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【摘要】 目的 探讨改良型富血小板纤维蛋白（advanced platelet⁃rich fibrin，A⁃PRF）与β⁃磷酸三钙（β⁃tricalcium
phosphate，β⁃TCP）构成比例对兔股骨缺损模型骨形成的作用及机制，为临床治疗骨缺损提供新思路。方法

24只新西兰大白兔构建骨缺损模型并分为模型组、1∶1复合物组（A⁃PRF∶β⁃TCP=1∶1）、2∶1复合物组（A⁃PRF∶
β⁃TCP=2∶1）与 4∶1复合物组（A⁃PRF∶β⁃TCP=4∶1），每组 6只。复合物组在骨缺损处填充复合材料，模型组不

充填材料，8周后安乐法处死动物采标本。采用micro⁃CT测定股骨缺损区新生骨的骨密度（bone mineral densi⁃
ty，BMD）、骨体积分数（bone volume fraction，BV/TV）、骨小梁厚度（trabecular thickness，Tb.Th）、骨小梁分离度

（trabecular separation/spacing，Tb.Sp）。HE染色观察新骨及新生血管形成情况；扫描电镜观察新生骨组织的形

态变化；酶联免疫法检测新生股骨组织中磷酸化丝裂原活化蛋白激酶 p38（phospho⁃p38 mitogen activated pro⁃
tein kinase，p⁃p38MAPK）、CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白（CCAAT/enhancer⁃binding protein homologous pro⁃
tein，CHOP）、磷酸化含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（phospho⁃cysteine aspartic protease⁃3，p⁃Caspase3）含

量；实时定量 PCR检测新生骨组织中骨保护素（osteoprotegerin，OPG）、骨形态发生蛋白⁃2（bone morphogenetic
protein⁃2，BMP⁃2）、核因子 κ⁃B 配体受体致活剂（receptor activator of nuclear factor kappa⁃B ligand，RANKL）、

p38MAPK的mRNA表达量；免疫组织化学法观察新生骨组织中OPG、BMP⁃2、RANKL、p⁃p38MAPK、p⁃Caspase3
蛋白表达情况；荧光 Tunel染色观察新生股骨组织中细胞凋亡情况。结果 模型组股骨缺损区域骨形成缓

慢，成骨质量差。与模型组相比，复合物组动物股骨缺损区域成骨情况良好，BMD、BV.TV、Tb.Th、Tb.N升高，

Tb.Sp下降，新生股骨组织中见新生毛细血管形成；p⁃p38MAPK、CHOP、p⁃Caspase3蛋白表达降低，OPG、BMP⁃2
的mRNA与蛋白表达升高，RANKL与 p38MAPK的mRNA表达降低（P＜0.05）；各组新生骨组织中的凋亡检测

表明 2:1复合物组样本中细胞凋亡率最低（P＜0.05）；A⁃PRF∶β⁃TCP=2∶1的配比成骨效果最佳。结论 由A⁃
PRF与β⁃TCP组成复合物能促进OPG表达，抑制RANKL表达和 p38MAPK磷酸化，减少新生骨组织细胞凋亡，

促进成骨分化。
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【Abstract】 Objective To investigate the role and mechanism of bone formation caused by the ratio of advanced
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platelet⁃rich fibrin (A⁃PRF) and β⁃tricalcium phosphate (β⁃TCP) in rabbit femur defect model, which provides a new
idea for clinical treatment of bone defect. Methods Twenty⁃four New Zealand white rabbits were divided into model
group, 1∶1 complex group (A⁃PRF∶β⁃TCP=1∶1), 2∶1 complex group (A⁃PRF∶β⁃ TCP=2∶1) and 4∶1 complex group (A
⁃PRF∶β⁃ TCP=4∶1）, with 6 rabbits in each group. Femoral defect models were constructed in each group. In the com⁃
posite group, the bone defect was filled with composite material, while in the model group, no material was filled. After
8 weeks, the animals were euthanized and specimens were collected. Bone mineral density (BMD), bone volume fraction
(BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular separation (Tb.SP) and trabecular number (Tb.N) in femoral defect tis⁃
sue were measured by micro ⁃CT and photographed. Hematoxylin ⁃ eosin staining was used to detect the pathological
changes of new bone tissue. The morphological changes of the new bone tissue were observed by scanning electron mi⁃
croscopy. Determination of phospho⁃mitogen activated protein kinase p38 (p⁃p38MAPK), CCAAT/enhancer binding pro⁃
tein homologous protein (CHOP) and phospho⁃cysteine aspartic protease⁃3 (p⁃Caspase3) in newborn femur by ELISA.
The mRNA expressions of osteoprotegerin (OPG), bone morphogenetic protein⁃2 (BMP⁃2), receptor activator of nuclear
factor kappa⁃B ligand (RANKL) and p38MAPK were detected by real⁃time quantitative PCR. The expression of OPG,
BMP⁃2, RANKL, p⁃p38MAPK and p⁃Caspase3 protein in the new bone tissue was observed by immunohistochemistry.
Results In the model group, bone formation in the femoral defect area was slow and osteogenic quality was poor. Com⁃
pared with the model group, the bone formation and neocapillaries of femoral defect area in the complex group was
good, BMD, BV.TV, Tb.Th, Tb.N were increased, and Tb.Sp were decreased, the expressions of p⁃p38MAPK, CHOP
and p⁃Caspase3 were decreased, and the mRNA and protein expressions of OPG and BMP⁃2 were increased. The mRNA
expression of RANKL and p38MAPK was decreased. Apoptosis in new bone tissue of each group showed the lowest
apoptosis rate in samples of the 2∶1 complex group (P＜0.05); A⁃PRF: β⁃TCP=2∶1 ratio has the best osteogenic effect.
Conclusion The complex composed of A⁃PRF and β⁃TCP can promote the expression of OPG, inhibit the expression
of RANKL and phosphorylation of p38MAPK, reduce the apoptosis of new bone tissue cells, and promote osteogenic dif⁃
ferentiation.
【Key words】 advanced platelet⁃rich fibrin; β⁃tricalcium phosphate; bone defect; osteogenic differentiation; mitogen⁃
activated protein kinase p38; CCAAT/enhancer⁃binding protein homologous protein; cysteine aspartic protease⁃3；os⁃
teoprotegerin; bone morphogenetic protein⁃2; receptor activator ofnuclear factor kappa⁃B ligand
J Prev Treat Stomatol Dis, 2023, 31(4): 237⁃244.
【Competing interests】 The authors declare no competing interests.
This study was supported by the grants from the Project of Science and Technology Department of Sichuan Provincial
(No. 23ZDYF2009) and Health and Family Planning Commission of Sichuan Province(No. 17ZD027), Science and Tech⁃
nology Project of Ziyang (No. Zykjjsc20⁃yyjc⁃2020⁃09).

在现有的治疗骨缺损技术中，引导骨再生技

术已经被广泛运用［1］，但该技术使用的骨代替材料

只有引导成骨的作用，且手术后恢复时间较长，使

用的骨材料成本较高，严重影响了骨缺损修复的

效果，增加患处炎症免疫反应和感染的风险［2］，因

此寻求一种安全可靠、成本低、生物活性好的骨再

生材料一直是骨缺损技术研究的重点。

改良型富血小板纤维蛋白（advanced platelet⁃
rich fibrin，A⁃PRF）被证实可促进软硬组织的愈合

及再生，并能有效应用于口腔颌面外科、整形外

科、运动医学、牙周病学等多方面［3⁃4］。临床研究证

实A⁃PRF可作为生物活性材料单独或结合其他骨

移植材料促进骨再生。β⁃磷酸三钙（β⁃tricalcium
phosphate，β⁃TCP）具有良好的生物相容性、骨引导

性及生物降解性能，临床上主要应用作为支架材

料引导骨再生，如牙槽嵴裂骨缺损修复、位点保

存、种植术区缺损修复，或者联合其他材料诱导骨

再生，均取得良好的骨再生效果。本实验拟通过

新西兰兔股骨缺损模型进一步探讨 A⁃PRF 与 β⁃
TCP复合物诱导成骨的作用与可能涉及的机制，为

临床应用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

取清洁级新西兰大白兔 24只，雄性，5 ~ 6月

龄，体质量 3 ~ 3.5 kg，购自成都达硕实验动物有限

公司，生产许可证号：SCXK（川）2020⁃030。本实验

经四川大学华西医院动物伦理委员会审批通过

（20220916006）。
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A cylindrical bone defect with a di⁃
ameter of 6 mm and a depth of 8
mm was prepared with an annular
hollow bone drill. At 6 mm from
the center of the bone defect, a tita⁃
nium nail with a diameter of 2 mm
was inserted symmetrically to the

left and right sides for positioning. In the complex group, the bone defect area was filled with 0.5 mL complex. a: femoral tissue was exposed and
titanium nails were inserted to create bone defects; b: filling the bone defect with a compound; c: the wound was sutured and disinfected with io⁃
dine tincture

Figure 1 Construction of rabbit femoral defect model
图 1 构建兔股骨缺损模型

a b c

1.2 试剂与仪器

A⁃PRF 在华西医院动物实验室提取，β⁃TCP
（奥林巴斯泰尔茂生物材料株式会社，日本）；二甲

苯（天津致远化学试剂有限公司，中国）；DAB试剂

盒（北京中杉金桥生物有限公司，中国）；RNA提取

试剂盒（合肥博美生物科技有限公司，中国）；RNA
逆转录试剂盒（宝日医生物技术有限公司，中国）；

RT⁃PCR 试剂盒（宝日医生物技术有限公司，中

国）；荧光 TUNEL检测试剂盒（赛默飞世尔科技有

限公司，中国）；骨保护素（osteoprotegerin，OPG）（艾

博抗贸易有限公司，中国）；人核因子 κB受体活化

因子配体（receptor activator of nuclear factor kappa⁃
B ligand，RANKL）（艾博抗贸易有限公司，中国）；

骨形态发生蛋白 ⁃2（bone morphogenetic protein⁃2，
BMP⁃2）（艾博抗贸易有限公司，中国）；磷酸化含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（phospho⁃cysteine
aspartic protease⁃3，p⁃Caspase3）（艾博抗贸易有限公

司，中国）；磷酸化⁃丝裂原活化蛋白激酶 p38（phos⁃
pho⁃mitogen⁃activated protein kinase p38，p⁃p38MAPK）
抗体（CST公司，美国）；二抗工作液（北京中杉金桥

生物有限公司，中国）。Micro⁃CT（SkyScan 1276，

Bruker，德国）；实时荧光定量仪（PIKORed 96，Ther⁃
mo，美国）；酶标仪（Multiskan Sky，Thermo，美国）；

热 循 环 仪（TCA0096，Thermo，美 国）；显 微 镜

（CX33，Olympus，日本），扫描电镜（S⁃4800，日立，

日本）。

1.3 实验分组与方法

1.3.1 构建兔股骨缺损模型与分组 24只新西兰

大白兔分为 4组：模型组、1∶1复合物组（A⁃PRF∶β⁃
TCP=1∶1）、2∶1复合物组（A⁃PRF∶β⁃TCP=2∶1）与

4∶1复合物组（A⁃PRF∶β⁃TCP=4∶1）。各组动物耳

缘静脉注射 3%戊巴比妥钠溶液（1 mL/kg）进行麻

醉，自双后肢膝关节外侧距前缘 1.0 ~ 1.5 cm处，平

行前缘作一长约 5 cm弧形切口；逐层分离暴露股

骨外侧髁，用骨钻制备直径为 6 mm、深 8 mm的圆

柱形骨全层缺损。于距离骨缺损中央 6 mm处，左

右对称各旋入1枚直径为2 mm的钛钉进行定位（图

1）。模型组不作处理，复合物组在骨缺损区域填

充 0.5 mL复合物，所有动物均用医用胶原修复膜覆

盖，术后3 d内每天肌肉注射青霉素钠80万U。术后

8周安乐法处死动物，收集股骨组织进行后续指标

检测。

1.3.2 Micro⁃CT扫描分析股骨缺损情况 使用动

物Micro⁃CT扫描分析仪测定新生股骨组织中骨密

度（bone mineral density，BMD）、骨体积分数（bone
volume fraction，BV/TV）、骨 小 梁 厚 度（trabecular
thickness，Tb.Th）、骨小梁分离度（trabecular separa⁃
tion/spacing，Tb.Sp）、骨小梁数量（trabecular num⁃
ber，Tb.N），扫描条件：扫描高度1.5 cm，层距19 μm，

跨越780～800层，曝光时间1 800 ms，管电压80 kV，

管电流 500 μA。

1.3.3 组织病理学检测 将各组动物的新生股骨

组织在 4%多聚甲醛中固定 24 h以上，依次进行脱

钙、脱水处理，制作石蜡切片，最后使用苏木精⁃伊
红染色法（HE染色）进行染色，观察新生骨组织中

血管形成情况与病变情况。

1.3.4 扫描电镜观察组织形态 将各组动物新生

股骨组织制备成扫描电镜样本，使用扫描电镜观

察组织中骨形态结构、胶原纤维、成骨细胞附着等

情况。

1.3.5 酶联免疫法检测新生股骨组织中p⁃p38MAPK、
CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白（CCAAT/enhanc⁃
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er⁃binding protein homologous protein，CHOP）、p⁃Cas⁃
pase3的含量 将收集的各组动物新生股骨组织置

于液氮中研磨，制成组织匀浆，4 000 r/min离心 10
min收集上清液，按 ELISA检测试剂盒说明书操作

测 定 组 织 中 p ⁃ p38MAPK、CHOP、p ⁃ caspase3 的

含量。

1.3.6 免疫组织化学观察成骨相关蛋白表达 将

1.3.3中制成的石蜡切片脱蜡至水，然后将切片置

于二甲苯中 3 次，每次 15 min，置于无水乙醇中

2 次，每次5 min，再分别置于85%（v/v）、75%（v/v）乙

醇溶液中 5 min，最后用蒸馏水清洗。将处理好的

切片浸入柠檬酸盐缓冲液（pH=6.0），微波炉高火

加热 10 min，停火 8 min，中高火再加热 10 min；冷
却后，使用 PBS清洗 3次，每次 5 min，在 3%双氧水

中室温静置 10 min，取出使用 PBS清洗 3次，每次

5 min；滴加山羊血清封闭液，室温封闭 20 min，然
后滴加一抗（1∶100），4 ℃孵育过夜；PBS洗 3次，每

次 5 min；滴加二抗，37 ℃室温孵育 30 min，使用

PBS清洗 3次，每次 5 min；孵育完成后将新鲜配置

的DAB显色液滴加到组织上，室温显色，在显微镜

观察下控制显色时间，当颜色为棕黄色时，蒸馏水

洗涤终止显色；加入苏木素复染 3 min，清水返蓝后

流水冲洗；最后将切片依次置于 75%乙醇、85%乙

醇、95%乙醇、无水乙醇、二甲苯中浸泡 10 min，中
性树胶封片。使用显微摄像系统对切片进行图像

采集，每例样本在 400倍下分别采集 3个视野进行

拍照，计算每张图像的平均光密度，使用 3张图像

的平均光密度再计算每例样本的平均光密度，观

察新生骨组织中OPG、BMP⁃2、RANKL、p⁃p38MAPK
与 p⁃Caspase3蛋白表达情况。

1.3.7 荧光 TUNEL染色观察新生股骨组织细胞凋

亡情况 收集各组动物新生骨痂组织，放入 4%多

聚甲醇中固定过夜，制备石蜡切片。用 TUNEL荧

光试剂盒染色，观察新生骨组织细胞凋亡情况。

1.3.8 RT⁃qPCR 将收集的各组动物新生股骨组

织置于液氮中研磨，按RNA提取试剂盒与RNA逆

转录试剂盒说明书进行总RNA提取与 cDNA逆转

录，然后使用 RT⁃PCR仪扩增，最后计算各组样本

的 CT 值，通过计算 2- △ △ CT 值反映 OPG、BMP⁃2、
RANKL、p38MAPK基因的相对表达水平。引物序

列：OPG：F：5’⁃GGACCATGCAGGAAACCCTT⁃3’，
R：5’⁃CCTGTGCTTCACACAGAACTC⁃3’；BMP⁃2：F：
5’⁃ TTGGTCACGATGGGAAGGGG⁃ 3’，R：5’⁃ TGT⁃
GCTAACGACACCCACAA ⁃ 3’；RANKL：F：5’⁃ TC⁃
GACTCTGGAGAGCGAAGA ⁃ 3’，R：5’⁃ GAGCCAC⁃
GAACCTTCCATCA ⁃ 3’；p38MAPK：F：5’⁃ GAGAG⁃
GCAGACGCTAAGCAG⁃3’，R：5’⁃GGCGATTCTCT⁃
CACTGAGCC ⁃ 3’；GAPDH：5’⁃ ACGACCACTTCG⁃
GCATTGTG⁃3’，R：5’⁃CAGTGAGTTTCCCGTTCAGC
⁃3’。所有引物均由生工生物工程（上海）股份有限

公司生产提供。

1.4 统计学分析

使用 SPSS 25.0进行数据分析，计量资料用均

值 ± 标准差表示。组间比较采用单因素方差分

析，进一步组内两两比较采用LSD⁃t检验。P＜0.05
表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同比例的A⁃PRF与β⁃TCP复合物对兔股骨

缺损的修复效果

Micro⁃CT检测骨组织发现，与模型组相比，各

复合物组动物股骨组织中BMD含量、BV/TV比例、

Tb.Th与Tb.N均升高，Tb.Sp降低（P＜0.05），见表 1。
模型组动物骨小梁间髓腔较大，新生骨小梁较少，

表 1 不同比例的富血小板纤维蛋白/β⁃三磷酸钙复合物组新生骨指标比较

Table 1 Comparison of new bone index between advanced platelet⁃rich fibrin and β⁃tricalcium phosphate complex
composites with different proportions

Group
Model group
1∶1 complex group
2∶1 complex group
4∶1 complex group
F

P

BMD/ (g/cm3)
0.22 ± 0.04
0.32 ± 0.30*

0.54 ± 0.08**

0.42 ± 0.05**

18.96
0.001

BV/TV(%)
18.86 ± 2.71
27.34 ± 5.87*

35.24 ± 2.09**

31.42 ± 4.49**

8.920
0.006

Tb.Th/μm
0.12 ± 0.02
0.15 ± 0.01*

0.20 ± 0.02**

0.19 ± 0.01**

16.28
0.001

Tb.Sp/μm
1.64 ± 0.20
1.25 ± 0.26*

0.66 ± 0.14**

0.70 ± 0.12**

18.86
0.001

Tb.N/ (1/mm)
1.39 ± 0.07
1.64 ± 0.06*

1.98 ± 0.20**

1.94 ± 0.10**

15.73
0.001

1∶1, 2∶1 and 4∶1 means A⁃PRF to β⁃TCP. Compared with the model group, *P＜0.05, **P＜0.01; A⁃PRF: advanced platelet⁃rich fibrin; β⁃TCP: β⁃tri⁃
calcium phosphate; BMD: bone mineral density; BV/TV: bone volume/total volume; Tb.Th: trabecular thickness; Tb.Sp: trabecular separation/spacing; Tb.
N: trabecular number
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Model group 1∶1 complex group 2∶1 complex group 4∶1 complex group

HE
SEM

Mic
ro⁃C

T

1∶1, 2∶1 and 4∶1 means A⁃PRF to β⁃TCP; Micro⁃CT: the circular area (red) in the micro⁃CT image represents the bone injury area, in which
the model group and 1∶1 complex group have not been filled, while the 2∶1 complex group and 4∶1 complex group have been filled. SEM (bar=
500 μm): the bone tissue formation status of complex group was good, while the bone tissue formation status of model group was less. Collagen fi⁃
bre (red arrow), bone morphology and structure (yellow arrow), bone cell attachment (green arrow). HE (bar=50 μm): in complex group, there
were repair materials (red arrow), surrounding fibrous tissue (green arrow), new born bone cell (blue arrow), new blood capillary (yellow arrow),
and the repair situation was better than that in model group. A⁃PRF: advanced platelet⁃rich fibrin; β⁃TCP: β⁃tricalcium phosphate; HE: hematox⁃
ylin⁃eosin staining; SEM: scanning electron microscopy

Figure 2 Comparison of repair effects of advanced platelet⁃rich fibrin and β⁃tricalcium phosphate complex with different
proportions on rabbit femoral defects

图 2 不同比例的富血小板纤维蛋白/β⁃磷酸三钙复合物组兔股骨缺损的修复效果比较

存在缺损未愈合区域；复合物组缺损区域基本填

满新生骨组织，其中 1∶1复合物组修复效果较差，

2∶1复合物组修复效果最好。

扫描电镜结果显示，模型组动物缺损区域出

现少量骨小梁，纤维组织增生不明显，成骨细胞附

着不明显；复合物组缺损区域可见新生骨小梁大

量形成，大量成骨细胞附着，纤维组织增生明显，

以 2∶1复合物组修复程度最为突出。HE染色结果

显示，模型组骨组织之间可见骨损伤区域，炎性细

胞浸润情况明显。与模型组相比，各复合物组骨

损伤区域、炎性细胞浸润情况较少，且见新生毛细

血管形成，恢复程度 2∶1比例最佳，4∶1比例次之，

1∶1较弱。见图 2。
2.2 不同比例的A⁃PRF与β⁃TCP复合物对兔新生

股骨组织中细胞凋亡的影响

与模型组相比，1∶1复合物组、2∶1复合物组与

4∶1 复合物组样本中细胞凋亡率均显著性降低，

2∶1复合物组下降幅度最大（P＜0.05），见表 2。
2.3 不同比例的A⁃PRF与β⁃TCP复合物对兔新生

股骨组织中 p⁃p38MAPK、CHOP、p⁃Caspase3的影响

与模型组相比，2∶1复合物组与 4∶1复合物组

新生骨组织中 p⁃p38MAPK、CHOP、p⁃Caspase3含量

显著性降低（P＜0.05），而 1∶1复合物组新生股骨

样本中 p⁃p38MAPK、p⁃Caspase3 含量均无显著性

变 化（P＞0.05），CHOP 含量降低（P＜0.05），p ⁃
p38MAPK、CHOP、p⁃Caspase3组间统计量值为（F =
3.168，3.283，3.238；P = 0.043，0.038，0.040），见图3。
2.4 不同比例的A⁃PRF与β⁃TCP复合物对兔新生

股骨组织中 OPG/RANKL/RANK 通路与 P38MAPK
通路的影响

与模型组相比，1∶1复合物组新生股骨样本中

BMP⁃2 的 mRNA 升高（P＜0.05），OPG、RANKL 与
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Figure 3 Comparison of the contents of p⁃p38MAPK, CHOP and p⁃Caspase3 in newborn bone tissues between advanced
platelet⁃rich fibrin and β⁃tricalcium phosphate complex composites with different proportions

图 3 不同比例的A⁃PRF/β⁃TCP复合物组新生骨组织中 p⁃p38MAPK、CHOP、p⁃Caspase3的蛋白表达情况
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1∶1 complex group
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1∶1, 2∶1 and 4∶1 means A⁃PRF to β⁃TCP. Compared with the model
group (n = 6), *P＜0.05，**P＜0.01. The contents of p ⁃ p38MAPK
(pg/mL), CHOP (ng/mL) and p⁃caspase3 (ng/mL) in newborn femur tis⁃
sues of 2∶1 and 4∶1 complex group were decreased. A⁃PRF: advanced
platelet ⁃ rich fibrin; β ⁃ TCP: β ⁃ tricalcium phosphate; p ⁃ p38MAPK:
phospho ⁃ mitogen activated protein kinase p38; CHOP: CCAAT/en⁃
hancer binding protein homologous protein; p⁃Caspase3: phospho⁃cys⁃
teine aspartic protease⁃3p⁃p38MAPK CHOP p⁃Caspase3

p38MAPK的mRNA则无显著变化（P＞0.05），而2∶1
复合物组与 4∶1复合物组样本中OPG和 BMP⁃2的

mRNA 均升高，RANKL 和 p38MAPK 的 mRNA 表达

量降低（P＜0.05），各组 OPG、BMP⁃2、RANKL 和

p38MAPK组间统计量值为（F = 15.65，6.522，7.048，
12.29；P = 0.001，0.002，0.002，0.001），见图 4a。

免疫组织化学结果显示，与模型组相比，2∶1
复合物组与 4∶1 复合物组新生骨组织中 OPG 和

BMP⁃2蛋白表达水平升高，RANKL、p⁃p38MAPK与

p⁃Caspase3蛋白表达水平下降（P＜0.05），而 1∶1复

合物组新生股骨样本中 5种蛋白的表达水平均无

变化（P＞0.05）。各组 OPG、BMP ⁃ 2、RANKL、p ⁃
p38MAPK 与 p ⁃ Caspase3 组 间 统 计 量 值 为（F =
4.498，8.916，43.19，12.56，7.026；P = 0.040，0.006，
0.000，0.002，0.012），见图 4b、4c。

3 讨 论

目前，临床上使用的骨代替材料只有引导成

骨作用，存在手术后并发症多等问题，严重影响了

骨缺损修复治疗的开展［5］。本团队前期研究发现，

A⁃PRF被证实可促进软硬组织的愈合及再生。目

前有学者通过不同比例的A⁃PRF与 β⁃TCP复合物

研究其诱导骨再生的效果，取得一定进展［3］，但涉

及的机制仍不明确，不利于复合物的改良与发

展。本实验发现A⁃PRF和β⁃TCP的比例为 2∶1时，

抑制 p38MAPK 通路减少细胞凋亡的发生，介导

OPG/RANKL/RANK 通路加快骨缺损修复。Micro⁃
CT技术可全方位获得组织内部的三维结构图像，

可直接观察新生骨与填充材料的结合情况［6］。本

实验通过Micro⁃CT辅助结合组织病理学与扫描电

镜观察发现，当A⁃PRF和 β⁃TCP的配比为 2∶1时，

骨缺损区域中新生骨与填充材料的结合程度最

好，诱导新生骨的形成情况最多，BMD、BV/TV、Tb.
Th、Tb.N指标均升高，纤维组织增生明显，骨细胞

聚集增多与骨结构形成情况良好。这可能与 A⁃
PRF具有高黏附性的膜性特点，利于细胞黏附，降

解过程中所释放的生长因子可诱导骨髓基质细胞

等的骨向分化与成骨细胞的附着、增殖和分化有

关，但不建议与β⁃TCP的构成比例超过 2∶1，因为A
⁃PRF在会随着时间被体内蛋白酶降解、吸收，浓度

过高会导致其释放的生长因子速度降低，诱导骨

形成速度减慢，减弱β⁃TCP诱导新生骨建成的速度

与骨结构框架的形成效果。

在骨形成过程中，多种骨细胞、细胞因子和基

因的相互作用促使骨组织恢复原有的结构和功

能［7］。有研究发现，OPG/RANKL/RANK 通路在调

节骨稳态和骨质量方面发挥关键作用［8］。RANKL
可与位于破骨细胞膜上的RANK特异性结合，触发

一系列细胞内信号级联反应［9］。OPG是肿瘤坏死

因子受体家族成员，具有抑制破骨细胞分化、增加

骨密度的功能［10］。OPG可直接与RANKL结合，抑

制 RANKL与 RANK的结合，从而抑制破骨细胞的

表 2 不同比例的富血小板纤维蛋白/β⁃磷酸三钙复合物组

新生骨组织中凋亡率比较

Table 2 Comparison of apoptosis rate in newborn bone tissue
between advanced platelet⁃rich fibrin and β⁃tricalcium
phosphate complex composites with different proportions

Group
Model group
1∶1 complex group
2∶1 complex group
4∶1 complex group
F

P

Apoptosis rate (%)
11.20 ± 0.32
8.29 ± 0.16**

4.25 ± 0.51**

6.63 ± 0.51**

159.4
＜0.001

Compared with the model group, **P＜0.01
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Model group 1∶1 complex group 2∶1 complex group 4∶1 complex group

OPG

BMP⁃2

RANKL

p⁃p38MAPK

p⁃Caspase3

c

1∶1, 2∶1 and 4∶1 means A⁃
PRF to β ⁃ TCP. a: expres⁃
sion of mRNA of OPG, BMP
⁃ 2, RANKL and p38MAPK
in newborn femur tissues,
compared with the model
group, *P＜0.05, **P＜
0.01; b: expression of OPG,
BMP ⁃ 2, RANKL, p ⁃
p38MAPK and p ⁃ Caspase3
proteins in newborn femur
tissues, compared with the
model group, *P＜0.05,
**P＜0.01; c: expression of
OPG, BMP ⁃ 2, RANKL, p ⁃
p38MAPK and p ⁃ Caspase3
in newborn bone tissue of
animals in each group (bar=
80 μm), the darker the col⁃
or is, the higher the protein
expression level is, and the
red arrow is the concentra⁃
tion of protein expression. A
⁃ PRF: advanced platelet ⁃
rich fibrin; β⁃TCP: β⁃trical⁃

cium phosphate; OPG: osteoprotegerin; BMP⁃2: bone morphogenetic protein⁃2; RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa⁃B ligand; p⁃
p38MAPK: phospho⁃mitogen activated protein kinase p38

Figure 4 Expression of osteogenesis related genes in newborn femur between advanced platelet⁃rich fibrin and β⁃tricalcium
phosphate complex composites with different proportions

图 4 不同比例的A⁃PRF/β⁃TCP复合物组新生股骨组织中成骨相关基因的表达情况
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激活。OPG/RANKL/RANK共同构成破骨细胞分化

和骨吸收的关键信号通路［11］。BMP家族蛋白被认

为与组织异位骨化形成和干细胞成骨分化潜能密

切相关［12］，其中 BMP⁃2 已被证明能够参与骨修

复［13］。在本实验中，使用复合物填充后，骨缺损区

域骨形成显著增多，新生骨组织中 OPG基因与蛋

白的表达水平显著性升高，RANKL基因与蛋白表

达显著性下降，说明复合物通过增加OPG的含量，

减少 RANKL 表达，抑制破骨细胞的分化，同时增

加BMP⁃2的表达，进一步诱导骨形成，填补缺损。

MAPK信号通路是细胞表面到细胞核内部的

重要信号传递，p38 是其中一条途径上的关键激

酶［14］。MAPK通路激活后诱导细胞质中的 p38磷

酸化进入细胞核促进CHOP、Caspase3表达与活化，

促进细胞凋亡［15］，与 OPG/RANKL/RANK通路在成

骨途径中也具有相互作用的关系［16］。当 RANKL/
RANK复合体形成后，能通过 TRAF6激活MAPK家

族蛋白表达［17］，诱发骨质疏松、骨不愈合等疾病，
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这说明MAPK信号通路有可能通过直接调控OPG/
RANKL/RANK通路上的关键基因对成骨分化与骨

再生进行干预。本实验中发现，填充复合物后，新生

骨组织中 p38MAPK基因表达量下降，p⁃p38MAPK、

CHOP与 p⁃Caspase3的表达减少，说明复合物不仅

能抑制MAPK通路，减少下游 CHOP与 p⁃Caspase3
的含量，抑制细胞凋亡，还能减少 p38MAPK 磷酸

化，抑制 RANKL/RANK通路，减少破骨细胞分化，

加速骨再生与保护新生骨组织。同时还发现，当A
⁃ PRF 和 β ⁃ TCP 复 合 物 构 成 比 例 为 2∶1 时 对

p38MAPK通路抑制效果较强。

综上所述，由A⁃PRF与β⁃TCP组成复合物能促

进 OPG 表达，抑制 RANKL 表达和 p38MAPK 磷酸

化，降低内质网应激与炎症反应，减少新生骨细胞

凋亡，诱导成骨分化。目前A⁃PRF与β⁃TCP均是组

织工程学上常用的材料，但将两者结合用于组织

修复的研究比较少，其复合物帮助组织重塑与再

生的潜力十分巨大，如能在此基础上针对不同组

织或信号通路结合对应靶点药物，能在针对性修

复组织的同时减少并发症发生的风险，使其成为

一种安全可靠、成本低、生物活性好的骨再生

材料。
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