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自体髂骨与胶原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白2修复大鼠单侧腭裂 
 
沈  悦，马海英，张彦升，王  娟，时炳正(沧州市人民医院口腔分院，河北省沧州市  061001) 

 
文章亮点： 
1 羟基磷灰石是一种非常具有代表性的陶瓷类植骨材料，被广泛应用于临床，具有良好的骨传导和骨诱导能

力，但其生物力学功能比较差，如抗疲劳差、压缩强度低、骨吸收较差，很难被骨组织代替，植入后多会出

现疏松、迁移、破坏等现象。为解决羟基磷灰石的物理学性能，大多数研究聚焦将羟基磷灰石与纳米材料组

织成复合体，其中羟基磷灰石与胶原复合体更为常见。 
2 大量研究证实重组人骨形成蛋白 2 是一种多功能生长因子，属于转化生长因子 β家族中的一员，可以促进

骨的形成及损伤的修复。 
3 实验观察复合生物材料胶原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白 2 促进骨愈合的效果，发现胶原-羟基磷灰

石复合重组人骨形成蛋白 2 复合生物材料植骨方式较自体植骨方式更有优势。 
关键词： 
生物材料；骨生物材料；单侧完全性腭裂；自体髂骨植骨；复合生物材料植骨；羟基磷灰石；重组人骨形成

蛋白 2 
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河北省科技支撑计划项目(1213078ZD)：单侧完全性唇腭裂患者上颌骨矫正后稳定性分析及治疗程序研究 
 
摘要 
背景：已有研究证实胶原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白 2 植骨效果较好，然而尚未有文献报道此复合材

料与自体骨移植效果的对比评价。 
目的：检测自体髂骨移植与胶原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白 2 植骨在单侧完全性腭裂大鼠模型中的愈

合效果。 
方法：首先建立 32 只 SD 大鼠单侧完全性腭裂模型，随机均分为两组，对照组于裂隙处移植自体髂骨，实验

组移植胶原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白 2 生物材料，于移植后的第 1，2，3，4 周，检测血清中碱性

磷酸酶和抗酒石酸酸性磷酸酶活性、新生上腭骨骨密度、成骨细胞特异性标志物骨钙素、骨保护素、核心结

合因子及破骨细胞特异性标志物破骨细胞分化因子等基因的表达。 
结果与结论：随时间的推移，碱性磷酸酶活性逐渐升高，抗酒石酸酸性磷酸酶活性逐渐降低，实验组碱性磷

酸酶活性始终高于对照组(P < 0.05，P < 0.01)，抗酒石酸酸性磷酸酶活性始终低于对照组(P < 0.05，P < 0.01)；
骨密度逐渐增高，实验组始终高于对照组(P < 0.01)；骨钙素、骨保护素、核心结合因子基因水平逐渐上升，

实验组始终高于对照组；破骨细胞分化因子逐渐降低，实验组始终低于对照组。表明胶原-羟基磷灰石复合重

组人骨形成蛋白 2 复合生物材料植骨方式较自体植骨方式更有优势。 
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Autogenous iliac bone versus collagen/hydroxyapatite/recombinant human bone 
morphogenetic protein-2 composite material for repair of unilateral cleft palate in rats   
 
Shen Yue, Ma Hai-ying, Zhang Yan-sheng, Wang Juan, Shi Bing-zheng (Dental Branch of Cangzhou 
People’s Hospital, Cangzhou 061000, Hebei Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: It has been demonstrated that the effect of collagen/hydroxyapatite/recombinant human bone 
morphogenetic protein-2 composite graft is good, but there is no comparative analysis of this composite graft and 
autologous bone graft. 
OBJECTIVE: To detect the healing effect of autologous bone graft versus collagen/hydroxyapatite/recombinant 
human bone morphogenetic protein-2 composite graft in a rat model of unilateral complete cleft palate. 
METHODS: Firstly, we established the artificial unilateral complete cleft palate models in 32 Sprague-Dawley rats, 
and then the established animal models were randomly divided into control group and experimental group. The 
autologous iliac bone was transplanted into the fissures of control group, and the experimental group received 
collagen/hydroxyapatite/recombinant human bone morphogenetic protein-2 composite graft. After that, the 
activities of serum alkaline phosphatase and tartrate-resistant acid phosphatase, bone mineral densities in the 
neonatal palate, expressions of osteocalcin, osteoprotegerin, core binding factor, and osteoclast differentiation 
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factor were detected at 1, 2, 3, 4 weeks after treatment. 
RESULTS AND CONCLUSION: Over time, the alkaline phosphatase activity increased gradually, while 
tartrate-resistant acid phosphatase activity decreased. Compared with the control group, the alkaline phosphatase 
activity was always higher (P < 0.05, P < 0.01) but the tartrate-resistant acid phosphatase activity was lower in the 
experimental group (P < 0.05, P < 0.01); the bone mineral density increased in both groups, but it was always higher 
in the experimental group than the control group (P < 0.01). The expression levels of osteocalcin, osteoprotegerin, 
and core-binding factor gene gradually rose in both groups, but they were always higher in the experimental group 
than the control group; in contrast, the expression of osteoclast differentiation factor was decreased in both groups, 
and it was lower in the experimental group than the control group. These findings indicate that the 
collagen/hydroxyapatite/recombinant human bone morphogenetic protein-2 composite graft has more advantages 
compared with bone autograft. 
 
Subject headings: Cleft Palate; Hydroxyapatites; Bone Morphogenetic Proteins 
Funding: the Science and Technology Supporting Plan of Hebei Province, No. 1213078ZD 
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bone morphogenetic protein-2 composite material for repair of unilateral cleft palate in rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng 
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0  引言  Introduction 
在胚胎发育期由于受到环境或遗传因素的影响，腭部

不能融合或不能完全融合，形成腭裂[1]，至今在国内外尚

未见统一的腭裂分类方法。根据硬腭和软腭部的骨质、黏

膜、肌层的张开程度和部位，多采纳下列的临床分类方法：

软腭裂，仅软腭张开，有时仅限于腭垂，不分左右，一般

不伴唇裂，临床上以女性比较多见；不完全性腭裂，亦称

部分腭裂，软腭完全张开伴有部分硬腭裂，有时伴发单侧

不完全唇裂，但牙槽突常完整，本型也无左右之分；单侧

完全性腭裂，裂隙自腭垂至切牙孔完全裂开，斜向外侧直

抵牙槽突，与牙槽裂相连，健侧裂隙缘与鼻中隔相连，牙

槽突裂有时裂隙消失仅存裂缝，有时裂隙很宽，常伴发同

侧唇裂；双侧完全性腭裂，常与双侧唇裂同时发生，裂隙

在前颌骨部分，各向两侧斜裂，直达牙槽突，鼻中隔、前

颌突及前唇部分孤立于中央。由于单侧完全性腭裂和双侧

完全性腭裂伴有牙槽突裂，此两类患者面部畸形更为严重

复杂，对患者口腔功能、颜面美观和心理健康均有较严重

影响。本实验用SD大鼠制造单侧完全性腭裂模型，对牙槽

突裂的植骨效果进行研究。 
随着唇腭裂治疗技术的不断进步，牙槽突植骨合并正

畸治疗已成为唇腭裂序列治疗的一部分[2]，而且其中牙槽

突植骨成为后期正畸治疗的坚实基础[3]。目前常用的牙槽

突裂植骨方式包括自体骨移植、异体骨移植及生物材料移

植等。当前大多数医生仍将自体骨移植作为修复牙槽突裂

常用的植骨方式[4]，认为自体骨移植抗感染能力强，血

管化速度快，排斥反应几乎为零，然而考虑自体骨移植不

仅使供区并发感染、疼痛等症状[5-7]，有时由于受区骨需求

量的增加，患者自身骨无法满足需求[3，8]。有研究证实自体

骨植骨后骨愈合率并不是很高，并且骨吸收率较高。 
近年来国内外学者逐渐将注意力转移到对人工材料植

骨方式的研究，尤其复合生物材料，证明后期效果较之前

单纯的生物支架材料有很大提高[9-11]。羟基磷灰石是一种非

常具有代表性的陶瓷类植骨材料，而且被广泛应用于临床，

其化学分子式为Ca10(PO4)6(OH)2，无论化学组成还是其本

身的晶体结构都与人体骨骼相接近，羟基磷灰石中的Ca2+

可与羟基氨基酸、蛋白质、有机酸等物质发生交换，与骨

组织结合，促进骨愈合[12]。一般来说，植骨材料要具有良

好的生物相容性、生物力学及良好的骨诱导、骨传导、骨

生成能力。虽然羟基磷灰石具有良好的骨传导和骨诱导能

力，但羟基磷灰石生物力学功能比较差，如抗疲劳差、压

缩强度低、骨吸收较差，很难被骨组织代替，植入后多会

出现疏松、迁移、破坏等现象[13]。为解决羟基磷灰石的物

理学性能，大多数研究聚焦将羟基磷灰石与纳米材料组织

成复合体，其中羟基磷灰石与胶原复合体更为常见[14-16]。

大量研究证实重组人骨形成蛋白2是一种多功能生长因子，

属于转化生长因子β家族中的一员，可以促进骨的形成及损

伤的修复[16-17]。骨形成蛋白诱导成骨是一个非常复杂的、

连续性过程，而且其骨诱导作用在有相应载体的情况下才

会激发。大量研究证明以胶原-羟磷灰石为支架，复合重组

人骨形成蛋白2因子，将更利于骨组织的愈合。大量基础与

临床研究结果显示胶原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋

白2能够有效修复骨缺损，促进成骨细胞的黏附、生长、分

化，促进骨组织的生长[18-19]。本实验探讨复合生物材料胶

原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白2良好的愈合效果，

并与传统的自体植骨方式进行比较，指导今后临床植骨式

的选择。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2012年6月至2014年6月在河北医科大

学口腔医院河北省口腔医学重点实验室完成。 
材料： 
实验动物：3周龄健康雄性SD大鼠，体质量55-70 g，

由河北医科大学实验动物中心提供，许可证号：

CⅪ<(冀)2008-1-004，同等条件下饲养，室温保持在23 ℃
左右，相对湿度达到52%，12 h间隔照明条件。 
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实验方法： 
建立单侧完全性腭裂动物模型，确定腭裂标准缺损宽

度：取24只雄性SD大鼠，其中正常对照组3只，实验组21
只，相同条件下饲养1周，4 周龄时使用外科手术法在实验

组大鼠腭部形成长度基本一致(约7.0 mm)，宽度分别为

(0.9±0.1)，(1.1±0.1)，(1.3±0.1) mm的人造单侧完全性腭

裂，每宽度7只大鼠。手术时，用10%水合氯醛腹腔麻醉实

验组SD大鼠，注射剂量为0.3 mL/kg。麻药生效后将大鼠

绑定于消毒实验台上备皮消毒，确定人造腭裂范围：使用

黑色细标记笔向后起自软硬腭交界处，沿硬腭中线向前止

于7.0 mm处，同时确保牙槽突裂的不同宽度，准确标记术

区范围。完整去除术区腭部黏骨膜，低速状态下逐步磨除

术区内的硬腭骨板，形成口鼻腔组织洞穿缺损，在裂隙处

固定无菌塑料护板，护板在术前制作完成，尺寸与手术设

定SD大鼠腭裂大小相对应。术后SD大鼠自然苏醒。抗生

素预防腭裂处伤口感染。术后12周处死所有大鼠，观察裂

隙组织闭合情况，统计剩余SD大鼠状态，确定标准缺损的

宽度。 
不同植骨方式修复单侧完全性腭裂：取32只雄性SD

大鼠，随机均分为实验组与对照组，10%水合氯醛腹腔麻

醉SD大鼠，注射剂量为0.3 mL/kg，根据上述实验方法确

定的标准缺损宽度，建立相应长宽的单侧完全性腭裂模型。

对照组首先取髂嵴前处骨组织，随即将适量的髂骨组织定

植于上腭缺损处；实验组事先准备胶原骨粉及重组人骨形

成蛋白2因子，术中制备胶原骨粉搭载重组人骨形成蛋白2
复合物，其成分组成为：60%羟基磷灰石、30%胶原10%
水，在人造腭裂完成后，向胶原骨粉中加入重组人骨形成

蛋白2，剂量约为250 µg/g，混合均匀成骨泥状，即刻将此

复合材料填满腭裂区，确保两组填充效果的一致性。固定

塑料护板观察1周任其自然脱落。术后3 d内，肌注青霉素  
4 U/d，用以预防腭裂处伤口感染。每周内定期观察，防止

术区感染，流质饮食1周。 

主要观察指标：分别于植骨后1，2，3，4周随机处死

两组大鼠各4只，进行以下检测。 
碱性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶活性检测：采取

眼球摘除法取血，放于37 ℃水浴箱中30 min加速凝固，置

于离心机中3 000 r/min离心20 min，取上清，分别利用试

剂盒检测碱性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶的活力。 
双能X射线测量新生骨质密度：利用骨密度测量仪测

定术区新生腭骨骨密度，通过计算机系统软件测量每只大

鼠新生腭骨骨密度值，取平均值，以g/cm3表示。 
实时定量PCR检测特异性基因含量：提取两种植骨后

腭裂新生骨的mRNA，将所提取的总RNA，按照总RNA量
约2.0 µg，以20 µL体系进行反转录，反转为cDNA。然后

于7500 real- time PCR仪上进行实时定量PCR检测，检测

新生骨质中成骨细胞与破骨细胞的特异性标志物的基因水

平，反应序列如下： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

统计学分析：选用SPSS 15.0 统计软件包进行数据处

理，数据以x
_

±s表示，组间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用SNK检验；P < 0.05为差异有显著性意义。 
 

2  结果  Results  
2.1  确定人工腭裂SD大鼠模型的标准缺损宽度  术后

12周大体标本观察结果显示，正常对照组3只大鼠均健康活

泼；0.9 mm组大鼠腭裂宽度有部分变窄，7只均健康活泼；

1.1 mm组大鼠腭裂宽度增宽且有1只实验动物死亡；1.3 mm
组腭裂均有增宽趋势，死亡个数增加为3只，因此以长  
7.0 mm、宽1.1 mm的单侧完全性腭裂SD大鼠模型 为稳

定，1.1 mm可作为标准缺损宽度。 
2.2  血液中碱性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶活性变化

趋势  血液中碱性磷酸酶活性随着骨愈合时间的推移逐渐

增加，第2周时，两组碱性磷酸酶活性均已接近 高水平，

实验组较对照组碱性磷酸酶活性升高速度更快(P < 0.01)，维
持水平较高。破骨细胞标志物抗酒石酸酸性磷酸酶的活性随

着骨愈合时间的推移逐渐降低，在第1周时，实验组低于对

照组(P < 0.05)，且至第4周时，实验组下降较对照组下降明

显(P < 0.05)，见表1。 
2.3  新生上腭部骨密度值  腭裂处新生骨组织在1-4周内

骨密度逐渐变大，实验组骨密度增长速度较对照组更加明 

自体髂骨与复合材料修复大鼠腭裂对比实验的试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

胶原-羟基磷灰石(胶原骨粉)、重组人骨

形成蛋白 2 因子 
sciencell 

甲醇、体积分数 95%乙醇 上海国药集团化学试剂有限公司 

RNA反转录试剂盒、Real-time PCR 实
时荧光定量试剂盒 

美国 TaKaRa 公司 

引物 上海生物工程有限公司 

PBS 粉剂 武汉博士德生物工程有限公司 

抗酒石酸酸性磷酸酶检测试剂盒、碱性

磷酸酶检测试剂盒 
碧云天 

低速离心机、低温高速离心机 Eppendorf Centrifuge 5702，德国 

实时定量 PCR 仪 7500 澳大利亚 Corbett Life Science 公司

721 分光光度仪、双能 X 射线骨密度仪 DEXA，Norland，XR-36 

PCR反应序列： 

引物 上游引物 下游引物 

骨钙素 5’- CTC ACT CTG CTG 
GCC CTG -3’ 

5’-CCG TAG ATG CGT TTG 
TAG GC-3’ 

骨保护素 5’-TGA TGA GTG TGT  
GTA TTG CAG C -3’ 

5’-CCC AGG CAA ACT GTC 
CAC CAA -3’ 

核心结合

因子 
5’-GCA GTT CCC AAG CAT 
TTC AT-3’ 

5’-GGT GTA AGT AAA GGT 
GGC TGG A-3’ 

破骨细胞

分化因子

5’-AGC CTT TCA AGG GGC 
CGT GC-3’ 

5’-GGG CCA CAT CGA 
GCC ACG AA-3’ 
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显；第4周时，实验组骨密度值为(0.355±0.014) g/cm3，对

照组为(0.298±0.011) g/cm3，两组比较差异有显著性意义  
(P < 0.01)，见图1。 
2.4  成骨细胞与破骨细胞标志物在基因水平的变化趋 势  
骨愈合过程中，成骨细胞特异性标志物骨钙素、骨保护素、

核心结合因子基因水平随时间增长呈明显上升趋势，且实

验组较对照组各基因水平高；第4周时，实验组骨钙素

mRNA含量约为对照组的1.25倍(P < 0.001)，标志物骨保

护素 mRNA含量约为对照组的1.5倍(P < 0.05)，核心结合

因子的mRNA水平是对照组的1.2倍，但差异无显著性意义     
(P > 0.05)，见图2A-C。 

破骨细胞特异性标志物破骨细胞分化因子在骨愈合过

程中呈降低趋势，见图2D所示，实验组破骨细胞分化因子

含量始终较对照组低(P < 0.05)。 
 
3  讨论  Discussion 

本实验利用外科手术方法制造人工单侧完全性腭裂

SD大鼠模型具有明显的优势。大量研究结果证实，外科手

术较药物致畸所建的先天性腭裂模型具有更高的可重复

性、一致性和实用性，经济、可靠[20]。药物致畸的先天性

腭裂模型因为周期长、费用高、胚胎期易流产，而且很难

检测指标   对照组 实验组 P 

碱性磷酸酶活性 1 周  65.43±1.31  75.81±2.23 < 0.05 
 2 周  100.25±2.22  130.38±1.56 < 0.01 
 3 周  103.31±1.53  136.93±2.33 < 0.01 
 4 周  109.62±2.09  140.19±1.51 < 0.05 

1 周 11.83±1.23  10.06±1.33 < 0.05 抗酒石酸酸性磷酸 
酶活性  2 周 9.88±2.54 7.25±1.97 < 0.01 
 3 周  7.93±1.36 5.35±1.86 < 0.05 
 4 周  5.98±1.17 3.28±1.10 < 0.01 

表 1  骨质愈合过程中实验组与对照组血清中碱性磷酸酶活性与抗酒

石酸酸性磷酸酶活性值的变化        (x
_

±s，U/L)
Table 1  The changes in activities of serum alkaline phosphatase 
and tartrate-resistant acid phosphatase in bone healing       

图 1  术后不同时间点实验组与对照组新生骨质密度测量值 
Figure 1  The newborn bone density measurements at different 
time points after operation 
图注：腭裂处新生骨组织在 1-4 周内骨密度逐渐变大，实验组骨密度增

长速度较对照组更加明显。 
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图 2  成骨细胞标志物及破骨细胞标志物在实验组与对照组骨愈合过程中的变化趋势 
Figure 2  The variation trend of osteoblast markers and osteoclast markers in the process of bone healing 
图注：图中 A 为成骨细胞标志物骨钙素；B 为成骨细胞标志物骨保护素；C 为成骨细胞标志物核心结合因子；D 为破骨细胞标志物破骨细胞分化因

子。与对照组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01，cP <0.001。 
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获得标准一致甚至符合条件的腭裂模型[21]，因此现已很少

使用。同样，本实验选取SD大鼠作为实验对象较其他大型

动物(如犬等)观察周期短，操作方便，可以进行大样本实

验，降低实验误差，而且小鼠口腔太小，腭板骨壁薄弱，

也不适宜作为实验对象[22-25]。大鼠腭裂模型标准缺损的确

定也很关键。Schmitz等[26]明确了骨缺损动物模型的要求：

在特定种属的动物和特定骨上，所造的骨缺损 小且终生

不会自愈，即标准缺损。因此，本实验以标准缺损为标准，

在利用外科手术方式制造腭裂模型时观察12周，即骨组织

生长已大体稳定时，将对大鼠模型损伤 小、裂隙宽度保

持 好的模型长宽确定为标准缺损。 
对于腭裂植骨目前国内外已有很多研究，包括自体骨

移植、异体骨移植等，异体骨移植也包括同种异体骨移植、

生物材料移植、组织工程学等。公认的自体骨移植成活率

高，无排斥反应，预后 好，然而自体骨移植创伤大，

术后活动不方便，加大感染概率，增加患者痛苦[27]。目前

国内数多学者着重于复合生物材料植骨，已有研究证实胶

原-羟基磷灰石复合重组人骨形成蛋白2术后排斥反应几乎

为零，预后好，无骨质吸收[11]。骨形成蛋白早在1965年由

Urist[28]发现，可以促进未分化的间充质细胞转化成骨组织

或软骨组织。从分子学上来看，骨形成蛋白是由一个二硫

化物键及两个单体结合而成的一种二聚体分子，属于酸性

糖蛋白的一种，具有很强的扩散性，并且富含谷氨酸，与

羟基磷灰石有着较高的亲和力，这也可能是其在骨修复中

起到重大作用的根本原因[29]。近年来胶原-羟基磷灰石复合

重组骨形成蛋白2修复骨缺损在临床上的应用已成为研究

热点，并取得了满意的预后效果。然而目前尚未有明确报

道复合生物材料胶原-羟基磷灰石复合重组骨形成蛋白2在
修复单侧完全性腭裂模型时的后期效果与自体植骨修复的

对比评价。本实验就以此为切入点，在大鼠模型上研究自

体骨移植与生物复合材料的植骨效果，并进行综合评价，

证明复合生物材料植骨方式较自体植骨方式更加有优势，

在今后的临床与科研中更有前景，然而其具体机制尚需进

一步研究。 
多年以来，国内外学者借助组织学、组织化学、组织

形态计量学、生物力学等手段对骨创愈合进行了大量实验

观察，对骨创愈合机制也进行了广泛探讨[30-31]。双能X射线

骨密度测量仪稳定性高，扫描时间短，射剂量低，可去除

软组织对测量的影响，目前仍是临床上测量骨密度的金标

准。Micro-CT测定骨密度精确度及灵敏度较高，然而其放

射剂量较大，重复不高，准确度低，价格昂贵，临床上应

用测量骨密度较少[32]，因此，综合考虑，提高实验与临床

的一致性，本实验利用双能X线仪测量新生腭骨的骨密度。

由于基因技术的发展应用，人们对骨创愈合的认识已从细

胞生物学向分子生物学水平深化，并随着分子生物学的不

断发展，己认识到骨创愈合与多种生长因子有关，除内分

泌、代谢因子等全身因子外，骨创局部尚有大量的生长因

子，对骨创愈合起着重要的调节作用[33-34]，如碱性磷酸酶、

骨钙素、骨保护素等因子活性改变是骨组织代谢的重要标

志，抗酒石酸酸性磷酸酶、破骨细胞分化因子等则代表了

破骨细胞的活性[35-39]。本实验通过检测各种因子的活性及

表达基因量来评估成骨细胞与破骨细胞的活动趋势，证明

了骨愈合的发展过程中成骨细胞活性大于破骨细胞，而且

破骨细胞在骨愈合过程中也发挥着重要作用[40]。本实验从

另一个角度证明了一种检测骨愈合的方式方法，较之前的

检测方式更加精确，为今后的基础及临床研究提供思路。 
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