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富血小板血浆协同骨形态发生蛋白4促进骨愈合的效应 

 
史剑杰，罗志宾，陈文雄 (广州医科大学附属第三医院口腔科，广东省广州市  510150) 

 

文章亮点： 

1 研究表明骨形态发生蛋白在骨骼发育中的起到关键性作用，但单独体内应用时成骨作用差；富血小板血浆

单独应用在动物或者临床试验中并不具备明显促进移植骨组织愈合的作用。 

2 实验观察了富血小板血浆协同骨形态发生蛋白 4促骨缺损区的成骨作用，结果表明以 β-磷酸三钙为支架，

富血小板血浆复合骨形态发生蛋白可明显促进骨缺损的愈合。 
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摘要 

背景：研究表明骨形态发生蛋白在骨骼发育中的起到关键性作用；文献报道单独的富血小板血浆在动物或者

临床试验中并不具备明显促进移植骨组织愈合的作用。 

目的：验证富血小板血浆协同骨形态发生蛋白 4促骨缺损区的成骨作用。 

方法：24只新西兰大白兔构建上颌骨骨缺损模型，随机分为 4组，每组 6只。①空白对照组建模后不做特殊

处理。②β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜组为 β-磷酸三钙 0.1 g+Bio-gide生物膜 1张。③富血小板血浆组为 β-

磷酸三钙 0.1 g+Bio-gide生物膜 1张+富血小板血浆 1 mL。④富血小板血浆+骨形态发生蛋白 4组为 β-磷酸

三钙 0.1 g+Bio-gide生物膜 1张+富血小板血浆 1 mL+5 μg骨形态发生蛋白 4。于造模后 4，8，12周行大体

观察、组织学观察及图像分析各组骨缺损区新生骨生成情况。 

结果与结论：术后 4周，富血小板血浆组、富血小板血浆+骨形态发生蛋白 4组骨缺损区新生骨以及新生血管

均多于 β-磷酸三钙+Bio-gide组(P < 0.01)；β-磷酸三钙+Bio-gide组新成骨多于空白对照组(P < 0.01)。术后

4，8，12 周，富血小板血浆+骨形态发生蛋白 4 组骨缺损区新生骨均多于 β-磷酸三钙+Bio-gide 组、富血小

板血浆组两组骨缺损区(P < 0.01)， β-磷酸三钙+Bio-gide组和富血小板血浆组均多于空白对照组(P < 0.01)。

结果表明以 β-磷酸三钙为支架，富血小板血浆复合骨形态发生蛋白可明显促进骨缺损的愈合。 
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Bone morphogenetic protein-4 compounded with platelet-rich plasma promotes 

bone healing   

 

Shi Jian-jie, Luo Zhi-bin, Chen Wen-xiong (Department of Stomatology, the Third Affiliated Hospital of 

Guangzhou Medical University, Guangzhou 510150, Guangdong Province, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: Studies have shown that bone morphogenetic proteins play a key role in skeletal development. 

Platelet-rich plasma alone in animal or clinical trials cannot significantly promote bone graft healing. 

OBJECTIVE: To investigate the osteogenesis effect of bone morphogenetic protein-4 compounded with 

platelet-rich plasma the bone defect area. 

METHODS: Twenty-four New Zealand white rabbits were selected to establish maxillary bone defect models, and 

then were randomly divided into four groups, six rats in each group. Group A was blank control group; Group B 

was β-tricalcium phosphate (0.1 g)+Bio-gide group; group C was β-tricalcium phosphate (0.1 g)+Bio-gide+ 

platelet-rich plasma (1 mL) group; and group D wasβ-tricalcium phosphate (0.1 g)+Bio-gide+platelet-rich plasma 

(1 mL)+bone morphogenetic protein-4 (5 μg). Gross observation, histological observation and imaging analysis 

were performed for analysis of new bone formation at weeks 4, 8, 12 after modeling. 

RESULTS AND CONCLUSION: After 4 weeks, group D had more new bone and vessels formed in the bone 

defect area than the group B (P < 0.01); however, the amount of new bone was higher in the group B than the 

group A (P < 0.01). After 4, 8, 12 weeks, the amount of new bone in the bone defect area was higher in the group 

D than the groups B and C (P < 0.01), and lowest in the group A (P < 0.01). In the β-tricalcium phosphate scaffold, 

platelet-rich plasma combined with bone morphogenetic protein can significantly promote the healing of bone 

defects. 
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0  引言  Introduction 

骨骼是一个动态的多功能器官，具有一定的自我修复

能力。然而，当骨组织缺损过多时，骨组织修复功能受限，

其固有的再生潜能已无法自行修复缺损的骨组织，必需介

入外科治疗，组织工程学能很好的解决骨再生问题。组织

工程的关键因素包括骨传导支架、生长因子、血管形成细

胞与成骨细胞的移植和供应潜力。 

合适的生物材料用于骨组织的再生重建，已经成为骨组

织工程一个重要的研究课题。目前，大多数生物材料缺乏很

好的生物活性，骨移植材料植入缺损区后，本身只起到被动

的支架作用，等待新生骨爬行替代，显著延长了新骨构建时

间，因此，必须结合使用骨诱导类生物材料。最常使用的骨

诱导性材料是局部递送的生长因子，诸如骨形态发生蛋白家

族、血管内皮生长因子和转化生长因子等。 

1986年Carlsson等
[1]
报道人工牙种植要求的解剖条件

为牙槽突高度应大于10 mm，宽度应大于5 mm。牙齿长时

间缺失，将导致牙槽突吸收，临床上40%-60%的病例均存

在因牙槽突吸收而导致骨量不足的问题
[2]
。 

1971年Balk等
[3]
学者报道血小板内富含生长因子，如

血小板衍生生长因子、转化生长因子、β-血管内皮生长因

子、胰岛素样生长因子1、表皮生长因子和结缔组织激活多

肽-Ⅲ(CTAP-Ⅲ)。富血小板血浆是一种浓缩的自体血小板，

可以用作自体纤维蛋白胶系统。目前临床使用富血小板血

浆主要应用于包括神经损伤、肌腱炎、心肌损伤、骨创伤

等的修复治疗和口腔科颌骨重建等方面
[4-5]
，但单独的富血

小板血浆在动物或者临床试验中并不具备明显促进移植骨

组织愈合的作用
[6-7]
。 

1971年，Urist
[8]
通过实验发现某类骨诱导物质可以为

反应细胞所感知，通过激活或抑制细胞内的基因，调节诱

导骨系细胞的分化和增生，从而产生新骨，这类诱导新骨

形成的物质即为骨形态发生蛋白。大量的体外和体内研究

表明这些蛋白质在骨痂形成过程中起到积极的激动或拮抗

作用，潜在诱导成骨细胞分化作用
[9]
，已被FDA批准使用

在人类脊柱融合术，口腔颌面部的应用和治疗某些骨折
[10]
。 

实验通过观察富血小板血浆协同骨形态发生蛋白4联

合β-磷酸三钙在大白兔上颌骨缺损中的诱导成骨作用，证

明以β-磷酸三钙为支架的富血小板血浆协同骨形态发生蛋

白4具有加速成骨作用，缩短临床骨愈合时间。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2012年1月至2013年10月在中山

大学动物实验中心完成。 

材料： 

实验动物：雄性新西兰大白兔 24只，体质量    

2.0-2.8 kg，平均(2.54±0.85) kg，由南方医科大学动物实

验中心提供，许可证号：SCXK：粤2006-0015。 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

实验分组：取新西兰大白兔24只，随机分为4组，每

组6只。 

 

 

 

 

 

 

 

 

新西兰大白兔骨缺损模型建立：术前12 h禁食，每只

兔术前速眠新肌肉注射麻醉。动物麻醉后，置于手术台上，

取侧卧位，备皮，安尔碘消毒口腔及口周，铺消毒巾。在

大白兔上颌中切牙远中无牙区行梯形切口，进行牙龈翻瓣

术，暴露牙槽嵴，在其颊侧制备10 mm×10 mm×5 mm箱

状骨缺损模型，制备过程用生理盐水降温，一共获得左右

各一的2个颌骨缺损区。   

改良法Curasan法制备富血小板血浆制备：术前麻醉

下抽取大白兔静脉血，与枸橼酸钠抗凝剂(全血与抗凝剂比

例约为1∶9)充分混匀后进行第1次离心(2 400 r/min，   

10 min)，吸取血浆与细胞交界处上层3 mm层厚血浆(包含

血小板和白细胞层)及下方2 mm厚内血浆及细胞，进行第2

次离心(3 600 r/min，15 min)，底层为浓缩血小板、少量

红细胞和白细胞的混合物，充分悬浮后即成富血小板血浆，

收集、摇匀、备用。  

引导骨组织再生术：术中将10%氯化钙的生理盐水及

同体积的100 U/mL牛凝血酶滴入制备好的富血小板血浆

加以活化，形成富血小板血浆凝胶备用。按照实验分组配

制上述各组材料，随机植入颌骨缺损区，做好记录，严密

缝合创口，术后流质饮食增加营养，避免机械摩擦伤口，

富血小板血浆协同骨形态发生蛋白4促骨愈合动物实验所用材料： 

实验材料 来源 

β-磷酸三钙 上海贝贝路公司 

Bio-gide生物膜 Geistlich Pharma AG，Switzerland 

骨形态发生蛋白 4 Stryker
®
，USA 

组别 材料配制方法 

空白对照组 无 

β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜组 β-磷酸三钙 0.1 g+Bio-gide生物膜 1张 

富血小板血浆组 β-磷酸三钙 0.1 g+Bio-gide生物膜 1张+富

血小板血浆 1 mL 

富血小板血浆+骨形态发生蛋白

4组 

β-磷酸三钙 0.1 g+Bio-gide生物膜 1张+富

血小板血浆 1 mL+5 μg骨形态发生蛋白 4  
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预防性青霉素抗炎治疗(图1)。 

建模后处理：引导骨组织再生术后4，8和12周分别随

机空气栓塞处死动物。动物处死后，仰卧解剖分离上颌骨，

去除周围软组织，用线锯截取含双侧实验部分的上颌骨标

本，立即浸泡于体积分数4%甲醛丹尔溶液中固定待用。  

主要观察指标：①大体观察术区创口愈合情况，新生

骨情况。②光学显微镜下观察新骨形成情况。③应用计算

机组织学图像分析缺损区新生骨生成结果。 

统计学分析：采用SPSS 16.0统计软件进行单因素方

差分析，同一时间点各组间的差异用LSD法比较。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用大白兔24只，分为4组，

实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  兔骨缺损区大体观察  大体标本可见12周时空白对

照组成骨较差，缺损区中间凹陷，表面纤维组织增生；余

各组成骨作用好，成骨饱满，表面光滑(图2)。 

2.3  兔骨缺损区组织学观察  

4周：富血小板血浆组、富血小板血浆+骨形态发生蛋

白4组两组骨缺损处见新生血管丰富，其中富血小板血浆+

骨形态发生蛋白4组可见较多的纤维性骨痂形成，局部见较

多成骨细胞及软骨细胞增生活跃，骨移植颗粒开始降解，

可见与骨干平行的骨样组织，富血小板血浆组见纤维组织

生长，材料降解为网状，周围有炎性细胞和少量骨母细胞

(见图3)。空白对照组、β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜组两组

骨缺损区见少量新生血管，β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜组

周可见大量散在骨粉颗粒及纤维组织结构，其间散在数量

不等的成骨细胞和软骨细胞，成骨作用较对照组强。 

8周：富血小板血浆+骨形态发生蛋白4组缺损区内骨

粉颗粒明显较β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜组、富血小板血

浆组减少，伴随着大量骨样组织形成，钙化、沉积明显；β-

磷酸三钙+Bio-gide生物膜组、富血小板血浆组局部见新生

骨组织，少量破骨细胞，少量钙盐沉积，两组间差异无显

著性意义；空白对照组出现以纤维性骨痂为主，自体骨边

缘见少量新生骨组织，明显较β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜

组、富血小板血浆组少(图4)。 

12周：富血小板血浆+骨形态发生蛋白4组主要为成熟

骨，为板层骨，可见哈佛氏小管形成，散在少量编织骨，

骨粉颗粒明显减少，少量破骨细胞(图5)。 

2.4  组织学图像分析缺损区新生骨结果  计算机图像分

析显示，伴随愈合时间推移，新骨形成逐渐增多，β-磷酸

三钙颗粒逐渐降解，其中富血小板血浆+骨形态发生蛋白4

组12周时新生骨略高于8周但两者差异无显著性意义(P > 

0.05)。 

术后4 周，富血小板血浆+骨形态发生蛋白4组新生骨

略多于富血小板血浆组，但两组间差异无显著性意义    

(P > 0.05) ，富血小板血浆组、富血小板血浆+骨形态发生

蛋白4组两组骨缺损区新生骨以及新生血管均多于β-磷酸

三钙+Bio-gide组实验侧(P < 0.01)，β-磷酸三钙+Bio-gide

组新成骨多于空白对照组(P < 0.01)；术后4，8，12周，

富血小板血浆+骨形态发生蛋白4组骨缺损区新生骨均多

于β-磷酸三钙+Bio-gide组、富血小板血浆组两组骨缺损区

(P < 0.01)，富血小板血浆组略多于β-磷酸三钙+Bio-gide

组，但两者差异无显著性意义(P > 0.05)，β-磷酸三钙+ 

Bio-gide组、富血小板血浆组两组均多于空白对照组(P < 

0.01)。 

 

3  讨论  Discussion 

骨组织是支持和保护脊椎动物的主要系统，在口腔中，

更是维持面部外观，行驶咀嚼功能的重要构成部分，充足

的骨量，是口腔种植体植入的首要条件。成年后骨组织发

育缓慢，甚至出现停滞、倒退。在骨缺损区域，炎症和粒

状组织形成过程中，软骨膜产生的各种重要自分泌和旁分

泌生长因子，如骨形态发生蛋白2，4和7，胰岛素样生长

因子1，2、转化生长因子β、血小板源性生长因子、γ干扰

素等，诱导间充质干细胞分化为成骨细胞，从而刺激血管

生成，促使骨组织结构构建完成
[11]
。本实验采用骨形态发

生蛋白4复合富血小板血浆修复骨缺损动物模型，通过人工

加入骨愈合过程中所需多种生长因子，缩短骨组织愈合的

生理病理反应过程，加速骨缺损愈合。 

    1971年，Urist
[8]
通过实验发现某类骨诱导物质可以为

反映细胞所感知，通过激活或抑制细胞内的基因，调节骨

系细胞的分化和增生，并将其定义为骨形态发生蛋白。

Wallace等
[12]
实验表明，低浓度骨形态发生蛋白能够诱导间

充质细胞向骨组织形成区移行；中等浓度骨形态发生蛋白

可以促进间充质细胞向成软骨及成骨细胞方向分化；而高

浓度骨形态发生蛋白 则能促进间充质细胞的增生。 

    大量的研究已表明骨形态发生蛋白在骨骼发育中的起

到关键性作用
[13-15]
。脊椎动物的骨骼组成骨和软骨，包含3

种主要的细胞类型：软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞
[16]
。

骨生成主要有膜骨化(成骨细胞分化)和软骨内成骨化(软骨

细胞分化)，由骨形成蛋白2和骨形态蛋白4分化诱导成骨细

胞和软骨细胞，形成骨和软骨
[17]
。Wang等

[18]
研究认为，

骨形态发生蛋白主要对未分化间充质细胞和骨系细胞起到

募集和分化作用。在骨形成早期，骨形态发生蛋白不仅可

使未分化间充质细胞向骨形成中心募集，并分化为骨系细

胞，而且可使成纤维细胞、成肌细胞及骨髓的基细胞逆转

分化为骨系细胞。研究表明骨形态发生蛋白是惟一可单独

异位成骨的细胞因子，然而由于骨形态发生蛋白植入受体

后会快速溶解到水中从而降低了其诱导成骨作用
[19]
。因此，

良好的骨形态发生蛋白载体必须能较好的运载、保存和释

放，使其在植入位点能达到骨诱导的作用，提供稳定的空

间以便骨形成能够发生；形成的这个空间必须能够维持足

够长的时间保证新骨形成后有足够的时间成熟
[20-22]
。 
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图 2  兔上颌骨缺损引导骨组织再生术后 12 周大体标本 

Figure 2  Gross observation of rabbit mandibular defect-guided bone regeneration at 12 weeks 

图注：图中 A为空白对照组成骨较差，缺损区中间凹陷，表面纤维组织增生；B为其余各组成骨作用好，成骨饱满，表面光滑。 

图 1  兔上颌骨缺损引导骨组织再生实验步骤 

Figure 1  Experimental procedures of rabbit mandibular defect-guided bone regeneration 

图注：图中 A为选取新西兰大白兔上颌骨作为实验位点；B为制作 10 mm×5.0 mm骨缺损模型；C，D为植入骨粉、骨膜。 

A B C D 

A B 

图 3  兔上颌骨缺损引导骨组织再生术后 4 周时骨组织切片(×4) 

Figure 3  Histological observation at 4 weeks after rabbit 

mandibular defect-guided bone regeneration (×4) 

图注：图中 A为富血小板血浆+骨形态发生蛋白 4组可见较多的纤维

性骨痂形成，骨移植颗粒开始降解；B为富血小板血浆组、富血小板

血浆+骨形态发生蛋白 4组两组内血管增生明显。 

A B 

图 4  兔上颌骨缺损引导骨组织再生术后 8 周时骨组织切片(×4) 

Figure 4  Histological observation at 8 weeks after rabbit mandibular defect-guided bone regeneration (×4) 

图注：图 A为空白对照组出现以纤维性骨痂为主，自体骨边缘见少量新生骨组织；B为 β-磷酸三钙+Bio-gide生物膜组出现新生骨，以纤维性

骨痂及骨粉颗粒为主；C为富血小板血浆组局部见新生骨组织，骨粉颗粒出现降解，少量钙盐沉积；D为富血小板血浆+骨形态发生蛋白 4组

缺损区内骨粉颗粒降解明显，大量骨样组织形成，钙化、沉积明显。 

 

A B C D 

图 5  兔上颌骨缺损引导骨组织再生术后 12 周时骨组织切片(×4) 

Figure 5  Histological observation at 12 weeks after rabbit 

mandibular defect-guided bone regeneration (×4) 

图注：富血小板血浆+骨形态发生蛋白 4组主要为成熟骨，板层骨，可

见哈佛氏小管形成，散在少量编织骨，少量破骨细胞，骨粉颗粒明显减

少。 

A B 
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早期的研究中所使用脱钙骨基质和胶原海绵作为支架

包埋骨形态蛋白，因为它们构成了原始骨成分
[23-24]
。胶原

蛋白具有广泛的可用性，全生物可降解性，生物相容性等

优点，然而由于其异种来源具有病原传播的潜在风险，而

且在体内迅速降解，无法满足“时空要求”。 

合成聚合物，如聚乳酸、聚乙醇酸及水凝胶等具有良

好的物理化学性质并且避免病原污染的潜在风险，然而，

机体炎症反应可促使其快速降解也表明了合成聚合物也不

是作为支架的良好选择
[25]
。 

β-磷酸三钙主要是由钙、磷组成，其成分与骨基质的

无机成分相似，与骨结合好。动物或人体细胞可以在β-磷

酸三钙材料上正常生长，分化和繁殖，具有非凡的骨传导

能力，被广泛地在骨修复
[26-27]
。骨形态发生蛋白协同成骨

样的钙磷酸盐有助于控制骨形态发生蛋白的释放并且增复

合物的机械强度
[28]
。本研究采用β-磷酸三钙作为支架，复

合富血小板血浆提供必要的骨愈合生长因子，同时富血小

板血浆作为一种浓缩源的自体血小板，可以用作自体纤维

蛋白胶系统，能更好的结合骨形态发生蛋白4均匀分布于β-

磷酸三钙空隙内，有利于缓慢释放骨形态发生蛋白4，维持

术区骨形态发生蛋白4浓度
[29]
。 

罗英伟等
[30]
实验证明Meckel’s软骨细胞中表达的骨形

态发生蛋白4 mRNA具有诱导未分化间充质细胞凝聚的作

用。同时诱导未分化间充质细胞向成骨细胞分化，分泌骨

基质，形成下领骨。而且随着下领骨的生长发育，细胞分

泌骨基质的增加，成骨功能的活跃。实验证明骨形态发生

蛋白4作为形态发生过程中的信号因子，能促进Msxl突小鼠

牙胚的间充质组织的细胞分裂，其作用之一是能促进维持

有关组织的细胞分裂
[31]
。 

富血小板血浆是自体全血经离心后得到的血小板浓缩

物，天然含有大量生长因子，对促骨组织愈合具有积极作

用。血小板脱颗粒释放的转化生长因子β是以旁分泌的形式

来影响成纤维细胞、骨髓干细胞和前骨母细胞增殖和分化，

转化生长因子β在骨愈合过程中起到维持或增强成骨细胞

活性的作用
[32]
。它同时也是聚集在骨损伤部位血小板所释

放的最重要生长因子之一。血管内皮生长因子是一种促进

内皮细胞增生和血管生成的调节剂，可能参与伤口愈合中

对血管生成的调节
[33]
。血小板衍生生长因子对多种类型的

细胞都有作用，它对中胚层来源的细胞具有促进其有丝分

裂的作用
[34]
。胰岛素样生长因子1可刺激培养中的成骨细胞

增殖、分化并合成骨基质蛋白
[35]
。胰岛素样生长因子1能刺

激碱性磷酸酶、骨桥蛋白、骨髓基质细胞中降钙素mRNA

的表达
[36]
。每种生长因子都不是独立的产生作用，多种生

长因子作用于同一代谢过程时，会相互产生影响，可以是

相互拮抗，也可以是相互协同作用。Meraw等
[37]
将转化生

长因子β与碳酸钙联合用于骨重建实验，骨再生作用并不明

显，但将它们与其他生长因子如骨形态发生蛋白、血小板

衍生生长因子、胰岛素样生长因子等联合，其骨再生效果

明显加强。 

Sipe等
[38]
指出血小板以及巨核细胞可协同骨形态发生

蛋白2，4和6产生强大的骨诱导作用；富血小板血浆还可

形成水凝胶，有利于细胞移植、黏附以及增生。新血管的

形成对于骨组织愈合具有重要的作用，骨愈合的第一步必

将是血管的重建，伤口早期完整有效的血管网络形成不仅

是骨形成的先决条件，而且对于后期骨组织质量也具有重

要的影响
[39]
。微环境改变造成血供不足或者组织缺氧都可

以抑制成骨细胞分化
[40]
。据此，富血小板血浆对骨愈合的

主要作用在于促进血管形成，为骨愈合提高良好的微环境，

从而促进成骨作用。 

实验结果显示，经术后4，8，12周大体观察和组织学

观察兔上颌骨缺损区，富血小板血浆组、富血小板血浆+骨

形态发生蛋白4组骨缺损区新生骨以及新生血管均多于β-磷

酸三钙+Bio-gide组。术后6，8，12周，富血小板血浆+骨形

态发生蛋白 4组骨缺损区新生骨均多于 β- 磷酸三         

钙+Bio-gide组、富血小板血浆组。结果表明以β-磷酸三钙

为支架，富血小板血浆复合骨形态发生蛋白可明显促进骨缺

损的愈合，具有较高的临床应用价值。 
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