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rhBMP-2复合牛松质骨载体对兔同种异体眶

骨移植愈合影响的实验研究

李春威 陈珺

[摘要] 目的 探讨重组人骨形态发生蛋白-2（rhBMP-2）/牛松质骨复合物局部应用对促进兔同种异体眶骨植入

眶骨缺损愈合的影响。

方法

选择日本大耳白兔 60只， 其中15只制备经深低温冷冻同种异体眶骨，45只通过手

术造成眼眶上壁15�mm×5�mm×2�mm大小的骨缺损模型。 随机分为实验组、对照组、空白对照组三组，各15只兔。

实验组植入同种异体眶骨，同时在植入同种异体眶骨与宿主骨结合部位加入0.4�mg�rhBMP-2/牛松质骨复合物，对

照组其缺损处植入自体骨，空白对照组植入同种异体眶骨。在术后2周、4周、12周分别处死5只，进行眼眶组织的大

体观察、CT检查、组织学检查。 结果 三组兔眼眶骨结合部在术后第2、4周愈合情况未见明显差异。 实验组和对

照组在术后12周植入骨与宿主骨已成一整体。 三组术后2周时植入骨与宿主骨结合部骨间隙清晰可见。 实验组和

对照组在4周时骨间隙已模糊。三组在12周时骨间隙均已消失。实验组在术后2周、4周和12周的植入眶骨与宿主骨

结合部平均CT值均高于空白对照组，差异均有统计学意义（t分别=6.32、11.61、8.79，P均＜0.05），与对照组比较，差

异无统计学意义（t分别=8.46、25.45、2.87，P均＞0.05）。 三组术后2周植入骨皮质周围的软组织内成纤维细胞大量

增生；实验组和对照组在术后4周结合部有大量较成熟骨痂生长，周边可见较多生长活跃的骨细胞，实验组和对照

组在术后12周形成新骨及大量成熟的骨小梁结构。 结论 rhBMP-2/牛松质骨复合物局部应用对促进兔同种异体

眶骨在眶骨组织缺损修复中与自体骨移植形成骨性愈合程度接近，在修复眶骨组织缺损中具有较好效果。

[关键词] 同种异体骨； 眶骨组织缺损； 骨移植； 重组人骨形态发生蛋白-2/牛松质骨复合物
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[Abstract] Objective To� investigate� the� effect� of� bone� allografts� with� the� compound� of� recombinant� human� bone�

morphogenetic�protein-2�

（

rhBMP-2

）

and�cattle�cancellous�bone�as�implanted�materials�for�restoring�orbital�bone�defect�in�

rabbits.� Methods Sixty� Japanese� white� rabbits� were� selected

，

fifteen� were� the� suppliers� of� bone� allografts� in� deep�

cryopreservation

，

the�other�45�Japanese�white�rabbits�were�established�15�mm×5�mm×2�mm�bone�defect�models� in�the�

superior� orbital� wall.� There� were� randomly� divided� into� the� experimental� group

，

the� control� group� and� the� blank� control�

group

，

with�15�rabbits�in�each�group.�The�experimental�group�was�implanted�orbital�bone�allografts�with�the�compound�of�

rhBMP-2�and�cattle�cancellous�bone.�The�control�group�was� implanted�autogenous�orbital�bone.�The�blank�control�group�

was�implanted�orbital�bone�allografts.�After�surgery

，

gross�specimen

，

CT�scan

，

histological�examinations�were�performed�at�

2� weeks

，

4 � weeks

，

12� weeks� respectively.�Results After� 2

，

4� weeks

，

there� was� no� different� the� degree� of� orbital� bone�

healing�in�three�groups.�After�12�weeks

，

implanted�bone�connected�with�the�host�bone�formed�a�whole�body.�After�2�weeks

，

the�implant�bone�and�host�bone�combined�with�bone�gap�clearly�visible�in�the�three�groups.After�4�weeks

，

the�bone�gap�has�

been�blurred�in�the�experimental�group�and�the�control�group.�After�12�weeks

，

the�bone�gap�has�been�disappeared� in� the�

three�groups.�After�2�weeks

，

4�weeks

，

12�weeks

，

the�implantation�of�orbital�bone�and�host�bone�combined�with�the�average�

CT� values� in� the� experimental� group� were� higher� than�

those� in� the� blank� control� group

，

differences� were�

statistically�significant�

（

t=6.32

，

11.61

，

8.79

，

P＜0.05

），

there�were�no�statistical�significance�compared�with� the�
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在临床上随着外伤、肿瘤增多，眶骨组织缺损

日益多见，不仅造成容貌畸形，还会引起眼球功能

异常。 眼眶整形修复手术是治疗眶骨组织缺损直接

而有效的方法，修复材料的选择至关重要，临床上

用于修复眶骨组织缺损的材料有自体和异体骨组

织及合成材料，如自体髂骨、低压冻干异体硬脑膜

[1]

、

多孔高密度聚乙烯、钛网、聚乳酸异构体

[2]

等。 目前，

同种异体骨在长骨、脊椎骨缺损中有较广泛的基础

研究和临床应用， 而在眶骨缺损中少有研究报告。

本次实验将以同种异体眶骨作为眶缺损修复材

料，同时加入重组人骨形态发生蛋白 -2（recombinant�

human� bone� morphogenetic� protein-2，rhBMP-2）/ 牛

松质骨复合物

[3，4]

用于眶骨组织缺损的修复中，本次

实验探索 rhBMP-2/ 牛松质骨复合物局部应用对促

进兔同种异体眶骨植入眶骨缺损愈合的影响。 现报

道如下。

1� �材料与方法

1.1� � 一般材料 本次实验研究时间为 2015 年 3 月

至 2016年 3月， 采用沈阳医学院实验动物中心提供

的健康成年日本大耳白兔 60只，雄性，体重 2～2.5�kg。

随机分为对照组、空白对照组、实验组三组，对照组其

缺损处植入自体骨，共 15只；空白对照组缺损处植入

同种异体眶骨，共 15只；实验组缺损处植入同种异体

眶骨，同时在植入同种异体眶骨与宿主骨结合部位加

入 0.4�mg�rh�BMP-2/牛松质骨复合物，共 15只。三组

一般情况比较，差异均无统计学意义（P均＞0.05）。

1.2� � 方法

1.2.1� � 同种异体骨制备 15 只日本大耳白兔，空气

栓塞处死。 无菌条件下用钢锯条锯下双侧眶骨，去

除软组织，0.9％氯化钠注射液冲洗， 浸泡于每 100�ml

内含庆大霉素 4万U的 0.9％氯化钠注射液中 30�min，

放入无菌塑料袋内，用 60Co-γ 射线灭菌后，梯度

降温， 最后将其放入 -70℃深低温冰箱中保存 2 周

以后备用。

1.2.2� � rhBMP-2/牛松质骨复合物的制备 rhBMP-2

溶于适量 4�mol/L 盐酸胍溶液中， 加入定量部分脱

钙骨松质骨粒，充分混匀液体与固体成分，真空排

气，-70℃冻干保存

[4]

。

1.2.3� � 眶骨缺损模型制备（手术由同一实验者完成）

兔子予以速眠新注射液 0.2�ml/kg 肌肉注射全麻，

2％利多卡因 0.5�ml 眶缘局部皮下浸润麻醉。 经兔

眶上缘之间皮肤切口，暴露眶缘。 切开皮下组织至

眶骨膜， 切除眶上壁约 15�mm×5�mm×2�mm 的骨

块，制成眶骨缺损模型。

1.2.4� �植入材料 对照组将取下的约 15�mm×5�mm×

2�mm 的自体眶骨，重新复位于眶骨缺损处，两端嵌

紧，将眶骨膜覆盖骨表面，以 6-0 可吸收缝线间断

缝合骨膜及皮下组织， 皮肤以 4-0 丝线间断缝合，

消毒后，纱布包扎伤口。 空白对照组将备用同种异

体眶骨放入 37℃0.9％氯化钠注射液中复温 1�h，然

后在相应部位取下与眶骨缺损相同大小的骨块，植

入缺损处，两端嵌紧，将眶骨膜覆盖骨表面，切口缝

合同对照组。实验组将备用同种异体眶骨放入 37℃

0.9％氯化钠注射液中复温 1�h， 然后在相应部位取

下与眶骨缺损相同大小的骨块，植入缺损处，在植

入同种异体眶骨与宿主骨结合部位加入 0.4 � mg�

rhBMP-2/ 牛松质骨复合物，两端嵌紧，将眶骨膜覆

盖骨表面，切口缝合同对照组。

术毕将兔分笼喂养，待清醒后，全身应用庆大霉

素 4 万 U 一次。 每天切口换药，庆大霉素 2 万 U 肌

注，每日二次，共 3�d。

1.3� � 术后观察 术后定期观察切口愈合情况，有无

植入骨移位、感染等并发症。 术后 2 周、4 周、1 2 周

分别行 15 只兔眶 CT 检查后，空气栓塞处死，取标

本分别检查：①大体标本观察：在新鲜状态下观察

骨痂分布、结合部愈合情况。②CT 影像学检查：行眶

冠状位 CT 扫描（16 排 CT）。在骨痂愈合区任意 3 点

测量 CT 值并取其平均值， 观察三组植入骨与宿主

control�group

（

t=8.46

，

25.45

，

2.87

，

P＞0.05

）

.�After�2�weeks

，

there�were�a�lot�of�fresh�callus�in�implanted�bone�connected�

with� the� host� bone� in� three� groups.�After� 4� weeks

，

the� experimental� group� and� the� control� group� had� a� large� number� of�

mature�bone�callus�growth

，

the�surrounding�visible�more�active�bone�cells.�After�12�weeks

，

the�experimental�group�and�the�

control� group� formed� new� bone� and� a� large� number� of� mature� trabecular� bone� structures.�Conclusion The� degree� of�

forming� bone� healing� between� orbital� bone� allografts� with� the� compound� of� rhBMP-2� and� cattle� cancellous� bone� and�

autogenous�bone� in� repair�of� the�orbital�bone�defect� is�similar

，

which� is� rather�effective� in� repair� of� orbital�bone�defect� in�

rabbits.

[Key words] bone allografts

；

orbital bone defect

；

bone transplantation

；

the compound of recombinant human

bone morphogenetic protein-2 and cattle cancellous bone
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表1 植入眶骨与宿主骨结合部平均CT值结果比较

注： *：与空白对照组比较，P＜0.05。

组别 术后 2 周 术后 4 周 术后 12 周

实验组 490.76±20.97* 609.66± 9.77* 873.62±19.28*

对照组 644.02±34.66 786.91±27.80 917.20±27.98

空白对照组 437.52±28.51 533.72±12.21 705.16±23.38

骨结合部的密度差异， 了解眶骨缺损处的愈合情

况，行眶骨三维重建，观察三组植入骨与宿主骨整

体衔接情况。 ③组织学检查：取出植入的骨组织，常

规固定、脱钙、脱水、透明、石蜡包埋，5μm 厚度切

片。 行苏木精 - 伊红染色，观察植入骨与宿主骨结

合部组织变化。

1.4� � 统计学方法 采用 SPSS� 17.0 统计软件对数

据进行处理。 计量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表

示。计量资料比较采用独立样本t检验。设P＜0.05 为

差异有统计学意义。

2� �结果

2.1� � 兔眼眶骨结合部大体标本观察结果 术后所有

动物切口愈合良好，术后 2 周，实验组和对照组在均

有骨膜包绕、新生血管长入，空白对照组同种异体骨

与宿主骨结合疏松，压之有活动感。术后 4周，对照组

骨膜包绕紧密，植入骨与宿主骨结合紧密，周围可见

少量骨痂，压之无活动感；空白对照组植入骨与宿主

骨结合较紧密，周围可见少量骨痂。 实验组植入骨与

宿主骨结合紧密，周围可见少量骨痂，与对照组相似。

术后 12周， 对照组和实验组植入骨与宿主骨结合非

常紧密，骨痂塑形，愈合处界线模糊，融合成一整体，

对照组好于实验组，空白对照组同种异体骨与宿主骨

结合较紧密，周围骨痂少。实验组术后 12周兔眼眶骨

结合部骨痂分布、结合部愈合情况见封二图 1。 由封

二图 1可见，实验组在术后 12周，植入骨与宿主骨结

合紧密，融合成一整体。

2.2� � 兔眼眶骨结合部 CT 影像学检查 术后 2 周，

三组兔眼眶植入骨与宿主骨结合部骨间隙清晰可

见；术后 4 周，对照组和实验组骨间隙已模糊；术后

12 周，三组骨间隙均已消失。实验组 CT 三维重建图

像显示术后 4 周移植骨与宿主骨对合良好，但界线

清晰可见。 实验组术后 12 周兔眼眶骨结合部 CT 三

维重建图像见封二图 2。 由封二图 2 可见， 实验组

CT 三维重建图像显示术后 12 周界线消失， 植入骨

与宿主骨已成一整体。

2.3� � 三组的入眶骨与宿主骨结合部平均 CT 值结果

见表 1

� � � � 由表 1 可见， 实验组在术后 2 周、4 周和 12 周

的植入眶骨与宿主骨结合部平均 CT 值均高于空白

对照组，差异均有统计学意义（t分别 =6.32、11.61、

8.79，P均＜0.05）。 与对照组比较，差异均无统计学

意义（t分别 =8.46、25.45、2.87，P均＞0.05）。

2.4� � 兔眼眶骨结合部组织学检查 术后 2 周，三组

兔眼眶植入骨皮质周围的软组织内成纤维细胞大

量增生，其间可见大量炎细胞浸润；术后 4 周，对照

组组结合部有大量较成熟骨痂生长，周边可见较多

生长活跃的骨细胞，内有破骨细胞活动。 空白对照

组结合部骨痂较少，实验组与对照组相似；术后 12

周，对照组形成新骨及大量成熟的骨小梁结构。 空

白对照组与实验组相比，结合部骨痂较少。 实验组

术后 12 周兔眼眶骨结合部苏木精 - 伊红染色图见

封二图 3。 由封二图 3 可见，实验组术后 12 周植入

骨与宿主骨结合部骨痂的结构致密，破骨吸收及成

骨活动仍在进行。

3� �讨论

同种异体骨是目前进行骨移植手术应用较多

的骨移植材料

[5]

，采用深低温冷冻和 60Co-γ 射线

辐照灭菌的方法制备兔同种异体眶骨，在深低温状

态和 15～25� kGy 剂量辐照后

[6]

，酶的活性基本消失，

免疫原性基本消失，有利于移植骨的愈合，而且力

学强度保持不变。 本次实验结果显示兔同种异体骨

在眶骨组织缺损修复中与自体骨移植形成骨性愈

合程度接近并取得良好的愈合效果，提示该方法处

理同种异体骨是可行的。

本次实验大体观察结果显示，实验组和对照组

移植骨愈合程度接近， 植入骨与宿主骨融合成一整

体，说明同种异体骨可以与宿主骨愈合。Vargas等

[7]

对

17例患者采用同种异体骨全髋关节置换，随访 60个

月，通过临床和影像学评价取得令人满意结果。

本次实验的 CT 观察和测量骨痂愈合区愈合情

况显示，术后早期对照组、空白对照组、实验组骨缝

隙可见，无明显差异。 术后 12 周三组骨间隙消失。

CT 三维重建图像清晰地显示术后 12 周植入骨与宿

主骨成一整体。 实验组、对照组术后测得各期植入

骨与宿主骨结合部平均 CT 值均高于空白对照组（P

均＜0.05），12 周时实验组和对照组骨结合部平均

CT 值相差最小（P均＞0.05），说明 rhBMP-2/ 牛松质

骨复合物能够促进同种异体骨与宿主骨 3 个月内

在 CT 影像学上达到骨性愈合， 但要达到同体骨移

植的对照组 CT 值水平可能需要更长的时间。
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本次实验组织学检查评价同种异体骨与宿主

骨的愈合情况显示，术后 4 周三组植入骨与宿主骨

结合部界线清晰。 术后 12 周，实验组和对照组骨界

线消失，说明实验组和对照组术后三个月已形成完

全的骨性愈合，但要达到完全的骨性愈合仍需要更

长的时间。 Enneking 等

[8]

对 16例同种异体骨干或关

节移植后 4～65 个月进行放射学和组织学观察，发

现移植后 5 年，移植骨仅有 20％被新骨替代。 修复

缓慢的主要原因是移植骨块大。 本次实验移植骨块

相对小，加之，颜面部血运丰富，有利于移植骨愈

合。 骨移植理论认为移植骨周围软组织条件的好坏

及血运是否丰富影响愈合。Hurley 等

[9]

在牛身上证实

了覆盖在表面的软组织提供给植骨区营养源和生

长因子。 本次实验在植入同种异体眶骨与宿主骨结

合部位加入 rhBMP-2/ 牛松质骨复合物， 就是起到

提供给植骨区营养源和生长因子的作用。

目前已证实， 当某一部位的骨组织受损时，局

部成骨细胞和骨膜骨原细胞的骨生成能力增强且

骨折断端在吸收过程中释放出骨基质中的骨形态

发生蛋白，骨形态发生蛋白可诱导损伤区域内及周

围组织中的未分化间充质细胞分化形成骨组织，以

促进骨损伤愈合

[10]

。 La 等

[11]

实验证实 rhBMP-2 长期

释放能有效地加强新骨形成。 本次实验在植骨区加

入 rhBMP-2/ 牛松质骨复合物，长期释放 rhBMP-2，

结果显示实验组和对照组术后 12 周， 移植骨与宿

主骨愈合程度接近。

综上所述，rhBMP-2/ 牛松质骨复合物局部应用

可促进兔同种异体眶骨与宿主骨愈合，可能是一种

理想的促进同种异体眶骨移植愈合的生长因子。
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