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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

ALP alkaline phosphatase 碱性磷酸酶 

α-MEM minimum essential medium, alpha modified 低必需培养基 

BCA bicinchoninic acid 二喹啉甲酸 

BMMSCs bone marrow mesenchymal stem cells 骨髓间充质干细胞 

BMP bone morphogenic protein 骨形态发生蛋白 

BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋 

CCK-8 cell counting kit-8 CCK-8 试剂盒 

CLSM confocal laser scanning microscope 激光共聚焦扫描显微镜 

Col-1 collagen type 1 Ⅰ型胶原 

CS chitosan 壳聚糖 

DEPC diethypyrocar-bonate 焦碳酸二乙酯 

ECM extracellular matrix 细胞外基质 

EDX energy dispersive X-Ray spectroscopy 能量色散 X 射线光谱 

FE-SEM field emission scanning electron microscope 场发射扫描电镜 

FN fibronectin 层粘连蛋白 

miRNA microRNA 微小 RNA 

mRNA messenger ribonucleic acid 信使核糖核酸 

OVX Ovariectomy 去卵巢 
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缩略词 英文全称 中文全称 

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

RGD 

 

Arg-Gly-Asp peptide 

 

精氨酸  -甘氨酸  -天冬

氨酸肽 

RISC RNA-induced silencing complex RNA 诱导的沉默复合物

RUNX2 runt-related transcription factor 2 Runt 相关转录因子 2 

SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

siRNA small interfering RNA 小干扰 RNA 

Ti titanium 钛 

TA thermal-alkali 碱热处理 

TiO2 titanium dioxide 二氧化钛 

VG van Gieson 苦味酸-酸性品红染色 
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中文摘要 
 

近年来，伴随着牙种植技术的迅速发展，种植修复已成为缺牙患者所选择的主

要修复方式之一，临床种植成功率可达到 95%左右。但是，系统性骨疾病（如骨质

疏松）患者仍存在骨形成能力弱、骨结合不良等现象，增加了种植失败的风险。在

提高骨质疏松患者种植体骨结合的多种途径中，种植体的生物功能化被认为是一种

极具前景的方法。酪蛋白激酶 2 相互作用蛋白 1 (Ckip-1) 参与骨代谢，是成骨细胞

分化和骨形成过程中至关重要的负调控因素，通过 RNA 干扰技术全身应用

Ckip-1siRNA（siCkip-1）对其进行基因沉默，能够提高骨质疏松条件下的骨形成。

因此，采用 siCkip-1 对种植体表面进行修饰有望促进种植体表面骨形成，从而提高

骨质疏松患者的种植体成功率。 

本研究首先采用壳聚糖（CS）作为基因载体，通过静电作用与 siCkip-1 形成

CS/siCkip-1 复合物，将该复合物加载于碱热处理种植体表面，制备得到 CS/siCkip-1

功能化的种植体，并对该种植体表面进行表面微观结构和表面性状分析；然后应用

骨髓间充质干细胞，评价 siCkip-1 的转染情况及该细胞在种植体表面的增殖和成骨

分化水平； 后将种植体植入骨质疏松大鼠体内，初步探索该种植体在骨质疏松条

件下早期骨结合能力。通过全面评价 Ckip-1siRNA 的作用，证实其在种植体表面应
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用的可行性，为骨质疏松种植体表面 siRNA 功能化修饰提供依据，为功能化种植体

的表面设计提供指导。 

 

第一部分  CS/siCkip-1 功能化种植体的构建及表面性状分析 

 

【目的】构建 CS/siCkip-1 功能化种植体并对其表面性状进行分析，为后续体内外实

验提供模型。 

【方法】TA-CS/siCkip-1 种植体的制备：制备壳聚糖/Ckip-1siRNA（CS/siCkip-1）复

合物，马尔文激光粒度分析仪测量该复合物的粒径及 zeta 电位。纯钛种植体（PT）

经过在 NaOH 溶液中加热处理，形成碱热处理钛（TA）。将 CS/siCkip-1 复合物加载

在 TA 表面，制备形成 TA-CS/siCkip-1 种植体。 

TA-CS/siCkip-1 种植体的表面形状分析：扫描电镜（SEM）观察 PT、TA 和

TA-CS/siCkip-1 表面微观形貌。Cy-3 标记 siCkip-1，激光共聚焦逐层扫描观察 siCkip-1

在试样表面分布情况。接触角系统获取液滴图像并测量各组试样表面接触角，评价

试样表面亲水性。将试样浸入 BSA 蛋白 24 h 后使用 BCA 蛋白检测试剂盒测定试样

表面蛋白吸附水平。 

【结果】壳聚糖和 Ckip-1siRNA 通过静电作用结合，形成 CS/siCkip-1 复合物。该复

合物粒径大小约为 235.9±25.6 nm，zeta 电位为+ 13.7±2.77 mV。 

碱热处理后形成 TA，呈现多孔的纤维网状结构。CS/siCkip-1 复合物能够均匀的

加载在 TA 种植体表面，还可进入到多孔结构内部，形成厚约 2000 nm 的 siCkip-1 层。 

接触角测量结果显示，碱热处理使种植体亲水性增加，TA-CS/siCkip-1 亲水性低

于 TA 组，但明显高于 PT。对各组试样表面蛋白吸附进行定量， TA-CS/siCkip-1 组

蛋白吸附量显著高于 PT 及 TA 组。 

【结论】壳聚糖和 siCkip-1 能够在静电作用下形成粒径分布较一致、呈正电性的

CS/siCkip-1 复合物。CS/siCkip-1 复合物能够均匀地加载在碱热处理后的种植体表面，

构建出的 TA-CS/siCkip-1 种植体表现出较高的亲水性和蛋白吸附水平。 
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第二部分  CS/siCkip-1 功能化种植体对大鼠骨髓间充质干细

胞（rBMMSC）生物学行为的影响 

 

【目的】观察 siCkip-1 的细胞转染情况，评价 TA-CS/siCkip-1 种植体对 rBMMSCs

增殖及成骨分化能力的影响。 

【方法】全骨髓贴壁法分离培养大鼠骨髓间充质干细胞，将细胞接种于

TA-CS/siCkip-1 表面，培养 48 h 后激光共聚焦观察 siCkip-1 的细胞转染情况。 

rBMMSCs 接种 1、4、7 天后 CCK-8 法检测抛光组（PT）、碱热处理组（TA）、

碱热处理-壳聚糖组（TA-CS）、碱热处理-壳聚糖/siRNA 对照组（TA-CS/siNC）和碱

热处理-壳聚糖/siCkip-1 组（TA-CS/siCkip-1）试样表面细胞增殖情况，评价细胞活性。

成骨诱导 7、14、21 天后分别检测试样表面碱性磷酸酶（ALP）表达、胶原分泌、

细胞外基质（ECM）矿化水平，评价成骨分化能力。 

【结果】培养出 rBMMSCs 细胞形态及生长状态良好，选择 2 - 4 代细胞进行体外实

验研究。细胞接种 48 h 后，在壳聚糖的保护和携带作用下，几乎所有的 siCkip-1 转

染进入 rBMMSCs 细胞内，分布于细胞核的周围。 

与PT组相比，TA、TA-CS、TA-CS/siNC 和TA-CS/siCkip-1 促进了表面 rBMMSCs

细胞增殖，且这四组试样表面细胞增殖水平没有显著性差异。siCkip-1 在细胞内发挥

RNA 干扰作用，促进了 ALP 的表达、胶原分泌和细胞外基质矿化。 

【结论】CS/siCkip-1 功能化的种植体表现出良好的细胞生物相容性，siCkip-1 能够

高效的转染入胞，促进 rBMMSCs 的成骨分化。 

 

第三部分  CS/siCkip-1 功能化的种植体对骨质疏松大鼠骨结

合效应的研究 

 

【目的】建立大鼠骨质疏松模型，探究 TA-CS/siCkip-1 种植体植入后对骨质疏松条

件下早期骨结合的影响。 

【方法】对雌性 SD 大鼠行双侧卵巢切除术，术后 3 个月后 micro-CT 扫描评价大鼠
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骨质疏松模型建立情况。 

将碱热处理（TA）、碱热处理-壳聚糖组（TA-CS）、碱热处理-壳聚糖/siRNA 对

照组（TA-CS/siNC）和碱热处理-壳聚糖/siCkip-1 组（TA-CS/siCkip-1）植入骨质疏

松大鼠双侧股骨。植入后不同时期（4 w、12 w）评价骨结合情况，具体方法如下：

新生骨的 Micro CT 重建分析；组织学染色（VG 染色）观察；骨-种植体界面元素扫

描分析；机械力学测定（拔出实验）。 

【结果】双侧卵巢切除 3 个月后，Micro CT 结果显示大鼠骨质疏松建立成功。种植

体植入 4 周及 12 周后骨结合分析结果：Micro CT 重建及定量分析可见，各组种植

体周围均有新骨形成，TA-CS/siCkip-1 骨量 多且结构致密；组织学 VG 染色显示：

TA-CS/siCkip-1 组新骨连续，与种植体紧密结合；对骨-种植体界面元素扫描，各组

种植体表面新骨的组成结构类似于正常骨，且 TA-CS/siCkip-1 组骨厚度显著高于其

它组；各组种植体拔出力均随时间的延长而增大，TA-CS/siCkip-1 组在各个时间点

大拔出力和剪切强度均显著高于其它组。 

【结论】在骨质疏松条件下，TA-CS/siCkip-1 能够在体内发挥作用，在种植体周围形

成早期、良好的骨结合。 

 

关键词：钛种植体，碱热处理，骨结合，siRNA，骨质疏松。 
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Tutor:PhD. Zhao Lingzhou 

Department of prosthetic dentistry, Stomatology hospital, Fourth Military Medical 

University, Xi’an 710032, China 

Sponsored Programs: National Natural Science Foundation of China (81470785) 

 

Abstract 
 

With the rapid development in recent years, dental implant has become one of the 

major prosthodontic approaches for edentulous patients, and the 10-year survival rate 

could be about 95%. However, patients with systemic bone disease, such as osteoporosis, 

still suffer from the risk of implant failure, which is due to impaired bone formation and 

osstointegration. There are many approaches to improve the osstointegration in 

osteoporotic condition, among which biofunctionalization represents a promising one. It is 

found that casein kinase-2 interacting protein-1 (Ckip-1) is key to bone metabolism by 

negatively regulating the osteoblast differation and bone formation.The Ckip-1 

knockdown by siCkip-1 notably increases the bone formation in osteoporotic condition. 

Thus, Ckip-1 siRNA (siCkip-1) is a good candidate for the implant biofunctionalization to 

improve the bone formation, thereby to increase the success rate of dental implants. 

In this study, using chitosan as a gene carrier, we prepared CS / siCkip-1 complex 

through electrostatic interactions, and then developed CS/siCkip-1 biofunctionalized TA Ti 
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implant (TA-CS/siCkip-1) by coating the CS/siR complex onto the thermal alkali (TA) 

treatment Ti implants. At first, we observed the implant surface microstructure and 

analyzed its surface properties; then we evaluated the transfection of siCkip-1, as well as 

the cell proliferation and osteogenic differentiation level of the rat primary bone marrow 

mesenchymal stem cells (rBMMSCs) on the surface of the implant; finally, the in vivo 

osseointegration in the osteoporostic rat model was assessed. Our study was designed to 

confirm the feasibility of the application of siCkip-1 by evaluating its effects 

comprehensively. The purpose of our study is to provide a basis for surface modification 

by siRNA in osteoporotic condition and to guide the design of biofunctionalized implants. 

 

PartⅠ Preparation and surface analysis of TA-CS/siCkip-1  
 

[Objective] To develop TA-CS/siCkip-1 and analyze its surface properties, and provide a 

suitable model for the following experiments. 

[Methods] The hydrodynamic size and the zeta potential of the CS/si Ckip-1 complex 

were examined by a Malvern zeta sizer. For TA treatment, the PT samples were soaked in 

sodium hydroxide aqueous solution at 60 °C. Then the CS/si Ckip-1 complex was loaded 

onto the TA samples, and TA-CS/siCkip-1 was developed. 

The surface morphology of PT, TA and TA-CS/siR substrates were observed by 

scanning electron microscopy (SEM). The surface of Ti-CS/siCkip-1 with Cy3 labeled 

siCkip-1 was scanned by confocal laser scanning microscopy (CLSM). The surface 

wettability of the Ti samples was evaluated by using the contact angle system. The protein 

adsorption of BSA was quantified by the BCA protein quantification kit. 

[Results] The size of CS/ siCkip-1 complex varied from 100 to 1000 nm with an average 

value of ~ 235.9±25.6 nm. The mean zeta potential of CS/ siCkip-1 complex was about 

13.7 ±2.77 mV. 

TA possessed a microporous/nanofibrous network structure. CS/siCkip-1complex 

was evenly covered on the TA and could enter into the microporous and the interfibrous 

space. The thickness of the CS/ siCkip-1 complex layer was about 2000 nm. 
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TA treatment could significantly increase the surface wettability. And the contact 

angle of TA-CS/siCkip-1 was much lower compared to that of TA but still higher than that 

of PT. TA-CS/siCkip-1 resulted in significantly enhanced protein adsorption amounts 

which were even higher than those induced by PT and TA. 

[Conclusion] CS/siCkip-1 complex formulated by electrostatic interaction owned low 

poly dispersition index and showed positive charge. The complex could cover on the TA 

implants evenly. TA-CS/siCkip-1 showed enhanced wettability and protein adsorption 

ability. 

 

Part Ⅱ  The regulation of TA-CS/siCkip-1 on biological 

function of rBMMSCs 
 

[Objective]To evaluate the proliferation and osteogenic differentiation of rBMMSCs on 

TA-CS/siCkip-1 implants. 

[Methods] The rBMMSC cells were insolated using all bone marrow adherence method 

and seeded on TA-CS/siCkip-1 with Cy3 labeled siCkip-1. After culturing for 24 hours, 

the transfection of siCkip-1 was observed by confocal laser scanning microscopy. 1, 4 and 

7 days after seeding, the cell proliferation was evaluated quantitatively using CCK-8. At 

predetermined time points, the alkaline phosphatase (ALP) production, collagen secretion 

and extracellular matrix (ECM) mineralization were measured to evaluate the osteogenic 

differentiation of MSCs on the Ti samples 

[Results]The cells at passage 2–4 were used in the experiments. 48 h after the cell seeding, 

almost all the siCkip-1 was located surrounding the cell nucleus, indicating a successful 

cellular internalization of the CS/si Ckip-1 complex. 

Compared to PT, TA led to significantly higher cell proliferation. No apparent 

difference in cell proliferation was observed among TA, TA-CS, TA-CS/siNC and 

TA-CS/siCkip-1 at all time slots. TA-CS/siCkip-1 generated much more ALP and collagen 

product and better ECM mineralization than all the controls. 

[Conclusion] TA-CS/siCkip-1 showed good biocompatibility, and siCkip-1 could enter 
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into the cells and improve the proliferation and osteogenic differentiation of rBMMSCs. 

 

Part Ⅲ  The effects of TA-CS/siCkip-1 on osseointegration of 

osteoporostic rat 

 

[Objective]To establish the rat osteoporosis model and evaluate the effect of 

TA-CS/siCkip-1 on the osseointegration in osteoporotic condition.  

[Methods]The female SD rats underwent bilateral ovariectomy (OVX) ,and after three 

months the femurs were scanned by micro-CT. 

The implants were inserted into the femurs of the osteoporotic rats. After 4 and 12 

weeks, the osseointegration was evaluated using Micro-CT reconstruction and quantitative 

analysis, histological observation (Van-Greson staining), EDX scanning of bone-implant 

interface and biomechanical assessment(pull-out test).  

[Results]Micro-CT showed that the osteoporotic model was successful established. 

Micro-CT indicated that the new bone formation around TA-CS/siCkip-1 was far better 

than the controls. VG staining showed that the bone on TA-CS/siCkip-1 was continuous 

and closely contacted the implant surface. The line-scanning indicated that 

TA-CS/sickip-1 had the maximum range of newly formed bone around implants, as 

indexed by the Ca and P rich substance. Bone-implant bonding strength increased with the 

healing time from 4 to 12 weeks. TA-CS/siCkip-1 showed obviously higher maximal 

pull-out force and ultimate shear strength compared to the three controls at both time slots. 

[Conclusion] In vivo, TA-CS/siCkip-1 could significantly improve the osseointegration in 

osteoporotic condition. 

 

Key words：titanium implants; biofuncionalization; siRNA; osseointegration;  

osteoporosis. 
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前    言 
 

随着种植体设计的不断优化，牙科种植体在近年来取得了巨大发展，十年成功

率可达到 95%[1]。早期、良好的种植体骨结合的形成决定着种植体加载受力和长期稳

定，与种植的成功密切相关。因此，快速地建立骨结合是口腔种植体研究和发展的

目标[2]。骨结合受到多种因素影响，全身疾病如骨质疏松、糖尿病都不利于骨结合的

形成。骨质疏松是一种以骨量减少、骨组织微结构退化和再生能力减弱为特点的系

统性的疾病，是 常见的人类代谢性骨疾病。骨质疏松条件下，患者自身骨质量降

低、骨再生能力下降，造成了骨结合形成过程中骨重建的不平衡。种植体骨结合强

度减弱、形成时间延长，无法发挥早期和长期支持作用，甚至会造成种植体脱落导

致种植的失败，限制了骨质疏松患者牙种植体的应用[3]。 

表面处理是提高种植体骨结合的有效途径。针对种植体表面处理的研究主要包

括两个方面[4]：一方面，表面形貌修饰如表面形貌纳米化，多种物理化学技术可以构

建纳米化的种植体表面，影响骨形成。另一方面，表面生物修饰如加载生物因子实

现表面功能化。细胞外基质蛋白、生长因子等都可作为生物因子加载于种植体表面，

对体内外骨结合发挥促进作用。 RNAi是基因治疗的重要组成部分，主要包括miRNA

及 siRNA 两个方面，近年来在多种疾病包括骨质疏松治疗方面得到广泛研究[5]。RNAi

技术可与种植体表面处理相结合，调控影响成骨分化。我们课题组前期研究中，将

miR-29b 、miR-148b 和 antimiR-138 加载在微弧氧化钛表面，显示出对成骨分化的

促进作用，为生物材料的 miRNA 修饰提供了依据。然而，siRNA 修饰的功能化种

植体在以往文献中未见报道。 

siRNA 在基因载体携带下，能够有效转染入胞，并到达特定区域与相应的 mRNA

形成 RNA 诱导沉默复合物（RISC complex），降解 mRNA 抑制编码特定蛋白的靶基

因的表达。siRNA 由于其高度特异性、固有生物学效应和良好的基因沉默效率，转

染后可以引起特定基因有效的长久的转录后基因沉默，被用于多种疾病治疗的研究。

骨质疏松是一种多过程、多因子参与的系统性疾病，随着大量目标靶点的出现和

RNAi 研究的不断深入，siRNA 用于骨质疏松治疗具有巨大的潜力[6]。酪蛋白激酶 2
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相互作用蛋白 1 (Ckip-1) 是成骨细胞分化和骨形成过程中至关重要的负调控因素，

Ckip-1 通过其 PH 区与 Smad 泛素化调节因子 1（Smurf1）的 WW 结构域结合，促进

Smurf1 对底物的作用，增强其抑制成骨细胞活性的功能，负向影响骨形成，可作为

治疗骨质疏松的靶点[7]。采用 RNAi 全身应用 Ckip-1siRNA 进行基因敲除，已显示出

在骨质疏松条件下的成骨促进功能。 

本研究中，拟将 siCkip-1 与壳聚糖基因载体结合，形成 CS/siCkip-1 复合物。将

该复合物加载于碱热处理种植体表面，制备形成 CS/siCkip-1 生物功能化的种植体。

全面评估其在体内外的成骨效应，以达到提高骨质疏松条件下种植体骨结合的目的，

为对骨质疏松或其它疾病有治疗作用的 siRNA 的种植体表面加载提供依据。 
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文献回顾 
 

 

种植体骨结合与骨质疏松 

1. 种植体骨结合 

    种植体骨结合理论 初是由等 Branemark 等人提出的， 早被定义为：种植体

表面直接的骨沉积。随着相关研究的发展和深入，拓展为在整齐排列的活性骨和受

力种植体之间直接的结构和功能的结合[8]。种植体骨结合的过程和直接的骨折愈合过

程相类似，都存在着特定界面新骨形成而产生的结合。两者之间根本区别在于，种

植体骨结合不是将骨和骨结合在一起，而是骨与一种外来的材料即种植体表面发生

作用， 终产生结合。在此过程中，骨与植入种植体界面新骨形成，两者之间无纤

维结缔组织和纤维软骨的形成。骨结合的形成对于植入体稳定是至关重要的，被认

为是种植体加载受力和保证临床长期成功率的先决条件[9]。快速的建立骨结合是口腔

种植体研究和发展的目标，它可以改进和扩大牙科种植体的系统适应症，使种植体

更好的发挥修复缺失牙，恢复患者口腔功能和美观的作用。     

骨结合的过程是一个复杂的时间依赖性的愈合过程，涉及到初始的牙槽骨和植

入体之间的机械锁合和后来通过不断骨附着和重构形成的生物学固定。大量的因素

影响着种植体表面骨的形成与稳定，不仅包括生物材料的生物相容性，还有机械环

境与生理环境的改变。总的来说，骨结合的过程是由骨基质的损伤激发的。种植体

植入手术后，骨组织受到刺激和损伤，骨基质暴露于细胞外液，促进非胶原蛋白质

和生长因子的释放，激活骨髓中骨原细胞，它们在趋化作用下迁移到损伤部位，分

化增殖为成骨前细胞和成骨细胞，并在缺陷壁、骨断端和种植体表面上开始骨沉积，

破骨细胞并不参与这一过程。骨结合的形成被激活后，正常情况下骨修复过程主要

分为三个阶段：编制骨的形成、骨量的沉积和骨结构的改建[2, 10]。编制骨是 早形成

的骨组织，是一种原始类型的骨组织，其特点是随机交织的胶原纤维、形状不规则

的骨细胞和起初相对较低矿物质密度。它可形成棒状和板状的支架，以较快的速度

延伸到周围组织。早期形成的编制骨可以作为桥梁，从周围组织延伸到种植体表面，
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在填充创伤形成的空隙中发挥重要作用，这一过程在种植体植入后持续 4-6 周。随后，

开始了骨量沉积的过程。骨量沉积是骨微结构变化的结果，主要表现为平行排列的

纤维骨及层状骨的沉积。层状骨是 理想的骨形态，有 高的强度，平行排列的纤

维骨是介于两者之间的中间形态。骨改建和重塑是骨结合的 终阶段，起于种植体

植入手术后第三个月，经过快速期后逐渐变缓，伴随着人的一生。骨改建使骨组织

能适应受力：一方面，能改善骨质量，以成熟板层骨取代原有的坏死骨和/或 初形

成的原始的编织骨；另一方面，它会引起骨骼形态和排列方向及功能上的改变，从

而使其能够不断地适应负载。骨改建过程中，成骨和破骨同时进行，两者在正常情

况下一直处于平衡状态且这种平衡的机制是多因素的、复杂的，若平衡失调，则会

影响种植体骨结合[11]。     

种植体良好的初期稳定性及骨结合的形成依赖于相互关联的各个部分，一方面

是与植入体及种植手术因素，如种植体良好的生物相容性、种植体表面设计的宏观

和微观结构（表面形貌，表面粗糙度，机械强度等）、正确的手术方法、不受干扰的

愈合期和适宜的受力情况等密切相关[2]。另一方面，取决于患者的身体状况。与正常

人良好的骨质骨量相比，糖尿病、骨质疏松等系统性疾病及吸烟饮酒等不良生活习

惯会干扰骨正常愈合的过程，引起过量的骨吸收， 终导致骨质和骨量的破坏，被

认为是种植体失败的危险因素[12, 13]。 

2. 骨质疏松症与种植体骨结合 

骨质疏松是一种以骨量减少、骨组织微结构退化和再生能力减弱为特点的系统

性的疾病，是 常见的人类代谢性骨疾病[14]。它主要影响绝经后妇女与老年人群，

已成为一个严重的社会问题。骨质疏松条件下，破骨细胞的活动远远大于成骨细胞。

骨吸收与骨形成的不平衡，骨再生和重建能力受损，导致骨量显著降低，骨的微观

结构被破坏。骨基质包括胶原纤维的属性、矿物/基质比、碳磷比、基质蛋白的分布、

骨晶体的成核和微观结构、物理化学成分发生变化。矿化的胶原纤维质量下降，Ca/P

比下降，骨晶体形成受阻，骨的矿化程度、晶粒大小和晶体形状不同于健康骨。变

化的骨结构和成分影响骨的物理性质，包括骨的硬度、溶解度、脆性和热稳定性。 

骨质疏松影响全身骨骼，包括颌面部骨[15]。骨质疏松患者颌骨骨骼结构和属性

的改变类似于其他部位的骨，缺牙部位牙槽骨质量下降，导致颌骨骨强度降低，骨

密度减小，骨皮质量降低。对骨质疏松条件下的种植体骨结合进行分析，可以发现



第四军医大学硕士学位论文 

-15- 

骨质疏松会降低种植体周围骨形成和骨改建能力，影响骨结合形成[16]。骨质疏松条

件下，种植体周围成骨过程与正常骨相似，但又有着自身的特点。以往研究者[17, 18]

观察了纯钛种植体和羟基磷灰石涂层钛种植体植入后 7 天至 168 天整个愈合过程，

比较正常和骨质疏松条件下的种植体周围成骨情况发现，正常情况下，随着时间的

增长，种植体周围骨量和骨种植体接触率都是呈不断增长趋势。但是，在骨质疏松

条件下，特别是骨松质内，由于骨骼结构和机械强度变化，骨形成细胞（成骨细胞）

的数量减少，破骨细胞的活性增加，骨再生能力下降，造成骨结合形成过程中骨重

建的不平衡。Motahashi 等研究发现，骨质疏松情况下，种植体植入后，骨再生过程

发生变化，种植体周围新生的支持骨骨小梁量减少，骨微结构不良，引起骨种植体

接触百分比和骨种植体界面机械强度较正常情况下明显降低，不能为骨结合提供足

够的稳定性，种植体结合强度减弱且形成时间延长。这些都不利于种植体获得良好

的初期稳定性、发挥早期和长期支持作用， 终甚至会造成种植体脱落，从而导致

种植的失败。因此，骨质疏松是牙种植体的危险因素之一，是临床缺牙患者和医务

人员选择种植作为修复方式时的必要考虑因素。 

Fini M 等[3]研究了骨结合相关的因素，全面分析了骨质疏松条件下种植体骨结合

能力降低的原因，认为与以下几个方面的共同作用相关 ：（1）骨结构和机械性能的

变化；（2）有成骨分化能力的间充质细胞数的减少；（3）破骨细胞的数量和活性的

增加；（4）骨重建过程中有关合成代谢和分解代谢局部因素（生长因子和细胞因子）

之间的不平衡；（5）对全身和局部刺激（激素，生长因子和细胞因子）异常的细胞

反应性和机械应力。这些生理上的变化，引起骨微观结构和生物力学性质的变化，

增加在骨质疏松条件下骨生物材料植入后失败的风险。D'Ippolito G 等发现，随着年

龄的增加，有成骨分化能力的间充质细胞数数目减少，可能与年龄相关的骨质疏松

条件下，骨形成能力的降低有关[19]。Torricelli 等比较健康的和骨质疏松来源的成骨

细胞，观察到两种来源的细胞在细胞增殖率、Ⅰ型胶原、骨钙素（OC）、TGF-β1 和

IL-6 的合成等方面存在差异[20]。R. L. JILKA[21]发现，绝经后雌激素减少，对 IL-6 的

抑制能力减弱，导致骨吸收和破骨细胞前体分化为成熟破骨细胞增加，破骨能力增

强。 

为了提高骨质疏松患者种植体的骨结合，多种治疗手段被应用于研究和临床。

系统性地应用针对骨质疏松的药物，如雌激素替代疗法、降钙素甲状旁腺素、二磷
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酸盐和雷尼酸锶等的全身性应用等的有效性已经在以往研究中得到证实[22-25]。然而，

这些药物在促进种植体结合的同时，往往也引发全身用药的一系列不良反应[26]，如

雌激素引起的潮热，双磷酸盐的胃肠反应及雷尼酸锶的超敏反应等，使其应用得到

限制。因此，通过种植体表面改性，促进骨质疏松患者种植体周围骨形成与骨结合

成为另一研究方向[27]。局部改性的方法以形貌改变为基础，运用物理化学技术改变

表面形貌，在形貌优化基础上在种植体表面形成涂层，主要包括治疗性涂层和非治

疗性涂层两大类[28]：一方面，将羟基磷灰石，含锶、锌等的无机涂层或是生物分子

如胶原纤维、生物活性肽、骨形成蛋白等加载在种植体表面，形成非治疗的涂层。

另一方面，将具有治疗作用的药物如双磷酸盐加载在种植体表面，形成治疗性涂层。

这些种植体在骨质疏松条件下，都表现出一定的促进成骨的作用。 

 

种植体表面处理技术 

 

钛由于其优良的理化性质，如弹性模量低、抗疲劳强度高、良好的生物相容性、

抗腐蚀性等特点，已经被广泛用作种植体的材料。然而，多种优良特性存在的同时，

纯钛种植体也存在着生物活性低、成骨作用较弱等一系列问题。种植体的表面性质

是骨结合速率和程度的重要因素，影响种植体表面和骨的直接接触面积、骨累积的

速率，也影响骨种植体连接的机械强度。因此，可以通过对纯钛种植体进行表面处

理，达到增加早期成骨、缩短愈合时间的目的[29]。 

1. 纳米化种植体 

物理化学等多种技术，能够改变种植体表面形貌，形成宏观形貌和微观形貌（微

米化和纳米化）的种植体。宏观形貌和微米级形貌的种植体已被证实可在体内、外

促进种植体的生物学效应。但宏观形貌和微米级形貌的表面特性只对细胞活性产生

间接的影响，所以它们的作用能力是有限的[30]。 

研究证实，材料和组织之间的相互作用主要是由纳米化表面所调控的[31]，纳米

化种植体调控骨结合过程和机制是复杂的。纳米形貌影响材料和蛋白之间的相互作

用，Webster 等[32]研究发现，相比于传统种植体，纳米形貌促进材料表面玻连蛋白的

吸附。同时，材料表面的纳米化与细胞粘附和运动有关，纳米化表面的空间结构和
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密度会影响细胞间的相互作用。对粘附细胞具有选择性是纳米化表面另一特性，Price 

RL 等[33] 将成骨细胞、成纤维细胞、软骨细胞和平滑肌细胞接种在纳米化种植体表

面，结果显示，这种形貌选择性地促进成骨细胞的粘附。Brunette DM.[34]发现纳米形

貌表面成骨细胞和成纤维细胞粘附比例为 3:1，而纯钛种植体表面两者比例为 1：1。

细胞增殖活性也受到纳米化形貌的调节，Price RL 等[35] 研究发现，成骨细胞在纳米

化的钛表面表现出明显增强的增殖活性。我们课题组前期研究也发现，纳米化表面

能够提高粘附增殖能力及细胞活性，同时也可以促进细胞的成骨分化，影响骨结合。

纳米化种植体如何影响细胞的生物反应，进而促进骨结合，其确切机制尚不清楚，

可能包括以下几个方面[36]：（1）提高植入物相邻骨的接触面积；（2）促进细胞在植

入物表面的附着；（3）增加植入物表面骨量；（4）改善植入物和骨之间的生物力学

相互作用。 

多种理化方法可用于纯钛种植体表面的纳米改性，主要包括：（1）物理方法，

如单层自组装、纳米颗粒压缩和离子束沉积；（2）化学方法，如酸蚀、过氧化、碱

处理（NaOH）和阳极氧化；（3）纳米颗粒沉积像溶胶 - 凝胶（胶体粒子沉积）和

离散晶体沉积；（4）光刻和接触打印技术[37]。这些方法各自具有不同的特性和作用

原理，如单层自组装，可以将具有不同功能骨诱导或细胞粘附分子加载于种植体；

酸蚀结合其他方法（喷砂和/或过氧化）可除去污染物，赋予种植体纳米化的表面；

阳极氧化：可以基于使用的材料，在材料表面创建一个新的氧化层；溶胶 - 凝胶：

形成纳米化的化学特性可控的薄膜。 

2. 碱热处理 

碱热处理是由 Hyun-Min Kim 等提出的一种种植体表面化学处理方法，是一种方

法简单且低成本的处理技术[38]。碱热处理自提出以来已经被广泛应用于多种金属如

钛、镁、铝及其合金等的表面处理。碱热处理纯钛种植体的作用原理是，在强碱和

热的共同作用下，钛耐蚀性迅速减退，种植体表面 TiO2 与 OH-反应，形成 HTiO3
-，

通过水化作用形成 HTiO3
-
。H2O。它们在溶液中和 Na+反应， 终形成无定型的钛酸

钠水凝胶层[39]。碱热处理后，种植体表面表现为均匀一致的纳米多孔样网格结构，

种植体表面理化性质发生改变[40, 41]，为促进成骨创造了有利条件。种植体在模拟体

液中，可以和溶液中的 Ca2+和 PO4
3-发生反应，促进羟基磷灰石（HA）的成核与沉

积，显示出良好的生物活性。形成的羟基磷灰石结构类似于形成天然骨的磷灰石，
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因此可以作为植入物和骨组织之间的连接体。通过化学反应，不仅使种植体基底和

磷灰石涂层紧密结合，也在骨到种植体表面形成均匀的应力梯度，利于其承载受力

[42]。 

碱热处理种植体的体内外效应也得到了广泛研究。Bo-Ah lee 等研究者观察胎鼠

颅骨细胞在碱热处理表面的增殖分化，发现碱热处理后，种植体细胞增殖和分化能

力明显提高。Ken 等科学家研究原代骨髓间充质干细胞在碱热处理种植体表面的成

骨活性，发现细胞的粘附及伸展增多，材料表面细胞成骨相关因子碱性磷酸酶

（ALP）、Ⅰ型胶原（Col-1）、骨钙素（OCN）等表达显著增强[43, 44]。将碱热处理种

植体植入犬、兔体内，研究其在生物体内的效应。机械力学测试，组织学染色及形

态学分析等结果均显示，处理过的种植体在体内促进了种植体表面新骨的生成和骨

种植体接触，骨结合能力增强[45, 46]。碱热处理也可以结合其他表面处理方法，彼此

发生协同作用，产生更优越的促成骨效应。Achariya Rakngarm 等[47]将种植体碱处理

后浸入富含 Ca2+的溶液中，形成钛酸钙，在模拟体液中可以促进羟基磷灰石的沉积，

增加沉积速率，且形成的羟基磷灰石与基底呈现出高的粘结强度。生物活性成分也

可加载在碱热处理钛表面与其共同作用，Bougas K 等在碱热处理表面加载生物因子

釉基质蛋白，促进羟基磷灰石形成。Kodama T 将碱热处理后的种植体加载 BMP-2

和肝素（heparin）模拟体液中，随后观察 MC3T3-E1 细胞在该种植体表面成骨分化

情况，发现碱性磷酸酶、骨钙素等成骨相关成分的表达水平均上升，且该种植体植

入体内后，能够同时促进种植体表面水平和垂直方向的新骨形成[48, 49]。 

2. 种植体的功能化 

近年来在种植体表面处理方面，出现了一个新的有前景的研究领域：仿生[4]。即

将生物活性成分加载在表面，形成功能化的钛种植体，从而达到促进愈合过程、缩

短愈合周期的目的。用于种植体表面仿生的生物活性成分是一些人为选择的特殊成

分，它们可以通过与细胞外基质蛋白相互作用引发特定的细胞内反应，种植学科专

业术语称之为“能够复制或模仿人体结构(解剖)和/或功能(生理)”。应用于种植体表面

的仿生成分需要具有以下特性：能够诱导适当细胞的分化，增强新骨形成；合成和

生产工序简单；避免从异体中提取，从而降低传播疾病的风险；具有生物可吸收性；

避免引起机体产生相应的免疫反应。迄今为止，仿生成分的研究主要包括以下四个

方面： 
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生物陶瓷如羟基磷灰石等。羟基磷灰石是研究 早和 多的表面改性物质，可

通过等离子喷涂等多种方法加载于种植体表面，有利于种植体和生活的骨之间早期

的化学反应。随后经过早期涂层的溶解，离子交换等一系列途径，HA 被生活的骨取

代，促进骨改建，产生快速骨结合[50]。在 HA 的基础上，进一步改性，如在 HA 表

面加载 BMP-2，制备掺锶 HA 等，已被用于研究种植体表面改性对骨结合的影响[51]。 

离子：如氟离子[52]。在水溶液中氟离子是具有高活性的离子，可与其他元素形

成非常稳定的化合物。在种植体表面形成氟磷灰石，提高成骨细胞分化和碱性磷酸

酶的活性， 终促进磷灰石结晶，在种植体和骨之间形成紧密连接。 

高分子聚合物：如壳聚糖。壳聚糖作为一种天然的多糖，在自然界中普遍存在。

其有利的化学和结构特性使其在许多方面得到应用，如止血等。对于骨组织来说，

它可以形成成骨细胞的天然支架，利于细胞外基质的沉积，促进骨前体细胞分化为

成骨细胞。壳聚糖与其他处理技术联合应用于种植体功能性涂层，可共同影响成骨

分化 [53, 54]。 

生物活性的蛋白加载：骨形态发生蛋白、Ⅰ型胶原（col-1）、纤维黏连蛋白（FN）、

精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸多肽(GDG)、生长因子等是种植体周围组织中的固有成分，

与骨形成过程中蛋白粘附细胞功能等密切相关。它们可作为生物分子加载于种植体

表面，调控种植体周围的生物反应过程，影响骨形成[55]。BMP-2 可以通过激活 MAPK

等信号通路调控骨代谢，Pavlova TV 等[56]将 BMP-2 与喷砂处理钛结合，表现出增强

的骨形成能力。精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸（RGD）序列和肌动蛋白细胞骨架跨膜

连接，能够激活细胞内信号通路促进细胞粘附等细胞功能，RGD 肽加载于钛种植体

可以促进成骨分化[57]。Ⅰ型胶原是骨形成过程中重要的蛋白成分，Sverzut AT 等在种

植体结合Ⅰ型胶原，促进了成骨细胞分化[58]。 

 

RNA 干扰技术及 Ckip-1 
 

1. RNA 干扰技术 

基因治疗(gene therapy)是近年来兴起的一种技术复杂但实用有效的疾病治疗手

段，是以往临床疾病治疗方法的重要补充。基因治疗的主要方法为靶向基因治疗，

即通过不同途径，将外源性的遗传物质（DNA 或 RNA）引入哺乳动物细胞内，诱发
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机体自身的修复途径，编码人体内细胞或组织中特定蛋白质，修复至关重要的基因

的功能缺陷或废除特定的疾病基因从而 终达到治疗目的[59]。早期基因治疗采用的

遗传物质主要为 DNA，随着对基因治疗及 RNA 研究的深入，以 RNA 为基础的基因

治疗也逐渐发展成为基因治疗的另一重要方面。RNAi 技术 早是由植物生物学家在

20 世纪 80 年代后期观察到的，但当时其分子机制仍不清楚。直到上世纪 90 年代末，

当 Fire 等科学家们研究秀丽隐杆线虫时发现，RNAi 是一种进化保存的、细胞控制外

源基因表达的防御机制。通过双链 RNA 的序列特异性转录，使基因沉默保留在生物

体内[60]。 

RNAi 主要包括两个参与部分[5]：微小 RNA(microRNA)及小干扰 RNA(siRNA)。

两者作用机制不尽相同，但 终都可通过与目标 mRNA 特异性结合，抑制其表达，

达到基因调控的目的。miRNA 来源于自身基因组，它的作用机制是，初级 miRNA

在核糖核酸酶 III（RNaseⅢ）、转运蛋白 exportin- 5 等一系列作用下，由核转移到细

胞质，形成成熟的 miRNA。通过选择性的结合形成 RNA 诱 导 沉 默 复 合 体 

(RNA-induced  silencing  complex, RISC)作用于同源基因 mRNA，影响 mRNA 翻

译过程，从而调控目标基因的表达。miRNA 基因调控的特异性是复杂的，单独 miRNA

能够调控不同 mRNA 的表达，一个 mRNA 也能同时被多个 miRNA 所调控。迄今研

究发现，miRNA 能够调控约 1/3 的人类基因的表达，参与人体的一系列生物过程，

如调节细胞循环、凋亡、分化等[61]。siRNA 多为外源性。当病毒感染真核细胞，或

者当转座子和转基因随机整合到宿主基因组，外源基因产生特定的 dsRNA，他们被

加工成短 dsRNA， 引发一系列后续的生物化学反应[62]。在核糖核酸酶 III（RNaseIII）

的作用下，dsRNA 被剪切为较短序列的小干扰 RNA(siRNA)，到达特定区域，与相

应的 mRNA 形成 RNA 诱导沉默复合物（RISC complex）。在 ATP 依赖的解螺旋过程

后，降解 mRNA（转录后基因沉默），抑制编码特定蛋白的靶基因的表达。 

2. 骨质疏松的 RNAi 治疗 

RNAi 由于其高度的特异性和有效性，被认为是生物医学领域研究靶基因 好的

工具。人工合成 siRNA 与 miRNA，已被广泛用于哺乳动物细胞的基因筛选和基因功

能的分析[63]。RNAi 可以作为疾病治疗的工具，为多种疾病设计新的基因特异性治疗

方法[60]。siRNA 与 miRNA 因其本身有良好的药代动力学特性，可以作用于全身多个

组织器官，同时具有高度特异性、固有生物学效应和良好的基因沉默效率，使之成
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为疾病治疗特异性且有效的方法，克服了以往药物化学治疗的局限性。在疾病治疗

过程中，针对相应的疾病，引入外源性的特定 siRNA/miRNA，使其转染进入特定组

织器官，到达细胞指定部位发挥作用，结合并降解相应 mRNA，使疾病相关基因沉

默，从而达到治疗疾病的效果。RNAi 可用于多种疾病的治疗，如遗传性疾病肌萎缩

性侧束硬化症等，感染性疾病如 HIV、HBV，肿瘤性疾病如尤因氏骨瘤、横纹肌肉

瘤等。骨疾病是由于一些环境或遗传引起的全身或局部的紊乱导致的，基于 DNA 的

转基因治疗已被证明具有治疗肌肉骨骼疾病的潜力，为以 RNA 为基础的基因治疗的

研究奠定了坚实的基础。RNAi 可应用于多种骨组织类型的治疗，主要是骨和软骨。

在以往的研究中，以 RNAi 为基础的骨疾病的治疗已经被应用于治疗类风湿性骨关

节病、异位骨化症等骨疾病。 

骨质疏松是因为骨重建的不平衡引起的，多种 miRNA 通过针对骨重建过程中具

有重要作用的转录因子的编码基因，调节骨重建，改变骨的表型，它们影响骨质疏

松骨重建的作用机制及调节效应各不相同[64]。抑制骨形成的 miRNA 包括 miR-2861、

miR-214、miR-21, 23a, 24, 100, 125b 等多种。miR-2861 是第一个临床发现的与骨质

疏松有关的 miRNA，它作用于 RUNX2 负调控因子 HDAC5，影响骨代谢。Seeliger C

等研究发现，骨质疏松患者血清和骨组织内 miR-21, 23a, 24, 100, 125b 的表达升高。

MiR-214 随着年龄增长而上调，作用于 ATF4，抑制成骨细胞形成和骨矿化。正向促

进骨形成的 miRNA 有 miR-29a 、miR-31、 miR-15b 等。miR-29a 能够负向调节 Dkk1、

sFRP2 和 Kremen2 等 wnt 信号通路抑制因子，促进骨形成。miR-31 靶向作用于 RhoA，

从而抑制破骨细胞的功能。miRNA 的研究是骨质疏松的 RNA 干扰中的重要部分，

应用 miRNA 抑制剂（anti-miR）或 miRNA mimics(模拟物)，能够起到促进骨形成、

治疗骨质疏松的作用[65, 66]。Wang 应用 anti-miR124，有效地促进正常和骨质疏松条

件下骨形成。应用 miR-29a，抑制了糖皮质激素诱导的 Wnt 和 Dkk-1 功能的失衡，

促进成骨细胞分化和矿物沉积。 

siRNA 用于骨质疏松治疗的研究已十分广泛，siRNA 作用的发挥，需要满足以

下条件：可靠的 mRNA 疾病特异性靶点；疾病特异性，以避免非疾病位点基因敲除；

治疗指数足够宽，以适应剂量的变化，避免产生毒性影响治疗效果[6]。骨代谢调节通

路一直是 siRNA 治疗的焦点，特定的基因对这些信号转导机制至关重要，并作为潜

在的 siRNA 敲除的目标。骨质疏松的 RNAi 主要针对三个方面，每一方面都包括一
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系列可以作为目标靶点的细胞因子：破骨细胞生成（活化 T 细胞核因子（NFATc1）

等），破骨吸收过程（组织蛋白酶 K（cathepsin K）等）和破骨细胞活性（表皮生长

因子受体（EGFR）等）。大量的目标靶点的存在和 RNAi 研究的不断深入，表明 RNAi

用于骨质疏松治疗存在巨大的潜力[67]。RANKL，是破骨细胞的一个关键的分化和活

化因子，存在于成骨细胞，活化 T 细胞，滑膜成纤维细胞和骨髓基质细胞。它能够

结合 NF-KB（RANK），激活特异性膜受体和促进破骨细胞分化。应用针对 RANK

的 siRNA 可有效抑制破骨细胞生成和骨吸收[68-71]。锌指蛋白 467 （Zfp467）对脂肪

干细胞向脂肪细胞和成骨细胞分化有着重要作用，针对 Zfp467 的 RNAi 可抑制脂肪

细胞形成和刺激向成骨细胞方向的分化。活化 T 细胞核因子 1 蛋白(NFATc1)是参与

细胞因子产生和破骨细胞形成的转录因子，是破骨细胞形成的关键调节因素，应用

siRNA，使炎性细胞因子水平降低，成熟破骨细胞生成减少。法尼焦磷酸合酶（FPPS）

siRNA 可以选择性抑制破骨细胞介导的骨吸收，并以不同的方式影响破骨细胞和成

骨细胞，选择性的抑制了破骨细胞介导的骨吸收，增加骨形成和骨量。DKK1 抑制

Wnt 信号通路的传导，是骨形成内源性的负调控因子，对其基因沉默可促进骨形成。

此外， c-jun、PPAR-g、MMP-1 及-13、PTK2 、GNAS1、Noggin 等都可作为骨质

疏松 RNAi 治疗的目标靶点，通过引入其 siRNA，特异性基因沉默，从而达到治疗

目的[6]。 

3. 基因载体和壳聚糖 

基因治疗的过程中，裸露的 siRNA/miRNA 的有效转染需满足以下条件：避免被

体液内切酶降解及引起免疫反应；能够到达并作用于目标细胞；能够与负电性的细

胞膜作用，通过内吞作用跨越细胞膜；在细胞内避免被溶酶体摄取和降解，到达作

用部位释放 siRNA/miRNA，使其加载到 RNA 诱导沉默复合体上，激活 RNAi 途径，

从而保证后续基因沉默作用。因此，基于 siRNA/miRNA 的基因治疗的广泛应用很大

程度上依赖于能够有效地将 siRNA/miRNA 传递至目标细胞和目标部位的基因传递

系统，即安全有效的基因载体[72]。基因载体主要包括病毒基因载体和非病毒基因载

体。病毒基因载体转运效率高且调控治疗基因的高水平长期表达，多种病毒如逆转

录病毒、腺病毒、腺相关病毒、疱疹病毒和痘病毒等在以往研究中已得到了应用，

用于研究感染性疾病、肿瘤、心血管疾病等多器官多系统疾病。但由于存在着易引

发机体免疫应答、致癌性、无细胞特异性、无法转运尺寸较大的基因、成本高等缺
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点，限制了其应用。非病毒性基因载体有着低成本、低免疫原性、非传染性、良好

的依从性和临床重复应用等一系列潜在的优势，成为基因载体的另一种选择。非病

毒基因载体分为阳离子脂质体和阳离子聚合物两大类。它们可以通过静电作用与负

电荷的 DNA/RNA 相结合形成复合物，这种复合物促进了细胞的摄取，提高细胞内

基因传递和保护 DNA/RNA 免受核酸酶降解。 后，一部分 DNA/RNA 释放到细胞

质和迁移到细胞特定部位并表达[73]。 

阳离子脂质体由于其优良的生物相容性、易合成、比病毒载体易得到且免疫原

性低等优势，可以作为多种成分如化疗药物，低聚核苷酸、DNA、RNA、抗原和蛋

白等的载体，是 常使用的非病毒基因载体。自 Felgner P.L. et al[74]首次将它用来作

为基因载体以来，已经被广泛用于基因载体的研究。它能快速与 DNA/RNA 通过静

电作用形成复合物，复合物的大小、结构等会影响其转染效率。阳离子脂质体作为

基因载体，已经应用于 siRNA/miRNA 等多种基因临床研究，目前商品化的脂质体载

体主要有脂质体 2000，1,2-二油酰基-3-三甲基铵 - 丙烷（DOTAP），TransIT-TKO 等

[75]。我们课题组前期也应用脂质体 2000，用于成骨相关的 mi-138、mi-148 的种植体

表面功能化，研究发现，在其作用下，miRNA 有效地转染入细胞，并在细胞内发挥

作用，表现出成骨促进作用。研究也发现，阳离子脂质体作为 siRNA 的基因载体存

在一些问题：首先，虽然其能有效的结合 siRNA，但在体内的基因敲除作用却是有

限的，可能与其在胞内稳定、不能有效地释放 siRNA 有关。另外，阳离子脂质体存

在一定的毒性，且易被血液清除，成为限制其临床应用的另一个原因[76] 。 

阳离子聚合物是核酸递送的新型材料，并已成为近年来基因载体领域一个活跃

的研究方向。作为基因载体的阳离子聚合物主要包括天然的聚合物如壳聚糖，树枝

状聚合物如聚酰胺-胺，多肽如多聚赖氨酸、多聚精氨酸、多鸟氨酸、组蛋白精蛋白，

以及其他类型的聚合物，如聚乙烯亚胺聚磷酸酯等。壳聚糖（chitosan），化学名称为

聚葡萄糖胺(1-4)-2-氨基-B-D 葡萄糖，是由 β-（1-4）糖苷键连接 D-葡萄糖胺和 N-乙

酰-D-氨基葡糖形成，是一种天然的线性阳离子多糖，在自然界中广泛存在。它的特

点为：毒性低；生物相容性好，已被证明在体内外可以和活细胞发生作用，保持其

功能而不产生毒性和引发免疫应答，在鼠体内它的半数致死量（LD50）低，和蔗糖

等同[77]；生物可降解性：溶菌酶等可将壳聚糖降解， 终以二氧化碳的形式排出。

此外，它还有一定的抗感染能力、粘膜粘附性和较低的免疫原性[78]。壳聚糖本身有
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着多方面的生物学功能，包括降胆固醇，治疗肾功能不全，促进伤口愈合，降低胃

溃疡的损伤，抗菌和治疗糖尿病，影响体内钙代谢等。此外，壳聚糖的低毒性和缓

释作用也使其大量应用于药物的递送[79]。2006 年 Haliza Katas 等科学家首次提出将

壳聚糖作为 siRNA 的基因载体，他们对复合物的制备方法、平均粒径、载荷效率、

稳定性、生物活性及细胞毒性等进行了研究和评价，证实了其可行性，是壳聚糖应

用于 RNA 转染的基础。并在近年来，在感染、肿瘤等多种疾病的基因治疗研究方面

大量应用[80]。如 chitosan/ NS1siRNA 引入动物体内降低呼吸道和胞体病毒引起的炎

症和感染[72]。壳聚糖结合针对抑制松弛素受体 RXFP1 的 siRNA，降低前列腺癌细胞

的生长和转移[81]。利用 Chitosan/ EGFRsiRNA 增强胶质母细胞瘤细胞的药物敏感性

[82]。当壳聚糖/核酸复合物暴露于更复杂的生物学环境时，体外研究得到的复合物的

参数不一定完全适用，所以参数的选择需要考虑到给药的途径从而保证在机体内的

作用及安全性。现有的复合物体内应用的途径主要包括两类，一类为系统性的应用，

即将复合物直接注射入静脉使其通过血液循环到达指定部位发挥作用，该方面的研

究主要针对于肿瘤治疗。另一类为局部应用，这种途径避免了复合物的血液中不稳

定、吞噬吸收、到达目标器官数量不足等缺点，能直接将复合物作用于目标部位，

效率更高。而且相比于全身用药，局部用药剂量减少，保证了 小的副作用。局部

应用方法，如肿瘤瘤内注射，直接将治疗成分递送至靶器官，主要包括：通过粘膜

黏附进行粘膜内注射、腹腔注射等。局部应用由于其特有的优势，将得到进一步深

入的探索研究[83, 84]。Morten Ø. Andersen 等[85]用壳聚糖支架和 TNF-a siRNA 结合，表

现出长期稳定的基因沉默效果，因此他们提出壳聚糖/siRNA 局部应用于医用种植物

表面改性是可行的。 

4. Ckip-1 

Ckip-1，酪蛋白激酶 2 相互作用蛋白 1， 初被认为是一种与酪蛋白激酶 2 的 α

亚基（CK2）相互作用的一种特定蛋白[86] 。随着对其结构和功能的不断研究发现，

Ckip-1 基因是广泛表达和编码的一种 46kDa 的蛋白质，蛋白的结构中包含氨基端的

普列克底物蛋白结构域（PH），羧基端的亮氨酸拉链（LZ）和五个富含脯氨酸的结

构区[87]。这些结构的存在使它可以和大量细胞蛋白发生相互作用: Ckip-1 与 CK2α结

合，促进质膜对 CK2 的招募，与胰岛素受体等底物相互作用促进其磷酸化; 与肌动
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蛋白成帽蛋白 α亚基（CPα）结合，显著降低 CP 的成帽活性，加速 F-肌动蛋白（F-actin）

解聚作用，形成一条细长的成纤维细胞样的细胞形态；Ckip-1 直接与磷脂和丝氨酸/

苏氨酸激酶蛋白激酶作用，调节磷酸肌醇 3-激酶（PI3K）信号，调控细胞生长和存

活；Ckip-1 还能依赖半胱天冬酶-3（caspase-3）来调控激活蛋白 1（AP-1）信号通路，

同时还能激活半胱天冬酶-3，从而增加凋亡，形成一个正反馈循环；Ckip-1 可以招募

部分核共济失调突变基因（ATM）到达质膜，参与 DNA 损伤修复和质膜上生长因子

受体信号的调节。干扰素（IFN）诱导蛋白质 IFP35 及其同系物 N-Myc 相互作用蛋

白质（Nmi）是另外两个与 CKIP-1 相互作用的蛋白质，提示 CKIP-1 可能参与细胞

因子信号，在体内作为 IFP35 和 Nmi 的生理调控因子。Ckip-1 通过不同的方式作用，

影响细胞质膜招募，参与转录活性调控和转录后调控。另外，它的亚细胞定位是细

胞依赖性的，取决于几个关键氨基酸，它在细胞核和细胞膜的转运取决于细胞压力

的变化。作为一种调节蛋白，它与相应蛋白结合后，参与调控多种重要的信号通路，

控制细胞骨架和细胞的增长、凋亡、分化等多个阶段[88]。 

Ckip-1 可以通过调节酶-底物相互作用介导蛋白质的转录后调控，促进蛋白质的

磷酸化和泛素化。2008 年，Lu.等科学家在 Nature 杂志上发表的研究结果指出，Ckip-1

通过其 PH 区与 Smad 泛素化调节因子 1(Smurf1)的 WW 结构域结合，促进 Smurf1

对底物的作用，增强其抑制成骨细胞活性的功能，是成骨细胞分化和骨形成过程中

至关重要的负调控因素。Smurf1 是 E3 泛素连接酶家族的成员，调控大量底物蛋白，

在细胞生长、凋亡和体内骨平衡重发挥重要作用。Ckip-1 与 Smurf1 在 Smurf1 底物

结合区域的临近区域相结合，发挥剂量相关的作用，促进 Smurf1-底物的结合，使复

合物的结构发生改变，加快 Smurf1 介导的蛋白质泛素化过程和 Smad1/5、RhoA 、

MEKK2 等底物的降解，发挥对成骨过程的负向调控作用。对 Ckip-1 生理功能进行

体内研究，通过基因敲除完全抑制 Ckip-1mRNA 的表达，基因敲除后 smurf1 功能减

弱，骨密度（BMD）及骨体积/组织体积（BV/TV）较对照组增加，骨形成加快，且

出现了年龄相关性的骨量增长。成骨细胞功能标志物碱性磷酸酶（ALP）、I 型胶原

（Col-1）等表达增高，而破骨相关标志物骨保护素（OPG）、酸性磷酸酶 (TRAP)等

未发生明显变化，说明 Ckip-1 基因敲除后显著地促进骨形成的作用而不影响骨吸收。

揭示其在基因治疗骨疾病尤其是骨质疏松方面的潜力[89]。Ckip-1siRNA 同其他 siRNA

一样，具有难以跨越细胞膜及容易被酶降解等共性，需要借助安全有效的基因载体
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提高转染效率，突破转运过程的一系列障碍，到达指定部位发挥有效的作用。Zhang

等研究者利用(AspSerSer)6liposome 作为载体，将 Ckip-1siRNA 转染入细胞，及引入

正常和骨质疏松动物体内，研究其体内外效应，发现在载体的有效携带下，

Ckip-1siRNA 的细胞转染及作用增强，体内外成骨作用得到提升[7]。Jia 等[90]将

Ckip-1siRNA 与 Flt-1siRNA（可溶性 VEGF 受体 1）结合在壳聚糖形成的支架上，这

种支架可以使 siRNA 在中性磷酸盐缓冲生理盐水中保持 2 周以上而不失去其效能。

体外实验显示，靶基因沉默、骨钙素、碱性磷酸酶、细胞外基质矿化能力等得到显

著提升。应用于体内时，也表现出良好的骨形成能力。因此，Ckip-1 可以作为目标

基因，通过选择安全高效的基因载体，引入 Ckip-1siRNA 对其进行沉默，抑制 ckip-1

与 smurf1 相互作用及一系列底物的活化， 终达到促进骨形成的目的，应用于骨疾

病特别是骨质疏松的治疗。 

通过以上文献回顾，基于本课题前期在 miRNA 修饰种植体的研究结果，我们认

为，RNAi 结合种植体表面处理技术，在提高骨质疏松条件下的种植体骨结合方面有

巨大的潜力。我们设想，siRNA 能够应用于种植体表面修饰，调控种植体周围成骨。

本课题旨在构建 siRNA 修饰的功能化种植体，通过研究其对成骨分化及体内骨结合

影响，对我们的假设进行验证，探究其可行性。 



第四军医大学硕士学位论文 

-27- 

 

 

正    文 
 

 

第一部分  CS/siCkip-1 功能化种植体的制备及 

表面性状分析 

 

牙科种植体近年来被广泛应用于牙齿缺失的修复治疗，然而，纯钛种植体由于

生物活性不足，影响植入后的骨形成及稳定，尤其是在骨质疏松等疾病的条件下，

种植体成骨能力减弱，无法形成良好的骨结合，导致愈合时间延长甚至引发种植的

失败。为了获得更快、更好的骨结合，种植体表面改性得到广泛研究，表面改性的

主要方法包括物理化学的表面处理和生物因子的加载即表面生物功能化。 

碱热处理是种植体表面常用的一种处理方法。纯钛经碱热处理后，种植体的表

面形貌、物理化学性质如亲水性、粗糙度等都会发生明显变化，可结合其他理化处

理和生物因子共同作用，协同促进骨形成[42]。Ckip-1 是骨代谢的调控因素，通过结

合 Smurf1，引发一系列反应， 终引发破骨效应[89]。通过 RNA 干扰技术，siCkip-1

与基因载体通过静电结合形成复合物，介导其高效转染到达细胞特定部位，特异性

地沉默靶基因，抑制破骨过程，促进骨质疏松条件下的骨形成，可用于骨质疏松的

治疗。 

在本实验中，选用壳聚糖（CS）作为基因载体，与 siCkip-1 形成复合物。将其

加载在碱热处理的钛种植体表面，制备 CS/siCkip-1 功能化的种植体 TA-CS/siCkip-1。

观察 siCkip-1 加载分布情况，分析 TA-CS/siCkip-1 的表面性状，为后续体内外实验

研究提供材料学方面的依据。 

1 材料、试剂和仪器 

1.1 主要试剂与材料 

方形成品纯钛试件 (西北有色研究院)；碳化硅砂纸（STARCKE,德国）；无水乙

醇（分析纯，天津科密欧化学试剂有限公司）；丙酮（分析纯，天津科密欧化学试剂
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有限公司）；氢氧化钠粉剂（天津科密欧化学试剂有限公司）；醋酸钠粉剂（天津科

密欧化学试剂有限公司）；Ckip-1siRNA(吉玛，上海)；壳聚糖（Sigma，美国）；牛血

清白蛋白 BSA (Sigma，美国)；十二烷基磺酸钠 SDS（天津科密欧化学试剂有限公司)；

BCA 蛋白定量试剂盒（碧云天，中国）；24 孔和 96 孔培养板（Nunc，美国） 

1.2 实验仪器 

超声波清洗器（KQ250B，昆山市超声波仪器有限公司）；扫描电子显微镜

（S-4800，Hitachi，日本）；接触角测量系统（EasyDrop Standard，KRUSS，德国）；

激光共聚焦显微镜（Olympus FV1000，日本）；激光粒度分析仪(Zetasizer Nano-ZS90，

Malvern，美国)；酶标仪（BioTek，美国） 

2 实验方法 

2.1 CS/siCkip-1 功能化种植体（TA-CS/siCkip-1）的构建 

2.1.1 壳聚糖/siCkip-1(CS/siCkip-1）复合物的制备 

用醋酸钠粉剂与纯水配制形成 0.2 mol/L 的醋酸钠溶液，调节 pH 至 4.5。将壳聚

糖粉末加入该醋酸钠缓冲液中，配制成 0.8 mol/mL 的壳聚糖溶液，调节 pH 至 5.5。

参照配制说明将 siCkip-1 粉剂高速离心后加入 DEPC 水，形成终浓度为 20 μmol 的

si Ckip-1 溶液。壳聚糖与 siRNA 以 16 : 1 的体积比混合，制备出 CS/siCkip-1 复合物

溶液，震荡混匀备用。 

2.1.2 CS/siCkip-1 复合物粒径及 zeta 电位分析 

CS/siCkip-1 复合物的粒径和 zeta 电位均由马尔文激光粒度分析仪（Zetasizer 

Nano-ZS90）测定。取 1 mL 上述制备的 CS/siCkip-1 复合物溶液，加入测定槽中，测

定温度 25°C。粒径和 zeta 电位分别测量 5 次。 

2.1.3 碱热处理纯钛种植体（TA）的制备 

方形纯钛试件（10×10×1 mm3）经 400 目、800 目、1200 目、1500 目、2000

目砂纸依次打磨抛光，丙酮、无水乙醇和去离子水各超声清洗 15 min 后，37°C 恒温

干燥，形成抛光钛（PT）。氢氧化钠粉剂与纯水配制形成 5 mol/L 的 NaOH 溶液，将

纯钛试件浸入该溶液中，60°C 恒温烘箱中加热处理 24 h。处理完成后，试样依次用

无水乙醇、去离子水超声清洗 10 min，37°C 恒温烘干备用，形成碱热处理钛（TA）。 
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2.1.4 CS/siCkip-1 复合物在碱热处理种植体表面的加载 

将 TA 放置于 24 孔板中，每孔加入 400 μL 的 CS/siCkip-1 复合物溶液，避光，4°C

过夜吸附（12 h）。试样取出后，用醋酸缓冲液轻轻漂洗，室温条件下自然晾干，制

备形成 CS/siCkip-1 功能化的种植体即 TA-CS/siCkip-1，备用。根据实验所需，同时

制备其余对照组试样， 终分组如下： 

PT: 抛光纯钛组； 

TA: 碱热处理组； 

TA-CS：碱热处理-壳聚糖组（TA 试样浸没在 400 μL 的壳聚糖溶液，4°C 过夜吸附）； 

TA-CS/siNC：碱热处理-壳聚糖/无功能 siRNA 组(TA 试样浸没在 400 μL 由壳聚糖和

无功能的 siRNA16 : 1 混合形成的溶液中，4°C 过夜吸附)； 

TA-CS/siCkip-1：碱热处理-壳聚糖/Ckip-1siRNA 组； 

2.2 TA-CS/siCkip-1 表面性状分析 

2.2.1 种植体表面形貌的观察  

使用 SEM 观察抛光纯钛组（PT），碱热处理组（TA），碱热处理-壳聚糖/siCkip-1

组(TA-CS/siCkip-1)试样的表面微观形貌，放大倍数分别为 2000×和 50000×。 

2.2.2 siCkip-1(cy-3)在种植体表面分布情况分析 

使用 cy-3 标记的荧光 siCkip-1，在避光条件下，按第一部分实验 2.1 中复合物制

备及加载方法，制备形成 TA-CS/siCkip-1（cy-3）。将该试样倒扣在盖玻片上，置于

激光共聚焦显微镜（CLSM）下以 400 nm 层厚从表面至底面逐层扫描，得到不同层

面的 siCkip-1 分布图像。  

2.2.3 种植体表面接触角的测量 

将去离子水滴在 PT、TA、TA-CS、TA-CS/siCkip-1 组试样表面，采用图像分析

显微镜采集液滴接触试样表面 10 s 后的图像，应用 DSA1 软件分析图像，进行各组

试样接触角的测量。每组 5 个试样，每个图像的接触角连续测量三次。 

2.2.4 种植体表面蛋白吸附的分析 

将 PT、TA、TA-CS、TA-CS/siCkip-1 各组试样（每组 5 个）放置在 24 孔培养板

中，加入 1 mL 的浓度为 0.5 mg/mL 牛血清白蛋白，恒温 37°C 孵育 24 h。吸去蛋白

液用 PBS 轻轻漂洗试样后，每孔加入 250 µL 1%的 SDS 液将试样表面吸附的蛋白洗
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脱。参照 BCA 蛋白定量试剂盒使用方法，使用酶标仪在 562 nm 波长下测量吸光度，

得到各组蛋白浓度。 

2.3 统计学分析 

该数据描述均采用均数±标准差( x±sd)的形式，统计学分析使用 SPSS 17.0 (SPSS, 

USA)软件，GraphPad Prism 5 统计软件做图。 

3 实验结果 

3.1 CS/siCkip-1 复合物粒径及 zeta 电位测量结果 

图 1.1 是 CS/siCkip-1 复合物的粒径测量结果。分析可知，该复合物的粒径值范

围约在 100 nm 至 1000 nm，平均粒径约为 235.9±25.6 nm。zeta 电位值约为+ 

13.7±2.77mV 。 

 

图 1.1  CS/siCkip-1 复合物粒径大小的分布图。 

3.2 扫描电镜观察种植体表面形貌 

扫描电镜观察到的 PT、TA 和 TA-CS/siCkip-1 三组试样的表面形貌如图 1.2 所

示。PT 组在低倍观察下仅可见由于抛光等原因形成的表面划痕，高倍数时呈较光滑

的表面。碱热处理后，表面形貌发生明显变化，形成孔径大小不一、多孔网状结构，

表面积随之增加。经过在 CS/siCkip-1 液体中的浸没及吸附加载，可以观察到，TA

表面均匀地覆盖了一层半透明的 CS/siCkip-1 复合物涂层，隐约还可见到 TA 基底，

一部分复合物可以渗透进入多孔结构和孔间的连接纤维结构中。 
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图 1.2  纯钛组（PT）、碱热处理组(TA)、碱热处理-壳聚糖/siCkip-1(TA-CS/siR)组试

样的扫描电镜照片。放大 2000×和 50000× 

3.3 激光共聚焦观察种植体表面 Cy-3siCkip-1 分布 

采用 Cy-3 红色荧光标记的 siCkip-1，观察其加载后的分布情况。激光共聚焦共

聚焦将 TA-CS/siCkip-1（Cy-3）试样从表层到底层逐层扫描，选取的扫描层距为 400 

nm。观察一系列获取图像可见，表层和底部的 siCkip-1 分布量较少，主在密集分布

在 CS/siCkip-1 层中部。siCkip-1 分布于整个试样，并可进入到 TA 表面纳米孔状结

构的内部。通过计算，试样表面吸附的 CS/siCkip-1 复合物的厚度约为 2000 nm。 
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图 1.3  加载 Cy-3 标记的 siCkip-1 后，种植体表面的激光共聚焦分层扫描图像。从

试样表层至底层扫描（a  g），层距为 400 nm。 

3.4 种植体表面接触角测量结果 

如图 1.4 所示，纯钛试样表面接触角 大，约为 65±8。，液滴可在试样表面停留

较长时间而不发生形态变化。碱热处理后，液滴滴落到试样表面后在短时间内迅速

扩散铺开，几乎无法观察到液滴停留的形态，测量到的接触角接近于 0。。加载 CS 与

CS/siCkip-1 复合物后，试样表面接触角较 TA 组有所升高，约为 30 ± 3。，但仍明显

低于 PT 表面。  

 

图 1.4  液滴接触试样表面 10s 后采集的液体图像及各组试样接触角的定量分析。左

图为图像分析显微镜采集到的各组试样表面的液滴图像，右图为 DSA1 软件分析各

组图像得到的接触角测量值。 
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3.5 种植体表面蛋白吸附定量结果 

PT、TA、TA-CS 和 TA-CS/siCkip-1 的表面 BSA 蛋白吸附结果如图 1.5 所示，经

过在 BSA 中 24 h 的孵育，PT 试样表面的蛋白吸附量约为 80±8 µg/cm2。碱热处理后，

蛋白吸附量明显降低，TA 的蛋白吸附测量值约为 45±5 µg/cm2。壳聚糖与 CS/siCkip-1 

复合物在试样表面的加载，显著的提高了试样表面蛋白吸附能力，两组吸附量接近，

TA-CS/siCkip-1 组的蛋白吸附量约为 100±12 µg/cm2。 

  

图 1.5  置于 BSA 中孵育 24h 后 PT、TA、TA-CS 和 TA-CS/siCkip-1 各组试样表面

的蛋白吸附定量分析结果。 

4 讨论   

壳聚糖是基因研究中常用的基因载体之一，本身的正电性使其可以通过静电作

用和 siRNA 形成聚电解复合物，对 siRNA 产生保护和携带作用。壳聚糖分子量、脱

乙酰度、壳聚糖与 siRNA 的浓度及配比（N/P 比）等多种因素会影响两者的结合能

力和复合物的性质，如复合物的粒径、zeta 电位、稳定性，从而影响细胞转染和 RNAi

效应[91]：以往研究发现，较高分子量的壳聚糖可以产生有效的基因敲除效应；脱乙

酰度高的壳聚糖（80%）与 siRNA 形成更紧密的结合及更高的 RNA 干扰效应；N/P

比影响复合物的 zeta 电性，合适的正电性可以一方面保护 siRNA、维持复合物的稳

定，另一方面又与转染效率密切相关。因此，在此次研究中，我们参考大量文献，

终选择 150 kDa，95% 脱乙酰度的壳聚糖，以 16 : 1 的体积比形成复合物。对该

CS/siRNA 复合物的粒径和 zeta 电位进行测量。粒径值约为 235.9 ± 25.6 nm，平均 zeta

电位值约为+ 13.7±2.77mV，这一结果与文献中一致[92, 93]，我们认为，该复合物适用
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于后续体内外实验的研究。  

siRNA 在种植体表面的成功加载对其效应的发挥至关重要。在实验中，我们使

用扫描电镜和激光共聚焦观察了加载后的试样，结果显示该复合物能够均匀覆盖在

种植体表面，siCkip-1 密集分布，形成 2000 mm 的加载层，还可进入表面的网状多

孔结构内。我们认为，CS/siCkip-1 的成功加载取决于加载基底和复合物本身多种因

素的共同作用：（1）碱热处理后，种植体表面出现大量的活性羟基基团，从而呈现

出负电性[41]，可与正电的 Chitosan/siRNA 复合物产生静电吸附作用；（2）测量碱热

处理种植体表面接触角，表现出高亲水性，与以往研究结果一致[94]。高亲水性可能

有利于复合物加载后的快速均匀扩散，使 siRNA 能够均匀分布于整个种植体表面；

（3）相比于纯钛种植体，碱热处理的表面形成的多孔结构，使种植体表面积增加，

粗糙度增加[95] 。SEM 扫描试样表面，可以看到部分复合物进入微孔结构中，提示

复合物与种植体接触范围增大，这也可能影响加载量；（4）碱热处理钛和壳聚糖都

有多种化学基团，化学基团之间的化学反应可能也参与了这一加载过程。今后的研

究中，我们需要对这一加载机制进行进一步深入探究，同时寻找合适的方法对吸附

siRNA 进行定量，探索提高 siRNA 的表面加载能力的方法。 

材料表面蛋白吸附能力对其体内效应的发挥至关重要[96]。蛋白吸附是植入手术

后 早发生的生物反应。种植体植入体内后，立即被血液等包裹，随机的吸附体液

中的蛋白成分，短时间内就表面覆盖一层由血浆蛋白，主要是血清白蛋白、纤维蛋

白原、IgG 抗体、纤连蛋白等形成的蛋白层。其中，血清白蛋白的黏附量 多。这一

蛋白形成的“调节层”调控宿主的细胞反应，如黏附、增殖和分化， 终影响植入物

周围骨组织的生长[97]。我们对种植体表面蛋白吸附进行测量，发现碱热处理后，蛋

白吸附量明显降低，壳聚糖与 CS/siCkip-1 复合物在试样表面的加载，显著地提高了

试样表面蛋白吸附能力，TA-CS 和 TA-CS/siCkip-1 两组吸附量接近。我们认为，这

可能与材料亲水性有关。以往研究普遍认为，疏水表面较亲水表面更有利于蛋白的

黏附[98]。同时，除亲水性外，其余因素如表面化学键等也会影响蛋白吸附能力。Paul 

Thevenot [99] 等分析了材料化学特性和蛋白吸附量的关系发现，蛋白吸附与化学基团

有关。如羟基表面蛋白吸附能力降低，氨基（-NH2）使表面带正电荷，促进纤维粘

连淡白和骨桥蛋白的表面粘附，促进成骨细胞的生长、分化和矿化。壳聚糖富含氨

基，可能影响了本实验中 TA-CS 和 TA-CS/siCkip-1 的蛋白吸附能力。此外，表面电
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荷，微观形貌也可能参与了对蛋白吸附量的影响。 

5 结论 

（1）壳聚糖和 siRNA 能够静电在静电作用下形成粒径分布较一致、呈正电性的

CS/siCkip-1 复合物。 

（3）CS/siCkip-1 复合物能够在碱热处理种植体表面均匀地加载，形成 2000 nm 的

siCkip-1 层，制备得到 CS/siCkip-1 功能化的种植体即 TA-CS/siCkip-1。  

（3）碱热处理能够提高纯钛材料表面亲水性。加载 CS/siCkip-1 复合物后，种植体

表面蛋白吸附能力明显增强。 
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第二部分  CS/siCkip-1 功能化种植体对骨髓间充质干

细胞（rBMMSC）生物学行为的影响 

 

骨髓间充质干细胞（BMMSC）是骨髓中一种具有高度增殖和自我更新能力的细

胞，具有良好的分化潜能，可以分化为成骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞等多种细胞

[100]。种植体植入骨髓腔后，经过血液包裹，蛋白吸附等一系列生物过程后，BMMSC

粘附在材料表面，开始增殖和分化。BMMSC 的增殖水平和成骨细胞方向分化能力

对骨形成至关重要，决定着 终良好的骨结合的形成和种植体的长期稳定。本实验

中，我们观察了 siCkip-1 的大鼠骨髓间充质细胞（rBMMSC）转染情况，对 CS/siCkip-1

功能化种植体表面细胞的增殖活性和成骨分化（碱性磷酸酶合成、胶原分泌、细胞

外基质矿化）能力进行评价，初步探究 CS/siCkip-1 功能化种植体的体外成骨功效，

为后续的体内研究提供实验基础。 

1 材料、试剂和仪器 

1.1 主要材料和试剂 

ɑ-MEM（Gibco，美国）；胎牛血清（Gibco，美国）；胰蛋白酶（Sigma，美国)；

PBS（Gibco，美国）；青霉素/链霉素（Sigma，美国）；Ckip-1siRNA(吉玛，上海)；

Hoechst (碧云天，中国)；β-甘油磷酸钠（Sigma，美国）；地塞米松（Sigma，美国）；

维生素  C （Sigma，美国）；新生 SD 大鼠（第四军医大学实验动物中心）；Hoechst

染色试剂盒（碧云天，中国）；CCK-8 试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；ALP 

染色试剂盒（碧云天，中国）；0.1%天狼星红/苦味酸染色试剂（第四军医大学骨科实

验室）；茜素红试剂（Sigma，美国）； 24、96 孔培养板及细胞培养瓶（Nunc，美国） 

1.2 主要仪器 

超净工作台（苏州净化）；细胞培养箱（Thermo，美国）；激光共聚焦显微镜

（Olympus FV1000，日本）；倒置相差显微镜（Leica DM6000B，德国）；分光光度

计（Thermo Scientific NanoDrop 2000，美国）；体视显微镜(Leica M80，德国) 
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2 实验方法 

2.1 rBMMSC 细胞的培养 

rBMMSC 取自 1 周龄的 SD 大鼠骨髓。大鼠处死后 75%乙醇消毒 15 min，在无

菌条件下将大鼠的双侧股骨和胫骨分离，去净表面附着的组织和骨头双侧干骺端。

注射器吸入 PBS 后反复冲洗，将骨髓腔内骨髓等内含物冲入预先配好的 10 mL 含 

10%胎牛血清的 α-MEM 培养液中，直至骨头完全成白色。收集液体以 1000 rpm 离

心 5 min 后，弃去上清，将细胞重新悬浮于培养基中，反复吹打使细胞团块分散，吹

打分散的细胞接种在 50 mL 细胞培养瓶内，在含 5% CO2 的 37°C 孵箱内常规培养，

避免移动培养瓶。3 天后换液，以后每隔一天换液，定期观察贴壁细胞数目，当细胞

达到 80%左右时，胰酶消化，常规传代（比例为 1 : 2）。之后定期换液，传代。细胞

实验部分选取 2-4 代生长状态良好的细胞。 

2.2 siCkip-1 的转染 

采用 Cy-3 标记的 siCkip-1，按照第一部分实验 2.1 的方法制备形成

TA-CS/siCkip-1（Cy-3）试样。将试样置于 24 孔培养板中，rBMMSC 细胞冲悬后以

2×104/孔的密度接种于试样表面。孵育 24 h 后弃去培养液，PBS 轻轻漂洗试样 3-5

遍，每次 3 min。加入 1 mL 的 4%多聚甲醛固定液，固定 15 min 后再用 PBS 漂洗 3-5

遍，每次 3 min。每孔加入 Hoechst 染液 300 μL，孵育 5 分钟后吸除染色液，PBS 洗

涤试样 2-3 次。激光共聚焦观察 siCkip-1 细胞转染并采集图像。 

2.3 种植体表面细胞增殖的测定 

构建不同处理的试样表面，PT 试样 60Co 照射消毒后，在无菌条件下按第一部分

实验 2.1.4 的方法处理形成 PT、TA、TA-CS、TA-CS/siNC、TA-CS/siCkip-1。细胞培

养方式同第二部分实验 2.1。将各组试样分别放入 24 孔板中，rBMMSCs 细胞冲悬后

以 2×104/孔的密度接种于试样表面。细胞培养 1 天，4 天及 7 天后，采用 CCK-8 试

剂盒检测细胞增殖情况，方法如下，PBS 漂洗试样 3-5 次，每次 3 分钟。将 400 μL 细

胞培养液和 40 μL CCK-8 检测液混合后加入各个试样孔内，将培养板避光放在震荡

机上快速震荡 5 min，使培养液和检测液充分混匀后，置于 37°C 孵箱内孵育。2 h

后取出培养板，每孔吸出 100 μL 染色液，转移到 96 孔板内，应用分光光度计测定
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波长 450 nm 时的吸光度值。 

2.4 种植体表面碱性磷酸酶表达的检测 

分组情况、细胞培养及接种方法同第二部分 2.3。细胞接种两天后，弃去原培养

液，改用成骨诱导培养液（含 10%胎牛血清、10 mM β-甘油磷酸钠以及 0.1 μM 地

塞米松和 0.2 mM 维生素 C 的 α-MEM 改良型培养基）培养细胞，每隔一天更换一

次成骨诱导培养液。培养 7 天后吸除培养液，PBS 漂洗 3-5 次，每次 3 分钟。4%

多聚甲醛固定细胞 15 min 后并用 PBS 漂洗后，应用 BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色

试剂盒检测试样表面 ALP 表达情况。配制检测液，比例如下： 

碱性磷酸酯酶显色缓冲液  6 mL   

BCIP 溶液(300X)         20 μL   

NBT 溶液(150X)         40 μL   

BCIP/NBT 染色工作液    6.06 mL   

每孔加入 500 μm 检测液，孵育显色 20 分钟后吸去染色液，加入去离子水终止反应，

漂洗 3-5 次后，室温干燥试样，体式显微镜下观察并采集图像。 

2.5 种植体表面胶原分泌的检测 

分组情况、细胞培养、接种及成骨诱导过程同第二部分实验 2.4。细胞培养接种，

成骨诱导 14 天后吸去培养液，终止培养。PBS 漂洗 3-5 遍，每次 3 分钟，加入 4%

多聚甲醛固定细胞过夜。PBS 漂洗后，使用预先配制的 0.1%天狼星红/苦味酸染色液

对胶原进行染色：每孔加入 500 μL 染色液，室温条件下避光染色 24 h 后，去离子

水终止反应，漂洗后室温干燥，体式显微镜观察采集图像。对各组试样表面胶原分

泌情况半定量分析：用 0.2 M 氢氧化钠溶液和 99%甲醇以 1 : 1 的体积比混合配制成

胶原洗脱液，每孔加入 500 μL。室温条件于摇床上振荡洗脱半小时后，将染色液等

体积（每孔 100 μL）加入 96 孔板，应用分光光度计测定波长 540 nm 时的吸光度值。 

2.6 种植体表面细胞外基质矿化的检测 

分组情况、细胞培养、接种及成骨诱导同第二部分实验 2.4。细胞培养接种、成

骨诱导 21 天后，弃去培养液，PBS 漂洗 3-5 遍，每次 3 分钟。4%多聚甲醛固定细胞

15 min，PBS 再次漂洗。每孔加入 500 μL 配制好的 40 mM 的茜素红，室温避光染色

20 min 后去离子水终止反应，用去离子水多次漂洗直至漂洗液无红色析出为止。室
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温干燥后，将试样取出，体式显微镜下观察并拍照。对各组试样表面矿化结节形成

能力进行半定量分析：将氯化十六烷基吡啶溶解在 10 mM 磷酸钠溶液中配制形成

矿化结节洗脱液。每孔加入 500 μL。室温条件于摇床上振荡洗脱 15min 后，将染色

液等体积（每孔 100 μL）加入 96 孔板，应用分光光度计测定波长 620 nm 时的 OD

值。 

2.7 数据统计分析 

该数据描述均采用均数±标准差(x±sd)的形式，统计学分析使用 SPSS 17.0 (SPSS, 

USA)软件，GraphPad Prism 5 统计软件做图。各组之间差异比较采用 one way ANOVA 

和 Student-Newman-Keuls post hoc tests 检验， p<0.05 具有统计学意义。 

3 实验结果 

3.1 激光共聚焦观察转染效果 

以 Cy-3 荧光标记的 siCkip-1 作为示踪剂，CS/siCkip-1 转染细胞后，激光共聚焦

观察红色荧光的 siCkip-1 及 Hoechst Dye 蓝染的细胞核。由图 2.1 可以看出，红色荧

光的 siCkip-1 主要分布在蓝染的细胞核的周围，部分还可以进入细胞核内部。siCkip-1

的分布和细胞分布基本一致，图像中没有细胞的位置仅可见少量 siCkip-1 的分布。 

 

图 2.1  CS/siCkip-1 复合物转染 rBMMSC 细胞 48 h 后，激光共聚焦扫描图像。（a）

Hoechst Dye 标记的细胞核（蓝色）、（b）Cy-3 荧光标记的 siCkip-1（红色）和（c）

合并的照片。 

3.2 种植体表面细胞增殖情况 

图 2.2 显示的是 CCK-8 法检测的接种 1、4 及 7 天后，各组试样表面的细胞增殖

情况。统计结果可以看出，从 1 天至 7 天，随着细胞培养时间的延长，各组试样表

a b c



第四军医大学硕士学位论文 

-40- 

面的细胞活性均呈上升趋势。相比纯钛试样，碱热处理后，试样表面细胞增殖水平

明显提高。TA、TA-CS、 TA-CS/siNC 和 TA-CS/siCkip-1 在各个时间点各组间细胞

增殖水平无统计学差异，但都显著高于 PT 组（p<0.05）。  

 

图 2.2  CCK-8 法检测的 rBMMSCs 在各组试样表面接种 1、4 及 7 天后的细胞增殖

活性。*表示与 PT 组相比有统计学差异（p<0.05） 

3.3 种植体表面的碱性磷酸酶表达水平 

成骨诱导 7 天后，各组试样表面 ALP 表达情况如图 2.3 所示。各组试样表面均

可观察到蓝紫色碱性磷酸酶颗粒。TA-CS/siCkip-1 组的颜色 深，ALP 表达水平高

于其他组。TA、TA-CS 和 TA-CS/siNC 三组 ALP 表达量相近，虽低于 TA-CS/siCkip-1

组，但相比于光滑钛组有所增加。 

 
图 2.3  成骨诱导 7 天后，rBMMSCs 在各组试样表面碱性磷酸酶（ALP）的表达。 
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3.5 种植体表面胶原分泌能力 

应用苦味酸/天狼星红染色法对成骨诱导 14 天后试样表面分泌的胶原进行染色。

图 2.4 可见，胶原染色后，呈现出红色，不规则的纤维状结构。根据红色的深度可以

看出，各组胶原分泌情况与 ALP 表达一致。PT 组胶原分泌 少，TA-CS/siCkip-1 组

分泌能力显著增高，优于其余四组，TA、TA-CS 和 TA-CS/siNC 则介于两者之间。

半定量结果呈现出相同的趋势，TA-CS/siCkip-1 胶原分泌能力约为 PT 组的 2 倍、其

余三组的 1.5 倍左右。 

 

图 2.4  成骨诱导 14 天后，rBMMSCs 在各组试样表面的胶原分泌。上图为体式显
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微镜拍摄的胶原染色照片，下图为胶原分泌的定量分析结果。*表示与 PT 组比较有

统计学差异（p<0.05）；@示与 TA 组比较有统计学差异（p<0.05）； #表示与 TA-CS

组比较有统计学差异（p<0.05）；&表示与 TA-CS/siNC 组比较有统计学差异（p<0.05） 

3.6 种植体表面细胞外基质矿化水平 

茜苏红染色可以显示成骨诱导 21 天后，细胞外基质矿化形成的矿化结节。图 2.5 

可以看出，经染色后，矿化结节表现为没有固定形状的红色的结节状物。体式显微

镜图像和半定量结果趋势一致，较 PT、TA、TA-CS、TA-CS/siNC 组，TA-CS/siCkip-1

能够诱导更多的细胞外基质矿化。TA、TA-CS 和 TA-CS/siNC 组细胞外基质矿化水

平显著高于 PT 组（p<0.05）。 

 

 

图 2.5 成骨诱导 21 天后，各组试样表面的细胞外基质矿化水平。上图为体式显微镜



第四军医大学硕士学位论文 

-43- 

拍摄的各组试样表面矿化结节染色图，下图为细胞外基质矿化的定量分析结果。*

表示与 PT 组比较有统计学差异（p<0.05）；@示与 TA 组比较有统计学差异（p<0.05）； 

#表示与 TA-CS 组比较有统计学差异（p<0.05）；&表示与 TA-CS/siNC 组比较有统

计学差异（p<0.05） 

4 讨论 

Zhang 等[7]研究发现，相比于裸露 siRNA，合适的载体的选择能够携带 siCkip-1，

使其更有效的转染入细胞，发挥 RNAi 效应，影响成骨分化。本实验中，我们使用

壳聚糖/ siCkip-1（Cy-3）转染细胞，细胞核行 Hoechst 染色后，使用激光共聚焦系统

观察荧光情况。细胞接种 48 h 后，可以观察到明显的红色荧光 siCkip-1 环绕蓝染的

细胞核周围，且红色荧光的分布与细胞分布一致，这与文献中 CS/siRNA 转染后的分

布情况一致[93]。这一结果说明 150 kDa，95% 脱乙酰度的壳聚糖是高效的基因载体，

以合适的 N/P 比结合形成 CS/siCkip-1 复合物能够将 siCkip-1 高效转染进入细胞，成

为其后续结合 RISC、降解 Ckip-1mRNA、实现基因沉默效应作用基础。在今后的研

究中，我们还需要对转染效率进行测定，同时通过优化壳聚糖参数、壳聚糖/siRNA

配比等方式，获得 优的转染效率。 

成骨分化过程主要包括三个阶段[101]，细胞增殖、细胞外基质的成熟、细胞外基

质的矿化。细胞在种植体表面的黏附增殖是第一步，本实验中，我们用 CCK-8 法测

量细胞接种后 1、4、7 天的增殖情况，发现细胞增殖能力随着时间的延长呈整体上

升趋势。与 PT 相比，碱热处理后，细胞增殖活性明显提高，壳聚糖及 CS/siCkip-1

复合物加载后，细胞仍保持较高的增殖水平。我们认为细胞增殖能力受到了材料亲

水性、表面蛋白量的双重影响。Gittens RA 等对材料表面亲水性与细胞增殖的关系进

行分析[102]，发现亲水的表面比疏水表面更有利于早期细胞的黏附、增殖、促进成骨

分化和骨沉积。Christina Kim 等[95]将 MC3T3-E1 等细胞接种于碱热处理形成的高亲

水性材料后，发现细胞增殖水平明显高于钛表面。表面蛋白吸附作为种植体植入后

宿主生物反应的第一步，会对宿主细胞的伸展、增殖分化等能力产生影响，影响骨

形成[97]。因此， TA-CS/siCkip-1 表面较高的细胞增殖活性可能是这两种因素共同作

用的结果。 

成骨分化第二阶段为细胞外基质成熟，其标志是 ALP 活性的提高和胶原合成。
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ALP 是成骨细胞产生的酶，作为成骨分化的产物，ALP 表达水平标志着成骨细胞及

骨形成活性，是评价成骨细胞活性 重要的生物化学标志物之一[103]。胶原的分泌是

结缔组织形成的关键因素[104]。成骨细胞可产生Ⅰ型和Ⅲ型胶原，Ⅰ型胶原也是成骨

细胞早期标志，是骨主要的细胞外基质成分，能够起到维持组织构架的作用，是矿

物质沉积的基础。成骨分化 后阶段为细胞外基质矿化[105]，矿化结节是成熟骨细胞

重要的功能标志。在本实验中，我们分别用 BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色，天狼星

红/苦味酸染色和茜素红染色法对 ALP 表达，胶原分泌及细胞外基质矿化能力测定。

结果表现出相同的趋势，与对照组相比，TA-CS/siCkip-1 能显著地提高 ALP 表达、

胶原分泌量和细胞外基质矿化水平，促进了 rBMMSC 的成骨分化。 

5 结论 

（1）siCkip-1 在壳聚糖载体的作用下，能够高效的转染入胞，分布在细胞核周围。 

（2）与 PT 相比，碱热处理后试样表面的 rBMMSC 细胞增殖能力显著提高。以 TA

为基底的各组（TA、TA-CS、TA-CS/siNC、TA-CS/siCkip-1）种植体均表现出良好的

细胞生物相容性，细胞的增殖活性没有明显的差异。 

（3）siCkip-1 在细胞内发挥 RNA 干扰作用，相比对照组，增强了成骨分化过程中

ALP 合成、胶原分泌和细胞外基质矿化，显著促进 rBMMSC 的成骨分化。 
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第三部分  CS/siCkip-1 功能化种植体对骨质疏松大鼠

种植体骨结合效应的评价 

 

骨质疏松被认为是牙科种植体应用的危险因素之一。骨质疏松条件下，成骨与

破骨失衡，一方面使患者自身骨质破坏、骨量降低，另一方面，种植体周围骨形成

能力减弱，影响种植体的稳定和成功率。大量研究认为，种植体通过合适的表面修

饰（理化修饰和生物修饰）后，能够在局部发挥促成骨效应，是提高骨质疏松条件

下骨结合的有效途径。Ckip-1 是骨形成的负调控因子，以往研究已经证实，体内系

统性全身应用 siCkip-1 能够特异性沉默 Ckip-1，进而产生对正常和骨质疏松条件下

骨形成的促进作用。在本实验中，我们将 siCkip-1 生物功能化的种植体植入骨质疏

松大鼠体内，运用 Micro-CT 重建分析、组织学染色（VG 染色）、骨-种植体接触界

面 EDX 线扫描、生物力学测试（拔出实验）等方法评价 siCkip-1 的体内成骨功效。

为对骨质疏松及其它疾病有治疗作用的 siRNA 应用于种植体表面修饰，提供研究依

据和新的思路。 

1 材料、试剂和仪器 

1.1 主要材料和试剂 

规格为 Ø1.56mm12mm 的纯钛棒（西北有色金属研究院提供）；按照第一部分

2.1.4 的方法制备的 TA、TA-CS、TA-CS/siNC、TA-CS/siCkip-1 种植体；1%戊巴比妥、

4%多聚甲醛（科昊，西安）、注射用青霉素、苦味酸-酸性品红（VG）染色液（第四

军医大学骨科实验室提供）。 

1.2 实验动物 

选用两月龄的 SPF 级雌性 SD 大鼠 40 只（解放军第四军医大学动物中心提供），

体重约为 200-250 g，常规饲养。 

1.3 实验仪器  

种植系统（KAVO，德国）；micro-CT 系统（ Siemens Inveon CT，德国）；硬组
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织切片机（leica SP1600，德国）；万能试验机（AGS-10KNG，日本）；扫描电子显微

镜（S-4800，日本）；体式显微镜（leica M80，德国） 

2 实验方法 

2.1 大鼠骨质疏松模型的建立 

2.1.1 去势手术 

将 75 只大鼠随机分为去势手术组（OVX，65 只）和假手术组（SHAM，10 只），

于第四军医大学口腔医院动物中心常规饲养 10 天，适应环境。对 OVX 组施以双侧

卵巢切除术：选用 1%戊巴比妥以 40 mg/kg 剂量腹腔注射，麻醉大鼠后将其俯卧固

定。触及背部中线及肋骨下缘，在其交角的旁开一指部位做一横向长约 1.5 cm 的切

口，分离皮肤，皮下筋膜等进入腹腔，即可看见白色脂肪。将脂肪轻轻提出，在深

面即可见到粉红色卵巢和细长的输卵管。止血钳夹住卵巢下输卵管的位置，完整切

除卵巢，输卵管结扎。将脂肪组织轻轻放入腹腔，避免损伤腹部脏器，分层严密缝

合。术后连续注射青霉素三天，预防感染。SHAM 组保留卵巢，仅切除和 OVX 组相

同质量的脂肪组织，其余手术方法相同。常规饲养，定期观察。 

2.1.2 评价骨质疏松建模情况 

大鼠常规饲养三个月后，各组随机选取 8 只，过量麻药注射处死。取双侧股骨，

去净附着的肌肉等组织，置于 4%多聚甲醛中固定样本。固定三天后，将样本置于

Micro-CT 机中进行全方位扫描和三维重建。选取感兴趣部位（ROI）为股骨远端干

骺端，得到 2-D 和 3-D 方向的扫描重建图，检测指标为：（1）骨体积分数（bone volume 

fraction, BV/TV），是指在选择的感兴趣区（ROI）的总体积中，骨小梁的体积所占的

百分比；（2）骨小梁厚度（trabecular thickness，Tb.Th），ROI 范围内骨小梁厚度的

测量值，单位为 mm；（3）骨小梁数目（trabecular number，Tb.N），ROI 范围内总的

骨小梁数目，单位为 mm-1；（4）骨小梁间隙（trabecular spacing，Tb.Sp）ROI 范围

内骨小梁之间的间隔距离，单位为 mm。结合 OVX 及 SHAM 组重建图像及骨小梁各

参数的定量分析结果，评价骨质疏松建模情况。 

2.2 种植体植入手术 

    手术动物为第三部分实验 2.1 建立的骨质疏松大鼠。手术过程如图 3.1 :大鼠仰卧，
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1%戊巴比妥以 40 mg/kg 剂量腹腔麻醉。触及膝关节后，左手稳定固定。在膝关节内侧部

位做一长约 1.5 cm 长的纵向切口，轻柔分离皮肤，皮下组织及脂肪，直至关节囊的位置。

稳定固定股骨，在生理盐水冲洗冷却下，种植机钻头以 2000 rpm 的转速在关节囊稍上方

位置向骨髓腔方向快速钻入形成长 12 mm，直径 1.56 mm 的种植窝。生理盐水轻轻冲洗

种植窝后，置入种植体，分层严密缝合创口。将各组大鼠分笼饲养，做好分组标记。术

后连续注射三天青霉素，密切观察大鼠状态和伤口状况，常规饲养。 

 

图 3.1  种植体植入手术过程图。（切开  分离   暴露   备窝   植入  缝合） 

2.3 不同时期（4 w、12 w）骨结合的评价 

2.3.1 新生骨的 Micro-CT 重建分析 

植入术后 12周，随机选择每组5 只大鼠，过量麻药处死并取双侧带种植体的股骨，4%

多聚甲醛固定。固定三天后，将股骨从多聚甲醛中取出，使用 Micro-CT 系统进行扫描重建

及分析。选取的ROI区域在矢状面上为股骨干骺端生长线以下 1 mm - 3 mm的种植体范围，

横截面上为距种植体表面 200 μm的环形区域（如图3.2）。通过扫描得到二维和三维的重建

图，对ROI区新骨进行分析选取的骨小梁参数的检测指标为：（1）骨体积分数（BV/TV）；

（2）骨小梁厚度（Tb.Th）；（3）骨小梁数目（Tb.N）；（4）骨小梁间隙（Tb.Sp）。 

 

图 3.2  Micro-CT 分析种植体周围成骨时选取的感兴趣区（ROI）示意图。 
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2.3.2 新生骨的组织学染色观察 

    种植术 4 周和 12 周后，随机选取每组 5 只大鼠，过量麻药处死并取材，取材后

立即将左侧股骨放入液氮内保存，用于后续拔出试验。右侧股骨放入 4%多聚甲醛固

定液中，固定样本。固定三天后，取出样本，对股骨进行修整，去除股骨近端不含

种植体的部分。经 70％、80％、 95％、100％梯度酒精脱水、二甲苯透明、渗透液

渗透一系列处理后，将样本树脂包埋。切片时，将包埋块固定在硬组织切片机上，

在流水冷却下沿着平行于种植体长轴的方向切出厚约 200 μm的包含种植体的超硬切

片。将切片固定在载玻片上，流水冷却下置于磨片机上磨至厚约 70 μm。切片抛光冲

洗后，置于配制好的 VG 染液中染色 15 min， 终梯度酒精脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片。 

2.3.3 骨-种植体界面元素扫描分析 

术后 12 周，将第三部分 2.3.2 实验中的切片后剩余的包埋块修整至厚度约 3 mm，

固定在扫描电镜试样板上。使用扫描电镜观察骨种植体界面并采集图像，应用扫描

电镜的能量色散 X 射线光谱（EDX）系统，随机选取观察视野内一条跨越骨-种植体

界面的线，对这条线上的元素进行扫描和定量分析，观察该区域内所含元素的种类、

含量及分布变化情况。 

2.3.4 骨结合的机械力学测定（拔出实验） 

种植术后 4周及 12周，拔出实验测量骨种植体机械结合力。将第三部分实验 2.3.2

中保存于液氮中的埋有种植体的股骨取出，用涡轮机切削掉一部分干骺端种植体周

围的骨，暴露出长约 4 mm 的种植体。将暴露出的种植体和另一端骨头分别用自凝树

脂包埋固定，形成长方体的树脂块。固定好后，将树脂块两端固定在万能试验机的

固定装置的两端，调整位置，确保拔出的方向沿着种植体的长轴。将拔出速度设定

匀速的 1 mm/min，记录种植体拔出瞬间的力值即 大拔出力（Maximal pull-out 

force），计算相应的剪切强度（Ultimate shear strength）。  

2.4 统计分析 

该数据描述均采用均数±标准差（x±sd）的形式，统计学分析使用 SPSS 17.0 (SPSS, 

USA)软件，各组之间差异比较采用 one way ANOVA 和 Student-Newman-Keuls post 

hoc tests 检验，p<0.05  具有统计学意义。 

3 实验结果 



第四军医大学硕士学位论文 

-49- 

3.1 骨质疏松模型成功建立 

去势手术 12 周后，应用 Micro-CT 扫描去势组及假手术组股骨干骺端，分析骨小梁

参数，结果如图 3.3 所示。由重建图像可见，SHAM 骨密度较高，骨小梁排列致密，OVX

骨密度明显降低，骨小梁较细且骨小梁之间存在大量空隙，排列疏松。定量分析结果与

重建图像所显示一致，与 SHAM 相比，去势组骨小梁参数BV/TV、Tb.Th、Tb.N 值都显

著降低(p<0.05)，Tb.Sp 值则显著增高(p<0.05)，骨质疏松模型建立成功。 

 

图 3.3  （A）去势手术 3 个月后去势组（OVX）与假手术组（SHAM）股骨远端干

骺端的 Micro-CT 二维及三维扫描图像。（B）去势组（OVX）与假手术组（SHAM）

骨小梁参数：骨体积分数（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁数目（Tb.N）、

和骨小梁间隙（Tb.Sp）的定量分析结果。*表示与 SHAM 相比有统计学差异（p<0.05） 
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3.2 Micro CT 新生骨重建及定量分析 

图 3.4 显示了 Micro CT 扫描重建及分析结果。图 A 中的横截面二维图像可以看

出，TA-CS/siCkip-1 组种植体周围可见一圈围绕着种植体的新骨，连续且均匀。TA、

TA-CS、TA-CS/siNC 种植体周围观察到的新骨较少，在种植体表面间断不连续，且

厚度不均一。三维图像观察，TA、TA-CS、TA-CS/siNC 表面骨分布不均匀，有的部

分种植体表面未见骨覆盖，新骨排列较疏松。而 TA-CS/siCkip-1 组试样周围新骨形

成量明显增高，白色的新骨完全覆盖并紧密贴合在整个种植体周围，形成良好的骨-

种植体结合。骨小梁参数定量分析结果显示：TA-CS/siCkip-1 组 BV/TV、Tb.Th、Tb.N

明显高于 TA、TA-CS、TA-CS/siNC 组，Tb.Sp 则显著低于这三个对照组，

TA-CS/siCkip-1 与对照组骨小梁参数的差异有统计学意义（p<0.05）。 

 

图 3.4  （A）种植手术 12 周后各组感兴趣区 Micro-CT 二维及三维图像扫描重建

图像。（B）各组感兴趣区内骨小梁参数：骨体积分数（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、

骨小梁数目（Tb.N）、骨小梁间隙（Tb.Sp）的定量分析结果。*表示与 TA-CS/siNC、

TA-CS、TA 组相比较有统计学差异（p<0.05） 
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3.3 VG 染色观察新生骨情况 

如图 3.5，种植体表面新骨与苦味酸-酸性品红染色液发生反应，显示出紫红色。4 周

时，各组试样表面新骨形成量均较少，TA、TA-CS、TA-CS/siNC 仅能够观察到小范围的

紫红色块状新骨沉积，且新骨间断不连续，与种植体结合不紧密且可见间隙。

TA-CS/siCkip-1 则可见覆盖于种植体表面的连续骨沉积，厚度约为 20 μm。12 周时，

TA-CS/siCkip-1 诱导更多的新骨形成，骨量较 4 周明显增加，新骨与种植体接触紧密，厚

度约为 90 μm。TA、TA-CS、TA-CS/siNC 组较 4 周时，骨形成量有所增加，表现为种植

体薄层的连续新骨沉积，但沉积的新骨厚度仍明显低于 TA-CS/siCkip-1 组。 

 

图 3.5  种植手术 4 周及 12 周后 TA、TA-CS、TA-CS/siNC 和 TA-CS/siCkip-1 各组

种植体表面新生骨的 VG 染色图。  
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3.4 骨-种植体界面元素 EDX 扫描分析结果 

对术后 12 周的骨-种植体接触界面元素进行 EDX 线扫描，结果如图 3.6 所示。

种植体界面元素以 Ti 为主，骨髓腔侧元素则主要以 C、O 为主。从种植体到骨髓腔

侧扫描，到达骨-种植体界面时 Ti 元素含量迅速降低，伴随 Ca、P 元素含量的明显上

升及 C 及 O 元素含量的轻度上升，这一范围为形成的新骨层。对元素含量进行定量，

各组新骨层中 Ca、P 含量比相近，约为 2 : 1。分析新骨层厚度可见，TA、TA-CS、

TA-CS/siNC 组新骨层厚度约为 20-35 μm，在 CS-siCkip-1 组则明显增厚，约 85 μm。 

 

 

图 3.6  种植手术 12 周后各组骨-种植体接触界面的扫描分析。上图为骨-种植体界面
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元素的 EDX 扫描图像（a:种植体、b:新生骨、c:骨髓腔），下图为各组骨-种植体接

触界面各元素含量的定量分析图。 

3.5 种植体拔出力测量结果 

种植体拔出力的测量，是对骨-种植体界面骨结合情况的一种检测手段。 大拔

出力和剪切强度是反映骨种植体机械结合强度的良好指标，能反映整个种植体与骨

分离瞬间的力值和单位面积骨-种植体的结合力。由表 1 可见，从 4 周到 12 周的愈合

期内， 大拔出力和剪切强度均随着时间的延长而不断增大。TA-CS/siCkip-1 的 大

拔出力（Maximal pull-out force）和剪切强度（Ultimate shear strength）在 4 周和 12

周两个时间点均显著高于 TA、TA-CS、TA-CS/siNC 组（*p<0.05），数值约为其余组

的 1.5 倍左右。 

表 1  种植术后 4 周及 12 周各组种植体的 大拔出力（N）和剪切强度（N/mm2） 

4 weeks 12 weeks 

Treatment 
Maximal 

Pull-out force (N) 

Ultimate shear 

Strength (N/mm2)

Maximal 

Pull-out force (N) 

Ultimate shear 

Strength (N/mm2)

TA-CS/siCkip-1 46.67±4.01* 1.09±0.12* 93.05±8.85* 2.17±0.20* 

TA-CS/siNC 33.90±3.96 0.79±0.07 56.30±5.01 1.31±0.11 

TA-CS 32.07±3.15 0.75±0.07 54.03±5.55 1.26±0.12 

TA 29.37±2.63 0.68±0.06 48.53±4.17 1.13±0.09 

*p<0.05 

4 讨论 

Lu 等[89]对 Ckip-1 影响成骨的分子机制进行全面分析，认为 Ckip-1-Smurf1 相互

作用可以作为治疗靶点，用于研究骨疾病如骨质疏松症的治疗。Zhang 等[7]将 siCkip-1

通过静脉注射全身应用于骨质疏松大鼠体内，使骨量增加，骨微观结构得到明显改

善，证实其全身应用于骨质疏松时的成骨促进作用。我们创新性的将 CS/siCkip-1 功

能化的种植体植入骨质疏松大鼠体内，评价其骨结合情况，初步探究 siCkip-1 能否

在种植体周围局部发挥作用。 

骨-种植体骨结合的评价包括宏观及微观的多种方法。宏观方面包括松动度等大

体观察、CT 等影像学观察、生物力学测试等。微观方面包括硬组织切片染色、脱钙
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骨免疫组化、电镜观察、EDX 扫描等。Micro-CT 能够在不破坏标本原貌的情况下，

对标本进行全方位三维空间的扫描，通过三维重建真实的还原其结构。在此基础上

利用分析软件选择感兴趣区，定量分析感兴趣内骨的微观结构参数，是分析比较骨

结合的一种优良方法[106]。组织学染色能够对通过特定的化学反应，使特定组织显色，

有利于骨代谢、重建和结构的分析。常用的骨组织染色有甲苯胺蓝蓝色、Goldner 三

色法、苦味酸酸性品红（VG）染色[107]。骨种植体的结合强度对种植体的稳定性与

长期成功十分重要，种植体的结合的机械力学测定包括拔出实验、扭转实验等，对

于圆柱形种植体分析时常采用拔出实验。 

在本实验中，我们参考以往文献选择感兴趣区[24]，应用 Micro-CT 重建获得横截

面和三维图像，观察到 CS/siCkip-1 组形成的新骨围绕种植体周围，且骨量大，结构

致密。定量分析感兴趣区内 BV/TV、Tb.Th、Tb.N、Tb.Sp 四个骨小梁参数可见，

TA-CS/siCkip-1 组 BV/TV、Tb.Th、Tb.N 均明显高于其余对照组，Tb.Sp 明显低于其

它组。VG 染色观察种植体周围新骨，发现各组新骨形成均随时间而增加，

TA-CS/siCkip-1 组表现出 高的厚度和连续性。对骨种植体界面元素进行 EDX 分析，

各组种植体周围新骨层中 Ca、P 元素含量明显上升且 Ca/P 比基本相同约为 2 : 1， 这

一比例类似于与正常骨组织，且 TA-CS/siCkip-1 新骨层厚度明显高于其余对照组。

拔出力值受到新骨形成量骨和骨结构的影响，表现出时间依赖性，随着时间延长各

组 大拔出力和剪切强度均呈现上升趋势，且 TA-CS/siCkip-1 组在各个时间点拔出

力的显著高于其余组。综合以上结果，我们认为，siCkip-1 加载与种植体表面植入体

内后，能够在局部释放，进入种植体周围细胞，发挥基因沉默作用，促进种植体的

骨结合。  

EDX 对骨-种植体界面进行分析显示，形成的新骨紧密结合在种植体的表面。在

种植体表面没有检测到壳聚糖的主要元素之一氮元素的存在，说明壳聚糖已经全部

降解。壳聚糖本身具有生物可降解性，其降解速率受到壳聚糖脱乙酰化等因素的影

响[108]。作为基因载体，壳聚糖在体内的降解伴随着 siRNA 的释放，可能与 siRNA

的效能有关。因此，在今后研究中，需要选择合适的方法，研究壳聚糖的体内外降

解及复合物中 siRNA 释放的速率，深入了解其体内整个作用周期，更好的指导 siRNA

功能化种植体的研究和应用。 
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5 结论 

（1）对雌性 SD 大鼠施行双侧卵巢切除术，术后三个月后骨质疏松建模成功。 

（2） CS/siCkip-1 功能化的种植体能够在骨质疏松条件下发挥 RNA 干扰作用，促进

骨质疏松种植体周围早期、良好骨结合的形成。 
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小    结 
 

本研究创新性的将 RNA 干扰技术与种植体表面碱热处理相结合，成功构建出

CS/siCkip-1 修饰的功能化种植体。对该种植体表面性状进行分析，观察表面

Ckip-1siRNA 加载分布和大鼠骨髓间充质干细胞转染情况，评估该种植体诱导大鼠骨

髓间充质干细胞成骨分化的能力和对骨质疏松大鼠种植体骨结合的作用效应。结果

如下： 

1. siCkip-1 能够通过静电作用与壳聚糖形成粒径分布一致、呈正电性的复合物，

该复合物能够成功加载在碱热处理种植体表面，构建出 CS/siCkip-1 生物功

能化的种植体。siCkip-1 在该种植体表面均匀密集的分布，且 CS/siCkip-1 表

面加载促进了种植体表面蛋白吸附能力。 

2. CS/siCkip-1功能化的种植体能够使 siCkip-1高效地转染进入大鼠骨髓间充质

细胞内，表现出良好的生物相容性，促进种植体表面细胞增殖。同时，该种

植体能够促进间充质干细胞成骨分化，使种植体表面碱性磷酸酶的合成、胶

原分泌及细胞外基质矿化水平显著提高。 

3. CS/siCkip-1 功能化的种植体能够在骨质疏松动物体内发挥作用，诱导骨形

成，提高骨形成质、量及骨种植体结合强度，在种植体周围形成良好的早期

骨结合。 

综上所述，本研究表明种植体的 siRNA 生物功能化修饰是可行的，可以用来提

高骨质疏松条件下种植体的骨结合能力。同时，该研究也为其它具有治疗作用的

siRNA 的种植体表面修饰提供了借鉴，为种植体表面优化提供了指导和新的思路。

今后的研究中，我们一方面将尝试载体参数等的优化，以获得更高效的 siRNA 表面

加载及细胞转染，另一方面，采用不同的 siRNA 或尝试多种 siRNA 的联合应用，进

一步提高种植体骨结合。 
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