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骨髓间充质干细胞（bone marrow stromal cells，
BMSCs）是较为理想的种子细胞，是组织工程中修复
骨缺损的研究热点，已应用于口腔组织工程中修复

牙周缺损；纤维蛋白胶（fibrin glue，FG）一种天然
的细胞外基质，具有良好的生物相容性和可塑性，

同时具有较好的弹力和黏附能力，在软骨组织及长

骨缺损的修复中应用较为广泛，是较为理想的载体

材料。本实验将BMSCs和FG复合物应用于口腔，研
究其修复大鼠牙槽骨缺损的可行性，为进一步的临

床应用打下基础。

1 材料和方法

1.1 实验试剂
DMEM培养液、胎牛血清（Gibco公司，美国），胰
蛋白酶、纤维蛋白胶（第四军医大学西京医院提供）。
1.2 实验动物
随机选取SD大鼠30只（第四军医大学动物实验

中心提供，清洁级），2～3个月龄，体质量在150～
180 g之间。随机分成A、B组，A、B组实验侧均植
入骨髓间充质干细胞与纤维蛋白胶复合物。A组对
照侧单纯植入纤维蛋白胶，B组对照侧不植入作为
空白对照。
1.3 骨髓间充质干细胞的培养
脱颈处死2周SD大鼠，在无菌条件下手术摘取
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[摘要] 目的 评价骨髓间充质干细胞（BMSCs）和纤维蛋白胶（FG）作为种子细胞和支架材料修复大鼠牙槽骨缺损
的效果。方法 30只SD大鼠随机分成A、B组，建立SD大鼠上颌牙槽骨缺损模型，联合植入BMSCs和FG复合物，A组
对照侧单纯植入FG，B组对照侧为空白对照。利用上颌骨实验区切片苏木精-伊红染色及Micro-CT扫描观察成骨效
应。结果 苏木精-伊红染色切片显示：术后3周可见实验侧骨小梁形成，对照侧无明显骨修复；术后6周可见实验
侧新骨形成增加，对照侧只有纤维组织修复。Micro-CT扫描表明实验侧成骨修复明显优于对照侧。结论 应用
BMSCs联合FG可较好地修复大鼠牙槽骨缺损，是修复小范围骨缺损理想的种子细胞与支架材料。
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Study of alveolar bone defects reparation by combination of bone marrow stromal cells and fibrin glue
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[Abstract] Objective To explore the effects and feasibility of the repairing alveolar bone by combination of bone
marrow stromal cells（BMSCs） and fibrin glue（FG）. Methods BMSCs were obtained from the sucking mouse and
then separated, cultured to the second generation to get ready for use. The available cells were combined with FG and
then immediately implanted into the defect that had been established in one lateral maxilla of 30 SD rats. At the same
time pure FG without BMSCs was implanted into the other side. The rats were killed at the 3rd and 6th week after
operation. The hematoxylin-eosin staining and Micro-CT were used to observe and evaluate the osteogenesis. Results
New bone trabecula formed at experiment side of the rats at 3rd week. The repairing seemed better after 6th week of
operation than the control side. There were only fibrous tissues in the control side or none. Conclusion This experiment
showed a feasible approach of repairing the defects in alveolar bone of the rats.
[Key words] bone marrow stromal cells； fibrin glue； tissue engineering； alveolar bone defect
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乳鼠股骨和胫骨，DMEM冲洗骨髓腔获得骨髓，采
用贴壁离心法，加入DMEM培养基，置入CO2孵育箱

培养。每2～3 d换培养液，显微镜下观察细胞长满培
养瓶80%传代，培养至第2代时待用。
1.4 牙槽骨缺损模型的建立

2%戊巴比妥按40 mg·kg-1腹腔注射麻醉，无菌
条件下暴露上颌骨，用牙科钻在上颌两侧第一磨牙

近中牙槽骨各造成3 mm×3 mm×3 mm的长方形箱型
骨缺损。植入BMSCs和FG后缝合牙龈。
1.5 骨髓间充质干细胞与纤维蛋白胶复合移植
胰酶（100 mL PBS，2.5 g·L-1胰酶）消化待用骨

髓间充质干细胞2～3 min，待细胞全部消化后，培养
瓶中加入DMEM培养液终止消化，抽取液体至离心
管中，800 r·min-1离心5 min，弃去上清液，骨髓间
充质干细胞沉淀在离心管底。混合纤维蛋白胶N粉

及液体，2 mL针管抽取混合液注入待用骨髓间充质
干细胞，随后注入纤维蛋白胶C粉及液体混合物，
控制细胞密度为每毫升1×107个细胞，静置5 min后，
复合物呈胶冻状固体，无菌条件下即刻移植入大鼠

上颌一侧牙槽骨缺损处，另一侧单纯植入纤维蛋白

胶或不植入作为对照。
1.6 取材和观察
分别于3、6周取材，通过大体标本、常规苏木

精-伊红染色及Micro-CT扫描观察缺损处成骨情况。

2 结果

2.1 牙槽骨缺损的建立
牙槽骨缺损的建立见图1，箭头所指为手术建

立牙槽骨箱型缺损。

2.2 大体标本
BMSCs与FG复合物植入大鼠牙槽骨缺损处3周

后，实验组已能看出骨性愈合，但愈合面不平整，

对照组均未见明显愈合；6周实验组愈合面较为平
整，与正常组织无明显界限，对照侧无明显成骨，

骨缺损仍然存在，见图2。

2.3 组织学观察
骨髓间充质干细胞与纤维蛋白胶复合移植后，

实验组3周苏木精-伊红染色切片显示：上颌骨缺损
处有新骨形成，但面积较小，新生骨小梁较为稀疏。
6周时，新生骨面积增大，材料中心处新骨形成，但

无正常骨质中骨髓结构，新生骨质周边与原大鼠牙

槽骨之间可见大量长圆形及梭形细胞，似纤维结缔

组织充填其中。空白对照组及单纯植入纤维蛋白胶
组各期无明显成骨，纤维组织充填或无明显愈合，见

图3。
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2.4 Micro-CT扫描结果
Micro-CT横断扫描及三维重建显示：实验侧骨

缺损处新骨生成，骨密度与周围正常牙槽骨密度无

明显差异，骨缺损基本愈合，与正常周边牙槽骨未

见明显界限。单纯植入纤维蛋白胶侧及空白对照侧
无明显成骨，骨缺损清晰可见, 见图4、5。

3 讨论

1991年由Arnold Caplan首次提出间充质干细胞
（mesenchymal stem cells，MSCs）这一概念，是指源
于血液或骨髓系统，离体条件下可贴壁增殖的同源

细胞群。BMSCs具有多向分化潜能，体外诱导可分
化为软骨细胞、成骨细胞、脂肪细胞及肌细胞等[1]。
Caplan等[2]研究表明骨髓来源的单个BMSCs可形成多
种组织器官，如：肺、皮肤上皮、内脏等。Maniato-
poulos等 [3]首次报道了从成年大鼠骨髓获取BMSCs，

体外培养条件下，能形成钙化的骨样组织。经X线衍
射分折，证实钙化组织具有羟磷灰石样结构。证明
体外培养的BMSCs可以向成骨细胞分化并形成类骨
组织。2006年，Weng等[4]体外成骨诱导BMSCs后复合
藻酸钙修复狗的牙槽骨缺损，取得较为理想的效果。
Hayashi等[5]证实来源于骨髓和骨膜的基质细胞相比

于来源于脂肪的基质细胞能够更好的成骨，是较为理

想的骨再生种子细胞。由于BMSCs只少量表达主要
组织相容性复合体（major histocompatibility comp-
lex，MHC）Ⅰ型分子，而表达极少或不表达MHCⅡ型
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分子和B7共刺激分子，因此BMSCs具有同种异体移
植的潜力[6]。
研究者[7-8]多利用羟磷灰石、生物陶瓷等材料作

为复合BMSCs的载体，但此类材料存在体内不易降
解，在一定程度上影响新骨生成，修复小范围不规

则骨缺损难于操作等问题。本实验选取FG作为种子
细胞的载体材料。FG最早作为天然的外科止血黏合
剂于20世纪初期开始应用，临床显示在止血，组织
粘连，伤口愈合方面疗效确切。FG可以促进细胞外
基质生成，促进新血管形成而且不会导致炎症反

应[9]。FG的另一个重要特点是在体内能够降解吸收，
降解速率通常在2周左右[10]，这一特性有利于组织的

愈合、细胞生成以及细胞因子的释放[11]。对于小范
围不规则骨缺损，注射型纤维蛋白胶则具有更加明

显的优势。FG已作为载体材料应用于骨组织工程修
复长骨缺损，但在修复牙槽骨方面少见报道。Isogai
等[12]将新生牛的桡骨干骺端的骨膜取下绞碎后与FG
混合植入无胸腺裸鼠背部皮下观察异位骨化情况，

结果发现：实验组12周有新骨形成，单纯FG组未见
新骨形成；已有学者[13]利用BMSCs与FG复合物修复
骨肉瘤切除后所遗留下的骨缺损，效果良好。
骨组织的显著特征是坚硬，但同时骨组织是人

体内可塑性强、适应性强的组织。尤其是颌骨中的
牙槽骨是人体骨骼中最活跃的部分。牙槽骨缺损的
修复依赖于其中成骨细胞的增殖与分化、未分化细
胞向成骨细胞的转化，同时牙槽骨缺损促使牙周微

环境改变，从而产生相关因子及信号分子促进骨缺

损修复。实验组以BMSCs为种子细胞，为骨缺损的
修复提供了充足的细胞来源，在牙周缺损的条件

下，可大量增殖分化为成骨细胞，有利于骨缺损的

修复；同时作为载体的纤维蛋白胶能够很好地介导

细胞间的信号传递，可促进BMSCs的成骨分化。体
外研究 [13]表明：FG能够促进BMSCs的成骨、延长
BMSCs存活时间。本实验中看到：3周时，苏木精-
伊红染色显示实验组有少量新生骨生成；6周时可
见骨缺损区域已愈合；大体及Micro-CT三维重建均
观察到骨缺损愈合良好，组织切片中可见新生骨质

含大量成骨细胞，分布较均匀。
以往文献报道的以BMSCs作为种子细胞修复骨

缺损，多为体外诱导其具有成骨特性后再移植入体

内骨缺损处，虽然体外诱导增强了BMSCs的体内成
骨能力，但是同时其多向分化的潜力也随之减弱。
本实验直接植入BMSCs，较以往实验研究而言保留
了BMSCs的多向分化能力，使其在局部微环境中能

够多向分化。6周时实验组苏木精-伊红染色切片中
出现的大量梭形及长圆形细胞，形成类似于纤维结

缔组织的结构，很好的连接了新生骨与周边牙槽骨。
这种梭形细胞来源于移植的BMSCs，还是由原有牙
槽骨中的未分化细胞分化而成，该问题将在进一步

的研究中得到证实。但出现的该纤维条带很可能是
机体向新生骨提供营养的通路。
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