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自体骨髓间充质干细胞复合富血小板纤维

蛋白促进新骨形成的研究

周春梅　李淑慧　温齐古丽·乃库力　于　莉　袁　萍　尼加提·吐尔逊

摘　要　目的　研究自体骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）复合富血小板纤维蛋白（ｐｌａｔｅｌｅｔ－ｒｉｃｈｆｉｂｒｉｎ，

ＰＲＦ）对兔拔牙窝骨缺损新骨形成的促进作用。方法　将 ２月龄雄性新西兰兔２７只，随机分３组，每组９只，建立动物模型，均在

全身麻醉下微创拔除下颌左侧中切牙。Ａ、Ｂ和 Ｃ组分别为 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ、单一 ＰＲＦ和空白对照。每组 ３只于 ３个时间点，即

第 ４、８、１２周，在骨缺损部位取材，拍摄 Ｘ线片观察骨缺损区骨质的愈合及改建情况。同时制作 ＨＥ染色的组织切片，进行骨计

量观察。结果　观察和使用灰度值统计软件进行分析的结果表明，在 ４、８、１２周 Ａ组缺损区骨密度明显高于 Ｂ、Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。

Ａ组与 Ｂ、Ｃ组的骨计量学比较分析显示骨小梁宽度、缺损区骨量、成骨细胞数差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　自体

ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ应用于兔牙槽骨缺损区能有效促进新骨形成。
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　　牙周病、外伤、龋病等各种原因导致的牙齿的缺
失，不仅影响患者的咀嚼和发音功能，还会导致面容

的改变，甚至改变牙槽骨的高度、宽度及密度，以致于

影响活动和种植义齿修复的效果
［１，２］
。牙槽骨缺损

的成功修复与以下 ４个因素紧密相关：①血供充足；
②活性极强成骨前体细胞；③具有骨诱导性的生长因

子；④具有骨传导性的细胞外基质。临床上常采用牙
槽嵴水平骨扩增、垂直骨扩增、引导骨组织再生术以

及上颌窦提升术等外科治疗的方法增加骨量，重建牙

槽嵴形态。但这些常规治疗方法均不能满足以上 ４
个要素，从而限制了临床上的广泛使用

［３］
。骨组织

工程技术是利用种子细胞、支架材料和细胞因子机制

产生新骨的一项新技术。骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）为目的细胞取材容易并且
具有低免疫原性，可以连续传代，扩增超过１０亿倍时
仍具有很强的成骨潜能

［４，５］
。富血小板纤维蛋白

（ｐｌａｔｅｌｅｔ－ｒｉｃｈｆｉｂｒｉｎ，ＰＲＦ）能够刺激成骨细胞的增殖
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和分化。血小板还分泌纤维蛋白原，增强间充质细胞

的迁移的组织再生
［６］
。ＰＲＦ的制备简单，无添加任

何化学试剂，只需抽取动物自体外周血离心即可得

到。

笔者利用 Ｘ线观察和灰度值测量并结合组织学
分析研究 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ对兔拔牙窝骨缺损新骨形
成的促进作用，以为后期骨缺损的修复提供最佳治疗

方案。

材料与方法

１．实验材料：（１）动物：健康雄性新西兰兔（２月
龄，２．５～３．５ｋｇ，２７只），购自新疆医科大学动物实验
中心。（２）仪器：ＨＱＹ－Ｇ型固定式牙科 Ｘ线机（芬
兰海青公司）；ＤｉｇｏｒａＯｐｔｉｍｅ牙片数字成像系统（芬
兰 Ｓｏｒｅｄｅｘ公司）；倒置相差显微镜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；细胞培养孵箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＣＯ２孵箱
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；超净工作台（中国博讯公司）；
低速离心机（合肥中佳公司）。（３）药品：ＤＭＥＭ培养
基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；青链霉素（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）；美国胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰酶细胞消化液
（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；３％戊巴比妥。

２．实验分组：将２月龄健康雄性新西兰兔 ２７只，
随机分 ３组，每组 ９只。Ａ和 Ｂ组分别植入 ＢＭＳＣｓ
复合 ＰＲＦ和单一 ＰＲＦ，Ｃ组为空白对照。

３．实验过程：（１）ＢＭＳＣｓ的体外培养：手术者持
１６号骨髓穿刺针与股骨轴线垂直刺入骨髓腔，抽取
５ｍｌ骨髓，细胞密度梯度离心法在超级工作台内分离
收集细胞。在 ３７℃、５０ｍｌ／ＬＣＯ２饱和湿度的孵育条
件下，采用 ＤＭＥＭ液（含 １００ｍｌ／Ｌ胎牛血清、１００Ｕ／Ｌ
青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素）培养细胞。首次换液 ４８ｈ
后，每间隔 ２～３天换液 １次。显微镜下示细胞生长
融合达９０％以上后，用０．２５％胰酶消化细胞 ２ｍｉｎ后
离心５ｍｉｎ（１２００ｒ／ｍｉｎ）。按照常规比例 １∶２传代、扩
增；取第３代细胞用于实验。（２）ＰＲＦ的制备：从新
西兰大白兔耳缘抽取 １０ｍｌ动脉血，置于无菌采血管
中，以 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ后，管内出现分层。由
下至上依次为红细胞层、白色凝胶状 ＰＲＦ层、血清
层。实验采用中间 ＰＲＦ层。（３）ＢＭＳＣｓ与 ＰＲＦ的复
合及培养：无菌条件下将 ＰＲＦ置于 ４ｍｍ×６ｍｍ的 ２４
孔板内，用 ＤＭＥＭ预湿后，紫外线消毒 ４５ｍｉｎ。调整
细胞浓度至 ６×１０７／ｍｌ，每块接种 ２０μｌ。每块 ＰＲＦ
上约有 １．２×１０６个细胞。在 ３７℃、５０ｍｌ／ＬＣＯ２饱
和湿度条件下加培养液２ｍｌ孵育，间隔１天换液，在
倒置相差显微镜下每日观察，培养至第 ３天时植入

术区。（４）动物模型制备：动物称重后，按 １ｍｌ／ｋｇ
剂量采用 ３％戊巴比妥钠注射液通过耳缘静脉麻
醉，麻醉起效后，离断牙周韧带后拔牙钳微创拔除

下颌左侧中切牙，测量牙槽骨宽度和高度后，Ａ组拔
牙窝内植入 ＢＭＳＣｓ与 ＰＲＦ的复合物，Ｂ组拔牙窝内
植入单一 ＰＲＦ，Ｃ组空白对照，３组均严密缝合创
口。按照各时间段取下颌骨缺损的标本后，将组织

立即置于 ８％的甲酸溶液脱钙 １周，梯度乙醇脱水、
浸蜡、石蜡包埋，制作厚度为 ４μｍ的组织切片，ＨＥ
染色。

４．Ｘ线数据采集：术后第 ４、８、１２周处理各组动
物并获取标本，利用 ＨＱＹ－Ｇ型固定式牙科 Ｘ线机
分别拍摄。球管置于标本上方约 １ｃｍ，将影像板放置
于标本下。均在６３ｋＶ、８ｍＡ、０２ｓ条件下，采用平行投
照法拍摄 Ｘ线片。每个位点采 ３张片，观察骨缺损
区骨质愈合和成骨情况。获得的胶片经扫描转化为

数字图像后利用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ５软件测量 Ｘ线
片上拔牙窝处图像灰度值（ｍｅａｎｇｒｅｙｖａｌｕｅｓ，ＭＧＶｓ），
完全透射区为０，完全阻射区为２５５。

５．骨计量学观察：在 １００倍光镜下，选择 ＨＥ染
色组织切片中骨缺损骨松质区进行骨组织形态计量

学分析，并确定缺损区材料植入点。距离材料植入区

１００μｍ的范围内取 ６个视野，放大 ２００倍，使用计算
机彩色病理图像采集系统采集图像，给出骨计量学参

数：骨小梁平均宽度、骨小梁面积比、成骨细胞个数

（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｎｕｍｂｅｒ，ＯＢ．Ｎ／每个视野）和破骨细胞个
数（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｉｃＮｕｍｂｅｒ，ＯＣ．Ｎ／每个视野）骨量的多少
通过测量骨小梁平均宽度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｗｉｄｔｈ，Ｔｂ．Ｗｉ／
μｍ）反映。通过视野内骨小梁面积占相应松质骨面
积的百分比计算骨小梁面积比（ｔｒａｂｅｃｕｌａｅａｒｅａ，Ｔｂ．
Ａｒ／％）说明当时最大形成骨量。

６．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学
分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。比较采
用 χ２分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ｘ线观察：（１）术后第 ４周，３组标本的骨缺损

区新形成的骨组织均呈低密度影像，与正常毗邻两端

骨组织有比较明显的影像界限（图 １）。Ａ和 Ｂ组标
本 Ｘ线片中的骨缺损区内新生骨组织密度差异不
大；空白 Ｃ组标本比前两组骨密度影更低。Ａ组骨缺
损区内新生骨与两端正常骨间有骨融合，但界限清

楚，更易辨别区分。（２）各组标本术后第 ８周的 Ｘ线
片显示骨缺损区内新生骨密度影像继续增高，新生骨

·８８·
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与周围正常骨之间的影像均开始出现部分融合（图

２）。Ａ组新生骨密度影像较高，新生骨和正常两端周
围骨组织之间影像界限模糊，可以辨认。Ｂ、Ｃ组的新
生骨组织影像密度明显小于 Ａ组，新生骨与正常骨

之间逐渐变模糊，但易辨认。（３）植入 ＢＭＳＣｓ复合
ＰＲＦ的 Ａ组术后第 １２周（图 ３），骨缺损区新生骨影
像为高密度影。新生骨和两端正常骨组织之间大部

分已经融合，其界限模糊，难以辨认。

图 １　分别植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ和单一 ＰＲＦ的 Ａ、Ｂ组以及空白对照 Ｃ组第 ４周后的 Ｘ线片
Ａ．植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ；Ｂ．植入单一 ＰＲＦ；Ｃ．空白对照

　

图 ２　分别植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ和单一 ＰＲＦ的 Ａ、Ｂ组以及空白对照 Ｃ组第 ８周后的 Ｘ线片
Ａ．植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ；Ｂ．植入单一 ＰＲＦ；Ｃ．空白对照

　

图 ３　分别植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ和单一 ＰＲＦ的 Ａ、Ｂ组以及空白对照 Ｃ组第 １２周后的 Ｘ线片
Ａ．植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ；Ｂ．植入单一 ＰＲＦ；Ｃ．空白对照
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　　２．ＨＥ染色观察：（１）术后 ４周，Ａ组成骨细胞较
多，骨小梁增厚，呈连续不规则并伴有少量板层状的

结构，有新生骨质形成。Ｂ组骨缺损区有少量类骨质
和新骨形成，Ｃ组中央为纤维组织，骨小梁较少，罕见
成骨细胞。（２）８周时，骨小梁和新生骨逐渐增加，但

Ａ组的增加量更大。术后 １２周，Ａ组缺损区处骨细
胞丰富，骨小梁粗大，排列整齐，成熟的板层状骨，Ｂ
组较多新生的编织骨及板层骨且逐渐向中央充填骨

缺损区，骨小梁连续欠规则，Ｃ组存在大量结构疏松
的纤维结缔组织，缺损区有骨样组织少量生成。

图 ４　术后 １２周分别植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ和单一 ＰＲＦ的 Ａ、Ｂ组以及空白对照 Ｃ组的组织切片图（ＨＥ，×２０）
Ａ．植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ；Ｂ．植入单一 ＰＲＦ；Ｃ．空白对照

　

　　３．骨计量学：对 ＨＥ染色后的组织切片，通过计
算机彩色病理图像采集系统，经计算得出骨计量学参

数的变化趋势，如图５所示。

图 ５　骨小梁平均宽度、骨小梁面积比、成骨细胞个数和破骨细胞个数的变化
Ａ．植入 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ；Ｂ．植入单一 ＰＲＦ；Ｃ．空白对照

　

讨　　论
骨组织工程技术是一项复合种子细胞与支架材

料产生新骨的新技术。本实验选用 ＢＭＳＣｓ为目的细
胞，其在骨髓中的含量占有核细胞的 ０．００１％ ～
００１％，连续传代体外培养多达 ３０次，仍然有活

性
［４，７］
。在动物实验中证实采用成骨的特异性诱导

因子能使包含有定向和非定向前体干细胞的 ＢＭＳＣｓ
的大多数细胞诱导成具有成骨功能的细胞

［８］
。骨髓

间质干细胞与富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，
ＰＲＰ）复合用于治疗软骨发育不全症和先天性胫骨假

·０９·
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关节患者的股骨和胫骨牵张成骨术，结果显示牵张成

骨的效果和速度明显
［９］
。ＰＲＦ被称为第 ２代的血小

板浓缩物，与 ＰＲＰ不同，它包含富血小板纤维蛋白基
质和白细胞，是一种新型自体来源的生物材料

［６，１０］
。

利用自体 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ进行兔牙槽骨缺损修复，
较单独使用 ＰＲＦ更利于新骨形成。ＰＲＦ呈立体、疏
松凝胶网状，具有密布的较大孔隙，利于营养成分和

细胞的进入，其所包含的各类生长因子利于诱导干细

胞的增殖分化、运动、凋亡和促进骨愈合及改建
［３］
。

研究表明两者复合可以显著增强定向分化能力，促进

成骨指标的表达，改善成骨效果
［１１］
。在 Ｍｏｕｔｓａｔｓｏｓ

等
［１２］
研究中，动物体内单纯植入 ＢＭＳＣｓ仅能形成纤

维结缔组织。

实验结果证实 Ａ组植入 ＢＭＳＣｓ与 ＰＲＦ复合物，
缺损区新生骨组织和正常两端骨组织之间融合好，其

界限模糊，１２周后难以辨认。详见图６。

图 ６　不同时间点各组骨缺损区新骨形成的灰度值比较
　

图６表明在植入材料术后的第 ４、８、１２周，Ａ组
骨缺损区骨密度明显高于 Ｂ、Ｃ组（Ｐ＜０．０１）；Ｂ和 Ｃ
组骨缺损区骨密度比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．
０５）。骨计量学分析结果显示，Ａ组中各项指标除破
骨细胞数外均明显高于 Ｂ、Ｃ组（Ｐ＜０．０１），表明 ＢＭ
ＳＣｓ和 ＰＲＦ两者复合在兔下颌骨缺损修复中促进骨
量增加，提高骨质的质量。通过自体 ＢＭＳＣｓ复合
ＰＲＦ移植到骨缺损区后可产生互补作用，与单纯植入
ＰＲＦ相比，两者联合应用对骨质量和速度均有明显促
进作用。１２周后，Ｂ、Ｃ组也有新骨形成，但 Ａ组情况
最佳。Ｂ组有可能是缺乏 ＢＭＳＣｓ转化为成骨细胞的

能力，因此未能有效促进骨缺损区新骨的形成和改建

的作用。自体 ＢＭＳＣｓ复合 ＰＲＦ对兔拔牙窝骨缺损的
新骨形成有显著的促进作用。应用骨组织工程方法，

有可能使颌面部骨缺损得到修复，提高患者的生存质

量，具有广阔的应用前景。
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