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运用偏振光观测聚乙烯磨屑颗粒诱导人工关节假体无菌性松动 *
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摘要 目的：探讨运用偏振光显微镜来观测无菌性松动人工关节假体周围的聚乙烯颗粒分布，评估其在研究磨屑颗粒诱导假体无

菌性松动机制及防治措施等实验研究中的可行性。方法：我们用雌性新西兰大白兔建立动物模型，在左侧胫骨髓腔内植入羟基磷

灰石（hydroxyapatite，HA）涂层假体。并分别于假体表面和膝关节腔内植入 0.5× 107超高分子量聚乙烯（Ultra-high molecular

weight polyethylene，UHMWPE）颗粒。术后行四环素荧光双标记。膝关节滑膜组织苏木精 -伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色、骨

组织改良丽春红染色后分别用普通光镜和偏振光镜观察，未染色的骨组织行荧光显微镜和偏振光镜观察。结果：在聚乙烯颗粒刺

激下，膝关节滑膜组织增生明显，骨 -假体结合差，假体周围骨小梁稀疏，偏振光显微镜可清晰显示双折光性的聚乙烯颗粒在膝关

节分布于滑膜及其深层结缔组织中，在骨 -假体间隙间大量充填，阻碍骨 -假体整合。结论：运用偏振光显微镜可以清晰而简便地

观察滑膜和假体周围的聚乙烯颗粒分布，与传统实验方法相比，更加直观、简便和经济。
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Using Polarized Light to Observe Polyethylene Wear Particles Induced
Artificial Joint Aseptic Loosening*

Using polarization microscope to observe the distribution of polyethylene particles around aseptic loosened

artificial joints in animal model could evaluate its feasibility in the studies of the mechanism and the preventative and therapeutic inter-

ventions of wear debirs induced implant aseptic loosening. We used female New Zealand white rabbits to establish animal

model. HA-coated implants were inserted into the left tibia, and 0.5× 107 UHMWPE wear particles were injected both around implants

and into knee joints. Tetracycline double labeling was used postoperatively. The synovial membrane of knee joint was observed by HE

staining, while bone was observed by modified Ponceau staining under light microscope and polarization microscope. Non-stained bone

was observed under fluorescence and polarization microscope. The polyethylene particles induced synovial membrane hyperpla-

sia, poor bone-implant integration, sparse peri-implant bone trabecula. Birefringent particles were observed in the whole synovial mem-

brane and between the bone-implant interface under polarized light, which hampered bone-implant integration. The distribu-

tion of polyethylene particles in the synovial membrane and around implant could be observed easily under polarized light. Compared to

traditional methods, polarization microscopy is much more intuitive, convenient and economical.
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前言

人工关节置换术是骨科领域近半个世纪来最成功的手术

之一，解决了很多终末期的关节疾患。随着社会老龄化的加重

及平均寿命的延长，骨关节炎等关节疾病发病率逐年上升[1]，大

大降低了老年人的生活质量[2]。因此，关节置换手术越来越得到

普及，随之而来，关节置换手术的各种并发症也越来越受到人

们的重视。

磨屑颗粒诱导的人工关节假体无菌性松动是关节置换晚

期失败的主要原因 [3-7]，因此有不少基础研究围绕这个方面展

开，动物实验自然是其中不可或缺的一环。为了评估动物模型

造模的效果以及各种防治措施是否有效，对于标本中磨屑颗粒

诱导骨溶解的病理状态评估非常重要。常用的评估方法包括以

下几个方面：1）关节内压力测量[8,9]；2）关节滑膜、骨 -假体界膜
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组织学观测[6,10-14]；3）假体周围骨组织形态学测量[13,15,16]；4）假体

周围骨密度及矿化评估[16]；5）滑膜和关节液中细胞因子测量[17]；

6）生物力学测量等[18,19]。

以上这些方面已经可以非常全面的评估骨 -假体的整合

情况。但是以上各种指标观测的只是磨屑颗粒诱导假体周围骨

溶解的结果，至于磨屑颗粒具体在组织中是如何分布的？又是

如何阻碍骨 -假体整合的？并不能直观的观察到。

临床上人工关节的摩擦界面大致分为金 -金、金 -聚、陶 -

聚、陶 -陶，因此，最为常见的引起假体无菌性松动的磨屑颗粒

是聚乙烯颗粒。而聚乙烯颗粒具有双折光性，通过偏振光镜可

以清晰地观察到聚乙烯颗粒。在本研究中，我们将运用偏振光

来观测聚乙烯磨屑颗粒在无菌性松动假体周围组织内的分布，

从而进一步阐述磨屑颗粒诱导假体无菌性松动的机理，为今后

的进一步研究提供更为简洁的检测手段。

1 材料和方法

1.1 材料

UHMWPE 颗粒（直径：1.74± 1.43 滋m）由德国 Ernst

Krendlinger教授惠赠，其详细的参数已由 von Knoch教授描

述[20]。钛基（Ti6Al4V）假体材料由四川大学生物材料工程研究

中心制作。直径 2.5 mm，长 10 mm，圆柱形，侧面等离子喷涂

30 滋m厚 HA涂层。涂层 Ca/P比：1.67，HA结晶度：＞45 %。

UHMWPE颗粒和假体用 Co60照射消毒。荧光标记用四环素

购自美国 Sigma 公司；Leica SP 1600 硬组织切片机购自德国

Leica公司；Hitachi S-3400N扫描电镜购自日本 Hitachi 公司；

荧光显微镜及偏振镜片购自日本 Nikon公司。

1.2 方法

1.2.1 手术步骤和标本处理 选用 10只雌性新西兰大白兔

（3.00± 0.20 kg），切开左膝关节后，用 2.5 mm克氏针向胫骨髓

腔扩髓，并将 0.5× 107 UHMWPE颗粒混悬于 50 滋L生理盐水
后注射在假体柄周围，将另外 0.5× 107 UHMWPE颗粒干粉直

接喷洒于膝关节腔。术后不限制活动。并分别于处死前的第 14

日和第 4日肌注盐酸四环素（25 mg/kg）荧光标记新生骨。术后

12周处死动物。左膝关节滑膜和左侧胫骨分别用 10 %中性甲

醛和 70 %酒精固定 1周。

1.2.2 膝关节滑膜组织学观测 左膝关节滑膜固定后石蜡包

埋，随后进行 5 滋m厚切片及 HE染色，分别用普通光镜和偏振

光镜观测滑膜组织增生及磨屑颗粒浸润情况。

1.2.3 骨组织改良丽春红三色染色测量 带有假体的胫骨标

本固定后用甲基丙烯酸甲酯包埋。用 Leica SP 1600硬组织切

片机连续切取 15 滋m厚切片 5张，行改良丽春红三色染色，并

用普通光镜和偏振光镜观测骨 -假体界面整合情况、假体周围

骨质情况及磨屑颗粒分布。

1.2.4 骨组织荧光标记观测 用 Leica SP 1600硬组织切片机

继续连续切取 15 滋m厚切片 5张，行荧光显微镜观测，评估骨

-假体界面整合情况、假体周围骨质情况及磨屑颗粒分布。

1.2.5 扫描电镜观测 剩余的胫骨标本使用 Hitachi S-3400N

扫描电镜观测骨 -假体界面整合情况及磨屑颗粒。

2 结果

2.1 UHMWPE颗粒偏振光观测

将 UHMWPE颗粒混悬后涂抹于载玻片上，通过偏振光

镜，可以发现如图 1所示，UHMWPE颗粒呈现出双折光性。

2.2 膝关节滑膜组织学观察

如图 2A所示，通过普通光镜我们一般可以观察到，经过

UHMWPE颗粒刺激后，滑膜组织增生、肥厚，表层大量纤维组

织增生，血管翳形成，并且有大量炎细胞浸润，局部肉芽肿形

成。而进一步通过偏振光镜观察，可以发现双折光性颗粒弥散

于滑膜组织内，尤其以滑膜表面最为明显（图 2B）。

2.3 骨 -假体界面组织学观察

经过改良丽春红三色染色，通过普通光镜，可以看到骨小

梁呈现棕红色，假体为黑色。骨小梁不规则，变得破碎、稀疏，骨

小梁之间间距变大，而假体与骨小梁之间没有直接接触，存在

间隙（图 3A）。而进一步通过偏振光镜，可以清晰发现假体与骨

小梁之间之所以没有直接接触，是因为大量双折光性的

UHMWPE颗粒填充在骨 -假体界面间，阻隔了骨 -假体整合

（图 3B）。另外，在骨小梁间同样散在大量 UHMWPE颗粒。通

过扫描电镜观察，可以进一步证实骨 -假体界面未良好整合，

间隙中有 UHMWPE颗粒（图 3C）。

如图 4A所示，通过四环素荧光双标记，可以看到假体和

骨小梁之间存在着一个条带，阻碍骨 -假体整合。而骨小梁在

UHMWPE的刺激下变得不规则、稀疏，并且骨代谢收到损害，

骨生成受阻，表现为荧光双标记模糊、间隔不清和不连续（箭

头）。进一步叠加偏振光镜后，可以清晰发现假体与骨小梁之间

充满了大量双折光性的 UHMWPE颗粒，阻隔了骨 -假体整合

（图 4B）。另外，在骨小梁间也散在大量 UHMWPE颗粒。

3 讨论

磨屑颗粒诱导的人工关节假体无菌性松动是一个复杂的

多因素病理过程，主要包括：关节腔及假体周围的慢性炎症反

应、高关节内压力、假体周围高骨更新率、骨 -假体界膜形成等

等[3-7]。这一切的根源都是磨屑颗粒的诱导，简单来说，磨屑颗粒

形成后会被巨噬细胞等吞噬，分泌各种促炎细胞因子造成关节

图 1 偏振光镜下的 UHMWPE颗粒

Fig.1 UHMWPE particles under polarized light

Note: Bar=10 滋m.
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图 2 普通光镜和偏振光镜下的滑膜 HE染色

Fig.2 HE staining of synovium under normal and polarized light

Note: Bar=100 滋m.

图 3 普通光镜和偏振光镜下的骨 -假体界面改良丽春红三色染色及扫描电镜下的骨 -假体界面

Fig.3 Modified Ponceau S staining of bone-implant interface under normal and polarized light and the bone-implant interface under SEM

Note: *: UHMWPE particles; b: trabecular bone; i: implant. Red bar=100 滋m, yellow bar=10 滋m.

图 4 普通光镜和偏振光镜下的骨 -假体界面四环素荧光染色

Fig.4 Tetracycline fluorescence staining of bone-implant interface under normal and polarized light

Note: *: UHMWPE particles; arrow: tetracycline fluorescence lable; b: trabecular bone; i: implant; if: interface membrane. Bar=100 滋m.

内及假体周围的慢性炎症，并导致关节内高压力，同时激活破

骨细胞活性，加速假体周围骨质的骨更新率，导致骨小梁组织

形态学参数变差。而关节内的高压力又进一步促进磨屑颗粒和

各种细胞因子迁移至骨 -假体间隙[8,9]，加速了骨 -假体界膜的

形成[12-14]。最终在各种因素的作用下，导致骨 -假体结合的生物

力学性能变差，假体松动。
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在这一系列的病理过程中，聚乙烯磨屑颗粒到底是如何分

布的还没有直观的观察结果。我们常用的评估方法是通过制作

组织切片，并进行染色来进行滑膜、骨骼的组织学观察以及骨

骼的组织形态学测量。通过关节滑膜组织 HE染色，我们可以

观测到，在磨屑颗粒的刺激下，滑膜组织增生、肥厚、炎性细胞

浸润，并有大量血管翳和肉芽组织结节形成（图 2A）。进一步通

过偏振光镜观察，双折光性的聚乙烯颗粒在滑膜组织内的分布

便一目了然了（图 2B）。从图片中可以看到，聚乙烯磨屑颗粒并

不仅仅吸附于滑膜表面，而是被滑膜组织及深层结缔组织中的

细胞吞噬，并诱导组织的炎性反应。因此，可以预见，临床上简

单的关节镜冲洗和滑膜清理并不能完全去除组织内的磨屑颗

粒，对于缓解磨屑颗粒诱导的假体无菌性松动没有太多帮助。

对于骨小梁的染色，常用的方法有很多，例如 HE染色、甲苯胺

蓝染色、丽春红三色染色、von Kossa染色、Masson三色染色和

Van Gieson染色等，各有各的优势[21-23]。对于骨组织形态学的观

测，我们常用甲苯胺蓝染色和丽春红三色染色，甲苯胺蓝染色

可以将新生骨染成紫红色，而成熟骨质表现为蓝色，丽春红三

色染色可以将新生骨染成蓝色，而成熟骨质表现为棕红色，这

两种染色方法色泽鲜亮、不同组织对比明显，我们可以在此基

础上很好地进行各种观察和静态骨组织形态学测量。如图 3A

所示，在聚乙烯磨屑颗粒的刺激下，骨和假体无法良好结合，因

此骨 -假体接触率将会变低，这也是假体生物力学性能降低的

主要原因。除此之外，骨小梁结构变得不规则和稀疏，这也会影

响应力通过骨小梁从假体向皮质骨的传导。进一步通过偏振光

镜观察，可以看到双折光性的聚乙烯颗粒充满了骨 -假体间隙

以及骨小梁之间（图 3B）。正是聚乙烯磨屑的物理阻隔，使得骨

-假体无法良好整合，且骨小梁间的磨屑颗粒也影响了骨小梁

的结构，诱导加速骨吸收[6,10,11,14]。通过扫描电镜观察，进一步证

实了骨 -假体间充满了聚乙烯磨屑（图 3C），而偏振光镜观测

比扫描电镜要简便和经济得多。

通常，荧光标记用来进行动态骨组织形态学参数的测量[24,25]。

荧光双标记越长、间距越宽，说明新骨生成越活跃。在聚乙烯磨

屑颗粒的刺激下，我们可以看到荧光标记变得模糊、不连续（图

4A），说明聚乙烯磨屑严重影响了新骨生成。同时，骨 -假体间

有微弱荧光的间隔条带，似乎预示着骨 -假体并未直接结合[13]。

进一步通过偏振光镜观察发现，骨 -假体间填充了大量的双折

光性颗粒，这是阻碍骨 -假体整合的主要原因。

通过偏振光镜，我们可以很简便的观察聚乙烯磨屑颗粒在

关节腔和假体周围的分布情况，为我们进一步研究磨屑颗粒诱

导假体无菌性松动的机制及其防治方法提供了一种简便的实

验方法。与传统的实验方法相比，更加直观和经济，具有推广性
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