
基础研究

BMP 和 TGF- 对兔尺骨骨缺损修复作用
的研究

卢卫忠1 贺小兵1 唐康来2 杨柳2 朱庆和1 刘小冬1 何静3 许建中2 吴梅英2

( 1 重庆市涪陵中心医院骨科, 重庆 408000; 2 第三军医大学西南医院骨科; 3 重庆市药剂学校)

 摘要! 目的 探讨外源性 BMP 和 TGF- 对骨缺损的修复作用。方法 采用兔尺骨干 1 5 cm

缺损模型,在骨缺损局部单独或联合应用 TGF- 和 BMP ,在 4、8、12 周三个时相点进行大体形态观察、

组织学、X 线片观察和在 12 周时进行生物力学测试, 对骨缺损修复效果进行评估。结果 BMP 和/或

T GF- 治疗组骨缺损均已修复,对照组骨缺损未修复, 联合应用 TGF- 和 BMP的修复效果明显优于

单用 TGF- 或 BMP, 而 BMP 又优于 TGF- ;在生物力学方面, TGF- 和 BMP 复合应用的力学强度

与正常骨接近,单独应用时明显弱于正常骨, TGF- 弱于 BMP。结论 BMP 和 TGF- 对骨缺损均具

有一定的修复作用, BM P的作用强于 TGF- ,复合应用时 ,二者作用进一步增强, 在修复骨缺损方面具

有协同作用。
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 Abstract! Objective To investigate the effects of ex ogenous bone morphogenetic pro tein ( BMP) and

t ransforming gr owth factor beta ( TGF- ) on repair ing bone defects Methods Adult rabbits were inflicted

w ith the model of 1 5 cm segmental defect in the right ulna and treated locally with TGF- and BMP, alone

or in combination in the bone defect site. T he repair capability was evaluated by gross, histological and radio

gr aphic examinations at the 4t h, 8th and 12th week and by biomechanical tests at the 12th w eek after opera

tion. Results T he bone defects were all repaired in the treatment groups, which could not be found in the con

trol group. T he repair w as better in co treatment g roup w ith TGF- and BMP than in treatment g roups w ith

T GF- or BMP alone respectively, w hereas BMP group w as better than TGF- group. The biomechanical

strengt h of the ulna in the co treatment g roup w ith BMP and TGF- w as approached to that of normal bone,

w hereas that o f tr eatment alone w ith BMP or TGF- w as w eaker than normal bone and TGF- group w as

w eaker than BMP g roup.Conclusion BMP and TGF- could promote repair of segmental bone defects and

t he effect of BMP is better than that of TGF- . It has been observed co treatment w ith BMP and T GF-

can enhance further this effect and their interact w ith each other to modulate cooper at ively and syner gistically

r epairing bone defects.

 Key words! Bone morphogenetic protien ( BMP ) ; T r ansforming g rowth factor beta ( TGF- ) ;

Bone defect; Bone repair
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骨形态发生蛋白( Bone Morphogenet ic Protein,

BMP)是骨生长的启动因子, 能诱导间充质细胞分化

为成骨细胞和骨细胞, 促进钙化作用, 产生钙化的骨

基质[ 1, 2] ; 转化生长因子 ( T ransforming Grow th

Factor- beta, TGF- )是调节骨形成的重要生长因

子,与骨形成密切相关, 在骨形成和修复过程中起着

十分重要的作用
[ 2, 3]
。关于 BMP 与各种载体及异体

骨修复骨缺损的报道较多, 但都存在着一定的缺陷

与不足,这些研究主要是单用 BMP 一种生长因子,

而将 BMP 和 TGF- 复合用于治疗骨缺损的报道

较少。本实验将 BMP 和 T GF- 复合, 观察其对骨
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缺损的修复作用, 为临床骨科利用 BMP 和 TGF-

提供实验依据。

1 材料与方法

1 1 材料制备 本实验采用从人血小板提纯鉴定

的T GF- [ 4]和从牛皮质骨中提纯鉴定 BMP[ 5]。参

照M iyamoto等[ 6]的方法, 以聚乳酸( Polylactic acid,

PLA) 为载体制备 TGF - / PLA、BMP/ PLA、TGF-

+ BMP/ PLA 缓释系统, 各缓释系统内, T GF- 和

BMP 的含量分别为 100 g 和 20 mg。

1 2 动物实验模型及方法 36只日本大耳白兔, 雌

雄各半,兔龄 9个月, 骨成熟,体重 3 5~ 4 5 kg (由

第三军医大学实验动物中心提供) , 3%戍巴比妥钠

静脉麻醉, 无菌手术显露右尺骨中上段, 用线锯

切骨,造成尺骨中上段 1 5 cm 长的骨缺损模型(连

同周围骨膜一并切除) , 随机分为空白对照、单用

T GF- 、单用 BMP 和 T GF- + BMP 4 组, 每组 9

只。各组分别植入 PLA、T GF- / PLA、BMP/ PLA、

T GF- + BMP/ PLA 缓释系统。植入后不作内固

定,逐层缝合伤口。术后肌注青霉素 400 000 U / d,

共3 d, 不加外固定,动物分笼饲养, 常规饮食, 允许

其自由活动。术后第 4、8、12周每组各取2只动物处

死取材行组织学检查; 12周各实验组取 3 只动物处

死取材行生物力学测定。

1 3 观察指标

1 3 1 X线观察 分别于术后当天、第4、8、12周摄

右上肢正、侧位 X 线片, 投照条件为 45 kV, 50 mA,

0 08 s,焦距 90 cm , 日本岛津 400 mA X 线机下曝

光,自动洗片机冲洗胶片。按 Delloye 等[ 7]的方法,

根据 X线片测量骨缺损区骨痂形成和骨连接情况。

1 3 2 大体标本观察 术后常规观察记录。处死

动物后观察骨缺损区有无成骨和炎症反应。

1 3 3 组织学观察 尺骨标本经 1 33 mol/ L 中性

福尔马林液固定、脱钙, 常规方法制备,沿尺骨纵轴

的连续石蜡切片, 厚度为 5 m, HE 染色, 每只动物

取 3张切片,普通光学显微镜下观察骨缺损愈合情

况。用四川大学制 Mias- 200型图象分析系统分析

新生骨的面积百分比(每组可得 6个数据)。

1 3 4 生物力学测定 在 12周取正常尺骨和右侧

尺骨标本,用湿骨依次进行三点弯曲、轴向压缩及扭

转破坏试验方法, 其中仅扭转试验为破坏性, 实验间

隔时间为 2 h。分别测出标本的弯曲刚度、轴向压缩

刚度、最大扭矩、扭转刚度和破坏能量。

1 4 统计学处理 实验结果用均数 ∀ 标准差(  x ∀
s )表示, 按析因设计的方差分析, 用 SPSS 8 0统计

软件计算。

2 结果

2 1 大体标本观察结果 术后各组动物肢体均有

不同程度的肿胀, 1 周后消失。术后第 4周,各组骨

缺损区周围有少量纤维组织和血管长入。术后第 8

周, TGF- 和 BMP 组骨缺损区内有骨痂形成, 可见

少量软骨, T GF- + BMP 组骨缺损区内骨痂形成较

多,有较硬的骨软骨组织填充整个缺损处, 对照组缺

损区为纤维组织。12 周时, TGF- + BMP 组骨缺

损区完全被骨痂包埋, 与主骨界限消失, T GF- 和

BMP 组大量骨痂填充骨缺损区,与主骨界限基本消

失,而对照组缺损区为纤维瘢痕组织填充, 无骨性连

接,形成假关节。

2 2 X线和组织学观察结果 (见表 1)

表 1 X线和组织学观察结果

组别
4周 8周 12周

X 线 组织学 X 线 组织学 X线 组织学

TGF- + BMP

截骨端较多骨痂生
长,四周少量新骨

形成

骨缺损区内出现岛
状生长的新生软骨

和骨组织 ( 图 1 ) ,
骨端接触处明显

新骨形成量明显增
加,截骨端模糊不

清,有片状骨痂呈
骨性连接

新生软骨和骨组织
增多,融合成片,出

现板层骨(图 2)

新生皮质骨结构清
晰,与宿主皮质骨

自然连接, 髓腔再
通,骨缺损已完全

修复

骨缺损区已修复,
被新生骨组织取

代,形成正常骨干
结构,髓腔再通,较

规则(图 3)

BMP

截骨端少量骨痂形

成

骨缺损区内有软骨

和骨岛形成

截骨端骨痂形成增

多,截骨端较多新
骨形成并向中心生

长,骨缺损范围缩
小

软骨、编织骨、板层

骨交织出现

骨缺损区被新生骨

填充, 髓腔部分再
通

新生骨内骨髓腔出

现,逐渐向板层骨
结构改建但尚不完

全( 图 4 ) , 缺损大
部分修复

TGF-

新骨形成较少 截骨端有新骨形成 新骨形成量增加,

截骨端骨痂形成较
多

新骨形成增多并逐

渐成熟

新生骨桥接截骨

端,骨缺损区基本
被新生骨填充, 髓

腔未再通。

骨缺损区被新生骨

组织取代,骨改建
不完全, 新生骨髓

腔形成(图 5)

对照组

截骨端清晰可见 有软骨细胞从断端
向缺损区中央生长

截骨端仍未见骨痂
形成

软骨细胞和类骨质
仍局限在两端

截骨端硬化, 髓腔
封闭,形成骨不连

缺损中央被纤维结
缔组织充填, 血管

少( 图 6 ) , 未见成
骨现象
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2 3 X线和组织学定量检查结果 X线和组织学定量

检查结果是一致的。TGF- + BMP组优于TGF- 和

BMP 组,而 BMP组又优于 TGF- 组, 各治疗组明

显优于对照组(见表 2, 3)。表 2是根据骨缺损通过

X线所见骨痂形成和断端物理运动情况, 按相关标

准记分[ 7] ,计算各组的相对值。

表 2 TGF- 和 BMP 修复兔尺骨骨缺损 X线定量检查结果(  x ∀ s)

分 组
4周 8周 12周

( n= 9) F P ( n= 7) F P ( n= 5) F P

对照组 0 18 ∀ 0 125 # # 0 58 ∀ 0 252 # # 1 05 ∀ 0 316 # #

TGF- 0. 42 ∀ 0. 213 1. 57 > 0 05 1. 05 ∀ 0. 321 10. 85 < 0 01 2. 26 ∀ 0. 525 11. 53 < 0 01

BMP 0. 91 ∀ 0. 402 2. 12 > 0 05 1. 51 ∀ 0. 532 12. 17 < 0 01 2. 78 ∀ 0. 623 13. 81 < 0 01

TGF- + BMP 1. 32 ∀ 0. 562 2. 51 > 0 05 2. 21 ∀ 0. 612 17. 26 < 0 01 3. 73 ∀ 0. 822 21. 63 < 0 01

表 3 TGF- 和 BMP 修复兔尺骨骨缺损不同时

相新生骨所占面积百分比( n= 6,  x ∀ s, %)

分 组 4周 8周 12周

对照组 5 65 ∀ 0 18 15 56 ∀ 0 26 21 53 ∀ 0 30

TGF- 24 21 ∀ 0 32 42 68 ∀ 0 36 69 37 ∀ 0 40

BMP 33 56 ∀ 0 38 53 28 ∀ 0 42 81 63 ∀ 0 46

TGF- + BMP 42 76 ∀ 0 41 65 25 ∀ 0 45 92 32 ∀ 0 48

方差分析
F

P

2 53

> 0 05

12 67

< 0 01

19 38

< 0 01

2 4 生物力学测定结果 生物力学测试结果表明,

术后 12周, TGF- + BMP 组的最大扭矩、扭转刚

度、三点弯曲刚度和轴向压缩刚度均明显强于单用

BMP和 TGF- 组,与正常尺骨相比差异无显著性意

义。BMP组强于TGF- 组,单用BMP 和TGF- 明

显低于正常尺骨。各治疗组之间及其与正常尺骨之

间在破坏能量方面均无明显差别(见表4)。

表 4 兔尺骨骨折愈合后生物力学参数的变化( n= 3,  x ∀ s)

组别

最大扭矩

( N m)

扭转刚度

( N m/ du)

破坏能量

( J )

三点弯曲刚度

( N/ mm)

轴向压缩刚度

( N/ mm)

正常尺骨 1. 96 ∀ 0. 31 0. 398 ∀ 0. 071 0. 005 ∀ 0. 003 49. 24∀ 5. 65 36. 19 ∀ 4. 64

BMP 1. 68 ∀ 0. 27 0. 321 ∀ 0. 056 0. 005 ∀ 0. 003 43. 28∀ 4. 32 31. 91 ∀ 3. 28

TGF- 1. 39 ∀ 0. 25 0. 252 ∀ 0. 038 0. 004 ∀ 0. 002 39. 86∀ 3. 62 28. 28 ∀ 2. 67

TGF- + BMP 1. 91 ∀ 0. 28 0. 381 ∀ 0. 067 0. 005 ∀ 0. 002 48. 59∀ 5. 52 35. 43 ∀ 4. 28

方差分析
F

P

10. 17

< 0 01

21. 32

< 0 01

1. 29

> 0 05

13. 06

< 0 01

18. 65

< 0 01

3 讨论

单纯应用外源性 TGF- 修复骨缺损的报道较

多, Beck等
[ 8]
将TGF- 1 与甲基纤维素复合后植入成

年兔颅骨 1 2 cm的骨缺损区, 结果发现, TGF- 1 具

有良好的骨修复作用, 缺损区的愈合速度与 TGF- 1

剂量呈正相关, 单用 T GF - 1 诱导骨形成具有剂

量依赖性, 随剂量增加而增强。而将外源性 BMP

与各种载体复合治疗骨缺损的报道特别多, 多数研

究表明[ 1, 2] , BM P 可明显促进骨愈合,具有较强的骨

缺损修复作用。我们的结果也表明, 单用 BMP 和

T GF- 对骨缺损均具有一定的修复作用, 单用

BMP 的作用强于单用 TGF- 。这可能是本实验模

型已将缺损区内的骨膜全部去除掉, TGF- 仅对骨

膜间充质细胞作用, 不能诱导缺损区周围肌肉中间

充质细胞的增殖和分化, 其成骨范围仅局限于骨折

缺损区内[ 2, 3] ,而 BMP 具有高效的异位诱导成骨作

用,可诱导缺损区周围肌肉中间充质细胞分化为成

骨细胞和骨细胞
[ 1, 2]

,所以, BM P 修复骨缺损的作用

强于 TGF- 。以往研究表明[ 1 3] , BM P 和 TGF-

的成骨作用均具有剂量依赖性, 我们选择的剂量为

其单独作用时的最适剂量,因此, 应具有一定的可比

性。虽然, 目前市场上有大量的基因重组 BMP 和

TGF- 产品供应, 但天然提取的 BMP 和 TGF-

含有几种分子量的 BMP 和 TGF- , 较基因重组的

BMP 和 TGF- 成骨活性高。

本实验一个重要的特点是, BMP 和 TGF- 复

合应用时, 对骨缺损的修复作用明显增强。以往的

文献曾有类似报道, Grobus 等
[ 9]
将 T GF- 与重组

人碱性成纤维细胞生长因子( recombinant human ba

sic F ibroblast Growth Factor, rhbFGF)复合, 发现有

明显的协同作用。将猪 BMP 与牛血小板衍生生长

因子 ( bovine Platelet - Derived Grow th Factor,

bPDGF)联合应用修复桡骨骨缺损, 骨愈合率及修复

骨的力学强度均明显高于单用 PDGF 或 BMP。而将

牛 BMP 与 rhbFGF 复合后,行小鼠肌袋实验, 21 d时

观察到复合组和单纯组均有新骨形成, 前者钙含量
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是后者的 3 倍。这些研究结果与我们的结果均提

示,骨生长因子复合应用比单用一种因子的作用强,

它们之间有协同作用。体内研究表明, BMP 是骨生

长的启动因子, 能诱导未分化的间充质细胞不可逆

地分化为软骨细胞和成骨细胞, 通过钙盐沉积, 导致

新骨形成, 启动骨生成,并具有高效的异位诱导成骨

作用, 但对已分化、成熟的成骨细胞和成软骨细胞无

作用,它诱导新骨形成的过程需要一些生长因子(如

T GF- )的参与, 这些因子虽不能直接诱导未分化

的间充质细胞分化为软骨和骨, 但可促进软骨细胞

和成骨细胞的增殖和分化, 并能诱导软骨和骨基质

的合成,从而促进骨形成[ 1, 2]。TGF- 的直接效应

是促进骨膜中前成骨细胞的增殖, 而非启动骨膜细

胞向成骨细胞或软骨细胞的分化(这由 BMP 完成) ,

它促进成骨细胞和成软骨细胞的增殖, 在骨形成中

的基本作用是补充其它生长因子(如 BMP)激活已分

化的细胞, 无异位成骨活性[ 2, 3]。目前,大量研究证

实, BM P 是唯一能够诱导异位成骨的生长因子
[ 1]

,

T GF- 只有在 BMP 存在时, 才能诱导异位成

骨[ 10]。因此,当 TGF- 和 BMP 复合时, BM P 的异

位骨诱导作用弥补了 T GF- 的不足, 使 TGF- 的

成骨能力增强, 而 TGF - 能增加 BMP 的诱导能

力[ 11]。它们之间相互作用、相互促进。由此可见, 在

修复骨缺损方面, TGF- 和 BMP 之间有良好的协

同作用。

结果表明, 单用 BMP 和 TGF- 对骨缺损均具

有一定的修复作用, BM P 的作用强于 T GF- , 复合

应用时,这种作用进一步增强,在修复骨缺损方面它

们具有协同作用。如何联合应用其它生长因子, 使

其在治疗骨不连、骨缺损中更好地发挥协同作用,尚

需做更深入的研究。

(本文图 1- 6见后插页 2)
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∃脊柱外科杂志%即将创刊出版
经国家新闻出版署批准,由上海市医学会主办, 第二军医大学附属长征医院骨科承办的∃脊柱外科杂志%现已创刊 ,将于

2003 年 2 月在国内外公开发行。∃脊柱外科杂志%的创办为广大脊柱外科工作者提供了学术交流的园地, 将大力促进我国脊柱

外科的学术发展。

∃脊柱外科杂志%的办刊宗旨是为脊柱外科临床和科研服务, 最终提高我国脊柱外科水平。∃脊柱外科杂志%定位为高级学

术刊物,为双月刊, 大 16 开本, 正文 64 页, 全国发行。设置的主要栏目有论著、短篇报道、经验交流、综述、专题讲座、新技术新

方法、学术争鸣、读者来信、消息报道等。读者对象为脊柱外科和相关学科的临床、教学和科研人员。本刊侧重于脊柱外科领域

的基础理论、临床技术与新进展, 对基础与临床研究方面的经验或教训均可报道。脊柱外科杂志编委会集中了几乎所有国内脊

柱外科界的知名专家,对稿件将严格把关, 作到高标准、高起点,力争反映和代表我国脊柱外科领域的最高学术水平, 将杂志办

成国内权威并具有一定国际影响的脊柱外科期刊。

欢迎广大骨科同道踊跃投稿(可网上投稿)和订阅本刊。2003 年度请向编辑部邮购, 2004 年起从邮局订阅。

编辑部通信地址: 上海市凤阳路 415 号, 脊柱外科杂志编辑部, 邮编: 200003。电话: ( 021) 63610109- 8288, 传真: ( 021)

63520020, Email: chzhjzyk@ online. sh. cn
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