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PRF 对下颌骨牵引成骨区骨保护素表达的影响 *
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摘要 ：目的  探讨富血小板纤维蛋白（PRF）对牵引成骨（DO）区骨保护素（OPG）表达的影响。 

方法  将 25 只大耳白兔随机分 5 组，分别行双侧下颌骨皮质骨切开术，一侧下颌骨牵引间隙放置 PRF 膜，作

为实验组，对侧作为对照组，分别于牵引稳定期 1、3、7、14 和 28 d 各处死一组动物，将下颌骨 DO 区骨块

制成脱钙石蜡切片，进行苏木精 - 伊红染色及 OPG 免疫组织化学染色，细胞图像分析仪测量牵引间隙处骨

痂 OPG 表达情况。结果  下颌骨牵引处形成新生骨，免疫组织化学 OPG 染色主要表达在成骨细胞的胞浆中。

实验组与对照组在稳定期 1、3、7、14 和 28 d 的 OPG 阳性表达细胞数比较，差异有统计学意义（P  <0.05）。

结论  PRF 能促进兔下颌骨 DO 区新骨的生成，OPG 可能在 DO 过程的早期调控组织细胞应力信号传递，发

挥成骨作用。
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Effect of platelet-rich fibrin on distraction osteogenesis and 
osteoprotegerin expression*

Ying Fu, Qing-wen Dong, Xin Li , Zhi-ying Wang, Wang-han Xu
(The Second Affiliated Hospital of Jinzhou Medical University, Jinzhou, Liaoning 121000, China)

Abstract:  Objective  To investigate the effect of platelet-rich fibrin (PRF) on mandibular osteogenesis and  

the expression of osteoprotegerin (OPG) in the period of distraction osteogenesis.  Methods  Twenty-five mature 

rabbits were randomly divided into five groups, bilateral mandibular osteotomies were performed in the rabbits. 

PRF was implanted in one side of the mandible as experimental group. The other side of madible was taken as 

control group. The rabbits were sacrificed and the distracted calluses were harvested and processed for HE and OPG 

immunohistochemical staining on the 1st, 3th, 7th, 14th and 28th day after the end of distraction. The expression of 

OPG in the calluses was analyzed by cell digital imaging soft-ware.  Results  The regenerated bone was found in the 

distraction gap after mandibular lengthening, OPG was co-localized in cytoplasm of osteoblasts and newly-embedded 

osteocytes. Compared with the control group, the OPG-positive cell number was statistically different in the 

experimental group on the 1st, 3th, 7th, 14th and 28th day after distraction (P  < 0.05).  Conclusions  Our preliminary 

result demonstrated that PRF increases new bone formation and has a positive effect on early bone healing. OPG may 

play important roles at the early stage of mandibular distraction. 
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牵引成骨（distraction osteogenesis，DO）虽然已

广泛应用，但是仍存在治疗周期较长、局部易感染

不易愈合等缺点。富血小板纤维蛋白（platelet-rich 

fibrin，PRF）是一种自体静脉血经离心后的蛋白凝块，

能诱导组织再生和促进愈合 [1]，推测可能促进 DO 新

骨形成，缩短治疗周期。在新骨的形成中，骨保护素

（Osteoprotegerin，OPG）能间接抑制破骨细胞的分化、

成熟，促进新骨形成 [2]。因此 , 本研究通过兔下颌骨

DO 模型，探讨在 DO 局部应用 PRF 膜的作用及 OPG

的表达，为促进新骨的形成提供依据。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

北京大学王兴教授设计的外置式下颌骨纯钛牵

引器由西安中邦公司制作。牵引杆每旋转 1 周，牵

引器两固定臂间隙增大 0.4 mm。高速离心机（KLG，

Osterrode，德国 Sigma 公司）、齿科低速手机、操作台、

器械及麻醉药由辽宁医学院科学实验中心提供，OPG

的 SABC 免疫组织化学法试剂盒（北京中杉金桥）。

1.2    仪器与设备

组 织 切 片 机（ 德 国 Leica 公 司，Leita1512），

Vixwin2000 图像分析系统（美国 Display 公司），万能

显微镜照相机（日本 Olympus 公司），CIAS-1000 细胞

图像分析仪（北京大恒公司）。

1.3    方法

1.3.1      PRF 膜的制备     在无菌条件下，每只大耳

白兔抽取静脉血 5 ml，先后 2400 r/min 离心 10 min，

3 600 r/min 离心 15 min，静置后取出纤维蛋白凝块，

即 PRF 膜 [3]，放入 -70℃冰箱标号备用。

1.3.2    实验动物和分组    日本大耳白兔 25 只，体重

2.0 ～ 2.5 kg 购自辽宁医学院实验动物中心。在安静、

温暖、避强光的环境中适应性圈养 1 周，随机分为 5 组，

每组 5 只。复制双侧下颌骨 DO 动物模型，一侧牵引

间隙处放置 PRF 膜，作为实验组，对侧为对照组，分

别于牵引稳定期 1、3、7、14 和 28 d 处死。

1.3.3      下颌骨 DO 动物模型的复制     实验动物按

2.5 mg/kg 经耳缘静脉注射 10% 平衡液全身麻醉后，

在每只动物一侧下颌骨磨牙前部行骨切开术，安放牵

引器，并于间隙处放置 PRF 膜 ；另一侧下颌骨磨牙前

部行骨切开术并安放牵引器作为对照组，骨膜复位缝

合，分层缝合肌肉、皮肤，牵引器加力杆端暴露于口外，

间歇期 5 d 后，用牵引器按 0.8 mm/d（2 次 /d，0.4 mm/

次，间隔 12 h）的速度缓慢延长下颌骨。连续牵引

5 d，共延长下颌骨 4 mm 后固定牵引器，进入稳定期。

1.3.4    光镜标本的制备与染色    分别于稳定期第 1、

3、7、14 和 28 d 处死 1 组动物，将下颌骨修剪成以

DO 区为中心的 12 mm 长组织块，放入 4℃、4% 中性

甲醛溶液中固定 24 h。0.5 mol/L EDTA 脱钙，乙醇梯

度脱水，透明，包埋，制成 5μm 厚切片，苏木精 - 伊

红染色法（hematoxylin-eosin staining，HE）染色，光

镜下观察。

1.3.5      免疫组织化学法    兔下颌骨 DO 区标本放入

4℃、4% 中性甲醛溶液固定 24 h，0.5 mol/L EDTA 脱

钙后，流水冲洗过夜，脱水，石蜡包埋，制成 5μm

厚切片。切片于 60℃烘烤 30 min，脱蜡至水，10%

过 氧 化 氢 液 室 温 5 ～ 10 min，0.02 mol/L PBS 洗 3

次，5 min/ 次，切片浸入 0.01 mol/L 枸橼酸钠缓冲液

（pH=6.0）微波修复抗原，滴加 1 ∶ 100 稀释的一抗

OPG 抗体，4℃孵育过夜 ；滴加生物素化二抗，37℃

水浴 30 min，0.02 mol/L PBS 洗 3 次，5 min/ 次，滴加

SABC 于湿盒中 37℃水浴 30 min，0.02 mol/L PBS 洗 3

次，5 min/ 次，DAB 显色，取 1 ml 蒸馏水，加试剂盒

中试剂，混匀后加到载玻片上，室温显色，镜下控制

反应时间，蒸馏水终止反应，苏木精复染胞核，脱水，

透明，封片，镜下观察。PBS 代替一抗作为阴性对照。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，用重复测量设计的方差

分析，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    大体观察

实验动物下颌骨均被成功延长，术后 7 d 内咀嚼

功能稍有障碍，不影响健康和基本活动。牵引器固定

稳定，周围无严重并发感染。取材时发现个别实验动

物中切牙明显偏斜。

2.2    光镜观察 HE 染色

2.2.1    稳定期1 d    两组见紊乱排列的纤维结缔组织，

有大量增殖的成骨样细胞。

2.2.2    稳定期 3 d    两组间隙内纤维结缔组织沿牵引

方向呈条束样，实验组纤维结缔组织更密集。见图 1。

2.2.3    稳定期 7 d    对照组胶原纤维束增多密集，沿
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牵引力方向有序排列。实验组于交界处有稀少的骨小

梁。见图 2。

2.2.4    稳定期 14 d    对照组出现幼稚骨小梁，成骨细

胞排列在其周围并大量增生。实验组骨小梁增多，稀

疏且不规则。见图 3。

2.2.5    稳定期 28 d    对照组骨小梁稀疏，分散，不连

接，排列于骨断开方向。实验组骨小梁有序，连接紧密，

成骨细胞在骨小梁周围整齐排列。见图 4。

2.3    免疫组织化学法染色结果

2.3.1    稳定期 1 d    两组 DO 区见大量增殖的间充质

细胞，新骨生成区 OPG 阳性表达，主要集中在间充质

细胞的胞浆中。实验组增殖的细胞更明显，OPG 表达

更多。见图 5。

2.3.2    稳定期 3 d    对照组 DO 区新骨 OPG 在大量增

殖的间充质细胞、成纤维细胞和成骨细胞中表达。实

验组纤维束密集，OPG 表达于沿牵引力方向排列的成

纤维细胞的胞浆中。见图 6。

2.3.3    稳定期 7 d    对照组沿牵引力方向的成骨细胞

胞浆中有 OPG 的表达。实验组在切开边缘的新生骨

小梁周围有表达。见图 7。

2.3.4    稳定期 14 d    对照组 OPG 表达于排列在少量

骨小梁表面的成骨细胞胞浆中。实验组 OPG 表达于

增多的骨小梁周围的成骨细胞的胞浆中。见图 8。

2.3.5    稳定期 28 d    两组新骨形成区，OPG 表达于骨

小梁周围的成骨细胞胞浆中。见图 9。

2.4    OPG 阳性表达细胞数比较

两组在牵引稳定期 1、3、7、14 和 28 d 的 DO 区

OPG 阳性表达细胞数比较，采用重复测量设计的方差

分析，结果 ：①不同时间点 OPG 阳性表达细胞数有差

异（F  =124.679，P  =0.000）。②实验组与对照组 OPG

阳性表达细胞数有差别（F  =3.650，P  =0.015），实验

组较对照组在 DO 区 OPG 阳性表达细胞数高，能较好

地促进兔下颌骨 DO 区新骨的生成。③实验组和对照

组 OPG 阳性表达细胞数变化趋势有差别（F =119.093，

P =0.000）。见图 10 和表 1。

2.5    OPG 阳性表达面积比较

两 组 在 牵 引 稳 定 期 1、3、7、14 和 28 d 的 DO

区 OPG 阳性表达面积比较，采用重复测量设计的方差

分析，结果 ：①不同时间点 OPG 阳性表达面积有差异

（F =58.365，P =0.000）；②实验组与对照组 OPG 阳性

表达面积有差异（F =73.215，P =0.000），实验组较对

照组高。③实验组与对照组 OPG 阳性表达面积变化

趋势无差异（F =0.111，P =0.978）。见表 2。

对照组                                           实验组

图 1    稳定期 3 d 两组纤维结缔组织排列情况 

（HE 染色 ×100）

图 3    稳定期 14 d 两组骨小梁形成情况 

（HE 染色 ×100）

对照组                                           实验组

图 2    稳定期 7 d 两组纤维组织及骨小梁排列情况 

（HE 染色 ×100）

对照组                                           实验组

图 4    稳定期 28 d 两组骨小梁形成情况 

（HE 染色 ×100）

对照组                                           实验组
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图 7    稳定期 7d 两组 OPG 在成骨细胞胞浆中呈阳性表达 

（免疫组织化学法 ×400）

表 1    两组各时间 OPG 阳性表达细胞数比较    （n =25，个，x±s）

组别 稳定期 1 d 稳定期 3 d 稳定期 7 d 稳定期 14 d 稳定期 28 d

对照组 11.000±1.000 7.600±1.140 5.600±1.140 2.800±0.837 1.800±0.836

实验组 14.600±0.894 11 600±1.140 10.000±1.871 5.200±1.304 2.600±1.140

表 2    两组各时间 OPG 阳性表达面积比较    （n =25，μm2，x±s）

组别 稳定期 1 d 稳定期 3 d 稳定期 7 d 稳定期 14 d 稳定期 28 d

对照组 0.219±0.046 0.168±0.026 0.120±0.026 0.074±0.019 0.044±0.025

实验组 0.335±0.026 0.278±0.045 0.224±0.036 0.174±0.038 0.146±0.036

图 5    稳定期 1 d 两组 OPG 在间充质细胞的胞浆中呈阳性

表达    （免疫组织化学法 ×400）

对照组                                           实验组

图 8    稳定期 14 d 两组 OPG 在成骨细胞胞浆中呈阳性 

表达    （免疫组织化学法 ×400）

对照组                                           实验组

图 6  稳定期 3 d 两组 OPG 在成纤维细胞和成骨细胞中 

表达    （免疫组织化学法 ×400）

对照组                                           实验组

图 9    稳定期 28 d 两组 OPG 在少量骨小梁表面成骨细胞

中表达    （免疫组织化学法 ×400）

对照组                                           实验组

对照组                                           实验组

对照组
实验组

1            2             3            4            5

14
12
10

8
6
4
2
0

O
PG

阳
性
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达

细
胞

数

1：稳定期第 1 天；2：稳定期第 3 天；3：稳定期第 7 天；4：
稳定期第 14 天；5：稳定期第 28 天

图 10    两组 OPG 阳性表达细胞数不同时间点变化趋势
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3    讨论

DO 技术已广泛应用于颅颌面外科领域，并取得

较好的效果，但还有一定的局限性，尤其治疗过程偏

长，患者携带牵引器不方便，影响美观和生活质量。

随着该技术的发展，如何缩短治疗过程且保持 DO 的

效果，是该领域研究的重点问题。以往的研究中，许

多生长因子，如骨形态发生蛋白、成纤维细胞生长

因子、血小板衍生生长因子（platelet-derived growth 

factor，PDGF）、 血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子（vascular 

endothelial growth factor，VEGF）、 转 化 生 长 因 子 β

（transforming growth factor-beta，TGF-β）及胰岛素样

生长因子（insulin-like growth factor，IGF）等都能促

进成骨细胞的增殖、分化，从而加速新骨的形成与重

建，而哪些骨修复材料或生物材料能具备以上多种因

子促进骨生长的特性呢？近几年外科和种植方面研究

较多的是富血小板血浆（platelet-rich plasma，PRP）

和 PRF，而 PRF 膜是区别于传统 PRP 的新一代血小

板浓缩物，富含血小板、白细胞、多种生长因子和细

胞因子。有研究表明，其能使成骨细胞增殖、分化，

促进骨组织的修复愈合 [4-6]。本实验 HE 染色结果提示，

实验组在牵引间隙处加入 PRF 膜，新骨生成区的骨痂

质量高于对照组，PRF 膜能加速骨的愈合与修复。由

于 PRF 膜中的血小板能释放 PDGF、VEGF、TGF-β

及 IGF 等，其对细胞的分化、血管增生和成骨细胞的

增殖起促进作用，同时还能抑制破骨细胞的功能。这

些因子有着天然的比例，具有协同效应并相互作用，

共同维持着组织环境的平衡，对骨再生、愈合发挥重

要的作用。

骨的愈合与修复需要多种细胞因子的相互作

用。有研究显示，PRF 能调节 VEGF、BMP-2、OPG、

TGF-β1 等多种生长因子 [7]。其中 OPG 和 RANKL 为

骨的关键调控分子，在骨改建过程中，OPG 具有抑制

破骨细胞的增殖、分化、活化成熟及诱导破骨细胞的

凋亡的功能，能通过与 RANK 结合，抑制 RANKL 与

RANK 的结合，从而抑制破骨细胞的形成、分化，进

而阻止骨的吸收 [2]。OPG 在 DO 过程中间隙处的表达

与骨折断端愈处的表达具有相似性。KON 等 [8] 在鼠

骨折后愈合过程中 OPG 表达的研究中发现，OPG 在

骨折后的 1 周内表达较高，以后逐渐下降，4 周后恢

复正常。国内祝为桥等 [9] 在大鼠的下颌 DO 区新骨形

成的研究中发现，OPG 和 RANKL 在早期表达明显，

以后逐渐下降。LI 等 [10] 用原位杂交方法在对兔子的

DO 过程中 OPG/RANKL/RANK 的研究中发现，OPG/

RANKL 比率对于骨的修复与生成起着重要作用。本

实验的免疫组织化学法研究发现，OPG 主要表达于新

生骨痂组织中的成纤维细胞及增殖活跃的成骨细胞

中。两组在稳定期 1、3、7、14 和 28 d 的 OPG 阳性

表达细胞数有差异，且在稳定期 1、3 和 7 d，牵引间

隙处组织中 OPG 表达水平较高 ；随着时间的延长，在

牵引稳定期 14 d，新生骨组织逐渐成熟，成骨细胞埋

入骨基质中，OPG 表达水平降低 ；到稳定期 28 d，新

生骨小梁逐渐成熟、稳定，OPG 在成骨细胞中仅有微

弱的表达。在稳定期 1、3 和 7 d，由于成纤维细胞与

成骨细胞等大量增殖，在其胞浆中大量表达 OPG，实

验组与对照组的 OPG 阳性表达细胞数有差异。随着

细胞增殖的逐渐减弱，成骨细胞表达 OPG 逐渐减弱，

到稳定后期，实验组新生骨痂处成骨细胞趋于稳定。

DO 间隙的愈合与成骨细胞、破骨细胞关系密切，

PRF 与牵引应力同时作用于成骨细胞，新骨生成受牵

引信号和 PRF 两方面的调控。牵引力的施加对周围

组织有一定的刺激，引起局部生长因子的释放，本实

验前期基础研究显示，在牵引早期能促进 OPG 及其配

体在 DO 区域的表达 [11-12]。在本研究中，将 PRF 膜植

入 DO 区，稳定早期，牵引间隙处覆盖 PRF 膜后，其

表面形成纤维蛋白网络结构，期间有许多小孔，为大

量增殖的成骨细胞等提供一定的增殖分化空间，并为

骨断端的愈合搭建支架，促进牵引间隙处局部 OPG 浓

度的增高。然后，局部高浓度的 OPG 与 RANKL 相结

合，从而阻断 RANKL 与 RANK 的结合，促进骨合成

代谢，增加骨小梁和骨密度表面新骨沉积，阻止牵引

间隙的骨吸收，增加骨的厚度与强度。本实验的免疫

组织化学法分析 OPG 发现，实验组在稳定期 1、3 和

7 d，OPG 在增殖活跃的成纤维细胞和成骨细胞呈阳性

高表达，随着时间延长至稳定期 14 d，成骨细胞等增

殖逐渐减弱，OPG 表达呈下降趋势 ；稳定期 28 d，牵

引间隙处的成骨细胞不再大量增殖，趋于稳定或减少，

出现破骨细胞，在这一时期主要表现为是骨的改建与

再塑形，以骨吸收为主，从而保持动态的平衡关系。

此时，HE 染色发现，骨小梁周围出现细胞核较大、胞

浆少的大量成骨细胞，成行或复层排列，与李绍兰等 [13]

的研究一致。

本实验结果显示，局部应用 PRF 膜可以促进成

骨细胞的增殖，能提高下颌骨新骨生成的速度和质量，

而且 PRF 可增加局部 OPG 在稳定期早期的表达，在
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新生骨痂成熟后 OPG 的表达逐渐减弱。提示 OPG 可

能在 PRF 促进下颌 DO 的新骨生成中有重要的作用，

为加快新骨的形成，缩短 DO 的治疗周期，减少并发症，

以及临床的应用提供实验依据。
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