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　　摘要：目的　评估重组大鼠胰岛素样生长因子１（ｒｒＩＧＦ１）聚 （乳酸羟基乙酸）共聚物 （ＰＬＧＡ）缓释微球对２
型糖尿病ＧＫ大鼠种植体周围骨形成的影响。方法　将２０只雄性ＧＫ大鼠进行糖尿病造模成功后随机分为２组，分别给
予加载包裹ｒｒＩＧＦ１的ＰＬＧＡ缓释微球 （治疗组，ｎ＝１０）和加载包裹与ｒｒＩＧＦ１等量安慰剂的ＰＬＧＡ缓释微球 （糖尿病组，

ｎ＝１０）处理，再以１０只未做处理的ＳＤ大鼠作为对照组。在所有大鼠胫骨内植入种植体，治疗组和糖尿病组大鼠同时
分别加载等量相应种类的ＰＬＧＡ缓释微球。术后４、５、８周在种植体周围局部采血，采用酶联免疫吸附法 （ＥＬＩＳＡ）检
测血清骨钙素 （ＯＣＮ）、骨特异性碱性磷酸酶 （ＢＡＬＰ）及Ｉ型前胶原羧基前肽 （ＰＩＣＰ）含量。结果　种植体植入术后
４周，糖尿病组和治疗组的血清 ＯＣＮ、ＢＡＬＰ和 ＰＩＣＰ水平均明显低于对照组 （Ｐ均 ＜００５）；术后５周，糖尿病组的
ＯＣＮ和ＢＡＬＰ水平明显低于对照组和治疗组 （Ｐ均＜００５），糖尿病组和治疗组的ＰＩＣＰ水平也均明显低于对照组 （Ｐ＜
００５），治疗组的ＯＣＮ水平明显高于术后４周 （Ｐ＜００５），对照组的ＰＩＣＰ水平则明显低于术后４周 （Ｐ＜００５）；术后
８周，糖尿病组大鼠的ＯＣＮ和ＢＡＬＰ水平明显低于对照组和治疗组 （Ｐ均＜００５），糖尿病组和治疗组大鼠的血清ＰＩＣＰ
水平均明显低于对照组 （Ｐ均＜００５）。结论　ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ缓释微球局部加载可促进ＧＫ大鼠种植体周围骨形成。
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　　糖尿病是一种全球性高发疾病，发病人数约占
总人口的 ５％ ～１０％［１］，其中 ９０％为 ２型糖尿病。
由于高血糖可影响种植体周围骨结合［１２］，因此长期

以来，糖尿病被视为缺牙患者进行口腔种植义齿修

复的高风险因素和相对禁忌证［３５］。目前，治疗２型
糖尿 病 的 方 法 主 要 为 注 射 胰 岛 素 控 制 血 糖。

ＭｃＣｒａｃｋｅｎ等［６］研究显示，虽然糖尿病可引起全身性

骨量减少，但应用生物材料能改变局部组织的反应。

因此，通过局部加载因子，配合胰岛素控制血糖效

果，可能促进糖尿病患者种植体周围骨形成，提高

其骨结合。胰岛素样生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ１，ＩＧＦ１）为胰岛素原同系物，是１条包含３个
二硫键，由７０个氨基酸组成的多肽［７］，能促进骨祖

细胞增殖，维持成骨细胞形成和存活，刺激骨形

成［８］，但其在哺乳动物体内半衰期较短。聚 （乳酸
羟基乙酸）共聚物 ［ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅＣＯｇｌｙｃｏｌｉｄｅ），
ＰＬＧＡ］具有可降解性及良好的生物相容性，已被美
国食品药品管理局批准为安全的注射用高分子材料。

Ｌａｍ等［９］采用人类重组 ＩＧＦ１ＰＬＧＡ缓释微球治疗糖
尿病，结果证实 ＩＧＦ１可作为对有胰岛素抵抗或胰
岛素治疗效果不良糖尿病 （２型糖尿病）患者的另
一治疗选择。本研究评估了重组大鼠 ＩＧＦ１（ｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｒａｔＩＧＦ１，ｒｒＩＧＦ１）ＰＬＧＡ缓释微球对２型糖尿

病 ＧＫ大鼠种植体周围骨形成的影响。

材料和方法

试剂和仪器　雄性９周龄 ＧＫ大鼠２０只，购自
上海斯莱克动物有限公司，体重 （２６５±２５）ｇ，动
物质量许可证号：００５１９３４，许可证号：ＳＣＸＫ２００７
０００５，高脂高糖饲料喂养；雄性 ＳＤ大鼠 １０只，购
自第四军医大学实验动物中心，体重 ２５０～３００ｇ，
普通饲料喂养。ｒｒＩＧＦ１购自以色列 ｐｒｏｓｐｅｃＴｅｃｈｎｏ
Ｇｅｎｅ公司，ＰＬＧＡ由西北工业大学功能有机材料结
构设计与制备技术实验室制作，大鼠骨钙素 （ｏｓｔｅｏ
ｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、骨特异性碱性磷酸酶 （ｂｏｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）及 Ｉ型前胶原羧基前肽
（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＩＣＰ）酶
联免疫吸附试验 （ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国 ＲＤ公司。ＪＹ９２Ⅱ型超声
波细胞粉碎机购自宁波天芝公司，ＦＪ３００Ｓ数显高速
分散均质机购自上海模具制造厂，扫描电子显微镜

购自日本东京 ＪＥＯＬ公司，激光共聚焦显微镜购自日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

微球制备　采用 Ｗ／Ｏ／Ｗ 复乳溶剂挥发法制备
ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ缓释微球，具体为：将 １０μｇｒｒＩＧＦ１
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溶于０１ｍｌ双蒸水，然后将０５ｇＰＬＧＡ和０１４ｇ表
面活性剂 Ｓｐａｎ８０溶于１０ｍｌＣＨ２ＣＬ２组成油相；将４０
ｍｌ５％聚乙烯醇 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｏｈｏｌ，ＰＶＡ）与 ６０ｍｌ
Ｈ２Ｏ混合生成２％ＰＶＡ和 Ｔｗｅｅｎ８０，同时加入０１ｍｌ
Ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ溶液和４ｍｌＨ２Ｏ组成水相，再进行以
下步骤：（１）油相混合后用超声波细胞粉碎机超声
分散２ｍｉｎ；（２）油相与水相混合后，用数显高速分
散均质机高速搅拌１０ｍｉｎ，同时加入１００ｍｌ异丙醇；
（３）恒温磁力搅拌器搅拌、挥发 ８ｈ后，分装在 ２
个１００ｍｌ离心瓶中，４０００ｒ／ｍｉｎ下离心 ７ｍｉｎ，可
见预先有尼罗红染色的 ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ微球沉淀于底
部，滤去水分。将制备好的 ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ微球用
Ｃｏ６０辐射消毒灭菌后，分别在扫描电子显微镜和
激光共聚焦显微镜下扫描，同时采用休眠的 ＭＧ６３
细胞进行四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法

（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）证实微球持续释
放 ｒｒＩＧＦ１的作用［１０］。

动物模型制备及分组　将２０只 ＧＫ大鼠采用高
脂高糖饲料喂养 ３～６个月，测定血糖浓度 ＞１６７
ｍｍｏｌ／Ｌ即表示建模成功，随机分为２组：（１）治疗
组 （ｎ＝１０）：给予加载包裹 ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ缓释微球
处理；（２）糖尿病组 （ｎ＝１０）：给予加载包裹与ｒｒＩ
ＧＦ１等量安慰剂的 ＰＬＧＡ缓释微球处理。以１０只未
做处理的 ＳＤ大鼠作为对照组。将大鼠用乙醚吸入麻
醉后常规消毒、铺巾，在大鼠胫骨隆突上方表面近

中做１个长约２５ｃｍ纵形切口，钝性分离肌肉组织、
肌腱、骨膜，显露膝盖下较平坦部分，生理盐水冷

却下用直径２２、２８ｍｍ的环形齿科钻预备种植体
窝，穿透骨质有明显落空感，然后将３３ｍｍ×６ｍｍ
的种植体植入种植窝，扳手拧紧，检查种植体方向

和稳定性，旋入愈合帽。治疗组用 ２００μｇｒｒＩＧＦ１
ＰＬＧＡ缓释微球混合血凝块植于种植窝，加载在种植
体周围；糖尿病组用２００μｇ包裹安慰剂的 ＰＬＧＡ微
球作上述处理；对照组不做处理。依次缝合骨膜、

肌层、皮肤，局部注射６ｍｇ／ｋｇ硫酸庆大霉素，术后
给予３０００Ｕ青霉素Ｇ，每日２次，共４ｄ。实验期间
大鼠自由进食饮水，房间温度维持在２３℃，保持昼
夜交替时间１２ｈ／１２ｈ。

检测指标　术后 ４、５、８周，在种植体周围局
部采血，具体为：用乙醚将大鼠进行吸入麻醉后，

切开种植区皮肤，钝性分离黏骨膜，锐性分离种植

体周围组织，用吸管吸取血液后分层严密缝合，加

压包扎。每个标本取血清 ２００μｌ室温放置 １ｈ后于

－８０℃冷藏备用［６］。采用ＥＬＩＳＡ法检测血清中ＯＣＮ、
ＢＡＬＰ及 ＰＩＣＰ浓度。

统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１６０统计软件，实验数
据以均数士标准差表示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果

微球测定结果　扫描电子显微镜下可见 ｗ／ｏ／ｗ法
制备的微球形态基本为球形，表面光滑，质地均匀，

分散度较好 （图 １），测得平均直径为 （１２５２５±
０６４３６）μｍ。激光共聚焦显微镜下可见外层尼龙红
完整包裹内层亲水性多肽 ｒｒＩＧＦ１（无色），微球边
缘可见许多黑色小晕，表明 ｒｒＩＧＦ１正在缓慢释放
（图２），测得 ＰＬＧＡ缓释微球包裹 ｒｒＩＧＦ１因子的包
裹率为 （７８３±２０）％。ＭＴＴ检测结果显示，２ｄ内
ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ微球体外释放的首次释放量约为总量
的５５３％，随后５ｄ的持续释放量为 ６４８％，２０ｄ
内 ＰＬＧＡ微球释放的 ｒｒＩＧＦ１量大于８５％。

各组大鼠血清 ＯＣＮ水平的变化情况　种植体植
入术后４周，糖尿病组和治疗组大鼠的血清 ＯＣＮ水
平均明显低于对照组 （Ｐ均 ＜００５）；术后５周，糖
尿病组大鼠的 ＯＣＮ水平明显低于对照组和治疗组
（Ｐ均 ＜００５），治疗组大鼠的 ＯＣＮ水平也明显高于
术后４周 （Ｐ＜００５）；术后 ８周，糖尿病组大鼠的
ＯＣＮ水平明显低于对照组和治疗组 （Ｐ均 ＜００５）
（表１）。

!"# !$

ＰＬＧＡ：聚 （乳酸羟基乙酸）共聚物；ｒｒＩＧＦ１：重组大鼠胰
岛素样生长因子１
ＰＬＧＡ：ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅＣＯｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ｒｒＩＧＦ１：ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒａｔ
ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１
图 １　ＰＬＧＡ包裹ｒｒＩＧＦ１制备出的微球扫描电子显微镜照片
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｒｒＩＧＦ１ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ

ｂｙＰＬＧＡＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
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各组大鼠血清 ＢＡＬＰ水平的变化情况　种植体
植入术后 ４周，糖尿病组和治疗组大鼠的血清 Ｂ
ＡＬＰ水平均明显低于对照组 （Ｐ均 ＜００５）；术后５、
８周，糖尿病组大鼠的 ＢＡＬＰ水平明显低于对照组
和治疗组 （Ｐ均 ＜００５）（表２）。

各组大鼠血清 ＰＩＣＰ水平的变化情况　种植体植
入术后 ４、５、８周，糖尿病组和治疗组大鼠的血清
ＰＩＣＰ水平均明显低于对照组 （Ｐ均 ＜００５）；术后５
周，对照组大鼠的ＰＩＣＰ水平明显低于术后４周 （Ｐ＜
００５）（表３）。

表 １　各组骨钙素变化情况 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０，μｇ／Ｌ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ

（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，μｇ／Ｌ）

分组Ｇｒｏｕｐ ４周 ４ｗｅｅｋｓ ５周 ５ｗｅｅｋｓ　 ８周 ８ｗｅｅｋｓ　

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
糖尿病组Ｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐ
治疗组Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

６３２５±０９５

２５２３±０９７ａ

２８３５±１０６ａ

５３４２±０９７

２０２４±０８６ａ

４５６４±０９１ｂ，ｃ

５０５４±１０２

１６７５±０９８ａ

４０３８±０８５ｂ

与对照组比较，ａＰ＜００５；与糖尿病组比较，ｂＰ＜００５；与 ４周时比
较，ｃＰ＜００５
ａＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃ

ｇｒｏｕｐ；ｃＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ４ｗｅｅｋｌｅｖｅｌｓ

表 ２　各组骨特异性碱性磷酸酶变化情况
（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，μｇ／Ｌ）

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｌｅｖｅｌｓｉｎ
ａｌｌｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，μｇ／Ｌ）

分组Ｇｒｏｕｐ ４周 ４ｗｅｅｋｓ ５周 ５ｗｅｅｋｓ　 ８周 ８ｗｅｅｋｓ　

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
糖尿病组Ｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐ
治疗组Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

８３５±０９７

４２５±０５８ａ

５０３±０８１ａ

７２４±１０３

２１７±０６６ａ

６２９±０４５ｂ

７０６±０８２

１９８±０５７ａ

６１２±０３５ｂ

与对照组比较，ａＰ＜００５；与糖尿病组比较，ｂＰ＜００５
ａＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃ
ｇｒｏｕｐ

表 ３　各组Ⅰ型前胶原羧基前肽变化情况
（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，μｇ／Ｌ）

Ｔａｂｌｅ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ
ｌｅｖｅｌｓｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，μｇ／Ｌ）

分组Ｇｒｏｕｐ ４周 ４ｗｅｅｋｓ ５周 ５ｗｅｅｋｓ　 ８周 ８ｗｅｅｋｓ　

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
糖尿病组Ｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐ
治疗组Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

２４２９±０７７

５３５±０８７ａ

５２１±０７２ａ

１８２８±１８５ｃ

４２９±０７８ａ

１０３３±０９２ａ

１６３５±０８４

４２１±０７４ａ

１００８±０９６ａ

与对照组比较，ａＰ＜００５；与糖尿病组比较，ｂＰ＜００５；与 ４周时比
较，ｃＰ＜００５
ａＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｅｓ

ｇｒｏｕｐ；ｃＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ４ｗｅｅｋｌｅｖｅｌｓ

讨　　论

ＭｃＣｒａｃｋｅｎ等［６］报道，糖尿病患者口腔种植的成

功率为 ８５７％ ～９４３％，明显低于正常患者的
９５％［４］。ＭｅｌｌａｄｏＶａｌｅｒｏ等［１１］研究认为，高血糖可抑

制成骨细胞分化，改变调节钙、磷代谢的甲状旁腺

激素反应，还对骨基质及其组分产生有害作用，如

导致胶原生成减少及胶原酶活性增加等。而骨愈合

进程改变及矿化不足可导致种植体周围骨形成下降。

ＯＣＮ由成骨细胞产生，其含量与新骨形成量直接相
关［１２１３］。ＢＡＬＰ由成骨细胞分化的细胞产生，也是
反映骨形成及矿化的指标［１４］，常常作为测量细胞因

子对成骨细胞影响的手段［１５］。胶原是骨基质形成的

条件，尤其Ⅰ型胶原是早期骨形成的重要标志，而
ＰＩＣＰ可反映骨反应中Ⅰ型胶原含量的变化［１６］。

Ａｈｍａｄ等［１７］研究发现，ＧＫ大鼠出生后不久即
可自发轻到中度２型糖尿病，并长期维持疾病状态，
病程类似人类 ２型糖尿病患者。故本研究采用高脂
高糖饲料喂养非肥胖型２型糖尿病 ＧＫ大鼠，使其发
展为肥胖型２型糖尿病大鼠并成功造模，结果显示，
种植体植入术后４周，糖尿病组大鼠种植体周围血
清 ＯＣＮ、ＢＡＬＰ及 ＰＩＣＰ水平显著低于对照组，表明
２型糖尿病使种植体周围骨形成下降。术后５周，治
疗组大鼠种植体周围血清 ＯＣＮ水平较术后４周显著
升高，糖尿病组大鼠种植体周围血清 ＯＣＮ和 ＢＡＬＰ
水平显著低于治疗组，表明早期局部治疗可使骨形

成及骨基质形成增加，缓解糖尿病降低局部骨形成

的情况。

本研究中，种植体植入术后 ４、５、８周，糖尿
病组大鼠种植体周围血清 ＯＣＮ及 ＢＡＬＰ水平明显低
于对照组，与 ＭｃＣｒａｃｋｅｎ等［６］研究结果不同。后者

发现植入种植体的１型糖尿病大鼠术后及术后２周
血清 ＡＬＰ水平明显高于对照组，并认为这些不平衡
的生化标志可能成为种植体周围骨增长及较弱骨整

合之间不一致性的原因。推测造成这种差异的原因

可能是，ＭｃＣｒａｃｋｅｎ等［６］采用全身取血，而全身血循

环改变可能遮盖了局部变化；本研究采取种植体周

围取血，因此可能更准确反映局部骨代谢变化。

综上所述，本研究结果显示，２型糖尿病可使
ＧＫ大鼠种植体周围骨形成下降，ｒｒＩＧＦ１ＰＬＧＡ缓释
微球局部加载可对骨形成有一定促进作用，提高初

期骨愈合。
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