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【 摘( 要】目的：探讨含 $344#! 基因逆转录病毒液与聚羟基丁

酸酯（QRNT）生物材料复合后修复犬下颌骨缺损的效果. 方

法：制备含 $344#! 真核细胞表达载体的逆转录病毒液 Q/#
QRLCJ$ #$344#!. 制备比格犬下颌骨 !) ++ W!" ++ W) ++ 的

箱状缺损模型，修复实验分为 $ 组：Q/#QRLCJ$ #$344#! Z QRNT
修复组（实验组），QRNT 修复组（ 对照组），每组 2 个样本，

分别于术后 2，!* SU 进行大体观察、J 线检测和组织学检测.

结果：Q/#QRLCJ$ #$344#! 重组病毒液与生物材料复合修复组

可见在骨缺损处有骨性连接形成，骨缺损修复，组织学观察见

有大量新生骨组织形成；QRNT 修复组未见骨性连接形成，仅

在部分骨缺损两断段形成少量骨组织. 结论：利用 $344#! 基

因体内局部、直接转移的方法能够用于犬下颌骨缺损的修复.
【关键词】$344#! 基因；骨缺损；基因转染

【中图号】[%2$( ( ( 【文献标识码】T

FG 引言

近年来基因转移技术在骨组织再生、骨缺损研究

中的作用越来越受到重视，将相关生长因子通过体外

转移或体内直接转移的方法能够新生骨组织. $344#!
是一种具有较强成骨活性的生长因子，其成骨能力已

得到证实［!］. 用逆转录病毒介导的方法可以将 $344#!
蛋白转入犬骨髓间充质干细胞（\GD5）中，在获得外

源 $344#! 表达的同时，\GD5 的成骨活性也得到显著

提高. 但含有 $344#! 基因的逆转录病毒液在体内是

否具有诱导成骨活性、其形成骨组织并修复骨缺损的

能力仍需验证.

"G 材料和方法

". "G 材料G 比格犬为广东省医药工业研究所提供；

逆转录病毒基因载体转移系统试剂盒：包括 QRLCJ$

逆转录病毒载体、Q/*% 包装细等（C1=7:056，美国）；限

制性内切酶：564 ] 576 ]（L0S 3781,79 \4=1,P，美国）.
". HG 方法

!. $. !( L011#! 逆转录病毒液的制备 ( 使用 564 ] 酶

切 Q\#D^#$344#!（T+0@45,7 /4BF0 CF1:F@0 C=1105:4=7）

和 QRLCJ$ 逆转录病毒载体（C1=7:056），黏端连接后

提取质粒进行酶切鉴定（576 ] 酶切），筛选出正确插

入的 重 组 质 粒 QRLCJ$#$344#!. 使 用 脂 质 体 转 染

QRLCJ$#$344#! 包装细胞 Q/*%，使用 N-!2 筛选至阳

性克隆形成，将阳性克隆细胞进行扩增，收集培养上

清液，命名为 Q/#QRLCJ$ _ #$344#! 病毒液.
!. $. $( 生物材料的制备( 聚羟基丁酸酯（QRNT）生

物材料由中国科学院化学研究所制备并惠赠. 材料

呈多孔块状，参数基本如下：孔径为 $"" ‘ ’"" 7+，孔

隙率大于 &"a，将生物材料修剪成体积为 ". $ 5+ W
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!" # $% & ’" ( $% 长条状" 使用 )(! %* + * 乙醇浸泡，

无菌 !" ’ %,- + * ./0 反复冲洗并浸泡后，紫外线下晾

干，封 装 备 用" 用 于 骨 缺 损 修 复 实 验 前 取 ’ %*
.*123# 4 5!"##5’ 病毒液浸泡生物材料 #6 7" 单纯材

料修复组用相应细胞培养基浸泡"
’" #" 89 犬下颌骨缺损修复9 实验动物选择健康比格

犬 : 只，雌雄不拘，体质量 ’8 ; ’( <=，年龄 ’ ; ’" #
岁，适应性饲养 # ><" 按自身同期对照研究的设计原

则，在犬下颌骨上设计两个 ’( %% & ’! %% & ( %%
的全层箱状缺损，在其中一个植入相应大小的 .?5
.*123#5!"##5’ @ .*AB 复合材料，另一侧植入单纯

.*AB 作为对照" 实验方法：以 :6C 合剂和氯胺酮’D’
混合后，按混合液中 :6C 合剂的 !" ’# ; !" ’( %= + <=
肌肉注射" 用金刚砂切片切开骨皮质，用牙科台式电

钻于犬下颌骨下缘中份骨皮质上造成两个长 ’( %%，

宽 ’! %%，深 ( ; C %% 的箱状缺损，术中应避免伤及

下颌神经血管束，保留骨膜，在其中一个缺损内放入

相应大小的 .?5.*123#5!"##5’ @ .*AB 复合材料，另

一缺损植入单纯 .*AB，分层缝合创口" 术后肌注青

霉素 :! 万 E，庆大霉素 6 万 E，# 次 + F，6 F，预防感

染" 术后分笼常规饲养"
’" #" 69 检测方法9 大体形态观察：术后 :，’C >< 取

骨缺损修复标本进行大体观察，观察骨缺损部位骨组

织再生情况、修复程度以及有无炎症反应" 3 线观

察：分别于 :，’C >< 进行 3 线检测，观察各组骨缺损

区骨痂生长和骨连接情况" 组织学切片观察：标本经

6! = + * 多聚甲醛固定后 GH?B 脱钙，石蜡包埋、切片，

常规 IG 染色，显微镜下观察"

!" 结果

!" #" 动物一般情况" 动物术后 # 7 内苏醒，’ >< 内

均恢复正常饮食，术后 8 ; ) F 术区局部组织肿胀明

显，# >< 后伤口逐渐愈合，肿胀也逐渐消失，仅缝线

处有轻微红肿，缝线 ’ ; # %, 后部分自行脱落" 未观

察到动物机体的明显排斥反应和材料的裸露"
!" !" 大体观察" 术后 : >< 时，各组缺损区内均有纤

维结缔组织和血管长入，试验组修复区域中心区材料

表面和骨缺损两断端均可见骨样组织出现，质地较

硬，对照组仅在在缺损区两断端有少量骨样组织形

成" 术后 ’C >< 时，试验组修复区域可见明显骨桥形

成连接于骨缺损两断端" 出现骨性愈合" 对照组在缺

损区两端骨组织量相应增加，但缺损区大部仍为结缔

组织填充，未出现骨性连接，骨缺损未得到有效修复"
!$ %" & 线观察" 术后 : >< 实验组骨缺损两端骨端

和骨缺损中心区域可见有密度增高影，呈絮状或条索

状，新生骨组织桥接骨缺损，形状较为规则，髓腔未

通" ’C >< 时骨性愈合，骨皮质光滑连续，骨髓腔再通

（图 ’，#）" 对照组在各时间点骨缺损界限清晰 骨缺

损两端少量新生骨组织形成，骨缺损未被修复，’C ><
时其形状由‘!"’变为‘!"’（图 ’，#）"

B：试验；/：对照"

图 ’9 : >< 时 3 线观察

B：试验；/：对照"

图 #9 ’C >< 时 3 线观察

!" ’" 组织学观察" 试验组术后 : >< 可见材料表面

及内部有结缔组织和小血管长入，在材料周边及内部

孔隙内，有大量软骨细咆形成并向成骨细胞移行" 并

形成大量致密的不规则类骨质" 部分区域可见骨小

粱形成、出现骨陷窝结构，’C >< 时骨细胞成熟，形成

板状骨结构" 新生骨与缺损两断端连接，骨缺损修复

（图 8B）" 对照组仅在缺损断端有少量骨痂形成，缺

损中心区域未见骨组织形成，骨缺损未被修复（ 图

8/）"

%" 讨论

1J--5’ 是在颅缝早闭患者过早闭合的骨缝连接

处发现的一种分泌蛋白［#］，美国加州大学洛杉矶分

校（E2*B）的研究者们发现，!"##5’ 诱导成骨细胞分
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!：试验；"：对照#

图 $% &’ () 时组织学观察% *+ , &--

化和骨形成的能力要优于 "./［$］# !"##0& 的成骨活

性已在动物试验中得到证实，!"##0& 复合生物材料可

促进大鼠颅骨缺损的修复［1］#
% % 本实验中采用含 !"##0& 的逆转录病毒载体直接

转移 的 方 法 能 够 修 复 比 格 犬 下 颌 骨 &2 33 , &-
33 ,2 33 的箱状缺损，根据 4 线和组织学切片的

结果，采用本方法在体内诱导成骨的过程表现为较为

典型的软骨内成骨过程# 在成骨的早期出现血管组

织和软骨细胞，随着时间的推移，软骨细胞团的内部

和周边开始出现成骨细胞，并形成少量编织骨结构，

进而形成典型的板层骨结构，并有不规则的大量骨髓

腔形成，其内可见较多的骨髓细胞#
将含 $"##0& 基因的逆转录病毒置入骨缺损区后，

病毒液感染邻近肌肉组织内的肌细胞和骨缺损两断

端骨髓腔内的间充质细胞，使合成表达外源性 !"##0
&，进而诱导周边的间充质细胞分化成软骨细胞，通过

软骨内成骨方式形成成熟的骨组织#
将 $"##0& 基因置入体内可以采用直接注射或与

生物材料复合后植入的方法# 直接注射的方法简便

易行，但考虑到临床实际骨缺损部位大多为疤痕或大

量结缔组织填充或包绕，很难完全体现 !"##0& 基因转

染的效果# 而将 !"##0& 基因与相应的生物材料复合

后，通过外科手术的方法清除骨缺损区的疤痕组织再

植入，应能取得较好效果，同时生物材料也能为成骨

细胞生长及骨组织的新生提供支架作用，更有利于新

生骨组织的形成#
我们应用的 /56! 孔径为 7-- 8 $-- 93，孔隙率

大于 :-;，动物体内实验结果表明此种生物材料与

/5<=47# !"##0& 病毒液复合后能够形成新生骨组

织# 虽然有报道认为 /56! 材料存在一定的无菌性

炎症反应问题，但在本实验中仅观察到少量的炎性细

胞浸润，对骨组织的新生没有明显影响#
从理论上讲，将含有外源 !"##0& 基因的病毒载体

直接用于体内局部治疗时有可能出现过量异位成骨

或体内致瘤性的问题# 逆转录病毒载体虽然具有高

效准确地整合到细胞基因组上的优势，但这种整合作

用又是随机的，由于病毒的 5>? 中含有增强子等调

控序列，有可能激活原癌基因或阻断肿瘤抑制基因，

并且在产生目的病毒（非复制型逆转录病毒）的同时

亦有可能产生野生型病毒（ 可复制型病毒），导致肿

瘤的发生［20’］# 我们观察到 &’ () 时在骨缺损修复区

组织学检查未见肿瘤样组织出现，初步表明采用此种

方法制备的此种滴度的病毒液中可能并不含有野生

型病毒# 但还需要进一步要进行 /=?，裸鼠体内种

植等实验进一步进行检测#
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