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Smad7在兔下颌骨牵张成骨过程中的表达★ 

莘晓陶1，李曦光2，毕贤峰3，张志纯3 

Expression of Smad7 during mandibular alveolar distraction osteogenesis in rabbits    

Xin Xiao-tao1, Li Xi-guang2, Bi Xian-feng3, Zhang Zhi-chun3 

Abstract 
 
BACKGROUND: Some studies have shown that Smad7 can combine and inhibit downstream signals of bone morphogenetic 
protein receptor, and bone morphogenetic protein can promote the distraction osteogenesis in the process of bone healing, in 
addition, Smad7 plays an inhibitory effect on cartilage formation. However, the mechanisms of Smad7 in the process of 
distraction osteogenesis have not been reported. 
OBJECTIVE: To heighten the alveolar ridge of mandible using implant-distraction apparatus, and to investigate the law of Smad7 
in distraction osteogenesis. 
METHODS: A total of 24 male Japanese white rabbits were randomly divided into blank control group (n = 4) and distraction 
group (n = 20). In addition, the distraction group was divided into 1 day, 1, 2, 4, and 6 weeks subgroups, with 4 animals in each 
group. Distraction osteogenesis was performed on the left mandible of rabbits in the distraction groups with 4 days intervals, and 
the implant-distraction apparatus was used to increase in rabbit mandibular vertical alveolar ridge. The bone mineral density of 
mandible was measured at 1 day, 1, 2, 4 and 6 weeks after operation. The expression and distribution of Smad7 were observed 
by immunohistochemistry. 
RESULTS AND CONCLUSION: A sprinkle of Smad7 was expressed in normal mandible tissues. The expression of Smad7 was 
greater at 1 day after distraction than that of the control group (P < 0.05). The expression of Smad7 was gradually decreased at 1, 2 
and 4 weeks after distraction, but remained greater than that of the control group. The difference between the 6 weeks group and the 
control group had no significance (P > 0.05). The bone mineral density of mandible reached a trough at 1 day after distraction, 
gradually increased in the 1, 2 and 4 weeks after distraction, which greater than that of the control group (P < 0.01). It is suggesting 
that the varied expression of Smad7 may promote the new bone formation at early stage of distraction osteogenesis. 
 
Xin XT, Li XG, Bi XF, Zhang ZC. Expression of Smad7 during mandibular alveolar distraction osteogenesis in rabbits. Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(20): 3633-3636.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：有研究表明 Smad7 可结合并抑制骨形成蛋白受体的下游信号，而骨形成蛋白可促进牵张成骨过程中的骨愈合，并

且 Smad7 对软骨形成起到抑制作用，但 Smad7 在牵张成骨中的作用机制尚不清楚。 
目的：利用种植型牵张器增高兔下颌牙槽嵴，观察下颌骨牵张成骨过程中 Smad7 的表达规律。 
方法：将雄性日本大耳白兔 24 只随机分为对照组 4 只，牵张成骨组 20 只，其中牵张成骨组再按牵张时间点不同再随机分

为牵张成骨 1 d，1，2，4 和 6 周组，4 只/组。选取牵张成骨组兔左侧下颌骨行牵张成骨，其间歇 4 d，开始种植型牵张器

垂直增高兔下颌牙槽嵴。各组分别于牵张成骨后 1 d，1，2，4，6 周取材，在牵张成骨侧下颌骨行骨密度测量，用免疫组

织化学法观察兔下颌骨牵张过程中不同时期 Smad7 的表达和分布。  
结果与结论：Smad7 在正常下颌骨组织中有少量表达，在牵张后 1 d 下颌骨中的 Smad7 表达高于对照组(P < 0.05)。牵张

成骨后 1，2 和 4 周组的 Smad7 表达比牵张成骨后 1 d 组有所减少，但仍高于对照组，牵张成骨后 6 周时与对照组差异无

显著性意义(P > 0.05)。牵张区下颌骨骨密度值在牵张成骨后 1 d 低，1，2 和 4 周组骨密度值相比对照组逐渐增高(P < 
0.01)。提示 Smad7 在牵张成骨过程的不同时期表达不同，Smad7 可能对牵张成骨早期的新骨形成起一定的促进调节作用。 
关键词：牵张成骨；Smad7；下颌骨；骨密度；免疫组织化学；骨组织构建 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.20.006 
 
莘晓陶，李曦光，毕贤峰，张志纯. Smad7 在兔下颌骨牵张成骨过程中的表达[J]. 中国组织工程研究与临床康复，2010，
14(20):3633-3636.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 
 
 

0  引言 

 

牵张成骨是指在截开骨段处或骨缝处用牵

引装置按一定的速度和频率牵开而产生的骨间

隙中形成新骨。牵张成骨技术由于具备无需植

骨，手术操作简单，创伤和风险小，成骨期抗

感染能力强，成骨质量好，软、硬组织同期修

复等优点，已逐渐成为研究和应用的热点[1]。 

牵张成骨的骨形成主要为骨组织受到缓

慢机械应力作用后，激发了骨生长因子等一系

列生物活性物质的合成和分泌，促使牵张区域

未分化间充质细胞向成骨方向增殖和转化，并

刺激骨基质合成， 终形成一定体积的新骨组

织[2]。  

有研究表明Smad7可结合并抑制骨形成

蛋白(bone morphogenetic protein，BMP)受体

的下游信号，而BMP可促进牵张成骨过程中的

骨愈合[3]，并且Smad7对软骨形成起到抑制作

用[4-5]，但Smad7在牵张成骨中的作用作者尚未
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追加蒸馏水的质量m3=m2-m1-m骨。 

追加蒸馏水的体积v3= m3/20 ℃时蒸馏水的密度(20 ℃

时，蒸馏水密度为0.99 g/cm3)， 

骨组织的体积v骨=v2-v1-v3， 

骨组织的密度=m骨/v骨，求得牵张区组织骨密度(面积)[10]

查及相关报道。 

实验运用免疫组织化学方法测定Smad7在

牵张成骨模型中的表达及变化规律，进一步揭

示牵张成骨的分子生物学机制，同时为临床治

疗中加快牵张成骨的新骨形成速度提供一定的

理论基础和实验资料。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2009-05/2010-03在

辽宁医学院动物实验中心完成。 

材料： 

实验动物：健康日本大耳白兔24只，雌雄不

限，体质量(2.00±0.25) kg，由辽宁医学院实验

动物中心提供(动物许可证号：SCXK(辽)2009- 

0004)。实验过程中对动物的处理方法符合中华

人民共和国科学技术部颁发的《关于善待实验

动物的指导性意见》[6]。 

自制圆柱型种植型牵张器牵张器[7-8]：材质为

TA2纯钛，分别3种结构：光滑导针，位于内螺

杆的顶端以增加骨升段的稳定性。内部结构，

以升高骨段。外部结构，以骨基段紧密固位。 

试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

分组和建模：实验兔24只适应性圈养1周后，

随机分为对照组4只，牵张成骨组20只，其中牵

张成骨组按牵张时间点不同再随机分为牵张成

骨1 d，1，2，4和6周组，4只/组。 

实验兔先用水合氯醛溶液麻醉，分别进行

耳缘静脉和腹腔注射，于颏孔前缘向前与下颌

骨上缘平行水平截骨，两端向牙槽嵴方向垂直

截骨，形成 8 mm×5 mm骨升段。根据升骨段

所在的位置安放种植牵张器，逐级备洞，调整

窝洞的方向以确保种植牵张器的正确就位。种

植牵张器就位后全层缝合骨膜、肌肉和皮肤，

种植体内部螺杆约有5 mm暴露于口外以 便

牵张加力。经过4 d间歇期开始牵张，2次/d，

每次升高0.5 mm，即旋转牵张器内部结构2圈，

总共牵张4 d。 

分别在以上牵张成骨处理后1 d，1，2，4

和6周处死动物，取牵张成骨侧下颌骨进行观

察[9]。对照组不予手术直接处死取材。 

骨密度测量：20 ℃条件下，利用电子天平称

牵张区骨组织质量m骨，取1个20 mL量筒，利用

20 μL的滴液器向量筒内加注蒸馏水使其体积

达到5 mL，记录此时蒸馏水体积v1和此时量筒

及蒸馏水质量m1，然后将称质量后的骨组织置

入该量筒内，用20 μL的滴液枪继续加注蒸馏水

至达到 小可计量刻度体积，记录此时体积v2

和此时量筒及其内容物质量m2。 

 

 

 

 

 

 

免疫组织化学化检测：下颌牵张区免疫组化

染色采用ABC法[11]。 

切片常规脱蜡至水后，用体积分数3% 

H2O2室温15 min以灭活内源性酶，双蒸水冲洗

3次；将切片浸入0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液

(pH 6.0)，微波炉加热至沸腾后断电，间隔     

5 min，再次加热5 min，室温冷却后PBS冲洗3

次(或滴加胰蛋白酶消化液10~ 15 min，PBS冲

洗3次)；湿盒内滴加体积分数5%BSA封闭液，

室温20 min后甩去多余液体；滴加的兔抗羊

Smad7单克隆抗体(1∶75)，4 ℃过夜，PBS

冲洗3次；滴加生物素化山羊抗兔IgG(1∶100)，

37 ℃下孵育30 min，PBS冲洗3次；滴加

SABC，37 ℃下孵育30 min，PBS冲洗4次(以

上PBS浓度均为0.01 mol/L)；DAB显色，室温

控制反应，蒸馏水充分洗涤；苏木精轻度复染，

梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固，

光学显微镜下观察。 

以PBS代替一抗作为阴性对照，以棕色颗

粒代表Smad7的阳性表达，需定量分析的切片

均不复染。 

设计，实施，评估者：设计为第一作者，

实施为第一和第二作者，评估为第三作者。参

加人员均受过专业训练。 

主要观察指标：Smad7在下颌骨牵张后新

骨组织中的表达与分布。 

统计学分析：实验计量资料用x
_

±s表示，

利用SPSS 14.0统计学软件进行数据分析，组

间差异比较采用单因素方差分析，组内差异两 

试剂及仪器 来源 

全自动万能显微镜 

细胞图像分析仪 

 

兔抗羊 Smad7 单克隆抗体， 

生物素化山羊抗兔 IgG， 

SABC 试剂盒 

日本 Olympus 公司 

中国大恒有限公司北京 

图像视觉技术分公司 

武汉博士德生物有限 

公司提供 
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两比较采用SNK-q检验，P < 0.05为差异有显著性意

义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  日本大耳白兔24只，全部进

入结果分析，无脱落。 

2.2  免疫组化结果观察  Smad7主要在牵张区成纤

维细胞、成骨细胞、间充质细胞及少量软骨细胞中有

表达，主要在细胞胞浆染色，也有少量胞核染色，见

图1。 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Smad7在对照组中仅有少量阳性表达，而Smad7

在牵张后1 d阳性细胞面积达到峰值(P < 0.01)，之后阳

性表达逐渐减少，到牵张后6周时已呈弱阳性，与对照

组比较差异无显著性意义(P > 0.05)，见图1，2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨密度值变化  牵张区下颌骨骨密度值在牵张后

1 d 低，1，2和4周组骨密度值相比对照组逐渐增高  

(P < 0.01)，牵张术后6周与对照组骨密度比差异无显著

性意义(P > 0.05)，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

Smad7属于Smad蛋白中的抑制型Smad，Smad7

蛋白是转化生长因子β1细胞内信号转导的负调控蛋白，

能反馈调节转化生长因子β1对靶基因的转录 [12-13]。

Smad7牢固地与活化的转化生长因子β1型受体相互作

用，通过竞争受体而阻止受体限制性Smads的活化，

Smad7可看作是转化生长因子β家族的通用抑制剂[14]。

实验免疫组化检测结果显示，在牵张成骨过程中，牵张

区的骨痂中有Smad7的明显表达，而正常骨组织内

Smad7的表达较少，结果提示Smad7可在牵张区合成和

释放并对骨愈合起一定调节作用。 

Cheung等[15]研究表明，Smad7与BMP和软骨细胞

功能关系密切，在骨改建过程中具有重要的调节功能。

Smad7 还可结合并抑制BMP受体的下游信号[16]。在非

洲蟾蜍胚胎，异位表达的鼠Smad7能拮抗BMP活化素样

信号[17]。据Bhushan等[18]报道，Smad7还能抑制动物组

织块活化素及BMP信号，Smad7还能阻断由活化素受体

Figure 1  Morphology of Smad7 positive cells at different time 
points after mandibular distraction osteogenesis (He-
matoxylin staining) 

图 1  下颌骨牵张后不同时间点 Smad7 阳性表达细胞形态 
(苏木精染色) 

a: Control group (× 400); Smad7 
almost was not expressed in 
bone tissues 

b: 1 d after distraction (× 400);  
positive expression of Smad7 in 
mesenchymal cells and fibroblasts 
(Red arrow: mesenchymal cells; 
black arrow: fibroblasts)   

c: 1 wk after distraction (× 100); 
positive expression of Smad7 in 
fibroblasts (Red arrows) 

d: 2 wk after distraction (× 400); 
positive expression of Smad7 in 
chondrocytes (Red arrows)   

e: 4 wk after distraction (× 400); 
positive expression of Smad7 in 
osteoblasts (Red arrows) 

Figure 3  Changes of bone mineral density in each group 
图 3  各组兔骨密度值变化 
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Figure 2  Area changes of Smad7 positive cells after 
distraction osteogenesis 

图 2  牵张后的 Smad7 阳性细胞面积变化 
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ALK-4介导的信号及BMP-4信号。以上研究表明Smad7

抑制由活化素A活化的hBMP-2并诱发其生长抑制及凋

亡。Abdollah等[19]的离体研究表明：Smad7抑制由转化

生长因子β或BMP诱导的软骨细胞分化和(或)增殖，

Smad7是转化生长因子β家族信号的抑制剂，能有效抑

制BMP受体的下游信号。 

Zheng等[20]在建立兔下颌骨牵张模型时，局部注射

BMP-2，发现在固化2周与4周时注射BMP-2侧的骨量明

显大于对照侧，但在固化8周时与对照侧相比无明显区

别，说明BMP-2能促进牵张成骨，但对 终的骨的质量

无明显影响。Hamdy等[21]用兔肢体延长模型研究发现在

牵张成骨局部施加BMP-7，能够通过多种渠道促进骨形

成。Hu等[22]应用小鼠下颌骨牵张模型，向牵张部位注入

转染了BMP-7的自体骨髓细胞后发现转染了BMP-7自

体骨髓细胞明显促进牵张局部成骨。以上研究发现

BMP-2，BMP-4和BMP-7均可以促进牵张成骨的骨形

成，Smad7可能是转化生长因子β家族的通用抑制剂，

而且Smad7 还可结合并抑制BMP受体的下游信号。实

验由此推断Smad7有可能通过抑制BMP受体的下游信

号而抑制牵张成骨的骨形成。Smad蛋白作为转化生长

因子β信息传达因子以辅激活物的形式参与调节已成为

众多学者关注的热点[23]。 

Iwai等[24]研究表明，小鼠在软骨细胞分化的各个阶

段均有Smad7的过表达，前软骨生成细胞中Smad7的过

表达干扰了间质细胞的凝集，导致软骨形成困难；圆形

软骨细胞中Smad7过表达抑制细胞增殖；而扁平软骨细

胞中Smad7的过表达则延迟细胞肥大。间质细胞的微量

培养揭示Smad7可能通过下调BMP激活的p38 MAPK

通路抑制软骨小结的形成。Smad7的受控表达对于正常

的软骨发育和稳态至关重要，以维持转化生长因子β/ 

BMP信号的同化作用。 

实验发现Smad7在牵张后1 d组Smad7阳性面积表

达达到 高值，在牵张后1，2，4和6周组Smad7阳性

面积表达逐渐减少，6周组Smad7阳性面积表达与对照

组差异无显著性意义。Smad7的表达在牵张成骨不同时

期有不同的变化，在牵张后1 d牵张早期骨及骨小梁相

对很少并且骨组织破坏 严重时Smad7含量反而达到

高，而随着骨及骨小梁的牵张成骨的骨愈合过程中

Smad7含量逐渐减少，在骨愈合 完善时Smad7含量反

而 少，说明对牵张成骨的新骨形成可能具有一定抑制

作用，这与上述研究的结论相吻合。Smad7可能抑制原

发间充质细胞分化为成骨细胞前体或成骨细胞，并抑制

成骨细胞和成软骨细胞的增殖和分化。Smad7也有可能

收缩血管，阻止血管的发生与形成，介导血流量降低，

破坏局部微循环，抑制成骨细胞和成软骨细胞的增殖，

从而起到抑制骨形成的作用。但也有学者认为，Smad7

在早期实际含量较基础水平减少，随后浓度又不断回升

至正常水平，这可能与动物模型、应激程度或检验方法

等因素有关。 
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