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不同剂量 rhBMP-2/CPC 体内骨诱导活性的比较研究 *
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摘要 目的：对比不同剂量 rhBMP-2 与多孔 CPC 复合后的诱导成骨效应，探讨与多孔 CPC 复合后的 rhBMP-2 的量效关系。方法：

将 0.5 mg/ml、1 mg/ml、2 mg/ml、3 mg/ml 4 种不同剂量的 rhBMP-2 与多孔 CPC 材料复合后，植入 36 只小鼠双侧股部肌肉内，分别

于术后 1 周、2 周及 4 周取材，通过大体观察、组织学分析、形态计量学分析、荧光双标测定，观察 4 组诱导成骨情况。结果：植入 1

周，rhBMP-2 与多孔 CPC 材料复合表现出了较明显的剂量依赖性，含有较多 rhBMP-2 的材料内诱导形成的骨组织也较多，但骨

组织的增加并未随着 rhBMP-2 剂量的增加而连续递增，2 mg 组和 3 mg 组新生骨组织含量无明显差异(P＞0.05)。植入 4 周，新生

骨组织向材料内部生长，但此时的新生骨组织面积较 2 周增加不显著(P＞0.05)。0.5 mg 组新生骨组织含量仍处于最低水平，而其

它三组之间却无明显差异(P＞0.05)。结论：在 0.5 mg/ml-2.0 mg/ml 剂量范围，与多孔 CPC 复合的 rhBMP-2 诱导成骨量与其剂量

成正比，最佳剂量为 2 mg/ml。
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ABSTRACT Objective: To investigate the biological effect of inductive osteogenesis of porous CPC with different dose of rhBMP-2

and the interrelation to the dose of rhBMP-2. Methods: The porous CPC with 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml rhBMP-2 were

respectively implanted into the muscle of 36 mice. The mice were killed at 1, 2 and 4 weeks postoperation. The biological effect of

inductive osteogenesis was observed by histology, morphometry and fluorescence. Results: At 1 week, the dose dependent of rhBMP-2

could be observed obviously. The better ossification was observed in the porous CPC with more rhBMP-2. But the newly formed bone

did not increase continously with the increase of rhBMP-2. There were no significant difference in newly formed bone between 2 mg/ml

group and 3mg/ml group (P＞0.05). At 4 weeks, newly formed bone had grown into the porous CPC. But there were no significant

difference in the area of newly formed bone at 4 weeks compared with that at 2 weeks (P＞0.05). The content of new bone in 0.5 mg/ml

group was significantly lower than that in other groups. There were no obvious differences in content of new bone among 1 mg/l, 2 mg/l

and 3mg/ml groups (P＞0.05). Conclusions: The content of new bone increases with the increasing in the dose of rhBMP-2 in the dose

cope of 0.5mg/ml-2.0mg/ml, and the optimal dose of rhBMP-2 is 2.0mg/ml.
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前言

大部分骨移植材料并没有骨诱导作用, 仅具有骨传导作

用, 单独应用骨移植材料来治疗骨缺损主要是通过宿主骨组织

的“爬行替代”来取代移植材料，这一过程时间长且效率低, 严

重限制了骨替代材料的使用[1]。而单独应用具有骨诱导活性的

细胞因子如骨形态发生蛋白 -2（(bone morphogenetic protein-2，

BMP-2)，其在体内由于很快扩散或被酶解吸收, 难以在骨形成

的过程中充分发挥其诱导成骨作用[2]。因此，将骨形态发生蛋白

-2 与合适的载体复合，构建出具有成骨活性的人工骨，在骨形
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成的全过程中充分发挥支架作用的同时使 BMP-2 得到缓慢的

释放，将进一步增强骨诱导能力。大量的研究表明，BMP-2 和载

体材料的复合构成的活性材料，其成骨效果明显高于单独应用

载体材料或 BMP-2[3-7]。这种复合材料的成骨活性的大小不仅与

材料自身的性质有关，也与所复合的骨形态发生蛋白 -2 的含

量有关，其与与载体材料复合的骨形态发生蛋白 -2 的剂量和

成骨效应的关系，及最佳诱导成骨剂量，仍有待进一步研究。本

研究采用临床及实验研究中常用的多孔 CPC 材料作为载体，

与利用基因重组技术得到的具有较高诱导活性的不同剂量的

重组人骨形态发生蛋白 -2（rhBMP-2） 复合，比较不同剂量

rhBMP-2 与多孔 CPC 复合后诱导成骨能力，探讨 rhBMP-2 与

多孔 CPC 复合诱导成骨的最佳剂量及量效关系，为今后的应

用提供参考。

1 实验材料与方法

1.1 复合 rhBMP-2 的多孔 CPC 活性人工骨材料的制备

该研究采用盐析法方法制备孔径为 300-450 μm 的多孔

CPC 材料，材料为直径 5 mm，高 3 mm 的圆柱体。共制备多孔

材料 72 个，随机分为 4 组分装后备用。用 50 mM 醋酸溶液将

rhBMP-2 冻干粉（上海瑞邦生物材料有限公司提供）溶解，浓度

分别为 0.5 mg/ml，1 mg/ml，2 mg/ml，3 mg/ml，将多孔 CPC 材料

浸泡在过滤后的溶液中，并置于真空玻璃干燥器中，用真空泵

抽真空并保持 30 min，使 rhBMP-2 溶液与材料充分吸附。取出

多孔 CPC 材料，吸去表面溶液。动物实验前，样品经环氧乙烷

灭菌后冻干，在 -20℃保存备用。
1.2 动物实验

选用健康的 4 周龄雄性昆明小鼠 36 只 （青海大学医学院

实验动物中心提供），平均体重 55 g，按 rhBMP-2 剂量随机分

成 4 组，每组各 9 只。选择小鼠双侧股部后外侧肌肉作为材料

植入部位。双侧植入相同剂量多孔型 CPC/rhBMP-2 活性材料

各 l 块。正常喂养。
1.3 观察指标

1.3.1 大体观察 观察实验小鼠的饮食和切口愈合情况，以及

标本取出后的大体观察及其与周围组织的关系。
1.3.2 组织学观察 术后 1 周、2 周、4 周，分批处死实验小鼠后

取出植入材料，以中性甲醛固定 4 天后，经过 EDTA 脱钙、冲

洗、脱水、石蜡包埋，Zeitc 1516 型石蜡切片机垂直方向连续作

5 张组织切片，切片厚度为 5 μm，作 HE 常规染色，观察材料内

成骨情况。
1.3.3 四环素 - 钙黄绿素荧光双标观察 采用四环素 - 钙黄绿

素荧光标记法观察植入 2、4 周时材料内材料成骨情况，并计算

新骨生成率。方法为：取材时间点前 14 天向动物肌注四环素，

剂量为 25 mg/kg，连续注射两天，随后在处死前 3 天以 15

mg/kg 剂量注射一次钙黄绿素。取材后，将标本固定于 80%的

酒精 2d，脱水、塑料包埋，使用 Lieca 1600 硬组织切片机垂直

方向连续作 3 张组织切片，切片厚度 150-200 μm，然后磨片至

50±10 μm。
1.3.4 组织形态计量学分析 选取标本中心做连续 3 张切片，

用 LEIICA 全自动专业研究级显微镜进行图像采集，用 Image

pro plus 6.0 专业图像分析软件进行骨组织 （包含骨髓组织）面

积百分比（newly formed bone，NB%）和矿化沉积速率（mineral-

ization appositional rate，MAR）（代表新骨生成速率） 的半定量

分析。相应指标的计算方法如下：（1）NB%= 骨组织面积 / 感

兴趣区视野总面积×100% （2）MAR（μm/d）= 两标记线距离

（d）/ 两次注射间隔时间（t）。
1.4 统计学处理

采用用 SPSS11.0 软件进行统计学分析。数据用 x± s 表

示。各时间点组间的差异用两独立样本比较的 Wilcoxon 秩和检

验，三组内每组的 3 个时间点之间差异用完全随机设计的多样

本比较的 Kruskal- WaillisH 检验，P 值＜ 0.05 为有显著性差异。

2 结果

2.1 大体观察

实验小鼠术后切口愈合良好，无感染迹象。后肢活动正常。

取材时发现，材料与周围组织连接紧密，材料表面有淡黄色骨

组织包裹，材料失去原有形态，呈现不规则状。
2.2 组织学观察

1 周时，可见成熟软骨组织和不成熟编织骨在材料周围形

成包壳，并可见大量正在分化增生的间充质细胞。材料内部仅

见纤维细胞、间充质细胞及毛细血管。2 周时，软骨组织及不成

熟的编织骨样较 1 周时增多，其中编织骨成份增多，软骨组织

成分减少，材料孔隙内可见软骨组织及骨样组织，但主要集中

在外周孔隙。4 周时，外周新生骨趋于成熟，但骨量有所减少，

材料外骨质吸收改建编织骨向成熟的小梁骨转变。骨基质可见

大量较为成熟的骨细胞。材料内更多的孔隙有骨组织形成。

不同剂量材料的组织学表现有一定差异。1 周时 (图
1A-D)，0.5 mg 组和 1 mg 组材料外周可见大量未分化间充质干

细胞及少量不成熟软骨组织，其余两组材料外周可见成熟软骨

组织和不成熟的编织骨。3 mg 组、2 mg 组、1 mg 组、0.5 mg 组

所形成的骨面积百分比值（TNB%）分别为 9.7%，10.2%，5.3%

和 2.2%，差异具有统计学意义（P＜0.05），0.5 mg 组 TNB%明显

低于其它三组，但 3 mg 组与 2 mg 组 TNB%比较差异不显著

（P＞0.05）。2 周时(图 1E-H)，所有组材料外周均可见软骨组织

和编织骨组织新生骨组织，与其它低剂量的两组材料相比，

3mg、2mg 组材料外周由编织骨形成的骨壳较宽，且材料内也

有骨组织形成，但主要集中在外周孔隙。3 mg 组和 2 mg 组骨

组织总面积（TNB%）明显大于 1 mg 组和 0.5 mg 组，差异具有

统计学意义 （P＜0.05），3 mg 组和 2 mg 组及 1 mg 组和 0.5 mg

组之间比较未见明显差异（P>0.05）。4 周时，四种不同剂量组材

料外均形成成熟的小梁骨，材料内部分孔隙有成熟骨组织形成

（图 1I-L），3 mg 组、2 mg 组及 1 mg 组 TNB%比较并无显著性

差异（P＞0.05），0.5mg 组 TNB%明显低于其它三组（P＜0.05）

（见表 1）。
2.3 荧光双标分析

植入 2 周，3 mg 组和 2 mg 组材料外周可见大量黄绿色荧

光标记的新生骨组织，呈现不规则分布，但双标条带不明显，孔
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隙内无荧光标记组织形成。0.5 mg 组、1 mg 组的材料外周少见

荧光标记的组织。4 周(图 2A-D)，材料外周可见较为明显的荧

光双标条带，但荧光标记骨面积减少，四种不同剂量组材料中

黄绿色条带宽度差异并不明显。与 0.5 mg 组相比，其它三组材

料有荧光标记物质分布于更多的孔隙，而且黄绿色条带更宽。
从图 3 可以看出，3 mg 组、2 mg 组、1 mg 组材料内骨形成速率

差异不显著（P＞0.05），但 0.5 mg 组骨形成速率小于其它三组，

差异具有统计学意义（P＜0.05)。

3 讨论

图 2 不同剂量（A,0.5mg;B1mg; C 2mg;D3mg）rhBMP-2/CPC 4 周四环

素 - 钙黄绿素荧光双标

Fig.2 The tetracycline- calcium yellow green fluorescent observations in

macroporous CPC with different rhBMP-2 (A,0.5mg;B1mg; C 2mg;

D3mg）at 4 weeks.

图 1 不同剂量（A,E,I 0.5mg;B,F,J 1mg; C,G,K 2mg;D,H,L 3mg）rhBMP-2/CPC 各时间点(A-D 1 周，E-H 2 周，I-L 4 周)骨形成比较。
Fig.1 The light microscopic observations in new bone tissue (%) in macroporous CPC with different rhBMP-2（A,E,I 0.5mg;B,F,J 1mg; C,G,K 2mg;D,H,

L 3mg）at 1 week(A-D), 2 weeks (E-H) and 4 weeks (I-L)

表 1 不同 rhBMP-2 剂量组新骨形成面积百分比比较（%）

Table 1 The area of new bone tissue (%) in macroporous CPC with different rhBMP-2

Team 1 week 2 weeks 4 weeks

0.5 mg（n=6）
1 mg（n=6）
2 mg（n=6）
3 mg（n=6）

2.2±0.21

5.3±0.91

10.2±0.83

9.7±0.36

12.9±1.01

13.1±1.82

25.9±3.51

26.2±2.27

15.1±0.32

19.2±0.92

20.7±0.62

19. 8±1.39

图 3 不同剂量 rhBMP-2/CPC 4 周骨形成速率比较

Fig.3 The rate of new bone formation in macroporous CPC with different

rhBMP-2 at 4 weeks
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骨形态发生蛋白（bone morphogenetic protein，BMP)是骨组

织形成过程中重要的调节蛋白，能够在体内外诱导间质细胞、

骨髓中的骨母细胞分化成软骨细胞和成骨细胞, 近而诱导骨组

织及软骨组织的形成[1]。天然的 BMP 提取困难，随着基因重组

技术的发展，采用基因重组的技术合成 BMP，得到广泛应用，

如重组人骨形态发生蛋白 2（rhBMP-2)。由于 rhBMP-2 的半衰

期短，在体内单独使用很快扩散或被酶解吸收, 难以在骨形成

的过程中充分发挥其诱导成骨作用[2]。因此，必须将 rhBMP-2

与合适的载体材料复合，使 rhBMP-2 在载体材料上缓慢释放，

同时载体材料也可发挥支架作用。本研究采用多孔 CPC 材料

作为 rhBMP-2 的载体材料。多孔 CPC 材料具有与天然骨磷灰

石有类似的化学组成，生物相容性优良，并具有一定的生物降

解性能，材料模拟天然骨组织的多孔孔隙结构，利于组织的爬

行替代，具有优良的骨传导作用[8-13]。同时，多孔结构更有利于

rhBMP-2 的释放，从而诱导更多的骨形成。多孔 CPC 材料复合

rhBMP-2 后不仅具有骨传导作用，也成为了具有一定骨诱导能

力的活性骨。

研究表明，BMP-2 作为一种诱导因子当局部浓度达到一定

有效量时,才可以诱导骨生成[14]。BMP-2 具有剂量效应依赖性，

rhBMP-2 同样适用这一规律。那么多少剂量的 rhBMP-2 与载

体材料复合才能发挥更大的生物活性呢。国内外的文献报道显

示，BMP 的有效生物剂量是 3 mg，在此基础上量效关系呈正相

关[15-16]。但是，较早的研究采用的多是天然提取的 BMP，成份较

为复杂，BMP 纯度不高，活性也受很大的影响。随着基因重组

技术的发展，现已经可以合成高纯度、高活性的重组骨形态发

生蛋白。以往有关 rhBMP-2 的有效剂量的研究结论不一致，有

部分研究显示，仅数微克的 rhBMP-2 与载体材料复合就能够

诱导新骨形成，这些不同结论的产生可能与合成的 rhBMP-2

活性不同及载体材料自身的性质不同有关[6-7]。研究表明[17-21]，载

体材料的性质影响的 rhBMP-2 活性发挥，也将 决 定 复 合

rhBMP-2 的有效剂量及最佳剂量。多孔 CPC 材料作为骨移植

材料已广泛的应用于临床，同时也作为骨支架材料应用于骨组

织工程的研究，但有关 rhBMP-2 与多孔 CPC 材料复合的量效

关系研究较少。本研究通过将 0.5 mg/ml、1 mg/ml, 2 mg/ml,

3mg/ml 四种不同剂量的 rhBMP-2 与多孔 CPC 材料复合植入

小鼠肌肉内，观察肌内诱导成骨中的生物效应和吸附的最佳含

量，以求获得 rhBMP-2 与多孔 CPC 材料最佳的量效关系。

研究发现，植入早期，rhBMP-2 与多孔 CPC 材料复合表现

出了较明显的剂量依赖性，随着 rhBMP-2 剂量的增加，诱导形

成的骨组织也增多，但骨组织的增加并未随着 rhBMP-2 剂量

的增加而连续递增，2mg 组和 3mg 组新生骨组织含量无明显

差异。植入后期，材料的新生骨组织重塑，由编织骨为主转化为

以成熟的小梁骨为主要结构，且新生骨组织向材料内部生长，

但此时的新生骨组织面积较早期增加不显著。0.5 mg 组新生骨

组织含量仍处于最低水平，而其它三组之间却无明显差异。本

研究所得出的结果与普遍认为的骨形态发生蛋白的诱导成骨

量与其剂量成正比不完全相符。从本研究的结果可以看出，持

续增加 rhBMP-2 的剂量并未引起新骨形成的持续增加，无论

植入早期还是后期，在 2 mg 基础上再增加 rhBMP-2 剂量，新

骨形成并无显著增加。曾有研究认为，BMP 诱导成骨存在一个

“全或无”的现象，既当 BMP 达到一定量足以激发诱导成骨过

程后，其生物效应便很快达到一个平台，此时 BMP 的量的增加

并不能促使其生物效应再上一个新的台阶[22]。而本研究中，所

有的剂量组均有诱导成骨，而且植入早期从 0.5 mg 增加至

2mg，诱导形成的骨含量逐渐增多，这与诱导成骨的“全或无”

现象也有一定差别。也就是说，rhBMP-2 与多孔 CPC 复合存在

有效剂量和最佳剂量，本研究中，在 0.5 mg/ml-2.0 mg/ml 剂量

范围，与多孔 CPC 复合的 rhBMP-2 诱导成骨量与其剂量成正

比，最佳剂量为 2 mg/ml。
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