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#摘要$

!

目的
!

探索
OWY/3$0X

联合同种异体骨移植修复兔桡骨大段骨缺损的效果$方法
!

&#

只新西兰

大白兔右侧桡骨中段建立
!'TT

骨缺损模型后随机分为
&

组"

8

组移植
OWY/3$0X

溶液浸泡后的同种异体骨"

Z

组移植未做处理的同种异体骨"

5

组移植自体桡骨$术后
2

'

1

'

!3

周通过影像学检查"组织学'免疫组织化学

检测及三点弯曲实验评估骨缺损修复效果$结果
!

术后
!3

周"

8

'

5

组移植骨与宿主骨达到骨性愈合$术后
2

'

1

'

!3

周
8

'

5

组骨缺损区域骨痂形成量多于
Z

组"并且
8

'

5

组
R<.B0K<.(9@

评分均高于
Z

组"差异有统计学意

义!

$

&

$+$'

#"而
8

'

5

组间
R<.B0K<.(9@

评分比较"差异无统计学意义!

$

'

$+$'

#$组织学检查显示"术后
2

周

Z

组移植骨周围见较多炎性细胞"而
8

组炎性细胞少见-术后
1

周
8

组移植骨内新生血管生成$术后
2

周各组

内源性骨形态发生蛋白
03

!

Z[X03

#在新生成骨质的骨陷窝'新生骨附近成骨细胞细胞质及纤维性骨痂基质内呈

强阳性表达$三点弯曲实验显示"

8

组修复后的桡骨最大弯曲强度大于
Z

组!

$

&

$+$'

#"与
5

组比较"差异无

统计学意义!

$

'

$+$'

#$结论
!

OWY/3$0X

联合同种异体骨能较好地修复兔桡骨大段骨缺损"且达到与自体骨

修复相当的效果$
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!!

骨移植是临床上最常见的移植类手术之一#全球

每年有超过
3$$

万患者进行骨移植手术#在美国选用

同种异体骨作为骨移植材料占总骨移植数量的

!

(

&

*

!03

+

$但是#大段同种异体骨移植后因感染,再次

骨折,骨不连等并发症导致的远期失败率高达

3'G

*

&02

+

$如何促进大段同种异体骨的骨诱导能力#

降低移植后的并发症成为研究热点$

OWY/3$

是一种

新型免疫抑制剂#在体内活性成分为
OWY/3$0X

#除能

有效抑制免疫反应外#还具有一定的成骨作用#但机

制尚不清楚*

'0#

+

$本文拟通过动物实验探索
OWY/3$0

X

联合同种异体骨修复骨缺损的效果#为该药在临床

上的应用及后续研究提供理论依据$

!

!

材料与方法

!+!

!

材料

!+!+!

!

实验动物
!

普通级成年新西兰大白兔
2$

只#

雄性#体质量
3

"

&C

I

#由广东省医学动物实验中心

提供$

!+!+"

!

主要仪器与试剂
!

OWY/3$0X

!美国
5<

D

T<.

公司"#兔骨形态发生蛋白
03

!

Z[X03

"多克隆抗体!北

京博奥森生物技术有限公司"#电子万能试验机!上海

企想检测仪器有限公司"#

Ẑ 2&

型显微镜!日本
V0

=

D

T

:

@-

公司"$

!+"

!

方法

!+"+!

!

同种异体骨的制备
!

随机选取
2

只新西兰大

白兔#采用耳缘静脉注射空气法处死#无菌条件下完

整取出四肢长骨#用微型多功能电锯将取下的长骨锯

成长约
!'TT

的骨段#

!i!

甲醇和氯仿
!39

脱脂#

&$G

过氧化氢!

E

3

V

3

"

!39

脱蛋白#

$+#TT)=

(

RE5=

'T*.

脱钙*

/

+后独立包装#以
3'CU

D

#$

5)

辐照灭菌

!39

#然后将同种异体骨放入
%1$h

深低温冰箱中保

存备用$

!+"+"

!

同种异体骨移植
!

首先按说明书将
OWY/3$0

X

配制成浓度为
!T

I

(

TR

的溶液备用$受试动物用

戊巴比妥联合
12#

合剂麻醉#右前肢桡骨中段充分暴

露#用微型多功能电锯在桡骨中段建立
!'TT

长骨缺

损模型#然后将动物随机分为
8

,

Z

,

5&

组#每组
!3

只$其中
8

组移植用
!T

I

(

TROWY/3$0X

溶液浸泡

&$T*.

后的同种异体骨#

Z

组移植未做处理的同种异

体骨#

5

组移植自体桡骨$

!+"+#

!

影像学检查
!

术后
2

,

1

,

!3

周各组随机抽取
#

只动物经耳缘静脉戊巴比妥麻醉后常规摄
^

线片#观

察骨移植区骨痂,新骨形成情况#并采用
R<.B0K<.(9@

法*

1

+进行影像学评分$

!+"+$

!

组织学与免疫组织化学检测
!

术后
2

,

1

,

!3

周各组随机抽取
&

只动物空气法处死#完整取出右前

肢桡骨#

2G

多聚甲醛固定
329

#乙二胺四乙酸!

JH0

W8

"法脱钙
!

"

&

周#梯度乙醇脱水#石蜡包埋#沿移

植骨纵轴纵向行
2

!

T

厚度组织切片#行苏木精
0

伊红

!

EJ

"染色及免疫组织化学染色$

Z[X03

抗体工作浓

度
!i3$$

#二氨基联苯胺!

H8Z

"方法显色#棕色判为

阳性#对照以磷酸盐缓冲液!

XZK

"代替
)

抗$

!+"+E

!

生物力学检测
!

术后
!3

周各组剩余的
#

只

动物采用耳缘静脉注射空气法处死#然后完整取出右

前肢桡骨进行三点弯曲试验$实验前先对标本移植区

进行人工弯曲#若移植区不稳定或极易发生弯曲则判定

为修复失败#反之继续行三点弯曲实验$将标本放于仪

器上#间距
&$TT

#在移植骨中点位置向下加载负荷#加

载速度
!$TT

(

T*.

#记录最大弯曲强度及位移$

!+#

!

统计学处理
!

采用
UA<

:

9X<(XA*-T'+$

统计软

件进行统计分析$计量资料以
Hg>

表示#组间比较

及组内各时间点比较采用单因素方差分析#比较采用

KMF

检验)检验水准
&

e$+$'

#以
$

&

$+$'

为差异有

统计学意义$

"

!

结
!!

果

"+!

!

^

线片观察和
R<.B0K<.(9@

评分
!

骨移植后第

2

周#

8

组移植骨与宿主骨交界处近端观察到骨痂形

成)第
1

周#

8

组移植骨与宿主骨交界处近远端均观

察到骨痂形成#且骨痂形成的量大于
Z

组)第
!3

周#

8

,

5

组移植骨与宿主骨间已完全融合#

Z

组则尚未完

全达到融合#见图
!

$在骨移植后第
2

,

1

,

!3

周
8

,

5

组
R<.B0K<.(9@

评分均高于
Z

组#差异有统计学意义

!

$

&

$+$'

")

8

,

5

组术后各时间点
R<.B0K<.(9@

评分

比较#差异无统计学意义!

$

'

$+$'

"#见图
3

$

"+"

!

组织学观察
!

术后
2

周#

8

组桡骨断端及移植

骨周围可见少量炎性细胞#大量骨痂形成#主要成分

为纤维组织及软骨细胞,局部见编织骨形成,伴有少

量骨髓腔#纤维组织内可见较多破骨细胞及碎骨片

!图
&8

")

Z

组桡骨断端周围较多炎性细胞聚集及大

量纤维组织增生#局部见少量软骨细胞及少量编织骨

!图
&H

")

5

组桡骨断端及移植骨周围见大量骨性骨

痂#植入体内可见少量血管!图
&U

"$术后
1

周#

8

组

桡骨断端见少量软骨细胞及大量编织骨#移植骨内见

少量血管生成#骨髓腔内形成骨小梁,可见少量骨髓

!图
&Z

")

Z

组移植骨与周围编织骨部分融合#融合部

位植入体内可见极少量小血管!图
&J

")

5

组桡骨断端

形成大量板层骨#与移植骨融合#骨髓腔再通!图

&E

"$术后
!3

周#

8

组桡骨断端可见大量板层骨生

成#移植骨与新生的板层骨融合!图
&5

")

Z

组移植骨

与新生骨组织基本融合#周围见少量板层骨!图
&O

")

5

组移植骨骨皮质重塑#但较正常骨皮质薄!图
&4

"$

"+#

!

Z[X03

免疫组织化学染色
!

术后
2

周各组中

Z[X03

均可见阳性表达#主要表达于新生成骨质的骨

陷窝,新生骨附近成骨细胞细胞质及纤维性骨痂基质

内#见图
2

$
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图
!

!!

&

组骨移植后各时间点
^

线片

!!

$

'

$

&

$+$'

#与
Z

组比较

图
3

!!

&

组术后各时间点
R<.B0-<.(9@

评分(

#e#

)

!!

8

"

5

'

8

组术后
2

,

1

,

!3

周)

H

"

O

'

Z

组术后
2

,

1

,

!3

周)

U

"

4

'

5

组术后
2

,

1

,

!3

周

图
&

!!

&

组术后各时间点组织学检查(

EJj2$

)
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!!

8

'

8

组)

Z

'

Z

组)

5

'

5

组

图
2

!!

&

组术后
2

周石蜡切片的
Z[X03

免疫组织化学染色(

j2$$

)

"+$

!

生物力学检测
!

人工弯曲实验结果显示
8

组,

5

组移植骨与宿主骨完全融合#

Z

组部分标本移植骨

与宿主骨界限仍较清晰$三点弯曲实验显示#

8

组修

复后的桡骨最大弯曲强度大于
Z

组!

$

&

$+$'

")与
5

组比较#差异无统计学意义!

$

'

$+$'

"#见图
'

$

!!

$

'

$

&

$+$'

#与
Z

组比较)

*.;<>;

'对侧正常桡骨

图
'

!!

三点弯曲实验测试术后
!3

周
&

组骨移植修复

骨缺损后桡骨的最大弯曲强度

#

!

讨
!!

论

!!

大段同种异体骨常用于严重创伤,骨肿瘤切除后

的保肢治疗#但大段同种异体骨移植后移植区域周围

血供不足及远期并发症如移植骨与宿主骨骨不连

!

!$G

"

&$G

",持续感染!

#G

"

!&G

",二次骨折

!

!$G

"

&$G

"

*

"0!!

+等的发生却令临床医生不尽满意#

往往导致患者功能差#甚至手术失败$许多学者通过

在同种异体骨上复合自体干细胞*

!3

+

,重组蛋白*

!&

+

,富

血小板血浆*

!2

+

,基因治疗*

!'

+等方法来促进大段同种

异体骨移植周围微血管网的再生及异体骨与宿主骨

的融合#取得一定效果$近期研究发现#局部应用
!0

磷酸鞘氨醇!

-

:

9*.

I

)-*.B0!0

:

9)-

:

9<;B

#

K!X

"结构类似

物
OWY/3$

可促进同种异体骨移植后移植骨与宿主

骨之间的融合$

K!X

是一类真核生物体内天然存在的具有生物

活性的细胞膜鞘类脂质的代谢中间产物*

!#

+

#由鞘氨醇

在鞘氨醇激酶!

-

:

9*.

I

)-*.BC*.<-B

#

KXEF

"的磷酸化

作用下形成#通过与
K!X

受体!

-

:

9*.

I

)-*.B0!0

:

9)-0

:

9<;BAB>B

:

;)A

#

K!X7-

"结合调控多种细胞的增殖,分

化,迁移,凋亡,定位*

!/

+

$鞘氨醇结构类似物
OWY/3$

是一种新型免疫抑制剂#体内经
KXEF3

磷酸化为活

性成分
OWY/3$0X

#可非选择性结合
K!X7-

从而发挥

生物效应*

!10!"

+

$现有研究表明#

OWY/3$

(

OWY/3$0X

可趋化破骨细胞由骨表面向外周血迁移#抑制破骨细

胞的形成*

3$03!

+

$同时#在切除卵巢的小鼠中#

OWY/3$

可促进其骨髓源间充质干细胞向成骨细胞分化#

OWY/3$

显著增加成骨细胞分化标志物碱性磷酸酶

!

8RX

",骨钙素!

V5M

",

7@.\3

及
K

:

/

的表达*

33

+

$分

子细胞的研究说明#

OWY/3$

(

OWY/3$0X

对骨代谢有

着重要的影响$本研究在利用
OWY/3$0X

联合同种

异体骨修复兔桡骨大段骨缺损的动物实验中观察到#

术后
!3

周运用
OWY/3$0X

的
8

组成功修复桡骨大段

骨缺损#三点弯曲实验中
8

组修复后的桡骨生物力学

强度明显大于单纯同种异体骨修复后的桡骨$术后

2

,

1

,

!3

周
8

组骨痂形成的量,

R<.B0K<.(9@

评分均明

显高于单纯同种异体骨修复的桡骨#可达到类似自体

骨的修复效果$说明
OWY/3$0X

可促进同种异体骨

与宿主骨的融合#增强其生物力学强度$

研究发现#通过连续皮下注射
OWY/3$

并不能促

进鼠股骨骨折的愈合及骨缺损的修复*

3&

+

$但将

OWY/3$

以聚乳酸
0

羟基乙酸共聚物!

XR8U8

"为支架

复合在同种异体骨上修复鼠颅骨,胫骨骨缺损的实验

中#发现
OWY/3$

可明显促进骨形成*

3203#

+

$复合在同

种异体骨上的
OWY/3$

随着
XR8U8

的降解持续在

骨缺损周围释放#使得局部
OWY/3$

的浓度维持在一

定范围#可促进骨缺损周围微血管网的形成及小动脉

的扩张#增加骨缺损区域血供#促进骨缺损的修

复*

3203#

+

$本研究将
OWY/3$0X

通过浸泡的方法复合

在同种异体骨上#增加异体骨局部
OWY/3$0X

浓度#

在术后
1

周
8

组
EJ

染色结果观察到异体骨内新生

血管形成#

Z

组仅见极少量血管$说明经
OWY/3$0X

浸泡后的同种异体骨移植后对其局部血管形成同样

有一定促进作用#进而促进异体骨与宿主骨的融合$

同种异体骨移植后的免疫排斥反应同样影响其

与宿主骨间的融合$而
OWY/3$

作为一种免疫抑制

剂#可抑制淋巴细胞从淋巴结释放入外周血#并在临

床上已应用于治疗多发性硬化症*

!10!"

+

$骨折愈合早

期特征是免疫细胞侵入局部血肿的炎性反应阶段*

3/

+

$

#2/&

重庆医学
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年
!$
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同种异体骨局部释放
OWY/3$

可明显减少移植区

5H2'

f白细胞数量*

3'

+

$本实验中观察到术后
2

周
Z

组移植骨周围见较多炎性细胞#而
8

组炎性细胞少

见#表明
OWY/3$0X

对局部炎性反应有抑制作用#笔

者推测这一作用可能是
OWY/3$0X

促进异体骨与宿

主骨融合的机制之一$

综上所述#移植经
OWY/3$0X

浸泡后的同种异体

骨可促进异体骨局部血管形成,降低局部炎性反应#

增强异体骨生物力学强度#成功修复大段骨缺损#可

达到自体骨修复骨缺损的效果#为临床降低大段同种

异体骨移植后远期并发症的发生提供一种新的治疗

决策$但浸泡后
OWY/3$0X

的复合效率及作用时间

的确定还需进一步研究$
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式进入细胞核后实现的#而
XWEAXF4

小鼠体内的

XWEAX

蛋白缺失了核定位序列和
50

末端$体外研究

表明#

XWEAX

缺失核定位序列和
50

末端片段能调控

细胞周期相关细胞因子的表达#从而使得细胞凋亡明

显增加*

!2

+

$研究发现#

XWEAX

在牙齿间充质细胞,牙

乳头,上皮根鞘等处均有表达*

!'

+

#而
XWEAXF4

小鼠

分泌的
XWEAX

蛋白因为缺失核定位序列和
50

末端#

失去了通过细胞内分泌方式进入细胞核来发挥促细

胞增殖的作用#导致牙髓
:

3/

蛋白表达水平上调#

F*0

#/

蛋白表达水平下降#导致牙髓间充质细胞的凋亡增

加和向成牙本质细胞的分化减少#进而导致成牙本质

细胞胞外基质分泌减少#并且进一步影响了牙本质的

生成和矿化)此外#牙根的形成和上皮根鞘密切相

关*

!#0!/

+

#同样#

XWEAX

蛋白核定位序列和
50

末端缺失

还可能导致了小鼠磨牙上皮根鞘处的细胞凋亡增加#

进而导致了
XWEAXF4

小鼠磨牙牙根发育障碍$

综上所述#

XWEAX

核定位序列和
50

末端缺失导

致小鼠磨牙细胞增殖受阻#牙本质细胞外基质分泌减

少#矿化障碍#最终导致了小鼠磨牙的发育异常$
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