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研究报告                                                              

胶原蛋白/BMP复合材料的制备和成骨性能研究 

谈伟强 1, 徐靖宏 1, 刘友山 1, 林  军 2, 王慧明 2 
1 浙江大学医学院附属第一医院整形外科, 杭州  310003 
2 浙江大学医学院附属第一医院口腔科, 杭州  310003 

摘  要: 以胶原膜(含 87.5 mg I 型胶原蛋白)为载体, 复合 3.5 mg rhBMP-2(人基因重组骨形成蛋白−2), 制备胶原蛋白

/BMP 复合材料。复合材料首先在兔背阔肌中埋置, 预构新生骨组织, 并采用 ALP 染色、Von Kossa 染色和 HE 染色等

观察复合材料的成骨过程和组织形态。然后将形成的新骨组织游离移植修复自体下颌骨体部洞穿性缺损; 并设以胶原为

载体的 rhBMP-2 复合骨修复材料直接修复为对照组, 骨缺损不修复组为空白组。采用 X 线、抗压强度、硬组织切片、

四环素荧光染色、骨形态计量检查, 观察复合材料修复骨缺损的质量和效果。结果表明, 胶原蛋白/BMP 复合材料在兔

背阔肌中 4～6 周成骨, 胶原材料于 3～5 周降解; 成骨过程为是以软骨成骨为主的方式, 新骨形态为编织骨, 可见明显

的微血管分布; 游离移植修复自体下颌骨缺损, 6 周缺损区为骨性愈合, 与对照组在抗压强度(P = 0.041)、新骨量(P = 

0.034)均有显著性差异。胶原蛋白/BMP 复合材料在骨骼肌中形成的新生骨组织可作为供骨修复一定范围的骨缺损。 

关键词 : 胶原蛋白 , 骨形态发生蛋白 -2, 异位成骨 , 骨缺损  

Preparation and Osteoinduction Capacity of Collagen/Bone 
Morphogenetic Protein Composites 
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Abstract: Collagen/bone morphogenetic protein composites were prepared with collagen type I sponge and bone morphogenetic 
protein-2 (BMP-2). The composites were implanted into Latissimus dorsi muscles pouches of rabbits. Samples were studied with 
ALP staining, Von Kossa staining, HE staining, toluidine blue staining and CD31 histochemical labeling of microvessel. Bony sam-
ples were then used to repair mandibular defect. The effects were evaluated by X-ray, compressive strength, economycin fluorescence 
labeling, HE staining, toluidine blue staining and bone quantity analysis. Bone formation induced by collagen/BMP composites was 
found as woven bone between 4 and 6 weeks; cartilaginous osteogenesis was the main type of bone formation; microvessels could be 
seen in the bony tissues; and the bone defects were healed completely 6 weeks after operation. Bone formation induced by colla-
gen/BMP composites in the muscles can be used as a donor to repair the bone defect. 

Keywords: collagen, bone morphogenetic protein-2, BMP-2, bone defect, ectopic bone formation 
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骨形态发生蛋白 (Bone morphogentic proteins, 

BMPs)是唯一一类能够启动成骨分化, 并作用于成

骨整个过程的细胞因子。BMP-2 是第一个在体内实

验中证明具有诱骨活性的 BMP分子, 并且可作为诱

骨的充分条件, 即在只有单独 BMP-2 存在的情况下

即可诱导软骨和骨组织的形成 [1], 并作用于成骨的

全过程。rhBMP-2(recombinant human BMP-2, 人基

因重组骨形成蛋白-2)与小分子量 PLGA(聚乳酸与聚

羟乙酸的共聚物)混合形成共聚物, 植入小鼠的小腿

肌肉 3 周后有新骨形成[2]。Woo 等[3]将 BMP-2 与

PLGA 微粒混合, 发现该复合材料是有效的 BMP-2

运载和持续释放系统。Yamamoto等[4]用戊二醛和明

胶形成水凝胶与BMP-2混合物形成可控的释放系统,

结果表明该复合材料较纯注射 BMP-2 的成骨能力

强。Maeda等[5]用胶原构建了一个圆柱型的 hBMP-2

可控的释放载体 , 称微球(minipellet,MP),结果表明

MP 是一个有效的 rhBMP-2 控释系统。Yang 等[6]利

用多孔的能生物降解的 PLA(聚乳酸)在特殊条件下

包入 BMP-2 形成胶囊支架,结果显示在三维支架上

胶囊释放 BMP-2促进人骨原细胞粘附、转移、扩充

和分化,皮下植入后促进骨的形成。 

应用 rhBMP-2修复骨缺损的常用方法是将含有

rhBMP-2 的复合材料直接填充于缺损部位, 这种体

内原位成骨的方式是利用了材料的骨传导性和生长

因子的骨诱导性 , 在骨缺损区诱导骨原细胞成骨 , 

以新生的骨组织最终替代复合材料。Dalkyz[7]认为, 

这种人工骨材料填充的修复方式仅限于调动骨创区

固有的潜在修复能力, 依靠边缘渐进性的骨传导、

骨引导及骨诱导形成新骨。而具有自体骨骨小梁结

构的移植物(如新鲜的自体骨)进行骨缺损修复时 , 

是以一种多中心矿化成骨的生物结合方式, 快速有

效达到成骨。 

本研究以胶原膜为载体 ,复合人基因重组骨形

成蛋白-2(recombinant human BMP-2, rhBMP-2), 制

备胶原蛋白/BMP 复合材料, 应用该复合材料在兔

背阔肌内预制异位骨组织, 获得类似于自体组织的

供骨, 修复下颌骨缺损, 研究其成骨性能。这不仅为

获得供骨提供了新的来源, 也为预构含骨的肌皮瓣, 

用以修复骨和皮肤软组织复合缺损提供了新的供区

和思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料  

Ⅰ型胶原蛋白胶原膜 , 通过有限胃蛋白酶水

解、盐析沉淀法从牛肌腱中提取, 5 cm × 5 cm × 0.5 

cm, 含 87.5 mg I型胶原蛋白, 购于上海其胜生物制

剂有限公司。rhBMP-2, 基因工程重组(大肠杆菌), 

分子量 12000, 购于军事医学科学院基础研究所生

化研究室。骨优导®, 为 rhBmp-2 胶原载体冻干剂, 

含量 1 mg/100 mg, 购于华东制药集团基因研究所, 

作为骨修复材料, 已被国家药品监督局批准进入临

床研究。 

1.2  实验动物 
新西兰白兔 28只, 4～6周龄, 体重 2.0～2.5 kg, 

雌雄不限。随机分成实验组、对照组和空白组, 实

验组 12只, 对照组 10只, 空白组 6只。 

1.3  胶原蛋白/BMP 复合材料的制备 
将 rhBMP-2 3.5 mg加入 10 mL生理盐水制成悬

液, 以 5 cm × 5 cm × 0.5 cm胶原膜吸附悬液, 预制

为直径为 0.8 cm 的球形, 冻干形成胶原蛋白/BMP

复合材料。 

1.4  异位成骨 
取兔背部中下段近中线皮肤切口, 在背阔肌深

层肌膜下分离间隙, 将复合载体材料置入, 缝合肌

层并包裹形成肌袋。分别于 2、4、6周进行 X线摄

影, 标本取材后进行 ALP、Von Kossa、CD31 免疫

组化血管标记及组织学观察。 

1.5  修复自体下颌骨缺损实验 
实验组 6 周取材获预制新骨组织后, 在该兔一

侧下颌骨体部磨牙区剥离骨膜和咬肌附着点, 以电

钻造成直径 0.8 cm洞穿性缺损, 将所获新生骨组织

致密地填入缺损区, 缝合皮肤。 

对照组、空白组与实验组所造缺损均一致, 对

照组以产品推荐修复剂量填入骨优导 200mg 修复; 

空白组的缺损不予以修复。 

1.6  检测指标 
各组均于术后 6 周取材, 取材前 3 周及 3 天分

别以四环素腹腔注射(50 mg/kg)。实验组、对照组部

分标本及空白组标本进行 X 线、50%硝酸液脱钙后

HE染色观察及四环素荧光新骨染色。 

生物力学检测: 标本以 Shimadzu(岛津) AG- 

20ka/a 多功能生物力学仪, 对缺损修复区进行抗压
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强度检查(压扁试验), 以 SPSS 8.0 统计软件包分析

实验组和对照组差异。 

不脱钙硬组织切片 : 其余标本以丙酮液固定 , 

浸透(BPO 1 g溶于 MMA 100 mL,真空干燥), 包埋

(BPO+MMA, 80℃调成糊状 ), Leica 锯式切片机

100∼200 μm 切片, 甲苯胺蓝(Toluidine blue, TB)染

色观察。 

新生骨计量 : 取各甲苯胺蓝染色硬组织切片 , 

以 Olympus HA-2 CCD读取图像, 平均选定 4~6视

野/张, 采用 Leica Qwin (Ver1.0)骨形态分析软件进

行新骨面积计量, 以 SPSS 8.0 统计软件分析各组 

差异。 

2  结果 

2.1  胶原蛋白/BMP 复合材料 
本研究所用的胶原膜(5 cm × 5 cm × 0.5 cm)和

制备完成的胶原蛋白/BMP 复合材料(球形复合材料

的直径为 0.8 cm)见图 1。 

 

图 1  胶原膜和胶原蛋白/BMP 复合材料的大体观 
Fig. 1  The collagen sponge and the prepared collagen/BMP 

composite of 0.8 cm in diameter 
A: the collagen sponge (5cm × 5cm × 0.5cm); B: the prepared col-

lagen/BMP composite of 0.8 cm in diameter 
 
2.2  新生骨的观察 
2.2.1  ALP染色     

2周、4周标本呈+++, 表明有较强的成骨活性; 

6周时为++, 成骨活性开始减弱。 

2.2.2  Von kossa染色     

2周时标本呈+, 4周为++, 6周为+++, 表明标本

基质钙化逐渐增强. 

2.2.3  影像学检查     

2 周时摄片未见背部有成骨阴影; 4 周时, 在背

部相应区域可见高密度成骨阴影; 6周时, 钙化阴影

密度增高, 与骨骼密度基本一致。 

2.2.4  大体观察     

取材时, 大体观见 2 周时复合材料与周围骨骼

肌组织轻度粘连 , 标本质软 , 呈灰白圆形 , 体积略

大于原载体材料; 4周时, 标本质地变硬, 体积增大, 

呈灰白色或淡红色, 与周围肌肉组织粘连, 表面可

见微小血管分布(图 2A); 6周时, 标本体积轻度缩小, 

质地变硬(图 2B)。 

 

图 2  复合材料的大体观 
Fig. 2  The gross appearance of the composites 

A: the fourth week; B: the sixth week 
 
2.2.5  HE及甲苯胺蓝染色     

标本脱钙 HE 染色和不脱钙甲苯胺蓝染色的组

织学观察均显示, 2周时材料开始降解, 大量类骨质

出现, 同时伴少量软骨形成, 细胞成分不明确; 4 周

时 , 材料基本降解 , 类骨质钙化 , 软骨组织基本消

失, 形成编织骨形态(图 3A); 6周时, 大量编织骨形

成, 形态完整, 可见骨髓腔结构(图 3B)。 

 

图 3  复合材料的组织学观察(HE, 40×) 
Fig. 3  Histological image of the composites (HE, 40×) 

A: the fourth week; B: the sixth week 

 
2.2.6  CD31免疫组化微血管标记     

可见 2 周时标本即形成微血管, 表明组织中已

出现血管化现象(图 4)。 

2.3  修复下颌骨缺损的观察 
2.3.1  影像学检查     

6周取材后, 对标本进行 X线检查。实验组缺损 
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图 4  CD31 免疫组化微血管标记(40×) 
Fig. 4  The CD31 immunohistochemical image of the com-

posites at the second week (40×) 
 
修复区域呈高密度阴影, 与边界无明显间隙(图 5A); 

对照组缺损修复区域钙化明显, 但与边界尚存间隙

(图 5B); 空白组缺损区域钙化阴影较小, 以低密度

阴影为主(图 5C)。 

 

图 5  影像学观察(HE, 40×) 
Fig. 5  Observation of X-rays 

A: experimental group; B: contrast group; C: blank group 
 
2.3.2  生物力学检测     

实验组和对照组缺损修复区域抗压强度结果见

表 1, 实验组在修复的生物力学性能上优于对照组, 

有显著性差异(P=0.041)。  
 

表 1  缺损修复区的抗压强度 
Table 1  The compressive strength of repairing area 

 Cases Compressive strength (MPa) 

Experimental 5 11.18 ±43.26 

Contrast 5 3.51 ±6.44 

P = 0.041 
 
2.3.3  四环素荧光染色     

实验组骨缺损修复区域可见荧光着色带较宽 , 

表明新骨生成较多(图 6A); 对照组荧光着色带明显

窄于实验组(图 6B); 空白组荧光着色极少(图 7C)。 

2.3.4  大体观察     

6 周取材时, 大体观见实验组下颌骨缺损修复 

 

图 6  缺损修复区的四环素荧光染色观察 
Fig. 6  Observation of Tetracycline fluorescence staining in 

the repairing area 
A: experimental group; B: contrast group; C: blank group 

 

图 7  缺损修复区的大体观察 
Fig. 7  The gross appearance of the repairing area 
A: experimental group; B: contrast group; C: blank group 

 
部位基本骨化, 与边界结合紧密(图 7A); 对照组大

部分骨化, 但表明轻度凹陷、粗糙(图 7B); 空白组骨

修复区尚残留缺损, 表面凹陷, 质地柔软(图 7C)。 

 

图 8  缺损修复区的组织学观察(40×) 
Fig. 8  Histological image of the bone defect area (40×) 

A: experimental group, HE; B: contrast group, HE; C: blank group, 
HE; D: experimental group, TB; E: contrast group, TB; F: blank 

group, TB 
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2.3.5  HE及甲苯胺蓝染色     

标本脱钙 HE 染色和不脱钙甲苯胺蓝染色的组

织学观察均显示, 实验组骨缺损修复区域大量新骨

形成 , 骨小梁结构完整 , 呈编织骨形态 , 与宿主骨

边界自然连续, 结合紧密, 缺损中央新生骨渐融合

成片(图 8A, 图 8D); 对照组缺损修复区域材料已降

解, 出现新生编织骨组织, 与宿主骨边界结合尚紧

密, 但缺损中央骨量较少(图 8B, 图 8E); 空白组骨

缺损内新生骨较少, 宿主骨边界增厚(图 8C, 图 8F)。 

2.3.6  新生骨形态计量  

实验组和对照组骨缺损区域修复后, 新生骨计

量结果表明, 实验组修复后缺损部位新骨生成多于

对照组, 有显著性差异(实验组/对照组 P=0.034, 对

照组/空白组 P=0.014), 见表 2。 
 

表 2  新生骨计量 
Table 2  The calculation of newly formed bone 

 Cases New bone(mm2) 

Experimental 5 0.801 ± 0.036 

Contrast 5 0.448 ± 0.060 

Blank 5 0.079 ± 0.010 

Experimental/Contrast P = 0.034     
Contrast/Blank P = 0.014 

3  讨论 

胶原蛋白是动物组织的一种结构蛋白, 属天然

有机高分子化合物, 约占动物体蛋白总量的 1/3。天

然成熟的胶原蛋白是由三股多肽链作螺旋状缠绕而

成的绳索状分子, 分子量约为 300 kD。而从生物体

内提取出来的胶原蛋白, 由于酶解作用, 失去了原

有的三股螺旋结构, 故也称变性胶原, 能够溶于酸

性介质。胶原作为一种重要的生物材料, 已经广泛

地应用于生物医学和药物学领域[8−11]。近期的研究

结果证实 ,胶原和以胶原蛋白为主的复合材料在创

伤修复, 作为贴壁细胞培养的微载体, 及药物控制

释放系统提高药物的长效性方面, 均取得满意的效

果; 尤其在作为药物载体脂质体的包覆基质, 减少

网状内皮系统对脂质体的吞噬作用方面, 效果比较   

明显。胶原蛋白 /BMP 复合材料采用胶原作为

rhBMP-2 的载体, 制备简易且具有稳定的异位成骨

的诱导性。胶原是骨基质的主要有机成分。I型胶原

与 BMP 复合可延缓 BMP 释放, 令其维持较长的作

用, 早期即被用作异位成骨中 BMPs 的主要载体材

料[12]。研究还表明, I型胶原自身尚有一定的骨诱导

作用, 可降低 BMP的诱导剂量[13]。经配制的胶原在

生理条件下呈半流动的胶体态, 常以冻干的形式复

合 BMP。为减少材料的流失, 目前多采用胶原海绵

或胶原膜以吸附的方式复合 BMP。 

对于不能自愈的骨缺损, 目前的修复方法很多, 

治疗机制都是利用局部业已存在的骨原细胞及周围

的间充质干细胞的增殖分化, 促使宿主骨获得一定

程度的再生[14]。但这种再生能力是有限的。对于下

颌骨的缺损临床上仍以自体骨移植、各种人工骨材

料充填及膜引导再生术为主。其中新鲜的自体骨移

植在各种修复方法中效果最佳, 目前仍是修复骨缺

损的金标准[15]。主要原因在于: 其天然的骨小梁结

构具有的骨传导性是其它骨替代材料所无法比拟 , 

可为新骨形成提供绝好的成骨支架; 同时其表面还

含有活性细胞成分和 BMPs 等骨诱导活性成分, 促

进宿主的骨质细胞和间充质干细胞增殖和分化, 侵

入支架, 最终形成新骨而取代移植骨。 

然而, 自体骨的来源是有限的, 获得供骨会造

成供区的损伤和牺牲。应用 rhBMP-2 复合载体, 可

以在骨骼肌中诱导出异位的新生骨组织。这是由于

骨骼肌中含具有成骨潜能的间充质干细胞 , 在

BMP-2 的诱导下, 通过细胞的分化、增殖、基质矿

化, 可以形成新生骨组织。诱导形成的骨组织具有

自体松质骨的形态结构, 并能通过新生骨组织中的

微血管获得与骨骼肌的血运联系 [16,17], 可为修复骨

缺损提供生物学性能类似于自体组织的供骨。 

rhBMP-2 复合多种载体均有优良的成骨性能 , 

但以往的研究多集中于其体外诱导成骨, 体内异位

成骨, 以及含有 rhBMP-2 的复合材料直接填充于骨

缺损部位等方面[11−15]。而以这种生长因子＋支架材

料的简易成骨方式所构建的骨组织修复骨缺损的效

果如何, 却很少见于报道。 

修复自体下颌骨缺损实验的对照组所采用的骨

优导即是以胶原为载体的 rhBMP-2复合材料。实验

组是以 rhBMP-2/胶原复合载体在自体异位诱导形成

的骨组织, 填充修复同样的缺损。结果表明, 修复 6

周后, 空白组除缺损边缘有极少量的新骨外, 修复

区内基本为纤维结缔组织所占据, 没有一例有自发

性骨再生迹象; 对照组在根据产品的推荐剂量填充
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骨缺损后, 可以达到一定的修复效果; 但实验组在

预成骨组织阶段的 4~6 周时, 即可通过直接膜内成

骨及部分软骨化骨的方式, 在预制支架的基础上形

成与松质骨形态接近的骨小梁结构, 并富含细胞成

分; 移植修复骨缺损后, 在修复区的新骨数量和修

复后的机械强度上都优于对照组。显然, 这种修复

效果上的差异是修复方式上的不同所造成的。可能

的原因不外乎: 其一 , 移植物的结构不同 , 异位所

形成的新骨组织具有自体编织骨的形态, 骨传导性

优于复合材料的直接充填; 其二, 局部成骨环境的

不同, 骨骼肌血运丰富, 不仅为成骨提供充足的氧

合营养物质和大量的具有成骨分化潜能的间充质细

胞, 使 BMP 的作用能充分发挥, 从而造就了骨组织

移植后, 骨基质得以矿化的良好环境。 

综上所述, 应用胶原蛋白/BMP 复合材料在兔

背阔肌内预制的异位骨组织, 具有成为供骨来源的

潜力。可修复兔自体下颌骨小范围缺损, 其修复效

果优于 rhBMP-2 与胶原蛋白复合材料的直接填充 

修复。 
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