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摘　要　为了观察骨形态形成蛋白对老龄性骨质疏松性骨折愈合的成骨促进作用 ,作者选用 24月龄老龄

大白鼠 ,凿去双侧胫骨上中 1 /3交界处相同部位的部分骨质 ,保留后侧骨皮质 ,以制成骨折缺损模型。严格配对

后分成两组。一组骨缺损内注入小牛骨形态形成蛋白 ,另一组注入生理盐水作对照。 通过对大鼠实验前后血清

钙浓度、碱性磷酸酶活性、骨痂的数量和质量的观察 ,证实骨形态形成蛋白能刺激老龄鼠骨内成骨细胞活性 ,加

快骨形成 ,提高骨质量 ,从而促进骨折缺损的愈合。
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　　老年人骨折愈合十分缓慢 ,甚至不愈合。 电镜

下可见骨细胞及其骨基质的退行性变化与年龄呈正

相关关系 ,成骨细胞活性与年龄呈负相关关系 [1]。骨

基质内促进骨形成的主要物质——骨形态形成蛋白

随年龄增加 ,其含量和活性显著下降。所以老年人骨

骼系统内骨质形成能力显著下降而骨吸收加速 ,逐

渐出现骨疏松化 ,骨脆性增加 ,极易导致骨折 ,严重

影响老年人的生存寿命和生活质量。 Nordin等 [2]人

证实衰老后骨形成的诱导十分困难。 Sato[3 ]和 Pro-

lo [4]先后证实从牛骨中提取的骨形态形成蛋白

( bone morphogenetic pro tein, BM P)可诱导血管周

围的间充质细胞和骨髓间质细胞分化为成软骨及成

骨细胞 ,进而成骨。本研究则将牛 BM P注入老龄鼠

骨折断端 ,以探讨 BM P对衰老骨组织的作用 ,报道

如下。

1　材料与方法

1. 1　动物准备

选择 24月龄老龄 SD大白鼠 20只 ,雌雄各半 ,

平均体重 465克± 52克 ,以其体重差小于 10克、相

同性别进行配对分组 ,随机分为实验鼠和对照鼠两

组。

1. 2　骨折模型制作

于双侧胫骨上中 1 /3交界处 ,用小钢凿凿成

5 mm高的骨折缺损 ,其深度为前侧骨皮质厚度与

骨髓腔直径之和。 保留后侧骨皮质和腓骨作负重和

固定的支架 (图 1)。 生理盐水冲净骨屑后 ,缝合肌

层 ,用注射器向骨折断端间注入 0. 5 mg BM P,而对

照组只注入等体积生理盐水。 BM P的提取按 Urist

倡仪的盐酸胍提取方法 [9]从小牛骨中抽取。 然后再

缝合皮肤。

图 1　大鼠骨折模型

　　在胫骨上中段交界处制成 5 mm高缺损 ,以胫骨后侧

骨皮质和腓骨起固定和支承作用

处死前第 10天、第 3天分别腹腔注射 30 mg /

kg体重的盐酸四环素。 术后 30 d股动脉取血

1. 5 m L进行血生化检查 ,再取胫骨用 70%乙醇溶

液固定。
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1. 3　骨血生化检查

分离血清后 ,即通过 Mona rch 2000型全自动血

生化分析仪测定血清钙浓度和碱性磷酸酶活性 ,以

检测 BM P对大鼠骨代谢的影响。

1. 4　大体观察

对比观察使用 BM P后大鼠骨折断端间骨痂形

成的数量和质量。

1. 5　骨组织形态计量学检查 ( bone histomorphome-

tr y)

用云石解机切取胫骨骨折部位 1. 5 cm长度 ,仔

细剔除软组织 ,然后将标本经梯度酒精、丙酮、二甲

苯处理后 ,浸透并包埋于纯化后的甲基丙烯酸甲酯、

甲基丙烯酸丁酯和过氧化苯乙酰的聚合物中。 用重

型切片机将每个标本切取 5张片 ,厚度 7μm。 随机

选 2张直接封固 ,在荧光显微镜下观察四环素标记

线 ,以此了解矿化前沿骨形成钙化的动力学变化 ;另

3张片用二甲苯脱塑后用甲苯胺蓝染色以观察静力

学参数。 然后利用全自动图像分析仪 ( Kont ron

IBAS 2. 0型图像分析系统 )主要检查以下参数的变

化: ①骨小梁体积比:指新生骨小梁体积占骨折断端

骨缺损体积百分比 ;②平均骨小梁宽度: 骨痂内各骨

小梁的平均宽度 ;③类骨质体积比: 类骨质占骨痂总

体积的百分比 ;④成骨细胞表面积比: 指成骨细胞覆

盖面积占整个骨痂内骨小梁总表面积的百分比 ;⑤

矿化沉积率: 将测量得到的两条四环素荧光标记线

之间的平均距离除以两次标记间隔的时间 ,本实验

中两次标记时间间隔为 7 d。

1. 6　统计学处理方法

血生化和骨组织形态计量学则以配对计量资料

t检验 ,大体观察骨痂的计数资料则用方差分析。

2　结　果

2. 1　骨血生化检测

可见实验组大鼠血清钙浓度变化不明显 ,基本

上维持平稳状态 (P > 0. 05) ,而碱性磷酸酶活性明

显高于对照组 (P < 0. 05) ,详见表 1。

表 1　 BMP对老龄鼠骨代谢及骨组织形态计量学参数的影响　 (x
-± s )

项　 　目　　 实验组 (n )　 对照组 (n )　 P值

血清钙 ( m mol /L) 　　　　 2. 60± 0. 60( 10) 　　　　 2. 61± 0. 54( 10) > 0. 05

ALP( IU /L) 82. 70± 25. 2( 10) 70. 10± 23. 5( 10) < 0. 05

骨小梁体积比 (% ) 42. 60± 15. 3( 20) 33. 50± 16. 8( 20) < 0. 05

骨小梁宽度 (μm) 120. 00± 56. 6( 20) 94. 50± 41. 2( 20) < 0. 05

类骨质体积比 (% ) 18. 4± 7. 6( 20) 12. 1 ± 5. 7( 20) < 0. 05

成骨细胞表面积比 (% ) 63. 4± 24. 5( 20) 57. 8 ± 18. 9( 20) < 0. 05

矿化沉积率 (μm /d ) 1. 4± 0. 8( 20) 1. 1 ± 0. 9( 20) < 0. 05

2. 2　大体观察

注入 BMP 1个月后 ,骨折断端充满骨痂 ,骨缺

损口外的骨皮质表面覆盖了 0. 2～ 0. 5 mm (平均

0. 9 mm)厚的骨痂。而对照组骨折断端骨痂量少 ,仅

11例 ( 55. 0% )有较薄的骨表面骨痂 ,厚度 0. 1～

0. 9 mm (平均 0. 4 m m) , 4例 ( 20. 0% )骨痂刚好填

平骨折断端间 ,余下 5例 ( 25. 0% )骨折断端尚未被

骨痂所充满。

2. 3　骨组织形态计量学检查

荧光显微镜下 ,可见各标本多为单条黄色四环

素荧光标记线 ,部分骨小梁表面为双荧光线。实验组

双荧光线标记者较多 ,标记线之间的平均距离比对

照组宽。普通光学显微镜下 ,可见实验组骨折部位骨

痂内骨小梁丰富 ,且多交织成网状结构 ,骨质量较高

(图 2);而对照组骨小梁较稀疏 ,未成网的孤立岛屿

状骨小梁较多 ,骨结构质量差 (图 3)。具体的计量学

统计资料详见表 1。

图 2　 BM P促进骨形成

　　注入 BM P 30 d ,骨折断端骨痂内骨小梁丰富、粗大、

相互联结成网状。 图右为骨折断端　 (× 20)
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图 3　对照组

　　老龄性骨质疏松性骨折 30 d后 ,断端间骨痂内骨小

梁稀疏、多呈未联结在一起的孤立岛屿状。 骨质量差　 (×

20)

3　讨　论

3. 1　本实验骨折模型的科学性和实用性

骨折愈合过程 形成的骨痂主要表现骨痂数量

和立体构筑上的差别。 准确而又客观的骨组织形态

计量学方法测量结果可比性最好。 而以往的各种模

型中 ,对骨折端间骨缺损的体积、断端间的距离及骨

断端间的接触面积均不能准确地测算 ;骨折愈合过

程中 ,形成的骨量也难以测算 ,尤其是固定不稳的情

况下 ,既往定量的研究 ,其可比性较小。 因为在固定

欠稳时 ,并不是所有的骨痂是依照原应力线而形成

的 ,无效骨痂会增多。于顺禄 [10 ]将家兔桡骨中上 1 /3

交界处锯掉 3 mm高的骨质 ,留下尺骨作支承和固

定作用。该模型解决了以前骨折处不能定量的问题。

但是 ,该模型中桡骨骨折断端间是分离的 ,而实际上

骨折断端间往往是相接触的 ,临床上均需设法让断

端接触以促进骨折愈合。另外 ,单纯用尺骨来起支承

和固定作用是不够稳定的。

本实验中 ,在胫骨上中 1 /3交界处横断面上凿

出高 5 mm ,深度为 1侧骨皮质厚度与骨髓腔直径

之和的骨缺损 ,并利用余下的后侧胫骨皮质和腓骨

起支承和固定作用 ,不需要其他内或外固定措施 ,其

固定可靠。骨缺损量及骨形成量均可定量分析 ;留下

的 1侧骨皮质使两骨折断端密切联结 ,更符合实际

情况 ,其联结的面积也一致 ,并可定量测算。 本模型

对难以施行内外固定的中小型动物尤为方便 ,所以 ,

具有较强的科学性和较好的实用性。

3. 2　 BM P促进骨质疏松骨折愈合

随着年龄的增加 , BM P的含量减少 ,活性下降 ,

BM P对周围间质细胞的作用减弱。从骨质疏松的发

生机制来看 ,作为骨组织内最主要的骨形成因子 ,

BM P活性下降可导致骨形成功能降低 [12 ]。 Hosney

等人将含 BMP的骨粉植入大鼠皮下人工囊内 ,发现

受体鼠年龄越大 ,骨诱导活性越低 ,成骨越少 [6]。 将

含 BM P的骨胶植入肌囊内亦表现如此 [7]。 Jerg e-

sen[8 ]等人将 3月龄大鼠脱矿骨粉分别植入不同月

龄的受体鼠皮下 ,又将不同月龄大鼠骨粉植入 3月

龄受体鼠皮下 ,对骨诱导活性观察 ,显示供体或受体

鼠月龄越大 ,成骨潜伏期越长 ,成骨量越少 ,认为与

老龄体内 BM P含量减少有关。 本实验将小牛 BMP

直接注入 24月龄大鼠骨缺损外 , 30 d后即可观察

到骨缺损即被骨痂充填和覆盖 ,成骨活跃 ,矿化加

快 ,显著地促进骨质疏松骨缺损的愈合 ,并且提高了

骨质量。可能与植入的 BM P能替代补偿老龄鼠体内

BM P的含量和活性不足有关。

BM P可与间充质细胞表面受体结合 ,激活靶细

胞内基因调节因子 ,加快骨细胞内 DNA的合成 [11 ]。

BM P对骨髓间质细胞的作用最强 ,可诱导其转化为

软骨细胞及骨细胞。 本实验显示 , BM P亦可促进老

龄鼠成骨细胞的形成 ,数量增加 ,成骨细胞覆盖的骨

小梁表面积增宽。 碱性磷酸酶活性增加。

3. 3　 BM P治疗骨质疏松的意义

老年人常有骨质疏松 ,易致骨折且难以愈合。由

年龄增加而衰老引起的骨形成是一道难题 [8]。 我们

以前的研究表明 , BM P可以促进绝经后和废用性骨

质疏松性骨折愈合 [13 ]。 BMP存在于人和动物的骨

组织内 ,具有跨种骨诱导作用 ,从牛骨中提取的

BM P可诱导人体内骨形成 [9] ,而其排斥反应轻 ,人

体可以耐受。 所以 ,我们认为这种来源广、使用方便

的 BMP用来治疗骨质疏松性骨折是有效和可行的。
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OSTEOGENETIC EFFECTS OF BONE MORPHOGENETIC

PROTEIN ON THE HEALING OF SENILE

OSTEOPOROTIC FRACTURE

Xu Dong liang　 Li Fobao　 Huang Zhisheng

( Departm en t of Orth opaedics , Fi rs t Af fi liated Hospital,

Sun Yat-sen Universi ty of Medical Sciences, Guang zh ou, 510080)

Tw enty 24-month-old SD rats w er e used to investig ate the effects of bone mo rphogenetic pro tein

( BM P) on the healing of senile osteopo ro tic fractur e in ra ts. The tibial draf t defec ts w ere c reated betw een the

upper 1 /3 and the middle 1 /3. BM P was injected into 20 defects of 10 r ats, and no rma l sa line solution was in-

jected into the o ther 20 defects as contr ol. Serum calcium concentration, activ ity o f serum alka line phos-

pha ta se befor e and a fter the injection w ere tested. The quantity of ca llus, bone histomorphometr y of trabecu-

la r bone, o steoblastic sur face , and mine ralized trabecula r sur face r atio in the defects w er e measured co r re-

sponding ly. The r esults showed that BMP could acceler ate the h ea ling of senile o steopor otic f racture in r ats.

Subject headings　　 morphogenesis; transforming gr ow th facto r /therapeutic use; fractur e hea ling; os-

teopo ro sis /drug th erapy
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