合BMP-2/PDGF-BB后骨

折愈合加快，缺损有不同程度的新生骨长入，较空白组

及单纯材料组有更显著的修复，PDGF-BB组缺损修复

最为明显，说明细胞因子起到了加快骨缺损修复的作

用，Choo等发现单纯植入β-TCP后2-4周，骨缺损修复

出现抑制，而复合了PDGF-BB后成骨能力持续增强，未

出现抑制，说明本实验研究的复合材料可克服单纯材料

植入所带来的不足。既往研究发现，BMP-2促进成骨

存在剂量依赖性，高剂量（>150 μg/mL）的BMP-2成骨

效果未优于中等剂量组（30 μg/mL），但高剂量BMP-2

明显增加异常骨化及周围组织的炎症反应［15］，本实验所

用的BMP-2含量属于低剂量（10 ng/100 ng），HE染色

切片组织形态学分析提示材料与周围组织无炎症、排斥

反应，提示此剂量范围内，复合材料保持了良好的生物

相容性的同时并没有增加不良反应，除此之外BMP-2

还可能存在刺激血肿形成、异位骨化、组织水肿或其他

全身性的反应［16］，因此对于复合因子的剂量需更严谨的

探索。

新生骨面积百分数定量提示材料复合 BMP-2/

PDGF-BB后可进一步加快新生骨的长入，复合细胞因

子的实验组新生骨面积百分数明显大于空白组或单纯

材料组，本研究得出的结果与既往的研究结果一致，

Kim等［17］的研究表明，复合BMP-2可明显促进碱性磷

酸酶活性，增加钙盐沉积及相关成骨基因的表达，从而

有效地促进骨缺损的再生。另一方面，在Yamano等［18］

的实验中也发现PDGF-BB在材料中含量大于0.5 μg时

均可观察到良好的新生骨长入。在一些对此两种因子

的比较研究中发现，两种因子都有着良好的促成骨的作

用，但是对于大于4周的骨延迟愈合模型中，使用BMP-2

作为促成骨因子的效果则明显优于PDGF-BB［19］，因此

在不同的骨缺损模型中使用细胞因子的种类，也是一个

值得探索的课题。

血管化是骨组织再生修复的重要评价指标，新生

骨组织的氧含量较低、代谢率较高，因此需要密集的

毛细血管网为新生组织供氧，所以新生血管是骨再生

的关键促进因素［20］。本实验研究新生血管密度定量

提示复合BMP-2/PDGF-BB后可明显促进新生血管生

成，BMP-2通过促进细胞内皮细胞管状结构的生长而

起到促进血管增殖的作用［21］，而PDGF-BB则具有促

有丝分裂的作用，体外实验中可促进细胞的增殖，使

其具有良好的促进血管生成的能力［22］，而Xie等［23］的

图5 镜下所见病理HE染色切片图像（比例尺=100 μm）
Fig.5 HE staining of the tissues from the defects (Scale bar=100 μm). A: CaPfromGEM21; B: CaPfromGEM21 + 10 ng BMP-2; C:
CaPfromGEM21+100 ng BMP-2; D: CaPfromGEM21+0.3 μg PDGF-BB; E: CaPfromGEM21+ 3 μg PDGF-BB; F: Blank.

A B C

D E F
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实验则进一步发现，破骨细胞前体分泌的PDGF-BB

可促进一种特异性的CD31及Endomucin强阳性的微

血管形成，且CD31及Endomucin在成骨方面同样具

有重要意义，本实验研究同样得出了PDGF-BB可同

时增强新型生物功能化材料的成血管能力及骨缺损

修复能力的结果。

综上所述，本研究所构建的 CaPfromGEM21 +

BMP-2/PDGF-BB新型生物功能化复合材料在促进骨

缺损修复的实验中表现出了良好的生物相容性、促成

骨/成血管能力，未见明显的不良副反应，且复合材料可

以克服单纯材料植入所带来的弊端。总结本研究得出

的初步数据，可认为CaPfromGEM21复合PDGF-BB的

骨缺损修复效果优于复合BMP-2，就同一细胞因子而

言，在本实验所设置的不同含量组之间，高剂量组的骨

缺损修复效果略优于低剂量组。本实验研究为复合细

胞因子设置了多个含量，也为进一步探索复合因子的最

佳含量提供了宝贵的实验数据。

目前越来越多的细胞因子被纳入到复合生物材

料的研究中来，除了本实验所涉及的两种细胞因子

外，骨形态发生蛋白-7（BMP-7）［24］、纤维原细胞生长

因子（FGF）［25］、基质细胞衍生因子-1（SDF-1）［26］、腓骨

蛋白-1（Fbln1）［27］等细胞因子也被用于生物材料的研

究，各种配对复合的细胞因子在骨缺损修复模型都

表现出了不同程度的促进成骨、加快骨缺损修复的

作用。而对于细胞因子的添加方法的研究，也已从

外源性蛋白直接添加逐渐发展丰富，近年来报道了

如植入带质粒DNA的支架，编码内源性的因子合成

促进成骨［28］；抗体介导的骨再生（AMOR）［29］等研究

都获得了较为满意的实验结果。以上成果都极大地

拓展了生物材料研究领域的范围。本实验组下一阶

段实验希望进一步提高复合材料的的骨缺损修复效

果，是复合因子的材料达到添加干细胞后的促成骨

效果［30-31］，进而替代干细胞的角色，那将克服干细胞

来源、制备方法、潜在成瘤性等不足［32］，从而使更多

的临床骨缺损患者获得受益。
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