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BMP一2／VEGF双基因活化纳米骨浆对提高骨质疏松

椎体强度的实验研究
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摘要：目的证明BMP一2／VEGF双基因活化纳米骨浆是稚体成形术(PVP)的理想填充材料。方法首先构建并验证了BMP一

2／VEGF双基因活化纳米骨浆构建成功，然后由生物力学测试分析注射人椎弓根和已有骨质坍塌的椎体BMP一2／VEGF双基因

活化纳米骨浆后椎体的最大载荷。随后，应用双侧卵巢切除术构建山羊骨质疏松模型，研究与对照相比注射BMP一2／VEGF双

基因活化纳米骨浆前和后山羊血清的碱性磷酸酶、骨钙素、最大载荷、椎体的骨密度和微观三维结构的改变。结果 BMP一2／

VEGF双基因活化纳米骨浆可以明显增加椎体的最大压缩载荷和最大压缩应力明显增加(P=0．039、0．010)，同时注射人已有

骨质坍塌的最提椎体BMP一2／VEGF双基因活化纳米骨浆后椎体的最大压缩载荷和最大压缩应力明显增加(P<0．001，P=

0．030)；山羊骨质疏松模型中，碱性磷酸酶和骨钙素明显下降(P=0．018，P<0．001)，骨密度明显下降，骨小梁明显稀疏。注

射入BMP一2／VEGF双基因活化纳米骨浆后山羊骨密度明显增加，最大压缩载荷增加(P=0．0072)，最大压缩应力增加(P=

0．0024)；椎骨小梁更加致密，孔隙率降低。结论本实验证明了BMP一2／VEGF双基因活化纳米骨浆是椎体成形术(PVP)的

理想填充材料，可以提高椎体的骨密度和强度。
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An experimental study of BMP-2／VEGF dual gene activated nanobone putty on improving the

strength of osteoporotic vertebrae
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Abstract：Objective To evaluate whether BMP一2／VEGF dual gene activated nanobone putty is an ideal filler for vertebroplasty

(PVP)．Methods Firstly，we established and validated VEGF dual gene activated nanobone putty．Then，biomechanical analysis

was used to observe the maximum loading in centrum pedicle and collapsed vertebral body injected with the BMP一2／VEGF dual gene

activated nanobone putty．Finally，goat bilateral oophorectomy was used to established a model of osteoporosis and explore the

change in goat serum alkaline phosphatase and osteocalcin，microscopic three—dimensional structure，maximum loading and structure

of the trabecular bone before and after injecting the BMP一2／VEGF dual gene activated nanobone putty compared with the negative

controls．Results BMP一2／VEGF dual gene activated nanobone putty could increase the maximum loading and compression stress

of the vertebral body significantly(P=0．039，0．0 1 0)．The maximum loading and compression stress increased significantly in the

collapsed vertebral body after injecting the BMP一2／VEGF dual gene activated nanobone putty(P<0．00 1，P=0．030)．In the goat

osteoporosis model，serum alkaline phosphatase and osteocalcin levels increased(P=0．0 l 8，P<0．00 1)，and bone mineral density

and trabeculae number reduced．Injection of the BMP一2／VEGF gene activation double putty increased bone mineral density and

maximum loading(P=0．0072)，maximum compression stress(P=0．024)and lowered porosity．Conclusion The study

findings revealed that the BMP一2／VEGF dual gene activated nanobone putty is an ideal filler for vertebroplasty(PVP)and increases

vertebral bone density．
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骨质疏松中最常见的是脊柱骨质疏松¨。。。早

期脊柱骨质疏松的治疗主要以药物为主和佩戴支具

治疗∞o。然而，药物治疗骨质疏松见效慢，很难在

发病期间迅速提高骨强度而使患者更易发生骨折坍

塌的危险。因此，寻找能迅速改善骨密度，防止出现

骨折坍塌的治疗手段迫在眉睫。
’

随着材料工程和骨组织功能的发展，纳米骨浆

是将结构仿生和材料仿生相结合从而体现出高度仿

生特性的材料¨1。纳米骨浆的主要成分是那马结

晶羟基磷灰石和磷酸钙，可以替代骨组织，具有吸收

性好和高度生物相容性的优势。5⋯。最近的研究发

现，将纳米骨浆与BMP．2真核表达质粒相融合，可

以形成基因局部释放系统具有更强的成骨效能和更

高的骨质量"‘81。然而，单纯增强骨诱导对于骨修复

的效果仍然需要进一步改善。研究构建了BMP-2／

VEGF双基因纳米骨浆系统，试图证明BMP一2／

VEGF双基因活化纳米骨浆是椎体成形术

(percutaneous vertebro plasty，PVP)的理想填充

材料。

1 材料方法

1．1 实验动物

取健康中年雌性山羊16只，平均年龄(6．38±

0．68)岁，平均体重(39±2)kg，行卵巢切除手术后

建立骨质疏松模型。

1．2纳米骨浆

购自 Cem OsteticTM，Berkeley Advanced

Biomaterials公司。

1．3 pIRES．hBMP2／真核表达载体的构建

为华中科技大学同济医学院分子生物中心实验

室构建，质粒的大量制备采用HiPure Plasmid DNA

Purification Kits去内毒素大提试剂盒，提取的质粒

经紫外分光光度计定量后，无菌蒸馏水稀释后按一

定浓度保存于一70℃，注射前将灭菌纳米骨浆粉末

与含有质粒的无菌蒸馏水按一定比例的体积比混

和。

1．4血液生化指标检测

取山羊血清加入到含有促凝剂的生化采血管中

交由贵州省人民医院检验科检测血清的碱性磷酸酶

和骨钙素水平。

1．5 Miero CT扫描

将山羊脊椎解离为单个椎体，去除周围肌肉、韧

带及椎间盘组织。采用1．5 cm的环钻，钻取山羊椎

体松质骨。皮质骨扫描分析方法：将椎体制成环形

皮质骨块，每5个样本为一组进行扫描。感兴趣区

(region of interest，ROI)取一侧的椎体全层厚度进行

重建分析。所有标本扫描分辨率设置为21“m。

1．6生物力学测试

采用轴向加压实验测量椎体及股骨髁部松质骨

的力学强度。测量¨J‘，将圆柱形的椎体骨块置于加

压模具之间，逐渐施加轴向压力压缩到椎体长度的

50％。取压力曲线达到的峰值为松质骨最大抗压载

荷，将最大载荷除以松质骨截面积即为最大抗压强

度。采用3点弯曲实验测量皮质骨的力学强度。

1．7数据统计

采用SPSS 12．0软件进行统计学分析，数据以元

±S表示。组间差异行方差分析，得出差异有统计

学意义后再行两两比较t检验，各组术后不同时间

点的比较采用配对t检验。P<0．05表示差异有统

计学意义。

2 实验结果

2．1 BMP一2和VEGF双基因活化骨浆的构建

选购于华中科技大学的BMP．2和VEGF双基

因活化骨浆进行RT．PCR验证。结果如图1所示，

BMP一2和VEGF双基因活化骨浆的BMP一2和VEGF

表达水平增强，符合实验要求。
匪盈对ss,组臣国叔基【：_!j活化纳米骨浆
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下，lI、III组经双侧椎弓根分别填充纳米骨浆和基因

活化纳米骨浆。而后，在万能材料实验机上将所有

椎体压缩至原始高度的50％后发现II、III组的椎骨

1533

最大载荷和最大压缩应力增加，III组增加更加显著

(P<0．05)，见表1。因此，基因活化纳米骨浆可以

明显增加压缩后椎体的最大载荷。

表1 不同骨浆组脊椎椎体的最大压缩载荷和最大压缩应力

Table 1 The maximum loading and compression stress of spinal vertebral body in different bone putty group

随后，在I组中选取15个椎体，分为IA、IB和

IC组，每组5个椎体，压缩后分别填充纳米骨浆和

基因活化纳米骨浆，将所有椎体压缩至原始高度的

50％后检测椎体的最大载荷和最大压缩应力。结果

如表2所示，在填充基因活化纳米骨浆后，最大压缩

载荷和最大压缩应力显著升高(P<0．001)。

表2 不同骨浆组压缩后椎体的最大压缩载荷和最大压缩应力

Table 2 The maximum loading and compression stress of spinal vertebral body in different bone putty group after compression

2．3 山羊模型中，双基因活化纳米骨浆对椎体骨密

度、骨小梁微观结构及力学强度的作用

取6～7岁健康中年雌性山羊16只，使用Micro

CT扫描显示所有山羊骨密度一致。随后，将山羊随

机分为3组：I组为正常组(凡=4)；II组为假手术组

(凡=4，开服后缝合切口)；III组为双侧卵巢切除术

组(n=8，切除山羊双侧卵巢)。术前和术后6个月

分别检测血清中的碱性磷酸酶和骨钙素。3组为双

侧卵巢切除术组的骨质疏松模型中生化指标一致。

与假手术组相比，双侧卵巢切除术模型组碱性磷酸

酶和骨钙素明显下降。见表3。

表3不同组别碱性磷酸酶检测结果

Table 3 The detection results of alkaline phosphatase in different treatment groups

II、III组术后6个月各组取2只动物测定骨密

度并观察骨小梁结构。Micro CT扫描结果如图2所

示，双侧卵巢切除手术组的骨密度明显下降，骨小梁

明显稀疏。

2．4 山羊模型中，双基因活化纳米骨浆对骨质疏松

的治疗效果观察

随后，笔者随机取每只羊的L2．L。中的两节椎

体在分离麻醉下通过椎弓根注射途径分别填充纳米

骨浆、双基因活化骨浆双基因活化纳米骨浆，4个月

后处死动物，取出椎体检测骨密度和结构力学强度。

与纳米骨浆相比，注射双基因活化纳米骨浆后椎体

图2 肘J!《{组和舣侧卵巢叫除手／K组的三维重建幽像。

A：对照组；B：双侧卵巢切除手术组

Fig．2 3D reconstruction image of the control group and the

bilateral ovaries removed group．A：Control group；B：

Bilateral ovarian resection group
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纂茎嘉霎罢≥恶羹套，蔷訾力3嚣4≯椎凰小3讨论梁更加致密，孔隙率降低。见图、表。
⋯。

图3 纳水。蹦’浆组和从丛凶i占化骨浆组的二维重建【纠

像。A：纳米骨浆组；B：双基因活化骨浆组

Fig．3 3D reconstruction image of Nano bone putty group

and double gene activation bone putty group．A：Nano
bone

paste group；B：Dual gene activated bone paste group

骨质疏松是临床常见的病症，其主要改变是骨

质减少、骨小梁减少及其间隙增宽。由于骨小梁减

少，所以骨质疏松症患者极容易出现骨折¨⋯。

双基因纳米骨浆是由从纳米骨浆发展而来的基

因纳米骨浆的延续，主要是通过构建双基因的真核

表达载体与纳米骨浆混合后，使骨质填充物同时拥

有纳米骨浆和基因表达的优势⋯。。纳米骨浆具有

高度仿生的特性，既可以提供适宜的微环境促进胶

原和矿物质沉积，促进成骨细胞的粘附，又可以促进

细胞和生物材料之间的相互作用，诱导成骨细胞的

分化。”’。而应用分子生物学技术的真核表达BMP．

2／VEGF载体可以在植入局部组织后产生生物学效

应，具有诱导成骨细胞的生成能力‘”1。

表4 山羊模型中不同骨浆组脊椎椎体的最大压缩载荷和最大压缩应力

Table 4 The maximum loading and compression stress of spinal vertebral body in different bone

putty group in the goat osteoporosis model

在本实验中，笔者构建了纳米骨浆和BMP一2／

VEGF载体混合的双基因纳米骨浆并通过RT—PCR

验证该混合纳米骨浆构建成功。同时将骨密度一致

的椎体分为向椎弓根注射空白对照组、纳米骨浆组

和双基因纳米骨浆组，观察不同处理因素对椎骨的

最大载荷的影响。通过生物力学分析检测发现，双

基因纳米骨浆组的椎骨最大负荷明显增加。也就是

说注射双基因纳米骨浆后椎骨对承受外界压力的能

力明显增强。随后，将已经压缩的椎体注射纳米骨

浆和双基因纳米骨浆观察双基因纳米骨浆对已经发

生坍塌的椎体的负荷的影响。此时，与对照组相比，

纳米骨浆对椎体的负荷没有影响，而双基因纳米骨

浆可以大大提高椎体的负荷能力。

同时，笔者应用双侧卵巢切除的雌性山羊骨质

疏松模型，模型构建成功后分别向椎体注射纳米骨

浆和双基因纳米骨浆观察双基因纳米骨浆对山羊骨

质疏松的椎体强度的影响。术后6个月后，发现双

基因纳米骨浆组的山羊碱性磷酸酶和骨钙素明显增

加，骨密度下降，骨小梁稀疏，可以说明骨质疏松模

型构建成功。最后，笔者将对照组、纳米骨浆和双基

因纳米骨浆注入山羊椎体观察双基因纳米骨浆对骨

质疏松椎体强度的影响。结果发现注射人双基因纳

米骨浆后椎体的骨密度明显增加，最大压缩应力明

显增加，椎骨小梁更加致密，孑L隙率降低。
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