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实验性骨不连模型的制作

林博文 , 徐忠世 , 肖德明 , 卢小虎 , 杨大志
(深圳市人民医院骨科 , 广东 深圳　518020)

摘　要:【目的】为骨不连的实验研究建立一种客观的动物实验模型。【方法】选取纯种新西兰大白兔 , 在前臂桡骨中段

截除 1.5 cm 骨段(包括骨膜),骨断端用骨蜡封闭髓腔 , 10 周后经大体标本 、病理组织学及 X 线检查确定骨不连形成情况。

【结果】大体标本肉眼观察 、放射学检查及病理组织学检查均显示骨缺损区无骨性连接 ,为纤维瘢痕组织填充 ,骨端硬化。【结

论】本实验所建立的动物模型 , 具有骨不连的病理改变 , 符合骨不连的要求 ,故可以认为是一种可靠而实用的实验性骨不连动

物模型。
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Establishment of an Animal Model for Experimental Study of Bone Nonunion　LIN Bo-wen , XU Zhong-shi , X I-

AODe-ming , LU X iao-fu , YANGDa-zhi.(The Orthopedics Department , Shenzhen People' s Hospital , S henzhen 518020 , Chi-

na)

Abstract:【Objective】To establish an objective animal model for experimental study of bone nonunion.【Methods】The bone seg-

ment of 1.5 cm in the middle part of radius o f New Zealand rabbits was obtained by surgery.The bone marrow cavity was sealed by

bone-wax.Bone nonunion was observed by gross , histological and X-ray examination 10 w eeks after the procedure.【Results】The

bone defect w as filled by fiber scar tissue , without any bone tissue , and bone end sclerosis w as demonstrated by gross , histological and

X-ray examination.【Conclusion】The patho logical changes of the established animal model meet the demands of bone nonunion.It

can serve as a reliable experimental model fo r the study of bone nonunion.
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　　病理性骨折及创伤性骨折 ,其并发症骨不连的

治疗一直是骨科研究的热点 ,但在动物实验中尚缺

少一种客观的动物实验模型[ 1] ,本实验旨在通过动

物实验方法 ,为治疗骨不连的实验研究建立一个客

观的动物模型。

1　材料与方法

1.1　骨不连模型的制作

选取纯种新西兰大白兔 20只(普通级 ,广东省

实验动物中心提供),体质量(2.5±0.5)kg ,雌雄

不限 ,用 25 g/ L硫贲妥钠按 30 mg/kg 剂量腹腔注

射麻醉。麻醉后 ,取俯卧位 ,常规消毒铺巾 ,在前臂

桡侧沿桡骨作一 2.5 cm 长切口 ,显露桡骨 ,在距桡

骨远端 2 cm 处截骨(此处为骨隆起处),再向近端

距第一截骨线 1.5 cm 处做第 2 个截骨线 ,去除截

除的 1.5 cm 骨段(包括骨膜),骨断端用石蜡封闭

髓腔 ,彻底止血 ,依次缝合各层(图 1),肌注青霉素

8万单位 ,连注 3 d ,不做内外固定 ,放入笼内喂养 ,

10周后经大体标本 、病理组织学及 X 线检查确定

骨不连形成情况 。

1.2　检测方法

1.2.1　大体标本　观察骨缺损连接情况 ,骨端骨

痂增生情况。

1.2.2　病理组织学检查　将 20 只大白兔取出 ,用

空气栓塞的方法处死 ,取出双侧桡骨 ,共 40 个标

本 ,取材包括双侧正常骨端 0.3 cm ,行常规脱钙 、

脱水 、透明及石蜡包埋 ,5 μm 连续切片 , HE 染色 ,

光镜下观察。

1.2.3　放射学检查　于 10 周将大白兔进行 X 线

照片 ,采用日本岛津 1250型 X线机 ,小焦点 ,曝光

条件为:40 kV ,250 mA ,10 mS 。

2　结　果

2.1　大体标本肉眼观察

于 10周后骨缺损区为纤维瘢痕组织填充 ,无

骨性连接 ,骨蜡未吸收 ,骨端硬化 ,髓腔闭塞 ,两侧

断端有少量骨痂形成 ,骨缺损范围为 0.8 ～ 1.2 cm

(图 2)。
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2.2　病理组织学检查

光镜下骨断端髓腔封闭 , 有软骨细胞及骨细

胞 ,细胞呈无序排列 ,纤维膜覆盖 ,缺损区为纤维瘢

痕组织(图 3)。

2.3　放射学检查

于 10周照片见骨缺损区无骨性连接 ,断端硬

化 ,髓腔封闭 ,两侧断端有少量骨痂形成 ,骨痂形成

不规则(图 4)。

3　讨　论

3.1　本实验设计的机制与科学性

骨折后新骨的形成过程 ,大体是骨折端血肿形

成 ,血肿转化为肉芽组织 ,然后机化 ,形成纤维软

骨 ,再经矿物质沉积 ,血管长入 ,成骨细胞增生 ,刺

激成骨作用 ,同时胶原纤维合成 ,最后形成新骨。

骨折端因某种原因丧失了一些骨质 ,形成较大的间

隙 ,在新骨生成过程 ,由于组织学的改变使已形成

的纤维软骨萎缩 ,成骨受阻 ,缺损间隙由纤维组织

填充 ,骨端未能达到骨性愈合 ,则形成骨不连[ 2] 。

骨不连的原因甚为复杂 ,从局部考虑 ,主要有 3 个

因素:①骨折断端的缺损距离较远 ,又未获得有效

的固定 ,力的传导作用消失 ,各种细胞(纤维母细

胞 、软骨细胞及骨母细胞)出现规律失常 ,杂乱无章

地出现在骨痂中 ,尤其是纤维母细胞不能化生为骨

细胞和骨组织 ,而是化生为纤维细胞 ,在骨折端形

成瘢痕 ,同时纤维母细胞产生胶原及骨母细胞产生

骨基质的功能受阻 ,影响成骨作用 ,致骨性骨痂无

法形成 ,而由纤维瘢痕组织将骨折端连接起来
[ 3]
,

骨折不能愈合;②骨外膜丧失严重;③骨髓腔闭塞;

后两者影响骨外膜与骨髓腔中有关细胞的成骨机

能 ,骨外膜的成骨细胞转变为骨母细胞和软骨细胞

的数量不足 ,同时骨内膜的成骨细胞及骨髓间叶细

胞的成骨作用也受阻 ,从而导致骨不连。骨不连的

主要X线表现:①骨折端存在间隙;②骨折端硬化 ,

骨髓腔封闭;③骨痂间无骨小梁形成;④假关节形

成。基于这些机制 ,设计本实验 ,因此 ,具有一定的

科学性。

3.2　本实验模型的可靠性

本实验选取 20 只新西兰大白兔作为实验对

象 ,10周后处死动物 ,取双侧桡骨进行大体标本 ,

组织学检查及放射检查 ,以证明本造模方法的可靠

性。

Johnson[ 4]指出实验性骨不连需要在一些不利

于骨生长的环境中进行 ,包括缺损超过骨干直径 3

～ 4 倍 ,即不能自行修复的长度 ,解剖部位上肌肉

覆盖较少 ,红骨髓含量少 ,相对骨祖细胞不活跃的

成年动物 。在本实验中 ,我们选用 6 ～ 8 月龄成年

兔 ,测量兔桡骨中段直径为(3.39±0.32)mm(n =

10),造成 15 mm 骨缺损 ,达其骨干直径的 4 ～ 5

倍 ,中段缺损远离红骨髓较丰富的干骺端 ,加上桡

骨中段位置表浅 ,表面为较薄的伸趾肌腹与肌腱移

行处 ,只有少量肌肉覆盖 ,这些均不利于骨缺损的

修复;同时 ,我们在截骨时连同骨膜一并去除 ,用骨

蜡将骨端髓腔封闭 ,消除了骨外膜成骨及骨髓腔成

骨因素;不作内外固定 ,使稳定传导机制消除 。于

术后 10周 ,取材行组织学检查 ,光镜下见骨断端增

生不良 ,髓腔封闭 ,有软骨细胞及骨细胞增生 ,纤维

膜覆盖 ,而缺损区纤维瘢痕组织代替了骨细胞 ,符

合骨不连病理组织学特征;大体标本见骨缺损区为

纤维瘢痕组织填充 ,无骨性连接 ,存在骨的异常活

动 ,骨端硬化 ,髓腔封闭 ,两侧断端有少量骨痂形

成 ,与骨不连的临床表现一致;照X线片 ,见骨缺损

区无骨性连接 ,断端硬化 ,髓腔封闭 ,两侧断端有少

量骨痂形成 ,符合骨不连 X线表现。上述表现 ,说

明骨不连确定无疑。因此 ,本实验的造模方法符合

骨不连的要求 ,反映了骨不连的一般特征 ,是可靠

而实用的 。

3.3　骨不连模型的意义

骨不连的治疗 ,至今仍是一个难题 ,人们对此

作了许多研究 。有采用物理方法 ,如体外冲击波 、

磁场体外诱导等 ,但其作用机制仍在研究之中;有

使用药物治疗 ,特别是中药的临床使用 ,尽管有许

多临床病例说明其有效性 ,但仍未找到其确切的作

用原理;手术方法也在不断地探索 ,骨外固定技术

多采用骨断端间的加压结合延长或骨节段延长移

位;骨内固定技术则强调固定的有效性以及修复材

料(骨材料 ,骨替代材料)在缺损区的运用 。最佳的

修复材料 ,仍然是自体骨的移植以及同种异体骨的

运用 ,但受到一定条件的限制;自 1965 年 Urist 发

现骨形态蛋白(BMPs)这一具有骨诱导活性的局部

生长因子 ,对其研究不断深入 ,目前已达其亚型的

基因克隆 、体外重组表达 。但是 BMPs的骨诱导活

性作用与其在局部的浓度和缓放过程是否适当 ,以

及与其它相关因素协同作用密切相关 ,人们把注意

力集中在与其复合的骨替代材料的研究和临床应
(下转第 335页　to page 335)
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养 4 d后 ,见 SD/-Trp平板上长出白色菌落。将阳

性酵母克隆的质粒 DNA转化大肠杆菌中放大并行

酶切鉴定 ,结果切下特异的 M IF cDNA 片段 ,说明

pGBKT7-M IF 已导入酵母 AH109。将已转化 pG-

BKT7-M IF 的酵母 AH109 分别划在含 X-α-Gal的

SD/-Trp和 SD/-Trp-His平板上 。30 ℃培养 5 d ,

在 SD/-Trp 平板上长出菌落呈白色;在 SD/-Trp-

His平板上 , 无菌落生长 , 说明 M IF 未能激活

MEL1和 HIS3报告基因 ,无自身转录激活活性。

3　讨　论

最早发现 M IF 是由激活的 T 淋巴细胞分泌的

细胞因子 ,具有抑制巨噬细胞游走移动 ,吸引巨噬

细胞在迟发型变态反应中浸润 、聚集的作用。近年

发现 ,除了激活的 T 淋巴细胞外 ,机体许多组织细

胞也可产生 MIF ,如脑垂体前叶 ,单核巨噬细胞 ,肾

小管上皮细胞 ,肝细胞及血管内皮细胞等[ 2 , 3] 。林

曙光等
[ 4]
首次报道在动脉粥样硬化过程中 ,由血管

内皮细胞(VECs)和平滑肌细胞(SMCs)分泌的

M IF 显著升高 ,推测 MIF 在巨噬细胞粘连 、内皮下

移行 、聚集及转化为泡沫细胞过程中发挥作用 ,进

而引发并加速动脉粥样硬化过程。因此 ,认识 M IF

受体的分子结构及功能 ,将为研究 M IF 发挥生物

学功能的信号转导途径 ,为阐明 M IF 在动脉粥样

硬化及炎症和免疫反应中的作用创造条件。

酵母双杂交系统是研究蛋白质-蛋白质相互作

用的强有力工具 ,它可在体内进行蛋白质-蛋白质

相互作用的检测并分析其亲合性。本研究构建了

穿梭质 粒 pGBKT7-M IF 并成功 转化酵 母菌

AH109 ,为下一步从预制的人心脏酵母 cDNA文库

中筛选 MIF 受体打下了基础。
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用上 ,文献[ 5 , 6] 报道取得令人满意的进展。但是 ,

在评价某一骨替代材料的作用时 ,我们首先应认识

到自体骨修复能力与骨缺损大小有关 ,当骨缺损较

小时 ,不需植入任何材料 ,缺损也可自行愈合 ,在这

种情况下 ,评价某一种骨替代材料的成骨能力是没

有任何意义的[ 7] 。Schmitz[ 8]将动物体内终生不能

自行修复的最小骨缺损定义为临界骨缺损(critical

size defect CSD),在动物 CSD模型中其骨缺损区应

为纤维性愈合而不能达到骨性愈合;因此 ,建立一

个符合这样条件的动物骨不连模型 ,在一致的标准

下来探讨物理方法 、药物治疗的机制 ,检验手术方

式的有效性 ,评价骨替代材料在骨缺损修复中所起

的作用才有其客观性和实际意义 ,本实验为此提供

一个可靠的动物骨不连模型。
(本文图 1 ～ 4 见插页 1.　F ig.1 ～ 4 Shown in back

coloured page 1)
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