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【摘要】 目的 探讨组织工程骨Bio⁃Oss骨复合富血小板纤维蛋白（PRF）修复牙周骨缺损中骨

形成蛋白 2（BMP⁃2）、骨保护素（OPG）和核因子κB受体活化因子配体（RANKL）的表达及意义。方

法 3月龄雄性新西兰大白兔36只，采用随机数表法分为4组，每组9只，制备单侧牙周骨缺损模型，

于骨缺损处分别植入Bio⁃Oss骨（Bio⁃Oss组）、PRF（PRF组）和Bio⁃Oss/PRF复合物（Bio⁃Oss/PRF组），

以未植入任何材料者作为空白对照。术后4、8和12周处死动物，行大体观察、Masson染色及BMP⁃2、
OPG、RANKL免疫组化观察，并对其表达进行析因设计的方差分析。结果 Masson染色结果显示，

Bio⁃Oss/PRF组术后 8周时见部分成熟骨，12周见骨板形成，骨成熟度较高。析因分析显示Bio⁃Oss
组在4、8和12周时BMP⁃2表达量逐渐增高，差异有统计学意义（F= 51.30，P＜0.001）；OPG表达量随

时间延长先升高后减低，差异有统计学意义（F = 167.03，P＜0.001）；RANKL表达量随时间延长逐渐

减低，差异有统计学意义（F = 5.39，P = 0.046）。PRF组在4、8和12周时BMP⁃2表达量无统计学意义

（F = 0.68，P = 0.544）；OPG 和 RANKL 表达量随时间延长逐渐减低，差异有统计学意义（FOPG =
1070.93，POPG＜0.001；FRANKL = 2306.15，PRANKL＜0.001）。Bio⁃Oss/PRF组在 4、8和 12周时 BMP⁃2、OPG
和RANKL表达量逐渐降低，差异有统计学意义（FBMP⁃2 = 13.29，PBMP⁃2＜0.001；FOPG = 237.91，POPG＜0.001；
FRANKL = 132.48，PRANKL＜0.001）。空白对照组在4、8和12周时BMP⁃2和OPG表达量先升高后减低，差

异有统计学意义（FBMP⁃2 = 88.33，PBMP⁃2＜0.001；FOPG = 30.06，POPG＜0.001），RANKL表达量随时间推移逐

渐减低，差异有统计学意义（F = 56.52，P＜0.001）。结论 Bio⁃Oss骨复合PRF应用可促进成骨以修

复牙周骨缺损。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of tissue ⁃ engineered bone Bio ⁃Oss bone combined
with platelet⁃rich fibrin（PRF）on repairing periodontal bone defects by examining the expression of bone
morphogenetic protein 2（BMP⁃2），osteoprotegerin（OPG）and nuclear factor κB receptor activator ligand
（RANKL）. Methods A total of 36 three ⁃month⁃old male New Zealand white rabbits were divided into
four groups by random number table method，i.e.，Bio⁃Oss group，PRF group，Bio⁃Oss/PRF group and
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牙周炎是口腔科的常见病和多发病，其发病率

逐渐增高。牙周炎病理改变是牙周袋内有大量炎

性渗出物，沟内上皮出现糜烂，结合上皮向根方增

殖，延伸，形成深牙周袋，出现活跃的破骨细胞性骨

吸收陷窝，导致牙周骨缺损，最终牙齿松动和脱

落。因此，为寻求新的治疗方案，组织工程骨应运

而生，其支架材料更是近几年来的研究热点。而临

床上常用的支架材料有Bio⁃Oss骨和富血小板纤维

蛋白（platelet⁃rich fibrin，PRF）。PRF由自体外周血

液离心而成，无外源添加物，没有免疫原性，组织相

容性无可比拟，既能充当生物支架，利于细胞的黏

附和增殖分化，又含有较多的细胞因子，使成骨细

胞的增殖和分泌功能维持在活跃状态。而Bio⁃Oss
骨的颗粒状常常应用于充填性移植，有一定的骨引

导性。本实验采用Bio⁃Oss骨、PRF及Bio⁃Oss骨复

合PRF修复骨缺损的体内实验研究，来探讨Bio⁃Oss
骨复合PRF材料能够能否更高效的成骨，为临床运

用探寻新的方法。

材料与方法

一、主要试剂、仪器

高速低温离心机（Ep⁃pendorf，德国），PYRO高

温微波锻烧炉（Milestone，意大利），Bio ⁃Oss 骨粉

（GeistlishSohne AG，瑞士），马松（Masson）三色法染

色试剂盒（上海博谷生物科技有限公司），小鼠抗兔

骨形成蛋白2（bone morphogenetic protein 2，BMP⁃2）、
大鼠抗兔一抗骨保护素（osteoprotegerin，OPG）、核因

子 κB 受 体 活 化 因 子 配 体（receptor activator of
nuclear factor kappaB ligand，RANKL，武汉博士德生

物工程有限公司），兔二步法试剂盒、DAB 显色剂、

抗体稀释液、进口羊血清工作液（北京中杉金桥生

物技术有限公司）。

二、实验方法

1. 富血小板纤维蛋白的制备：参照本课题组董

红宾等［1］实验方法，经过新疆医科大学伦理委员会

批准（编号：IACUC⁃20150917004），抽取兔的耳缘动

blank control group. For each group，there were nine rabbits. Unilateral periodontal was prepared. In the
bone defect model，Bio⁃Oss bone，PRF and Bio⁃Oss/PRF composite were implanted in the bone defect，
respectively，and the one without any material was used as a blank control. The animals were sacrificed at
4，8 and 12 weeks after the operation. Gross observation，Masson staining and immunohistochemical
observation of BMP⁃2，OPG，RANKL were performed，and the expression of the animals was analyzed by
factorial design. Results Masson staining results showed that in the Bio ⁃Oss/PRF group，some mature
bones were observed at 8 weeks after surgery，and bone plates were formed at 12 weeks，with a high bone
maturity. Factorial analysis showed that the expression of BMP⁃2 in the Bio⁃Oss group gradually increased
at 4，8 and 12 weeks，and the difference was statistically significant（F=51.30，P＜0.001）；the expression
of OPG first rose then descended，and the difference was statistically significant（F = 167.03，P＜0.001）；

the expression of RANKL gradually decreased with time，and the difference was statistically significant
（F=5.39，P=0.046）. The expression of BMP⁃2 in the PRF group at 4，8 and 12 weeks was not statistically
significant（F = 0.68，P = 0.544）；the expression of OPG and RANKL decreased gradually over time，and
the difference was statistically significant（FOPG = 1070.93，POPG＜0.001；FRANKL = 2306.15，PRANKL＜0.001）.
The expression of BMP⁃2，OPG and RANKL in the Bio⁃Oss/PRF group gradually decreased at 4，8 and 12
weeks，and the difference was statistically significant（FBMP ⁃2 = 13.29，PBMP ⁃2＜0.001；FOPG = 237.91，POPG＜

0.01；FRANKL = 132.48，PRANKL＜0.001）. In the blank control group，the expression of BMP ⁃ 2 and OPG
increased first and then decreased at 4，8 and 12 weeks，and the difference was statistically significant
（FBMP ⁃ 2 = 88.33，PBMP ⁃ 2＜0.001；FOPG = 30.06，POPG＜0.001），while the expression of RANKL gradually
decreased over time，and the difference was statistically significant（F = 56.52，P＜0.001）. Conclusion
The application of Bio ⁃Oss bone composite PRF may promote osteogenesis and repair periodontal bone
defects.

【Key words】 Platelet ⁃ rich fibrin； Bone morphogenetic protein 2； Osteoprotegerin； Receptor
activator of nuclear factor kappaB ligand； Bio⁃Oss bone； Periodontal bone defect
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脉自体血10 mL迅速放入离心管中，离心管采用无菌

且不添加任何抗凝或者促凝剂。放入离心机中，

400 ×g离心 10 min，离心后的血液会分为 3层，取出

后放置在无菌纱布上，吸收上层多余的血清层，去

掉下面的血细胞层，中间层 PRF凝胶就制备成功，

将 PRF制成膜状覆盖在牙根表面。本研究均采用

术前取血，手术同时制备PRF。用无菌的眼科剪将

PRF剪成小块与Bio⁃Oss骨粉等体积混合，制成Bio⁃
Oss骨/PRF混合物植入实验组骨缺损。

2. 动物模型的制备及其分组：新疆医科大学动物

实验中心提供健康3月龄的雄性新西兰大白兔36只
［实验动物合格证号：SYXK（新）2015⁃0001］，普通

级，体质量 2.2 ~ 2.5 kg，动物按体重大小编号，采用

随机数字表法分为Bio⁃Oss组、PRF组、Bio⁃Oss/PRF
组和空白对照组，每组9只。术后4、8、12周观察。

3. 兔牙周骨缺损模型的建立：大白兔术前 24 h
禁食，术前10~20 min肌注阿托品0.03~0.05 mg/kg，
速眠新0.1 mL/kg，常规固定，消毒和铺巾，在兔前牙

颊舌侧浸润麻醉，注射含 1∶100 000肾上腺素的 2%
利多卡因溶液2 mL。拔除单侧下前牙，在拔牙区近

中面牙槽骨制备人工牙周组织缺损，0.9%氯化钠溶

液冷却状态下用慢速球钻沿牙颈部水平环形去除

近中面唇侧牙糟骨3 mm，制备的缺损高度从釉牙骨

质界到骨缘约5 mm，根面用刮治器去除残留的牙周

膜及表面牙骨质。根据兔下颌骨的解剖特点，在近

中面舌侧留有1 mm薄层骨壁相连，否则下颌骨容易

骨折（图1）。Bio⁃Oss组、PRF组和Bio⁃Oss/PRF组在

缺损处植入相应的骨材料，在植入材料周围及表面

封生物胶充当生物膜屏障，龈瓣对位缝合；空白对

照组只做手术但不植入任何材料，直接缝合。术后

肌注青霉素 40 × 104 U/次，1次/天，连续 3 d，预防术

后感染。

4. 取材及标本处理：术后第4、8、12周每组分别

取3只大白兔处死，立即取术区牙齿及牙周组织块，

于 4%甲醛溶液固定、10%乙二胺四乙酸（EDTA）溶

液完全脱钙，乙醇梯度脱水，石蜡包埋，由牙远中向

近中颊舌向5 μm切片，取颊侧组织连续切片。

三、主要观察指标

1. 大体观察：术后密切观察动物伤口愈合、牙

龈（色、形、质、牙周袋）及材料暴露情况。

2. Masson染色：以Masson染色试剂盒按说明书

的要求对各组兔子术后切片进行染色，以红染的面

积大小观察骨缺损修复中骨质的成熟程度，红染面

积越大说明骨成熟度越高。以胶原纤维的呈色来

评价其在不同时期的表达量，胶原纤维被染成红色

的数量多，表示Ⅰ型胶原表达量高。

3. 免疫组化观察：使用BMP⁃2、OPG和RANKL
试剂盒，测量术后4、8、12周表达量。图片采集和分

析：以 LEICA DM 3000采集图像，每次测量前均用

同一切片的空白处先矫正，再重新调节光源，以达

到不同标本测量方法相同。采用 Image⁃Pro Plus 6.0
进行计数，通过测量得出每张切片 100倍镜下的累

积光密度（integrated optical density，IOD）值（累积光

密度 =面积 ×密度），光密度校正后，阳性面积与阳

性平均光密度的乘积，每张切片测量3个不同视野，

求平均值。

四、统计学处理方法

采用SPSS 17.0软件进行统计学处理，对BMP⁃2、
OPG、RANKL的表达进行分析各组间进行方差齐性

检验，方差齐，采用析因分析，方差不齐，采用非参

数分析。多组间比较采用单因素方差分析，多组间

两两比较采用LSD检验，检验水准α=0.05。
结 果

一、大体观察结果

所有试验兔术后愈合良好，牙周植入材料无暴

露，牙龈无红肿，无牙周袋和脓肿形成，牙龈附着愈

合良好，龈沟深度不超过1 mm。

二、Masson染色情况

1. Bio⁃Oss组：术后 4周大片蓝染骨胶原，期间

夹杂着少量新生粉红色骨，可见未降解材料；术后

8周时可见新生粉红色骨，红染比例增多，红色的胶

原开始相互交通，骨改建正在形成。术后12周时可

见团块状红染的成熟骨，仍可见未降解材料周围结

缔组织包裹（图2A）。
图1 兔下前牙牙周骨缺损模型建立 箭头所示为兔下前牙牙周骨

缺损模型建立中，保留在近中面舌侧留有1 mm薄层骨壁相连，防止

下颌骨折断
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2. PRF组：同A组相似，从4周开始随着时间推

移，红染区明显变多红色逐渐加深，8周和12周时见

成熟的骨陷窝形成，向周围延伸形成致密板层状骨

质（图2B）。
3. Bio⁃Oss/PRF组：较A组和B组红染区域出现

较早，且面积较大，4周即可见新生血管，新生粉红

色胶原增多，成骨细胞活跃。 8周骨质逐渐连接成

片，骨改建正在进行，可见部分鲜红色成熟骨的形

成，骨成熟度明显优于其他 3组。12周时成熟骨板

形成，骨质较厚，红色的胶原纤维呈网状连成一片，

且可见哈佛系统形成（图2C）。
4. 空白对照组：术后4周拔牙窝血管扩张充血，

可见大量炎细胞，结缔组织较多，新生骨质红染少；

术后 8周时可见少量新生粉红色骨，夹杂纤维结缔

组织，但新生骨面积、颜色不及其他各组；术后12周
时新生骨趋向成熟蓝红相间，可见新生血管，骨改

建在进行（图2D）。
三、免疫组化结果

BMP⁃2、OPG和RANKL主要在细胞质中表达，

阳性表达时细胞质被染成棕黄色。

1. Bio⁃Oss组：12周时BMP⁃2阳性表达（图3A），

8周OPG阳性表达（图4A），4、8和12周时RANKL阳

性表达，可见细胞质被染成棕黄色的细胞，细胞排

列疏松，大量炎细胞浸润（图5A）。其余时间均为阴

性表达。

2. PRF组：8和12周时BMP⁃2阳性表达，随着时

间推移可见褐色的细胞增多（图3B）。4周时见OPG
阳性表达（图 4B），随着时间推移，8和 12周阳性表

达区域逐渐缩小。4周时RANKL阳性表达，可见细

胞质被染成棕黄色的细胞（图 5B）。8和 12周为阴

性表达，视野中见蓝色细胞紧密排列。

3. Bio⁃Oss/PRF组：3个指标阳性表达较多，分别

是：BMP⁃2在4、8和12周都有阳性表达，见棕色的细

胞分布视野中（图 3C）。OPG在 4周时强阳性表达，

棕色区域非常明显，视野中大面积的棕色细胞，整齐

排列在骨小梁和支架材料之间（图4C）。8和12周时

表达量逐渐缩小，见蓝色的细胞颗粒分布。RANKL
与OPG相似，4周强阳性表达（图 5C），随着时间推

移表达逐渐减弱，至12周时阴性表达。

4. 空白对照组：BMP⁃2在 4、8和 12周时阳性表

达（图 3D）。OPG 在 8 周时见阳性表达（图 4D）。

RANKL在 4周阳性表达时（图 5D），3个指标中的强

阳性表达也只看到少数的褐色细胞，面积和数量并

不多，其余时间点均为阴性表达。

四、各组骨形成蛋白2、骨保护素和核因子κB受

体活化因子配体表达量比较

由表1可知，Bio⁃Oss组、Bio⁃Oss/PRF组、空白对

照组内不同时间段 BMP⁃2值差异有统计学意义，

PRF组各时间点表达量差异无统计学意义，其中Bio⁃
Oss组 4周＜8周＜12周、Bio⁃Oss/PRF组 4＞周 8周

＞12周、空白对照组4周＜12周＜8周；各时间段下

不同组间BMP⁃2值差异有统计学意义，其中 4周空

白对照组＜Bio⁃Oss 组、PRF 组＜Bio⁃Oss/PRF 组，

8周Bio⁃Oss/PRF组、Bio⁃Oss组＞空白对照组、PRF
组，12周PRF组、空白对照组＜Bio⁃Oss/PRF组＜Bio⁃
Oss组。

由表 2可知，各组内不同时间段 OPG值差异

有统计学意义，其中Bio⁃Oss组 4周和 12周＜8周，

PRF组 4周＞8周＞12周，Bio⁃Oss/PRF组 4周＞8周
＞12周，空白对照组4周和12周＜8周；各时间段下

不同组间OPG值差异有统计学意义，其中 4周Bio⁃
Oss组和空白对照组＜PRF组＜Bio⁃Oss/PRF组，8周
Bio⁃Oss/PRF组＞Bio⁃Oss组、空白对照组＞PRF组；

12周 Bio⁃Oss/PRF组＞空白对照组＞Bio⁃Oss组和

PRF组。

由表3可知，各组内不同时间段RANKL值差异

表1 骨形成蛋白⁃2（BMP⁃2）在不同骨材料修复牙周骨缺损中表达的累积光密度（IOD）值（x± s）

组别

Bio⁃Oss组
PRF组

Bio⁃Oss/PRF组

空白对照组

F值

P值

样本量

9
9
9
9

4周
10 244a±300b

9930±733b

21 721c±884c

1046a±59a

610.56
0.000

8周
155 831b±338b

10 171±338a

16 021b±291b

13 030c±190a

5.19
0.028

12周
21 724c±223c

10 698±119a

14 123a±117b

8807b±440a

49.50
0.000

F值

51.30
0.68

13.29
88.33

P值

0.000
0.544
0.006
0.000

注：同行数据肩标小写字母不同表示差异有统计学意义（P＜0.05）；均值后字母表示各组内不同时间段的差异，标准差后字母表示不同时

间下各组间的差异
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图2 不同骨材料修复牙周骨缺损中Masson染色结果（低倍放大） 2A：Bio⁃Oss组8周；2B：富血小板纤维蛋白（PRF）组8周；2C：Bio⁃Oss/PRF
组12周；D：空白对照组8周 图3 骨形成蛋白2（BMP⁃2）在不同骨材料修复牙周骨缺损中免疫组化染色结果（低倍放大） 3A：Bio⁃Oss组
12周；3B：PRF组8周；3C：Bio⁃Oss/PRF组8周；3D：空白对照组8周 图4 骨保护素（OPG）在不同骨材料修复牙周骨缺损中免疫组化染色

结果（低倍放大） 4A：Bio⁃Oss组 8周；4B：PRF组 4周；4C：Bio⁃Oss/PRF组 4周；4D：空白对照组 8周 图 5 核因子κB受体活化因子配体

（RANKL）在不同骨材料修复牙周骨缺损中免疫组化染色结果（低倍放大） 5A：Bio⁃Oss组8周；5B：PRF组4周；5C：Bio⁃Oss/PRF组4周；5D：空

白对照组4周

2B2A 2C 2D

3A 3B 3C 3D

4A 4B 4C 4D

5A 5B 5C 5D

表2 骨保护素（OPG）在不同骨材料修复牙周骨缺损中表达的累积光密度（IOD）值（x± s）

组别

Bio⁃Oss组
PRF组

Bio⁃Oss/PRF组

空白对照组

F值

P值

样本量

9
9
9
9

4周
547a±17a

27 571c±13b

89 801c±737c

7525a±62a

354.27
0.000

8周
13 937b ± 576b

8954b ± 59a

53 487b ± 174c

15 878b ± 146b

862.66
0.000

12周
2368a ± 17a

577a ± 77a

11 057a ± 123c

5500a ± 26b

23.98
0.000

F值

167.03
1070.93
237.91
30.06

P值

0.000
0.000
0.000
0.001

注：同行数据肩标小写字母不同表示差异有统计学意义（P＜0.05）；均值后字母表示各组内不同时间段的差异，标准差后字母表示不同时

间下各组间的差异

有统计学意义，其中Bio⁃Oss组组4周和8周＞12周，

PRF组 4周＞8周＞12周，Bio⁃Oss/PRF组 4周＞8周
和12周，空白对照组4周＞8周＞12周；各时间段下

不同组间RANKL值差异有统计学意义，其中 4周

Bio⁃Oss/PRF组＞PRF组、Bio⁃Oss组＞空白对照组，

8周Bio⁃Oss组＞空白对照组＞PRF组和Bio⁃Oss/PRF
组，12周Bio⁃Oss组＞Bio⁃Oss/PRF组＞PRF组和空

白对照组。
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讨 论

牙周病的治疗中，骨缺损的修复仍然是临床研

究的热点难点之一。骨组织中主要成分是胶原、基

质粘多糖、钙化物，骨中的胶原是Ⅰ型胶原，在成熟

骨的Masson染色，Ⅰ型胶原表现为鲜红色，Ⅱ型胶

原表现为绿色，因此在新生骨逐渐成熟时和软骨钙

化的过程中有胶原类型的逐渐转变，从而导致了红

绿相间现象。

同时，Masson染色可以通过细胞周围绿染区域

的大小，观察骨细胞和成骨细胞的活动状况。用红

染的程度评价骨成熟度是直观的方法［2］。

所以，Masson能很好的体现 3种材料应用后骨

形成的过程，更好的评价成骨的效果。

本实验中，为了降低干扰，在牙周骨缺损的造

模中，4组大白兔均刮去牙周膜和表面的牙骨质，去

除了牙骨质中埋入的牙周膜纤维，且牙周膜中包含

成纤维细胞、成骨细胞、破骨细胞等，故而将其全部

刮出。这样建立的骨缺损模型更具有代表性和说

服力。本研究验结果发现，Bio⁃Oss/PRF组在 4周时

可见部分新生的血管，在PRF组中也能见到，但Bio⁃
Oss组未见到，可能是 PRF中的纤维蛋白的分子结

构与天然的血凝块相似，是一个三分子结构，其中

包含了大量血小板及少量白细胞等细胞成分，同时

网罗了各种细胞因子和循环分子，它们的组成可以

促进新生血管的形成［3］。8周时骨质连接成片，骨改

建正在进行，可见部分鲜红色成熟骨形成，骨成熟

度明显优于其他3组。PRF的纤维蛋白呈立体网状

结构，能够支撑起一定的空间，从而增大生长因子

与细胞的接触面积，又能作为支架为细胞的迁移、

增殖、分化提供场所，促进干细胞分化为成骨细胞，

沉积骨质，加速成骨过程。这种做法可能会优于单

纯填塞无机骨颗粒［4］，比如实验中 Bio⁃Oss组。而

Bio⁃Oss组也有自身的优缺点，Bio⁃Oss骨粉为牛骨

经过处理完全去掉骨内的有机成分，但又保持了骨

质的天然空隙和机械强度［5］，植入人体内不会发生

免疫排斥反应［6］。可以用来恢复牙槽骨的高度和宽

度不足，是临床种植术中较常用的骨替代物［7］。骨

粉的缺点是降解缓慢，同样，Bio⁃Oss骨组在 12周时

可以看见为降解的材料。也有报道种植术后9年仍

能检测到未吸收的骨粉［8］。那么，理想的组织工程

骨的支架材料降解速率最好与新生骨的生成率尽

可能接近［9］，这样才能维持骨的高度和宽度，排除支

架材料对成骨的影响，这对组织工程骨的成功效率

尤为重要。所以，本实验取Bio⁃Oss骨和PRF复合材

料，希望能利用两者的优点提高成骨效率，实验中

12周时成熟骨板形成，骨质较厚，红色的胶原纤维

呈网状连成一片，且可见哈佛系统形成。而单纯的

Bio⁃Oss骨、PRF组并未观察到上述结果。但是，Bio⁃
Oss骨和PRF以何种比例混合能达到最大化的利用

率仍然是未来研究的主题。

BMP具有强大的成骨活性，其中BMP⁃2是成骨

能力最强的BMP蛋白之一，已经被证实是骨形成关

键的调节因子，它可以诱导骨髓间充质细胞在体内

外分化为骨和软骨组织。本实验利用3种材料进行

动物体内实验，发现每组都有BMP⁃2的表达，但是

在Bio⁃Oss骨复合 PRF组中 4周时BMP⁃2的表达量

高于其余 3组，可能是复合材料中PRF内富含多种

细胞因子，这些细胞因子中，包含与组织修复特别

是成骨相关的重要生长因子：例如转化生长因子

（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）、血小板衍生

生长因子（platelet⁃derived growth factor⁃AB，PDGF⁃
AB）、血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF）以及胰岛素样生长因子Ⅰ（insulin⁃like
growth factor⁃Ⅰ，IGF⁃Ⅰ）等等，这些细胞因子可以参

与调控与组织修复相关细胞的增殖、分化以及凋

亡。这些细胞因子各司其职的同时互相协作、互相

调控，构成一个联系紧密的组织修复调节系统［10］。

表3 核因子κB受体活化因子配体（RANKL）在不同骨材料修复牙周骨缺损中表达的累积光密度（IOD）值（x± s）

组别

Bio⁃Oss组
PRF组

Bio⁃Oss/PRF组

空白对照组

F值

P值

样本量

9
9
9
9

4周
30 250b±119b

26 550c±80b

52 660b±642c

16 475c±26a

56.26
0.000

8周
22 297b±55c

6860b±26b

8178a±12b

12 814b±17a

17.13
0.001

12周
19 220a±48c

476a±100a

6216a±22b

1730a±89a

32.49
0.000

F值

5.39
2306.15
132.48
56.52

P值

0.046
0.000
0.000
0.000

注：同行数据肩标小写字母不同表示差异有统计学意义（P＜0.05）；均值后字母表示各组内不同时间段的差异，标准差后字母表示不同时

间下各组间的差异
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而PRF其内的纤维蛋白结构呈立体网状，形成的凝

胶较为疏松，具有较大的孔隙及良好的弹性。使得

营养成分及氧气可以轻松的弥散至细胞周围，促进

骨髓干细胞分化为成骨细胞，沉积骨质［11］，本实验

中Bio⁃Oss骨粉也可以很好的附着在PRF上面，充当

更加坚固的支架材料，这也大大减少了生长因子的

流失，加强其生物学功能。但是，随着时间推移表

达量有所降低，有研究者发现PRF中的生长因子可

释放 28 d左右［12］，是否也说明PRF在 28 d左右胶体

状态的 PRF被吸收降解？这时的支架还能否为成

骨提供足够的物理空间就有待探究？所以，本实验

利用Bio⁃Oss骨粉的特点，以希望在PRF在降解后，

为成骨提供空间支撑，从而提高成骨效率。随着时

间推移到12周时Bio⁃Oss/PRF组BMP⁃2表达量逐渐

降低，可能与新生骨开始成熟和矿化有关。而Bio⁃
Oss组从4周开始BMP⁃2的表达量才逐渐增高，但是

与Bio⁃Oss/PRF组中BMP⁃2在 4周时表达量还有差

距，说明成骨效率稍微较慢，新生的骨从成熟到钙

化还需要一段时间。

1997年，Simonet等［13］首先分离出一种分泌蛋

白，具有阻止破骨细胞分化，防止骨组织丢失的作

用，取名为 OPG。OPG 是一种分泌型糖蛋白，其

mRNA在肝、心、皮肤、脑、脊髓和成骨细胞中均有表

达。OPG是肿瘤坏死因子超家族成员，它主要通过

抑制破骨细胞的分化，抑制成熟破骨细胞的骨吸收

活性，从而诱导其凋亡。在明显促进成骨细胞样细

胞增殖、成熟和分化的同时，又能激发更高的成骨

活性［14］。

RANKL是另一种骨代谢因子，它是通过破骨细

胞与相应受体结合后发挥效应，有助于破骨细胞的

形成和分化，阻止破骨细胞凋亡，促进骨吸收。而

且RANKL可以将成熟破骨细胞的活性提高数倍［15］。

其结合过程是：RANKL与破骨细胞表面核因子κB
受体活化因子（receptor activator of nuclear factor
kappaB，RANK）结合，可促进破骨细胞分化成熟，而

OPG是RANKL的假性受体，可与RANK竞争性的结

合RANKL，以削弱破骨细胞分化成熟能力和功能活

性，这不仅抑制了RANKL对破骨细胞的促进作用，

也使其他促骨吸收因子失去作用，从而限制破骨细

胞活跃所导致的过度骨吸收［16］。因此，RANK⁃
RANKL⁃OPG是骨细胞分化诱导的关键。

本研究发现，4组中OPG的含量和RANKL在下

降，其原因可能是因为 OPG升高可竞争性的结合

RANKL，所以观测到的RANKL含量逐渐降低。有

研究发现，在慢性牙周炎牙槽骨吸收处肉芽组织和

龈沟液中RANKL的表达较高，OPG表达相对较低，

RANKL/OPG的含量比值升高，而OPG在非牙周炎

组织中表达明显高于牙周炎组织。RANKL 的

mRNA在牙周炎进展期的表达最高，主要表达于炎

细胞和其周围增生的上皮细胞［17］。由此可见，在牙

周炎中RANKL/OPG含量比值升高是牙槽骨吸收的

关键因素。

本研究还观察到，Bio⁃Oss骨组中OPG的含量在

在4周时处于低表达状态，在8 周时出现峰值，随后

表达量降低，这一现象提示单纯使用Bio⁃Oss骨在术

后前期可能处于炎性期，细胞因子的活动性没有达

到峰值，骨诱导性低。

而PRF具有良好的骨诱导性，在即刻种植中有

研究发现：将 PRF用于辅助上颌窦提升，术后随访

中的影像学显示，上颌窦骨密度和骨增量良好。这

一点也在动物试验中同样被证实。PRF具有促进成

骨的细胞学机制与细胞外信号调节激酶的磷酸化

增强，RANK的活化与OPG和RANKL的表达以及碱

性磷酸酶活性增强密切相关［18⁃19］。实验中也发现，

Bio⁃Oss/PRF组中OPG在 4周时的表达量比其余组

的总和还要高，RANKL含量也是类似，说明Bio⁃Oss/
PRF在成骨的效率上远远高出其余各组。Bio⁃Oss
保留成骨空间，PRF提供大量的生长因子，两者结合

保证有充足的时间让间充质细胞分化为成骨细胞

占据成骨空间，并完成骨质形成过程。也是相较于

其余各组的优势所在。

本实验通过比较制造骨缺损同期植入Bio⁃Oss
骨、PRF、Bio⁃Oss/PRF和空白对照组在术后 4、8和

12 周以大体观察，Masson 染色和 BMP⁃2、OPG 和

RANKL来探究成骨效果，Bio⁃Oss/PRF组成骨效果

优于其余各组，但是在Bio⁃Oss骨和PRF以何种比例

混合，以及成骨机制上有待更进一步研究。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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