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文章亮点： 

1 目前修复牙周组织缺损的治疗手段有很多，但效果多不理想，本实验采用组织工程的原理和方法应用于牙

周组织，以探索一种方便有效使牙周组织再生的治疗方法。 

2 模拟人牙周炎过程制备大鼠实验性牙周缺损模型，将可注射纳米壳聚糖骨形态发生蛋白 2 复合体应用于大

鼠牙周缺损，观察成骨效果，可更好地模拟人牙周炎治疗愈合过程。 

3 实验结果表明可注射性纳米壳聚糖骨形态发生蛋白 2 复合体具有良好的生物相容性，骨诱导能力强，使用

方便安全，可显著修复缺损的牙周支持组织。 
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摘要 

背景：壳聚糖水凝胶具有良好的生物兼容性、生物可降解性及抗菌性等特点，具有促进组织愈合和成骨诱导

的作用，作为支架材料载负生长因子可保证外源生长因子的缓慢高效释放。 

目的：观察可注射性纳米壳聚糖骨形态发生蛋白 2复合体促进大鼠牙周组织再生的效果。  

方法：将 54 只 Wistar 大鼠随机均分为 3 组，建立第二磨牙慢性牙周炎模型，建模成功后，实验组于第二磨

牙牙周内植入可注射性纳米壳聚糖骨形态发生蛋白 2 复合体，对照组于第二磨牙牙周内植入可注射性纳米壳

聚糖凝胶，空白组牙周内不植入任何药物。术后 3，6，9 周，进行牙龈出血指数、探诊深度、松动度、X 射

线片及组织病理学切片观察。 

结果与结论：实验组术后 9周的探诊深度、松动度均低于对照组及空白组(P < 0.05)。术后 9周，实验组牙槽

骨高度修复再生至根分叉处，骨小梁致密，分布均匀，可见大量牙骨质样结构、牙周韧带生成，新生牙槽骨

致密且均匀分布在骨缺损区域，修复效果明显优于对照组及空白组。表明可注射性纳米壳聚糖骨形态发生蛋

白 2复合体具有抗炎和引导牙周组织再生的作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Chitosan hydrogel has good biocompatibility, biodegradability and antibacterial property, which 

can promote tissue healing and induce bone formation. As a scaffold carrying growth factors, it can ensure the 

efficient and slow release of exogenous growth factors. 

OBJECTIVE: To observe the effect of injectable nano/chitosan/bone morphogenetic protein-2 composite to 

promote periodontal tissue regeneration in rats. 

METHODS: Fifty-four Wistar rats were randomized into three groups, and then chronic periodontitis model of the 

second molar was established. After modeling, injectable nano/chitosan/bone morphogenetic protein-2 composite 

was implanted into the periodontal tissue of the second molar in the experimental group; injectable nano/chitosan 

hydrogel was implanted in the control grouop; and nothing was implanted in the blank group. At 3, 6, 9 weeks 

after surgery, gingival bleeding index, probing depth, and tooth mobility were detected. X-ray and 

histopathological observations were carried out. 

RESULTS AND CONCLUSION: At 9 weeks after surgery, the probing depth and tooth mobility were both lower 
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in the experimental group than the other two groups (P < 0.05). In the experimental group, the alveolar bone height was 

restored at the root bifurcations, bone trabeculae were arranged densely and evenly, the newly formed periodontal 

ligament and alveolar bone tissues were dense and equally distributed in the bone defect area at 9 weeks after surgery, 

indicating a better restoration effect than the control and blank groups. These findings suggest that the injectable 

nano/chitosan/bone morphogenetic protein-2 composite has an anti-inflammatory role and can guide periodontal tissue 

regeneration. 

 

Subject headings: Chitosan; Gels; Bone Morphogenetic Proteins 

Funding: the Science and Technology Plan of Lanzhou City, No. 2011-2-50; the Science and Technology Plan of Gansu 

Province, No. 1011FKCA103 
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0  引言  Introduction 

牙周炎是一种由菌斑引起的慢性感染性疾病，可引起

牙周支持组织牙槽骨、牙骨质、牙周膜和牙龈的破坏，导

致近10%的成年人牙齿松动及牙齿丧失，严重影响中老年

人的生活质量
[1]
。经过常规治疗后，大多数牙周炎症可得

到控制，但炎症破坏的牙周支持组织难以得到修复。近几

年随着组织工程学的快速发展，寻找一种新的材料和方法治

疗牙周炎逐渐受到学者的广泛关注，对牙周组织工程的研

究，既需要生长因子长效发挥作用促进牙周膜细胞的增殖分

化，又需要一种生物学性能优异的支架材料支持细胞生长。 

壳聚糖作为一种天然衍生多糖类
[2]
，具有良好的生物

活性、生物兼容性、生物降解性，无毒、无刺激、无免疫

原性、无热源反应、不溶血、无致突变性及可自然降解，

以及良好的缓释和控释作用等特点
[3]
，可以促进伤口愈合

和组织修复
[4]
。壳聚糖温敏凝胶在人的正常体温下(37 ℃)

形成半固体凝胶，兼具溶液与凝胶的特点，将其作为注射

型凝胶支架更有利于细胞增殖和黏附，且易于操作
[5]
。骨

形态发生蛋白是一类能在骨骼外异位诱导软骨和骨形成的

酸性多肽
[6]
，目前已有大量文献报道将支架材料和骨形态

发生蛋白复合应用于骨组织缺损，获得了较好的成骨诱导

性及骨组织修复和重建效果
[7-8]
。不同生物载体及复合方式

将会影响骨形态发生蛋白2的释放与成骨表达
[10-12]
。 

本实验采用β-甘油磷酸钠制备温敏性可注射纳米壳聚

糖凝胶，将其作为载体与骨形态发生蛋白2复合，将复合凝

胶注射至大鼠牙周缺损处，对比单纯可注射性壳聚糖凝胶

和壳聚糖/骨形态发生蛋白2复合凝胶诱导成骨的效果。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2014年4月11日在兰州大学生

命科学院动物所完成。 

1.3  材料 

实验动物：4周龄雄性Wistar大鼠54只，体质量

180-200 g，由甘肃中医学院实验动物中心提供，许可证

号SCXK 2011-0001。将54只大鼠随机均分为3组，实验组、

对照组及空白组。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  实验方法 

可注射性温敏纳米壳聚糖凝胶的制备：根据Hu等
[13]

的方法制备可注射性温敏纳米壳聚糖凝胶。 

纳米壳聚糖溶液的配制：量取0.3 g冰醋酸，配制    

0.1 mol/L的乙酸溶液备用，将0.3 g纳米壳聚糖(脱乙酰度> 

90%)加入12 mL上述浓度的乙酸溶液中，磁力搅拌2 h，将

搅拌均匀的纳米壳聚糖溶液封存于4 ℃冰箱过夜，过夜后

置于高压高压灭菌锅中消毒(121 ℃，10 min)，待灭菌后

的纳米壳聚糖溶液自然冷却后，4 ℃冰箱封存备用。 

β-甘油磷酸钠溶液的配制：准确称取1.2 g β-甘油磷

酸钠溶于无菌纯水，置振荡搅拌器搅拌，配制成2.14 mL 质

量分数56%的溶液，0.22 μm过滤器除菌，封存后4 ℃冰

箱备用。 

可注射性纳米壳聚糖骨形态发生蛋白2复合凝胶的制

备：室温下(25 ℃)制备6 mL重组人骨形态发生蛋白2质量

浓度为2 mg/L的纳米壳聚糖骨形态发生蛋白2复合凝胶体

系。先将重组人骨形态发生蛋白2与纳米壳聚糖溶液混合，

在振荡搅拌器上振荡混匀。然后在磁力搅拌条件下，将   

复合凝胶诱导牙周组织再生实验用试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

纳米壳聚糖(脱乙酰度≥90%) 四川广汉恒宇新材料有限公司 

重组人骨形态发生蛋白 2 BBI，加拿大 

冰乙酸 分析纯 

β-甘油磷酸钠、大肠杆菌标准内毒素 Sigma，美国 

RapidCal·lmmuno脱钙剂 北京中杉金桥 

电子天平 塞多利斯，德国 

磁力搅拌器 上海大中分析仪器厂 

pH计 塞多利斯，德国 

振荡搅拌器 金坛市晶玻实验仪器厂 

恒温孵箱 江苏金坛市大地自动化仪器厂 

牙科 X射线机 INTR，芬兰 

牙周双头刻度探针 Hu-Friedy 

硬组织切片机 Microm，德国 

光学显微镜及照相系统 OLYMPUS，日本 
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β-甘油磷酸钠缓慢逐滴加入到壳聚糖溶液中，观察溶液逐

渐浑浊后，继续滴加至溶液清亮状态，停止滴加，加入       

0.1 mmol/L乙酸调节pH至7.2，4 ℃冰箱保存。配制完成

后取少量溶液置于37 ℃恒温孵箱内，约6 min后形成凝胶

半固体说明配制成功。使用时，将纳米壳聚糖骨形态发生

蛋白2复合凝胶溶液注入大鼠牙周缺损处。 

牙周炎动物模型制作：根据Kuhr和瞿凤环等
[14-15]

方法

制作大鼠慢性牙周炎模型。用10%水合氯醛(300 mg/kg)

腹腔注射麻醉，采用正畸用结扎丝(直径0.2 mm)结扎大

鼠左侧上颌第二磨牙牙颈部，同时在大鼠左侧上颌第二

磨牙颊舌侧自龈沟注射2 g/L脂多糖0.1 mL(3次/周，隔日

1次)，4周后根据X射线牙片观察大鼠牙槽骨高度，确立

牙周炎模型：以牙槽脊顶消失，牙槽骨吸收达根长1/3为

标准。 

拆除结扎丝，冲洗牙周袋，按实验设计分组注射治疗。

实验组和对照组大鼠在牙周袋内分别注射纳米壳聚糖骨形

态发生蛋白2复合凝胶和可注射性纳米壳聚糖凝胶，空白对

照组不注射任何药物。手术过程中注射针深入到牙周袋底

部，缓慢注射，边注射边退针，直到药物溢出龈缘为止，

颊舌侧均要注射，注射完毕后大鼠开口状态保持6 min，等

待纳米壳聚糖骨形态发生蛋白2复合凝胶和可注射性纳米

壳聚糖凝胶凝固成胶，注射3次/周，注射1周。定期进行临

床牙周检查。 

于治疗后第3，6，9周每组处死大鼠6只，进行X射线

牙片及组织病理学观察。 

1.5  主要观察指标 

临床检查：实验过程中对实验牙位每周进行牙周检查

并记录参数，检查指标为：①牙龈出血指数：不出血，游

离龈缘无炎症为0；龈缘无红肿，探诊出血，为1；龈缘发

红肿胀，探诊出血，为2；自发性出血，牙龈红肿明显，溃

疡，为3。②探诊深度：用牙周探针探诊选用牙牙周袋，每

牙选近中颊、颊侧、远中颊3个点测量，取平均值。③牙松

动度：不松动为0，轻度松动(颊舌向松动)为1，中度松动(近

远中向松动)为2，重度松动(垂直向松动)为3。所有参数由

同一检查者完成测定。 

X射线片：建模第4周，全麻下使用牙科X射线机拍摄X

射线片(70 kV，6 mA，0.05 s)，使磨牙长轴与地面约成   

35°。X射线片显示：牙槽骨吸收明显，达根长1/3，确定牙

周炎形成。治疗后的第3，6，9周，冲洗龈沟，将上颌骨

拍X射线牙片，观察治疗效果。 

组织病理学观察：心脏灌注处死动物，取上颌骨标本，

40 g/L多聚甲醛固定24 h，使用RapidCal·lmmuno脱钙液

脱钙2周，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，浸蜡，包埋。制备

牙齿牙周组织联合切片(厚度4.5 μm)，常规苏木精-伊红染

色，光镜观察各组术后牙周组织情况。 

1.6  统计学分析  所得数据使用 Excel 建立数据库，使

用SPSS 17.0统计学软件进行统计分析。 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  54只大鼠均造模成功，进入结果

分析。 

2.2  牙周指数观察  空白组、对照组及实验组在建模、术后

3，6，9周牙周指数检查结果见表1-3。 

牙龈出血指数：①组间比较：建模后3组间牙龈出血指

数比较差异无显著性意义。术后3，6周，3组间两两比较差

异均无显著性意义。术后9周，实验组牙龈出血指数低于空

白组(P < 0.05)，其余组间两两比较差异均无显著性意义。②

组内比较：空白组牙龈炎症明显，组内不同时间点比较差异

均无显著性意义。对照组术后9周的牙龈出血指数低于建模

后及术后3周(P < 0.01)。实验组术后9周的牙龈出血指数低

于建模后及术后3周(P < 0.01)。 

探诊深度：①组间比较：建模后3组间探诊深度比较差

异无显著性意义。实验组术后3周的探诊深度低于对照组、

空白组(P < 0.05)，对照组与空白组之间比较差异无显著性意

义。术后6，9周，实验组探诊深度低于对照组、空白组(P < 

0.01)。②组内比较：空白组各时间点探诊深度无差异。对照

组术后6，9周的牙周袋探诊深度低于建模后(P < 0.01)，术

后9周探诊深度低于术后3周(P < 0.05)。实验组术后3周牙周

袋探诊深度低于建模后(P < 0.01)，术后9周牙周袋探诊深度

低于术后3，6周(P < 0.01)。 

松动度：①组间比较：建模后及术后3周，3组间松动度

比较差异无显著性意义。实验组术后6周松动度低于空白组

(P < 0.05)。实验组术后9周的松动度低于空白组(P < 0.01)、

对照组(P < 0.05)。②组内比较：空白组不同时间点的松动度

均无差异。对照组术后9周的松动度低于建模后(P < 0.01)、

术后3周(P < 0.05)，术后6周的松动度低于建模后(P < 0.05)。

实验组术后3，6，9周的松动度低于建模后(P < 0.01)，术后

9周的松动度低于术后3周(P < 0.01)、术后6周(P < 0.05)。 

2.3  上颌骨X射线观察  空白组明显牙槽骨吸收，骨吸收均

在根中1/3之处，硬骨板中断，牙周膜间隙增宽，术后第3，

6，9周的牙周组织变化不明显，牙槽骨密度影像持续低下，

未见明显修复。实验组第3周即可观察到明显骨质修复，牙

周膜间隙减少；第6周可见到明显牙槽骨修复，骨密度影近

似正常牙槽骨影像，牙周膜间隙明显缩小，第9周可见牙槽

骨高度修复再生至根分叉处，骨小梁致密，分布均匀。对照

组术后3，6周修复缓慢，到第9周虽然可以见到骨质修复，

但骨质稀疏，仍可见到明显的牙周膜间隙及根分叉处贯通影

像。对照组及空白组骨质修复、牙周膜间隙变化及骨密度改

变不及实验组明显(图1)。 

2.4  上颌骨标本组织病理学观察  空白组牙周组织周围有

大量炎症细胞浸润，密质骨和固有牙槽骨失去联系，松质骨

缺损处缺如，周围骨质结构疏松紊乱，未见到明显骨质形成，

仅少量疏松结蹄组织分布，少量新形成的牙周纤维稀疏紊

乱，排列不规则。术后第6，9周，对照组和实验组均有不

同程度的牙周组织新附着形成，实验组可见大量牙骨质样 
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空白组 

术后 3周 

术后 6周 

术后 9周 

对照组 实验组 

图 1  各组大鼠术后第 3，6，9周的上颌骨标本 X射线检查结果 

Figure 1  X-ray films of the rat’s maxilla at 3, 6, 9 weeks after surgery 

图注：对照组及空白组骨质修复、牙周膜间隙变化及骨密度改变不及实验组明显。 

图 2  各组术后第 3，6，9周下颌骨标本组织病理学观察(苏木精-伊红染色，×40) 

Figure 2  Pathologic observation of the rat’s mandible at 3, 6, 9 weeks after surgery (hematoxylin-eosin staining, ×40) 

图注：OB 为原有牙槽骨，NB 为新生牙槽骨，PL 为牙周膜，DT 为牙本质，箭头示炎性细胞浸润。 

术后 3周 

实验组 

对照组 

空白组 

术后 6周 术后 9周 
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结构、牙周韧带生成，新生的牙槽骨致密且均匀分布在骨缺

损区域；对照组也有明显的骨质生成，但较实验组形成的牙

骨质较薄，牙槽骨稀疏且分布不均匀，结蹄组织形成较多；

实验组和对照组新生的牙周纤维致密，富含血管，与空白组

相较，周围组织炎症明显减少(图2)。 

 

3  讨论  Discussion 

近些年来，植骨和牙周引导组织再生技术的应用较传

统的洁治、根面平整等治疗手段效果更为显著。但牙周引

导组织再生膜仅起到屏障作用，缺少主动诱导成骨和促进

生长的作用，二次手术也会增加损伤，加大感染概率。因

此目前研究主要集中在发展一种可塑成形、抗感染、创伤

小的材料，并能促进和加强诱导成骨效果。 

水凝胶作为一种支架材料已被广泛应用于组织工程和

再生医学，通过不同的交联程度或与不同的材料复合，还

可调节其物理化学及生物学性能，以适应不同组织的功能

需求，从而促进组织的形态发生。壳聚糖具有良好的生物

兼容性、生物可降解性、抗菌性等特点。它作为保湿剂具

有促进组织愈合和成骨诱导的作用，并且作为支架材料载

负生长因子，可保证外源生长因子的缓慢高效释放。温敏

性壳聚糖凝胶系统属于温度敏感性系统，单纯的壳聚糖溶

液在弱酸环境，保持液体状态，当pH升高至6.2时则出现

白色沉淀，但弱碱性β-甘油磷酸钠的加入可保持常温下壳

聚糖的液体状态，便于运输注射和应用，当温度升高到   

37 ℃时壳聚糖可由液体转变为固体
[13]
，完成相转变，如

应用于缺损部位则可以根据缺损形态凝固成型，作为支架

结构支持细胞生长及新生组织的形成；作为载药系统，温

敏性纳米壳聚糖凝胶系统较单纯的壳聚糖具有更好的缓释

作用，药物可以更加长久有效的释放。 

Chenite等
[16]
报道将原代培养的牛软骨细胞载入壳聚

糖/β-甘油磷酸钠，在体外培养3周后可见功能性基质沉积，

注入骨缺损区后可见骨组织和软骨组织形成，将自体血混

合壳聚糖/β-甘油磷酸钠制备复合物后，移植于实验动物的

软骨缺损区，可提高骨髓基质细胞趋化作用、增加修复区

血供，生物相容性好，无局部不良反应和全身毒副反应。

马志伟等
[17]
用高速涡轮手机磨制猪牙周缺损模型，将加载

重组人骨形态发生蛋白2和氯己定/β-环糊精包合物的双缓

释壳聚糖温敏凝胶应用于牙周缺损处，结果表明此缓释系

统可有效促进根分叉区牙周组织再生，控制术区感染。陈

玉阳等
[18]
将纳米壳聚糖凝胶复合重组人骨形态发生蛋白2

系统应用于大鼠颌骨缺损处，证实该系统有明显促进骨组

织再生的作用，表现出较好的生物安全性。但目前的实验

中没有将纳米壳聚糖复合骨形态发生蛋白2应用于牙周缺

损处的效果对比，并且多数实验缺损模型的制备都是人为

创伤制备，在本实验中对比观察纳米壳聚糖和纳米壳聚糖

骨形态发生蛋白2复合系统的作用效果，采用结扎丝和脂多

糖模拟慢性牙周炎的发展过程，其愈合过程更符合人牙周

炎复杂的生理环境。 

骨形态发生蛋白作为一种分子信号，可明显改变牙周

病患牙根面的牙周膜细胞减少且活性较差的状态，提高牙

周膜细胞活性
[19]
，提示骨形态发生蛋白对于牙周组织再生

和修复具有确实的促进作用
[18]
，其中以骨形态发生蛋白2

诱导成骨能力最强
[20]
，其作为诱导成骨的生长因子，可刺

激牙周组织中未分化的间充质细胞向成骨细胞和成牙骨质

细胞分化，并可促进牙周膜细胞增殖，升高其碱性磷酸酶

活性，促进固有牙槽骨的形成
[21]
。但是同其他生长因子一

样，骨形态发生蛋白2容易被蛋白酶破坏而失活，局部使用

也易流失
[22]
，骨形态发生蛋白2通常必须与特别的载体材料

复合，才能充分发挥其生物学作用
[23]
。 

本实验将具有优良生物性能的纳米壳聚糖作为骨形态

发生蛋白2的载体与之复合，采用注射的方式注入牙周缺损

部位，创伤小，良好的流动性及温敏性使材料可以随体温按

复杂的缺损形态变为半固体，有利于新生骨组织按着缺损形

态分布，更好地修复缺损部位。纳米壳聚糖温敏凝胶与骨形

态发生蛋白2复合后缓慢释放骨形态发生蛋白2，可协同刺激

牙槽骨的再生并可保证骨形态发生蛋白2长期活性和效果。 

本课题通过动物实验证实了骨形态发生蛋白2复合凝

表 3  各组大鼠建模后及术后不同时间点松动度的比较                                                           (x
_

±s)

Table 3  Tooth mobility after modeling and at different time after 

surgery 

时间 实验组 对照组 空白组 

建模后 2.50±0.51 2.44±0.51 2.56±0.51 

术后 3 周 1.67±0.52 2.00±0.63 2.33±0.52 

术后 6 周 1.17±0.75
a
 1.67±0.51 2.17±0.41 

术后 9 周 0.33±0.82
b
 1.33±0.52

a
 2.17±0.41 

表注：与空白组比较，
a
P < 0.05，

b
P < 0.01。 

表 1  各组大鼠建模后及术后不同时间点牙龈出血指数的比较    (x
_

±s)

Table 1  Gingival bleeding index after modeling and at different 

time after surgery  

时间 实验组 对照组 空白组 

建模后 2.33±0.59 2.28±0.46 2.39±0.61 

术后 3 周 2.00±0.63
 

2.17±0.75 2.33±0.52 

术后 6 周 1.83±0.75
 

2.00±0.63 2.33±0.52 

术后 9 周 0.83±0.75
a 

1.00±0.63 2.17±0.75 

表注：与空白组比较，
a
P < 0.05。 

表 2  各组大鼠建模后及术后不同时间点探诊深度的比较  (x
_

±s， mm)

Table 2  Probing depth after modeling and at different time after 

surgery 

时间 实验组 对照组 空白组 

建模后 1.78±0.17 1.71±0.17 1.74±0.12 

术后 3 周 1.48±0.12
ac

 1.67±0.15 1.70±0.17 

术后 6 周 1.27±0.14
ad

 1.50±0.06
c
 1.68±0.08 

术后 9 周 0.62±0.13
bd

 1.47±0.08
c
 1.65±0.10 

表注：与对照组比较，
a
P < 0.05，

b
P < 0.01；与空白组比较，

c
P < 0.05，

d
P < 0.01。
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胶优异的成骨性能，与其他实验组相比，新生牙槽骨致密

且分布均匀，骨小梁粗大，排列规律，之中可见小血管分

布，有新生的牙周结缔组织附着在牙槽骨和牙骨质表面，

与治疗前相较可见到炎症细胞明显减少。对照组也有大量

新生牙槽骨，但骨密度低于实验组，形成的结缔组织组织

较多。因此本实验得出结论可注射性纳米壳聚糖凝胶具有

优异的抗菌控炎作用，应用于大鼠牙周组织缺损可快速控

制牙周炎症反应，减轻探诊出血、探诊深度，促进新生牙

槽骨、牙骨质生成，形成新附着。骨形态发生蛋白2作为生

长因子可以协同刺激牙周组织修复，促进牙周炎恢复，诱

导骨质快速形成。因此通过本实验证实可注射性纳米壳聚

糖骨形态发生蛋白2复合体作为一种复合材料，具有良好的

抗菌性能、生物兼容性能及诱导组织缺损修复性，使用方

便，操作简单，适用于复杂牙周缺损，有望在牙周组织工

程领域得到广泛应用。但本实验设计仍有不足之处，如实

验周期短，不能观察材料远期成骨效果及成骨稳定性；对

实验结果未能进行成骨定量及硬度检测，虽能从X射线片

和组织学切片观察到明显的成骨改变，但未对新生骨质进

行定量定质分析，缺乏进一步的数据说明，因此课题组将

会在今后的实验中继续研究并改善。 
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