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!论!著!
犬面中份缝牵引成骨过程中骨形成蛋白!"的表达

金增强!!刘昌发2!马!骁!!柳春明!"
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!摘要"!目的"研究骨形成蛋白!9:0+;:<=>:?+0+@-&=<:@+-0"A,B#C2在犬面中份缝牵引成骨过程中的表达"探讨缝牵引成骨
的机制$方法"!6只!2周龄杂种犬随机分为牵引成骨组!2只和正常对照组$只"在牵引#%!3%!#("固定!3%23("去固定!
个月分别处死实验犬2只和对照犬!只"免疫组化法观察A,BC2在各骨缝的表达情况$结果"牵引期和固定期"A,BC2在实
验犬各骨缝边缘大量增殖的未成熟成骨细胞%间充质细胞以及新生骨基质中呈阳性表达"对照犬也有少量表达$随着机械应

力牵引"A,BC2在各骨缝表达量逐渐上升"在牵引!#(阳性表达最强"以后逐渐下降"到去固定!个月时表达水平接近正常$

结论"机械牵张力刺激可以导致内源性A,BC2产生"A,BC2可能在缝牵引新骨生成过程中扮演重要的角色$
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!!缝牵引成骨术#RN@N<’.(-R@<’&@-:0:R@+:?+0+C
R-R%*5V$是用外力牵引正在生长中的骨缝诱导缝
区新骨形成%同时改变骨骼位置的生物过程)目前
临床已经开始应用*5V技术来矫正颅颌面发育畸
形%如面中份发育不全*腭裂*颅缝早闭等疾病%但

*5V的成骨机制仍未清楚)近年来%大量的研究已
证实多种生长因子与缝成骨作用密切相关%其中包
括骨形成蛋白#9:0+;:<=>:?+0+@-&=<:@+-0%A,B$C
2*碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 #9’R-&M-9<:9.’R@

?<:U@>M’&@:<%9\P\$*转化生长因子#@<’0RM:<C
;-0??<:U@>M’&@:<%WP\$C"以及血管内皮生长因
子#1’R&N.’<+0(:@>+.-’.?<:U@>M’&@:<%]YP\$)本
实验在结合临床治疗面中份发育不全的基础上%观
察犬的牵引期*固定期以及去固定期A,BC2在多个

骨缝中表达水平的变化%拟探讨上颌骨改建的作用
机制%为合理选用促进上颌骨生长%缩短临床矫治时
间的方法提供一定的实验依据)

E!材料和方法

!7!!动物分组与模型建立!选取!2周龄健康杂种
犬!6只#由解放军总医院动物实验室提供$%牙列整
齐无缺牙%体质量27##274Z?)实验组!2只%随机
分为牵引#*!3*!#(%固定!3*23(与去固定!个月

$组%每组各2只%用外牵引装置进行前牵引%后"
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组均牵引满!#()对照组$只%未配戴牵引器)所
有动物均以标准犬饲料进行喂养)外置前牵引装置
#图!$由首钢集团华禹铸造厂精密仪器加工车间与
本课题组共同研制%材料为铝合金%由牵引架与可调
性垂直牵引杆两部分组成)实验犬面前部用克氏针
穿过双侧上颌骨与鼻腔%弹力橡皮筋#由解放军总医
院口腔正畸科提供$连接克氏针与牵引杆%对面前部
进行持续前牵引#图2$)

图E!外置牵引器

F)0E!;)0)3’$1’&+563)(1&521*&

图"!犬面中份缝牵引模型

F)0"!@*3’6*,.)3,52)56(414&563)(1&521)*+)+3*0(

!72!手术方法!实验组犬术晨禁食*禁水%肌注速
眠新37!3#37!#;?+Z?#解放军军事科学医学院动
物所 提 供$进 行 全 麻)37!#̂ 普 鲁 卡 因 加

!,!33333肾上腺素双侧眶下区行局部浸润麻醉%
距眶下缘!&;处切开眶下皮肤%暴露眶下区与上颌
骨鼻腔侧骨面)用手摇骨钻将克氏针经切口*鼻腔
穿透双侧上颌骨后%钳除多余的克氏针部分#双侧骨
外各留"&;$%克氏针平面要求与地面平行%垂直面
距眶前壁距离基本相同#距离约!73&;$%伤口清洗
后给予缝合)用碘酊消毒犬头部两侧皮肤%固定螺
钉穿过皮肤及皮下组织%将牵引架固定在犬头部两
侧的枕骨*颞骨*额骨%使牵引架与水平面成8#_"调
节牵引架前端牵引杆的位置%保持牵引方向与腭平
面相平"弹性橡皮筋连接牵引杆与克氏针进行牵引
#图2$%测力器测量其力值为633?)牵引完毕后%

去除弹性橡皮筋%改用金属结扎丝连接牵引杆与克
氏针进行固定)牵引前磨除犬下颌乳尖牙牙冠并进
行根管治疗%调磨已萌出的下颌磨牙%以减少牵引时
的牙合干扰)术后常规肌注抗生素"(#青霉素

!##"3;?+Z?$%术后每日局部乙醇消毒)

!7"!标本获取与处理!牵引#*!3*!#(%固定!3*

23(%去固定!个月分别处死实验犬2只与对照犬!
只%取颅面部并去除皮肤与软组织%放入!3̂ 甲醛

溶液中固定28>%移入!3̂ Y5W%溶液中脱钙%每

"(更换!次脱钙液%2周左右待骨皮质变软后%取
双侧腭横缝*额颌缝*颧颌缝*颧颞缝*翼上颌缝*冠
状缝组织放入脱钙液中继续脱钙%待到针尖可轻易
刺穿骨皮质%则中止脱钙)组织盒盛装标本%自来水

28>漂洗%梯度乙醇脱水%氯仿透明%逐级浸蜡%常规
石蜡包埋%尽量使骨缝外表面平行并紧贴石蜡底面)
做"$;厚连续切片%摊片后$3‘烤箱中烤片8#$
>%二甲苯充分脱蜡%梯度乙醇脱水)

!78!A,BC2免疫组织化学染色!A,BC2多克隆抗
体#一抗$%*B试剂盒%5%A显色试剂盒均购自武汉
博士德生物制品有限公司)按说明书进行操作%一
抗稀释度为!,!33%苏木精复染%盐酸乙醇分化%氨
水反蓝%梯度乙醇脱水%中性树胶封片%晾干)实验
用BA*代替一抗做为阴性对照%以棕色颗粒代表阳
性信号)

!7#!图像分析!采用 QBG%*!333高清晰度彩色
病理图文报告分析系统进行图像分析%在切片图像
输入时保持各参数不变%在处理图像中保持处理技
术与参数一致%每侧骨缝组织切取#张切片%每张切
片随机选"个视野%测定每个视野中阳性染色细胞
的灰度值%同时每张切片均测量其背景灰度及阴性
细胞灰度%用以消除切片间的误差)

!7$!统计学处理!采用*B**!!73统计学软件包
对数据进行方差分析比较%如果组间差异有显著性%
再进行最小显著差法的两两比较检验)

"!结!果

27!!大体观察!所有动物均能良好耐受手术及牵
引过程%进食良好%体质量无下降%术后伤口无感染%
无明显并发症%动物未出现死亡)犬面中份骨在牵
引结束时可见骨骼明显前移%下切牙咬在上切牙腭
侧黏膜上%形成重度覆盖)

272!免疫组化检测结果!A,BC2在实验犬各骨缝
的阳性表达除去固定!个月时与对照组无显著差异
外%其余各期各骨缝A,BC2的阳性表达均高于对照
犬#"#373!$)各骨缝A,BC2的表达时相基本相
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同(随着牵引时间的延长%A,BC2的表达水平逐渐
上升%牵引!#(时达到高峰%呈强阳性表达)固定
期其表达逐渐下降%去固定!个月时基本消失#表

!$)比较各骨缝A,BC2的表达强度变化发现(受牵
引后腭横缝*翼上颌缝中A,BC2的表达上升最为明
显%在牵引!#(时高于其他骨缝中A,BC2的表达"
颧颞缝与冠状缝中A,BC2在牵引!#(的表达较以

上两缝弱"额颌缝*颧颌缝的表达在牵引期表达最
弱)在牵引期A,BC2在各骨缝的表达强度为(腭横
缝$翼上颌缝$颧颞缝$冠状缝$额颌缝$颧颌缝
#"#373#$)在固定期A,BC2在各骨缝的表达强度
为(颧颌缝$额颌缝$冠状缝$颧颞缝$腭横缝$
翼上颌缝#"#373#$)

表E!"组犬各骨缝8@G!"阳性细胞灰度值

:5-E!H&5I6’?’6*,8@G!"%*()1)?’2’66()+(414&’(*,3*0()+"0&*4%(
#%#a$$

P<:N= ! B’.’@’.
RN@N<+

B@+<O?:;’X-..’<O
RN@N<+

\<:0@:;’X-..’<O
RN@N<+

IO?:;’@-&:C
;’X-..’<O
RN@N<+

IO?:;’@-&:C
@+;=:<@’.
RN@N<+

L:<:0’.
RN@N<+

5-R@<’&@-:0#(

!!YX=+<-;+0@’. $3 !2!724a4734 !2E78$a!376E !8E76EaE7EE2 !#2743a#784 !""76#a47E$ !"4724a4736

!!L:0@<:. "3 238732a$726 !E47$!a!!734 !67#4a4782 !6E7E3aE74E 2!87$3a$7$! 23E73!a878#
5-R@<’&@-:0!3(

!!YX=+<-;+0@’. $3 !3$7##a$763 !!"7EEa$74$ !"!724a!!7"E !8#7$8a4736 !!$7E3a672# !!67E$a!!746

!!L:0@<:. "3 !E"786a"728 !687!#a$7#" 234786a"7$4 !467$#a87#4 !E#766a#7!E 23$7!#a$7""
5-R@<’&@-:0!#(

!!YX=+<-;+0@’. $3 E47$6aE7#" E678!a#7"" !!#72#a876E !2E788a67E4 !337!"a#73! !3#726a47$3

!!L:0@<:. "3 !6$78"a4784 !6"7E6a6726 23#742a472# !48744a"764 !E37$Ea#7"" !E"726a$7#3
L:0R:.-(’@-:0!3(

!!YX=+<-;+0@’. $3 !"$78Ea274E !"67E2a#7"2 !"!764a#7!3 !237"EaE744 !8$7#$a!373E !83738a4744

!!L:0@<:. "3 !427!6a87!8 !63763a!!78E !E47$#a872" !4!73"a47"# !6$733a#74$ !6"7$#a47$3
L:0R:.-(’@-:023(

!!YX=+<-;+0@’. $3 !#E76"a#73! !$372$a67EE !827!4a672! !"E7E#a27E$ !#$746a47!$ !#3766a$7$3

!!L:0@<:. "3 !$E764a$7#2 !4E766a"76" !E272"a!7$6 !$47$8a#7"E !447"4a#78! !427"3a$7#4
L:;=.+@-:0:M&:0R:.-(’@-:0:0+;:0@>

!!YX=+<-;+0@’. $3 !$27$8a"74! !4#732a"74E !43766a"783 !$37!4a$722 !$37E2a"76$ !$37"#a#7#8

!!L:0@<:. "3 !$$74$a47E2 !4#72"a8732 !4"728a$743 !$278#a#7E4 !$"7#8a87"$ !$$763a87!#

!YX=<+RR-:0:MA,BC2-0RN@N<+U’RR-?0-M-&’0@.O>-?>+<-0@>++X=+<-;+0@’.?<:N=@>’0-0@>+&:0@<:.?<:N=’@’..@-;+=:-0@R+X&+=@M:<:0+

;:0@>’M@+<M-X’@-:0#"#373!$7,+’0U>-.+%R-?0-M-&’0@(-MM+<+0&+U’R:9R+<1+(-0A,BC2+X=<+RR-:09+@U++0(-MM+<+0@@-;+=:-0@R#"#373#$

!!A,BC2在实验犬各骨缝各期的表达以腭横缝
为例进行说明)

!!阴性对照组骨缝细胞内未见呈棕色颗粒的

A,BC2的表达#图"%$)

!!牵引#(%骨缝边缘可见增生的*体积变大的成
骨样细胞%骨缝牵开区可见增生活跃的间充质细胞*
成纤维细胞"胶原纤维沿牵引力的方向排列%少量纤
维组织水肿*空泡样变性"血管数量增多%明显扩张"

A,BC2在部分成骨样细胞*成纤维细胞*间充质细
胞内呈弱阳性表达#图"A$)

!!牵引!3(%靠近骨缝边缘的部分胶原纤维束受
应力的牵拉发生部分断裂%成骨样细胞*成纤维细
胞*间充质细胞体积变大%阳性表达强度较牵引#(
时有所增强#图"L$)

!!牵引!#(%大量纤维和细胞增生%并可出现大量

的间充质细胞和成骨细胞相互混杂在一起%部分缝
边缘地区可见数目不等的破骨细胞%A,BC2在骨缝
边缘增生的成骨样细胞*骨缝成纤维细胞*间充质细
胞内均为强阳性表达#图"5$)

!!固定!3(%骨缝内除少量成纤维细胞*间充质细
胞未表达A,BC2%大部分成骨样细胞*成纤维细胞*
间充质细胞内均可见A,BC2阳性表达"骨缝内有大
量新生的血管%成纤维细胞丰富%沿着骨缝缘的骨沉
积持续活跃进行%可见密集的成骨细胞和显著的新
骨基质形成#图"Y*图"\$)

!!固定23(%A,BC2染色较固定!3(有所减弱%
骨缝边缘有明显的骨改建征象%出现骨息止线%缝纤
维密%多数成纤维细胞变成梭形%小血管多#图"P$)

!!去固定!个月%A,BC2在骨缝的表达与正常对
照组基本一致#图"Q$)
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!!面中份缝牵引成骨术是利用机械牵引力牵张处
于生长发育期的上颌骨骨缝%刺激骨缝成骨%使面中
份骨前移%从而矫正青少年的面中部发育不全&!C2’)
该手术主要包括牵引期与固定期两个阶段%其中牵
引期是成骨的关键时期%也是细胞将机械力信号转
化为生物学信号导致一系列细胞分化和增殖的重要

阶段)虽然它的分子生物学机制尚不清楚%但某些
骨生长因子可能对这个过程起重要调控作用)

!!目前认为%骨修复与骨形成的关键是细胞活化和
成骨信号的释放%而A,B正是使间充质细胞向骨细
胞分化的最初的信号分子)A,BR作为WP\C"超家
族的成员%具有诱导未分化间充质细胞向软骨细胞和
成骨细胞的分化进而形成新骨的能力%在骨修复过程
中发挥着重要作用)随着分子生物学的发展和基因
工程技术的运用%至今发现其成份不少于!"种%分别
为A,BC!#C!"%在其家族中A,BC2的诱导成骨作用
最为重要&"C8’%所以本实验以A,BC2为研究对象%观
察其在面中份缝牵引成骨过程中的作用)

!!在实验中我们发现A,BC2在正常生长发育期对
照犬的骨缝中有一定的弱表达%说明它对骨缝的正常
发育起着很重要的作用)骨缝中处于正常发育期的
成骨细胞有产生少量A,BC2%这些因子可与骨缝中的
未分化间充质细胞表面的A,BC2受体相结合%刺激
间充质细胞分化为软骨与成骨细胞%而这些软骨与成
骨细胞又可以分泌A,BC2来刺激间充质细胞的分
化%这样就形成一个正反馈%大量A,BC2在发育期骨

缝中形成%参与到新骨形成与改进过程中%在这个过
程中许多生长因子*激素等因素相互作用%防止出现
骨缝发育异常)有研究证实%不表达A,BC2的间充
质细胞不具有分化的能力%但若对这种细胞加入外源
性的重组A,BC2或将A,BC2导入这种细胞后%可促
进其分化%诱导膜内成骨与软骨内成骨&#’)

!!本实验发现缝牵引成骨与传统的牵引成骨方式
有着明显不同之处%传统的牵引成骨是软骨成骨与膜
内成骨相结合%而本实验通过观察各骨缝成骨情况%
发现在实验犬的整个牵引与固定期各骨缝内均未见

到软骨细胞和软骨成骨的现象%其成骨方式是典型的
膜内成骨%另外发现随着牵引力的增加%除靠近骨缝
边缘的成骨细胞大量增生*个体变大成立方形外%骨
缝中成纤维细胞也大量增生%其胞质内A,BC2强阳
性表达%胶原纤维数量增加%故可认为缝牵引成骨除
存在膜内成骨外%还存在着纤维化骨的现象%这与

V==+<;’0&$’与邹敏等&4’的研究结果基本一致)

!!许多研究证实应力刺激可以增强A,BC2的表
达%牵引产生的张应力是促进生长因子表达以及成
骨的主要因素)邹淑娟等&6’使用自行研制的牵张器

牵引生长期山羊颅骨冠状缝%发现牵引组在缝牵张
结束的第3周和第2周%骨缝组织内间充质样细胞
与成骨细胞中可见A,B强阳性表达%位于骨基质中
的骨细胞也有少量表达"在缝牵张结束第8周%A,B
和表达减弱%阳性信号仍分布于骨缝边缘新生骨小
梁周围的成骨细胞中)邹敏等&4’对兔前颌缝进行牵

张发现%随持续牵引时间增长%骨缝中A,B表达增
加%成骨活动增强%认为牵引力能增加骨生长因子表
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达%调节骨的形成)本实验发现(在牵引期%随着牵
引时间的延长%A,BC2在各骨缝间充质细胞*成骨
细胞内的表达逐渐增强%在牵引末达到最高%在固定
期开始逐渐下降%到去固定!个月时降低到弱水平%
与正常对照差异无统计意义%这说明骨缝新骨的形
成与应力刺激有明显的相关性)在牵引期%当牵张
力作用于骨缝组织时%力可传导至骨缝内的成骨细
胞%激活成骨细胞产生大量A,BC2的能力%最终导
致间充质细胞的分化成骨"在固定期由于牵引力的
减弱%A,BC2逐渐减少%骨缝边缘成骨细胞形成大
量新生骨质%少数成骨细胞遂被包埋于其中形成骨
细胞%所以在固定期可以看到靠近骨缝边缘*骨小梁
边缘的骨细胞内有A,BC2的表达)有的学者认为%
牵引力不是造成A,BC2高表达的唯一因素%还有其
他因素的综合作用)周诺等&E’研究A,BC2在牵引
成骨中的表达%发现在缓慢牵引的过程中牵引区的
组织不仅受到牵引力的作用%还产生了微细的创伤
如血管结构*基质结构的破坏等%从而促进了牵引
区A,BC2的持续高表达%认为牵引成骨不是单一
牵引力作用的结果%有可能还涉及到创伤等因素综
合作用的结果)本实验发现在缝牵引成骨的牵引
期%骨缝内出现了由创伤造成的血管出血*增生%纤
维断裂等现象%增生的血管为牵开区大量新骨形成
提供营养血管网%同时促进间充质细胞*成纤维细
胞*成骨细胞的增殖以及促进胶原纤维的合成%为牵
开区形成稳定的基质支架)故可认为面中份缝牵引
成骨同样是牵引力与创伤等综合因素的结果)

!!牵引期与固定期A,BC2在各骨缝中表达的情况
有所不同%其中牵引期腭横缝*翼上颌缝*冠状缝*颧
颞缝的表达较额颌缝*颧颌缝的表达高%固定期颧颌
缝*额颌缝中A,BC2的表达又较其他骨缝表达高)
可以认为各骨缝受到牵引后成骨时相有所不同%腭横
缝*翼上颌缝*冠状缝*颧颞缝的骨改建要较额颌缝*
颧颌缝早)其原因可能是腭横缝与冠状缝是水平骨
缝%翼上颌缝与颧颞缝基本是垂直骨缝%它们骨缝的
生长方式基本与牵引力的方向一致%故它们对牵引力
的敏感性强"而额颌缝*颧颌缝是斜形骨缝%其骨缝生
长方式与牵引力的方向有一定角度%另外颧颌缝接触
面积又较大%与上面四种骨缝相比对牵引力的敏感性
要弱一些"由于各骨缝对牵引力敏感性的不同可能是
造成A,BC2在各骨缝中表达不同的原因)

!!目前%在临床上用缝牵引成骨治疗面中部发育不
全过程中存在着治疗时间长*术后容易复发等问题)
由本实验可以看出%A,BC2在缝成骨方面起着重要作
用%是否可以在缝牵引过程中加入外源性的A,BC2

来加速新骨的形成%从而缩短治疗时间*降低术后复
发率%这将是以后一个重要的研究方向)沈庆冉等&!3’

利用 ,*LR的成骨潜能及骨缝牵张期能产生A,B的
原理%将,*LR注入牵张开的羊颅骨缝中%发现骨缝
周围的成骨能力*新骨生成数量有明显增加%骨小梁
更为成熟)据此认为通过局部细胞注射%可加快缝牵
张期边缘骨的沉积%促进缝两侧骨质向中间生长%从
而缩短牵张和固定时间)周志迎等&!!’将基因重组人

骨形成蛋白C2与胶原膜复合后覆盖于受扩张力作用
下的顶骨矢状缝上方%可以增强受扩张力作用后顶骨
矢状缝组织的成骨作用%在一定程度上降低扩张后的
复发率%表明在牵引成骨过程中的固定早期局部应用
外源性A,B可促进新骨的生成)

!!综上所述%在缝牵引成骨矫正面中部发育不全
过程中%外部的牵张力与内部的创伤导致上颌复合
体各骨缝内A,BC2的表达增强%这反映了A,BC2
在上颌骨缝的改建中起着重要作用%研究它在犬牵
引过程中各个骨缝中的表达情况%对于临床如何更
好地开展这门技术具有重要的指导意义)
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