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不同剂量 rhBMP2 修复兔桡骨骨缺损的比较△
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摘要：［目的］利用兔桡骨临界骨缺损模型，研究不同剂量的重组人骨发生蛋白 2（recombinant human bone morphogenetic
protein-2, rhBMP-2）对骨缺损修复的量效关系。［方法］将 36 只新西兰白兔建立单侧桡骨骨缺损模型，随机分为空白组、海绵

空白组、自体骨组、低剂量组（0.25 mg rhBMP-2）、中剂量组（0.5 mg rhBMP-2）、高剂量组（2.5 mg rhBMP-2），每组 6 只。对

骨缺损给予相应处理。分别于术后 4、8 周，行 X 线检查、MicroCT 检查和组织学观察评估。［结果］与术后第 4 周相比，8 周

时各组 Lane Sandhu X 线评分均增加，其中，空白组和海绵空白组两个时间点间差异无统计学意义（P>0.05），而自体骨组、

低、中、高剂量组的两时间点间差异有统计学意义（P<0.05）。相应时间点，Lane Sandhu X 线评分由低至高均为空白组<海绵

空白组<低剂量组<自体骨组<中剂量组<高剂量组，差异有统计学意义（P<0.05）。与术后 4 周相比，8 周时 6 组 MicroCT 检测

的骨矿密度（bone mineral density, BMD）和骨小梁数目（trabecular number, Tb.N）均增加，其中，低、中、高剂量组的两时间

点间差异有统计学意义（P<0.05）。 相应时间点，BMD 和 Tb.N 均由低至高均为：低剂量组<中剂量组<高剂量组，差异有统计

学意义（P<0.05）。组织学观察表明，骨缺损新生骨的成熟度呈 rhBMP-2 剂量依赖性变化。［结论］在 0.25~2.5 mg 的剂量范围

内，rhBMP-2 对兔桡骨临界骨缺损的骨修复效果呈剂量依赖性。
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Abstract: [Objective] To explore the dose-effect relationship of recombinant human morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) in the criti⁃

cal radius bone defect model in rabbit. [Methods] A total of 36 New Zealand white rabbits were randomly divided into blank group, sponge
blank group, bone autograft group, low-dose group (0.25 mg rhBMP-2), medium-dose group (0.5 mg rhBMP-2) and high-dose group (2.5
mg rhBMP-2), with 6 rabbits in each group. After a 15 mm radius bone defect was made in rabbit, the corresponding bone defect treatments
were conducted respectively. The X-ray check, Micro CT examination and histological observation were performed at 4 and 8 weeks postop⁃
eratively. [Results] Compared with those 4 weeks after surgery, Lane Sandhu X-ray scores increased in all groups at 8 weeks, which were
not significantly different between the two time points in the blank group and sponge blank group (P<0.05), while statistically significantly
different in the bone autograft group, low, medium and high dose groups (P<0.05). At the corresponding time points, Lane Sandhu X-ray
scores ranked from low to high all as: blank group<sponge blank group<low dose group<bone autograft group<medium dose group<high
dose group, the difference was statistically significant (P<0.05). Regarding Micro CT assay, the bone mineral density (BMD) and trabecular
number (Tb.N) increased in all the 6 groups at 8 weeks compared with those at 4 weeks after surgery, which proved statistically significant
between the two time points in the low-dose, medium-dose and high-dose groups (P<0.05). At the corresponding time points, BMD and Tb.
N ranked from low to high as: low dose group<medium dose group<high dose group, which was statistically significant (P<0.05). In addition,
the histological observation showed that the maturity of new bone was dose-dependent with rhBMP-2. [Conclusion] In the dose range of
0.25 mg to 2.5 mg, the bone repair outcome of rhBMP-2 in the critical radial bone defect is dose-dependent.
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尽管骨组织再生能力较强，但严重粉碎性骨折、

骨肿瘤导致的长骨大段骨缺损却很难靠骨组织自身完

全修复，临床上常以自体髂骨的骨移植作为治疗的金

标准［1，2］ 。但由于自体骨来源有限及供骨区术后疼

痛、炎症等副作用导致这一方法难以广泛应用于大段

骨缺损的治疗［3］。骨形态发生蛋白-2（BMP-2）能

有效诱导未分化的骨髓间充质细胞向成骨系细胞转

化，促进骨细胞的生长增殖，是公认的具备诱导成骨

作用的关键蛋白［4~6］。自 2002 年起，重组人骨发生

蛋白 （recombinant human bone morphogenetic protein-
2, rhBMP-2）经美国食品药品监督管理局批准用于腰

椎椎间融合术，随后于 2004 年作为自体移植物的替

代物被证明可用于治疗胫骨骨折 ［7］。相较椎体融合

和骨折，长节段骨缺损的修复重建更难，一直是骨科

面临的重大挑战［8］。虽然近年来有研究应用含 rh⁃
BMP-2 的活性生物骨或复合 rhBMP-2 的 β-磷酸三钙

支架修复了动物的长骨骨缺损［9，10］，但鲜有研究阐明

单独应用 rhBMP-2 修复大段骨缺损的有效剂量范围

及其量效关系，这可能会阻碍以 rhBMP-2 治疗长骨

大段骨缺损的临床应用与 rhBMP-2 骨组织工程支架

研发。

兔桡骨的临界骨缺损模型是指兔桡骨中段制造

15 mm 的骨缺损区，在不进行特殊干预的情况很难自

行愈合，该长度的骨缺损被定为临界值，且因为尺骨

的支撑作用，无须对桡骨进行内固定，是目前使用较

多动物骨缺损模型［11］ 。本实验通过可吸收明胶海绵

（absorbable collagen sponge, ACS）负载不同剂量的 rh⁃
BMP-2 来修复兔桡骨临界骨缺损，以此初步探索不

同剂量 rhBMP-2 的修复兔桡骨临界骨缺损的有效剂

量范围及其量效关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

选取 24 周龄雄性普通级新西兰白兔 36 只（骺板

已闭），平均体重（2.5±0.3） kg，由中国人民解放军

空军军医大学实验外科提供，已经通过动物实验伦理

审批。将 36 只新西兰白兔建立单侧桡骨临界骨缺损

模型，随机分为空白组、海绵组、自体骨组、低剂量

组、中剂量组、高剂量组，每组 6 只。

1.2 植入物制备

将 rh-BMP2 产品以 0.9%NaCl 溶液配置成 2.5、
0.5、0.25 mg/ml 3 个不同的浓度 rhBMP-2。实验所用

填充 ACS 规格为：35 mm×25 mm×5 mm，总体积=

4.37 cm3，术前放置在 1 ml 针筒 20 min，用以塑形。

手术开始时，以塑形完成的 ACS 吸附 1 ml 3 个不同

浓度的 rhBMP-2，并在室温下孵育 15 min。
1.3 骨缺损建立与植入处理

实验动物予以 2%戊巴比妥钠 2 ml 腹腔注射+0.5
ml 盐酸赛拉嗪注射液肌肉麻醉成功后，在桡骨中段

切开皮肤、皮下组织，钝性分离肌肉，显露桡骨，截

取 15 mm 中段桡骨，用骨剥将周围骨膜刮除干净，

以此方法制作单侧桡骨临界骨缺损模型。空白组：截

骨后不做其他干预；海绵空白组：截骨造模后骨缺损

区仅填充 ACS；自体骨组：将截取的桡骨刮除骨膜

后原位植入；低、中、高剂量组：分别以 ACS 负载

0.25、0.5、2.5 mg 的 rhBMP-2 植入骨缺损区。用丝

线固定在附近的肌筋膜上。严密缝合切口，无菌辅料

包裹，术后分笼饲养。

1.4 检测指标

X 线检测与评分：分别于术后 4、8 周，各组取

3 只实验动物，摄术侧桡骨 X 线，观察比较各组骨缺

损区骨痂生长等骨修复的大体情况，并通以 Lane
Sandhu X 线评分作为各组骨修复情况的比较指

标［12］。Lane Sandhu X 线评分包括骨形成（4 分）、骨

连接（4 分）、骨塑性（4 分） 3 个方面，包含 11 项

评分内容，共计 12 分，其分值越高，代表骨缺损区

骨修复越好。

MircroCT：术后第 4、8 周时间点，各组随机处

死 3 只实验动物，收集术侧桡骨标本，并固定在

10%多聚甲醛中 48 h。将固定完成后的标本行 Mi⁃
croCT 三维重建以进一步观察、比较各组骨缺损区新

生骨及骨小梁的生成情况。用 Micro-CT 的 Advanced
Bone Analysis 软件对 6 组标本骨缺损区新生骨的骨密

度（bone mineral density, BMD）进行检测来比较各组

新生骨中矿物质含量，对各剂量组骨新生小梁数目

（trabecular number, TbN）行计量学分析来比较各剂量

组新生骨小梁的多少 ［13］。

组织观察：术后第 4、8 周，将在 MicroCT 检测

时收集的 3 个剂量组标本固定在 10%多聚甲醛溶液

中 48 h，用 10%乙二胺四乙酸脱钙 8 周，标本脱钙

完成后通过梯度乙醇溶液和 100%丙酮溶液脱水处

理，石蜡包埋，切片。行苏木精伊红（Hematoxylin-
Eosin Staining, HE）染色，在×20 倍物镜下观察各剂

量组骨缺损区内新生骨的长入情况及成熟度。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件对数据进行分析，显著性水

平为 P<0.05，计量数据以 x̄ ±s表示；资料呈正态分
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4 周

8 周

空白组 海绵空白组 自体骨组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

图 1 X 线检查所见 1a~1f: 术后 4 周 1g~1l: 术后 8 周，黄框为骨缺损区

1g 1h 1i 1j 1k 1l

1a 1b 1c 1d 1e 1f

布时，两组间的比较采用独立样本 t检验，多组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用LSD法；资料

呈非正态分布时，采用秩和检验；P<0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 X 线检查及评分

术后第 4 周，空白组、海绵空白组的骨缺损区均

无骨痂生成（图 1a, 1b）；自体骨组近、远侧骨折端的

骨折线清晰（图 1c）。在各剂量组的骨缺损区均可见骨

痂形成，低剂量组有少量骨痂自宿主骨向缺损区包

绕，骨折线清晰（图 1d）；中剂量组有较多骨痂形成，

近端骨折线可见，远端骨折线模糊（图 1e）；高剂量

组有大量透射高亮状骨痂生成，密度与宿主骨相当，

骨折线消失且有骨髓腔形成（图 1f）。术后第 8 周，

空白组与海绵空白组骨缺损区内部分可见少量较小骨

痂形成（图 1g, 1h）；自体骨组移植骨与宿主骨结合

部有少量低密度影，骨折线较 4 周时模糊（图 1i）。

低剂量组有较多骨痂自宿主骨向骨缺损区中央包绕，

部分骨折线可见（图 1j）；中剂量组可见骨痂包绕缺

损区并形成骨桥接，骨折线消失，呈骨髓腔塑性改变

（图 1k）；高剂量组的骨痂外周密度较 4 周时进一步增

高，骨髓腔已通，部分皮质骨开始塑形（图 1l）。
Lane Sandhu X 线评分结果见表 1，与术后第 4

周相比，8 周时各组评分均增加，其中，空白组和海

绵空白组两个时间点间差异无统计学意义 （P>
0.05），而自体骨组、低、中、高剂量组的两时间点

间差异有统计学意义（P<0.05）。相应时间点，评分

由低至高均为空白组<海绵空白组<低剂量组<自体骨

组<中剂量组 < 高剂量组，差异有统计学意义（P<
0.05）。
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图 2 Micro-CT 三维重建所见 2a~2f: 术后 4 周 2g~2l: 术后 8 周，黄框为骨缺损区

2a 2b 2c 2d 2e 2f

2g 2h 2i 2j 2k 2l

2.2 MicroCT
术后第 4 周时，空白组及海绵空白组的骨缺损区

内均无新生骨形成，未见骨小梁生成（图 2a, 2b）；

自体骨组近、远端与宿主骨结合处未见新生骨及骨小

梁形成（图 2c）；低剂量组的骨缺损区开始缩小，其

内可见部分新生骨形成，四周散在分布少量骨小梁

（图 2d）；中剂量组的大部分骨缺损区内填充有部分

连续的新生骨，新生骨与宿主骨之间初步形成骨桥接

（图 2e）；高剂量组可见骨缺损区被大量致密连续的

新生骨填充并与宿主骨形成牢固的骨桥接（图 2f）。

在术后 8 周时，空白组及海绵空白组骨缺损区边缘出

现少量新生骨组织，未见骨小梁分布（图 2g, 2h）；

自体骨组与宿主骨结合处出现骨小梁，但未形成骨痂

包绕（图 2i）；各剂量组的新生骨进一步增多，在高

剂量组中有部分骨骼塑性改建趋势出现（图 2j~2l）。
Micro CT 新生骨检测结果见表 2。与术后 4 周相

比，8 周时 6 组 BMD 和 Tb.N 均增加，其中，低、

中、高剂量组的两时间点间差异有统计学意义（P<
0.05）。 相应时间点，BMD 和 Tb.N 均由低至高均

为：低剂量组<中剂量组<高剂量组，差异有统计学

意义（P<0.05），呈现剂量依赖性增加。

表 2 骨缺损区新生骨 MicroCT 检测结果（ x̄ ±s）与比较

组别

BMD（mg/cm3）

空白组（n=3）
海绵组（n=3）
自体骨组（n=3）
低剂量组（n=3）
中剂量组（n=3）
高剂量组（n=3）
P 值

Tb N（n/mm2）

低剂量组（n=3）
中剂量组（n=3）
高剂量组（n=3）
P 值

4 周

263.8±37.0
334.9±18.3
454.4±88.7
836.9±37.4
962.2±44.6

1 201.7±165.8
<0.001

1.8±0.1
2.3±0.2
2.9±0.1
<0.001

8 周

292.4±18.6
339.6±15.5
592.7±35.9
998.7±83.7

1 212.5±50.5
1 519.1±82.0

<0.001

2.3±0.2
2.9±0.3
3.5±0.3
0.004

P 值

0.298
0.748
0.067
0.038

0.003

0.041

0.010

0.024

0.048

表 1 6 组动物骨缺损区 X 线评分（分， x̄ ±s）与比较

组别

空白组（n=3）
海绵空白组（n=3）
自体骨组（n=3）
低剂量组（n=3）
中剂量组（n=3）
高剂量组（n=3）
P 值

4 周

0.3±0.6
0.3±0.6
3.0±1.7
2.7±0.6
5.3±0.6
7.3±1.2
<0.001

8 周

0.7±0.6
1.0±1.0
8.0±2.0
6.7±1.2
8.7±1.2

10.7±1.2
<0.001

P 值

0.519
0.374
0.031

0.006

0.011

0.024
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图 3 组织学观察所见（HE，×100） 3a~3c: 术后 4 周 3d~3f: 术后 8 周，黑色箭头标记成熟骨组织，绿色箭头标记骨组

织周围趋化聚集的细胞，蓝色箭头标记哈弗斯管

3d 3e 3f

3a 3b 3c

2.3 组织观察

术后 4 周，低剂量组中成熟骨与软骨细胞镶嵌分

布，有部分骨小梁零散分布，未见明显编织骨及哈弗

斯管状结构（图 3a）；中剂量组可见较规则的骨小梁

结构及较多软骨细胞，未见编织骨（图 3b）；高剂量

组可见成熟骨面积较其他剂量组多，仍有少量软骨细

胞在向成熟骨转化，有部分编织骨及哈弗斯管出现

（图 3c）。术后 8 周时，低剂量组有较多成熟骨质形

成且局部有少量哈弗斯管（图 3d）；中剂量组可见较

多编织骨形成及骨小梁开始与皮质骨连接（图 3e）；

高剂量组视野下以成熟的编织骨居多，且有大量哈弗

斯管状结构出现（图 3f）。

3 讨 论

BMP-2 是骨折修复得过程中必不可少的关键蛋

白，它与位于骨髓间充质干细胞表面的 BMP 受体形

成复合物，通过酸化部分 Smad 蛋白，在细胞核内上

调 RUNX2 等基因的表达，诱导骨髓间充质干细胞、

脂肪间充质干细胞等骨祖细胞向成骨细胞系分化，促

进骨组织修复［14，15］。BMP-2 通过与其受体结合的方

式来激发级联反应进而诱导成骨分化，其诱导成骨能

力是具有剂量依赖性的。Marissa 等［16］以脂肪来源的

微血管碎片复合梯度剂量的 rhBMP-2 联合内固定手

术治疗小鼠股骨骨缺损，发现 10 μg rhBMP-2 高剂量

组较 2 μg rhBMP-2 低剂量组骨修复效果更好。在

2002 年，Govender 等［17］开展一项包含 450 例开放性

胫骨骨折病例的前瞻性队列研究，用以评估不同剂量

rhBMP-2 联合髓内钉内固定术对开放性胫骨骨折的

有效性及安全性，其结果发现：未接受 rhBMP-2 治

疗的对照组、接受 6 mg rhBMP-2 治疗的低剂量组及

接受 12 mg rhBMP-2 治疗的高剂量组接受二次手术干

预的患者占比分别为 46%、37%和 26%，高剂量治疗

组的患者骨折愈合时间较低剂量治疗组明显缩短。这

些研究与本研究结果在趋势上是一致的，证明了 rh⁃
BMP-2 的骨修复能力与其使用剂量呈正相关性。此

外，与上述研究相比，本研究使用软质胶原类材料

ACS 作为 rhBMP-2 的递送载体来修复兔桡骨临界骨

缺损，排除了内固定装置与其他外源性生物活性因子

的成骨作用，这对 rhBMP-2 的骨修复能力提出更高

的要求。从本研究结果可以发现：即使单独应用 rh⁃
BMP-2 对长骨大段骨缺损也具有可靠的修复效果。

徐建民等［18］的研究发现单独应用 BMP-2 能有效修复

兔桡骨骨折，这与 BMP-2 能促进转化生长因子及血

管内皮生长因子的表达有关，这些内源性生物活性因

子与 BMP-2 相互协作，最终共同促进骨折愈合。

由于生物利用度的差异，应用位置的不同、骨龛

微环境等因素都可能影响到 BMP- 2 的最终效

用［7，19］ ，这就导致不同应用场景下 BMP-2 的有效剂

量范围不同。Mumcuoglu 等 ［20］ 通过水凝胶复合
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BMP-2 修复小鼠颅骨临界骨缺损的研究也发现 BMP-
2 在 1~10 μg 剂量范围内的骨修复能力呈剂量依赖

性，最低有效剂量为 0.2 μg。Lytle 等［21］的荟萃分析

则认为：在椎体融合术中，rhBMP-2 最小有效剂量

为 1.28 mg。Pelaez［22］以梯度剂量 rhBMP-2 联合钛笼

修复小鼠颅骨临界骨缺损的研究发现：rhBMP-2 的

骨修复能力在 1.25~2.5 μg 剂量范围内呈剂量依赖

性，当剂量水平超过 2.5 μg 时，骨缺损区新生骨组

织的骨密度并无明显改变。本研究则发现单独应用

rhBMP-2 修复兔桡骨临界骨缺损的有效剂量范围是

0.25~2.5 mg，明确了 rhBMP-2 修复兔长骨大段骨缺

损的效用剂量问题，也为下一步 rhBMP-2 治疗大段

骨缺损的临床应用及相关骨组织工程研发提供一些线

索。

综上所述，单独应用 rhBMP-2 能修复兔桡骨大

段骨缺损，其骨修复能力在 0.25~2.5 mg 剂量范围内

呈剂量依赖性。
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