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低强度脉冲超声联合BMP9修饰的BMSCs对大鼠牙槽骨缺损
修复效果的研究

林利荣，李振兴
（石家庄医学高等专科学校  河北 石家庄  050000）

[摘要]目的：探讨低强度脉冲超声（Low-intensity pulsed ultrasound，LIPUS）联合骨形成蛋白9（Bone morphogenetic 

protein 9，BMP9）修饰的骨髓间充质干细胞（Bone marrow derived mesenchymal stem cells，BMSCs）对牙槽骨缺损的修

复作用。方法：在大鼠上颌第一磨牙近中区造成牙周骨缺损构建牙槽骨缺损大鼠模型，将45只大鼠随机平均分为5组，每组9

只，即正常组、对照组、超声治疗组、细胞治疗组、联合治疗组。通过CT扫描评价大鼠牙槽骨再生，通过HE染色、Masson染

色和免疫组织化学染色观察大鼠骨缺损修复程度。利用生物发光成像在体内追踪BMSCs。结果：微型CT结果显示，与对照组

相比，超声治疗组，细胞治疗组，联合治疗组促进了更多的新骨形成、BV、Tb.N增加、Tb.Sp降低，其中联合治疗组的新骨

形成率明显增加（P＜0.05）；HE染色和Masson染色结果显示，在三组治疗组中，均可以观察到结缔组织、新血管形成和钙

沉积物，联合治疗组中更明显；免疫组化染色结果显示，在三组治疗组中，联合治疗组COL-I 和骨桥蛋白表达增高更明显。

生物发光显像显示LIPUS联合BMP9修饰的BMSCs组的荧光信号明显多于其他组，有较多的BMSCs定植于牙槽骨缺损区。结论：

LIPUS联合BMP9修饰的BMSCs可以促进牙槽骨再生，对牙槽骨缺损修复的效果更好。
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Study on the Repair Effect of LIPUS Combined with BMP9 Modifi ed BMSCs on Alveolar 
Bone Defects in Rats
LIN Lirong, LI Zhenxing

( Shijiazhuang Medical College, Shijiazhuang 050000, Hebei, China )

Abstract: Objective  Exploring the repair eff ect of LIPUS combined withBone morphogenetic protein 9（BMP9）modifi ed 
Bone marrow derived mesenchymal stem cells（BMSCs）on alveolar bone defects. Methods  A rat model of alveolar bone 
defect was constructed by creating periodontal bone defects in the mesial area of the fi rst maxillary molar in rats. 45 rats were 
randomly divided into 5 groups, with 9 rats in each group, namely the normal group:normal group, control group, beyond 
treatment group, cell therapy group, combination therapy group. Eight weeks after surgery, the rats were euthanized and 
samples were collected. Evaluate alveolar bone regeneration in rats using CT, and the degree of bone defect repair was observed 
using HE staining, Masson staining, and immunohistochemical staining. BMSCs were tracked in vivo using bioluminescence 
imaging. Results  The micro CT results showed that compared with the control group, the treatment group, cell therapy 
group, and combination therapy group promoted more new bone formation, BV, and Tb N increases, Tb Sp decreased, with 
a signifi cant increase in new bone formation rate in the combination treatment group (P＜0.05). The results of HE staining 
and Masson staining showed that in all three treatment groups, connective tissue, neovascularization, and calcium deposition 
were observed, with a more pronounced eff ect in the combination treatment group. The immunohistochemical staining results 
showed that among the three treatment groups, the combined treatment group had a more signifi cant increase in COL-I and 
osteopontin expression. Bioluminescence imaging showed that the fluorescence signal of the LIPUS combined with BMP9 
modifi ed BMSCs group was signifi cantly higher than that of the other groups, and more BMSCs were implanted in the alveolar 
bone defect area. Conclusion  Lipus combined with BMP9 modifi ed BMSCs can promote alveolar bone regeneration and have 
a better eff ect on repairing alveolar bone defects.
Key words: low-intensity pulsed ultrasound( LIPUS ); bone morphogenetic protein 9 ( BMP9 ); bone marrow derived 
mesenchymal stem cells( bmscs ); alveolar bone repair; combined eff ect

牙周炎是人类最常见的口腔疾病之一，牙槽骨再生是

牙周炎治疗中的关键问题[1]。骨髓间充质干细胞（BMSCs）

是维持骨代谢的主要细胞。BMSCs表现出多系分化能力，包

括软骨细胞和成骨细胞，其可通过迁移到骨损伤部位对骨

缺损进行修复[2]。目前BMSCs已广泛应用于组织修复和再生

医学[3-4]。基于BMSCs的治疗，在促进牙槽骨和牙周组织再

生方面是有效和安全的[5-7]。骨形态发生蛋白（BMPS）在骨

骼发育和骨形成过程中，具有介导促进间充质BMSCs向成骨

细胞分化的作用[8]。骨形成蛋白9（BMP9）是BMPs家族成员

之一，在促进成骨分化和骨形成方面发挥着重要作用[9]。

BMP9作为最有效的成骨因子之一，是一种很有前途的骨组

织工程细胞因子[10]。

低强度脉冲超声（LIPUS）是一种非侵入性治疗性

超声，已被美国食品药品监督管理局（Food and drug 

administration，FDA）批准用于治疗骨折愈合和骨不连[11]。

LIPUS治疗可促进新牙槽骨的形成，加速牙周组织的重建[12-13]。

当LIPUS与基于BMSCs的治疗相结合时，促进脊髓损伤的更

好的功能恢复[14-15]。研究发现LIPUS可以增强骨折愈合过程

中BMSCs的归巢[16]。近年来，已有研究报道通过诱导BMSCs

归巢进而参与组织的修复和再生[17-18]。然而，目前关于

LIPUS对BMSCs归巢到牙周组织损伤部位的影响尚未阐明。

本研究在大鼠体内建立了牙槽骨缺损模型，通过BMSCs静脉

注射，下颌骨暴露于LIPUS治疗，探究BMP9修饰的BMSCs联

合 LIPUS治疗对牙槽骨缺损的修复效果和作用机制，为临

床上应用BMSCs修复牙槽骨缺损提供理论依据。

1  材料和方法

1.1 实验动物：45只6周龄雄性[体重（180±20）g]Sprague 

Dawley大鼠购自南通大禹生物技术有限公司（China）[许

可证号：SYXK（苏）2022-0009]。本研究经石家庄医学高

等专科学校动物伦理委员会批准（批准号：20220014）。

1.2 细胞培养：处死两个月大的大鼠以获得胫骨[17]。然后

用PBS洗涤胫骨，冲洗出骨髓，然后悬浮于含有10%胎牛血

清（FBS；Hyclone）、100 U/ml青霉素和100 mg/ml链霉素

（Hyclone）。第3～5代BMSCs用于以下研究。

1.3 Ad-BMP9转染及形态学观察：取铺满瓶底的第3代BMSCs，

倒掉原培养液，PBS清洗两遍倒掉，加入1 ml 0.25%胰酶，

37℃下消化约1 min，镜下观察大部分细胞缩小变圆，即可加

入3 ml培养基终止消化，巴氏管吹打细胞，使细胞完全脱落，

将细胞悬液转移至离心管内，1 000 r/min，离心3 min，倒掉上

清液，加入培养基3 ml，吹打细胞制悬，将细胞悬液转移至

T-25培养瓶内，补足培养基至4.5 ml，镜下观察细胞80%～90%

已伸展贴壁时，加入Ad-BMP9病毒原液5μl，轻轻振荡混匀，

37℃，5%CO2孵箱中培养，8 h后更换新鲜成骨诱导培养基，
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对照组加入Ad-GFP 5μl，空白对照组加入5μl PBS。分别在

24 h、48 h镜下观察荧光表达情况，连续培养7 d。每日在倒

置相差显微镜下观察细胞形态和状态，并记录。

1.4 BMSCs的分化

1.4.1 成脂分化：将补充有10%FBS、1 mM地塞米松、10 mM

胰岛素、200 mM吲哚美辛和0.5 mM IBMX（Sigma-Aldrich，

St. Louis，MO，USA）用作诱导介质。每3 d更新培养基，

持续1周。然后将细胞用油红0（Solarbio，Beijing，

China）染色并进行显微镜检查。

1.4.2 成骨分化：将补充有10%FBS、50μg/ml抗坏血

酸（Sigma，St. Louis，MO，USA）、IOO nM地塞米松

（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）和5 mM L-甘油

磷酸盐（Sigma-Aldrich，St.Louis，MO，USA）用于诱导

细胞分化。每3天更换培养基。3周后，将细胞用茜素红

（Sigma-Aldrich，St.Louis，MO，USA）染色。

1.5 细胞标记：为了在体内追踪BMSCs，用荧光素酶和EGFP

蛋白标记BMSCs（将1×105个BMSCs接种于24孔培养板中）。

用5μ/ml聚凝胺转染pLenti-CMV-EGFP-连接子-Luc-PGK-

Puro慢病毒（购自OBiO technology，Shanghai，China）

24 h，并通过嘌呤霉素选择。然后使用倒置荧光显微镜

（Olympus，Japan）检测转染。

1.6 模型构建和干预方法：大鼠腹腔注射35 mg/kg戊巴

比妥钠麻醉。在无菌环境下，在上颌第一磨牙的近中区

域上手术创建牙周骨缺损[12-13]。具体操作如下：①在上

颌第一磨牙的近中区域和龈沟上制作缓解切口，并且用

骨膜分离器分离骨膜。②在盐水冲洗下通过手钻以低速

（≤1 500 rpm）去除骨组织。③在形成临界尺寸的缺损

（4 mm×5 mm×1 mm）后，在生理盐水洗涤后，应用胶原屏

障膜（Bio-Gide®，Geist-lich，Beijing，China）来填充

这些缺损。④替换皮瓣并使用可吸收缝线闭合伤口。

将大鼠随机分成五组（n=9）。①正常组：正常无缺

损；②对照组：注射磷酸盐缓冲盐水（PBS）；③超声治疗

组：LIPUS治疗；④细胞治疗组：注射Ad-BMP9-BMSCs；⑤

联合治疗组：注射Ad-BMP9-BMSCs并LIPUS联合治疗。

术后静脉注射1×106个EGFP-Luc标记的BMSCs或 PBS。

在静脉注射后第1天、第3天、1周、4周追踪BMSCs。

1.7 LIPUS治疗：LIPUS装置由国家超声医学工程研究中

心（重庆医科大学重庆分校）设计制造。将超声探头与

牙周缺损区域进行固定和接触。将建模区域暴露于LIPUS

（200-μs爆发正弦波，频率为1.5 MHz，脉冲重复频率为

1.0 kHz，强度为30 mW/cm2）。BMSCs/LIPUS组动物缺损区用

LIPUS处理2周，每天20 min。对照组和骨髓间充质干细胞组

动物缺损面积处理方法相同，LIPUS装置关闭。

1.8 CT扫描：8周后在CO2室中处死大鼠。解剖下颌骨

并使用CT扫描仪（vivaCT 40，Scanco Medical AG，

Bassersdorf，Switzerland）扫描。使用以下扫描仪设置

进行扫描：X射线源电压70 kV，电流114 µA，功率8 W，体素

尺寸19 µm。使用Scanco Medical分析软件生成三维重建。

使用Scanco Medical分析软件在定向的样品中进行骨密度

测量。牙冠的第一，第二，第三磨牙是可见的轴向平面。

在定向之后，选择235～1 000的阈值作为用于分析的感兴

趣区域。分析从分叉首次出现的切片开始，向顶部进行。

记录各组的骨体积（BV）、组织体积（TV）、骨小梁厚度

（Tb.Th）、骨小梁数量（Tb.N）和骨小梁间隔（Tb.Sp）

值并取平均值（对于所有CT分析，n=9）。

1.9 组织学和免疫组织化学染色：样本在4%的多聚甲醛中

固定48 h，并在石蜡包埋和切片前使用10%的EDTA进行脱

矿。切片（5μm）然后脱蜡和脱水使用二甲苯和乙醇。苏

木精-伊红（H&E）染色和马尾松染色按照生产厂家的说明书

（Solarbio，Beijing，China）进行。这些切片在BX41显微

镜下成像（日本奥林巴斯）。用抗骨桥蛋白抗体和抗胶原Ⅰ

（Abcam，Cambridge，UK）抗体进行免疫组织化学染色。然

后使用DAB试剂盒（ZSGB-BIO，北京，中国）检测抗体并用苏

木精复染。使用BX41显微镜（Olympus, Japan）获得图像。

1.10 生物发光成像：将大鼠麻醉并在成像前用D-荧光素IP

注射。在第1、3、7和28天使用IVIS Lumina Series Ⅲ系

统（Perkim Elmer，Waltham，USA）对大鼠成像。

1.11 统计学分析：采用SPSS 24.0统计软件进行统计学

分析。所有实验重复至少三次，结果表示为（ x̄±s）。

通过Student's t检验或单因素ANOVA分析数据，并通过

GraphPad Prism 7.0软件进行统计学显著性分析。P＜0.05

为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 BMSCs的形态学表征：48 h后将原代BMSCs附着于培养皿

（见图1A）。第3代BMSCs显示出均匀的成纤维细胞样形态

（见图1B）。在成脂诱导中观察到脂滴，这些脂滴对于油

红O染色是阳性的（见图1C）。在成骨分化培养基中培养后

形成矿化结节。在诱导的BMSCs中观察到茜素红的阳性染色

（见图1D）。

注：A.大鼠BMSCs原代培养；B.第3代BMSCs；C.BMSCs细胞诱导成脂分

化后油红O染色；D.BMSCs细胞诱导成骨分化后茜素红染色

图1  大鼠BMSCs的形态学表征

A

C

B

D
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组BV、Tb.N增加，其中联合治疗组增加显著（P＜0.05），见

图B～C。与对照组相比，超声治疗组、细胞治疗组和联合

治疗组的Tb.Sp降低（P＜0.05），见图4D。Tb.N和Tb.Sp指

标表明联合治疗组新骨形成和成熟较早。TV指数和Tb.Th指

数各组之间无显著差异（见图4E～F）。

2.5 LIPUS联合BMP9修饰BMSCs在牙槽骨再生的作用：HE染

色显示牙周缺损组缺损区边缘有少量新生骨形成，中心区

以纤维连接组织为主。在超声治疗组和细胞治疗组中，

可以观察到一些结缔组织、新血管形成和少量的钙沉积

物。在联合治疗组中，可以看到更多的结缔组织、新血

管形成和钙沉积物，有利于后续牙槽骨再生。Masson染

色的结果更能反映骨成熟度，并且结果与HE染色一致。

术后8周，超声治疗组和细胞治疗组缺损区可见新生骨组

织和钙沉积物，但少于联合治疗组。免疫组化染色结果

显示，超声治疗组、细胞治疗组和联合治疗组骨缺损区

均可见骨桥蛋白（OPN）阳性细胞，主要分布于新骨和类

骨质形成区。COL-I的免疫组织化学染色显示出类似的趋

势。见图5。

3  讨论

在牙周炎中，细菌诱导的炎症总是导致牙槽骨破坏。

2.2 细胞标记：转染后，在嘌呤霉素选择前后，在BMSCs中

均观察到绿色荧光（见图2）。

注：A.嘌呤霉素选择前（200×）；B.嘌呤霉素选择后（200×）

图2  BMSCs荧光标记

2.3 BMSCs体内标记：结果显示，在正常组、对照组和

LIPUS超声治疗组中4周内均未观察到生物发光信号（见图

3）。在细胞治疗组和联合治疗组中，在第1天和第3天在下

颌骨、心脏或肺处检测到生物发光信号，其中信号在心脏

或肺区域较为强烈。在第1周和第4周，联合治疗组在下颌

骨检测到周信号，其他组中未显示信号。

2.4 微型CT分析：显微CT图像显示，与对照组相比，超声治疗

组、细胞治疗组、联合治疗组促进了更多的新骨形成（见图

4A）。与对照组相比，超声治疗组、细胞治疗组、联合治疗

图3  大鼠BMSCs注射和 LIPUS 治疗后的生物发光成像

正常组              对照组             超声治疗组           细胞治疗组           联合治疗组
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目前临床上已采用了多种再生治疗策略，如骨移植、引导

组织再生和引导骨再生。然而，再生是有限的和不可预测

的。基于细胞的治疗，特别是BMSCs的治疗，可增加新生

骨量、促进血管新生，加快骨质修复，已被报道在促进牙

槽骨和牙周组织再生方面是有效和安全的[19-20]。有研究表

明，BMP9具有促进BMSCs分化的功效[21-22]。裘吉雨等[23]研

究发现，Ad-BMP9能促进牙周膜细胞早、晚期成骨分化能

力。正如本研究的结果所显示的，经BMP9诱导后BMSCs

能够分化成脂肪细胞和成骨细胞，这表明了它们在骨修

复和再生方面的潜力。LIPUS已广泛应用于骨折治疗、牙

周病治疗、种植体周围炎等的治疗[24-25]。Azuma Y等[26]报

道，在手术后连续接受LIPUS治疗17～24 d的骨骼中，

骨折部位的骨桥形成更广泛。此外，与未处理的骨骼相

比，LIPUS处理的骨骼的硬度显著增加。Konno M等[27]报道

说，在骨损伤后的早期，LIPUS治疗可有效加速骨愈合。

体内实验发现，LIPUS辐照后，钙盐沉积加快、新骨成熟

时间缩短且机械强度增加[28]。有研究表明，LIPUS可能

通过机械效应增强基于BMSCs的骨再生，促进BMSCs的成

骨分化[29]。有实验证明LIPUS可促进BMSCs细胞归巢至

骨折部位[30]。本研究结果表明，相比LIPUS和Ad-BMP9-

BMSCs单独治疗，联合治疗组生成更多的新骨且新骨形

成和成熟较早，更有利于增强骨形成。生物发光成像结

果显示，联合治疗组出现更高的生物发光信号，且在1周

之后，只有联合治疗组在下颌骨检测到生物发光信号，初

步预测LIPUS可以促进BMSCs向牙周缺损区归巢。

综上，Ad-BMP9-BMSCs联合LIPUS治疗具有促进牙槽

骨再生的作用，对牙槽骨缺损修复的效果更好，可能受

益于LIPUS增强循环BMSCs归巢至损伤部位有关，从而支

持更有效的LIPUS和基于BMSCs的疗法的临床应用的转化

开发。

注：A.五组的CT图像，红色框表示缺陷区域；B～F.检测BV、Tb.N、

Tb.Sp、TV和Tb.Th指数；*表示与正常组比较，P＜0.05；#表示与对照

组比较，P＜0.05；$表示与细胞治疗组比较，P＜0.05

图4  下颌骨的显微CT分析

图5  五组切片的组织学和免疫组织化学染色

正常组              对照组             超声治疗组           细胞治疗组         联合治疗组

H&E
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