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目的
!

通过建立幼兔大段腓骨切除模型!探讨再生的腓骨与健侧腓骨在组织形态'成骨能力'生物应力等方面是否

存在差异%方法
!

'

月龄新西兰小白兔
1%

只!随机编号%取右侧腓骨"

$&23C

$!

c

线监测其再生情况"

$2!

'

'%!

'

)%!

$%术后
)%

!

取再生及健侧同位置腓骨"

$&23C

$%苏木素
.

伊红"

:N

$染色观察两者组织形态的差异'碱性磷酸酶"

;HB

$染色检测其成骨能

力'

'

点弯曲试验测定两组骨生物力学%结果
!

c

线监测(

$2!

缺损区两端有新骨形成!取骨区有少许模糊影&

'%!

新生骨长入取

骨区&

)%!

取骨区形成完整的新骨%生物应力检测(两侧腓骨差异无统计学意义"

C

%

%&%2

$&

:N

染色'

;HB

染色(两侧腓骨在组

织形态'成骨能力上未见明显差异%结论
!

幼兔腓骨切除后保留骨膜可原位再生腓骨!且再生腓骨与健侧腓骨在组织形态'成骨

能力'生物应力无差异%
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腓骨移植&再生骨组织&生物力学&碱性磷酸酶
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自体骨被认为是骨移植材料的-金标准.#因为它结合了骨

移植材料所需特性!成骨+骨诱导和骨传导&

$

'

)腓骨移植作为

自体骨移植的重要组织来源#已广泛应用于治疗骨不连+关节

融合+修复骨缺损&

1.2

'

)腓骨通过上+下胫腓韧带及骨间膜与胫

骨联结在一起形成一个完整的力学结构#参与支撑体质量#维

持踝关节的正常功能)临床上腓骨作为移植骨源移植后#保留

其原有骨膜#使腓骨具有再生能力#对于儿童尤其重要)但是

再生的腓骨组织与正常腓骨组织在形态+功能+生物应力+组织

结构上是否存在差异#国内外研究很少)本研究通过建立幼兔

腓骨移植的动物模型#观察移植后再生的腓骨组织与健侧腓骨

组织在组织形态+成骨能力及生物应力等方面是否存在差异#

为临床上进行自体腓骨移植提供相关的理论支持)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

实验试剂和设备
!

碱性磷酸酶$

;HB

%染色试剂盒$南

京建成生物研究所提供%(乙二胺四乙酸$

N7P;

#成都化学试

剂厂提供%(骨科切片机(岛津
;<c

万能材料试验机)

@&@&A

!

实验动物
!

新西兰小白兔
0%

只$广西医科大学动物实

验中心提供%#

'

月龄+体质量
1&%%

"

1&024

O

+平均$

1&1`

%&1/

%

4

O

#雌性未孕产)

1%

只动物随机分组编号#以右侧腓骨

为实验组#左侧为对照组)同时为了验证保留骨膜与否对腓骨

$&23C

骨缺损模型愈合的作用#本实验设置不保留骨膜组#每

组实验动物
0

只)

@&A

!

方法

@&A&@

!

动物模型

@&A&@&@

!

麻醉
!

小白兔仰卧位固定#经耳缘静脉注射
'̂

戊

巴比妥钠溶液#剂量
$CH

"

4

O

)

@&A&@&A

!

切除方法 实验组!取每只幼兔右侧腓骨作为实验

组#常规消毒#铺巾)自腓骨头向下沿外踝作纵行切口#切开皮

肤+皮下组织和筋膜后#自比目鱼肌与腓骨长短肌之间进入)

-'''
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在腓骨中上将腓骨长短肌+比目鱼肌向前后侧分离#用骨膜剥

离器自下向上剥离腓骨骨膜#使腓骨斜向起始肌纤维连同骨膜

一起剥开)在腓骨中段量取约
$&23C

长度&

)

'

#一般认为缺损

值达到骨直径的
$&2

"

1&%

倍即可认为是缺损临界值&

-

'

)腓骨

近端及远端用尖嘴咬骨钳剪断$注意保护骨膜%#取出骨块$图

$

%)仔细止血#依次缝合深筋膜+皮下组织及皮肤)对照组!取

每只幼兔左侧腓骨#腓骨不切除#作为实验自身对照)不保留

骨膜实验组!手术步骤基本同切除腓骨#在切取腓骨时不保留

骨膜将腓骨及骨膜完整切除)

!!

;

!保留骨膜取出腓骨(

F

!取出腓骨组织$

$&23C

%)

图
$

!!

术中保留骨膜切取腓骨

@&A&@&B

!

c

线片监测腓骨再生的情况
!

分别于术后
$2

+

'%

+

)%!

同时摄双侧小腿照片#观察再生腓骨的生长情况及形态

变化#并进行影像学分析)

@&A&@&C

!

取材
!

实验过程中#

0

只兔子术后出现切口感染+患

疥螨等并发症#治疗未果#死亡#未达到实验终点#予以剔除)

其余兔子于术后
)%!

用
'̂

戊巴比妥钠$

$CH

"

4

O

%静脉麻醉

后#截取原位再生腓骨组织$约
$&23C

%#同时截取对侧相同部

位的腓骨组织$约
$&23C

%#见图
1

)用生理盐水湿纱布将取下

腓骨组织包裹#置于
\1%]

的冰箱中#以备实验使用)

@&A&A

!

生物应力测定
!

采用岛津万能材料试验机进行
'

点弯

曲试验#将包埋好的小白兔腓骨标本固定在
1

个支撑点上#连

接传感器的马鞍形压头于腓骨中点处施加压力)其中跨距为

$2CC

#加载速度以
$CC

"

C#,

下压腓骨#试验以腓骨断裂为

终点)从计算机软件上记录荷载
.

跨中桡度曲线数据!最大荷

载+弹性荷载+最大挠度+弹性桡度+弹性模量)

@&A&B

!

骨组织形态染色
!

制作骨组织切片)$

$

%取材固定!取

骨干骨皮质#用锯子取
$&23C[$&%3C[%&23C

骨组织固定

于
$%̂

甲醛固定液内
10K

($

1

%脱钙!将固定好的骨组织放入

$%̂ N7P;

脱钙液#

'-]

恒温下脱钙
0/K

#用细针能刺入骨

头内无阻力表示脱钙完毕($

'

%脱水!利用脱水机自动脱水($

0

%

包埋!骨组织按常规包埋入蜡($

2

%切片!利用骨科切片机切取

0

#

C

的切片)

@&A&B&@

!

苏木素
.

伊红$

:N

%染色采用常规方法

@&A&B&A

!

;HB

染色
!

应用
;HB

染色试剂盒按说明书进行染

色#

;HB

着色呈灰黑色#光学显微镜下观察)

!!

;

!原位再生的腓骨组织(

F

!再生的腓骨组织与健侧腓骨组织)

图
1

!!

再生的腓骨组织

@&B

!

统计学处理
!

采用
>B>>$)&%

统计学软件进行数据统计

学处理#计量资料用
B 2̀

表示#组间比较采用
3

检验#检验水

准
)

k%&%2

#以
C

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

c

射线监测结果
!

保留骨膜切取腓骨术后
$2!

!移植区

两端有新骨形成#骨皮质连续性中断#移植区有少许模糊影#骨

痂影开始沿向由界面两端向间隙中央生长#局部骨痂连接#间

隙内呈低密度影像(

'%!

!新生骨长入移植区#骨皮质连续性基

本恢复#骨端界面较清晰#新生骨小梁充满间隙(

)%!

!取骨区

形成完整的新骨#骨皮质完整连续#间隙内密度显著增加#难以

辨认骨端界面#骨纹理呈极向性排列#见图
'

)不保留骨膜组

术后
$2!

!骨折两端出现明显骨痂生成(

'%!

!骨痂从骨缺损两

端向中央推进#由高渐低呈楔形或斜坡状#呈-推进形.骨痂(

)%

!

!随着骨缺损进一步修复与骨缺痂封闭#骨痂表损相邻的胫骨

侧可见部分新生骨痂#形成类似截面-碗状.骨缺损状态#两端

新生骨面有大量骨痂成不规则状#见图
0

)

A&A

!

生物应力测定
!

与对健侧腓骨比较#再生腓骨骨干的最

大荷载+弹性荷载+最大挠度+弹性桡度+弹性模量均差异无统

计学意义$

C

%

%&%2

%#见表
$

)

A&B

!

组织学观察
!

:N

染色!实验组骨组织骨皮质板层骨结

构完整#骨陷窝内见骨细胞#哈弗斯管结构清晰+通畅#板层骨

沿哈佛氏管排列#成熟骨皮质结构已经完成#与对照组比较差

异无统计学意义)

;HB

染色!实验组与对照组骨皮质内侧周

边及骨陷窝内散在染色均呈灰黑色#

;HB

的活性较活跃#显示

成骨细胞成骨能力强#

;HB

着色两者差异无统计学意义#见

图
2

)

!!

;

!术后
$2!

(

F

!术后
'%!

(

8

!术后
)%!

)

图
'

!!

保留骨膜术后
$2

&

'%

&

)%!c

线片

/'''

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
10

期



表
$

!!

腓骨
'

点弯曲实验'

B 2̀

(

组别
$

最大荷载$

Z

% 弹性荷载$

Z

% 最大挠度$

CC

% 弹性桡度$

CC

% 弹性模量$

?BE

%

对照组
$) /1&'̀ '%&0 )0&2̀ 1/&$ %&00̀ %&%/ %&0'̀ %&%) $0/&-̀ 21&1

实验组
$) /%&2̀ 10&2 2(&-̀ 1%&/ %&0$̀ %&%- %&0$̀ %&%( $0)&0̀ 0/&0

!!

;

!术后
$2!

(

F

!术后
'%!

(

8

!术后
)%!

)

图
0

!!

不保留骨膜术后
$2

&

'%

&

)%!c

线片

!!

;

!实验组$

:N[$%

%(

F

!对照组$

:N[$%

%(

8

!实验组$

;HB

染色
[1%

%(

7

!对照组$

;HB

染色
[1%

%)

图
2

!!

各组组织学观察

B

!

讨
!!

论

!!

在骨再生及愈合过程中年龄具有重要的影响#幼兔处于生

长期#其骨再生能力较成年及老年兔较强#因此本实验采用
'

月龄骨再生能力较强的幼兔进行实验)国内外关于骨缺损模

型的长度存在一定的差异)有研究建立了骨缺损
$&%

+

$&1

+

$&

0

+

$&)

和
1&%3C

组#结果桡骨中段缺损$包括骨膜%尺寸大于

或等于
$&03C

骨愈合低#模型更加可靠)

Z#LCL

=

L@

等&

/

'截除

桡骨远端
$&23C

骨段$包括骨膜%造骨缺损模型#术后骨缺损

区#无骨性连接#骨缺损范围
%&/

"

$&13C

)而目前还没有文

献报道腓骨骨缺损模型#在骨缺损模型建立中#腓骨和桡骨在

解剖上都有胫骨和尺骨伴行#两者在骨缺损愈合过程相近#故

本研究选择缺损
$&23C

腓骨制作模型)本实验切取腓骨组织

后#通过
c

线片监测#术后
$2!

!移植区两端有新骨形成#骨皮

质连续性中断#移植区有少许模糊影(术后
'%!

!骨皮质连续性

基本恢复(术后
)%!

!骨皮质完整连续#取骨区形成完整的新

骨)腓骨移植后移植区骨缺损的骨再生是
$

种特殊的过程#不

仅是骨愈合的过程而且是骨再生的过程#其再生机制与骨折愈

合相似#存在膜内成骨和软骨成骨两种方式&

(

'

#但其又有所特

点以膜内成骨为主#软骨成骨为辅&

$%.$$

'

)实验组不保留骨膜

完整切除腓骨及周围骨膜后#术后
c

线片监测结果提示缺损

区未见骨性连接#缺损两端可见大量骨痂形成)说明本实验建

立的骨缺损模型是可行的#同时也验证了保留骨膜在骨缺损骨

再生愈合中具有重要作用)

骨生物力学研究骨组织在外界作用下的力学特征和骨在

受力后的生物学效应是反映骨强度的最敏感+最可靠的评价指

标)本次试验中#采用
'

点弯曲法检测兔子腓骨的力学性能#

此力学试验适用于长骨$皮质骨%力学性能的测定&

$1

'

)本实验

中再生的腓骨与对侧腓骨比较#其生物力学参数差异无统计学

意义#腓骨移植后缺损区再生的腓骨具有良好的刚度+韧性及

弹性#可与胫骨及周围韧带重新形成一个完整的力学结构#共

同参与下肢的负重与活动#维持踝关节稳定)

;HB

通常被认

为是成熟的成骨细胞的标志之一#其活性的高低可反映成骨细

胞的成熟状况)本文
;HB

染色结果显示再生的腓骨组织与正

常腓骨组织的在成骨能力方面无明显的差异)

:N

染色提示

两者亦无明显差异#在组织形态上说明再生腓骨组织具有正常

的组织结构#从内在结构上维持腓骨的功能)

通过本次试验#发现再生的腓骨组织与正常的腓骨在生物

应力+成骨能力+组织形态等方面并无明显差异)从而第
$

次

从实验角度验证了保留骨膜后再生的腓骨组织与正常的腓骨

组织具有相同的生物功能及形态特点#可起到原有腓骨的

功能)

在小儿骨科的临床实践过程中发现靠近关节的肿瘤+病理

性骨折+慢性骨髓炎时常会面临如何选取手术方式的困惑)由

于靠近关节#而小儿骨骺发育尚未完全#直接放置内固定物会

影响骨骼的发育+放置异体骨则产生骨不愈合或免疫排异等并

发症&

2

#

$'

'

)选取自体腓骨移植髓内固定骨折+填充骨缺损作为

('''
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一种较为理想的手术方式#已在临床上广泛应用)但是蔡林

等&

$0

'通过对儿童行腓骨切除术后的长期随访中发现儿童腓骨

切除后对踝关节的结构有影响#腓骨的稳定性和完整性在防止

踝关节外翻和胫骨远端骨骺楔形样改变起着重要作用)在临

床实践中通过保留腓骨骨膜#可原位再生腓骨组织)因此#在

临床行腓骨移植时#临床医生应注意保留骨膜的完整性以原位

再生腓骨#将供区的影响降至最低)
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*重庆医学+杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
<F''2/\$(/1

0统计学名词及符号1的有关规定#统计学符号一律采用斜体)

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法)如调查设计$分为前瞻性+回顾性或是横断面调查研究%#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计+成组设计+交叉设计+析因设计+正交设计等%#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等%(主要做法应围绕
0

个基本原则$重复+随机+对照+均衡%概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响)

'&

资料的表达与描述!用
B 2̀

表达近似服从正态分布的定量资料#用
?

$

hM

%表达呈偏态分布的定量资料(用统计表

时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚(用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则(用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比)

0&

统计学分析方法的选择!对于定量资料#应根据所采用的设
n

计类型+资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
3

检验和单因素方差分析(对于定性资料#应根据所采用的设计类型+定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
-

1 检验)对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析(对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理(对于多

因素+多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面+合理的解释和评价)

2&

统计结果的解释和表达!应写明采用统计学方法的具体名称$如!成组设计资料的
3

检验+两因素析因设计资料的方

差分析+多个均数之间两两比较的
Q

检验等%#统计量的具体质$如!

3k'&02

#

-

1

k0&)/

#

Pk)&-(

等%(在用不等式表示
C

值的

情况下#一般情况下选用
C

%

%&%2

+

C

$

%&%2

和
C

$

%&%$

三种表达方式#无须再细分为
C

$

%&%%$

或
C

$

%&%%%$

)当涉及总

体参数$如总体均数+总体率%时#再给出显著性检验结果的同时#应再给出
(2̂

可信区间$

91

%)

%0''
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