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离体时间对 自体骨移植愈合影响的实验研究 

周爱国，安 洪 

(重庆 医科大学临床学院骨科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨自体移植骨离体 4h内对移植骨成骨能力的影响。方法：取兔髂骨常温下置于0．9％生理盐水中，分别于 

取骨后 0、1、2．3、4h行异位肌袋植骨 ，植骨分冲洗与不冲洗骨髓两种。异位肌袋植骨行 染色、PAS染色和 HE染色等组 

织形态学检查和形态计量学分析。结果 ：组织学检查显示术后 3天各组移植骨中均有骨细胞和成骨细胞成活 ，但无新骨形成。 

术后 1周各组均有新骨样组织形成 ，2周新骨组织增多 ，其后新骨组织增多并逐渐 向编织骨和板层骨组织转变 。形态计量学 

分析结果显示异位肌袋植骨各组没有显著性差异。结论 ：取骨后置于 0。9％生理盐水中 4h内对 自体移植骨本身的成骨能力 

没有影响，冲洗骨髓并不影响移植骨的成活以及成骨能力，故将移植骨取下后置于 0．9％生理盐水中是合理的方法 ，取骨后立 

即植骨或取骨后 4h内再植入对 自体移植骨 的愈合没有明显影响。 
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Experimental study on influence of storage time in vitro on bone autograft heal ing 

ZHOU Aiguo，et al 

(Department ofOrthopa edics，College of Clinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】 Objective：To discover the influence within four hours of different storage time in vitro on the ost~genic capability in 

bone autograft．Methods-The ilium blocks in 0。9％ saline were kept at r∞ m temperaturefor 0⋯1 2 3 or 4 hours before replacement 

to extra—skeletal muscle gaps in the SalTle rabbit。The grafts transplanted to muscle gaps were divided into two types：irrigating&me 

marrow with saline and non—irrigating bone marrow．The histological specimens of the autograft in extra—skeletal muscle gaps were 

taken at the 3rd day and 1⋯2 4 6 weeks  after operation，stained by ALP．PAS an d HE，an d analysed by histomorphometry．Results： 

There were survival osteocytes an d osmoblasts in all ectopie graft groups three da ys after operation，but no Flew bo ne formation．New 

osmoid tissueswereformed oneweek after ope ration．an dtheyincreased atthe secondweekan dwere graduallytransformed intowo— 

yen bo ne an d lamellar bo ne tissues in all ectopic graft groups．The results of histomorphometry analysis showed there was no roa~ark— 

able difference among  all ectopic gr aft groups ．Conclusion：Storage of the bone blocks  in 0．9％ saline for four hours before implan t has 

no remarkable infl uence on the capacity of bo ne formation in bo ne autograft．Irrigating  bone marrow wi th saline~3uld not infl uence 

the survival of autograft an d the capa city of new bo ne form ation．Therefore，it is a reasonable method to keep bo ne bloc ks in saline be — 

fore implan t． 

【Keywords】Bonegraft；Autograft；Bonehealing 

骨移植在临床中被广泛应用。自体骨移植愈合 

同时具有骨生成 、骨诱导和骨传导 3种机制_1'2j。 

经适 当处理的新鲜 自体骨表面的成骨细胞和骨细胞 

能存活 ，并具有形成新骨的能力[3-6j。由移植骨 的 

活细胞形成的早期骨对术后最初 4～8周的骨痂形 

成极为重要L7 J。若植入时移植骨无活细胞成分 ，新 

骨形成完全由受植 区细胞衍生 ，则新骨形成将延 

作者介绍：周爱国(1971一 )，男，主治医师，硕士， 

主要研 究方向 ：骨愈合 ，骨移植。 

迟[8，9l。临床中行 自体骨移植时 ，有先处理病灶，取 

骨后立即植骨；也有先取骨备用 ，待处理病灶后再植 

骨 ，从而导致两者移植骨离体时间不 同。本实验就 

自体移植骨离体 4h内对移植骨成骨能力 的影响进 

行探讨 。 

1 材料和 方法 

1。1 动物 与 分组 

成年新西兰大 白兔 15只，体重 2．0～2。5 ，雌雄 不限。 
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各兔均 自身对照 ，按骨离体 0～4h分为 A～E五组 ，A、B、C、 

D、E分别表示在生理盐水 中保 留 0、1、2、3、4h。另外 。以 M 

表示未冲洗骨髓 的移植骨 ，N表示 已经 冲洗 掉骨髓 的移植 

骨。 

1．2 实验方法及步骤 

3％戊 巴比妥 (30mg／k4g)耳缘静 脉麻醉 ，无菌条件下 切 

取双侧髂骨，去除软组织和外骨膜 。用 0．9％生理盐水经皮 

试针头插入左侧髂 骨块 内反复 冲洗 ，至冲洗液清亮 ，骨块发 

白为止。右侧髂骨块不冲洗 。每侧髂 骨等分为 5等份 ，室温 

下置 0．9％无菌生理盐水 中保存 。分别于取骨后立 即(0)、 

1、2,3、4h(A~E)于背部棘突两侧肌 肉相应位置作肌袋 ，左 

侧植入冲洗掉骨髓 的骨块 (N)，右侧植入未冲洗 骨髓 的骨块 

(M)，切口细丝线缝合。术后常 规喂养，术后 3天每天肌注 

青霉素 40万单位 。分别于术后 3天，及 1，2，4，6周各处死 3 

只动物 ，取移植骨及周 围部分 肌肉组织 ，80％酒精 4℃ 固定 ， 

．
EDTA二钠脱钙 ，常规 切片 ，并行 HE染色、PAS染色l10]和 

ALP染色_1 。均在 OLYMPUS光学显微镜下观察 。用 CM 

一 2000生物 医学图象分析系统对术后 1周和 4周的 PAS染 

色切片和 ALP染色切片的反应产物总面积与背景面积之 比 

(TA A)进行测量 ，所 有测量数据 以平均值 ±标准差 ( ± 

s)表示 ，采用 SAS6．12统计 分析软件进行方差分析及 SNK 

两两 比较 。 

2 结 果 

2．1 HE染 色观 察 

术后 3天：各组见骨小梁中央骨陷窝空虚和残 

留的骨细胞核强嗜碱性 ，靠近移植骨边缘的细胞大 

部分成活，骨小梁边缘可见立方形或柱状 的成骨细 

胞(核大，质偏蓝)，骨髓基质中见长梭形的间充质细 

胞。没有见到新生血管长人 ，没有新骨形成。周 围 

部分肌肉坏死 ，有少许炎症细胞浸润。 

术后 1周：各组移植骨骨小梁间都有新生骨样 

组织形成 ，骨小梁及新骨边缘见成线状排列的立柱 

状或圆柱状 、体积较大，细胞浆嗜碱性 的成骨细胞。 

部分区域偶可见破骨细胞。有新生血管长人移植 

骨。骨髓腔中可见交织成网状的长梭形的骨髓基质 

细胞。 

术后 2周 ：各组移植骨的骨小梁间新骨形成活 

跃，新骨组织排列不规则，呈巢状。新骨边缘见到成 

骨细胞。肌肉与移植骨组织间可见由长梭形的原始 

间充质细胞 向梭形 的骨祖细胞 ，再 向立方形或柱状 

的成骨细胞逐渐过渡的现象。骨小梁间新生血管周 

围见成骨细胞。 

术后 4周 ：各组见新生骨组织将各骨小梁结构 

连接在一起。排列紊乱的骨组织逐渐规则 ，向成熟 

编织骨和板层骨转变。新生骨组织边缘仍然有成骨 

细胞。部分地方可见破骨细胞。移植骨外周的新骨 

边缘有 由外向里从长梭形细胞向立方形细胞过渡的 

现象。 

术后 6周 ：各组新骨组织完全转变为板层骨组 

织 ，仍有新骨形成，新骨边缘见呈线状排列的成骨细 

胞 ，骨髓基质细胞变成成骨细胞。 

2．2 碱性磷酸酶染色 

术后 3天：骨小梁边缘柱状或立方形成骨细胞 

的胞浆内有黑色或棕黑色颗粒 ，髓腔 内长梭形骨髓 

基质细胞胞浆中也有黑色或棕黑色颗粒存在。 
’ 

术后 1周 ：新生骨样组织中的骨细胞碱性磷酸 

酶染色呈阳性 。新骨边缘成骨细胞线形排列 ，碱性 

磷酸酶染色强阳性。骨髓 中长梭形基质细胞染色呈 

黑色或棕黑色 ，周围组织 中的长梭形细胞染色阳性 ， 

新生血管周围细胞染色阳性。 

术后 2周：新骨形成明显 ，靠新骨组织边缘的骨 

细胞胞浆内有黑色或棕黑色颗粒 ，新骨边缘的成骨 

细胞染色阳性。 

术后 4周 ：有部分新生骨向板层骨形成 ，新骨边 

缘成骨细胞染色阳性。 

术后 6周 ：大量板层骨形成，骨小梁边缘和移植 

骨外周仍见染色阳性 的细胞存在 。 

2．3 PAS染 色 

术后 3天 ：PAS染色 阴性，移植骨中的部分骨 

细胞和成骨细胞成活 ，没有新骨形成。 

术后 1周 ：骨小梁问新生骨样组织形成 PAS染 

色阳性，呈红色或淡红色。新骨边缘成骨细胞的细 

胞浆染成红色。 

术后 2周：骨髓腔和骨小梁之间大量新生骨组 

织形成，呈放射状生长 ，染色阳性。其边缘线状排列 

的成骨细胞 ，胞质染成红色。 

术后 4周 ：骨样组织转化为成熟编织骨和板层 

骨组织 ，染色为弱阳性 ，边缘成骨细胞染色阳性。新 

骨组织向周围呈放射状延伸 。新骨组织将骨小梁连 

接起来。 

术后 6周 ：板层骨形成，染色为阴性。仍然有新 

生骨组织形成 ，新骨组织 PAS染色弱阳性 ，边缘可 

见成骨细胞。 

2．4 形态计量分析和统计分析 

2．4．1 术后 1周和 4周 染色的反应产物总面 
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积与背景面积之 比(TA A)进行测量 ，所有测量数 

据以平均值 ±标准差( ± )表示 ，图象定量分析结 

果见表 1，表 2。 

术后 1周和 4周的 染色图象定量分析结 

果统计学分析表 明，术后 1周 A～E各植入组 以及 

M 与 N各组间 比较的 P值均大于 0．05，各组间没 

有显著性差异。术后 4周的统计分析结果各组间比 

较的 P值均大于 0．05，没有显著性差异。 

2．4．2 术后 1周和术后 4周的 PAS染色的反应产 

物总面积与背景面积之比(TA／BA)进行测量 ，所有 

测量数据以平均值±标准差(z± )表示，其结果见 

表 3和表 4。 

表 1 术后 1周碱性磷酸酶染色形态计量学分析结果(j±5) 

表 2 术后 4周碱性磷酸酶染色形态计量学分析结果(j±5) 

表 3 术后 1周 PAS染色的形态计量学分析结果(j±s) 

表 4 术后 4周 PAS染色的形态计量学分析结果(j±s) 

采用 SAS6．12统计分析软件对形态计量学分析 

结果进行统计分析，结果是术后 1周及术后 4周 A～ 

E各植入组以及 M和 N各组间的 P值均大于 0．05， 

各组间统计学上无显著性差异。 

3 讨 论 

3．1 离体时间对成骨细胞活性以及成骨能力的影响 

移植骨愈合过程是骨祖细胞的增殖 、成骨细胞 

的分化 、骨诱导 、骨传导以及移植物的生物力学特性 

等多方面相互依赖的紧密结合过程。而早期由活的 

移植骨细胞形成的新骨通常对术后 4～8周内的骨 

痂形成是非常重要的L7 J。若植入时移植骨无活细 

胞成分 ，新骨形成完全由受植区细胞衍生 ，则新骨形 

成将延迟【8,9 J。经恰当处理的皮质骨和松质骨移植 

骨表面细胞能成活并产生新骨[3-6 J。Puranenll2 J发 

现新鲜 自体移植骨比在空气中暴露 1h的 自体移植 

骨对四环素的吸收能力强 ，并认 为新鲜 自体骨较强 

的骨形成能力与成活的骨生成细胞有关。＆， I3 J 

等发现植入前在生理盐水 中保 留 1h的移植骨对 四 

环素的吸收能力与新鲜 自体骨移植没有 明显差异， 

新骨形成没有多大的影响 ，而空气中暴露 1h会显著 

降低早期骨形成 。本实验通过兔 自体髂骨异位肌袋 

移植的组织学检查发现术后 3天 A～E各组移植骨 

中的成骨细胞和骨细胞仍成活 ，碱性磷酸酶染色呈 

阳性反应 ，术后 1周各组都有新生骨样组织形成，2 

周时新骨形成活跃 ，4～6周新骨逐渐变成板层骨 ； 

术后 1周及 4周的碱性磷酸酶( )染色和高碘酸 

雪夫氏(PAS)反应形态计量学统计分析各组没有显 

著性差异。细胞浆中显示 ALP活性和出现 PAS反 

应是成骨细胞功能旺盛的表现，表明有糖原存在 以 

及合成和分泌骨基质的有机成分活跃【14 J。同时，新 

骨基质中含有大量的酸性粘多糖，PAS染色 阳性 ， 

可以反映新骨形成量。说 明自体移植骨移植时生理 

盐水中存放 4h内对移植骨 的成骨能力没有 明显影 

响。本实验利用异位肌袋植入 ，排除了由周 围骨组 

织向移植骨中长人新骨 的骨传导作用的影响，能更 

准确反应移植骨本身的成骨能力 。提示在临床行自 

体骨移植时取骨后置于 0．9％生理盐水 中 4h内对 

移植骨本身的成骨活性没有影响。 

3．2 冲洗骨髓后对 自体移植骨成骨能力的影响 

有大量研究 已证明骨髓具有成骨能力[15--17]， 

骨髓移植后的坏死部分释放出成骨诱导物质，刺激 

受区非特异性间充质细胞分化为成骨细胞 ，继而形 

成新骨 ；骨髓移植后幸存下来的基质细胞受坏死骨 

髓细胞释放的因子或活骨髓细胞分泌的成骨因子刺 

激 ，以及受 区邻近骨 的影响，分化为成骨细胞【17]。 

本实验中部分骨髓基质细胞碱性磷酸酶染色 阳性 ， 

且有转变为成骨细胞的现象 ，证实 自体移植骨骨髓 

具有成骨能力 ；但冲洗掉骨髓与含有骨髓 的 自体移 

植骨在移植后的成骨作用没有 明显的差异 ，与以往 

的研究结论不一致 。其原因可能为骨髓是一个具有 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2003年第 28卷第 5期 (Journal af Chongqing Medical University 2003．Vo1．28 NO．5) 一 591 一  

多种细胞成分的复杂器官 ，有造血和成骨功能，可分 

为造血和基质两大系统。骨髓的成骨能力来源于骨 

髓基质系统的基质干细胞 ，它能 自动分化为成骨细 

胞，而骨髓 中的造血细胞对骨形成没有作用。骨髓 

基质由网状细胞，窦状血管和脂肪细胞所组成的网 

构成。基质间隔可以伸进骨内膜，哈佛 氏管及骨膜 

生发层[15,18]。生理盐水 冲洗掉 的细胞主要为造血 

细胞 ，基质因成网状相互交织 ，不容易被冲洗掉，所 

以成骨作用没有受到影响。另外，骨髓细胞的数量 

对其成骨作用有直接影响，Salama[”J报道 ，移植的 

骨髓量越大 ，诱导生成的新骨量越多。也可能因为 

本实验中异位移植的 自体骨块的体积小 ，骨髓成分 

较少 ，冲洗与没有冲洗掉骨髓 的移植骨 中的骨髓细 

胞数量差异小 ，因而在成骨方面没有显示 出明显的 

差别。 

3．3 自体移植骨的骨诱导作用 

骨诱导是在诱导刺激 因子作用下，使未分化的 

原始间充质细胞分化为骨祖细胞和成骨细胞 的过 

程。本实验在 自体移植骨周围可见到由长梭形的原 

始间充质细胞 向立方形 的成骨细胞逐渐过渡的现 

象 ：紧靠移植骨为成骨细胞 ，再外为短梭形细胞 ，较 

远为长梭形的原始间充质细胞，原始间充质细胞碱 

性磷酸酶染色呈弱阳性 ，成骨细胞强阳性 ，提示原始 

间充质细胞在移植骨的骨诱导因子作用下转化成为 

成骨I生细胞。骨诱导过程中主要的诱导因子是骨形 

态发生蛋 白(B )。BMP除了可从被破骨细胞吸 

收的移植骨的矿物基质中被释放外[19]，也可由成骨 

细胞合成和分泌 ，并且在骨形成过程中，成骨细胞能 

合成并分泌 比以前 更多 的 BMP，增进骨诱 导[20]。 

因此，有成活的成骨细胞的 自体移植骨在早期就有 

成骨细胞合成和分泌的 BMP，能更早发挥骨诱导作 

用。 

3．4 小 结 

自体骨移植时若处理恰 当，移植骨中的成骨性 

细胞能成活，并通过骨生成和骨诱导作用对早期新 

骨形成起重要作用。基于过去研究证实将移植骨置 

于空气中 1h即会产生不利于存活的影响 ，本实验证 

明冲洗骨髓腔并不影 响移植骨存活 ，故将移植骨取 

下后置于 0．9％生理盐水中是合理的方法。 
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