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多孔钽颗粒负载碱性成纤维细胞生长因子促进犬颌骨缺损修复的初步研究

朱　璨１，节云峰２，张　倩１，崔嘉玺１，钟建鑫１，汪　昆１，王晓亮３，周继祥１　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南
医院口腔科１；４０１１２０重庆，重庆润泽医药有限公司２；６１１７３１成都，四川省食品药品检测院３）

　　［摘要］　目的　探讨碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）对多孔钽颗粒
修复犬颌骨缺损过程中的促进效果。方法　Ｂｅａｇｌｅ犬６只，建立下颌骨缺损模型共计３６个，单侧３个骨
缺损分别为多孔钽颗粒修复组（实验组Ａ）、ｂＦＧＦ＋多孔钽颗粒修复组（实验组Ｂ）、无干预组（对照组）。
术后４、８、１２周各处死２只犬，行大体、Ｘ线、组织学观察及新生骨面积统计分析。结果　Ｘ线片示实验
组与周围骨质结合良好，对照组１２周后仍可见低密度骨缺损区域。甲苯胺蓝染色示术后８周及１２周
实验组 Ｂ骨连续性及成熟度优于实验组 Ａ。术后４周实验组 Ｂ新生骨形成面积明显大于实验组 Ａ
（Ｐ＜０．０５），而８周末实验组Ａ明显大于实验组Ｂ（Ｐ＜０．０５）。结论　ｂＦＧＦ可增强多孔钽颗粒的骨修
复能力。
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　　临床上各种原因造成的骨缺损限制了牙科种植术
的适应范围，同时也影响了种植体的后期稳定性，各种

骨修复材料的应用成为解决该问题的有效办法。钽作

为一种新型骨植入材料，可克服目前临床应用较为广

泛的钛存在的弹性模量高及易生理腐蚀等弱点，多孔

钽材料在骨科的临床应用效果已取得了实验证

实［１－２］。前期实验已证实多孔钽颗粒具有骨诱导和塑

形作用，其对骨缺损的修复取得了较好的效果［３］。然

而，在骨缺损的修复过程中，骨生长因子的缺乏或活性

不足都可以直接影响骨修复的效果［４］。骨整合和骨

诱导也因此成为骨组织工程的研究热点。ｂＦＧＦ具有
强大的促细胞增殖和促血管生成能力，是体内最重要

的成骨生长因子之一［５］，研究发现其他多孔材料在负

载ｂＦＧＦ后修复骨缺损可缩短愈合时间［６］，但ｂＦＧＦ与
多孔钽颗粒联合应用修复骨缺损尚少见报道。为探究

ｂＦＧＦ对多孔钽颗粒修复骨缺损过程中成骨的影响，进
一步提高多孔钽颗粒修复骨缺损的速度，本实验将

ｂＦＧＦ与多孔钽颗粒联合应用修复犬颌骨缺损，观察骨
缺损修复情况，为生长因子联合多孔钽修复骨缺损的

临床应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂和仪器
　　实验动物：成年雄性 Ｂｅａｇｌｅ犬６只（四川省食品
药品检测院提供），随机编为１～６号，动物定时喂食，
自由饮水。

　　实验材料及试剂：多孔钽颗粒（润泽医药公司，孔径
１００μｍ，孔隙率 ７０％），ｂＦＧＦ冻干粉（美国 Ｐｅｒｐｒｏ
Ｔｅｃｈ），０．５％ 硫酸阿托品注射液，５％戊巴比妥钠，陆眠
宁Ⅱ，头孢类注射液，荧光四环素（成都华夏试剂公司）。
　　实验仪器：牙科种植机（ＩｍｐｌａｎｔｏｌｏｙｓｙｓｔｅｍＲＺ１１
ＹＺ），Ｘ线片机（Ｓｉｒｏｎａ，德国），硬组织切磨系统
（ＥＸＡＫＴ，德国），激光共聚焦显微镜，倒置相差显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。
１．２　实验方法
１．２．１　ｂＦＧＦ与多孔钽颗粒的复合　　ｂＦＧＦ冻干粉
用生理盐水配制为１００ｎｇ／ｍＬ的溶液，将已消毒的多
孔钽颗粒和配置好的ｂＦＧＦ溶液混合放入无菌离心管
中，于振荡器上４℃过夜，冷冻干燥备用。
１．２．２　骨缺损模型的建立及修复　　５％戊巴比妥钠
（０．５ｍＬ／ｋｇ）和陆眠宁Ⅱ（０．０７ｍＬ／ｋｇ）麻醉动物后，
拔除下颌双侧第１～４前磨牙，待拔牙创自然愈合后，
常规麻醉实验动物，分层切开组织，暴露缺牙区下颌

骨，用牙科种植机在缺牙区建立柱状骨缺损模型，直径

４ｍｍ，深７ｍｍ骨缺损，各缺损间隔５ｍｍ，单侧建立

３个骨缺损。共３６个。单侧骨缺损分别为多孔钽颗
粒修复组（实验组 Ａ）、ｂＦＧＦ＋多孔钽颗粒修复组（实
验组Ｂ）、未填充修复材料组（对照组），可吸收线缝合
牙龈，术后连续３ｄ肌注头孢，０．５ｇ／ｄ，预防感染。
１．２．３　荧光四环素示踪标记　　动物于处死前１０ｄ
按５０ｍｇ／ｋｇ肌肉注射荧光四环素行示踪标记。
１．２．４　标本截取、Ｘ线拍摄及新生骨的评价　　分别
于修复术后４、８、１２周处死２只实验犬，截取下颌骨标
本，每组各获得４个样本。１０％甲醛固定４８ｈ，Ｘ线观
察各组植入物与周围骨质情况。

１．２．５　硬组织切片的制备及组织学观察　　标本转
入７５％乙醇固定，ＥＸＡＫＴ组织切磨系统制取不脱钙甲
基苯烯酸甲酯包埋骨组织切片，最终厚度为１５～２０μｍ，
激光共聚焦显微镜荧光检测（激发波长４８８ｎｍ，检测
波长４９３～６３０ｎｍ），ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件计算
标记时间点内形成新骨占植入区总面积的百分比值，

每个标本随机选取４个视野，计算平均值行统计学分
析。甲苯胺蓝染色观察缺损区骨形成及矿化情况。

１．３　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计分析软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示，同一时间点各组间采用配对资料 ｔ检验。同组
不同时间点行单因素方差分析及 ＬＳＤｔ检验，检验水
准α＝０．０５。

２　结果

２．１　大体观察
　　实验犬均存活，拔牙及修复术后缺牙区均无红肿、
渗出等感染现象。实验组 Ａ术后４周钽颗粒与周围
骨质结合良好，交界面可见少量骨痂，８周后钽颗粒与
周围骨质更为紧密，骨痂进一步成熟，１２周后可见交
界处骨质与周围正常骨质无明显界限。实验组 Ｂ术
后４周骨缺损区表面软组织包裹完整，钽颗粒与原生
骨之间结合紧密，交界面可见大量骨痂，８周及１２周
大体观察与实验组Ａ无显著差异。对照组术后４周，骨
缺损处可见少量新生的肉芽组织，８周后可见少量成熟
骨痂，１２周后骨缺损表面被粗糙不平整的骨质覆盖。
２．２　Ｘ线观察
　　高亮度阻射区为多孔钽颗粒植入区域，各时间点
可见实验组多孔钽颗粒充满骨缺损区域，金属颗粒周

围新生骨与周围正常骨质连续性随时间推移逐渐增

强，交界处无骨吸收现象。对照组４周骨缺损区域仍
可见大面积低密度透射区，８周后透射区有所减少，形
成网状的纤维样结构，１２周后骨缺损区密度较８周有
所增高，但密度仍低于周围正常骨质（图１），实验组Ａ
和实验组Ｂ植入材料骨界面无显著差异。
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Ａ：４周；Ｂ：８周；Ｃ：１２周；实验组Ａ（红色箭头示）和实验组Ｂ（绿色箭头示）多孔钽颗粒与周围骨质结合良好，对
照组（白色箭头示）随时间推移骨缺损区逐渐减少

图１　Ｘ线观察各组术后不同时间骨缺损修复情况

２．３　甲苯胺蓝组织学染色观察
　　实验组Ａ：光镜下见多孔钽颗粒为黑色，术后４周
钽颗粒周围出现新生骨细胞；８周钽颗粒周围出现相
互连通的网状编织骨；１２周骨质进一步矿化，但可见
少量脂肪样空泡结构（图２）。
　　实验组 Ｂ：术后４周可见多孔钽颗粒周围出现不
规则排列的蓝染成骨细胞，同时可见大量条索样纤维

组织；８周后多孔钽颗粒内部出现浅蓝色类骨质及深

蓝色新生骨，多孔钽颗粒周围骨质进一步矿化，颗粒之

间可见成熟板层骨和哈弗士管系统；术后１２周可见少
量散在新生骨质，多孔钽颗粒之间充满连续的蓝紫色成

熟骨质，多孔钽颗粒与原生宿主骨间结合紧密（图２）。
　　对照组：术后４周后可见少量软骨细胞，网状排列
的纤维结构；８周后骨缺损区域出现少量孔隙状编织
骨，尚未见成熟的板层骨结构；１２周后可见被脂肪空
泡结构充满的未修复区域（图２）。
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图２　甲苯胺蓝染色观察各组术后不同时间骨缺损区域修复情况　（倒置相差显微镜×１００）
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组Ａ；Ｃ：实验组Ｂ　ＴＡ：多孔钽颗粒；Ｂｌａｎｋ：骨缺损区域
图３　激光共聚焦显微镜观察植入术后８周四环素荧光标记显示新骨形成情况

２．４　四环素荧光标记新生骨面积分析
　　镜下骨小梁显示绿色荧光，新生骨为高亮荧光。
新骨形成始于多孔钽颗粒周围，逐渐连通于各多孔钽

颗粒之间，８周后多孔钽颗粒内部出现强荧光团块
（图３），对照组骨小梁密度较低，且可见大面积空白缺
损区。实验组Ａ和实验组 Ｂ多孔钽颗粒周围可见绿
色骨小梁，材料内部均可见高亮荧光团块，骨组织已长

入颗粒内部，实验组 Ｂ高亮荧光面积较实验组 Ａ较
少，但骨小梁较实验组Ａ致密。
　　标记时间内成骨面积百分比结果见表１，各实验
组术后４周和８周标记点新生骨面积百分比均显著大
于对照组（Ｐ＜０．０５），１２周则差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。术后４周实验组Ｂ新生骨面积大于实验组Ａ，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），８周后则实验组 Ａ成
骨量大于实验组Ｂ，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），术
后１２周，２组成骨量近似（Ｐ＞０．０５）。
　　同组不同时间点相比较：实验组 Ｂ４周末成骨量
最多，８周末逐渐减少，１２周末显著下降。实验组 Ａ
及对照组８周末新生骨量最多，１２周后显著下降。

表１　各时间点四环素荧光标记新生骨面积百分比
［ｎ＝１６，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 ４周 ８周 １２周
实验组Ａ １８．０８±１．２８ａｂ ２１．１１±１．８２ａｂ １１．５９±２．９０
实验组Ｂ ２３．１３±２．１２ａ １８．３２±１．２９ａ １１．５０±２．２６
对照组 １２．５０±１．９７ １４．１５±１．９０ １０．５０±２．００

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与实验组Ｂ比较

３　讨论

　　 钽金属作为一种新型植入材料，较钛具有更高的
惰性，即使在强酸环境中，其表面形成的氧化膜也可维

持较好的抗腐蚀性能［７］，保证术后骨结合的长期稳定

性，提高植入成功率。研究发现，将不同金属涂层的植

入物植入兔胫骨，１２周多孔钽涂层的植入物表面在骨
量和骨生长速度上显现了更多的优势，说明多孔钽在

体内具有较强的骨诱导作用［８］。本实验Ｘ线片示３个
月后，空白组骨缺损无法自身修复，应用植入材料修复

具有意义。四环素荧光标记数据分析结果显示，植入

术后 ４周和 ８周各实验组成骨量均大于对照组
（Ｐ＜０．０５），进一步验证了多孔钽颗粒在体内良好的
组织相容性和骨诱导作用。多孔钽已经成功应用于骨

科临床［９－１０］，国外已出现了表面经多孔钽处理的牙科

种植体，多孔钽在临床的应用将更加广泛。多孔钽内

部相互连通的空隙结构使其弹性模量更接近人体骨组

织，一方面可有效降低骨植入物界面的应力屏蔽效
应，同时内部粗糙的孔隙结构有利于成骨细胞的吸附，

为骨生成提供良好的支架，加速血管化的形成［１１］。随

着钽植入物的广泛应用，钽颗粒可实现与钽植入物和

宿主骨的良好结合。

　　骨缺损修复过程中各种生长因子的参与起着至关
重要的作用，ｂＦＧＦ是一种作用广泛的细胞因子，既可
促进骨细胞和类骨细胞的有丝分裂，也可调控细胞外

基质的分泌，同时也是体内重要的血管生成因子［１２］。

ＫｏｔｅｖＥｍｅｔｈ等［１３］发现在体外培养骨髓间充质干细胞

（ＢＭＳＣｓ）的过程中加入ｂＦＧＦ，细胞的增殖能力和传代
次数都有所增加。Ｑｕ等［１４］将 ｂＦＧＦ与载体复合物植
入兔胫骨缺损，结果显示加入了 ｂＦＧＦ的实验组新骨
生成量显著高于对照组。唐列云等［１５］将 ｂＦＧＦ直接
注射于兔桡骨端骨缺损处，发现外源性 ｂＦＧＦ能促进
成纤维细胞的增殖和成熟，促进成骨细胞的增殖，从而

使新骨的形成增加，加快骨缺损的修复速度。本实验
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结果显示加入了 ｂＦＧＦ的实验组 Ｂ前 ４周成骨量增
加，提示ｂＦＧＦ增强了多孔钽颗粒的成骨能力，８周后
成骨活动减弱，ｂＦＧＦ作为一种多肽类物质，局部应用
于体内的半衰期较短，降解较快［１６］，多孔钽内部的空

隙及粗糙表面利于生长因子的贴附，对 ｂＦＧＦ起到了
一定的控释作用，使生长因子发挥更大效应。实验组

Ｂ前４周成骨量最多，之后开始成骨量有所减少，第１２周
显著下降，这与 ｂＦＧＦ主要是在骨缺损修复的血肿形
成机化阶段和原始骨痂形成阶段发挥作用相一致［１７］，

ｂＦＧＦ在成骨前期促进软骨生成，加速软骨矿化，从而
缩短了骨愈合时间。

　　将ｂＦＧＦ负载于多孔钽颗粒应用修复颌骨缺损，
既为骨组织的生长提供了具有较好力学性能的支架，

也解决了其不可提供成骨因子的缺陷。本实验结果表

明，ｂＦＧＦ的应用可增强多孔钽颗粒的骨诱导能力，缩
短骨愈合时间，为多孔钽颗粒联合骨生长因子的临床

应用提供依据。本实验不足：样本量较少，未分析ｂＦＧＦ
对多孔钽颗粒促进成骨的剂量效应，骨生成过程中并

非单一生长因子作用，需进一步探讨 ｂＦＧＦ和其他参
与骨修复过程的生长因子的相互影响。
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