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应用软骨下钻孔结合液氮冷冻制作兔股骨头缺损坏死模型
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　　［摘要］　目的　通过液氮冷冻在兔股骨头缺损的基础上造成坏死，为股骨头缺血坏死的治疗研究建立动物模型。方
法 　 ２２只健康成年新西兰大白兔建立单侧股骨头缺损模型，并用液氮从骨缺损内将股骨头冷冻坏死，术后定期行股骨
头Ｘ线片检查、大体标本观察、组织切片及墨汁灌注染色了解股骨头坏死及修复情况。结果　 液氮冷冻构建兔股骨头坏
死缺损股骨头Ｘ线片、大体标本、组织学形态及墨汁灌注染色不同阶段均出现明显变化。结论 　 液氮冷冻建立的兔股骨
头缺损坏死可以作为模拟临床手术刮出死骨，植骨治疗研究的动物模型。
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　　股骨头缺血性坏死是一种发生于髋关节的棘手疾
病，好发于３０～５０岁青壮年，近年来其发病率呈上升
趋势，其病因涉及多种因素［１］，发病机制尚未明了，病

理过程复杂，治疗方法多种多样［２－３］，但均不能终止或

者逆转已发生股骨头坏死的病理过程，最终股骨头塌

陷需行全髋关节置换［４］。建立能够复制人股骨头缺

血性坏死的动物模型，对了解股骨头缺血性坏死的发

生、发展及预后有重要意义。目前股骨头缺血性坏死

动物模型大多数只能模拟股骨头缺血坏死的早期病理

变化，很少能制作出股骨头坏死伴关节面塌陷。本实

验总结已有研究成功经验并进行改进，采用液氮在股

骨头缺损的基础上冷冻，成功诱导出股骨头坏死伴关

节面塌陷，为探索股骨头缺血性坏死治疗，特别是为

Ｆｉｃａｔ分期Ⅰ、Ⅱ髓芯减压和（或）股骨头头颈交界处开
窗刮出死骨后植骨治疗提供较好的动物模型。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康成年新西兰大白兔２２只，雌雄不拘，体质量（２．２５±
０．２３）ｋｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供。

１．２　方法
　　动物术前采用３％戊巴比妥钠，按３０ｍｇ／ｋｇ自耳缘静脉麻
醉动物，麻醉显效后，取仰卧位固定于手术台上，剪毛、脱毛后

常规消毒铺巾，取右下肢髋关节外侧横形切口长３～５ｃｍ，切开
皮肤、皮下组织、深筋膜，分离肌肉，部分切断附着于大粗隆上

的肌肉，暴露大转子，顺大转子前内侧分离直达髋关节囊，打开

髋关节囊，暴露股骨头，在软骨与骨的交界处，用电钻以直径

３５ｍｍ钻头向股骨头前内侧钻孔，深度约４ｍｍ，然后用 ｍｉｎｉ
刮匙向内侧潜行刮除松质骨至软骨下骨占股骨头总体积的

３０％～４０％，模拟骨坏死行病灶清理术，充分保护周围软组织，
用空针穿入股骨头钻孔处，将液氮注射到股骨头局部冷冻

１次［５］，维持１ｍｉｎ，冷冻后生理盐水复温，逐层缝合切口。实
验动物均单侧手术，对侧作为自身对照。术后将动物单独置于

兔笼中，肌注青霉素预防感染。

１．３　观察方式
１．３．１　全身情况观察　　 观察术后实验动物的一般情况，如
饮食、精神状态、运动、毛发、有无伤口感染等。

１．３．２　Ｘ线片观察　　术后１、２、４、６、８周行 Ｘ线片检查，观
察股骨头的密度变化，观察股骨头外形密度及小梁变化。

１．３．３　股骨头大体标本观察　　术后１、２、４、６、８周各处死
３只，大体观察股骨头外观。
１．３．４　股骨头标本的制作和观察　　处死实验动物，常规行
ＨＥ染色及甲苯胺蓝染色，光镜下观察股骨头骨膜、软骨、骨组
织、骨小梁及骨髓组织。

１．３．５　血管墨汁灌注染色　　术后２、４、８周各２只，麻醉后
行墨汁灌注。厚切片（２５μｍ）观察股骨头血管分布和生长情
况，所有标本切片取５个低倍视野，对微血管数进行计数。
１．４　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　动物一般情况
　　术后１周内，实验动物右下肢轻度跛行，饮食精神欠佳，运
动量明显减少，毛发少紊乱。后逐渐恢复，２周后实验动物回复
术前状态，大部分伤口Ⅰ期愈合，其中２例出现伤口感染，经换
药后有效控制，１例术后７ｄ行 Ｘ线片检查发现股骨颈骨折而
退出实验。

２．２　股骨头Ｘ线片检查
　　造模后１周，股骨头缺损清晰，外形圆，软骨下骨无塌陷，
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骨密度无明显变化，骨小梁结构基本正常。术后２周，股骨头
缺损仍可见，但较前略缩小，软骨下骨开始出现塌陷，股骨颈开

始变粗短。术后４周，股骨头缺损塌陷，股骨头失去正常圆的
形态，变得扁平，骨小梁结构出现紊乱。术后６周，股骨头形态
不规则，呈椭圆形，软骨下骨塌陷，骨密度下降，骨小梁结构紊

乱。术后８周，股骨头变形，软骨下骨塌陷，骨小梁结构紊乱。
对照侧股骨形态规则，外形圆，骨小梁结构正常（图１）。

２．３　股骨头标本大体观察
　　术后１周，股骨头标本股缺损清晰可见，关节软骨面光滑。
术后２周，股骨头标本仍可见缺损，关节软骨面基本光滑。术后
４周，股骨头标本关节软骨面出现塌陷，关节软骨轻度剥脱，股骨
头失去圆形轮廓。术后６周，股骨头关节软骨面片状剥脱，剥脱
加重。术后８周，股骨头标本关节软骨面大片剥脱，关节软骨下
骨裸露。对照侧股骨头完整，关节软骨光滑，无剥脱（图２）。

２．４　股骨头标本组织学观察
２．４．１　股骨头标本ＨＥ染色观察　　对照侧股骨头ＨＥ染色，
软骨表面光滑；骨小梁完整，排列规则；骨髓中造血细胞丰富，

脂肪细胞相对较少，形态正常。术后１周，软骨面较光滑，周围
骨小梁内可见空骨陷窝；骨髓腔内造血细胞减少，充满脂肪细

胞，可见散在炎性渗出物。术后２周，软骨面基本光滑；空骨陷
窝数量增多，软骨下骨小梁发生断裂，排列紊乱；骨髓腔造血细

胞明显减少，可见散在炎性渗出物及骨碎片。术后４周，软骨
开始剥脱，软骨区可见断裂，软骨层变薄；周围骨小梁断裂、排

列紊乱；可见增生的纤维组织包绕骨碎片，骨碎片出现溶解吸

收；骨髓腔内脂肪细胞融合成小囊。术后６周，软骨表面片状
剥脱，软骨及骨小梁骨折塌陷；周围骨小梁排列更加紊乱，大部

分骨小梁为空骨陷窝；可见较多剥脱的骨碎屑及碎片；骨髓腔

内可见大片纤维化。术后８周，关节软骨大片剥脱，软骨区菲
薄，软骨及骨小梁断裂塌陷；周围骨小梁排列杂乱无章；可见大

量骨碎片及溶骨坏死组织；骨髓腔内脂肪细胞坏死（图３）。
２．４．２　股骨头标本甲苯胺蓝染色观察　　 术后１周，软骨层
无剥脱，软骨基质着均匀蓝色，细胞呈柱状排列、整齐，核大小

均匀，与对照侧基本一致。术后２周，软骨层无明显剥脱，细胞
排列开始紊乱，细胞大小基本一致。术后４周，软骨层变薄，软
骨基质着色不均，着色变浅，可见细胞排列不整齐，呈细胞簇

状。术后６周，软骨层片状剥脱，软骨基质着色不均，着色变
浅，可见软骨细胞大量减少，排列紊乱。术后８周，软骨层大片
剥脱，软骨层薄，软骨细胞稀少，排列紊乱（图４）。
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Ａ：对侧股骨头；Ｂ：１周股骨头缺损清晰（箭头所示）；Ｃ：２周股骨头缺损缩小（箭头所示）；Ｄ：４周股骨头扁平（箭头所示）；Ｅ：６
周股骨头变形（箭头所示）；Ｆ：８周股骨头变形，骨质稀疏（箭头所示）

图１　液氮冷冻构建兔股骨头坏死缺损股骨头Ｘ线片表现
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Ａ：对侧股骨头；Ｂ：１周；Ｃ：２周；Ｄ：４周；Ｅ：６周；Ｆ：８周
图２　液氮冷冻构建兔股骨头坏死缺损股骨头大体观察
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Ａ：对照测股骨头；Ｂ：１周；Ｃ：２周；Ｄ：４周；Ｅ：６周；Ｆ：８周

图３　术后不同时间缺损股骨头组织病理学变化　（ＨＥ×１００）
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Ａ：１周；Ｂ：２周；Ｃ：４周；Ｄ：６周；Ｅ：８周
图４　甲苯胺蓝染色观察术后不同时间缺损股骨头组织病理学变化　（×１００）
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Ａ：对侧股骨头；Ｂ：２周；Ｃ：４周；Ｄ：８周
图５　墨汁灌注染色观察术后不同时间缺损股骨头组织病理学变化　（×４０）

２．５　血管墨汁灌注染色观察
　　对照侧股骨头股骨头软骨下骨小梁内的髓腔中形成血管
网，血管网相通，小血管丰富，未见血管内墨汁外渗。术后

２周，股骨头血管开始减少，血管网仍相通。术后４周，股骨头
血管显著减少，灌注不全面，血管出现明显栓塞。术后８周，股
骨头血管稀疏，血管大量闭塞（图５）。经统计学处理，２、４、８周
低倍视野微血管数实验侧与对照侧比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　术后不同时间缺损股骨头微血管计数比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

时间 实验侧 对照侧 Ｐ值
２周 １１７．５４±２９．１２ ３４５．４０±１５．７９ ＜０．０１
４周 ７３．５６±７．２２ ４１２．５０±３７．４４ ＜０．０１
８周 ３６．６６±６．７６ ３７４．５６±２２．７４ ＜０．０１

３　讨论

　　股骨头缺血性坏死是骨科领域一个较为棘手的难
题。近年来，国内外学者对 ＡＶＦＨ动物模型进行了许
多研究，但众多模拟实验中无一种动物模型组织学和

形态学改变能够完全模拟人股骨头坏死病理学变

化［６］。股骨头缺血坏死分创伤性和非创伤性两种类

型，因此，建立动物模型也主要是分创伤型模型和非创

伤型模型。创伤性股骨头坏死主要通过人为造成动物

股骨头脱位，对股骨颈截骨或阻断股骨头血供而造成

股骨头坏死［７］，模拟临床股骨头颈骨折和髋关节脱位

后股骨头坏死的形成过程。建立非创伤型动物模型方

法较多，目前主要包括采用激素和酒精性模型、缺损模

型、液氮模型等［８］。激素和酒精性模型多用于病因及

病理机制研究［９－１０］，缺损型模型适合于开窗减压和髓

芯减压的治疗研究［１１－１２］。ＬａＰｏｒｔｅ等［１３］应用 Ｔｒａｐｄｏｏｒ
方法制造骨缺损建立了犬股骨头坏死模型，这种方法

直接损伤关节软骨，不符合人股骨头缺血性坏死的自

然病程，影响对软骨的观察。液氮冷冻股骨头缺血性

坏死动物模型适用于各种治疗性实验研究的实施。

Ｔａｋａｏｋａ等［１４］利用液氮冷冻方法建立犬股骨头坏死模

型，但这种方法存在诸多缺陷，如造成髋关节脱位、创

伤大、动物存活率较低等，不利于后续研究。

　　本实验以常见的新西兰大白兔作为造模动物，总结
已有研究成功经验，并进行一定的改进，出于对软骨变

化的考虑，尽可能避免骨缺损模型对软骨的直接损伤，

因而选择不直接损伤软骨的改良的股骨头缺损制作方

法，在头颈交界处开窗，ｍｉｎｉ刮匙潜行刮骨至软骨下骨，
克服了Ｔｒａｐｄｏｏｒ方法的不足，骨缺损能有效地诱导软骨
下骨修复时软骨塌陷，应用局部液氮冷冻兔股骨头内缺

损，能引起股骨头内血管痉挛、血管内凝血及血管内皮

损伤，继而血管壁通透性增加、股骨头内髓腔出血，股骨

头复温后诱发缺血再灌注损伤，最终导致股骨头无菌性

坏死［１４］。液氮冷冻不同于其他方法造成的坏死，它不

会残留化学物质，因此不会干扰刮骨后植骨的研究。

　　将改良Ｔｒａｐｄｏｏｒ法制造骨缺损型模型和液氮冷冻
模型有效地结合起来，不造成动物股骨头脱位，是一种

坏死程度和坏死时间可以控制的标准化的动物模型，造

模时间短，坏死塌陷成功率高，动物死亡率低，可重复性

大，能在短期内复制不同分期的骨坏死模型。本研究结

果显示，实验兔无因造模而死亡，除１例出现股骨颈骨
折外，实验动物均造模成功，对于创伤导致的股骨头缺

损性坏死病理改变及防治研究具有重要意义，为进一步

研究股骨头缺血坏死刮出死骨后植骨治疗奠定基础。
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　　（上接２０５０页）
　　台州地区既往无蜱虫病即发热伴血小板减少综合征的报
道，基层医生可能对该病临床经验不足，对蜱虫病缺乏认识，是

出现误诊的一大原因。本病例表现为发热及消化道症状为主，

台州地区是蜱虫病非流行地区，近十余年罕见本病，４月份虽为
流行季节，但患者入院后第２天查体有咽部充血、肺部音体
征，又有血小板减少，且本地区４月份是上呼吸道感染和肾综
合征出血热的高发季节，故易误诊为呼吸道感染、肾出血热等

病毒感染。其次，本病例主要为血小板减少明显，血小板减少

常见于原发性血小板减少性紫癜、再生障碍性贫血、血栓性血

小板减少性紫癜等，作为血液科专科医生，缺少其他系统或者

学科的基础，因此对于疑难病历，建立完善的多学科病历讨论

制度是减少误诊的１项重要措施。再次，新型布尼亚病毒感染
常累及多器官系统，无特异性临床表现及体征，缺少统一诊断

标准，且发展迅速，获取病原学往往等待时间过长，是导致本病

例误诊的又一重要原因。根据卫生部 《发热伴血小板减少性

综合征诊疗方案》，在蜱活动区有蜱叮咬史，临床表现以发热、

全身酸痛、乏力、恶心和呕吐等主要症状，临床检验血小板降

低、白细胞进行性减少，尿蛋白阳性，实验室检测新型布尼亚病

毒核酸阳性，血清中分离到新型布尼亚病毒，恢复期血清免疫

荧光抗体 １∶（１６０～３２０），可确诊［４］。最后，蜱虫病患者在蜱虫

叮咬后无典型皮疹等体征，本病例入院后未详细追问病史并进

行详尽的体格检查，是误诊的另一重要原因。因此对于在丘

陵、低山产茶县区的田间或林地劳作的患者，突发有发热、乏力

等症状，应联系到该病的可能性，并详细追问病史及进行详尽

的体格检查以尽量减少误诊。

　　在治疗上，目前临床针对本病的治疗方案，鲜少有针对病
原学的特异性治疗方法报道，主要治疗方法多为对症支持治

疗。张海涛等［５］报道试用人免疫球蛋白升高白细胞和血小板

治疗重症发热伴血小板减少综合征患者，有效地预防了细菌及

真菌的继发感染，使得病情在短期内得到控制。其次，在基础

治疗的同时要注意维持水电解质和酸碱平衡，保护肝肾功能，

防止多器官功能障碍的发生。对合并有ＤＩＣ患者，建议可早期
使用肝素［６］。第三，临床上建议早期使用多西环素进行实验性

治疗，以免延误治疗时机。本患者虽然于入院第２天给予多西
环素治疗，仍然未逆转疾病进展，可能与最初发热时诊断、治疗

不及时相关，也可能由于多西环素目前只是处于实验性治疗阶

段，具体治疗效果不确切。

　　因此，对 ＳＦＴＳ应做到早发现、早诊断、早治疗，特别是对
ＳＦＴＳ临床特点、实验室检查要有清醒的认识，力争做到早干
预，多学科干预，才能最大可能地降低病死率。
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