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兔椎体成形术后骨水泥 一骨界面组织形态学观察 

和骨钙素动态表达研究 

汪礼 军，胡侦明 

(重庆医科大学附属第一医院骨科，重庆 400016) 

【摘 要 】目的：观察兔椎体成形术后骨水泥一骨界面组织形态学变化和骨钙素(Osteocalcin，OC)动态表达及意义。方法：24只 

骨质疏松新西兰大白兔随机分成聚甲基丙烯酸甲酯(Polymethylmethacrylate，PMMA)组和对照组，实验组建立椎体成形术模型， 

对照组只进行手术不注射骨水泥，分别于术后 1、24 h、3 d、7 d,4周、12周行x线观察椎体内骨水泥情况，处死兔子，取实验椎 

体，行 HE染色观察骨水泥一骨界面组织学形态变化，用免疫组化方法检测骨水泥一骨界面 OC蛋白的动态表达水平。结果：术后 

PMMA组 x线正侧位片显示手术椎体内骨水泥无脱落、松动，骨水泥体积未发生明显变化。对照组椎体手术部位见约0．5 cm 

大小直径的圆形低密度区。术后取标本，见PMMA与周围组织紧密结合，骨水泥体积较术前无明显变化。HE染色，对照组的骨 

愈合过程与正常骨组织一致，但有所延迟，PMMA周围未见明显组织坏死。PMMA组和对照组骨水泥界面OC表达在术后逐渐 

增高，但 PMMA组较对照组有所延迟。结论 ：PMMA骨水泥一骨界面有一定的炎症反应 ，较对照组有所延迟，表明PMMA的放热 

反应和单体毒性不会造成骨组织永久坏死；PMMA骨水泥一骨界面修复过程中OC高表达，比正常愈合过程有所延迟，表明局部 

骨组织细胞功能未受不可逆损害。 
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Observation on the histomorphological changes and study of the dynamic 

expression of OC at the bone cement interface of rabbit after Ver．【ebrOpIasty 

WANG Li— un，HU Zhen—ming 

(Department of Orthopedics，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the histomorphological changes and study the dynamic expression of OC at the bone cement inter- 

face of rabbit after vertebroplasty．Methods：24 New-Zealand rabbits with osteoporosis were randomly divided into two groups，includ— 

ing experimental group and control group．The experimental group were established into vertebroplasty model，and the procedure in 

control group was completed without bone cement injection．Respectively，at 1，24 h，3 d，7 d，4 w and 12 w，rabbits from each group 

were killed by aeroembolism．The operative vertebral bodies were taken out as research objects．The histomorphological changes were 

observed by HE staining and the OC expression of the rabbits was studied by immunohistochemistry stain at the bone cement inte卜 

face．Results：At all of the injected sites，there was intimate contact between the cement and the surrounding tissue in experimental 

group．The volume of PMMA had no prominent changes．There was a 0．5 cm low density area in the puncture site in the control group． 

After the operative vertebra was taken out，it was observed that PMMA was closely integrated with the surrounding tissue．Bone cement 

volume had no significant change compared with the preoperative volume．The control group showed normal bone healing process in 

HE staining．The bone cement was closely integrated with bone surrounding tissue in experimental group．There was no osteonecrosis 

between PMMA and surrounding tissue．The OC expression increased in both groups after surgery．Compared with the control group， 

the OC expression of experimental group was delayed．Conclusion：Th ere is inflammatory reaction at the bone cement interface，and 

it is delayed compared with the control group．It indicates that the exothermic reaction of PMMA and monomer toxicity do not cause 

perm anent bone necrosis．During the curing process，the OC shows high expression，which is delayed compared with control group．This 

demonstrates that the function of local bone tissue and cells doesn’t suffer irreversible damage． 
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椎体成形术应用于治疗骨质疏松所致的椎体压缩性骨 

折 。其主要的优点是迅速缓解疼痛 、稳定椎体以及较少的并 

发症。目前，椎体成形术的填充材料主要是聚甲基丙烯酸甲 

酯(P0lymethylmethacrylate，PMMA)，该材料最早被运用于口 

腔科填充材料，其特点是安全、低毒，有较好的强度和刚度， 

能迅速稳定骨质疏松性骨折椎体和缓解患者的疼痛，是目前 

最为理想的灌注材料。关于椎体成形术后骨水泥一骨界面损 

伤修复的报道较少。本实验拟模仿人经皮穿刺椎体成形术， 

在骨质疏松兔子模型腰椎注入PMMA骨水泥，动态观察注射 

PMMA骨水泥后椎体骨缺损修复的组织形态学变化及骨水 

泥一骨界面骨钙素(Osteocalein．oc)动态表达．从分子及形态 

学水平了解PMMA骨水泥植入后界面局部骨组织的损伤变 

化及修复过程，为全面评价 PMMA骨水泥对机体的影响及 

转归提供一定的理论及实验室依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 24只老年新西兰雌兔，兔龄 3．0～3．5年，平 

均3．2年，平均体重3～4 kg，平均3．5 kg(均由重庆医科大学 

实验动物中心提供)，经DXA检测符合骨质疏松标准者采用。 

术前拍腰椎正侧位 x线片提示腰椎序列及骨质正常。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型的建立 24只实验动物随机编号，分为实验 

组和对照组，实验组手术并注射PMMA骨水泥．对照组只进 

行手术而不注射骨水泥，再分为术后 1、24 h、3 d、7 d、4周、 

12周共6个亚组，每个亚组2只兔子。用3％戊巴比妥钠(1 

mYkg)~耳缘静脉注射麻醉兔子；麻醉满意后侧卧位，取背部 

旁正中切口，显露 L2 椎体的前半部分，由椎弓根中线与横 

突前缘连线交点前方 1 mm处进针，与横突呈80。～85。夹角． 

针体前倾0。一5。夹角，进针深度4～6 mm。将PMMA调配后装 

入 1 ml注射器，经硬膜外穿刺针缓慢注射进实验组椎体，边 

注射边拔针，注射量0．3 0．5 ml。每只进行 3个椎体，对照组 

只进行手术不注射骨水泥；术后 7 d肌肉注射青霉素 80万u／ 

(只·d)。实验动物均由本院实验动物中心专业人员饲养。 

1．2．2 动物标本的采集 术后 1、24 h、3 d、7 d、4周、12周取 

动物标本，取标本前摄取腰椎侧位x线片检查，观察骨水泥 

材料是否在位、有无脱落，观察植入材料形态变化。随即用空 

气栓塞的方法处死兔子，从原手术入路进入．取出实验椎体 

节段．去除椎体附件，包括其上肌肉、韧带、椎弓根、椎板和椎 

间盘，只剩椎体，锡箔纸包裹密闭冷藏于一75℃保存备用。 

1．2_3 HE观察 标本经固定、脱钙、常规石蜡包埋、切片， 

HE染色。镜下观察。 

1．2．4 免疫组织化学染色 每个时间段切片行免疫组化检 

测PMMA骨水泥一骨界面0c表达。免疫组化基本步骤：石蜡 

切片二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，自来水冲洗片刻，蒸馏水冲 

洗片刻，磷酸盐缓冲液(Phosphate buffered saline，PBS)洗 5 

min：复合消化液室温消化 10 rain，PBS溶液洗3次，每次 3 

rai’n；3％H20 室温孵育5 min，以消除内源性过氧化物酶的 

活性 ，PBS溶液洗 3次 ，每次 3 min；5％正常山羊血清封闭， 

37℃30 min，倾去血清，勿洗 ；滴加适当比例稀释的一抗，阴 

性对照滴加等量 PBS，37oC孵育 1 h后4℃过夜，PBS溶液洗 

3次，每次3 min；滴加山羊抗兔 IgG，37oC孵育30 min，PBS溶 

液洗 3次，每次3 rain；滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液， 

37℃孵育30 min，PBS溶液洗 3次，每次 3 min；显色剂显色 

(现配现用)；自来水充分冲洗，复染，封片。 

1_3 统计处理 

图像分析通过与计算机相连的显微镜采集到的免疫组 

化切片图像存入微机用 Image—Pro Plus6．0图像处理系统进 

行分析。测定骨水泥一骨界面阳性细胞和基质中染色平均光 

密度值 ，每组 2张切片，每张切片随机取 3个视野，取平均光 

密度值为该标本的阳性表达的灰度值。统计分析中各指标均 

以均数±标准差(n=12， ±s)表示，采用重复测量设计的方差 

分析 ，以 SPSS1 1．0统计软件进行分析。 

2 结 果 

术后 x线检查未见骨水泥脱落、松动，术后 12周骨水泥 

材料体积未见明显变化，骨与材料紧密结合(图1)。对照组 

椎体手术部位见约0．5 em大小直径的圆形低密度区。 

椎体成形术后标本观察显示，PMMA组标本骨与材料均 

紧密结合骨水泥体积未见明显变化。 

HE染色切片观察 ，与正常骨组织比较(图 2)，PMMA骨 

水泥一骨界面间有炎性细胞和纤维组织生成 ．界面周围未见明 

显的骨坏死。术后24 h出现明显炎症细胞聚集，3 d达到高峰 

(图 3)，至 7 d炎症反应减轻，PMMA组界面间有少量巨噬细 

胞(图4)。4周及 12周时未见明显的炎性细胞。4周时PMMA 

骨水泥一骨界面周围有大量成纤维细胞 ，结缔组织与正常骨 

组织之间出现软骨细胞成团生长(图 5)。l2周时PMMA骨水 

泥一骨界面周围软骨向骨组织转换。有大量板层骨形成(图 

6)。对照组骨缺损愈合过程与正常骨组织一致。 

免疫组化阳性表达信号为黄褐色颗粒，主要定位于胞浆 

和细胞外基质中．阴性对照均未见着色。对表达强度的分析 

显示，与正常骨组织相比较，术后 1、24 h、3 d，PMMA组和对 

照组OC未见明显表达，两者差别无统计学意义(P>0．05)；术 

后7 d，对照组 OC表达逐渐升高，PMMA组轻度升高．两者 

差别有统计学差异(P<O．05)；术后 4周，对照组OC明显升 

高．PMMA组 OC升高不如对照组明显，两者差别有统计学 

差异(P<0．05，图7)；术后 12周时PMMA组0c继续升高，对 

照组 OC表达有所下降( O．05)(表 1，图 8)。实验结果提示 

PMMA骨水泥一骨界面有一定的炎症反应 ，较对照组有所延 

迟．表明PMMA的放热反应和单体毒性不会造成骨组织永 

久坏死。PMMA骨水泥一骨界面修复过程中OC高表达，比正 

常愈合过程有所延迟，表明局部骨组织细胞功能未受不可逆 

损害。 
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一 定的异物反应。骨水泥界面组织未见明显坏死区。4周及 

12周时未见明显的炎性细胞。4周时 PMMA周 围形成一层 

纤维组织层，有大量的成纤维细胞出现，有成纤维细胞向成 

骨细胞转换，靠近正常组织一侧可见成团软骨细胞生长。术 

后 12周时界面之间仍有大量的纤维组织，界面间有新骨形 

成。表明PMMA不会影响周围骨组织的愈合，但愈合过程较 

正常组织有所延迟。对照组的骨愈合过程与正常骨组织一致。 

骨水泥一骨界面骨是一种动态的组织。它的重塑过程受 

到局部和全身性的调节(如基因组、激素、生长因子、细胞因 

子和载荷情况等)，与成骨细胞和破骨细胞活性、骨基质的沉 

积和矿化作用密切相关。再者，假体骨床的实际状态受到移 

植物变量的影响，如：移植材料、手术设计、固定方式、表面参 

数等 。 

在骨质疏松骨折愈合过程中受到多种因子的调节，在成 

骨作用方面主要是血管内皮生长因子(Vascular endothelial 

growth factor，VEGF)、成纤维细胞生长因子(Fibroblast growth 

factor。FGF)、转移生长因子 [3(Transforming growth factor，TGF— 

B)、骨形态发生蛋 白(Bone morphogenetic protein，BMP)、血小 

板衍生生长因子(Platelet—derived growth factor，PDGF)、生长 

激素(Growth hormone，GH)与胰岛素样生长因子(Insulin—like 

growth factor，IGF)t6， 等。破骨作用方面主要有白细胞介素 1 

(Interleukin一1，IL一1)、白细胞介素 2(Interleukin一2，IL一2)、肿 

瘤坏死因子 仅Tumor necrosis factor TNF一01)、白细胞介素6 

(Interleukin一6，IL一6)等。OC属于 一羧谷氨酸包含蛋白类 ，此 

蛋白类为维生素K依赖性。Oc又称骨 一羧谷氨酸包含蛋白 

(Bone gamma-carboxyglutamic-acid-containing proteins，BGP)。 

是一种非胶原蛋白，分子量为 5 800，主要是存在于骨和牙质 

当中。OC的分子结构特征包括：(1)其 17、21、24位有 3个羧 

化的谷氨酸残基，为ca锚合氨基酸。(2)Gla螺旋：为ca依赖 

的紧密仅螺旋结构，这种构象使Gla突向同一方向排列，以促 

进其与羟基磷灰石的结合。(3)羟基末端折叠：潜在的与细胞 

受体和细胞外蛋白相互作用的位点。OC是成骨细胞合成并 

分泌的，沉积在骨基质中，比较稳定，不受骨吸收因素的影 

响。OC对机体 的代谢调节 、成骨分化和骨的构建有重要作 

用，同时还影响骨矿化和钙离子的动态平衡。研究认为，OC 

主要生理功能是维持骨的正常矿化速率，抑制异常的羟磷灰 

石结晶的形成，抑制生长软骨的矿化速率。抑制前矿化新羟 

磷灰石结晶的形成和血清钙离子和磷酸盐向骨的流动是 OC 

保持正常矿化作用的机理。近期研究发现破骨细胞的趋化与 

分化也受到OC的影响，OC的羧化末端对破骨细胞的前体 

有化学诱导作用，可能具有调节骨吸收的作用。实验表明人 

成骨细胞确实表达 0c受体，属于G蛋白偶联受体超家族成 

员．通过与成骨性谱系细胞的Oc受体结合而抑制成骨细胞 

的活性嘲。大量研究也表明，局部0c在骨折愈合过程中有重 

要作用[91。Stefan Rammeh等研究表明0c可以提高羟基磷灰 

石胶原复合物周围骨组织的愈合能力㈣。我们实验研究发现， 

0c在骨损伤愈合过程后期呈高表达，术后4周和12周PMMA 

组和对照组 OC表达均增高 ，表明 OC在骨折愈合起重要作 

用。术后 4周，PMMA组 OC表达不如对照组升高明显，表明 

在骨水泥一骨界面OC表达较对照组有所延迟，但是局部骨组 

织细胞功能未受不可逆损害。 

PMMA骨水泥一骨界面早期有炎症反应．一周后逐渐减 

退。表明骨水泥聚合放热和单体毒性不会造成局部组织的永 

久性坏死。PMMA骨水泥一骨界面早期有轻微的异物反应，骨 

折的愈合过程与正常愈合过程类似。4周时界面间有一层纤 

维结缔组织，其间大量成纤维细胞生成。12周时界面间仍有 

纤维结缔组织。界面间未发现明显骨坏死。PMMA骨水泥一骨 

界面组织修复过程中有 OC高表达，表达较正常愈合组有所 

延迟，表明局部骨组织细胞的功能未受到不可逆的损害。 
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