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异种脱钙骨基质加释放系统诱导成骨的
“

H
一

T d R
、 ` ”

C a

示踪研究
*

柯新华 林贵德 工民刚 (第三军医大学大坪医院 骨科 ) 6 3 0 .01 2

扭 耍 采用W is t ar 大白鼠 105 只
,

于双侧股 四 头肌 内 随 机 植 入异 种 脱 钙骨基质 (简称

H D B M )
。

H D B M + C a C I: + N a Z H P O 一 + K H : P O 一 、

H D B M + C a S O 一 + N a Z H P O 一 + K H Z PO 一 、

H D B M + N a C I
。

通过示踪剂 s H
一

T d R
、

“ C a连续检测
,

结果 证明 C a S O ` + N a Z H P O ; + I丈H : P O `

或C a C I: + N a : H P O . + K H : P O . 均是 H D B M诱导成骨的良好促进剂
,

用 其 处理的 H D B入全具有很

好的诱导成骨作用
,

但前者 比后者更优
。

关. 询 异种脱钙骨基质 , 释放系统 , 诱导成骨

为了提高异种骨移植的成骨效率
,

开展了异种脱钙 骨 基质 ( H
e
et or g en ou

s D e
ca l c iif

e d

Bo n e M at
r i x

,

H D B M ) 加释放系统 ( D e l i v e r y S y s t e m
,

D S ) 移植的动物实验
。

本文 旨在

通过示踪剂
3 H

一
T d R (氖标记胸腺嗜咤核贰

,

即同位素
” H

一

胸 腺嗜咙核贰 )
、 ` ”

C a (即同位

素钙
` “

) 的连续检测
,

探讨 H D B M + D S的异位诱导成骨变化 和D S的作用
。

1 材 料 和 方 法

1
.

1 H D B M 的制备

采用出生后 24 h内雄性牛
,

清洁条件下活杀
,

取四肢长骨干
,

别除骨膜及软组织
,

劈成骨条
,

净化水洗

净残血和骨髓
,

沥干
,

剪成。 .

12 m m ,一 。 。
s m m

昌

骨屑
,

蒸馏水反复浸洗
、

过滤
,

吹干
。

不同浓度乙醇 按不同

时限进行阶梯性脱水
,

无水乙醚脱脂
,

过滤
,

吹干
,

30 ℃恒温干燥
。

然后
,

室温 ( 12 ℃左右 ) 下
,

0
.

5N 盐

酸脱钙 72 h
,

蒸馏水洗至 p H 7
。 。 ,

再次脱水
、

脱脂
,

干燥至 3次称重恒定
,

分装拍 m g / 包
,

两层聚乙 烯薄膜

密封
,

环氧乙烷消毒
,

细菌培养3次无菌生长
,

4 ℃下贮存备用
。

1
.

2 D S 的配制

按分析化学方法配制 2 5 m m o l C a s o 。 、
2 5m m o l C a C I :

、
0

.

l m o l N a Z H p O . 、
o

.

l m
o l K H Z p O . ,

分

别分装
,

10 o m l/ 瓶
,

高压灭菌后使用
。

.1 3 动物分组
、

手术方法

健康成年W i st ar 大白鼠 (封闭群 ) 1 05 只
,

体重为 1 4 9
.

7土 19
.

59
,

雌性 沁 只
、

雄性 55 只
。 s H

一

T d R组

。o只
,

. C a组 4 5只
。

每组又随机分为 ( A )
、

( B )
、

( C ) 组
。

( A ) 组
: C a C I : + N a Z H P O ` + K H Z P O -

+ HD BM , ( B ) 组
: C a S O 一 + N a : H P O . + K H : P O . + H D BM , ( C ) 组 (对 照 组 ) : 0

.

9 % N a C I +

HDBM
。

1 %戊巴比妥钠。 。

35 0 1/ l 。。 g体重
,

腹腔内麻醉
,

剪毛
,

常规消毒
,

无 菌技术下两侧股 部外侧各切口

I c m
,

钝性分离股部肌肉成穴状
,

按 ( A ) ( B ) ( C ) 组植入不同移植物
,

,10 m g /部位
,

分层缝合切日
,

术后相同条件下分笼饲养
。

1
.

4 标本收集和检浏
. H

一

T d R 组 术后 Z d
、 ` d

、
s d

、
i o d

、
i 4 d

、
i s d

、
2 2 d

、
Z s d

. ` . C a 组术后 s d
、

1 4 d
、

l s d
、

2 2 d
、

2. d
、

s一d活杀动物
。

活 杀 前 Z h
, , H

一

T d R组按 i 卜C i / g体重
,

逐鼠尾 静 脉 注 射 , H
一

T d R , “ C a 组每鼠按

。
.

5林ic g/ 体重
,

于活杀前 4 h腹腔内注射 . C a C I :
。

( . H
一

T d R
、
幼 C a C I : 均由中国原子能科学研究院同位素

研究所提供 )

动物活杀后立即解剖出标本
,

去除附着的软组织
,

滤 纸吸干
,

称重后置有盖磨口试管内
,

加入70 % 过
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抓酸
、

0 3% 过氧化氢
,

75 ℃水浴箱内恒温消化h3
,

呈无色澄清液休
。

取。 .

3m l消化液置闪烁杯内
,

加 仪闪烁

液 13 tn l
,

避光保存过夜
.

L K B
一
1 2 1 7液体闪烁计数器测定

,

放 射性强度按 d p m / m g组织表示
` ” 。 . H

一

T d R
,

,. C a两组均随机取 5 只作正常股四头肌的 , H
一

T d R
、 “ C a掺入量测定

。

1
.

5 统计学处理
. H

一

T d R
、 ` . C a 掺 入计数值在电子计算机上用我校医用统 计 程序 包 P D A

一
1

、

P D A
一

2
、

P D A
一
3 作

( A ) ( B ) ( C ) 组 , H
一

T d R
、 “ C a掺入计数的两两总体均数比较 及 显著性检验

,

以 及掺入计数与观察时

间的相关系数及显著性检验 : ’ 。

2 结 果
, H

·

T d R组 3处感染
,

死亡 2 只不计入结果
。

正常股四头叽的 , H
一

T d R
、 ` s C a掺入计数 见 表 l

,

( A )

( B》 ( C ) 组 . H
一

T d R
、 ` . c a掺入计数见表 2 和图 1

、
2

。

统 计 处 理结果
: ( l ) 两两总体均数比较及

显著性检验
:

( A ) 与 ( B ) 组
, , H

一

T d R的掺人计数差别不显著
,

尸 > 。 .

05
; ` 。C a 的掺入计 数 差别显著

,

表 1 正常股四 头肌的 “ H
一
T d R

、 毛 “ C a 掺入计数结 果

T a b
.

1 T h e er s o
l t

o f 3 H
·
T d R

, 弓 6
C a i n e o r p o r a t i o n e o u n t i n r z o r m a l q u a d r i e e p s f e m o r i s

3 H
一

T d R ( d p m /口 g ) ` 6 C a ( d p m / m g )

6 6 3土 1 3 8 7 8 3士 1 1 9

表 2 a
H

一
T d R

、 弓石
C a 修入计数结 果 ( d p m / m g

, x
一

土 s ,
性 = 4 ~ 5 )

T a b
.

2 T h e r e s u l t o f 3
H

一

T d R
, 4 . C a i n e o r p o r a t i

o n e o u n t ( d P m / m g
, x 士 s , n = 4~ 5 )

d a y s

2 4 8 10 1 4 J S 2 2 2 8 3 4

。 H
一

T d R A 9 5 0
。
5 10 1 2 1 2 5 5 1或0 2 1 1 2 2 1 2 5 6 23 3 5 6 0 7

士 16理 士 5 0 2 士 2 7 7 士 2 4 2 士 5 7 土 1 2 6 士 15 5 土 2 2 0

B 1 1 6 4 1 2 2 1 3 4 8 1 5 1 7 1 0 3 7 1 3 9 6 1 2 9 8 7 6 9

士 一7 士 1 5 士 4 5 4 士 3 6 2 士 1 3 1 士 6 3 士 1 9 d 土 1 2 5

C 3 D9 1 1 0 8 1 0 1 0 1 1 6 8 1 0 1 7 1 3 8 4 8 9 2 5 6 1

士 3 3 土 1 2 士 1 6 6 士 1 3 士 1 3 0 土 3 。 士 6 9 士 16

` 6 C a A 1 9 5 2 2 6 5 2 5 3 2 3 8 3 8 2 8 8 7 2 1丢5 9 8

士 2 6 0 士 2 2 5 土 2 5 0 士 4 9 7 士 2 7 1 士 8 7 7

B 2 5 2 9 3 1这1 1 1 8 8 0 1 2 2 3 5 1 8 6 2 6 2 4 0 2 0

士 10 4 土 2 0 1 士 6 2 0 士 4 5 3 士 13 8 士 1 2 5

C 1 2 2 4 8 6 7 1 1 8 2 9 5 3 1 0 1 1 1么9 5

士 7 1 土 9 5 土 1 2 2 士 2 0 4 土 1 3 0 士 7 4

J p口 / .场

l日刀

d询 / 呢

2山义X)

迈灯刃

l咬泌洲X】

.

—
.
肚

月

-
月

A
. 一一一 C /

!
.户.....卜....̀. .
2

姗姗侧
图

帅姗溯助仰朗

2 4 8 10 14 丽
一

致 厄雨
、

图 1
.
1卜 T d R掺入 计数动 态曲 线

F 19
.

1 T h e e u r v e o f
3
1王

一

T d R

i n e o r P o r a t i o n e o u n t
。

卜 、
~

尹 尹

一
, - -
一一

占 - -一人 -一一二一一一 J - - -

8 14 1 8 刀 加 叼 ( d )

` 6 e a才参入 计数动 态 曲 线

F 19
.

2 T h e e u r v e o f
` S

C a i n e o r -

P o r a t i o n e o u n t



1 2 5

P <。
.

0 5
。

( A)与 ( C)组
, , H

一

T d R的掺入计数差别显著
,

尸咬 0
.

0 5 , “ C a
的手气人计 数 差 别作常显著

,

P < 0
.

0 0 1 )
。

( B ) 与 ( C ) 组
, , H

一

T d R
、 ` . C a 的掺入计数差别均非常显著

,

P < 0
.

0 0 1
。

( 2 )
3 H

一

T d R
、

“
aC 掺入计数值与观察时间的相关系数及显著性检验

:
均为明显正相关

,

P < 。
.

。。 1
。

3 讨 论

异种骨移植起始于 1 6 6 8年 V an M ee k e
er 用犬颅骨修复俄国士兵颅骨缺损 得 到 愈合

。

之

后
,

未被世人重视
。

至 1 9世纪末O ll i e r 、

S e h m i t t
、

B a r t h以及 2 0世纪初 A x h a u s e n 、

B a s c h k i r -

幼 w
、

P et or w 相继报告异种植骨
,

但结果均不满 意
。

直 到 1 9 3 4 年和 1 9 3 7年 O er ll 先后报告

脱有机质异种骨
“ 0 5 P ur

u m ” 、 “ 0 5 N oo
u m ” 临 床应用取得成功

,

此后 的异种骨移植报

告基本停留在 以冰冻
、

或加入血 液成分
、

或脱有机 质 的 方 式进行实验研究和应用
。

由于对

用作移植 的异种骨本身而言
,

不是没有消除抗原性
,

就 是 缺乏诱导成骨活性
,

因之结果亦

不尽理想
。

自19 6 5年 U ir st 证实脱钙骨诱导成骨 以来
,

异种植骨得到进一步研究
。

然而
,

采

用异种脱钙骨基质加释放系统移植观察诱导成骨的报道颇 少
。

a H
一
T d R

、 月 “
C a
示踪研究诱导成骨的报告较少

,

方法各 异
。

连续性 动 态观察则更少
,

尤其异种诱导成骨用
“
H

一

T d R 示踪研究
,

国内未见报告
。

本实验表明
:

H D BM + D S 移植后

10 d内
,

( A ) ( B ) 两组的
“
H

一

T d R计数曲线呈上升趋势
, l o d 达高峰

。

这是由于位于 H D B M

周围间质细胞受到诱导 活性成分骨形态发生蛋 白 ( B o n e
M

o r p h o g e t i e p r o t e i n ,
B M p ) 作

用
,

迅速向骨系细胞转化
,

需要大量 的核酸合成原料之故
。 “

H
一

T d R 是细胞核 脱氧核糖核酸

(D N A ) 的 1 个特异前体
,

静脉注射后 的 1 m in 一 20 m in 内在 D N A 合成期特异地掺入 D N A
,

结合后很稳定且不可交换 (3)
一 《“ ) 。

所 以
, “ H

一
T d R计数的多少反映了细胞 的发育

、

增殖
、

分化

的活跃程度
。

本实验 ( C ) 组
。 H

一
T d R 1 d0 内 的 计数曲线明显低于 ( A ) ( )B 组

,

且 呈 波

波浪状
,

表明 ( C ) 组 H D B M 中诱导 活性物质的作用不及 ( A ) ( B ) 组
。

在 同是 H D B M的

前提下
,

出现如此差异
,

表明 D S 有促进 B M P 释放或加强 B M P 活性 的作用
。

随着间质细

胞分裂减少
, “ H

一
T d R计数急剧下降

。

第 14 d始回升
,

18 d时出现第二高峰
,

之后又下降
。

从

形态学的角度解释
,

计数曲线回升期为新骨骨髓形成期
, 。 H

一

T d R 是 伴随骨髓细胞 的大量生

成而增加
。

史增敦 (“》在研究骨基质诱导异位骨形成时证实异位诱导骨的骨髓细胞最早出现在

植入基质后的第 i 4 d一 1 5 d
,

本实 验与史氏结果相符
。

植入 H D B M + D S后 s d
、

1 4 d
, ` “

C a 掺

入计数值很低且增加不明显
。

第 14 天后
,

( A ) ( )B 两组的计数曲线随时间的增加而上升
,

c( ) 组则基本保持在低计数的水平线上
。

这一现象表明 ( A ) ( )B 两组 的成骨量 明 显地大

于 ( C ) 组
。

( A ) ( B ) ( C ) 组的
“
H

一
T d R

、 毛 S
C a
掺入计数均明显地高于股四头肌

。

本文

结果表明
: . H

一
T d R示踪测定对于反映 H D B M + D S诱导成骨早期细胞增殖

、

分化
,

后期骨髓

细胞形成是灵敏的
; ` “

C a 之 d p m值测定能可靠地反映 H D B M + D S 诱导成骨过程 中钙盐的沉

积和多少
。

从
。 H

一
T d R

、 ` .
C a计数曲线可见 ( A ) ( )B 组均高于 ( C ) 组

,

总体均 数 比 较及显著

性检验表明
:

( A ) ( B ) 组与 ( C ) 组间差别均显著
,

说明 D S对 H D B M的诱导成骨 能力有

重要的促进作用
。

( A ) ( B ) 组间从计数曲线看
,

( )B 优于 ( A )
,

统计学处理结果
。 H

-

TdR无差别
, ` “

C a差别显著
,

说明 C a SO
.

或C a C I
: + N a Z

H P O
` + K H : P O `

均是H D B M诱导

成骨的良好促进剂
,

但前者比后者更佳
。 。 H

一
T d R计数曲线在 H D B M + D S移植后 1 d0 内随时

间上升幅度较小
,

提示 H D B M + D S早期诱导 骨 形成是一个渐进过程
。

此外
,

示踪剂的掺入

计数与诱导成骨时间为密切正相关
,

反映了H D B M 十 D S诱导 新 骨形成呈不断完善的趋势
。
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a n d h e t e r o g e n o u s d e e a l e i f i e d b o n e m a t r i x ( H D BM ) + C a C I
: + N a :

H P O
` + K H

Z
P O

` ,

H DB M + C a S O
; + N a :

H PO
` + K H

: PO
` , a n d H D B M + N a C I w e r e i m p l a

n t e d i n t o

t h e q u a d r i e e p s m u s e
l
e o f b o t h t il i g h s o f t h e a n i m a

l
s r e s p e e t i v e ly

.

T h e y w e r e m o n i
-

t o r e d w i t h S H
一
T d R

a n d
毛 S

C a t r a e i n g t o e v a
l
u a t e t h e e f f i e a e y o f t h e 3 d e l i v e r y

s y s t e m s t o e n h a n e e o s t e o g e n e s i s
.

It w a s f o u n d t h a t e o a dm i n i s t r a t i o n o f C a
s

o ` ,

N a : H P O
` , a n d K H :

PO
一 e o u

l d
s i g n i f i e a n t ly

e n h a n e e t h e o s t e o g e n e s i s i n d u e e d b y

H D B M
。

It 15 e o n e
l
u d e d t h a t H D BM

a n d t h e e o a d m i n i s t r a t i o n o f N a ZH P O
` ,

K H
Z -

P O
` , a n d C a S O

`

/ C
a C I

: t o 沙 t h e r w i l l b e m u e h m o r e e f f e e t i v e t o i n d u e e o s t e o g e n e -

5 15 t h a n H D BM 15 u s e d s i n g ly
.

K e y w o r d s h e t e r o g e n e o u s d e e a l e i f i e d b o n e m a t r i x ; d e l i v e r y s y s t e m 资 o s t e o g e -

n e s i s i n d u e t i o n


