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因龋病、牙周病、肿瘤和外伤等导致牙齿缺失

的同时，还可能造成牙槽骨或颌骨组织的缺损，直

接影响种植义齿的修复治疗和长期稳定。目前临床

通常采用自体骨、异体骨或人工骨替代品移植等方

法修复骨组织缺损，但仍存在多次手术、疗程长及

疗效难以控制等一些不足[1]。为了寻求更迅速、有

效、简便的方法，近年来应用促骨生长因子基因治

疗的实验研究受到关注。其中骨形态发生蛋白7

（bone morphogenetic protein 7，BMP7）又称成骨形

态发生蛋白1，是目前公认的可促进牙和种植体周

围骨再生的重要因子之一[2]。本研究拟利用腺相关

腺相关病毒介导的骨形态发生蛋白7基因
促种植体周骨缺损修复的实验研究

宋 珂, 杜建明, 罗仁惠, 曹颖光

(华中科技大学同济医学院附属同济医院 口腔医学中心 , 湖北 武汉 430030)

[摘要] 目的 观察载bmp7基因的腺相关病毒（rAAV- BMP7）复合Bio- Oss的基因治疗方法对种植体周骨缺损修复

的影响。方法 体外构建载bmp7基因的腺相关病毒，并与Bio- Oss复合。6只雄性新西兰大白兔双侧胫骨植入种植

体，并制备直径8 mm、深4 mm的种植体周骨缺损，A组骨缺损区填入rAAV- BMP7/Bio- Oss复合物；B组仅填入Bio-

Oss；C组不充填材料。术后4、8周分期处死动物，取样进行组织学观察和形态学分析。结果 A、B组骨缺损处均

有新骨形成，A组较B组新骨形成更早、新生骨量更多、骨成熟程度更高（P<0.05）。结论 rAAV- BMP7复合

Bio- Oss较单纯植入Bio- Oss能更快、更有效地促进种植体周围骨缺损形成新骨，新骨量大且成熟度高，并能形成

理想的种植体-骨结合界面。
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Effect of Bio- Oss loading with rAAV- BMP7 on regeneration of bone defects around dental implant SONG

Ke, DU Jian-ming, LUO Ren- hui, CAO Ying- guang. （Center of Stomatology, Tongji Hospital, Tongji Medical College,

Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430030, China）

[Abstract] Objective To evaluate in vivo gene delivery of Bio- Oss coated with adeno- associated virus- mediated

human bone morphogenetic protein 7（rAAV- BMP7/Bio- Oss） for bone regeneration around dental implants. Methods

In vitro rAAV- BMP7 were constructed and compounded with Bio- Oss. In 6 male New Zealand rabbits, two hydroxya-

patite（HA）coated titanium dental implants were placed respectively to each animal in the bilateral tibia metaphysis.

Before implantation, a standardized gap（8 mm in width, 4 mm in depth）was created between the implant surface

and the surrounding bone walls. Rabbits were randomly divided into three groups（group A, B, C）. Gaps of group

A were filled with rAAV- BMP7/Bio- Oss（n=4）, gaps of group B were filled with Bio- Oss alone（n=4）, and gaps of

group C were filled with nothing（n=4）. The rabbits were sacrificed at 4 and 8 weeks respectively, and the sclerous

tissue slices obtained, then histology and histomorphometric analysis were conducted. Results Histological and

histomorphometric analysis revealed an enlarged bone- forming area in the bone defects of group A and B at 4 and

8 weeks after implantation. Greater bone- implant contact was achieved with rAAV- BMP7/Bio- Oss than with Bio- Oss

alone and this difference was statistically significant（P <0.05）. Conclusion rAAV - BMP7/Bio - Oss can induce

a stronger peri- implant bone reaction and larger new bone formation than Bio- Oss alone in the treatment of bone

defects adjacent to titanium dental implants.

[Key words] bone morphogenetic protein 7； gene therapy； bone regeneration； osseointegration
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病毒（adeno- associated virus，AAV）作为基因治疗

的载体，将重组人bmp7基因导入实验动物骨内种植

体周围骨缺损处，对缺损骨组织的再生及骨结合情

况进行观察。

1 材料和方法

1.1 材料

质粒pAAV- BMP7（包含完整的蛋白编码区，约

1.3 kb，本实验室构建[3]，其中含有人全长序列（2 kb）

的bmp7基因购于美国Open biosystems公司。腺相关

病毒系统AAV Helper- Free System（由江苏省人类功

能基因组重点实验室韩晓惠赠）。AAV- 293细胞

（ATCC公司，美国）；磷酸钙转染试剂盒（中国碧云

天有限公司）；新生牛血清（Gibco公司，美国）；

质粒大提试剂盒（Qiagen公司，德国）；肝素层析柱

（Sigma公司，美国）；Biomax- 100K NMWL过滤装置

（Millipore公司，美国）。

羟磷灰石涂层钛种植体（3.3 mm×12.0 mm）12颗

（北京莱顿生物材料有限公司），无机牛骨Bio- Oss

（Geistlich Pharma公司，瑞士）。Leica 1600SP硬组

织切片机（Leica公司，德国），种植机（Satelec公司，

法国），BLB种植器械盒（北京莱顿生物材料有限公

司）。

1.2 重组腺相关病毒rAAV- BMP7包装及滴度测定

将质粒大提试剂盒抽提的AAV Helper - Free

System的质粒pAAV- BMP7、pAAV- RC及pHelper以

摩尔比1∶1∶1混合，按磷酸钙转染试剂盒使用方法共

转染AAV- 293细胞，对照组转染 pAAV- hrGFP、

pAAV- RC及pHelper。转染后8 h换液，72 h收集细

胞，于液氮及37℃水浴反复冻融收集病毒上清液，

肝素亲和层析法纯化，继以Biomax- 100K NMWL过

滤装置浓缩、去盐[4]，最终的病毒液贮存于- 80℃备

用。斑点杂交测定重组病毒的物理性滴度，选取含

有CMV启动子的pAAV- MCS质粒作为rAAV滴度测定

的标准品，倍比稀释后与重组病毒一起于100℃煮

沸变性后点于尼龙膜上，杂交后显色比较。将

rAAV- BMP7病毒液浸润Bio- Oss颗粒，抽真空，每

天0.5 h，连续3 d，保存于4℃冰箱中。

1.3 动物实验

新西兰大白兔6只，雄性，体重4.0~4.5 kg（同济

医学院动物中心提供），随机分成A、B、C组，每组

2只。常规脱毛、消毒后质量浓度为20 g/L戊巴比妥

钠（每千克体重35 mg）行耳缘静脉麻醉，暴露双侧胫

骨干骺端，按标准方法在每侧制备3.3 mm×12 mm的

羟磷灰石涂层钛种植体骨腔，并在上部制备直径为

8 mm、深4 mm的圆柱状骨缺损（种植体周骨缺损约

2.35 mm）。植入并确认种植体稳定后，A组在双侧

种植体上部缺损处填入浸润rAAV- BMP7病毒液的

Bio- Oss颗粒（n=4），B组的双侧仅填入Bio- Oss颗粒

（n=4），C组双侧不填入任何材料（n=4）。分层缝合

关闭术区。术后庆大霉素肌肉注射，每天1次，连

续3 d。所有实验的大白兔均无死亡，切口无感染，

愈合良好。

1.4 组织标本的制备及观察

分别于术后第4周（共3组，每组1只动物、2枚

种植体）及第8周（共3组，每组1只动物、2枚种植

体）处死动物。取胫骨立即用体积分数为10%甲醛溶

液固定7 d后转入体积分数为70%乙醇内，行梯度脱

水，氯仿媒浸，聚甲基丙烯酸甲酯包埋，用硬组织

切片机沿种植体长轴平行胫骨向连续切割，暴露骨

移植材料与种植体结合面，手工磨片，使数张切片

厚度均为20~30μm。甲苯胺蓝染色，树胶封片。每

组切片各随机选5张，在倒置显微镜下观察组织形

态，并运用HMIAS- 2000高清晰度彩色医学图像分

析系统定量测定种植体-骨结合百分率及新生骨的

百分率[5]。

1.5 统计学分析

采用SPSS 13.0软件进行统计分析，测量数据均

用x±s表示，计量数据采用t检验。

2 结果

2.1 rAAV- BMP7斑点杂交测定病毒滴度

rAAV- BMP7斑点杂交结果见图1。由图1比较得

知，病毒滴度为2.5×1011 vector genomes/mL，即每毫

升病毒液的病毒颗粒中含有的基因组拷贝总数为

2.5×1011。

1～7为标准品倍比稀释后的杂交印迹，其依次为3×1012、2×1012、

1×1012、5×1011、2.5×1011、1.25×1011、6.25×1010 vector genomes/mL; A：

rAAV- BMP7病毒原液；B：rAAV- BMP7病毒液稀释2倍；C：rAAV-

BMP7病毒液稀释4倍

图 1 rAAV- BMP7斑点杂交测定病毒滴度

Fig 1 Dot- blot assay for rAAV- BMP7 physical particle titer

2.2 组织学观察

4周组织切片显示（图2），A组散在分布的Bio-

Oss颗粒表面新骨形成较多，周围的骨小梁相互连接
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成桥，种植体与新生骨之间结合增多；B组可见

Bio- Oss颗粒散在分布，表面有少量的新骨形成，骨

小梁较A组细小，骨小梁间空腔较多；C组的骨缺损

与种植体之间新骨形成很少。8周组织切片显示（图

3），A组骨缺损区新骨与B组相比更加成熟致密，种

植体表面新骨形成明显增多，骨整合良好，可见环

形板状哈弗式系统形成；C组种植体表面仍存在间

隙。

左：A组；中：B组；右：C组

图 2 4周时各组种植体周围骨缺损修复的组织学观察 甲苯胺蓝染色 上 ×25；下 ×40

Fig 2 Morphology of bone defects regeneration around the peri- implant of different groups after 4 weeks of healing toluidine blue stainning

top ×25；bottom ×40

左：A组；中：B组；右：C组

图 3 8周时各组种植体周围骨缺损修复的组织学观察 甲苯胺蓝染色 上 ×25；下 ×40

Fig 3 Morphology of bone defects regeneration around the peri- implant of different groups after 8 weeks of healing toluidine blue stainning

top ×25；bottom ×40

2.3 组织形态学定量测定结果

骨结合百分率测量结果见表1。由表1可见，

rAAV- BMP7/Bio- Oss组、Bio- Oss组样本缺损区新生

骨与种植体之间的骨结合百分率随时间延长而增

加，均明显高于空白组。统计分析结果表明，4、8

周时，rAAV- BMP7/Bio- Oss组骨结合百分率均高于

Bio- Oss组（P<0.05）。各组骨缺损区新生骨百分率测

量结果见表2，由表2可见，rAAV- BMP7/Bio- Oss组

新生骨百分率在4、8周时均高于Bio- Oss组（P<0.05）。
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3 讨论

有关BMP的研究已不陌生，然而直接应用BMP

促进成骨不仅需要较高的诱导剂量，且半衰期短，

其临床应用受到限制。因此选用合适的载体，将

BMP导入骨组织缺陷处的基因治疗方法受到关注。

Fang等[6]以质粒为载体，把鼠全长BMP4 cDNA包被

于胶原中直接植入鼠5 mm股骨缺损中，结果显示虽

然BMP4质粒诱导合成了BMP4蛋白来加速骨缺损的

愈合，但质粒介导的BMP4表达时间短暂，无法得

到长期稳定的表达。同样，本课题组在前期实验中

构建pCDNA3.1（+）TGF-β1真核表达载体，并转染大

鼠骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem

cell, BMSC），短期内检测到细胞中肿瘤生长因子β1

基因表达水平增高[7- 8]。这些质粒表达载体对细胞的

转染率低，无法整合于细胞核中长期稳定的表达，

限制了其在基因治疗中的应用。Dunn等[9]选用腺病

毒携带bmp7基因，联合胶原植入大鼠的下颌骨缺损

区，生物发光视像测量结果显示，在骨缺损区10 d

内有持续、定向的转基因表达，但有研究表明腺病

毒能引起体内T淋巴细胞强烈的免疫应答，会相对

降低基因的成骨诱导作用。本实验选用的重组腺相

关病毒已经完全去除了病毒基因组中的编码序列，

不表达病毒自身蛋白，免疫原性低[10]，组织形态学

定量测定结果显示第4周和第8周时rAAV- BMP7/Bio-

Oss组的骨结合百分率及新生骨量明显比Bio- Oss组

高，说明AAV作为基因治疗的载体能长期稳定地表

达目的基因，加快促进新骨形成。

按照基因转移的技术路线可将基因治疗分为间

接体内法和直接体内法。从患者体内获得靶细胞，

在体外将治疗基因转移入该细胞，经过体外筛选、

培养、扩增后再将阳性细胞回输到患者体内而发挥

作用，这是间接体内法[7]。将DNA略加修饰或包裹

后直接注射入患者体内适当部位并有效表达而达到

治疗目的，称为直接体内法[11]，本实验选用体内法，

将病毒滴度为2.5×1011 vector genomes/mL的rAAV-

BMP7直接应用于诱导成骨的部位，使病毒载体在

体内广泛感染应用部位的组织细胞，整合于细胞核

中长期稳定的表达BMP7蛋白，增加其在骨组织中

的表达水平，诱导具有成骨分化潜能的成骨始祖细

胞向成骨细胞分化而成骨[12]。组织学及形态测量结

果皆显示，基因治疗组的新骨形成优于其他组，说

明病毒滴度为2.5×1011 vector genomes/mL的AAV已

足以应用于体内且可发挥相应的治疗作用。

现今广泛应用于临床的人工骨材料只具有骨传

导作用而无骨诱导能力，成骨作用相对较差。以人

工骨材料为支架，辅以基因工程技术可使材料具有

长期稳定的骨诱导能力，能更有效、快速地促进骨

修复。Bio- Oss的多孔隙结构，不仅有利于骨缺损部

位新骨的形成和长入，还有利于病毒颗粒的附着，

为基因治疗载体提供了理想的支架。骨结合百分率

及新生骨百分率测量结果显示，rAAV- BMP7/Bio-

Oss组在新骨形成及种植体骨结合能力上均优于同期

Bio- Oss组。rAAV- BMP7起到了诱导成骨的作用，

rAAV- BMP7与Bio- Oss复合可同时发挥骨传导、骨

诱导的成骨优势，新骨形成更早，新生骨量更多，

骨的成熟度更高。

总之，本实验结果表明，rAAV- BMP7与Bio-

Oss的复合可加快新骨形成，提高新生骨量，骨的成

熟度更高，缩短了种植体植入后骨整合的时间，为

后续研究和改进基因治疗方法促种植体周围骨缺损

修复提供了实验基础。
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