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大剂量糖皮质激素诱导兔股骨头坏死的研究
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提　要　目的:采用大剂量糖皮质激素诱导实验性股骨头坏死 , 观察用糖皮质激素过程中和停药后股骨
头的变化。方法:给家兔注射 2.5 mg·kg-1·d-1的地塞米松 ,光镜 、透射电镜和 X线摄片观察股骨头的病理变

化过程。结果:①4 周光镜下股骨头国软下区出现典型骨坏死灶 , 且随时间的延长而加重。 8 周软骨下区平均
骨陷窝空虚率达(51.8±11.7)%, 骨髓坏死广泛。停药后骨坏死程度加重 , 6 周骨陷窝空虚率为(72.9 ±

11.4)%;负重区新骨形成少 。②电镜下见骨细胞经历了变性 、坏死 、溶解的病理过程。 ③6～ 8 周 X 线片示股

骨头出现不规则透亮区 ,停药 6 周仍存在且伴周围骨质硬化。结论:大剂量糖皮质激素可直接导致股骨头坏

死 ,停药后骨坏死病程仍继续发展;负重区骨修复能力差可能是股骨头坏死塌陷的重要病理基础之一;地塞米
松诱导的兔股骨头坏死反映了该病的基本病变特征和病理过程。
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Study of femoral head necrosis induced with large dosages of glucocorticoid

in rabbits
ZHOU Qiang , LI Qi-hong , YANG Liu , LIU Feng-xian , CAO Jia(Department of O rthopedics , Southw est Hospital , Third

M ilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

Abstract　Objective:To establish an experimental model of femoral head necrosis wi th the

administ ration of large dosages of dexamethasone (DEX)in rabbits and observe the pathological

changes of the femoral head during and after DEX administration.Methods:DEX of 2.5 mg·
kg
-1
·day

-1
was injected to the rabbi ts for 8 weeks and the histopathological changes of the

femoral head of 36 rabbits w ere observed wi th light microscopy , t ransmission elect ron microscopy

and radiog raphy.Results:①In the 4th week after DEX treatment , typical necrotic foci appeared
in the subchondral region of the femoral heads and the change became prog ressively severe along

w ith the elapse of time.In the 8th w eeks , the rate of empty osteocy tic lacunaes w as (51.8±
11.7)%and the marrow tissue w as also ex tensively necrotic.After the cessation of DEX adminis-
tration , the necrotic changes were more aggravated.In the 6th week af ter cessation , the rate of

empty lacunaes w as increased to (72.9±11.4)%.Although the activi ty of bone repair w as in-
creased , new bone formation w as less in the weight-bearing region than in other regions.②Under
electron microscopy , osteocytes were found to be degenerative and necrotic and disappeared even-
tually.③In the 6th to 8th weeks of DEX treatment , irregular radiolucent cy stic areas in the sub-
chondral region of the femo ral head w ere found on the X-ray f ilms.In the 6th w eek af ter DEX

treatment , the radiolucent areas still existed and new bone w as formed around them.Conclusion:
The administ ration of large dosages of dexamethasone can result in femoral head necrosis and the

patholog ical changes cont inue on even the administration of dexamethasone is stopped.This may
be one of the important facto rs to cause collapse of the joint surface in the later phase of the heal-
ing of femo ral head when the act ivity of bone repair is no t sufficient in the w eight-bearing region

of the femoral head.Our study of dexamelhasone-induced femoral head necrosis demonst rates the

basic pathogenic features and the pathological development.
Key words　necrosis;femoral head;glucocorticoid;experimental model;rabbi t
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　　股骨头坏死(Femur head necrosis ,FHN)是应用糖

皮质激素(Glucocorticoid ,GC)的严重并发症 ,治疗困

难
[ 1]
。目前尚缺乏能较好地反映 GC 诱导性 FHN 病

理变化过程的动物模型 ,从而影响其病理机制和防治

的进一步研究。本实验通过给予家兔大剂量地塞米松
(Dexamethasone , DEX)诱导 FHN , 观察了 GC 诱导

FHN的病理变化规律 。

1　材料与方法

1.1　动物分组
12 ～ 18 个月龄的健康日本大耳白兔 36 只(由第三军医大

学实验动物中心提供), 体重为 3.5 ～ 4.5 kg , 分为两组。实验

组 30 只:每天一次肌注 2.5 mg/kg DEX , 至第 8 周末停药 , 在

2 、4 、6 、8 、10、14 周分批处死。对照组 6 只:肌注等量生理盐水 ,

在 8、14 周分两批处死。两组均给予抗菌素预防感染。

1.2　观测指标
处死动物 ,解剖双侧股骨并摄 X 线片后 ,切取双侧股骨头 ,

在股骨头软骨下区取约 1 mm3 大小的骨组织 2 ～ 3 块 , 给予

3%戊二醛固定 , 4°C 保存。经脱钙 、包埋 、病变区光镜定位等常

规处理后作超薄切片 、醋酸双氧铀及柠檬酸铝双重染色 , 透射

电镜观察。其余股骨头标本以 10%中性福尔马林固定 , 经脱

钙 、常规石蜡切片 、HE 染色 , 光镜观察。骨组织坏死程度以股

骨头软骨下区平均骨陷窝空虚率(%)表示。

1.3　统计学分析
数据用  x ± s 表示 , S 采用第三军医大学数学教研室

SPM R医用统计程序包进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　股骨头 X线片的变化
实验组动物用 DEX 4 周股骨头表现为骨质疏松 , 6 ～ 8 周

后双侧股骨头软骨下区可见非对称 、不规则囊性透亮区。停药

后股骨头透亮区仍存在 ,停药 6 周在透亮区周围可见明显的骨

质硬化等表现 ,见图 1。

2.2　股骨头组织病理变化
2.2.1　光镜观察　　实验组 2 周软骨下骨板和骨小梁内空虚

的骨陷窝增多 ,呈小灶性分布 , 髓腔内骨髓明显脂肪化。 4 周和

6 周 , 股骨头软骨下区出现典型的骨坏死灶 , 其内骨陷窝空虚 ,

骨髓出现典型的坏死 、溶解 、渗出 , 见图 2。 8 周 ,软骨下区骨坏

死灶大且更典型 , 见图 3 , 平均骨陷窝空虚率达(51.8 ±

11.7)%。同时 ,骨质表面可见破骨细胞增多 , 骨的吸收明显 ,

软骨下骨板变得菲薄 , 并出现中断和缺失 , 软骨下区髓腔明显

扩大。骨髓的病变特征为大片灶性或弥漫性骨髓坏死 、溶解 、

渗出 ,髓内小血管变性 、坏死。 髓腔内可见轻度的炎症反应和

少量纤维化。停药 2 周 , 骨坏死继续存在 ,骨修复活动增强 , 可

见骨质表面附着有增多的破骨细胞或骨祖细胞和成骨细胞 , 有

新骨形成。停药 6 周 , 软骨下区骨组织坏死程度进一步加重,

平均骨陷窝空虚率达(72.9±11.4)%;股骨头负重区新骨形成

少, 宽大的髓腔 、纤细的骨小梁 、软骨下骨板菲薄或缺失仍存在,

而非负重区新骨形成明显增多 ,坏死或陈旧的骨小梁因新骨沉

积而明显增粗, 表面有明显增多的骨祖细胞或成骨细胞。骨髓

有范围大小不一的坏死 、溶解 、渗出和小血管变性坏死。与用

DEX 8 周相比, 停药后髓内炎症反应明显增强 ,纤维化增多。

　图 1　停 DEX 6 周 X线片示股骨头透亮区和周围骨质硬化

Fig 1　Radiolucent cystic area and bone sclerosis around it

in the subchondral region of femoral head on the

roentgenograms in the 6th week after cessation of DEX

　图 2　用 DEX 4 周股骨头坏死骨组织( )和骨髓坏死

溶解(←)　(HE×100)

Fig 2　Necrotic bone( )and necrotic marrow(←)in femoral

head in the 4th week of DEX-treatment 　(HE×100)

　图 3　用 DEX 8 周软骨下大片坏死骨( )　(HE×100)

Fig 3　Extensively necrotic bone( )in the subchondral region

in the 8th week of DEX-treatment(HE×100)
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　　实验组 ,各时相点股骨头软骨下区平均骨陷窝空虚率随时

间延长而增高 ,且均非常显著地高于对照组(P < 0.01), 14 周

达最高 ,见表 1。

2.2.2　电镜观察　　实验组用 DEX 4 周 ,病变区的残存骨细

胞变性 ,表现为线粒体肿胀 、胞质内大小不一的脂肪滴 、胞质髓

鞘样变(见图 4)和(或)核固缩等。骨髓细胞浆水肿 、线粒体肿

胀。用 DEX 8 周 , 病变区大部分骨陷窝内骨细胞消失 、充满脂

质 ,少部分骨陷窝内存留严重脂肪变性的骨细胞或破碎的细胞

残迹。停药 2 周 ,骨陷窝内脂质沉积明显减少。停药 6 周 , 病

变区绝大多数骨陷窝内骨细胞消失 ,可见极少数变性坏死的骨

细胞残存。

图 4　用 DEX 4 周骨细胞胞质髓鞘样变　(TEM×20 000)

　　Fig 4　Myelin-like figure in the osteocyte in the 4th

week of DEX-treatment 　(TEM×20 000)

3　讨论

大量临床资料统计表明 FHN 的发生与持续 、大

剂量应用 GC 和一定的治疗时间有密切的关系 ,与小

剂量长时间用药无明显关系[ 2 ～ 4] 。我们模拟临床用

药 ,综合文献报道与 FHN 相关的 GC疗程中平均每天

用药量 ,通过药物间等效和种属间剂量换算 ,确定给予

兔2.5 mg·kg
-1
·d
-1
(相当于人 1 mg·kg

-1
·d
-1
)的

DEX诱导 FHN 。

实验结果表明 ,我们的用药方案直接诱导产生了

典型的 FHN病变。骨髓成分的坏死是骨坏死最可靠

的证据[ 5] ,用 DEX 4周后出现典型的骨组织和骨髓组

织坏死灶 ,并随时间的延长而增大 。骨细胞坏死 、溶解

是一个较缓慢的过程 ,因此 ,在临床 FHN 标本的坏死

区中常有部分骨陷窝内残存变性坏死而未溶解的骨细

胞 ,文献报道坏死区骨陷窝空虚率为 50%～ 80%。我

们采用平均骨陷窝空虚率以客观反映股骨头软骨下区

骨组织坏死程度的变化 , 用 DEX 8 周达(51.8 ±

11.7)%,停药 6周上升为(72.9±11.4)%。电镜观察

证实病灶区骨细胞经历了变性 、坏死 、溶解过程。这些

结果说明本实验所诱导的 FHN 病变与临床股骨头坏

死区的病理变化基本一致。Fisher(1972)等延用在脂

代谢研究中的剂量 ,给家兔注射长效甲基强的松龙 10

mg/周诱导 FHN 。此后 ,国内外研究者基本上应用相

似的 GC 剂量 。其主要病理变化为软骨下区骨陷窝空

虚率升高和骨髓脂肪化 ,没有典型的骨组织和骨髓坏

死 ,X线片表现为骨质疏松 ,与临床上 FHN 的变化相

比有明显差距 ,因此 ,有的学者认为单纯用 GC 不能导

致FHN[ 6] 。我们的实验结果证实了大剂量的 GC 可

直接诱导典型的 FHN 。在以往实验研究中没有诱导

出典型的 FHN 病变 ,可能与忽视种属间药物的量效

差异和用药剂量偏小有关 。

临床上观察到的 FHN 病理变化大多属于临床

期。了解在停用 GC 后和临床前期股骨头的病理变

化 ,对认识 FHN 的病理机制及其防治无疑是非常重

要的 。目前国内外鲜有这方面的实验报道。我们的观

察表明 ,停药后骨组织坏死程度不仅没减轻而是进一

步加重 ,包括髓内小血管骨髓的坏死继续存在;骨修复

活动虽逐渐增强 ,但主要限于非负重区 ,负重区新骨形

成少。X线片显示停药 6周股骨头透亮区仍存在且周

围骨质硬化 , 与临床早期 FHN X 线片变化基本相

同[ 7] 。透亮区的出现是死骨吸收的结果 ,而停药后透

亮区在股骨头负重区继续存在与组织学观察发现该部

位骨修复能力低下相符合 ,可能是 FHN 塌陷好发于

负重区的病理基础之一。关于停药后 FHN 变化发展

的病理机制目前尚不清楚 ,但它对于研究阻止 FHN

发展进入临床 7期具有重要意义 ,有待于深入研究 。
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22℃和-80℃保存血小板磷脂的改变

Changes of platelet phospholipid in course of the storage at 22℃and -80℃
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　　采用 HPLC-UV 分析在 22℃和-80℃保存条件下血小板

的 4种主要磷脂 PC、PE 、PS 、PI 的变化情况 , 并就血小板磷脂

改变对血小板聚集功能的影响和在血小板贮存损伤(Platelet

storage lesion , PSL)发展过程中的作用进行探讨。

1　材料与方法

1.1　浓缩血小板的制备
20 位健康献血者 ,按血库操作规程采血 , 每人捐献 400 ml

全血;经二次离心制成浓缩血小板悬液20 单位(从 400 ml全血

中提取的血小板为 1 单位)。血袋为 ACD-B 三联袋(上海血液

中心产品)。

1.2　分组
将每单位浓缩血小板分装成两份 , 分别编为甲 ,乙两组 , 每

组 20 个样本。采血当天的新鲜血小板为对照组。甲组于 22℃

水平振摇保存(XHZ-1 型血小板恒温振荡保存箱 , 60 次/min ,

苏州产),分别在第 3 天 、第 5 天取样检测 , 与对照组比较作动

态观察。乙组用二甲亚砜(DMSO)作为防冻剂 ,终浓度为 5%,

-80℃冰箱(Scien Temp Model 85-6.8 ,美国产)保存 , 分别在 1

月 , 3 月 , 6 月取样测定 , 与对照组比较进行动态观察 , 用前在

37℃水浴快速融化。

1.3　实验方法
1.3.1　提取脂质　　按文献[ 1] 报道 ,将血小板悬液用冷生理

盐水(4℃)洗涤 , 直到完全去除血浆。再用冷生理盐水将血小

板调至 400×109/ L ,白细胞和红细胞污染数量少于 1/ 4 000 血

小板。将洗涤后的血小板在冰水浴中匀浆。取 3 ml血小板匀

浆液+2倍的氯仿-甲醇提取液(2∶1 , v/ v),离心去上层液;再

加入甲醇-水提取液 ,离心去上层液;取 1 ml氯仿液 ,用氮气吹

干 , -20℃保存备用
[ 2]
。

1.3.2　试剂 　　4 种磷 脂标准品:磷脂酰胆碱(Phos-

phatidylchuline , PC), 磷脂酰乙醇胺(Phosphatidylethanol-

amine , PE), 磷脂酰丝氨酸(Phosphalidy lserine , PS), 磷脂酰

肌醇(Phosphatidy lino sitol , PI)均为 Sigma 公司产品;乙腈 、甲醇

为HPLC(色谱)纯级 , 上海吴泾化工厂生产;其它试剂均为分析

纯。

1.3.3　仪器与色谱条件　　高效液相色谱系统(法国 Gilson

公司);色谱工作数据站(中科院大连化物所)。色谱柱:μPorasil

silica , 300×4.0 mm ,粒径 10 μm;流动相:乙腈-甲醇-磷酸(90∶3

∶1 , v/v);流速:0.8 ml/ min;进样量:20μl;紫外检测波长 203

nm;时间 25 min;柱温:室温;色谱数据:工作站进行数据处理。

1.4　血小板聚集功能测定
诱导剂:ADP , 浓度分别为 0.2 , 0.1 , 0.05 mmol/ L;测定 5

min , 记录血小板最大聚集率(PAG);仪器:TYXN-91 型血液凝

集仪(上海产)。
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