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摘要　采用鼠胫骨内植入 4种人体骨组织替代材料的动物实验,经组织核酸分子原位杂交技术 ( ISHH ) ,研究了 4

个时期,材料对界面区细胞胰岛素样生长因子2I( IGF2I)mRNA 表达水平的影响。结果发现材料能够影响界面区细

胞的 IGF2ImRNA 的表达水平,它的表达增强与界面区细胞增殖、基质产生和新骨形成有关。并且 IGF2ImRNA 的

检测有助于界面区细胞功能状态的判定。
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　　骨组织生物学研究表明,骨基质中含有多种生

长因子 1 。这些生长因子大部分由局部的间充质细

胞或成骨细胞合成,经细胞膜上受体,通过自分泌

或旁分泌途径发挥作用。胰岛素样生长因子2I

( IGF2I)对骨形成过程的影响具有双重作用 2 : 即

一方面促进间充质细胞向成骨细胞增殖和分化; 另

一方面又能促使成骨细胞向骨细胞分化、成熟。使

骨形成过程中,细胞增殖与分化这两个相互反馈制

约的过程 3 达到了协调统一。

本文是在 SD 雄性大鼠胫骨内植入人体硬组

织替代材料,通过原位杂交,考察骨形成过程中,早

期界面上细胞表达 IGF2I m RNA 的情况, 探讨

IGF2I m RNA 表达规律的检测,评价硬组织替代材

料和材料植入界面细胞功能情况的关系。

1　材料和方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验动物　雄性 SD 大鼠,体重 250～ 300 g (华西医

科大学动物实验中心提供)。

1. 1. 2　骨组织替代材料　生物玻璃陶瓷 (BGC,由华西医

科大学口腔生物医学工程重点实验室提供) ; 钛合金

(T i6 A l 4V , 由宝鸡有色金属研究所提供) ; 羟基磷灰石

(HA ,由华西医科大学口腔生物材料研究室提供) ; 羟基聚

磷酸钙钠 (H PA ,由中国科学院有机化学研究所提供)。

材料尺寸为直径 2 mm ,长度 3 mm。使用前,用双蒸馏

水、超声波振荡清洗 3次, 100℃烘干,高压湿热灭菌。

1. 1. 3　样本制备及核酸原位杂交用试剂　新鲜配制 4%多

聚甲醛, 015 mo löL ED TA 脱钙液, 均用二乙基焦碳酸

(D EPC)水配制; IGF I寡聚核苷酸探针由上海细胞所赛尔

公司合成,探针序列为: 5’TCC A CA CA C GAA CT G AA G

A GC A TC CA C CA G 3’,地高辛标记 3’末端加尾标记试剂

盒 及地高辛标记核酸杂交检测试剂盒 (Boeh ringer

M annheim ) ; RNA 酶 (Sigm a) ; 蛋白酶BP (江苏无锡酶制剂

厂)。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　实验动物　随机将大鼠分为 4组,每组 4只,用戊

巴比妥钠 (30 m gökg)腹腔内注射全麻, 术区加用 2%利多

卡因,于双侧胫骨中份分别制备植入孔。方法为: 用电机裂

钻在胫骨壁上低速 (小于 2000 röm in)钻孔,直径约 2 mm ,

深度进入骨髓,制备时,使用大量生理盐水降温,尽量使孔

径与材料大小密合。每组 4只大鼠, 4种材料,植入部位左侧

用A , B , 右侧用 C, D , 每种材料按A , B , C, D 顺序空白递

推,在 4只动物中分别植入。

1. 2. 2　样本处理　分别在实验的第三天、第七天、第十四

天和第二十八天断头处死动物,用金刚砂片在慢速、冷却条

件下分离样本, 并立即用 4%多聚甲醛、4℃固定 24 h, 015

mo löL ED TA 脱钙 10 d,每 2 d换一次脱钙液。小心取出材

料,酒精梯度脱水,常规石蜡包埋,切片, 4℃保存备用。

1. 2. 3　核酸原位杂交程序　二甲苯脱蜡 10 m in×3, 100%

乙醇 10 m in×2, 梯度酒精水化; 1×PBS 5 m in×1, 3%

H 2O 2 37℃ 15 m in, 1×PBS 5 m in×1;蛋白酶BP011 m göm l

37℃ 20 m in; 1×PBS 5 m in×1, 2×SSC 37℃ 10 m in, RNA

酶 0135 m göm l 37℃ 30 m in 处理作阴性对照片。实验组用

1×PBS 37℃ 30 m in;室温预杂交 1 h, 2×SSC 浸; 37℃杂交

16 h,杂交液探针浓度 012 m göm l; 2×SSC 15 m in×2, 1×

SSC 15 m in×2, 012×SSC 37℃ 30 m in; buffer (É ) 浸,

buffer (Ê ) 37℃ 30 m in; 抗D ig2A P 酶 37℃ 1 h; buffer (É )
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15 m in×2, buffer (Ë ) 15 m in×2; 显色 (显色剂为: NBT 4Λl

+ BC IP 3 Λl+ buffer (Ë ) 1 m l) ; 水洗; 终止后用甲基绿衬

染细胞核。

1. 2. 4　杂交结果观察与计算机图像分析　原位杂交结果

以细胞浆被染为紫红色为阳性,图像分析则以界面上细胞

胞浆区染色的灰度值为参数进行测定,并进行统计学方差

分析和 t检验。

2　结　　果

2. 1　 IGF2I m RNA 原位杂交结果

术后 3 d: 4 种替代骨组织材料界面区部分细

胞胞浆染成紫红色,示 IGF2I m RNA 表达阳性,且

明显比同期空白对照组强。H PA , HA 周围 (图 1)细

胞密度高,且胞核大,圆形或卵圆形,靠近界面上的

细胞阳性信号稍强。细胞外基质区背景染色很浅。

BGC 和钛合金界面区细胞阳性信号较前两者稍

弱,空白对照组阳性信号极弱。

术后 7 d: H PA , HA 周围细胞表达仍较强, 但

此时H PA 组阳性最强的细胞不在界面上,而是在

稍远处的尚未完全钙化的骨基质内 (图 2) ,而 HA

仍为界面上细胞阳性最强。钛合金周围细胞的阳性

程度较 3 d 者显著增强。BGC 与空白对照组阳性程

度相近,离界面稍远处的细胞阳性较强。

术后 14 d:所有材料周围和空白对照组骨缺损

区细胞的阳性信号变弱。在H PA 界面上信号最弱,

HA 最强,BGC,钛合金与空白对照组相近。

术后 28 d: H PA , HA 界面上很少有细胞存在,

未检测到阳性信号; BGC、钛合金界面上有少数细

胞存在,阳性程度低。空白对照组的成熟板状骨基

质内细胞阴性,只有表面细胞阳性稍强。

2. 2　核酸原位杂交图像分析结果
附表　不同时期材料界面 IGF- Im RNA 表达灰度值校正值

分组
CB±s

　　3 d　　　　　　　7 d　　　　　　　14 d　　

H PA 14. 1667±9. 3423 22. 2140±7. 4973 　5. 4872±9. 3133

HA 10. 6667±12. 2083 23. 2143±7. 5643 16. 9697±7. 7363

BGC 6. 7368±7. 5713 17. 3438±8. 346 11. 9032±10. 189

T i 9. 9485±5. 0263 21. 7407±11. 3603 9. 2973±8. 259

对照 1. 5000±2. 933 17. 6520±11. 412 10. 7750±6. 697

CB±s 平均灰度值±标准差　T i为钛合金以下相同
3 　示同一时期内材料组与对照组间存在显著性差异 (P < 0. 05)

由于石蜡切片存在背景着色,故灰度值应以校

正值 (CB )为准。CB 值为灰度值减去背景值计,不

同时期材料界面 IGF2I m RNA 表达灰度值校正值

见附表。

3　讨　　论

不同替代材料界面上的组织反应是有差别的,

而对界面上细胞功能状态的判定,会有助于对这种

差别的认识。体内、外研究均证明替代材料与细胞、

蛋白是相互作用的,材料的理化性质能够影响细胞

外基质中胶原和某些非胶原蛋白的基因表达和蛋

白合成 4, 5 ,细胞外基质,特别是骨基质中, 含有多

种骨生长因子,其中 IGF2I在骨基质中较为丰富,

可由成骨细胞合成, 它能促进前成骨细胞增殖 6 ,

增加成骨细胞合成É 型胶原 7 和骨钙蛋白 8 ,从而

加快成骨细胞的分化, 增加碱性磷酸酶的活性 9 ,

并能减缓胶原蛋白降解。 IGF2I这种双重作用使其

能协调成骨细胞的增殖、基质形成及基质矿化的过

程。在骨形成过程中,协调好骨基质的产生和矿化

之间的关系,是骨替代材料发挥作用的关键,它能

使材料植入骨组织后既能缩短愈合的时间,又能获

得足够的骨量, IGF2I这种特殊的生物学功能, 使

它有可能成为一种有价值的生化指标,来预示界面

区骨形成情况。

细胞外基质成分的改变表明细胞的功能状态

的不同,不同功能状态的细胞与生长因子的表达是

否有关呢? 本实验经界面区细胞核酸原位杂交,表

明 IGF2I m RNA 表达既与骨形成阶段有关, 同时

也受到替代材料理、化性质的影响。在术后 3 d,

H PA 和HA 界面上细胞阳性信号强, 这与组织学

上出现的H PA 和HA 界面处细胞增生活跃,细胞

密度较高相平行,说明 IGF2I与其界面细胞增殖相

关。7 d 时, H PA 周围, IGF2I表达最强的细胞不在

界面上,而是在界面稍远处,这些细胞正在合成骨

基质,表明此时 IGF2I表达强弱与细胞功能活跃状

态的组织学表现相一致,这些细胞虽然不能增殖,

但它们有很强的合成蛋白、形成胞外基质的能力。7

d 时,钛合金周围 IGF2I m RNA 的表达明显高于 3

d 组,与骨折愈合过程中,骨痂内 IGF2I m RNA 表

达情况一致 10～ 12 ,在骨折愈合的纤维组织肉芽期,

未检测到 IGF2I m RNA ,而在稍晚的软骨和骨形成

期骨痂内成骨细胞 IGF2I m RNA 表达最强, 提示

IGF2I m RNA 在未向成骨细胞分化的纤维组织内

表达较弱。术后 14 d, 28 d, H PA 和HA 界面上,骨
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钙化程度较高的组织中 IGF2I m RNA 表达显著减

弱, 这些细胞和基质的分化成熟程度也较高, 而

BGC,钛合金界面上,细胞阳性程度减弱不明显,组

织学上这些细胞仍处于增殖或基质分泌状态。在成

熟骨内, IGF2Im RNA 出现在骨改建活跃部位的成

骨细胞内,而成熟的骨细胞表现为阴性,说明 IGF2I

m RNA表达与细胞功能状态相关。

本研究结果说明界面区细胞 IGF2I m RNA 表

达的增强; IGF2I m RNA 表达与界面区细胞增殖、

基质产生和新骨形成有关。IGF2Im RNA 的检测有

助于界面区细胞功能状态的判定。

(本文图见中心插页 6)　　
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IGF- Im RNA Express ion L evel of Cell in the In terfaces of Bone and

Four K inds of Substitutive M a ter ia ls for Bone T issues by

the Techn ique in Situ Hybr id iza tion
O u Guom in, Chen Zh iqing

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Abstract
Four k inds of subst itu t ive m ateria ls fo r hard t issues w ere in serted in to t ib ias of rat, effect of subst itu t ive m ateria ls on

IGF2I mRNA exp ression level of cell in the in terfaces of bone and fou r k inds of subst itu t ive m ateria ls w ere studied by the

techn ique in situ hyb ridizat ion. It show ed that the b iom ateria ls cou ld affect the level of IGF2I mRNA exp ression, the en2
hanced exp ression level w as associated w ith cell p ro liferat ion, fo rm ation of m atrix and calcificat ion, fo rm ation of new bone.

M easu rem en t of IGF2ImRNA cou ld at tribu te to judge the functional sta te of cell, and to p redict the final character of the in2
terface.

Key words:　 IGF2ImRNA　　in situ hyb ridizat ion　　in terface of bone and m ateria ls
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