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　　［摘要］　目的　探讨纳米羟基磷灰石／聚酰胺６６／富血小板血浆（ｎＨＡ／ＰＡ６６／ＰＲＰ）复合物修复兔股骨中段骨缺损的疗效。

方法　新西兰大白兔共４０只，切除左股骨中段１ｃｍ连同骨膜的骨质造成骨缺损模型后随机分为两组，实验组植入ｎＨＡ／ＰＡ６６／

ＰＲＰ复合物后予以钢板固定；对照组植入ｎＨＡ／ＰＡ６６后予以钢板固定。术后２、４、８、１２周每时间点处死５只兔子，进行Ｘ线片、

大体标本观察、组织学、免疫组织化学染色等观察股骨骨缺损愈合情况。结果　术后所有动物无感染、死亡及植入物脱落，大体标

本及组织学结果显示术后２周内实验组开始有新生骨组织，随着时间的延长，实验组新骨生长速度和数量明显优于对照组；术后

１２周ＬａｎｅＳａｎｄｈｕ法Ｘ线片评分显示实验组（６．８０±２．０５）分，对照组（４．２０±１．３０）分，二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

免疫组织化学染色结果显示实验组血管内皮细胞生长因子表达强度在术后第２、４周时与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），在术后第８、１２周时与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ｎＨＡ／ＰＡ６６／ＰＲＰ复合物具有促进骨质愈合的作

用，尤其在早期修复骨缺损的效果优于ｎＨＡ／ＰＡ６６。
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　　骨缺损的修复和重建是目前骨科研究领域中的热点课题。

纳米羟基磷灰石／聚酰胺６６（ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ／ｐｏｌｙａｍｉｄｅ

６６，ｎＨＡ／ＰＡ６６）复合材料是作者前期开发的具有优良的生物

学性能和类骨活性的骨修复材料［１］。富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔ

ｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）是新鲜自体全血经过浓集、分离而得到的血

小板浓缩物，其能释放多种生长因子，促进骨细胞增殖、生长、

分化［２３］。国内外许多文献报道ＰＲＰ与骨修复替代材料复合

有协同促进骨缺损的作用［４７］。本研究将ｎＨＡ／ＰＡ６６和ＰＲＰ

复合，观察其对兔股骨中段骨缺损的修复能力。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ｎＨＡ／ＰＡ６６复合骨修复材料（由四川大学分

析测试中心提供，规格：９ｍｍ×１０ｍｍ 圆柱体，中空内径２

ｍｍ）；掌骨接骨板（由重庆万盛医疗器械有限公司提供，规格：

ＺＳＺ（Ｑ）０２５孔）。

１．２　ＰＲＰ的制备　ＰＲＰ的制备采用文献［８］的方法。低密度

二次离心法制备ＰＲＰ，其离心与时间乘积的总和为４０００ｇ／
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ｍｉｎ。最终的血小板浓度稳定，约为全血的５．５倍。

１．３　骨缺损模型制备及分组　６～８个月龄健康成年新西兰

大白兔（由重庆医科大学实验动物中心提供，雌雄不限），用速

眠新（０．２ｍＬ／ｋｇ）麻醉后，无菌条件下暴露左侧股骨中段，连

同骨膜切除股骨１ｃｍ，制作节段性股骨中段骨缺损模型。将

造模成功的４０只成年新西兰大白兔按随机数字表法分为两

组，每组２０只，其中，实验组植入 ｎＨＡ／ＰＡ６６／ＰＲＰ复合物，

对照组植入ｎＨＡ／ＰＡ６６复合物。最后行５孔掌骨钢板内固

定，并在钢板两端钢丝捆扎加固，逐层缝合切口。术后所有兔

子均分笼饲养，每天分２次肌肉注射青霉素４０万 Ｕ／只，连续

３ｄ。

１．４　观察指标

１．４．１　影像学观察　术后２、４、８、１２周行兔左股骨Ｘ线摄片，

观察骨愈合和修复骨缺损情况。术后 １２ 周，采用 Ｌａｎｅ

ＳａｎｄｈｕＸ线评分标准
［９］评估自体骨材料界面骨愈合情况。

１．４．２　大体观察　术后２、４、８、１２周时用空气栓塞法处死兔

子，取出标本，拆除钢板及钢丝，观察标本骨缺损修复情况及骨

痂生长情况。

１．４．３　组织学观察　术后在各规定时间点将植入材料连同两

端０．５ｃｍ正常骨组织取出，置于１０％中性甲醛中固定，脱钙，

石蜡包埋，常规以骨缺损区为中心行连续纵行切片，然后行

ＨＥ染色，光学显微镜下观察材料周围新骨形成情况。

１．４．４　免疫组织化学染色观察　将各规定时间点所制得石蜡

切片行血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）免疫组织化学染色，ＶＥＧＦ阳性表达定位于细

胞质，呈浅黄色至棕黄色。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析

系统在高倍（×４００）视野下对每张切片随机取５个固定测量

窗，对平均光密度值进行半定量测定，计算平均值。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析，

所有数据均以狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　术后一般情况比较　术后３ｄ内所有兔子饮食稍差，活

动少，手术伤口无明显红肿、渗液。１周后兔子饮食正常，恢复

日常活动。术后所有兔子切口未见明显红肿及异常分泌物，切

口均Ⅰ期愈合。

２．２　影像学结果比较　术后第２周见两组材料均与自体骨间

间隙清楚，两组材料周围均未见明显骨痂形成。术后第４周，

实验组材料两端可见骨痂形成，材料与自体骨界限不清；对照

组未见明显骨痂形成，材料与自体骨间间隙仍较清楚。术后第

８周，实验组可见材料周围大量骨痂形成，材料自体骨界面模

糊；对照组也可见骨痂形成，但与实验组比较明显较少。术后

第１２周，两组材料均已和自体骨牢固结合，对位、对线好，内固

定钢板在位，可见大量新生骨痂包裹材料，材料自体骨界面模

糊，其中实验组材料周围骨痂量较对照组多（图１）；术后第１２

周ＬａｎｅＳａｎｄｈｕ评分结果显示实验组（６．８０±２．０５）分，对照组

（４．２０±１．３０）分，二者比较差异有统计学意义（狋＝２．３９３，犘＝

０．０４４）。

２．３　大体标本观察　术后第２周，两组材料和自体骨交界处

均可见肉芽组织包裹，实验侧肉芽组织量稍多，且有部分纤维

性连接。术后第４周实验组材料自体骨交界处表面可见骨痂

形成，材料与正常骨组织交界面不清晰；对照组材料自体骨交

界处表面结缔组织较多，有部分纤维性连接，未见明显骨样组

织。术后第８周，实验组材料自体骨交界处表面大部分被骨

痂覆盖，对照组材料自体骨交界处表面可见骨痂形成，骨痂量

明显较实验组少。术后１２周，两组骨组织形成量均增加，实验

组材料自体骨交界处表面完全被骨痂覆盖，部分材料也被骨

痂完全包裹；对照组材料自体骨交界处表面大部分被骨痂

覆盖。

　　Ａ：实验组；Ｂ：对照组。

图１　　术后１２周兔股骨侧位Ｘ线片

２．４　组织学结果比较　术后第２周，实验组材料周围可见大

量成纤维细胞增生及部分新生骨小梁，小梁间纤维组织富含毛

细血管；对照组成纤维细胞增生明显少于实验组，未见明显新

生骨小梁。术后４周，实验组可见粗大的新生骨小梁，不同成

熟度的骨小梁排列成网状编织骨；对照组可见部分新生骨小

梁，但较实验组明显减少。术后第８周，实验组见大量新生骨

组织生成，部分与材料纤维结缔组织连接；对照组材料边缘可

见成骨细胞、新生骨小梁。术后第１２周，实验组可见大量新生

骨小梁及板层骨与材料紧密连接；对照组也可见新生骨小梁及

板层骨，材料和骨小梁间可见部分纤维结缔组织连接（图２）。

　　Ａ：实验组；Ｂ：对照组。

图２　　术后１２周病理切片影像学表现（ＨＥ，×１００）

２．５　免疫组织化学染色结果比较　术后第２周，ＶＥＧＦ在新

生血管内皮细胞大量表达，在成骨细胞、成纤维细胞也有表达，

其中实验组表达阳性率较对照组高。术后第４周 ＶＥＧＦ的表

达在实验组明显下降，在对照组也呈下降趋势；病理图像分析

系统测量显示，随着时间延长，实验组和对照组的 ＶＥＧＦ表达

均呈逐渐降低的趋势。其中，实验组 ＶＥＧＦ表达强度在术后

第２、４周时与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），在

术后第８、１２周时与对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

表１　　两组各时间点ＶＥＧＦ表达水平比较（狓±狊）

时间（周） 实验组 对照组 狋 犘

２ １．８４３±０．２７９ １．１４４±０．３３８ ３．５６７０．００７

４ １．３７８±０．１９３ １．０３４±０．２５８ ２．３８６０．０４４

８ １．２２０±０．１４６ １．０１４±０．１８２ １．９７３０．０８４

１２ １．０４０±０．０８１ ０．９６２±０．１３７ １．０９５０．３０５

３　讨　　论

　　在众多的骨修复材料中，ｎＨＡ／ＰＡ６６复合骨修复材料因

具有良好的生物力学性能、生物相容性及生物安全性，备受关
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注，目前已广泛用于骨缺损的填充及修复，并取得了不错的临

床效果［１，１０］。但是，ｎＨＡ／ＰＡ６６复合材料早期诱导成骨性能

欠佳。梁勇［１１］采用ｎＨＡ／ＰＡ６６椎间融合器融合山羊颈椎，

结果发现ｎＨＡ／ＰＡ６６椎间融合器组早期成骨性能明显较自

体髂骨植骨组差，但当ｎＨＡ／ＰＡ６６复合基因重组人骨形态发

生蛋白２（ｒｈＢＭＰ２）时，其早期成骨性能与自体髂骨植骨相

当，说明ｒｈＢＭＰ２能促进材料早期诱导成骨，但ｒｈＢＭＰ２价

格昂贵，难以大范围临床应用。如何提高ｎＨＡ／ＰＡ６６复合材

料早期诱导成骨性能并尽可能降低成本是目前的研究难点。

ＰＲＰ是新鲜自体血提取的超生理浓度的血小板浓缩物，

ＰＲＰ中含大量高浓度的生长因子
［１２］，包括血小板源性生长因

子、血管内皮生长因子、类胰岛素生长因子等，这些生长因子是

促进骨再生的关键因素［２］。国内外许多学者发现ＰＲＰ在体

内、体外有明显的促进骨再生的作用［４］。部分学者的研究也证

实部分植骨材料与ＰＲＰ复合后不仅能早期促进新骨形成量，

同时还可提高新生骨质量［１３１４］，同时，ＰＲＰ制作相对简单，费

用低廉，为此，作者将ＰＲＰ复合到ｎＨＡ／ＰＡ６６材料上，期望

能提高材料早期诱导成骨性能并减少相关费用。动物实验中

组织学和影像学观察表明术后第２周实验组开始出现部分新

生骨小梁，而对照组不明显，随着观察时间的延长，实验组新骨

生长速度和数量明显优于对照组，显示ｎＨＡ／ＰＡ６６复合ＰＲＰ

后良好的早期诱导成骨效应。

目前，认为ＶＥＧＦ在骨修复过程中对新生血管形成及后

期骨痂结构形成、改建和矿化有重要作用［１５］。本研究发现，术

后第２周，实验组 ＶＥＧＦ基因强表达，与对照组比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。随后两组ＶＥＧＦ表达均呈降低趋势，

其中实验组术后第２～４周 ＶＥＧＦ表达呈急剧下降，术后４～

１２周时下降趋于平缓。其机制可能为实验组早期由于ＰＲＰ

中含有大量生长因子，使多种组织细胞表现 ＶＥＧＦ强阳性表

达，从而产生迅速止血、促进血管及骨小梁形成作用，而对照组

由于没有复合ＰＲＰ，其过程等同于一般的骨缺损愈合过程，仅

是因为创伤因素（如组织细胞坏死、炎性细胞反应等因素）引起

ＶＥＧＦ的表达，故较实验组弱；根据 ＶＥＧＦ表达情况及两组组

织学观察，可以初步推断实验组ＰＲＰ促进骨修复的作用最早

发生在植入后约２周内，远早于对照组。

本实验利用ＰＲＰ中含有多种生长因子的特性，与ｎＨＡ／

ＰＡ６６复合材料结合后，用于修复兔股骨中段骨缺损。实验结

果表明，从大体标本、Ｘ线片及组织学观察，术后２周内实验组

开始有新生骨组织，可以认为ＰＲＰ加入ｎＨＡ／ＰＡ６６复合材

料后启动了早期活跃的成骨活动，有利于骨缺损的早期愈合，

从而保证了后期的成骨效果。
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会　讯
２０１４年１１月３０日，“中国医师协会微无创医学专业委员会成立大会暨首届子宫肌瘤微无创治疗学术会议”在重庆市举

行，中日友好医院妇产科主任凌斌当选该专委会首任主任委员，同时，王智彪、朱兰、华克勤、陈文直、陈春林、沈铿、孟志强、

张震宇、杨武威、段华、薛敏（以姓氏笔画为序）１１人当选副主任委员，张炼担任总干事，常务委员６０人，委员７０人。

由郎景和院士、石一复教授和王智彪教授主编，北京、重庆、浙江等９省市专家参编，中国医药学术原创精品图书工程之

《微无创医学丛书———子宫肌瘤》同时举行首发仪式。
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