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摘要  目的:研究硫酸钙作为微小颗粒骨载体, 解决微小颗粒骨的自身缺点的实际效果,为其临床应用提供依据。方法: 将

49 只日本大耳白兔随机分成 4 组并通过手术造成双侧桡骨中段 1. 5cm 骨缺损, 以植入硫酸钙为载体的自体微小颗粒骨为实验

组,同时设立单纯植入自体微小颗粒骨, 单纯植入硫酸钙和不植入任何物质的空白对照组。术后 4 周和 8 周分别行大体观察, X

线摄片,组织学观察, 骨生物力学测定。结果:以硫酸钙为载体的自体微小颗粒骨组比单纯自体微小颗粒骨组及单纯硫酸钙组能

更有效地修复骨缺损,单纯颗粒骨组成骨效果优于单纯硫酸钙组。空白组无骨愈合迹象;组织学观察示以硫酸钙为载体的自体

微小颗粒骨实验组的成骨效果最好,单纯自体微小颗粒骨组次之;生物力学测定证明以硫酸钙为载体的自体微小颗粒骨实验组

的力学强度优于单纯自体微小颗粒骨组及单纯硫酸钙组。结论: 硫酸钙是微小颗粒骨的优良载体,以硫酸钙为载体的自体微小

颗粒骨成骨速度快,成骨量多, 质量高,骨的机械强度高 ,修复骨缺损的能力较单纯应用微小颗粒骨和硫酸钙强;二者结合可充分

发辉各自的优势。
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ABSTRACT Objective: To probe the ability of the calcium sulphate as the carrier of the autogenous micromorselized bone, to solve

the defects of micromorselized bone, and to provide the proof for the clinic. Methods: The animal models of bilateral radius bone defect were

created by surgery in Japan white big ear rabbits, the experimental group was implanted the autogenous micromorselized bonewhose carrier is ca-l

cium sulphate, while in the control groups, some was implanted the autogenous micromorselized bone, somewas implanted the calcium sulphate,

and others was implanted nothing. The bone defect were observed by gross examination, X- ray examination, histopatholgical examination and

biomechanics. determination at 4, 8W. Results: The experimental group repaired the bone defect more effectually than the control group. In the

control group, autogenous micromorselized bone did better than calcium sulphate and there is no phenomenon of healing in the group implanted

nothing. The quality and rate of the new formation bone in the examination group was the best. The effect of biomechanics in the examination

group was statistically significant different with the group implanted the autogenous micromorselized and the group implanted the calcium sulphate.

Conclusion: The calcium sulphate is the good carrier of the autogenous micromorselized bone. The autogenous micromorselized bone carried by

calcium sulphate forms more bone, whose quality, rate and biomechanics is excellent, and has more ability of repairing the bone defect than the

group implanted the autogenous micromorselized bone or calcium sulphate.
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前言

骨缺损的治疗一直是骨科的难点问题。具有成骨能力,

不发生免疫反应的自体骨, 尤其是自体微小颗粒骨是临床的

首选[ 1]。但自体骨来源有限,颗粒骨结构松散、易溃散[2]。这

些都限制了自体骨的临床应用。

硫酸钙来源广泛, 塑形性良好, 在体内能够完全降解[ 3]。

将硫酸钙与自体微小颗粒骨按一定比例混合后治疗骨缺损,

是否可以发挥各自的优势呢?

基于此我们设计了本实验, 探讨将硫酸钙与自体微小颗

粒骨结合是否可以发挥各自的优势,提高骨缺损的修复效率。

1  材料与方法
1. 1 动物模型的制备及分组:

 作者简介:刘欣,男, (1972- ) ,医学硕士,主治医师,

从事临床骨科疾病的诊疗工作。

(收稿日期: 2006- 03- 12 接受日期: 2006- 04- 30)

1. 1. 1 制备: 用 3%戊巴比妥钠按 1mg/ kg 体重行耳缘静脉注

射麻醉,常规术区消毒, 取双侧桡骨外侧纵行切口, 长约 3.

0cm,逐层切开皮肤及皮下组织, 暴露桡骨中段, 切除 1. 5cm 桡

骨及骨膜,造成骨缺损模型。

1. 1. 2  分组:取健康成年日本大耳白兔 49只 (均为雄性 ) , 体

重 2. 0~ 2. 5kg。将其随机分成 4 组: A组: 植入自体微小颗粒

骨 100毫克+ 硫酸钙 100 毫克。B 组: 植入 200 毫克自体微小

颗粒骨。C组: 植入 200 毫克硫酸钙。D 组: 空白对照。 ( C 组

1只因切口局部化脓感染死亡。D组 1 只因腹泻死亡。)

1. 2  实验方法
1. 2. 1  自体微小颗粒骨的制备: 切取兔的一侧髂骨, 去除骨

膜及软骨,置于 0. 9%生理盐水中。生理盐水完全浸泡髂骨,

以磨钻低速研磨。使髂骨在生理盐水中磨制成微小颗粒, 然

后将混有此种骨粒的生理盐水用网孔直径为 400Lm 的丝网进

行筛选, 最后将混有微小骨粒的生理盐水在离心机中以

3000r/ min 的速度离心 5min, 使自体微小颗粒骨沉积于离心管

底,弃去上清液 ,即可得到 300- 400Lm 微小颗粒骨。

1. 2. 2 自体微小颗粒骨与硫酸钙的复合:取硫酸钙( CaS O4. 2

H2O)粉末 100mg, 与自体微小颗粒骨 100mg 混合并适当加入生
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理盐水搅拌均匀。约 5min 后呈橡皮泥状。按兔桡骨形态塑型

并准备植入。

2  结果

2. 1 大体观察:

A 组: 4 周可见有较多骨痂生成, 骨缺损区有连续骨痂通

过,而且骨痂形状较均匀,表面光滑, 可见少量硫酸钙颗粒未

被吸收, 表面有薄层纤维结缔组织包裹。8 周呈现管状骨结

构,重建骨外形光滑, 硫酸钙颗粒消失,无明显纤维包裹。

B组: 4 周后有较多骨痂生成, 骨缺损区有连续骨痂通过,

但是骨痂形状不规则, 分布不均匀, 表面较粗糙, 表面无纤维

结缔组织包裹。8 周呈现管状骨结构, 重建骨外形粗糙不规

整,无明显纤维包裹。

C 组: 4 周后于骨断端与硫酸钙交接处有较多骨痂形成,

且骨痂形状规整, 但骨痂不连续, 可见较多硫酸钙颗粒, 外周

可见大量纤维组织包裹。8 周可见连续骨痂, 表面粗糙,周围

有纤维组织包裹。

D 组: 4周无骨性愈合迹象, 缺损处被纤维组织填塞。8 周

空白对照组骨折断端之间被纤维组织充填, 无骨性连接, 髓腔

封闭。

2. 2 X线观察:

A组: 4周骨缺损断端已出现骨性连接, 部分髓腔再通。8

周新生骨塑形改建,髓腔再通, 基本恢复正常骨干结构。

B组: 4 周可见骨断端间有骨性连接但连接的骨薄弱、纤

细。8 周骨缺损处已骨性连接, 髓腔部分再通, 新生骨塑形改

建比A 组差。

C 组: 4 周于移植物两端可见片状成骨影像, 移植物中部

透过度较两周前增大。8 周成骨量增多, 骨缺损断端基本骨性

连接,部分髓腔形成。

D 组: 4周两骨断端有轻度硬化、增生。8周可见骨断端完

全硬化,髓腔封闭, 骨缺损略缩小。

2. 3 组织学观察
A组: 4周骨缺损中大量编织骨形成,连接成片,原始髓腔

形成。可见脱钙处理后,硫酸钙溶解所遗留的空隙。8周新生

骨已由编织骨转变成板层骨,骨缺损修复基本完成, 塑形改建

充分,髓腔再通。

B组: 4 周骨小梁形成较 A组稀疏, 形态不规则。8 周骨缺

损处被新生编织骨填充,可见板层骨影像, 骨髓腔部分再通。

C 组: 4 周骨缺损间可大量硫酸钙颗粒(呈淡蓝色) , 填充

物两端有少量编织骨形成,未见纤维结缔组织。8 周硫酸钙颗

粒基本消失, 骨缺损处有新生编织骨填充, 仅见少量板层骨,

髓腔未通。

2. 4 生物力学测定:

8 周 A组最大抗弯曲负荷, 弯曲刚度值均高于 B 组( t1=

11. 1> 2. 75、P1< 0. 01 ) ( t2= 21. 03> 2. 75 、P2< 0. 01)有统计学

意义。B 组最大抗弯曲负荷、弯曲刚度值高于 C组 ( t1= 33. 94

> 2. 76、P1< 0. 01= ( t2= 22. 44> 2. 76 、P2< 0. 01= 亦有统计学

意义。

3  讨论

骨缺损是临床常见的外科疾病, 目前主要采用自体骨移

植、异体骨移植、人工合成替代品移植等方法修复骨缺损[ 4]。

这些方法各有优缺点,都难以完全满足临床上修复骨缺损的

需要。

3. 1  自体微小颗粒骨的成骨优势及其缺陷
直径为 300- 500Lm的微小颗粒骨在异位成骨过程中, 可

以释放多种生长因子, 而且这些生长因子的释放量大,高峰提

前且持续时间长, 诱导的骨量多[5]。

在实验中将自体骨制成 300- 500 微米的微小颗粒骨, 增

加了表面积,使细胞易于得到营养 ,保留了更多的存活细胞。

颗粒骨的孔隙众多易于小血管的长入, 这些都将加快其成骨

作用。研究表明成骨的早期, 自体微小颗粒骨的成骨是以众

多颗粒骨为中心的多点同时成骨, 它以三种方式进行成骨, 骨

传导作用成骨, 骨生成作用成骨, 骨诱导作用成骨。微小颗粒

骨具备的这些特点, 使它可以很好的修复骨缺损[ 6]。

自体微小颗粒骨仍有许多缺陷。它不具备良好的支架作

用,力学强度差, 松散易溃散, 难于塑形, 加之自体取骨量有

限,这些都使其临床应用受到限制。找到颗粒骨的良好支架,

将会更加充分地发挥自体微小颗粒骨的成骨优势, 使其临床

应用的前景更加广阔。

3. 2  硫酸钙作为自体微小颗粒骨载体的成骨优势
/硫酸钙0又名/石膏0用作骨缺损填充修复材料已达百年

之久,其具有遇水固化性 ,塑形性好, 不溃散,同时具有良好的

生物相容性,在体内能够完全被降解吸收,对周围组织不产生

炎症和异物刺激作用。因而目前硫酸钙已广泛应用于矫形外

科、五官科、齿科骨缺损的修复[ 7]。硫酸钙固化后与骨质紧密

相连,在硫酸钙自身被吸收的同时发生同位的新骨生成, 也就

是硫酸钙在原来的位置上被新生骨替代[ 8] , 这种特性使硫酸

钙能够成为颗粒骨的优良载体。同时硫酸钙来源广泛, 价格

便宜[ 9] , 与同等量的胶原、磷酸钙骨水泥相比有明显价格优

势。

以硫酸钙为载体的自体颗粒骨具有良好的塑形性, 改善

了颗粒骨的自身比较松散, 缺少支架的固定, 容易移位溃散,

难于塑形的缺点, 同时也发挥了硫酸钙的优良生物性能。同

时硫酸钙的应用没有减弱或破坏自体微小颗粒骨的成骨性

能。实验证明以硫酸钙为载体的自体微小颗粒骨成骨性能优

于单纯的颗粒骨。

在本实验中通过大体标本观察发现硫酸钙能有效的粘附

微小颗粒骨,使微小颗粒骨几乎不流失, 因此产生的骨痂形状

较均匀,且表面光滑。X 线检查显示以硫酸钙为载体的颗粒

骨组成骨的数量、质量及外观均好于单纯颗粒骨组与单纯硫

酸钙组。组织学检查结果显示 4 周时实验组已有大量成片编

织骨出现,原始髓腔再通。8 周时板层骨形成良好, 骨痂改造

塑形基本完成, 髓腔再通。其成骨速度明显快于颗粒骨组与

硫酸钙组。生物力学测定结果也显示出实验组的最大抗弯曲

负荷、弯曲刚度值高于其他两组。以上情况可能是积于以下

原因: 1、硫酸钙与颗粒骨均匀混合在一起后, 能有效避免颗粒

骨的溃散,减少种子细胞和生长因子的丢失,使有效的种子细

胞和生长因子实际上比单纯的颗粒骨多。2、随着硫酸钙的分

解吸收,使局部的钙离子浓度明显升高[10] , 这为颗粒骨的成骨

创造了有利的外部环境, 为成骨细胞提供了充足的/ 生产原
料0。3、早期硫酸钙与颗粒骨均匀混合凝固后, 形成了较多孔

隙,可能更有利于细胞的长入,以及毛细血管的长入。由于硫

酸钙在体内代谢较快, 大部分于 4 周时已降解吸收, 其所遗留

的孔隙于后期有利于细胞及毛细血管的进一步生长。4、硫酸

钙与微小颗粒骨混合后形成相互物理遮挡,这可能对颗粒骨

释放出的多种生长因子起缓释作用。同时颗粒骨的存在延缓

了硫酸钙的降解速度, 这对早期维持移植物的形态及局部长

期有效的高钙环境是有利的。

(下转第 46页)
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表 4  所有样本不同基因型间临床特征的比较

Table 4  Comparison of clinical characteristics between the genotypes of all LPL

变量
组别

P+ P+ 型 P+ P- 型 P- P- 型
P

年龄(岁) 50. 34 ? 13. 65 50. 94 ? 13. 35 50. 68 ? 12. 26 0. 974

身高( cm) 164. 71 ? 7. 23 163. 96? 8. 35 163. 11 ? 7. 59 0. 676

体重( kg) 68. 93 ? 12. 43 62. 96 ? 10. 22 64. 05 ? 12. 22 0. 028

BMI( kg/m2) 25. 35 ? 3. 98 23. 32? 2. 60 23. 97 ? 3. 70 0. 008

腰围( cm) 65. 38 ? 28. 01 73. 63 ? 27. 97 79. 03 ? 22. 58 0. 137

臀围( cm) 75. 63 ? 31. 03 83. 72 ? 26. 43 87. 14 ? 23. 71 0. 245

WHR 0. 90 ? 0. 07 0. 88 ? 0. 18 0. 90 ? 0. 06 0. 783

收缩压( mmHg) 132. 72 ? 21. 12 132. 54? 21. 81 132. 03 ? 21. 81 0. 991

舒张压( mmHg) 80. 86 ? 15. 78 82. 79 ? 17. 17 80. 09 ? 11. 70 0. 686

空腹血糖( mmol/L) 9. 36 ? 5. 65 10. 32? 4. 35 8. 78 ? 5. 54 0. 310

  本研究首次采用两种实验设计方法探讨 LPL 基因 Pvu Ò

多态性与湖北汉族人群T2DM 相关性, 即以未受累同胞为对照

进行同胞对设计以及随机病例- 对照设计。由于同胞对在生

活方式、遗传背景等方面相似, 进行统计分析时, 可避免人群

混居和分层产生偏倚, 而随机病例- 对照设计可克服同胞研

究的过度匹配,两种结果互相补充。我们发现 LPL 基因 Pvu Ò

酶切多态性的基因型频率和等位基因频率在 T2DM 病例组和

对照组间无显著性差异,推测湖北地区汉族人群 LPL 基因 Pvu

Ò 酶切多态性与T2DM 无明显关联。但 T2DM 患者体重、BMI、

血压等显著高于对照组, 推测肥胖、高血压是 T2DM 的独立危

险因素。

由于研究对象的种族、地域差异, 选择标准的不同以及

T2DM的遗传异质性, 许多研究结果并不一致[ 7- 9]。目前认

为,内含子上的突变不会造成 LPL 氨基酸顺序和蛋白质结构

的改变。我们所研究的 PvuÒ 多态性与 T2DM 无显著相关性,

可能该位点多态性对 LPL 的功能没有影响, 也可能是本研究

的样本量太少,限制了统计的准确性。因此, 有必要通过大样

本量和更多的标记位点进一步研究 LPL 基因多态性的改变对

LPL功能的影响,阐明 LPL基因多态性与 T2DM的关系。
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  本实验通过大体观察、X 线检察、组织学观察、以及生物

力学测定得出结论: 以硫酸钙为载体的自体颗粒骨比单纯颗

粒骨或单纯硫酸钙能更有效地修复骨缺损。硫酸钙作为颗粒

骨的载体, 解决了颗粒骨自身比较松散, 缺少支架固定, 容易

移位溃散,难于塑形等问题。
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