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小鼠胫骨稳定性骨折模型制作及评价
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　　［摘要］　目的　建立稳定的小鼠稳定性胫骨骨折模型。方法　 通过骨髓穿钢针的方法，建立了小鼠稳定性胫骨骨
折模型，取建模后７、１４、２１ｄ３个时间点小鼠，其中每个时间点６只，分别通过Ｘ线片、ＭｉｃｒｏＣＴ以及病理切片来分析骨折
愈合中骨痂大小变化及骨痂中细胞类型以评估骨折愈合过程。结果　 本实验建立的小鼠胫骨稳定性骨折模型愈合，骨
折后７ｄ骨折断端存在极少量软骨痂，基本由未分化间充质细胞构成；第１４天软骨痂开始钙化，骨痂中存在大量肥大软骨
细胞；第２１天骨折已基本愈合，新生骨形成，含有大量成骨细胞及骨细胞。结论　 通过本方法所制作的骨折模型愈合过
程良好，与临床的骨折愈合过程类似，能更客观地观察骨折愈合过程。
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　　骨折是临床上最常见的创伤性疾病之一。其发生
率高，愈合周期长，治疗难度大，给患者带来的经济负担

重。同时，在外科手术治疗过程中，因各种原因导致的

骨不连也是影响骨折愈合、功能恢复的重要因素。近几

十年来，各种不同类型的手术、中医及物理治疗等措施

不断发展，但是治疗效果却不甚理想。因此寻找更有效

的治疗措施非常必要。良好的骨折愈合动物模型是评

价治疗方法优劣的关键。骨折模型包含稳定性骨折和

非稳定性骨折。稳定性骨折主要通过膜内成骨方式愈

合；非稳定性骨折则主要通过软骨内成骨方式愈合。近

年来对于稳定性及非稳定性骨折的模型争议较多［１－２］。

　　非稳定性骨折制作方便，但创伤大，周期长，人为
技术原因导致骨折程度不一致等因素而不易统一标

准。此外，非稳定性骨折愈合过程中软骨痂形成较多，

与临床骨折愈合过程有一定差异。相反，稳定性骨折

愈合模型创伤小，周期短，骨折愈合过程中软骨痂形成
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少，更多的是硬骨痂的形成，可以更好地模拟临床情

况［３］，同时有助于排除周围组织影响进而单一研究骨

折愈合的细胞和分子机制，也有利于更好地筛选促进

骨折愈合的分子和相关措施［４］。

　　本实验通过在骨髓腔中插入固定针的方法，模拟
临床手术情况，制作了 Ｃ５７小鼠稳定性胫骨骨折模
型，通过Ｘ线片、ＭｉｃｒｏＣＴ等手段分析观察骨折后７、
１４、２１ｄ３个具有代表性时相点［５］的骨折愈合情况。

该模型可以为更好地研究骨折愈合机制和相关治疗措

施提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂
　　石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，德国），ＭｉｃｒｏＣＴ（Ｓｃａｎｃｏｖｉｖａ４０，瑞士），
小型工具锯及锯片（ＤｒｅｍｅｌＳｔｙｌｕｓＴＭ ＬｉｔｈｉｕｍｉｏｎＣｏｒｄｌｅｓｓ，Ｒｏｂｅｒｔ
ＢｏｓｃｈＴｏｏｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，墨西哥），Ｘ线扫描仪（第三军医大学大
坪医院野战外科研究所放射科），番红Ｏ（上海生工），快绿（上
海沃凯），苏木精（上海生工），伊红（上海生工）。

１．２　实验动物及模型分组
　　６～８周龄雄性ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（第三军医大学大坪
医院野战外科研究所实验动物中心提供）共２４只，体质量１８～
２５ｇ。结合以往研究者们提出的胫骨骨折模型方案［１０－１３］进行

改良，将小鼠按随机数字表法分为４组（建模后７、１４、２１ｄ及假
手术对照组），每组６只，使用１％戊巴比妥钠按１ｍＬ／ｋｇ腹腔
注射，待小鼠完全麻醉后，备皮、消毒小鼠右下肢，在小鼠右侧

膝关节下切开约０．５ｃｍ纵行切口，假手术组使用０．９％生理盐
水冲洗后逐层缝合伤口；实验组则首先由膑腱处插入 ２２Ｇ／
０４１ｍｍ髓内固定针，于胫骨中上１／３处分离肌肉及筋膜，使
用锯片锯断胫骨骨干后立即使用０．９％生理盐水冲洗胫骨表
面，再将髓内固定针完全插入并对合。逐层缝合切口，制成小

鼠右侧胫骨干性骨折模型。术后清洁环境下单笼饲养，室温

２２～２４℃，湿度６０％，定期紫外线消毒与排风［６］。常规给水及

饮食，小鼠可自由活动。

１．３　骨折术后愈合及处理
　　手术当天，观察其苏醒情况。于骨折后７、１４、２１ｄ行 Ｘ线
（３０ｋＶ，８ｍＡｓ）照片后处死小鼠，取其骨折术后胫骨４％ ＰＦＡ
固定，ＣＴ扫描（７０ｋＶ，１１４μＡ，８Ｗ）后用１５％乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）脱钙［７］，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片厚５ｍｍ，常规
藏红固绿、ＨＥ染色，光镜观察其组织病理改变。
１．４　形态测量及统计学处理
　　使用ＳｐｏｔＣａｍ软件对切片进行形态计量统计，采用 ＳＰＳＳ
１２．０统计软件对计量资料进行ｔ检验。

２　结果

２．１　小鼠稳定性胫骨骨折模型效果观察
　　因手术切开损伤较小，髓内针固定较稳固。小鼠苏醒后活
动正常，术后无死亡，进食正常；假手术组至术后２１ｄ无死亡，
Ｘ线扫描骨折断端对合良好，无明显移位；髓内固定针无弯曲。
２．２　Ｘ线及ＭｉｃｒｏＣＴ分析
　　通过Ｘ线扫描发现，术后７ｄ，小鼠钙化骨痂形成极少，骨折
线清晰；术后１４ｄ，小鼠已出现钙化骨痂，呈丘状，骨折断端清

晰；术后２１ｄ小鼠骨折线模糊，骨痂已较少，骨折断端有骨性骨
痂连接，密度较高，连接较好（图１）。ＭｉｃｒｏＣＴ扫描发现，术后
７ｄ小鼠无明显钙化骨痂形成，骨折线清晰明显；术后１４ｄ小鼠
钙化骨痂明显增加；术后２１ｄ小鼠骨折断端连接良好，钙化骨痂
量少，已接近愈合。冠状切面提示，术后７ｄ组骨折断端外周无
钙化骨痂形成，髓腔内存在少量钙化灶；术后１４ｄ骨折断端外周
存在大量钙化骨痂，断端两侧骨质已有连接，骨折线仍清晰可

见；术后２１ｄ骨折断端外周骨质丰富，大量皮质骨形成，骨折断
端已连接紧密，仅存于少量钙化骨痂，骨折断端已基本愈合

（图２）。ＭｉｃｒｏＣＴ扫描分析与Ｘ线结果一致。
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↑：骨折断端　Ａ：术后７ｄ；Ｂ：术后１４ｄ；Ｃ：术后２１ｄ
图１　小鼠术后不同时相点骨折断端愈合程度Ｘ线表现
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Ａ、Ｄ、Ｇ：术后７ｄ整体、矢状面、横断面；Ｂ、Ｅ、Ｈ：术后１４ｄ整体、矢
状面、横断面；Ｃ、Ｆ、Ｉ：术后２１ｄ整体、矢状面、横断面

图２　小鼠术后不同时相点骨折断端骨痂ＣＴ表现
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２．３　ＨＥ染色及藏红固绿染色
　　藏红固绿染色提示，术后７ｄ骨折断端周围存在少量红色
软骨性骨痂，软骨基质较少，无明显钙化骨痂形成；术后１４ｄ软
骨基质大量形成，骨折断端处同时存在丰富的软骨性骨痂及骨

性骨痂，松质小梁骨逐渐形成；术后２１ｄ小鼠以钙化骨痂为主，
仅存少量软骨基质，骨折断端形成大量松质小梁骨，皮质骨厚

度增加（图３）。ＨＥ染色及 ＳｐｏｔＣａｍ软件测量结果提示，术后
７ｄ小鼠骨折断端聚集有大量未分化间充质及部分静息期、增
殖期软骨细胞；术后１４ｄ小鼠骨折断端处存在的大量软骨细
胞，主要以肥大软骨细胞居多；而术后２１ｄ小鼠骨折断端处已
少见软骨细胞，可见大量成骨细胞及骨质中的骨细胞，残存的

软骨痂中则以肥大软骨细胞最多（图４）。
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Ａ：术后７ｄ；Ｂ：术后１４ｄ；Ｃ：术后２１ｄ
图３　藏红固绿染色观察小鼠术后不同时相点骨痂愈合情况　（×２０）
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Ａ：术后７ｄ（×４０）；Ｂ：术后１４ｄ（×４０）；Ｃ：术后２１ｄ（×４０）；Ｄ：软骨面积／骨痂面积；Ｅ：增殖细胞面积／骨痂面积；Ｆ：肥大
细胞面积／骨痂面积　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与术后７ｄ比较

图４　ＨＥ染色观察与ＳｐｏｔＣａｍ软件测量小鼠术后不同时相点骨痂区域变化

６０４
第３５卷第５期
２０１３年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１３



３　讨论

　　骨折是一个复杂的再生过程，多种类型细胞、生长
因子及细胞外基质等参与其中［８－９］，经过一系列的生

理过程最终能够恢复骨骼功能。骨折愈合包括血肿机

化演进期、原始骨痂形成期（软骨性骨痂）和骨痂改造

塑型期３个相互交织进行的过程［８］。在骨折愈合过程

中，如骨折比较稳定，则以膜内成骨为主，骨折处间充

质细胞可直接分化为成骨细胞，在骨折端内外形成骨

样组织并逐渐骨化形成新骨。而在不稳定骨折时，骨

折愈合以软骨内成骨为主，骨折处的间充质细胞先分

化为软骨细胞，形成软骨痂，随后软骨细胞逐渐成熟肥

大，凋亡，并伴血管长入，最后发生重建，被骨组织取

代。因此，绝大多数骨折愈合都是由膜内化骨和软骨

内化骨形成两个过程交替进行来完成的，只是稳定性

骨折的修复以膜内化骨为主，而非稳定性骨折的修复

以软骨内化骨为主［１０］。

　　目前，小鼠因较其他模式动物而言具有如繁殖周
期短，遗传背景明确等优势［４］而得到广泛的运用，且

小鼠稳定性骨折能更好模拟临床骨折治疗过程，因此

我们选取Ｃ５７小鼠作为研究对象探讨胫骨骨折愈合
情况。

　　本实验根据以往胫骨骨折模型制作方案［１０－１３］进

行改良，通过在骨髓腔中插入固定针的方法制作了小

鼠胫骨稳定性骨折模型。术后７ｄ骨痂形成较少，骨
折断端主要以软骨痂为主，细胞类型以未分化期间充

质细胞居多，内有少量的软骨细胞；术后１４ｄ骨痂大
量形成，其中钙化骨痂占大多数，骨折断端处细胞以肥

大软骨细胞居多；术后２１ｄ骨折进入愈合期，骨痂经
过重建已接近消失，骨折断端通过钙化骨痂连接，可观

察到大量松质骨形成，局部少见肥大软骨细胞，以成骨

细胞、骨细胞为主。而这个过程与临床骨折愈合类

似［８，１４］。

　　与近几年来广泛采用的非稳定性胫骨骨折模型不
同，本实验采用小鼠胫骨稳定性骨折模型具有如下优

势：腓骨作为支撑点刚度更大，对稳定性影响明显［１５］；

肌肉群损伤小，出血不明显，形成骨痂较小，骨折愈合

进度提前；可采用内／外固定，受包绕胫骨肌肉组织牵
拉力小，胫骨不易沿轴向转动，胫骨两侧断端对合良

好，无位移、错位，利于骨折愈合，较好避免周围组织产

生各种因子影响骨折愈合。同时，本研究与其他胫骨

稳定性骨折模型相比，采用设备仪器简单，制作过程快

捷，效果理想，同时因使用工具锯切断胫骨骨干，切面

最大程度平整，骨干破裂程度较轻，受其他如缺损较大

造成骨不连等干扰因素少。

　　总之，本实验建立了较好的小鼠稳定性胫骨骨折
模型，能更好地模拟临床骨折愈合过程，为今后骨折愈

合研究提出了新的研究思路。
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