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文章亮点： 

实验结果显示阳极氧化种植体早期种植稳定的实现与诱导机体细胞趋化因子受体 4 高表达有关，可采

取相应的方法提高种植早期机体细胞趋化因子受体 4 蛋白表达量，可促进种植体置入肌体早期种植的

稳定性。 

关键词： 

骨关节植入物；骨科植入物；免疫印迹法；扫描电镜；细胞趋化因子受体 4；种植体；免疫组织化学；

骨关节植入物图片文章 

缩略语： 

细胞趋化因子受体 4：chemokin CXC motif receptor 4，CXCR4 

 

摘要 

背景：与传统种植体相比，阳极氧化种植体植入早期即可达到种植稳定，其相关的分子生物学机制并不

明确。 

目的：分析细胞趋化因子受体 4 在阳极氧化种植体植入早期表达的意义。 

方法：选取 4 月龄 Wistar 大鼠 40 只，随机分为种植体植入 6，12，24 h 组及空白对照组。将阳极氧

化和喷砂两种表面特性的种植体分别植入实验组所有大鼠左右侧胫骨。植入 6，12，24 h 后处死各实

验组大鼠，旋出种植体，截取种植体周围直径约 2 cm 骨组织，对照组截取胫骨近骺端直径约 2 cm 骨

组织。将各实验组一半骨组织制备蛋白样品，用 Western blot 免疫印迹分析细胞趋化因子受体 4 蛋白，

以 β-actin 作为内参。另一半骨组织进行中性 EDTA 脱钙、切片，进行细胞趋化因子受体 4 蛋白免疫组

织化学检测。将 24 h 组取出的种植体行扫描电镜观察。  

结果与结论：Western blot 结果显示，种植体植入 24 h 内，实验组种植体周围骨组织细胞趋化因子受

体 4 蛋白表达量均高于空白对照组。同一时间点，阳极氧化种植体周围骨组织细胞趋化因子受体 4 表

达量均高于表面喷砂种植体周围骨组织。免疫组织化学结果支持上述结果。扫描电镜可见，阳极氧化种

植体较喷砂种植体表面黏附较多的间叶样细胞。提示阳极氧化种植体诱导机体骨组织细胞趋化因子受体

4 高表达，可能促使种植体达到早期稳定。 

 

 

Chemokin CXC motif receptor 4 expression in bone tissue surrounding 

anode-oxidized implants during early implantation  

 

Jia Ting-ting1, Zhang Yun-tao2, Liu Shun-zhen3, Sun Xin3, Hou Yu-dong3 

 

1 Department of Stomatology, Nanshan Branch of Qilu Hospital of Shandong University, Longkou  

265700, Shandong Province, China 

2 Department of Oral Orthopedics, Affiliated Hospital of Binzhou Medical College, Binzhou  256600, 

Shandong Province, China  

3 Binzhou Medical College, Yantai  256603, Shandong Province, China 

   



 

贾婷婷，等. 阳极氧化种植体植入早期骨组织细胞趋化因子受体 4 的表达 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 1593 

www.CRTER.org 

Jia Ting-ting★, Master, 

Physician, Department of 

Stomatology, Nanshan Branch 

of Qilu Hospital of Shandong 

University, Longkou  265700, 

Shandong Province, China 

jiatting6@sina.com 

 

Corresponding author: Hou 

Yu-dong, Professor, Master’s 

supervisor, Binzhou Medical 

College, Yantai  256603, 

Shandong Province, China 

bycgk@126.com 

 

Received: 2012-05-25 

Accepted: 2012-07-10  

 

 

Abstract 

BACKGROUND: The anode-oxidized implants have shown high implant stability at early period compared to 

traditional implants. However, the cellular and molecular mechanisms are unknown.  

OBJECTIVE: To investigate the significance of chemokin CXC motif receptor 4 in bone tissue around 

anode-oxidized implant during early implantation.   

METHODS: Forty Wistar rats of 4 months old were selected and randomly divided into 6, 12 and 24 hours 

implantation groups and blank control group. Rats in experimental groups received anode-oxidized implant in one 

tibia and sand blast implant in the other one. Rats in the experimental groups were killed at 6, 12 and 24 hours 

accordingly after implantation, the implants were unscrewed, and the bone tissue around implants was prepared, 

2 cm in diameter. For blank control group, proximal epiphysis bone tissue about 2 cm in diameter were prepared. 

Half bone tissues in the experimental groups were made into protein samples. The expression of chemokin CXC 

motif receptor 4 was detected by Western blot with β-actin as internal reference. The other half bone tissues were 

treated with neutral ethylene diamine tetraacetie acid, and then slides were made. The expression of chemokin 

CXC motif receptor 4 was detected by immunohistochemistry. The implants in the 24 hours implantation group 

were examined by scanning electron microscope.  

RESULTS AND CONCLUSION: The results of Western blot demonstrated that the expression of chemokin CXC 

motif receptor 4 in rat bone tissue of the experimental groups were significantly higher than that of the blank control 

group within 24 hours after implantation. At the same time point, the expression of chemokin CXC motif receptor 4 in 

rat bone tissue around the anode-oxidized implant was higher than that around the sand blast implant. The results of 

immunohistochemistry were consistent with those of Western blot. The observation results of scanning electron 

microscope showed that anode-oxidized surface showed more attached mesenchymal-like cells scattered all over the 

surfaces than the sand blast implant. The anode-oxidized implants can induce higher expression of chemokin CXC 

motif receptor 4 around bone tissue, and may promote the stability of implant at early time points. 

Key Words: bone and joint implants; orthopedic implants; Western blot; scanning electron microscopy; chemokin 

CXC motif receptor 4; implants; immunohistochemistry; photographs-containing paper of bone and joint implants 

 

Jia TT, Zhang YT, Liu SZ, Sun X, Hou YD. Chemokin CXC motif receptor 4 expression in bone tissue surrounding 

anode-oxidized implants during early implantation.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(9): 1592-1597. 

 

0  引言 

 

阳极氧化种植体表面有一层致密的氧化膜，可抑制金属离子释放以及增强金属的抗腐蚀

性能，与传统种植体相比，可增加骨结合率，并在早期实现高度种植稳定
[1-2]

。Schupbach

等
[3]
将体内取回的种植体用高分辨率显微镜分析，结果显示骨组织和阳极氧化纯钛种植体之

间形成紧密锁结。阳极氧化种植体较其他表面特性种植体表现出高度骨结合和去除扭力值
[4]
。

然而，其骨结合的分子机制尚不明确。细胞趋化因子受体4(chemokin CXC motif receptor 4，

CXCR4)是基质细胞衍生因子1(stromal cell derived factor-1，SDF-1)受体，对干细胞的动员

迁移及归巢起重要作用。CXCR4广泛表达在包括单核细胞、淋巴细胞及所有CD34
+
细胞表面，

并与基质细胞衍生因子1构成基质细胞衍生因子1/CXCR4生物轴，参与细胞间信息传递及细

胞迁移，对干细胞定位到骨受损部位起到了关键作用，但种植体植入早期不同表面特性种植

体是否对机体表达CXCR4产生影响？实验将两种不同表面特性的种植体植入大鼠胫骨，探讨

种植体植入24 h内，种植体表面特性对种植体周围骨组织CXCR4表达的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2010年12月至2011年9月在滨州医学院中心实验室完成。 

材料： 

动物：随机选取4月龄SPF级Wistar大鼠40只，由山东中医药大学提供，动物质量许可证

号SC×鲁2006099，雌雄各半，体质量为(200±15) g。   

种植体：阳极氧化种植体和喷砂种植体由四川大学国家生物中心提供，长3 mm，直径 
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1.8 mm，螺距0.6 mm。阳极氧化种植体是一种电化学氧

化处理种植体的方法，以钛为阳极，以银、铂、铅等作为

阴极，在适当的电解液中，施加一定的电压、电流，经过

一段时间后，钛表面形成一层氧化膜。表面喷砂种植体是

使用不同直径的三氧化二铝颗粒喷射种植体表面，制备出

不同表面粗糙度的种植体。 

主要试剂和仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

实验分组：40只Wistar大鼠随机数表法分为种植体植

入6，12，24 h组及不植入种植体的空白对照组，每组

10只。 

种植体植入：将实验组大鼠采用体积分数3%水合氯

醛10 mL/kg腹腔注射麻醉，常规术区备皮，3%的碘酒

与体积分数75%的乙醇消毒3次，铺无菌巾，再用碘酒

消毒术区，切开左侧小腿上段1/2内侧皮肤及皮下组织，

分离肌肉和骨膜，暴露胫骨近骺端内侧，用牙科台钻在

生理盐水冲洗冷却下制备一直径1.5 mm的孔，用生理盐

水反复冲洗去除碎屑，随后旋入阳极氧化种植体，分层

缝合，关闭创口。同样方法，将喷砂种植体植入大鼠右

侧胫骨。空白对照组在大鼠胫骨同一位置制备一相同大

小的种植窝中不放置种植体。 

骨组织的获取：种植体植入6，12，24 h后，处死动

物，旋出种植体，并截取种植体周围直径约2 cm骨组织。

空白对照组取种植窝周围直径约2 cm骨组织。 

电镜样本的处理：将24 h组取出的种植体，在Eiko公

司XD-1型二氧化碳临界点干燥器干燥，而后置于Eiko

公司IB-3型离子镀金仪喷金镀膜。 

骨组织脱钙及切片制备：骨组织置于30 g/L戊二醛固

定4 h，置于EDTA-2Na中性脱钙液中，4 ℃冰箱脱钙约

6周，每周换1次脱钙液，以细针刺入为脱钙终点。组织

用流水过夜冲洗，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片。组

织附着于防脱载玻片上，空气中干燥，烤箱中70 ℃加

热3 h。切片置于4 ℃冰箱中保存。 

免疫组织化学法检测CXCR4表达：烤箱中70 ℃加热半

小时，二甲苯脱蜡后经梯度乙醇水化，用体积分数3%

的过氧化氢溶液抑制内源性过氧化物酶，进行抗原修

复；切片浸泡在柠檬酸缓冲液(pH 6.0)中微波炉加热修

复10 min×2次后，待其自然冷却再用PBS洗涤3次，正

常山羊血清封闭，加入CXCR4(工作浓度1∶100)后，置  

4 ℃冰箱中过夜。次日PBS充分洗涤5 min×3次，滴加

辣根酶标记二抗工作液，37 ℃孵育1 h。PBS冲洗5 min× 

3次，PBS漂洗之后DAB显色，自来水冲洗后，苏木精

复染、二甲苯透明，中性树脂封固，光镜下观察。PBS

代替一抗作为阴性对照。使用IMAGE-PRO-PLUS软件，

读取各组平均吸光度值。 

骨组织蛋白样品的制备：对骨组织进行称质量，然后

将骨组织转入装有液氮的研钵中，利用研磨法将骨组织

磨成粉末状，期间需保证液氮不完全挥发，然后将粉末

状骨组织收集到1.5 mL的EP管中。后向EP管中加入蛋白

裂解液和PMSF混合物(按每100 mg 骨组织加入200 μL

裂解液，裂解液与PMSF比例为100∶1)，在冰上裂解骨

组织30 min。用加样枪吸取EP管中的裂解液至另一EP

管中，12 000 r/min，4 ℃离心15 min，取上清即为含

有总蛋白的提取液。 

蛋白浓度测定及浓度调整：采用BCA法测定提取液中

的蛋白浓度，以BSA作为对照，酶标仪570 nm波长滤光

片读取A值。用PBS调整各组蛋白浓度一致。 

Western blot 免疫印迹分析：根据CXCR4的相对分子

质量，配制12%分离胶，浓缩胶浓度为5%。胶凝后每

孔上样约18 μg，依次为预染Marker、阳极氧化种植体

植入6 h组、喷砂种植体植入6 h组、阳极氧化种植体植

入12 h组、喷砂种植体植入12 h组、阳极氧化种植体植

入24 h组、喷砂种植体植入24 h组。电转至0.45 μm孔

径硝酸纤维素膜，5%脱脂牛奶封闭非特异性抗原，加

入1∶500稀释的兔抗鼠CXCR4多克隆抗体，室温孵育

10 min，4 ℃过夜；次日，将膜从冰箱中取出，室温孵

育30 min，并用含0.1%Tween20的Tris盐酸缓冲液

(TBST)洗膜，加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗

兔 IgG(H+L) HRP，稀释比例1∶10 000，室温孵育    

40 min，洗膜后加入增强化学发光底物Ecl Plus试剂，

曝光于X射线胶片上，曝光时间为1 min；常规显影，定

影。按传统方法做内参β-actin的Western blot免疫印迹。

使用Total Lab Quant读数软件，读取IA值。 

主要观察指标：种植早期阳极氧化和喷砂种植体周

围大鼠骨组织CXCR4蛋白表达差异，扫描电镜观察种

植体表面黏附细胞种类、数量。 

统计学分析：采用SPSS 13.0软件对计量资料进行

试剂及仪器 来源 

兔抗鼠 CXCR4 

多克隆抗体、兔抗鼠 β-actin         

单克隆抗体 

山羊抗兔 IgG(H+L) HRP              

Western 电泳及转膜仪                                 

Micro Publisher3.3 RTV               

JSM-840 扫描电镜                                            

武汉博士德 

生物技术有限公司 

 

北京中杉金桥 

美国 bio-rad 公司 

日本 OLMPUS 公司 

日本 JEOL 公司    
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析因设计方差分析，以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  实验选用大鼠40只，分为4

组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

 

2.2  种植体扫描电镜结果  从大鼠体内取出植入24 h

时种植体扫描电镜结果显示，喷砂种植体表面黏附大量

的纤维组织、红细胞、白细胞及少量的间叶样细胞，见

图1。阳极氧化种植体，种植体表面有大量的间叶样细胞、

少量的红细胞、白细胞及纤维组织，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  种植体周围骨组织免疫印迹分析   各组内参

β-actin的Western blot的表达较为一致。种植体植入24 h

内，两种不同表面特性种植体周围骨组织CXCR4蛋白

表达量均高于空白对照组。同一时间点不同表面特性种

植体周围骨组织CXCR4表达有差异，见图3。 

 

2.4  种植体周围骨组织CXCR4免疫组织化学检测  见

图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

图 1  喷砂种植体扫描电镜图(×2 000) 

Figure 1  Scanning electron microscope observation of sand 

blast implant (×2 000) 

 

图 2   阳极氧化种植体扫描电镜图(×2 000) 

Figure 2  Scanning electron microscope observation of 

anode-oxidized implant (×2 000)    

 

图 3  各组 β-actin 和细胞趋化因子受体 4 western blot 免疫

印迹分析结果 

Figure 3  Western Blot analysis of β-actin and chemokin CXC 

motif receptor 4 of each group 

1    2                                 3                              4                                  5                              6                             7 

β-actin 

Mr 42 000 

 

1：阳极氧化种植体 6 h 组；2：表面喷砂种植体 6 h 组；3：阳

极氧化种植体 12 h 组；4：表面喷砂种植体 12 h 组；5：阳极氧

化种植体 24 h 组；6：表面喷砂种植体 24 h 组；7：空白对照组。 
 

CXCR4 

Mr 48 000 

 

图 4  各组细胞趋化因子受体 4蛋白表达(免疫组织化学，×400) 

Figure 4  Expression of chemokin CXC motif receptor 4 in each 

group (Immunohistochemistry, ×400) 

 

A：阴性对照(未出现阳性染色)   B：空白对照(箭头指细胞趋化因子

受体 4 蛋白)  

C：阳极氧化种植体 6 h 组(箭头

指细胞趋化因子受体 4 蛋白)   

D：喷砂种植体 6 h 组(箭头指细胞

趋化因子受体 4 蛋白) 

E：阳极氧化种植体 12 h 组(箭头

指细胞趋化因子受体 4 蛋白) 

F：喷砂种植体 12 h 组(箭头指细胞

趋化因子受体 4 蛋白) 

G：阳极氧化种植体 24 h 组(箭

头指细胞趋化因子受体 44 蛋白) 

H：喷砂种植体 24 h 组(箭头指细

胞趋化因子受体 4 蛋白) 

注：种植体表面黏附大量的纤维组织、红细胞、白细胞及少量的

间叶样细胞 

 

注：种植体表面大量的间叶样细胞、少量的红细胞、白细胞及纤

维组织 
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CXCR4阳性表达位于细胞浆或胞膜上，呈棕黄色或

淡黄色细颗粒状。阴性对照组未出现阳性染色(图4A)。空

白对照组骨组织CXCR4表达(图4B)明显低于各实验组(图

C-H)，相同时间点阳极氧化种植体周围骨组织CXCR4表

达(图C，E，G)高于喷砂种植体周围骨组织(图D，F，H)。 

 

2.5  种植体周围骨组织CXCR4 Western blot IA值   

空白对照组CXCR4蛋白相对表达量为0.286±0.063。两

种不同表面特性的种植体周围骨组织CXCR4表达均高

于空白对照组(P < 0.05)；同一时间点阳极氧化种植体

周围骨组织CXCR4/β-actin比值均高于喷砂种植体。析

因分析结果显示，种植体表面特性 (F=71.818，P= 

0.000)，种植体植入时间(F=32.628，P=0.000)，二因素

交互效应(F=7.486，P=0.003)均对机体CXCR4蛋白表达

产生影响。种植体表面特性为主要影响因素，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  种植体周围骨组织CXCR4免疫组织化学平均吸光

度值  使用IMAGE-PRO-PLUS软件，读取平均吸光度

值，空白对照组切片平均吸光度为0.025 37±0.008 43。 

两种不同表面特性的种植体周围骨组织切片平均吸光

度值均高于空白对照组(P < 0.05)。同一时间点阳极氧

化种植体周围骨组织平均吸光度值均高于喷砂种植体。

析因分析结果显示，种植体表面特性 (F=120.177，

P=0.000)，种植体植入时间(F=122.206，P=0.000)及二

因素交互效应(F=24.266，P=0.000)均对机体CXCR4蛋

白表达产生影响，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

纯钛种植体暴露在空气中一段时间后，其表面会形

成一层几纳米厚的TiO2氧化膜，这层氧化钛的薄膜使钛

种植体具有良好的生物相容性。但由于此氧化膜较薄，

不能与骨组织直接形成化学键
[5]

,因而很多学者开始用

电化学氧化处理的方法增加外层氧化膜的厚度，从而促

进种植体早期的骨整合和提高长期的存留率，但其潜在

细胞和分子机制尚不明确。 

 

与基质细胞衍生因子1/CXCR4 轴系统在受损心肌、

脑及皮肤募集祖干细胞的作用及异位骨形成和骨损伤中

的作用已被证实
[6-10]

。然而其对种植早期骨组织再生修复

的作用尚不明确。CXCR4是7次跨膜G蛋白偶联细胞膜

受体，广泛表达于单核细胞、淋巴细胞以及所有CD34
+

细胞膜表面。实验发现，种植体植入24 h内，相同时间

点阳极氧化种植体周围骨组织CXCR4蛋白的相对表达

量均高于喷砂种植体周围骨组织。但不能由此断定两种

表面特性种植体周围骨组织CXCR4蛋白表达的差别是

由于白细胞表达引起的。最近Furze等
[11]
学者发现基质

细胞衍生因子1/CXCR4轴参与中性粒细胞的迁移和清

除，从而促进炎症的消散。中性粒细胞只有6.5 h的半衰

期
[10]
，衰老的中性粒细胞CXCR4表达上升

[12]
，导致其

归巢到富集基质细胞衍生因子1的骨髓进而被清除
[13]
。

已有研究发现CXCR4特异性配体基质细胞衍生因子1

在伤后第1天表达峰值，与大量骨髓间充质干细胞聚集

到受损位点有关
[14]
。Son等

[15]
进一步通过体外实验证

明，CXCR4与从损伤部位获得的细胞产生的梯度趋化

信号导致的间充质干细胞募集有关。扫描电镜结果支持

CXCR4高表达是由于间叶样细胞的富集。 

 

基质细胞衍生因子1/CXCR4轴在众多疾病如肿瘤、

心血管、肝脏、HIV 的生物学作用研究已逐步深入，其

在种植早期骨再生修复中的作用也越来越受到关注
[16-19]

。

依据本实验结果，阳极氧化种植体早期种植稳定的实现

与诱导机体CXCR4高表达有关，可采取相应的方法提

高种植早期机体CXCR4蛋白表达量，从而促进种植体

早期种植稳定。通过采集血标本，获得动员入循环血中

的CXCR4
+
干细胞

[20]
，进而利用获得的干细胞可以研究

开发出一项新的基于干细胞的骨再生修复的方法。缺氧

预处理干细胞使其表面CXCR4表达上调，或将干细胞

表面采用CXCR4基因修饰使CXCR4过表达
[21]
，来促进 

表 1  各组种植体周围骨组织细胞趋化因子受体 4/β-actin的值 

Table 1  The value of chemokin CXC motif receptor 4/β-actin of 

each experimental group                 (x
_

±s, n=5) 

组别 6 h 12 h 24 h 

阳极氧化种植体 1.30±0.02 1.11±0.02 0.97±0.04 

表面喷砂种植体 1.04±0.08 0.78±0.12 0.89±0.10 

 

表 2  各实验组种植体周围骨组织细胞趋化因子 4 受体免疫组

织化学平均吸光度值 

Table 2  The value of integral optical density of each 

experimental group                      (x
_

±s, n=5) 

组别 6 h 12 h 24 h 

阳极氧化种植体 0.27±0.013 0.22±0.00 0.15±0.01 

表面喷砂种植体 0.20±0.010 0.08±0.02 0.12±0.00 

 

注： 结果显示种植体表面特性及植入时间均对机体细胞趋化因子受体蛋白

4 表达产生影响。 

注： 结果显示种植体表面特性及植入时间均对机体细胞趋化因子受体 4 蛋

白表达产生影响。 
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种植早期骨组织修复。 
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