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【摘要】 目的 探讨不同剂量阿司匹林对大鼠股骨钛合金种植体早期骨整合的影响，为临床使用阿司匹林

患者的牙种植提供参考。方法 48只 8周龄 SD雄性大鼠随机分为对照组和实验组（A、B、C组），每组 12只，

分别于右侧股骨干骺端植入直径 1.4 mm，长度 6 mm的 Ti⁃6Al⁃4V种植钉一枚。术后分别给予实验组A、B、C
组 8.93 mg/kg/d、17.86 mg/kg/d、26.79 mg/kg/d 阿司匹林灌胃，对照组给予等剂量 0.9%的氯化钠注射液灌胃至

2 周、4 周。各组分别于术后 2 周、4 周对种植区进行 HE、Masson、BMP⁃2 免疫组织化学及 TRAP 染色检测。

结果 HE染色结果显示，B、C组较对照组种植体周围新骨形成量降低，骨小梁稀疏，骨髓腔增大，且C组最明

显，对照组与A组无明显差异；Masson染色结果显示，B、C组较对照组种植体周围新生骨组织中红染区域减

少，且 C组减少更明显，A组则与对照组未见明显差异；BMP⁃2免疫组织化学染色结果显示，A组与对照组

BMP⁃2表达量差异无统计学意义（P＞0.05），C组较其余组 BMP⁃2表达量降低（P＜0.05）；TRAP染色结果显

示，对照组、A、B、C组 TRAP单位面积阳性染色个数依次降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。结论 阿司

匹林可能通过抑制成骨细胞的形成和活性及破骨细胞的表达来减少骨组织的形成，且与剂量相关，高剂量的

阿司匹林抑制成骨作用更明显。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of different doses of aspirin on the early osteointegration of titani⁃
um alloy implants in the femurs of rats to provide a reference for dental implantation in patients who take aspirin. Meth⁃
ods Forty⁃eight 8⁃week⁃old SD male rats were randomly divided into four groups, namely, the control, A, B, and C
groups. Forty⁃eight Ti⁃6Al⁃4 V implants with a diameter of 1.4 mm and a length of 6 mm were implanted at the distal
end of the right femur. In the A, B, and C groups, dosages of aspirin of 8.93 mg/kg/d, 17.86 mg/kg/d, and 26.79 mg/kg/d
were administered by gavage starting on the day of surgery, and the control group was given similar doses of 0.9% sa⁃
line. HE, Masson, BMP ⁃ 2 immunohistochemical and TRAP staining evaluations were performed in the 2nd and 4th
weeks after surgery. Results Compared with the results in the control group, the HE staining results showed that the
amount of new bone formation was reduced, the trabeculae were more sparse, and the bone marrow cavity was enlarged

开放科学（资源服务）标识码（OSID）

·· 285



口腔疾病防治 2020年 5月 第 28卷 第 5期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases Vol.28 No.5 May 2020 http://www.kqjbfz.com

around the implants in the B and C groups, with the C group showing the most obvious effects. The Masson staining re⁃
sults showed that, compared with that in the control group, the red⁃stained area in the new bone tissue around the im⁃
plant was reduced in groups B and C, and the reduction in group C was more significant. However, there was no signifi⁃
cant difference between group A and the control group. The BMP⁃2 staining results indicated that the expression of BMP
⁃2 was not significantly different between the control group and the A group (P > 0.05), and the expression in group C
was lower than that in the other groups (P < 0.05). The TRAP staining results demonstrated that the number of positive
cells per unit area was decreased sequentially in the control, A, B, and C groups, and the difference was statistically sig⁃
nificant (P < 0.05). Conclusion Aspirin may reduce the formation of bone tissue by inhibiting the activity of osteo⁃
blasts and expression in osteoclasts. This effect on osteogenesis was aspirin dose⁃dependent, and large doses of aspirin
can inhibit osteogenesis more significantly.
【Key words】 aspirin； titanium alloy implants； Sprague⁃Dawley rat； osteoblast； osteoclast； osteogenesis；
bone morphogenetic protein⁃2； osseointegration
J Prev Treat Stomatol Dis, 2020, 28(5): 285⁃291.

近年来，心脑血管疾病的发病率逐年上升［1］，

阿司匹林，又称为乙酰水杨酸，作为典型的抗血小

板药物被广泛用于预防和治疗心脑血管疾病［2］。

在生活水平提高的同时，多数牙齿缺失的患者选

择种植修复。相关研究表明口服抗血小板药物患

者不停药进行种植手术是安全的［3］。种植成功的

关键是形成良好的骨整合，既往相关研究多探索

阿司匹林与骨密度间的关系。通过对 916名服用

阿司匹林患者 2008～2012年骨密度变化的观察发

现，长期服用低剂量的阿司匹林与患者的骨密度

减低无关，且不会增加骨折风险［4］；在研究阿司匹

林、鲑鱼降钙素对去势大鼠影响的实验中发现，与

对照组相比，给予阿司匹林的大鼠骨密度增加，骨

硬度及抗折性增加［5］。然而阿司匹林对种植体周

围骨形成的影响研究甚少。本实验对种植术后的

大鼠持续给予不同剂量的阿司匹林，通过观察不

同时期种植体周围的成骨情况，分析阿司匹林对

于大鼠种植后早期骨形成的影响，为临床上服用

阿司匹林患者的牙种植提供参考。

1 材料和方法

1.1 主要设备与材料

6周龄雄性 SD大鼠［斯贝福（北京）生物技术

有限公司］，动物合格证号：SCXK（京）2016⁃0002；
7%的水合氯醛（中国医药集团化学试剂有限公

司）；阿司匹林（索莱宝，中国）；阿莫西林（索莱宝，

中国）；Ti⁃6Al⁃4V种植钉［奥齿泰（北京）商贸有限

公司］；正置光学显微镜（Nikon Eclipse CI，日本尼

康）；成像系统（Nikon DS⁃U3，日本尼康）；显微镜

（Nikon E100，日本尼康）；苏木素⁃伊红染液（武汉

谷歌生物科技）；Masson染色试剂盒（武汉谷歌生

物）；Anti⁃BMP2⁃Rabbit pAb（赛维尔生物，中国）；山

羊抗兔二抗（赛维尔生物，中国）；BSA（赛维尔生

物，中国）；苏木素染液（赛维尔生物，中国）；苏木

素分化液（赛维尔生物，中国）；苏木素返蓝液（赛

维尔生物，中国）；免疫组织化学试组化试剂盒

DAB显色剂（赛维尔生物，中国）；TRAP 染液套装

（赛维尔生物，中国）。

1.2 动物及分组

48 只 6 周龄清洁级雄性 SD（Sprague⁃Dawley，
SD）大鼠，饲养于北京安贞医院动物实验中心 SPF
级 实 验 动 物 房 ，动 物 饲 养 许 可 证 件 编 号 ：

1118052100279，室温控制（22 ± 2）℃ ，相对湿度

（55 ± 10）% ，人工照明模拟昼夜变化，自由饮水进

食，适应性喂养两周。随机分为对照组与实验组

A、B、C 4组。实验获得首都医科大学附属北京安

贞医院伦理委员会批准。

1.3 种植手术

取 48 只 SD 雄性大鼠，用 7%的水合氯醛 0.5
mL/100 g腹腔注射行全身麻醉。大鼠膝关节处脱

毛，消毒，无菌操作下于右侧下肢膝关节内侧作一

长 1 cm 纵行切口，切开皮肤及皮下组织，分离肌

层，显露髌骨及股骨远端，用低速牙科手机（800
rpm/min，穿透骨皮质）和种植钉专用钻针预备种植

窝，将直径 1.4 mm，长度 6 mm的 Ti⁃6Al⁃4V种植钉，

稍加压旋入预备好的种植窝内，分层拉拢缝合手

术切口。

1.4 术后处理及给药

种植术后的大鼠均放置于干净通风的鼠笼内

单笼饲养，维持笼内温度 25 ℃左右，观察大鼠呼吸
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等一般情况，直至麻醉苏醒。术后给予 3 d阿莫西

林 67 mg/kg每次（依据成人 1次 0.75 g，3次/d给药

剂量换算），3次/d。于大鼠麻醉苏醒当日 A、B、C
组给予阿司匹林，根据药理实验人鼠剂量换算标

准，按照临床上心脑血管疾病预防及治疗时成年

人常用剂量即患者每天口服100、200、300 mg计算，

体重为 200 g的大鼠A、B、C组每天需给予阿司匹林

的剂量分别为 8.93 mg/kg、17.86 mg/kg、26.79 mg/kg，
即每天需灌胃给药量为 1.786、3.572、5.358 mg，将
100、200、300 mg 阿司匹林粉末分别溶于56.0、28.0、
18.7 mL的 0.9%氯化钠注射液中，混合液均为当日

使用前现配制。对照组给予等剂量的 0.9%氯化钠

注射液灌胃。

大鼠于 SPF级实验动物房中饲养，自由进食饮

水，每周称 1次体重，根据大鼠体重变化调整给药

量，给药至2周、4周各组大鼠行安乐死。

1.5 骨组织标本采集

分别于 2周、4周时，每组大鼠各随机抽取 6只

腹腔注入 480 mg/kg水合氯醛行安乐死，收集大鼠

右侧含种植体在内的 1.5 cm 长的股骨骨块，在

PBS 中剔除周围筋膜、肌肉及关节处韧带，所有骨

组织标本均放于 4%多聚甲醛溶液中进行内外双

重固定，在 4 ℃条件下固定 7 d。
1.6 标本处理及检测

1.6.1 组织脱钙及石蜡包埋切片 将组织从固定

液取出行脱钙处理，EDTA液（0.5 mol/L，pH 7.4）脱

钙 4周，每天更换新鲜脱钙液，直到骨组织能被细

针轻松插入则脱钙完成。小心去除种植钉，冲洗，

梯度酒精进行脱水，石蜡包埋，切片机沿种植体长

轴作矢状连续切片，切片厚度 4.0 μm，烤片，待水

烤干蜡烤化后取出常温保存备用。

1.6.2 HE 染色 石蜡切片脱蜡至水，Harris 苏木

素染，自来水洗，1%的盐酸酒精分化，自来水冲洗，

0.6%氨水返蓝，流水冲洗，伊红染液染色，脱水封

片。 Caseviewer2.0扫描仪获取切片影像，200 × 视

野下观察种植体周围新生骨组织情况并进行

分析。

1.6.3 Masson 染色 石蜡切片脱蜡至水，Weigert
氏铁苏木素染，自来水洗，1%的盐酸酒精分化，自

来水冲洗，流水冲洗返蓝，丽春红酸性品红液染，

蒸馏水快速漂洗，磷钼酸水溶液处理，苯胺蓝液复

染，1%冰醋酸处理，脱水封片。200 × 视野下观察

种植体周围新生骨组织中 I型胶成熟情况。

1.6.4 BMP⁃2免疫组织化学染色 石蜡切片脱蜡

至水，修复盒中在微波炉内行抗原修复，自然冷却

后置于 PBS（PH 7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤 3
次，每次 5 min；后于 3%双氧水溶液中室温避光孵

育 25 min，脱色摇床上晃动洗涤；在组化圈内滴加

3%BSA 均匀覆盖组织，室温封闭 30 min。加兔抗

鼠一抗，切片平放于湿盒内 4 ℃孵育过夜，加山羊

抗兔二抗，脱色摇床上晃动洗涤；切片稍甩干后在圈

内滴加二抗（HRP标记）覆盖组织，室温孵育50 min，
脱色摇床上晃动洗涤。切片稍甩干后在圈内滴加

新鲜配制的DAB显色液，显微镜下控制显色时间，

自来水冲洗切片终止显色。苏木素复染，自来水

洗，苏木素分化液分化，自来水冲洗，苏木素返蓝

液返蓝，流水冲洗。脱水封片。

Image Pro Plus 6.0图像分析软件观察种植周围

500 μm × 500 μm范围内新生骨组织中BMP⁃2的平

均光密度值（mean optical density，MOD）表达情况

并进行统计学分析。

1.6.5 破骨细胞染色 石蜡切片脱蜡至水，配制

TRAP孵育液：TRAP 染液A 18 mL+B液 1 mL+C液

1 mL 混匀，再加 TRAP 染液 F 0.282 g，充分溶解过

滤后备用。将切片用组化画笔画圈后放在湿盒

中，用蒸馏水 37 ℃孵育 2 h后，将切片重新放置在

湿盒中，滴加过滤好的现配的 TRAP 孵育液放于

37 ℃烤箱孵育 20 min。倾去染液，水洗后，苏木素

染液复染核 15 s，分化液分化，返蓝液返蓝。脱水

封片。

每张切片植体周围 500 μm × 500 μm 范围作

为感兴趣区（region of interest，ROI），随机选取 6个

不重叠ROI，测量破骨细胞单位面积计数，重复测

量 3次后取平均值。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计软件分析数据，数据用 x ± s

表示，Shapiro⁃Wilk法检验数据是否符合正态分布，

Levene′s法验证数据方差齐性。对实验组和对照

组间，方差齐的组别行 Tukey⁃Kramer检验，方差不

齐的组别行Games⁃Howell检验，P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 一般情况观察

种植术后当天，各组大鼠均表现为身体蜷缩、

毛发光泽度降低、嗜睡、活动减少、进食和饮水略

减少。术后 7 d，毛发光泽度恢复，活动恢复正常，

各组大鼠均表现为一级愈合创口，未发生感染现
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象，进食、饮水恢复正常。

2.2 HE染色

植体周围 500 μm范围内，各组松质骨及髓腔

区域种植体周围均有新生骨组织形成，但各组的

种植体周骨板厚薄不一。对照组与A组中种植体

周骨板稍厚，连续性尚可，骨小梁少量，骨髓腔较

小；B、C两组种植体周骨板较对照组纤细，局部可

见不连续，植体周的骨板外围髓腔相对增大，骨小

梁相对减少且变细，且C组更明显（图 1、图 2）。

2.3 Masson染色

Masson染色结果中，骨组织中成熟 I型胶原红

染，而骨组织中未成熟的胶原为蓝染。种植体植

入 2周和 4周时，在植体周围 500 μm范围内，对照

组与A组的种植体周围骨组织中红染部分未见明

显差异，B、C两组较对照组红染区域相对减少，且

C组减少更明显（图 1、图 2）。

2.4 BMP⁃2在各组大鼠骨组织中的表达

2周时，C组MOD数值最低，与对照组、A、B组

间比较差异具有统计学意义（P < 0.05），对照组较

B组MOD值略高，差异有统计学意义（P < 0.05），

其余组间差异无统计学意义（P > 0.05）；4周时，C
组MOD数值最低，与对照组、A、B组间比较差异具

有统计学意义（P < 0.05），其余组间差异无统计学

意义（P > 0.05）（图 1～图 3）。

2.5 破骨细胞染色

2周和 4周时，对照组与A、B、C组的单位面积

TRAP阳性染色细胞数依次降低，差异具有统计学

意义（P < 0.05），表明阿司匹林对于破骨细胞有抑

制作用，且随着剂量增大抑制作用增强（图 1、图 2、
图4）。

Control group A group B group C group
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BMP⁃2
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a，b，c，and d are 10 × microscopic images of HE，Masson，BMP⁃2，and TRAP staining，respectively
Red arrows indicate BMP⁃2 positive staining areas，blue arrows indicate TRAP positive staining areas，blue rectangles indicate the re⁃
gion of interest，and black rectangles show an enlarged image of TRAP positive staining；the blank area where the green triangle is lo⁃
cated indicates where the implant was before it was removed
The HE 200 × images show the amount of new bone formation，the sparseness of bone trabeculae，and the gradually decrease in the
size of the bone marrow cavity in the control group and the A，B，and C groups；the Masson 200 × images show that the red stained ar⁃
ea in the new bone tissue around the implants gradually decreased in size in the control，A，B，and C groups；the BMP⁃2 200 × imag⁃
es show that the expression of BMP⁃2 gradually decreased in the control，A，B，and C groups；the TRAP 200 × images show that the
number of positive cells per unit area decreased sequentially in the control，A，B，and C group

Figure 1 Results of HE，Masson，BMP⁃2 and TRAP staining in each group in the 2nd week
图 1 2周时各组HE、Masson、BMP⁃2及TRAP染色结果
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a，b，c，and d are 10 × microscopic images of HE，Masson，BMP⁃2，and TRAP staining，respectively
Red arrows indicate BMP⁃2 positive staining areas，blue arrows indicate TRAP positive staining areas，blue rectangles indicate the region of in⁃
terest，and black rectangles show an enlarged image of TRAP positive staining；the blank area where the green triangle is located indicates
where the implant was before it was removed
The HE 200 × images show that the amount of new bone formation，the sparseness of the bone trabeculae，and the bone marrow cavity size
gradually decreased in the control group and the A，B，and C groups; the Masson 200 × images show that the red stained area in the new bone
tissue around the implants was gradually decreased in the control，A，B，and C groups; the BMP⁃2 200 × images show that the expression of
BMP⁃2 gradually decreased in the control，A，B，and C groups; the TRAP 200 × images show that the number of positive cells per unit area
decreased sequentially in the control，A，B，and C groups

Figure 2 Results of HE，Masson，BMP⁃2 and TRAP staining in each group in the 4th week
图 2 4周时各组HE、Masson、BMP⁃2及TRAP染色结果
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a: MOD values of BMP⁃2⁃positive staining in each group in the 2nd week; b: MOD values of BMP⁃2⁃positive staining in each
group in the 4th week; * indicates P < 0.05 compared with the control group; # indicates P < 0.05 compared with the C group

Figure 3 MOD values of BMP⁃2⁃positive staining in each group in the 2nd and 4th week
图 3 2、4周时各组BMP⁃2阳性染色的MOD值
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3 讨 论

阿司匹林为非选择性环氧合酶（cyclooxygen⁃
ase，COX）抑制药，通过使COX乙酰化失活，阻断花

生四烯酸（arachidonic acid，AA）转化为血栓烷 A2
（thromboxane，TXA2）；同时也减少前列腺素（pros⁃
taglandin，PG）的合成。前列腺素 E2（prostaglandin
E2，PGE2）为 PG家族中的一种，PGE2参与骨细胞

间的信号转导，对于成骨细胞的分化及骨组织的

形成至关重要，同时也影响着破骨细胞的形成和

表达［6］。种植成功的关键是形成良好的骨整合，成

骨细胞与破骨细胞在骨组织的形成与改建中发挥

重要作用［7］，阿司匹林降低 PGE2的生成，而 PGE2
又促进成骨细胞及破骨细胞的成骨过程，因而阿

司匹林可能抑制种植体周围骨形成［8］。

阿司匹林可能对种植体周围骨形成有抑制作

用，且该作用与阿司匹林剂量呈相关性。在阿司

匹林对于兔尺骨骨折影响的实验中发现，阿司匹

林给药量而非给药频率在骨折端骨延迟愈合中发

挥作用，且延迟程度呈剂量依赖性［9］。在去势大鼠

骨缺损模型中也发现，单独使用阿司匹林未明显改

变骨形成及代谢相关指标［10］。本研究HE染色结果

显示，B、C组较对照组种植体周围新生骨板厚度

薄、连续性差、骨小梁数量少、骨髓腔大，随着给药

量的增加新骨形成量逐渐降低，且C组最明显，但A
组与对照组比较差异却不明显，推测高剂量阿司匹

林可能减少种植体周围新骨形成量，且减少程度与

阿司匹林剂量相关，这与上述高剂量阿司匹林对于

骨形成的抑制作用相符合。

阿司匹林可能通过抑制成骨细胞的分泌、增

殖及分化功能进而抑制种植体周围的骨形成过

程。用 50、100、200 μg/mL的阿司匹林作用于人骨

髓基质细胞（bone marrow stromal cells，BMSCs），结

果显示阿司匹林直接抑制BMSCs的增殖并减慢细

胞外间质的矿化，且该作用呈剂量依赖性［11］。通

过将不同剂量的阿司匹林等非甾体类抗炎药（non⁃
steroidal anti ⁃ inflammatory drugs ，NSAIDs）作用于

MG63细胞，发现高剂量组增加了MG63细胞的坏

死和凋亡，而在低剂量组中此现象不明显［12⁃13］。骨

基质的主要有机成分是Ⅰ型胶原，I型胶原由成骨

细胞分泌，与成骨细胞的增殖与分化、骨基质的形

成与矿化密切相关。本研究Masson染色结果显示

随着药物浓度的增加，实验组红染区域较对照组

逐渐减小，且 C组减小最明显，但A组较对照组差

异不明显。骨形成蛋白 2（bone morphogenetic pro⁃
tein⁃2，BMP⁃2）由成骨细胞产生，能够促进成骨细

胞分化增殖并诱导成骨，在新骨形成活跃阶段表

达增高［14］。研究表明，通过 COX⁃2 途径生成的

PGE2 能够与 EP4 受体结合促进 BMP⁃2 及核因子

κB受体活化因子（receptor activator of nuclear factor
kappa B，RANKL）的表达进而促进骨再生及愈

合［15⁃16］。本研究免疫组织化学染色结果显示骨组

织中 BMP⁃2 的表达随着药物浓度的增加依次减

小，但对照组与A组差异不明显，C组与其余组间

差异具有统计学意义。由Masson及BMP⁃2染色结

果可以推测：阿司匹林通过失活COX降低 PGE2生

成，PGE2的减少可能又降低了成骨细胞的分泌、

增殖及分化的能力，进而抑制种植体周围骨形成，

且与阿司匹林剂量有关，这与上述阿司匹林对成

骨细胞的抑制作用相符合。

阿司匹林可能通过抑制破骨细胞的生成进而

抑制种植体周围骨改建过程。在骨组织吸收和重

建中，破骨细胞至关重要［17］，且与成骨细胞间存在

相互作用影响成骨细胞的生成及生理功能［18⁃19］。

研究发现破骨细胞能够促进人间充质干细胞（hu⁃
man mesenchymal stem cell，hMSC）迁移及分化为成

骨细胞，破骨细胞通过 1⁃磷酸神经鞘氨醇（sphingo⁃
sine 1⁃phosphate，S1P）和骨形成蛋白⁃6来募集骨损

伤区成骨前体细胞，并通过Wnt/BMP通路促进骨

的形成［20］。动物研究发现，因 c⁃fos基因缺乏不能

形成破骨细胞的鼠，骨的形成也相对减少［21］。通

过比较富破骨细胞骨硬化症鼠与乏破骨细胞骨硬

化症鼠的骨形成情况，发现前者的骨形成量、骨组

织体积及骨小梁强度均高于后者［22］。抗酒石酸酸

*indicates P < 0.05 compared with the other groups in the
2nd and 4th week
Figure 4 Amount of TRAP⁃positive staining per unit

area in the 2nd and 4th week
图 4 2、4周时单位面积TRAP阳性染色个数
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性磷酸酶（tartrateresistant acid phosphatase，TRAP）
是破骨细胞中高度表达的关键酶，参与破骨细胞介

导的骨转换过程。对去势大鼠给予小剂量阿司匹

林 6个月，经 TRAP染色发现大鼠胫骨组织中破骨

细胞的数量较对照组减少［23］。在C57BL/6J 小鼠种

植体相关感染的实验中，TRAP染色显示 15、30、60
mg的阿司匹林明显降低破骨细胞的表达，且该抑制

作用呈剂量依赖性［24］。本研究发现破骨细胞的数

量随着阿司匹林给药量的增加而减少，呈剂量依赖

性。破骨细胞的减少反映了骨形成与重塑活动的

减弱，进而减弱种植体周围新骨的形成与改建。此

结果也验证了阿司匹林对于破骨细胞的抑制作用。

综上所述，阿司匹林可能通过抑制成骨细胞的

生成及破骨细胞的表达来减少种植体周围骨组织的

产生，该影响可能与阿司匹林使COX失活进而减少

PGE2形成有关。阿司匹林对种植体周围骨形成的

抑制作用呈剂量依赖性，高剂量阿司匹林抑制作用

更明显。本实验结果为临床上服用阿司匹林患者的

牙种植早期骨形成情况提供参考，而阿司匹林在骨

形成中的具体作用机制及远期影响还有待进一步的

实验加以探究。
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