
兔上颌前牙即刻种植动物模型的构建及其骨结合观察

叶笛笛，柳 姚，邱 憬*

南京医科大学附属口腔医院种植科，江苏省口腔疾病研究重点实验室，江苏省口腔转化医学工程研究中心，江苏 南京

210029

［摘 要］ 目的：构建新西兰兔上颌前牙即刻种植的实验动物模型，观察不同时间点的种植体骨结合特征。方法：准备16只
新西兰兔，随机分为2周、4周、8周、12周组，每组4只。拔除兔的上颌前牙，在其新鲜拔牙窝内即刻植入纯钛实验种植体。术

后分别在2周、4周、8周、12周采集含种植体的上颌骨标本，再通过大体观察、Micro⁃CT扫描、组织切片染色研究即刻种植后不

同时间点的种植体骨结合特征。结果：①大体观察：各组实验兔的术后状态正常，食欲无明显异常，创口愈合良好，种植体均未

松动脱落。②Micro⁃CT分析：随着种植体植入后愈合时间的延长，种植体螺纹处的骨质密度和厚度不断增加。③ 组织学检

测：随着种植体植入后时间的延长，硬组织切片染色测算所得的种植体⁃骨接触率（bone⁃implant contact ratio，BIC）稳步增长，而

脱钙颌骨切片染色显示种植体周围的骨质结构呈散在⁃岛状⁃条索状⁃板层状骨演化，提示骨结合形成良好。2周和4周组中存在大

量的破骨细胞和炎症细胞，8周和12周组中则几乎未见这类细胞，但存在更多的红细胞和黄骨髓。结论：兔上颌前牙拔除后即刻

植入种植体可构建即刻种植动物模型，为即刻种植后骨结合过程的观察以及钛种植体的动物体内研究提供新的选择和途径。
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Establishment of an animal model of immediate implantation for maxillary anterior teeth in
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［Abstract］ Objective：This study aims to establish an animal model of immediate implantation for maxillary anterior teeth of New
Zealand rabbits and observe its osseointegration at different time points. Methods：A total of 16 New Zealand rabbits were randomly
divided into 4 groups according to 2 week，4 week，8 week and 12 week，with 4 rabbits in each group. After surgery，maxillary
specimens containing implants were collected at 2 week，4 week，8 week and 12 week，respectively. The characteristics of implant
osseointegration at different time points after immediate implantation were studied by observation，Micro ⁃ CT scanning and tissue
section staining. The maxillary anterior teeth of rabbits were extracted and pure titanium experimental implants were immediately
implanted in the fresh extraction sockets. Maxillary specimens containing implants were collected at 2，4，8 and 12 weeks
postoperatively，and the characteristics of implant osseointegration at different time points after immediate implantation were studied by
general observation，Micro⁃CT scanning，and staining of tissue sections. Results：①General observation：the rabbits in each group had
normal postoperative state，no obvious abnormality of appetite，good wound healing，and no loosening or falling off implants. ②Micro⁃
CT analysis：the bone density and thickness at the thread of implant increased continuously with the extension of healing time after
implantation. ③Histological examination：according to the time after implantation，the bone⁃implant contact ratio（BIC）measured by
staining of hard tissue sections increased steadily，and the bone structure around the implant，as shown in the staining of decalcified
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随着我国经济水平的日益提高，人们口腔健康

意识的逐渐增强，种植义齿作为牙列缺损和牙列缺

失修复的新兴技术，因其功能恢复好、舒适度高、适

应证广等优点，已被患者广泛接受。按照种植体的

植入时机，种植手术方式可分为：即刻种植、早期种

植、延期种植［1］。与临床上常见的延期种植相比，即

刻种植的技术敏感性高，且适应证更为严格［2-3］。但

延期种植常常伴随骨愈合后的过度吸收、治疗周期

长、植入位点不佳等问题，那么对于前牙美学区的

牙齿缺失，由于骨量不足、美观要求高以及患者期

望缩短治疗周期等原因［4-5］，即刻种植技术的应用显

得尤为重要。大量临床研究表明，即刻种植与延期

种植在种植体存活率方面没有显著差异［1，6-7］。

启用理想的实验动物模型是种植体骨生物学

研究的基本途径，即刻种植的研究亦是如此。新西

兰兔的组织结构与人体存在相似度，常用于动物模

型的构建。兔下颌前牙牙根存在一段较直的区域，

可容纳尺寸匹配的种植体，拔牙后即刻植入种植体

能够获得较好的初期稳定性，因而可采用即刻种植

方式实现兔的口内原位种植，更好地模拟人体口腔

环境。已有的兔下颌前牙即刻种植模型多用于骨

结合、即刻负重、种植体周围炎等方面［8-10］的研究，

本课题组在前期研究中也构建了兔下颌前牙即刻

种植后种植体周围炎动物模型。临床研究发现，下

颌种植体的存活率高于上颌，上下颌的骨质差异被认

为是该现象的内在原因。一方面，上颌骨的皮质骨较

薄，骨小梁较为疏松，颌骨分类偏向Ⅲ、Ⅳ类骨［11］，难

以为种植体获得良好的初期稳定性提供骨质条件，

而另一方面，上颌骨的血运丰富［12］，可用骨量更多，

有利于血管化和植入位点的选择。因此，深入研究

上颌即刻种植的骨生物学对其原理解析及临床应

用十分必要。然而，目前针对兔上颌原位即刻种植

动物模型的构建尚未见报道。

对于上前牙美学区的缺牙患者，若采用延期种

植手术，治疗周期较长，而且常面临牙槽骨生理性

吸收造成的种植区骨量不足［13］。即刻种植是在拔

牙后的牙槽窝内即刻植入种植体，不仅大大缩短了

治疗周期，而且有利于种植体周围骨高度和骨宽度

的保存，避免大范围植骨，并可保持牙龈组织的自

然形态。即刻种植技术给患者带来良好修复效果

和就诊体验的同时，由于新鲜拔牙窝未经过骨愈合

和软组织愈合，种植体的即刻植入有较高的技术敏

感性。如何最大限度地确保即刻种植的成功率，扩

大手术适应证以造福更多患者，仍是亟待解决的问

题。因而，基于上颌前牙区的美学区特性及其骨质

特点，上颌前牙即刻种植方面的动物体内研究有待

加强。本研究在新西兰兔的上颌前牙区构建即刻

种植实验动物模型，观察不同时间点的种植体骨结

合特征，研究即刻种植后种植体周围的骨改建与骨

结合形成过程。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

雄性普通级成年新西兰兔17只（购自邳州市东

方养殖有限公司），体重（2.5±0.2）kg。按照即刻种植

后的时间，将16只新西兰兔随机分为4组：2周、4周、

8周、12周，每组 4只。所有新西兰兔经过 1周的适

应性生长后用于实验，实验过程中均单笼饲养，可

自由饮水进食。本研究经南京医科大学实验动物

福利伦理委员会批准（批准号：IACUC⁃2104047）。

实验时序设计见图1。
1.1.2 实验材料与设备

微创拔牙挺和上颌乳前牙牙钳（长沙天天齿科

器材有限公司），陆眠宁（盐酸赛拉嗪，吉林省华牧

动物保健品有限公司），必兰（复方盐酸阿替卡因注

射液，碧兰公司，法国），葡萄糖（哈尔滨哈药集团三

精制药有限公司），布洛芬胶囊（中美天津史克制药

有限公司），青霉素钠（山东济宁鲁抗医药股份有限

公司），超声清洗机（X025⁃12DT，南京先欧仪器制造

maxilla sections，exhibited the evolution of scattered ⁃ island ⁃ cord ⁃ lamellar bone，indicating the formation of osseointegration. Many
osteoclasts and inflammatory cells were observed in 2 week and 4 week groups，whereas almost no such cells in 8 week and 12 week
groups，which had more red blood cells and yellow bone marrow. Conclusion：Performing implantation immediately after extraction of
maxillary anterior teeth in rabbits can establish an animal model of immediate implantation，which provides a new way for observation
of the osseointegration process after immediate implantation and in vivo study of titanium implants.
［Key words］ New Zealand rabbit；maxillary anterior teeth；immediate implantation；animal model；osseointegration

［J Nanjing Med Univ，2022，42（06）：821⁃829］
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图1 实验时序设计示意图

Figure 1 Schematic diagram of experimental timing design

有限公司），高压灭菌锅（TH⁃3560，TSAOSHIN公司，

美国），Micro⁃CT（Sky scan 1176，Bruker公司，比利

时），自动组织脱水机（HistoCore PEARL）、石蜡包埋

机（Histocore Arcadia H）、全自动半薄轮转切片机

（RM2265）、硬组织自动切片机（RM2255）（Leica公
司，德国），磨片机（400CS，EXAKT公司，德国），体视

显微镜（SMZ1000，Nikon公司，日本），正置荧光显微

镜（DM4000，Leica公司，德国）等。

1.2 方法

1.2.1 种植体制备和即刻种植预实验

委托中国宝鸡永铭泰金属材料有限公司参照

本课题组前期研究中的锥柱状种植体设计图［10］加

工制作纯钛种植体。种植体使用前，按双蒸水—

75%医用酒精—双蒸水—75%医用酒精—双蒸水顺

序超声清洗，独立封装，高温高压灭菌消毒，烘干后

备用。过量麻醉处死 1只实验兔，体外解剖兔上颌

骨，熟悉兔上颌前牙区解剖特征，拔除上颌前牙并

即刻植入纯钛种植体，分别在拔牙前后以及即刻种

植后拍摄X线片，检测兔上颌前牙即刻种植后骨壁

的完整性。

1.2.2 新西兰兔的麻醉

回顾既往研究和国内外文献［14］，在预实验中对

新西兰兔行陆眠宁肌肉注射麻醉，根据麻醉反应调

整陆眠宁用药浓度和注射部位。

1.2.3 手术操作

新西兰兔术前 24 h禁食，陆眠宁（0.15 mL/kg）
肌肉注射，全身肌肉松弛后，仰卧位固定于手术

台。上颌前牙术区消毒，采用必兰行局部浸润麻

醉，分离牙龈后，用微创牙挺以牙齿舌侧及近中为

支点挺松上颌前牙，再用乳牙钳拔除。探查确定唇

侧骨壁完整后，搔刮冲洗拔窝，使用血管钳和专用

“一”字型螺丝刀将种植体顺时针旋入拔牙窝，种植

体上端与唇侧骨壁上缘平齐，生理盐水冲洗术区，

减张缝合牙龈软组织瓣，关闭创口，缝线待其自行

脱落。术后当天新西兰兔苏醒后，将 10%葡萄糖+
布洛芬胶囊混合液注入口腔，使其自行吞咽。术后

3 d肌注青霉素钠20×104 U/次，每天1次。每周调磨

下前牙以免过度伸长导致咬合创伤。手术操作如

图2所示。

1.2.4 标本取材

分别在术后第 2、4、8、12周采用随机数字法选

择实验动物处死，取含种植体的上颌骨标本，观察

并记录标本中的种植体稳固与否以及种植体周围

的骨质状况，再用4%多聚甲醛溶液浸泡固定标本，

保存于4 ℃冰箱中备用。

1.2.5 标本的观察、分析与检测

一般观察：在标本取材前，对新西兰兔进行生

命体征和牙龈颜色、形态、质地的总体观察，检查记

录创口愈合情况。标本取材后，观察记录上颌骨内

种植体有无松脱、种植体周围骨质包绕情况以及种

植体⁃骨之间有无缝隙。

Micro⁃CT扫描与分析：使用南京医科大学江宁

校区动物实验中心的Micro⁃CT扫描组织标本，扫描电

压90 kV，扫描电流278 μA，分辨率17.76 μm，曝光时

间 325 ms，以 0.6°旋转角度进行 360°扫描，添加

1 mm的铜+铝过滤器以过滤扫描射线，后续采用

CT Analyser（Version：1.15.4.0）和 Dataviewer（Ver⁃
sion：1.5.4.0）软件对CT数据进行分析。

组织学观察：利用上述标本制备硬组织切片及

脱钙颌骨切片。硬组织切片制作：固定后的颌骨标

本经流水冲洗 12 h、乙醇脱水、二甲苯透明、甲基丙

烯酸甲酯浸泡、包埋、修整，固定于硬组织自动切片

机上，沿种植体长轴近远中向切片（200 μm），再经

磨片机磨至切片厚度为 30~40 μm，粘于载玻片，表

面抛光，行甲苯胺蓝染色，采用正置荧光显微镜观

察种植体的骨结合情况，体视显微镜拍照后测算种
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植体⁃骨接触率（bone⁃implant contact ratio，BIC）。脱

钙颌骨切片制作：固定后的颌骨标本经脱钙、种植

体旋出、乙醇脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋及切片

后行抗酒石酸磷酸酶染色和苏木精⁃伊红染色，正置

荧光显微镜下观察种植体周围的破骨细胞分布、细

胞形态和炎症反应状况。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 23.0对各组标本的BIC进行方差齐

性检验，显示方差齐，进行单因素方差分析和 SNK
多重比较，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 动物术后情况

16只实验兔均在术后1.5~2.5 h内自然苏醒，术

后当天可自行活动和正常饮食，术后 2 d可见创口

红肿现象，术后 5 d创口肿胀逐渐消退、无液体渗

出，术后1周伤口自然愈合（图2F），术后2周缝线均

自行脱落。

2.2 一般观察

所有新西兰兔均存活至标本取材之前。在本

实验周期内，所有新西兰兔的精神状态良好，各项

生命体征平稳。口内观察显示，牙龈呈粉红色，质

地坚韧。上颌骨标本内的种植体骨结合牢固、无松

动，所有种植体均被骨组织包绕（图3）。
2.3 影像学观察

预实验中，新西兰兔上前牙拔除前后以及即刻种

植后的X线片（图4）显示：在兔上颌前牙的拔牙位点

即刻植入纯钛种植体后，拔牙窝周围的骨壁完整。

Micro⁃CT矢状截面图（图 5）显示，各组种植体

均被骨组织包绕，种植体与骨组织之间无放射性透

射区，两者结合紧密。2周组和4周组可见种植体螺

纹处的皮质骨生长不连续，主要为密度较低的编织

骨。8周组和12周组可见种植体螺纹间的皮质骨完

整、连续，结构与远离种植体⁃骨界面的皮质骨相比

无明显差异，种植体顶部“一”字螺纹处可见有新骨

生成，以密度较高的皮质骨为主。

2.4 组织学观察

2.4.1 硬组织切片甲苯胺蓝染色

2周组和4周组种植体周围的骨组织较为稀疏、

杂乱，骨密度较低，2周组骨组织呈散在分布，4周组

可见岛状骨组织。8周组和12周组种植体周围的骨

组织排列紧密、整齐，8周组可见少量种植体⁃骨界

面骨小梁结构，12周组种植体与骨组织的连续接触

面积明显增大，可见编织骨和板层骨，且直接接触

ED

CBA

F
A：术前；B：上前牙拔除中；C：上前牙拔除后；D：即刻种植术中；E：即刻种植术后；F：种植术后1周。

图2 新西兰兔上颌前牙即刻种植手术操作图

Figure 2 Operation images of immediate implantation for maxillary anterior teeth in New Zealand rabbits

图3 新西兰兔含即刻种植体的上颌骨标本实物图

Figure 3 Physical image of amaxillary specimen containing
the immediate implant of a New Zealand rabbit
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部位的骨组织多染成深蓝色（图 6），提示新生骨较

多。各组种植体顶部、中部和底部螺纹处的骨接触

面积无明显差异。

BIC的统计结果（图7）显示，随着种植体植入时

间的延长，BIC逐步增加，8周组和 12周组的BIC显

著高于 2周组和 4周组（P < 0.05），而 2周组和 4周

CBA
A：拔牙前；B：拔牙后；C：即刻种植后。

图4 新西兰兔上颌骨X线片

Figure 4 Maxilla X⁃ray graphs of a New Zealand rabbit

12周8周4周2周

图5 各组新西兰兔含种植体上颌骨标本的Micro⁃CT矢状面截图

Figure 5 Micro⁃CT sagittal images of maxillary specimens containing implants of New Zealand rabbits in different groups
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图6 即刻种植后2、4、8、12周硬组织切片的甲苯胺蓝染色（×100）
Figure 6 Hard tissue sections stained with toluidine blue at 2，4，8 and 12 weeks post⁃implantation（×100）
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组BIC之间的差异无统计学意义（P > 0.05），8周组

和12周组BIC之间的差异无统计学意义（P > 0.05）。

2.4.2 脱钙颌骨切片TRAP染色

脱钙颌骨切片TRAP染色结果（图 8）显示，2周
组和 4周组的脱钙骨组织中可见较多的破骨细胞，

其中，2周组的破骨细胞数量明显多于 4周组，而 8
周组和12周组几乎未见破骨细胞，且8周组和12周
组种植体螺纹表面的骨组织厚度较2周组和4周组

明显增加。此外，8周组和 12周组新西兰兔的上颌

骨中可见大量红细胞和黄骨髓。

2.4.3 脱钙颌骨切片HE染色

脱钙颌骨切片HE染色结果（图9）显示，2周组和

4周组可见明显的炎症细胞浸润和骨吸收陷窝，2周
组骨组织呈散在分布，4周组多见岛状骨。8周组和

12周组的炎症细胞显著减少，但新生血管增多，可

见大量成骨细胞分泌的骨基质，新生骨组织不规则

排列，部分融合为条索状，存在骨小梁结构。12周

组新生骨组织逐渐成熟，排列紧密，分布均匀，骨小

梁逐渐钙化，形成板层状骨结构。

3 讨 论

骨结合理论奠定了现代口腔种植学的基础［15］，

之后Schulte等［16］学者尝试并完善了即刻种植术式，

该技术因治疗周期短、手术次数少、保存骨量好等

优势［7］，成为了很多缺牙患者的首选种植方案，尤其

是上前牙缺失。但由于即刻种植有严格的适应证

和较高的技术敏感性，一直以来其临床应用受到一

定程度的限制。这也使得即刻种植成为临床与基

黑色箭头：破骨细胞。

图8 即刻种植术后2、4、8、12周的种植体周围骨组织TRAP染色（×100）
Figure 8 TRAP staining of peri⁃implant bone at 2，4，8 and 12 weeks post⁃implantation（×100）

12周8周4周2周

图9 即刻种植术后2、4、8、12周的种植体周围骨组织HE染色（×100）
Figure 9 HE staining of peri⁃implant bone at 2，4，8 and 12 weeks post⁃implantation（×100）
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2周 4周 8周 12周
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与2周组比较，*P < 0.05；与4周组比较，#P < 0.05，n=3。
图7 即刻种植术后2、4、8、12周的BIC

Figure 7 BIC of peri⁃implant bone at 2，4，8 and 12 weeks
post⁃implantation

*#
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础研究的热点，而上颌前牙即刻种植动物模型的构

建对于该方面基础研究的实施开展至关重要。

构建动物模型的首要条件是选择合适的实验

动物。目前，可用于口腔种植学研究的实验动物有

猴、犬、猪、兔、大鼠、小鼠等［17-18］。猴、犬、猪等大动

物具有手术视野清晰、颌骨骨量充足的优势，但同

样存在技术敏感性高、价格昂贵、样本量小、难饲养

等问题，而啮齿类动物虽能满足样本量的需求，但

颌骨骨量有限，多采用异位种植方式开展研究［19-20］，

难以模拟真实的口腔环境。相比而言，兔体型中

等，价格低廉，易于饲养，具有口内原位种植的解剖

条件，兼具大动物和小动物的优点。研究表明，新

西兰兔较灵长类动物有更快的骨生长和骨转化能

力，更有利于骨改建及骨整合方面的研究［21］。因

此，本研究采用新西兰兔构建动物模型，其颌骨条

件能满足口腔内原位种植。新西兰兔有两对上颌

前牙［22］，第二对牙位于第一对牙的舌侧，体积小，对

第一对上颌前牙的拔牙窝无影响。通过X线片的观

察分析发现，第一对上颌前牙的牙根长而弯曲，总

长度为 22~23 mm，其中接近牙冠部较平直段长 8~
10 mm，直径3.4~3.6 mm，唇舌向厚度6~9 mm。基于

该解剖特点，本研究采用直径3.5 mm、长度8 mm的

锥柱状种植体。兔的双侧上颌为真性骨连接，两颗

上颌前牙的牙根呈放射状偏向远中，两枚种植体即

刻植入后的间距为 5~10 mm，满足相邻种植体之间

安全距离的要求［23］。通过预实验发现，拔除兔上颌

前牙时能够确保拔牙窝的骨壁完整，而且兔上颌骨

血运丰富，有利于控制感染风险。

以往关于即刻种植动物模型构建的文献中，最

早采集标本的时间为种植术后4周［24⁃25］，目前尚未见

4周以内的相关报道。然而，种植术后早期骨结构

的演变与发展对深刻认识即刻种植骨结合的形成

具有重要意义。因此，本实验加入 2周组以对术后

早期的旧骨吸收、炎症浸润等情况进行直接观察和

记录。本研究的影像学观察结果显示，8周组和12周
组获得了更好的种植体骨结合，并在种植体顶部

“一”字螺丝孔处形成了高密度骨组织，而 2周组和

4周组种植体周围的骨密度较低，尤其是2周组，表

明即刻种植后早期存在较活跃的骨吸收与骨改

建。组织学观察结果表明：即刻种植后早期的 2周
组中存在大量破骨细胞和炎症细胞浸润，说明该时

段正是种植体周围旧骨吸收的关键期。4周组中破

骨细胞和炎症细胞数量明显减少，骨质由 2周组的

散在分布向岛状骨演变，而8周组和12周组仅有少

量炎症细胞，骨质由条索状向板层状演变，靠近种

植体螺纹处的骨质厚度以及BIC亦随之增加，这种

时序变化符合种植体周围骨整合形成的演变过

程。研究发现，骨质疏松患者的骨髓含量增多且伴

有明显的骨髓脂肪化倾向，但增加的黄骨髓对骨小

梁有增加体积强度、减轻形变、平衡应力集中等作

用［26］，可有效降低骨折风险。颌骨中黄骨髓比例的

增加可部分弥补骨质疏松患者因骨量丢失而损失

的骨强度，这可能与咀嚼力机械刺激的保护作用有

关［27］。本研究中，8周组和12周组中可见大量红细

胞和黄骨髓存在，说明随着即刻种植后时间的延长，

兔上颌骨中黄骨髓增多，血运更加丰富，有利于骨代

谢与骨改建，该现象与同时段中BIC以及骨质厚度的

增加相对应，故对种植体骨结合的形成无不利影响。

经典骨结合理论已由大量临床和科学实验证

实，其中，骨质条件是影响骨结合形成的关键因

素。1985 年，Lekholm和Zarb将颌骨按照密质骨和

松质骨含量的比分为：Ⅰ类、Ⅱ类、Ⅲ类和Ⅳ类骨。

研究表明，Ⅱ类骨的种植成功率最高，种植医师多

倾向于在Ⅱ类骨缺牙区开展种植手术［11］，而缺牙区

为Ⅲ、Ⅳ类骨时多不建议采用即刻种植，这主要是

与骨密度、血供和初期稳定性等密切相关。骨密度

是临床医师种植治疗前考量的重点，该因素直接影

响扩孔顺序、骨愈合时间、上部修复时间等。虽然

Ⅲ、Ⅳ类骨血供充足，但常因骨质过于疏松、难以获

得良好的初期稳定性而影响种植成功率。如图 10
所示，将新西兰兔种植后 8周的上下颌骨影像进行

对比可知，兔上颌骨较为疏松［21］，骨质条件多偏向

下颌骨上颌骨

图 10 新西兰兔含种植体上下颌骨标本的Micro⁃CT矢状

面截图

Figure 10 Micro ⁃ CT sagittal images of maxillary and
mandibular specimens containing implants of
New Zealand rabbits
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于Ⅲ类骨，上述实验结果也从侧面证实了该现象。

因此，本研究在新西兰兔骨质相对疏松的上颌实施

即刻种植并观察不同时间点的种植体骨结合特征，

可为骨质偏向Ⅲ类骨的上颌前牙即刻种植提供参

考依据。

综上所述，本研究在新西兰兔上颌前牙进行即

刻种植动物模型的构建，结果表明，新西兰兔上颌

前牙区的即刻种植是一项可行的选择，在确保拔牙

窝骨壁完整的前提下，适配种植体良好的初期稳定

性以及充足的血供有利于获得良好的骨结合。该

模型能在一定程度上模拟上前牙缺失患者的即刻

种植及其骨结合形成过程，为该方面的深入研究奠

定实验基础。
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