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骨髓单个核细胞促进腱骨愈合的生物力学测试
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!!

摘
!

要#目的
!

采用自体骨髓单个核细胞植于前交叉韧带重建术中的腱
3

骨界面!观察其增强腱
3

骨愈合强度的能力%方法
!

$-

只新西兰大白兔行双侧膝关节半腱肌肌腱前交叉韧带重建术!随机选取一侧膝关节作为实验侧!胫骨侧腱
3

骨界面植入自体骨

髓单个核细胞!对侧不植入骨髓单个核细胞作为对照侧%于术后
$

$

-

$

>

$

,$

周取材!测试移植肌腱的腱
3

骨界面抗拉伸强度!记录

拉脱或断裂负荷及重建韧带的断裂部位%结果
!

在术后
$

$

-

$

>

周!重建韧带断裂部位均发生在胫骨骨道内%术后
,$

周!对照侧

有
,

例自肌腱部分断裂!

%

例从胫骨骨道拔出'实验侧有
'

例自肌腱部分断裂!

'

例从胫骨骨道拔出%术后
$

周!实验侧与对照侧

相比!两侧断裂负荷数值比较差异无统计学意义"

!

&

&(&%

#'在术后
-

$

>

$

,$

周!两侧断裂负荷数值比较差异均有统计学意义"

!

#

&(&%

#%结论
!

自体骨髓单个核细胞可以增强腱骨界面的抗拉伸强度!有利于腱
3

骨界的组织愈合%

关键词#骨髓移植'交叉韧带'膝关节'腱骨愈合
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前交叉韧带$
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1*@=A

#

!5+

%损伤后常导

致严重的膝关节不稳#从而引起继发的半月板和关节软骨的损

伤#为恢复膝关节的正常结构和功能#常需要手术行
!5+

重建

术(在移植物的选择方面#绳肌腱近年来应用较多#主要是

因为四股绳肌腱强度较高#取材部位创伤小#术后恢复快+

,

,

(

但是#移植肌腱在骨道中的愈合属于腱
3

骨愈合#相对于骨
3

骨

界面愈合#其愈合时间较长+

$

,

#限制了患者早期的康复练习(

如何促进腱
3

骨愈合成为近年来学者们关注的一个焦点(本实

验的目的是通过在骨道中注入自体骨髓单个核细胞#以促进

腱
3

骨界面愈合(

A

!

材料与方法

A(A

!

材料

A(A(A

!

实验动物及分组
!

$-

只新西兰大白兔$由承德医学院

实验动物中心提供%#体质量
$(&

"

$(%N

)

#平均
$($:N

)

(实验

前检测双侧膝关节未见畸形#前后抽屉试验及侧方应力试验均

阴性(双侧膝关节均接受手术#随机选取一侧膝关节作为实验

侧#对侧作为对照侧(

A(A(B

!

医用耳脑胶
!

医用耳脑胶为广州白云医用胶有限公司

生产#固化时间小于
,%<

#聚合热低#局部刺激小#体表应用固

化膜脱落为
/

"

,&.

#体内约
-

周可降解为水溶性物随代谢排

出体外(

A(B

!

方法

A(B(A

!

自体骨髓单个核细胞的获得
!

经耳缘静脉注射
'V

的

戊巴比妥钠溶液$

,*+

"

N

)

%将动物麻醉#双侧髂骨部消毒#用

含有
&(%*+

肝素的
,&*+

注射器#从双侧髂骨快速抽取骨髓

各
%*+

#放入无菌离心管#

,%&&G

"

*8=

离心
,%*8=

#取中间细

胞层移入另一管内#加入磷酸盐缓冲液$

#WQ

%后再次
,%&&G

"

*8=

离心
,&*8=

#弃上清#保留沉淀部分#再加入
&(%*+#WQ

液吹打成单核细胞悬液#备用(

A(B(B

!

实验动物模型的建立
!

在麻醉状态下#双膝术区备皮'

消毒#取髌腱内侧纵行切口#于胫骨结节内后'大腿内侧#分离

出半腱肌腱#保留远端止点完整#自腱和肌腹交界处近端切断#

肌腱断端用
-3&

的肌腱编织线编织作为牵引线&于半腱肌腱远

端止点处凿取
%(&**g'(%**g'(%**

大小骨块连同半腱

肌腱共同切下做成肌腱
3

骨块复合体备用(沿髌腱内侧切开至

关节腔#外推髌骨致脱位#切断翼状皱襞#于上'下止点处完整

切除
!5+

#查前抽屉试验及
+1FB*1=

试验为阳性#然后用
$

**

钻头自胫骨结节内上骨面向原前交叉韧带下止点钻取骨

':-

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期



道#通过该骨道再向上'外'后至髁间窝外侧壁后部#近
!5+

上

止点处钻取骨道#钻通至股骨外髁外侧骨面#然后改用
'(%**

钻头于股骨骨道外侧由外向内扩大股骨骨道深达
%**

#使股

骨骨道呈瓶颈样#适应半腱肌腱一端骨块嵌入(用直针引导牵

引线#将一端带骨块的半腱肌腱肌腱侧自股骨骨道外口导入关

节腔#从胫骨骨道拉出#拉紧时骨块嵌入股骨骨道外侧端#于屈

膝
'&k

位拉紧#经胫骨骨桥#悬吊固定(查前抽屉试验及
+1FB3

*1=

试验阴性后#庆大霉素盐水冲洗创口(实验侧先将胫骨侧

骨道内口涂薄层耳脑胶封闭内口#将准备好的骨髓单个核细胞

悬液用注射器针头通过胫骨骨道外口注入胫骨骨道#边注边

退#完毕后用耳脑胶封闭外口(对照侧不予注射细胞#而仅于

胫骨骨道内外口封闭薄层耳脑胶(创口逐层间断缝合#患肢不

予以固定#伤口常规换药#肌注青霉素
'.

预防感染(术后笼

养#自由活动(

A(B(C

!

生物力学检测
!

于术后
$

'

-

'

>

'

,$

周分别将
:

只实验

动物处死取材#将膝关节
!5+

外周围软组织去除#股骨和胫骨

各保留
'F*

长#股骨与胫骨端分别固定于生物力学试验机

$

6"Q>%>68=8W87=8J

%上#使拉力经过韧带的轴线(测试前

将胫骨端移植肌腱骨道外的软组织及缝线结均去除#以期望使

胫骨端腱
3

骨界面成为拉力测试对象#行最大拉脱负荷实验#测

试移植肌腱的腱
3

骨界面抗拉伸强度#按
%**

"

*8=

速度加载

负荷#记录拉脱或断裂负荷及重建韧带的断裂部位(因各测试

对象的移植肌腱的长度'骨道直径和长度接近#各组样本的最

大载荷未用隧道长度来标准化#直接取其绝对值作比较(

A(C

!

统计学处理
!

数据采用
@S8

表示#采用
Q#QQ,/(&

统计

软件处理数据#断裂载荷比较采用独立样本
?

检验#

!

#

&(&%

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B(A

!

大体观察结果
!

$-

只实验动物均未出现术后感染#处理

标本时见膝关节重建的
!5+

连续性完整#其中
-

只实验侧膝

关节内见轻微的滑膜炎症和关节腔少量积液#关节腔内未见异

位骨化#未见纤维组织过度形成及关节僵直(

表
,

!!

重建韧带断裂部位$

(

%

时间$周%

实验侧

胫骨骨道 肌腱 股骨骨道

对照侧

胫骨骨道 肌腱 股骨骨道

$ : & & : & &

- : & & : & &

> : & & : & &

,$ ' ' & % , &

表
$

!!

最大抗拉脱$断%强度$

@S8

'

0

%

时间$周% 实验组 对照组
? !

$ ,,(/>S$('$ ,,(--S$(&> &($/$

&

&(&%

- $,(9/S'(&> ,:($9S$(&' '(/:9

#

&(&%

> $9(9/S$(:9 $,(:$S$(&$ :(&/:

#

&(&%

,$ '-(>$S$(%% ',('9S$(%, $('-/

#

&(&%

B(B

!

生物力学检测结果
!

为了更有效地观察腱
3

骨界面的效

果#本实验股骨侧采用骨块镶嵌式固定#旨在使股骨侧达到更

大的固定强度#在拉伸试验中#主要观测胫骨侧腱
3

骨界面的抗

拉伸强度(在术后
$

'

-

'

>

周#重建韧带断裂均发生在胫骨骨道

内#即韧带由骨道内拔出(术后
,$

周#对照侧有
,

例自肌腱部

分断裂#

%

例从胫骨骨道拔出&实验侧有
'

例自肌腱部分断裂#

'

例从胫骨骨道拔出(所有实验动物均未见骨块完全从股骨

骨道拔出$表
,

%(随着时间的推移#实验侧和对照侧的抗拉断

强度均有增加&术后
$

周#两组数值差异无统计学意义&在术后

-

'

>

'

,$

周抗拉断强度的测试结果中#实验侧抗拉断强度与对

照侧相比#差异均有统计学意义$

!

#

&(&%

%#即实验侧抗拉断

强度大于对照侧#见表
$

(

C

!

讨
!!

论

目前#

!5+

重建的方法很多#由于绳肌肌腱取材方便'

创伤小'强度可靠'取材后对供区功能影响小#故临床应用较

多(然而#这需要移植物的肌腱组织与骨道的骨组织形成腱
3

骨愈合#这是一个纤维组织形成连接#新骨形成#骨向肌腱内长

入#局部纤维不断重建的复杂过程+

'3%

,

(在术后早期#腱
3

骨界

面成为愈合过程中最薄弱的环节#尤其是腱骨组织处于关节腔

内的内环境中(因此#许多学者认为针对此种术式的术后康复

治疗时间需要)延长至术后
>

周*(移植物与骨道形成牢固的

固定连接可以有利于早期积极地行功能康复练习+

:

,

#促进膝关

节功能的康复#所以肌腱移植物在骨道中形成有效的愈合对于

!5+

的成功重建是非常必要的(

骨髓中富含基质干细胞'骨祖细胞和骨内膜细胞等#骨髓

成骨特性近年来的研究主要集中在骨髓基质干细胞的作用上(

+8*

等+

/

,在兔身上用含骨髓基质干细胞的纤维蛋白胶涂抹在

自身绳肌腱上重建
!5+

#对照侧与实验侧的生物力学测试

在术后
$

周与
-

周比较差异无统计学意义&第
>

周时实验侧的

最大拔出负荷和刚度明显高于对照侧#提示骨髓基质干细胞能

促进腱
3

骨结合部位的愈合(骨髓中的有核细胞为每毫升
'$g

,&

: 个#每
,>&&&

个有核细胞中仅有
,

个骨髓基质干细胞#即

每毫升骨髓中有约
$&&&

个骨髓基质干细胞+

>

,

(虽浓度很低#

但
41G17

)

DE

等+

9

,的研究显示#新鲜骨髓组织同样有促进腱骨

愈合的作用#提示骨髓的成骨特性可能基于骨髓内诸多成分的

相互作用(为加强重建术后骨道内骨髓基质干细胞浓度#本实

验应用密度梯度离心提取技术#将骨髓单个核细胞提取后直接

注于腱骨界面#操作简洁#避免了细胞培养过程有可能带来的

污染'细胞活性差等问题(采用耳脑胶对骨道口进行封闭#耳

脑胶的固化时间小于
,%<

#聚合热低#局部刺激小#在体内约
-

周可降解为水溶性物而进入体内代谢排出#以往常用于脑脊液

漏的修补(应用耳脑胶封闭骨髓道口后#隔断了关节腔与骨道

内的联系#理论上一定时间段内避免了关节液对骨髓道内基质

干细胞的稀释及基质干细胞向关节腔流失(

有效的腱骨愈合还需要避免受关节腔内滑液中抑制因素

作用的影响(

W@G

)

等+

,&

,在兔子的膝关节做平行于
!5+
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