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异种脱钙骨基质及其释放系统的实验研究

林贵德 柯新华 王民 j N l(大坪 医院 骨科 )

提 婆 异种脱钙骨基质 ( D H BM )及其释放系统 ( D S )的实验研究旨在 提高 D H BM诱 导

成骨的成功 奉 ;。

实 验 用 小 公 牛 长 骨 干 制 成 HD BM
,

加 D S 一 e a
e l

。
或 c a s o ` + N 氏 Z H P o ` +

K H : PO `
移植到家兔尺骨 1

.

s c m 缺损内
。

经观察
,

X 一 线照片的骨钙化影出现率 除 C a

1C
2
组 1 6

、

2Q

周外可 达 1 00 %
,

组织学为 1 00 % 的新生骨形成
。

作者认为
:

H D B M及 D S诱 导 成 骨 好 的 原 因 是

C a e l
:

或e a S O `
中 e a + +

与N a : H P o ` 、

K H Z p o `
可促进 H D B M 中 B M p 加速释放的结果

。

关健词 诱导成骨 ; 异种脱钙骨基质 ; 释放系统

异种骨移植主要是 K i e l
一

B o n e 、

B o p l a掀
、

O s w e r 士r y
一

B o n e 、

I n o r g a n i e
一

B o n e 、

异 种 脱

钙骨基质 〔H e 七e r o g e n e o u s D e 。 a l e i f i e d B o n e

M a t r i x ( H D B M )
,

〕等
,

因失败率高
,

实验 和 临

床仍处于停滞状态
。

本文报告 H D B M 及其释

放系统 〔D 。 l i v e r y S y s t e n ,
( D S ) 〕实验

,

经观

察H D B M 加 D S可提高 H D B M诱导成 骨 成 功

率
。

材 料 和 方 法

一
、

工JD B M 制 备

出生后 24 ~ 7 2 h的小公牛
,

活杀后 在 清洁 条 件

下截取四肢长骨干
,

剔除软组 织
、

骨 膜
、

劈 成 骨

片
,

用净化水冲刷 骨 髓
、

残 血
,

剪 成 0
.

1 2 m 。 ”
~

。 .

s m m a ( x o
.

3 2 m m
3沙 骨屑

,

蒸馏水浸洗 过 滤
、

吹干
,

用不同浓度酒精
、

无水 乙 醚 脱 水
、

脱 脂
,

30
O

C恒温干燥
,

室 温 (l 2 ℃ 士 ) 下。
.

SN H C I脱 钙

7 zh
,

洗酸至 p H 7
.

o i 一了
.

2
,

再次脱 水
、

脱脂
、

干

燥
,

分装 0
.

59/ 包
,

三层聚乙烯薄膜 密 封
,

环 氧 乙

烷消毒
,

3 次培养无菌生长贮冰箱备用
。

二
、

释放 系统配制

配制 2 5m m
o l C a S O ` 、

2 5 tn o o l C a C I :
、

5 m m o l

Na Z HP ( ) `
,

6 m m o 1K H : P o ` 、
0

.

9% N a C I
,

高压

消毒备用
。

三
、

动物 分 组

健康 成 年 寥兔 ` 5只
,

体重 2 0 0 0一 3 8 “ 0 9 (又

27 04
.

5 9 )
,

雄 2 4
,

雌 2 1
,

随机分 3 组
。

除 ( I )
、

( l ) 组 2 只
、

( I ) 组 1 只作单侧外
,

余均作双

侧
,

相隔 J 周
。

( I ) 组
: C a S O ` + N a : H P O ` +

KH: PO ` + H D B M 0
.

2 5 9 , ( I ) 组
: C a C I: +

N a : H PO
` + K H Z P口

` 午 H D B M 0
.

2 5 9 , ( 1 ) 对

照组
: 0

.

9% N a C I + H D B M o
.

2 5 g
。

四
、

移植术

2
.

5%戊巴比 妥 钠 1
.

2 m l/ kg 体 重
,

静 脉 内麻

醉
,

无菌技术下前臂中段外侧切 口 2
.

cs m
,

显 露尺

骨中段
,

咬除连骨膜在 内 的 骨 质
,

造成 1
.

sc m 缺

损
,

分别按 ( I ) ( I ) ( l ) 组移 植
,

全 层 缝

合
,

分笼饲养
,

条件一致
。

五
、

观察 内容

1
.

X 一 线照片
,

术后立即 (对 照 )
、

4
、

8
、

12
、

1 6
、

20
、

2」周正狈师川讯片观察成 骨 的 生长 范

围
、

密度
,

与母骨的关系
。

2
.

组织学 检 查
: 3 组

均按术后 4
、

8
、

1 2
、

1 6
、

2 0
、

2 4 周活杀取标本
,

常规 jtJ 片
,

H E染色
,

少}有 ( I ) 组 2 只 ( I ) 组

2只留作长期观察
,

并 于32
、

42 周照片
、

活杀作组

织学观察
。

结 果

2
.

( I ) 组 死亡 1 只
,

挠骨骨折 1只
;

( I )

组死亡 2 只
; ( l ) 组挠骨骨拆 1 只

,

共 5 只 不计

入结果
。

则 ( I ) ( I ) 组各 1 6只 3 0侧
,

( I ) 组

8只 1 5但]」
。

2
.

X 一 线照片
:

为便于比较 3组间 X 一 线片

骨钙化影的数量
,

综合全 实验 X 一 线照片
一 ,

骨钙化

影分四级
: o 级一无

, I 级一灰白色密度增深的点

状或云雾状影
;

I 级一骨钙化影充填并连接骨端
,

但不足决陨区纵断面的 3 / 5
,

或已完全充填 并连接

骨端
,

但形状不规则
,

月
.

排列紊乱
;

I 级一 I 级断

面超过 3/ 5
,

且
.

形状规则
,

排列整齐
,

密度 接 近母

骨
。

结采见附表
。
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附表 X
一
线骨钙化影

I组 30 侧 I组

0

3 0侧

11一 I

III组

1 亚一 I计

1 5侧

I五一 I计

侧 侧 侧一—
.

厕 一
-
厕一 一一预r 一

- 一” 一
侧 侧 侧

% % % 9`
·

% % % ;石

数 数 数 数 数 数 数 数 数 %

` 周 6 :
.

了 0 61 3
.

3
一 。

一感丁
一

压石
一 。 3丁 飞万 石瓦下

一

了一感 ;3一息。 1 13 7
.

3 46 2
.

70 万 5

8周 0 3 1 0 53 1 50 6 20 1 5 57
.

7 1 1 4 2
.

3 26 6 50 6 50 0 1 2

1 2周 0 3 76
.

81 26 3
.

219 0 10 吐0 1 56 0 2 57 70 3 3 0 0 10

16周 0 6 峨0 9 6 0 1 1 5 5
.

9 6 3 5
。
3 0 1 5 8

.

1 7 6 4 86
.

7 3 3 2
.

3 0 6

20周 0 3 3 7
。

5 56 2
.

5 810 1 4 40 0 0 1 5 53 7 1 5 2 50 4

24周 0 0 6 10 0 6 0 23 3
.

3 6 64
.

76 210 0 0 0 2

3 2周 0 0 40 0 1 4 4 10 0 4

4 2周 0 20 10 0 20 0 0 1 2 2

( I ( )I )组骨钙化影的等级基本相同
,

对

照组仅部分动物出现 I 级
。

3
.

组织 学检查
: ( I ) ( I ) 组的组织学变

化基本相似
,

( I ) 组差别较大
。

故以 ( I ) 组为

主进行描述
。

早期因死亡
、

骨折者
,

作 5 天及 2周

观查
。

5 天
,

H D B M 周围炎性细胞密 集成团
,

有的

H D B M 被问充质细胞 lbl 绕
,

乙细血管附 近出现少数

成软骨细胞
。

2周
,

成软骨细胞
、

软 骨 细 胞
、

基

质及成骨细胞
、

骨细胞
、

基质 与胶 原 纤 维
、

间充

质细胞
、

炎性细胞等纵横交错组成 早 期
“
骨 样组

织
”
等早期变化嵌于断 端 之 间

,

其 中 有 孤 立 的

软骨细胞团
,

骨细胞
“
岛

” 。
4 周

,

断 端 间 可见

软 骨 内 成 骨 的演变 过 程一 H D B M 表 面 或腔 隙

内的间充质细胞
,

软骨细胞和基质
,

粗大紊乱的骨

小梁呈片状连接
,

而无明显界限
。

同时可见膜内戍

骨的演变过程一 H D B M 周围 的 毛 细 皿 管 破 裂
,

R B C外逸
,

成丹细胞
、

骨细胞和基质
,

杂有粗大 紊

乱的骨小梁
。

( I ) 组基木相似
。

( l )组断端出现少

量软骨细胞团
。

8 周
,

断端间骨小梁增多
,

且逐渐

改造
、

重建
,

其腔隙内出现少量骨髓细胞
,

仍有浅

存的 旱期变化
。

( I ) 组基术相同
,

( l ) 组断端

间软骨 细胞团增加
。

12 周
,

骨小梁改造
、

重建
、

塑

形更趋完善
,

断端 lITJ 呈本上 由新生骨组织连接
,

骨

髓腔扩人
,

骨髓细胞增多
,

但新生骨组织中仍杂有

早期 变化
。

( I ) 组 乍11似
,

( 1 ) 组改变不大
。

1 6

周
,

断端完全山新生骨组织连接
,

但新生骨较母骨

粗大
,

密度不 一致
,

塑形仍不完善
,

骨 髓 细 胞增

多
,

早期变化减少
。

( I ) 组塑形较左
。

( I ) 组

断端出现孤立 r内竹小梁
。

加周
,

塑形良好的 新匕主骨

完全连接断端
,

仍有 H D B M 等残存
。

两种 成 骨方

式 及各种 ) ,丈骨阶段仍然存在
。

( I )组相似
,

( I )

组无 改变
。

2 、周
, `

塑形史完善
,

但仍杂有不规则
、

粗大的骨小梁
。

( I ) 组相同
。

32 周
,

新生骨塑形

更 为完 全
, ` J 走州李近似

。

42 周
,

新生骨无吸收
,

塑

形仍未完全
。

讨 论

1 5 5。年S e 、 : 1: 用牛 D B M修复人和 犬 的 骨

缺损获得成功
,

其后 H D B M在实验研究和临

床应用的结果均不够理想
。

本实验 H D B M诱

导成骨的X 一 线照片和组织学检查均证明 诱

浮成骨优良
,

但仍有一些问题尚须探索
。

19 8 4

年U r i s t ( ` )用阶 C a 。
( P O

`
)

:

加 BM P (骨 形 态

发生蛋自 ) 以加速 BM P 释放增强骨 诱 导活

性
,

结果 21 天的新生骨量 比 单 纯 用 B M P大

1 2倍
。

19 6 5年 P a t t e ( “ )用 C a C 1
2

加 D B M 及 磷

酸缓冲液使再钙化率从
一

单 纯 D B M 的 20 %上

升 到 1 0 0%
。

1 9 5 3年 N a d e ( 3 )用 C a 。
( P O

`
)

3 -

O H
、

C a 3
( P 0

4
)

:

加 自体骨髓可产生新生骨
。

1 9 8 7年作者在成 形 D B M 实 验 中 发 现 加用

C a S O
`

者有的动物 4 周时完成 1
.

sc m骨 缺 损

的骨性连接
。

因此从木实验结果 可以推论
:

( 一 ) C a + +

在促进 I{ I ) B M 中的 B M I〕 加 速释

放有重要作用
,

本实验 ( I ) ( 业 ) 两组的诱分
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成骨基本相似
,

证实 D s 中 c a + ;

是诱导 成 骨

的关 键 之 一
。

(二 ) N a Z
H p o

` 、

K H
Z
P o

`

在 D S中的作用
, 1 9 6 5年 p a

枷
`“ )指 出

:
C a C I

:

处理 后 产 生 C+a
+

的 有 机 复 合 物
,

加 上

N a Z
H P O

; 、

K H
:
P O

:

则转变为磷 酸 钙 的有

机复合物
,

可能是促成 磷灰石沉积的主要动

力
,

使再钙化率达 到 10 D%
。

另 外飞 B M P在

弱硷性溶液中活性最 强
。

本 实 验 H D B M的

p H为 7
.

0 1一 7
.

2 ,

加用 N a Z
H P O

`

及 K H
Z
P O

`

后使 H D B M始终处于弱硷性的环境中
,

有利

于 B M p活性的发 挥
。

1 9 7 5年 C h a l m e r ( 4 )也指

出诱导成骨的组织环境对诱导成骨是必需 具

备 的 条 件 之 一
。

可 以 认 为 N a Z
H P O

` 、

K H
Z
P O

`
是为 H D B M 加速释放 B M P创造一个

良好环境
,

是 D S中的一种有力 促 进 剂
。

实

验中 X 一 线照片的连续观察
,

骨钙化影的密

度始终较母骨为高
,

且多为颗粒状
,

结合组

织学检查
,

经制片脱钙后
,

切片中诱导成骨

过程所诱导的细胞和组织 间一 直 有 空 隙存

在
,

作者认为这是再钙化后沉着的钙盐吸收

缓慢之 故
。

另外诱导成骨中早期成骨变化一

直到 3 2周始终存在
,

说 明 H D B M及 D S诱 导

成骨过程缓慢
,

而且不够 完 善
。

其 原因
:

( 1 ) 1 9 6 3年 K a r g e s (” , 、

A n d e r s o n (
` ’ 指 出

异种骨的成骨需 6 个月以上方可完善
; 1 9 5 4

年 M a
at

z ( 7 )认为异种骨成骨完全的时间为 自

体骨的 3 倍
,

同种骨的 2 倍
。

所眨侧义实验观

察时间不够
,

诱导成骨缓慢且不够完善的现

象仍然 存 在
。

( 2 ) 1 9 5 5年 T h o m a s (吕)等认

为双磷酸盐会延缓骨样组织骨化
。

( 3 ) 本

实验的 H D B M未经
“ ”

C o 处理
,

故免 疫 反应

不能除外
。

实验表明
:

( a) H D B M及 D S诱

导成骨的方式是软骨内骨化与 膜 内骨 化并

存
。

(b ) H D B M加 D S可使诱 导成骨产生的

骨样组织和细胞充填骨缺损
,

防止结缔组织

伸入发生骨不 连接
。

但因诱导成骨缓慢且不

完善
,

不完全符 合临床骨移植术中的要求
,

所 以 H D B M 加D S应用于临床还需 要作 进一

步的研究和探索
。
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: g r o u p i n 1 6 w a n d 2 0 w a l l t h e i m p l a n t o d

b o 且 e m a t r i x s h o w s 1 0 0 % e a l e i f i e d s h a d o w s a n d t h e n e w b o n e f o
r m a t i o n i s 1 0 0%

i d e n士i f i e d h i s t o l o g i e a l ly
.

T h e a u t h o r b e l i v e d t h a t t h e e a u s e o f t h e e x c e l l e n t b o n e

i n d u e t i o n o s t e o g e n e s i s o f H D B M
a n d i t s D S i n C a C I

: o r C a s o ` , w a s t h e r e s u l t s

o f C a + + w i t h N a :
H P O

` a n d K H
Z
P O

`
t o e n h a l i e e d a n d a e e e l e r a t e d B M P d i l i r e r y

i : : H D B入奋
。

K e y w o r d s : i l l d u e t i o n o s t e o g e n i e ; h e t e r o g e n i e ,

d e e a l e i f i e d b o n e m a t r i x ; d i l i
-

v e r y s y s t e m

(上接 3 5 9页 )

M a e r o 一

m i e r o 一 a n a t o m y o f M u s e u l o 一 e u t a n e o u s

F l a P s a t D o r s a l i s P e d i s

Z h a n g F a n g m i n g a n d C h e n E r y u ( D
e r a r tm e n t o f A n a t o m y

.

T h i r d M i l i t a r y M e d i e a l C o l l e g e
)

T h e m
.

e x t e拜s o r h a l l u e i s b r e v i s a n d m
.

e x t e n s o r d i g i t o r u 试 b r e v i s a n d t h e i r

b l o o d v e s s e l s a n d n e r v e s o f 3 0 f e e t o f C h i n e s e e a d a v e r s a r e o b s e r v e d a n d m e a -

s u r e d u n d e r t h e o p e r a t i v e m i e r o s e o p e
.

A
.

t a r s e a l a t e r a l i s a n d t h e l a t e r a l b r a n e h

o f n e r v u s p e r o n e u s p r o f u n d u s a r e t h e b e s t e h o i e e a s t h e p e d i e l e o f t h e m u s e u l o
-

e u t a n e o u s f l a p s a t d o r s a l i s p e d i s
.

A e e o r d i n g t o n e e e s s i t i e s t h e s i z e o f m u s e l o m a y

b e d e t 。 。 t e俘 r a 直d o m l y f r o m m e d i a l t o l a t e r a l
.

K e y w o r d s : s u r g i e a l f l a P s ; f o o t /A H ; a r t 。 r i a t a r s e a l a t e r a l i s


