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骨碎补联合羟基磷灰石-壳聚糖支架修复兔大段骨缺损的实验研究
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[摘要] 目的:探索中药骨碎补联合羟基磷灰石-壳聚糖支架修复兔大段骨缺损的可行性。方法:取24
只新西兰大白兔,用电锯在双侧桡骨中段制造1.5cm长的骨缺损区,选择左侧骨缺损旷置(作为空白对

照),右侧植入羟基磷灰石-壳聚糖支架,无差别平分成两组。观察组(A组)给予骨碎补煎液(1g/mL)
灌胃(2次/d),每次灌胃剂量为6.1g/kg(约为15mL),对照组(B组)给予相应生理盐水灌胃(2次/d)。
先后于术后第4周和第12周处死实验动物,分别记录A组、B组右侧(植入支架侧)为A1、B1,A组、B
组左侧(空白对照侧)为A2、B2,进行大体标本观察、X线观察及组织学观察。结果:大体观察及X线片

检查示术后第4周和第12周A1新生骨组织量明显多于A2,B1新生骨组织量明显多于B2,A1新生骨

组织量多于B1,且术后第4周和第12周A1、B1的Lane-Sandhu-X线片评分显著高于A2、B2,A1X线

片评分高于B1,差异均有统计学意义(P<0.05)。组织学观察显示术后第4周A1截骨处见较多新生

骨组织,以软骨成骨方式向骨小梁过渡,支架降解明显;B1截骨处见纤维性软骨,未见新生骨小梁,支架

降解不明显;术后第12周A1截骨处见骨改造塑形及大量骨单位形成(以骨细胞为主),B1截骨处见骨

塑形较差,可见少量骨单位形成(以成骨细胞为主),A2截骨断端处仅见较少的钙盐沉积,B2截骨断端

处未见新生骨组织及钙盐沉积,仅见少量胶原纤维。术后第4周和第12周A1、B1Lane-Sandhu组织

学评分显著高于A2、B2,且A1明显高于B1,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论:羟基磷灰石-壳聚

糖支架具有良好的生物相容性及骨传导能力,中药骨碎补(以灌胃方式给药)联合羟基磷灰石-壳聚糖支

架能够促进骨缺损的新骨生成,缩短骨愈合时间,对兔大段骨缺损修复具有一定积极作用。
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ExperimentalStudyontheRepairofLargeSegmentalBone
DefectsinRabbitsbyDrynariaRhizomeCombinedwith

Hydroxyapatite-ChitosanScaffolds
PANGChengxiang1,2 JIANGHongjiang1,2 WANGYanan1,2

JUChangjun1,2 YUXin1,2 HOUYan1,2 WANGYidi1△
1ShandongWendengOrthopedicHospital,Weihai264400,ShandongChina;
2ShandongInstituteofOrthopedicsandTraumatology,Weihai264400,ShandongChina.
Abstract Objective:Toexplorethefeasibilityofrepairinglargesegmentalbonedefectsinrabbitsbycombiningtraditional
ChinesemedicineDrynariaRhizomewithhydroxyapatite-chitosanscaffolds.Methods:24NewZealandlargewhiterabbits
weretaken,anda1.5cmbonedefectareawascreatedinthemiddleradiusbilaterallywithachainsaw.Theleftsideofthe
bonedefectwaschosentobeleftopen(asblankcontrol),andtherightsidewasimplantedwithhydroxyapatite-chitosan
scaffolds,andtheobservationgroup(groupA)wasgiventhedecoctionofDrynariaRhizome(1g/mL)bygastricgavage

twiceadaywiththedosageof6.1g/kg(about15mL)per

gavage,andthecontrolgroup (groupB)wasgiventhe
correspondingsalinebygastricgavagetwiceaday,succes-
sivelyaftertheoperation).Thecontrolgroup(groupB)was

giventhecorrespondingsalinebygavagetwiceaday,andthe
experimentalanimalswereexecutedat4and12weeksafter
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theoperation,andtherightsidesofgroupAandgroupB(implantedstentside)wererecordedasA1andB1,andtheleft
sidesofgroupAandgroupB(blankcontrolside)wererecordedasA2andB2,respectively,andthemacroscopicspeci-
mens,X-rayobservation,andhistologywerecarriedout.Results:GrossobservationandX-rayexaminationshowedthatthe
amountofnewbonetissueofA1wassignificantlymorethanthatofA2,andtheamountofnewbonetissueofB1wassig-
nificantlymorethanthatofB2at4and12weeksaftersurgery,andtheLane-Sandhu-X-rayscoresofA1andB1weresig-
nificantlyhigherthanthoseofA2andB2at4and12weeksaftersurgery,andtheA1X-rayscorewashigherthanthatof
B1,andthedifferenceswereallstatisticallysignificant(P<0.05).Histologicalobservationshowedthatmorenewbone
tissuewasseenattheA1osteotomyat4weekspostoperatively,transitioningtotrabeculaeinacartilaginousosteogenic
manner,withobviousscaffolddegradation;fibrouscartilagewasseenattheB1osteotomy,withnonewtrabeculae,andthe
scaffolddegradationwasnotobvious.BoneremodelingwasseeninA1osteotomyat12weekspostoperatively,withalarge
numberofboneunitsformed,dominatedbyosteoblasts,whilepoorerboneremodelingwasseeninB1osteotomywitha
smallamountofboneunitformation,dominatedbyosteoclasts,withA2osteotomydominatedbyosteoblasts.Osteoblasts
werepredominant,onlyasmallamountofcalciumsaltdepositionwasseenattheA2osteotomy,andnonewbonetissueor
calciumsaltdepositionwasseenattheB2osteotomy,onlyasmallamountofcollagenfiberswereseen.Thehistologic
scoresofA1andB1Lane-SandhuweresignificantlyhigherthanthoseofA2andB2at4and12weeksaftersurgery,andA1was
significantlyhigherthanB1,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P<0.05).Conclusion:Hydroxyapatite-chitosan
scaffoldhasgoodbiocompatibilityandosteoconductivity,andthecombinationoftraditionalChinesemedicineDrynaria
Rhizomewithhydroxyapatite-chitosanscaffoldintheformofgavageadministrationcanpromotethegenerationofnew
boneinthebonedefectandshortenthetimeofbonehealing,whichhasacertainpositiveeffectontherepairoflargeseg-
mentalbonedefectsinrabbits.
Keywords: DrynariaRhizome;hydroxyapatite-chitosan;largesegmentalbonedefects;bonerepair

  对于长骨的大段骨缺损[1],目前临床上常见的处理

方法主要有自体骨移植、同种异体骨移植与人工材料填

充[2],但这3种方法均存在一定的弊端。自体骨来源受

限,对自身会产生新的创伤;同种异体骨存在免疫排斥

与传播疾病的风险,深部血管化非常缓慢,常形成死骨

或出现骨吸收,再骨折率会增高;人工材料则无法完全

模拟人体骨的多层次构造与生物学特性。近年来,研究

者目光聚焦于将中药与骨组织工程相结合的领域,以用

于修复大段骨缺损[3-4]。合成的羟基磷灰石生产成本较

高且制作过程复杂,而天然羟基磷灰石可以使用加工处

理后的猪骨头制作[5],猪骨型羟基磷灰石(PorcineBone
Hydroxyapatite,PBHA)优点包括生产成本低,生产工艺

相对简单,绿色环保,来源广泛,处理后具有良好的骨传

导性和生物相容性。骨碎补作为传统“补肾壮骨”中药,
是蕨类植物槲蕨的干燥根茎,有补肾强骨、活血续伤的

功效[6-7],其主要活性成分为骨碎补总黄酮 (TotalFla-
vonoidsofRhizomeDrynariae,TFRD),具有抗骨质疏

松、促进骨折愈合等功效[8-12]。本实验通过结合中药骨

碎补与羟基磷灰石在促进骨愈合方面的各自优势,为临

床治疗人体四肢大段骨缺损提供可供参考的动物实验

依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

于济南西岭角养殖繁育中心购得24只健康的3个

月龄新西兰大白兔,雌雄不限,体重为2.0~2.5kg,普

通级笼养。所用实验动物品种、规格、处死方法等均符

合动物伦理学要求。实验通过山东省文登整骨医院伦

理委员会批准,批准号为LL20220603。动物生产许可

证号为SCXK(鲁)20200004。

1.2 药品及试剂

壳聚糖(Chiston,CS),平均相对分子质量为3.5×
106,脱乙酰度85%,购自济南海得贝海洋生物工程有限

公司;猪骨型羟基磷灰石,猪骨经过脱脂、煅烧后制成

猪骨型羟基磷灰石,将猪骨型羟基磷灰石用行星球磨

机磨成粉;骨碎补饮片来自山东省文登整骨医院中药

房;注射用青霉素钠(批号为210107,华北制药股份有

限公司,80×104U/瓶);戊巴比妥(批号为2103071,
天津金耀);0.9%氯化钠注射液(批号为2101010523,
辰欣药业)。

1.3 实验仪器

医用数字化X线机(荷兰飞利浦公司),苏木精-伊
红(HE)染色切片由山东省文登整骨医院病理科制作;
病理切片机 (Leica公司,德国);显微镜(Olympus公

司,日本)。

1.4 方法

1.4.1 造模与分组 取24只3个月龄新西兰大白

兔,体重为2.0~2.5kg,随机分为A、B两组,每组12
只;用自身对照法,右侧为实验侧,骨缺损处置入羟基

磷灰石-壳聚糖支架;左侧为对照侧,骨缺损处旷置,作
为空白对照。A组作为观察组,给予骨碎补总黄酮药
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液约15mL灌胃,2次/d;B组为对照组,给予相同剂

量的生理盐水灌胃,2次/d;对24只大白兔经耳缘静

脉注射3%戊巴比妥钠(30mg/kg)麻醉,消毒双侧前

肢,切开皮肤、皮下组织至骨面,显露桡骨中段,利用电

锯形成双侧桡骨1.5cm的骨缺损,右侧桡骨中段截骨

处植入制备好的羟基磷灰石-壳聚糖支架,左侧桡骨中

段截骨后旷置,逐层缝合筋膜、皮下组织及皮肤(见图

1)。术后给予A、B两组大白兔双前肢佩戴石膏保护

性制动,石膏开槽以便左右前肢截骨处换药及观察,术
后3d肌注抗生素青霉素钠4×104U/只,1次/d,术
后不限制活动,分笼饲养。

图1 骨缺损造模过程与植入支架

1.4.2 支架及药物制备 支架的制备:本实验用冷冻

干燥法制备支架(羟基磷灰石-壳聚糖支架),具体方法

为往壳聚糖中倒入2%醋酸溶解稀释,配成2%壳聚糖

溶液,按质量比1∶50将壳聚糖与猪骨型羟基磷灰石粉

末混合,不断搅拌混合均匀后得到黏稠性液体。将混

合液倒入模具里,用液氮冷却5~6min,将模具中的

产物取出后在真空状态下低温干燥48h(真空干燥

24h后对托盘加热),即得到多孔支架(羟基磷灰石-壳
聚糖支架)[13]。

骨碎补溶液的制备:取100g中药骨碎补饮片加

三蒸水于煎锅中浸泡60min,开始大火煮沸后转文火

煎煮30min,滤出药液备用;于煎锅中再加水二煎

20min,再次滤出药液,与一煎药液混合,文火煎煮浓

缩至100mL的骨碎补溶液[14],含药量为1g/mL。假

定成人标准体重约60kg,大白兔平均体重约2.5kg,
剂量按人兔等效剂量换算方法计算[15],得到大白兔灌

胃剂量(6.1g/kg)约为15mL。

1.4.3 标本采集 A、B两组分别于术后第4周和第

12周对6只大白兔采用空气栓塞法处死,完整截取大白

兔双侧前肢,分离出尺桡骨,以便于各项指标的测定。

1.5 观察指标

1.5.1 大体观察 肉眼观察术后第4周和第12周大

白兔截骨处植入的支架吸收情况,颜色及体积变化,截
骨区边缘新骨生长情况,骨痂生成情况,周围软组织与

材料的关系,并观察截骨旷置处新骨生长情况及软组

织愈合情况。

1.5.2 X线片观察 A、B两组术后第4周和第12周

各处死6只大白兔后,立即摄双侧前肢正位 X线片

(以截骨区为中心),观察骨缺损愈合情况。曝光条件:
电压52kV,曝光量5.18mA·s,距离100cm,曝光时

间0.05s。采用Lane-SandhuX线评分标准进行 X
线评分(见表1),由同一影像学专业医师在盲法下进

行评分。X线评分分值越高,则说明骨缺损修复愈合

越好。
表1 Lane-SandhuX线评分标准

分类 标准 分值/分

无骨形成 0
骨形成占缺损25% 1

骨形成 骨形成占缺损50% 2
骨形成占缺损75% 3
骨形成充满缺损 4

骨折线清楚 0
骨连接 骨折线部分存在 2

骨折线消失 4

未见骨塑形 0
骨塑形 骨髓腔形成 2

皮质骨塑形 4

1.5.3 组织学观察 A、B两组术后第4周和第12
周各处死6只大白兔,然后截取双侧桡骨置于10%中

性甲醛缓冲溶液固定,20%EDTA脱钙、浸蜡、透明、
石蜡包埋,沿标本纵向连续切片(厚5μm),HE染色

后光镜下观察缺损修复情况。A、B两组术后第4周

和第12周各选取6只实验兔。依据Lane-Sandhu组

织学评分标准(见表2),由同一病理科医师在盲法下

对各组结果进行评分。
表2 Lane-Sandhu组织学评分标准

分类 标准 分值/分

无成骨 0
纤维连接 1

连接情况 骨与类骨连接 2
骨连接 3

骨干重建 4

无骨细胞活性 0
新骨早期聚集 1

松质骨 有活性的新骨聚集 2
松质骨正在改造 3
松质骨完全形成 4

无骨皮质形成 0
骨皮质形成的早期表现 1

皮质骨 骨皮质正在形成 2
大部分被改造 3
皮质完全形成 4

1.6 统计学方法

采用SPSS22.0统计软件进行分析。数据以x±
s形式表示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较
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采用LSD检验,检验水准α=0.05,P<0.05差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

术后各组大白兔均存活至相应实验结束时间,饲
养过程中无自然死亡。术后A、B两组大白兔双前肢

切口均愈合良好,无感染化脓及异常渗出,进食正常。

2.2 大体观察结果

A、B两组大白兔术后第4周时,观察组 A1植入

的支架与宿主截骨断端结合紧密,表面由白色变为黄

色,可见降解吸收;对照组B1植入的支架与宿主截骨

断端结合不够紧密,表面仍为白色,与刚植入时支架的

颜色相近,支架未见明显降解吸收(见图2);术后第12
周时,观察组A1植入的支架几乎全部降解吸收,大部

分被新骨取代,与宿主骨之间连续性好,支架上爬行的

新骨无论是外形、质地和颜色都与大白兔的正常桡骨

相接近,而对照组B1植入的支架表面由白色变为黄

图2 术后第4周大体标本

色,可见降解吸收,未完全被新骨取代(见图3)。

图3 术后第12周大体标本

2.3 X线观察结果

术后第4周,观察组大白兔 A1植入的支架与宿

主截骨断端交界处可见早期骨再生,有骨痂形成,新生

骨痂矿化密度相对较低,支架与宿主截骨断端交界处

渐趋模糊;对照组B1植入的支架与宿主截骨断端交

界处边缘清晰可辨,仅见散在钙化点,而观察组A2与

对照组B2截骨区近端与远端未见形成骨连接,断端

清晰,周围无骨痂及钙化点。术后第12周,观察组A1
植入的支架与宿主截骨断端交界处完成了三维骨桥

接,交界处缝隙消失,骨小梁结构呈定向排列特征;对
照组B1植入的支架与宿主截骨断端的骨桥接较观察

组A1差,交界处缝隙仍存在,宿主截骨断端硬化、萎
缩,有明显骨吸收情况;而观察组 A2与对照组B2骨

缺损区近端与远端未见形成骨连接,仅观察组 A2两

断端可见少量的散在钙化点形成(见图4)。

图4 术后第4周和第12周观察组A1、A2及对照组B1、B2X线片
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  观察组A1术后第12周Lane-SandhuX线评分

明显高于同组侧术后第4周,对照组B1术后第12周

Lane-SandhuX线评分明显高于同组侧术后第4周,
且观察组A1在术后第4周和第12周Lane-SandhuX
线评分均高于同期对照组 B1,差异有统计学意义

(P<0.05);观察组 A1及对照组 B1术后第12周

Lane-SandhuX线评分均明显高于观察组A2及对照

组B2,差异有统计学意义(P<0.05),见表3。
表3 术后Lane-SandhuX线评分(n=6,x±s,分)

组别 术后第4周 术后第12周   
观察组A1 3.42±0.511) 10.33±0.981)2)

对照组B1 1.75±0.62 7.58±1.242)

观察组A2 1.50±0.52
对照组B2 1.39±0.63

注:1)与同期对照组B1比较,P<0.05;2)与同期观察组A2及

对照组B2比较,P<0.05。

2.4 组织学观察

术后第4周,观察组 A1植入支架与宿主截骨断

端交界处切片内呈现典型的软骨内骨化进程,可见由

纤维性软骨骨痂逐渐向骨性骨痂过渡,其内可见连续

过渡的骨小梁,成骨细胞多,胶原纤维丰富,大量毛细

血管形成;对照组B1植入支架与宿主截骨断端交界

处切片可见仍以纤维性连接为主,未见典型骨小梁结

构,成骨细胞、胶原纤维及毛细血管均较少(见图5)。

图5 术后第4周组织切片 HE染色观察(蓝色箭头示骨小

梁,橙色箭头示成骨细胞,绿色箭头示胶原纤维,×100)

  术后第12周,观察组A1植入支架与宿主截骨断

端交界处切片内可见大量骨性骨痂连接形成网状骨小

梁,局部钙盐沉积,可见成骨细胞及骨细胞,成骨细胞

向骨细胞转化,以骨细胞形成为主;对照组B1植入支

架与宿主截骨断端交界处切片内可见纤维性软骨骨痂

逐渐向骨性骨痂过渡,其内可见过渡性骨小梁形成,并
可见大量成骨细胞及极少骨细胞;A2截骨断端处仅见

较少的钙盐沉积,B2截骨断端处未见新生骨组织及钙

盐沉积,仅见少量胶原纤维(见图6)。

  观察组 A1术后第12周Lane-Sandhu组织学评

分明显高于同组侧术后第4周,对照组B1术后第12
周Lane-Sandhu组织学评分明显高于同组侧术后第4
周,且 观 察 组 A1在 术 后 第4周 和 第12周 Lane-
Sandhu组织学评分均高于同期对照组B1,差异有统

计学意义(P<0.05);观察组A1及对照组B1术后12

图6 术后第12周组织切片 HE染色观察(黑色箭头示

网状骨小梁,灰色箭头示过渡性骨小梁,黄色箭头示骨

细胞,红色箭头示钙盐沉积,绿色箭头示胶原纤维)

周Lane-Sandhu组织学评分均明显高于观察组A2及

对照组B2,差异有统计学意义(P<0.05),见表4。
表4 术后Lane-Sandhu组织学评分(n=6,x±s,分)

组别 术后第4周 术后第12周

观察组A1 4.42±0.711) 9.33±0.781)2)

对照组B1 2.25±0.62 5.58±1.142)

观察组A2 1.35±0.42
对照组B2 1.01±0.12

注:1)与同期对照组B1比较,P<0.05;2)与同期观察组A2及

对照组B2比较,P<0.05。

3 讨论

为解决人体四肢大段骨缺损的修复重建难题,不
能直接对临床患者盲目操作,首先需要建立理想的骨

缺损实验动物模型,较为常用的实验动物有鼠类[16]、
兔[17]、犬和羊等;其中最常用的实验动物为鼠类,其多

被用于颅骨缺损模型中[18-19],但很少被选作四肢大段

骨缺损的实验模型,因为鼠类体型较小,在制造长管骨

大段骨缺损模型时手术操作难度较大,需要克服一定

困难[20]。故在既往的研究中,研究者多用新西兰大白

兔建立长管骨大段骨缺损模型,该实验动物相对于鼠

类,具有手术操作简便、模型稳定性较好等优点,骨缺

损处不需要进行内固定处理,且对兔日常活动没有过

多不利影响[21]。对于兔长管骨骨缺损多大才需要修

复重建,Bigham-Sadegh等[22]研究认为兔的桡骨缺损

尺寸超过10mm即无法自行愈合,还有一些实验研究

在建立兔桡骨大段骨缺损模型时形成了15mm的骨缺

损长度[23-24]。综合以往研究,本实验选择15mm作为

兔桡骨大段骨缺损的长度,这完全符合长管骨大段骨

缺损的实验要求。
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长管骨大段骨缺损的主要治疗方法包括自体骨植

骨、同种异体骨植骨和骨组织工程化修复,自体骨是治

疗骨缺损的金标准[9],但其来源只可从自身获取,且可

取骨量有限,对自身也会造成二次损伤。而异体骨为

了降低移植排斥风险,需经灭菌、辐照等处理,从而失

去了细胞活性,属于无活性骨。作为自体骨的替代物,
人工复合材料具有无免疫排斥反应、来源广泛等优点,
其中东南大学生物材料实验室自行设计和研制的一种

新型材料———天然羟基磷灰石-壳聚糖复合材料已经

获得国家专利[25]。实验证明该材料无细胞毒性且无

特殊致热源存在,具有良好的细胞相容性等生物学特

性,可以作为组织工程的良好的生物支架。
壳聚糖(Chitosan,CHI)是由甲壳素经化学改性

得到的有广泛应用价值的天然生物多糖高分子材料,
在生物医用领域展现出显著优势,其具有三大核心特

性:1)良好的生物相容性,能与人体组织形成适应性界

面;2)广谱抗菌特性,可预防伤口感染;3)促进组织再

生能力,通过调控细胞加速修复进程。这些特性使其

成为创伤修复和骨再生领域的理想辅助材料,特别是

在辅助构建三维复合支架时,其既实现可控降解又不

产生代谢毒性,目前已在骨科植入物表面修饰、药物缓

释等方面取得重要应用进展[26]。
“补肾壮骨”中药在促进骨折愈合、提高骨愈合质

量与缩短骨愈合周期等方面有着巨大的应用潜力[27],
《黄帝内经》中最早提出肾为“藏精之所,主骨生髓”,为
中医学治疗骨折和骨病奠定了理论基础[28-29]。骨碎补

具有补肾壮骨之功效,是补肾法的代表性药物之一。
经长期临床验证,传统中药骨碎补在骨科疾病治疗中

展现出独特的价值。针对骨代谢失衡引发的骨质疏松

及骨修复障碍等病症,该药材因其使用简便、成本低廉

且疗效显著等特点,被广泛应用于治疗创伤性损伤等

疾病中。现代药物学研究表明,从骨碎补中可提炼出

有效成分骨碎补总黄酮(OsteopracticTotalFlavone,

OTF),骨碎补总黄酮可抑制炎症因子的表达[30],既可

促进骨髓间充质干细胞向成骨方向转化,又能降低破

骨细胞活性,可有效抑制破骨细胞造成的骨吸收[31],
促进肠道对钙的吸收和钙在骨内的沉积。也有研究发

现骨碎补总黄酮可通过调控 Wnt/β-catenin信号通路

促进成骨基因β-catenin及低密度脂蛋白受体相关蛋

白-5(LRP5)的表达,下调 Wnt/β-catenin信号通路负

性调节因子糖原合酶激酶-3β(GSK-3β)的表达,并联

合纳米骨材料促进 MC3T3-E1细胞成骨细胞的增殖

分化,为临床上利用骨组织工程技术治疗骨缺损性疾

病提供了理论支撑[32]。
随着近年来传统中医药理论与现代生物医学的深

度整合与协同发展,从传统中药骨碎补的功效出发探

讨其治疗骨质疏松症、骨性关节炎、促进骨愈合等现代

药理学机制,成为传统中医药理论现代化的新契机。
例如姜红江等[14]认为口服骨碎补煎液可以改善肠道

菌群结构、增加肠道菌群丰富度和多样性,从而调控

Wnt/β-catenin等经典信号通路促进骨髓间充质细胞

成骨分化以发挥防治骨质疏松、促进骨愈合的作用,对
骨碎补“接骨续筋”之功效进行了微观层面的阐述。

为了解中药骨碎补是否具有毒副作用,赵晋宁

等[33]以鼠类为实验对象,对其用骨碎补总黄酮溶液短

期灌胃,实验发现骨碎补总黄酮不具有急性毒副作用。
而且长期灌胃也未发现骨碎补总黄酮对鼠类有明显的

毒副作用[34],药理学实验证明骨碎补提取液灌胃安全

性是肯定的,为口服骨碎补提取液联合人工材料支架

修复骨缺损提供了保障。也有研究表明骨碎补总黄酮

可充当外源性生物活性因子,与仿生支架复合应用于

骨缺损修复中,相较于传统经消化道口服给药模式,中
药有效成分联合仿生支架具有药物浓度高、定向给药

及作用周期长等优点,理论上其骨缺损修复效果确切。
但骨的愈合再生与修复是一个相对复杂的生理过程,
中药有效成分通过支架局部释放与中药经消化道口服

促进骨修复的机制是否一致,两者之间是否存在效果

差异,以及孰优孰劣尚不明确,有待进一步证实。
本实验是以骨碎补煎液灌胃联合羟基磷灰石-壳

聚糖支架局部应用于兔大段骨缺损的修复,实验选用

与人体骨骼的无机成分相似的猪骨型羟基磷灰石,其
与壳聚糖作为材料制备支架,既可在体内降解又具备

良好生物相容性及骨传导特性,于兔双侧桡骨中段形

成1.5cm的骨缺损构建大段骨缺损模型,有利于后期

评价复合材料支架对骨缺损区的修复效果。
设置观察组及对照组中的空白对照侧 A2、B2观

察桡骨截骨后无支架植入缺损处愈合情况,既可以与

本组内植入支架侧(A1或B1)进行对比观察,又可以

与不同组的空白对照侧(A2、B2)进行对比观察,能够

充分、客观地反映实验数据的准确性。观察组及对照

组中的空白对照侧A2、B2术后第4周和第12周进行

大体标本及X线观察,均见骨缺损区未形成骨连接,
术后第4周观察组A2与对照组B2骨缺损区断端处

清晰,周围无骨痂及钙化点形成,仅观察组A2术后第

12周缺损区断端处附近可见少量的散在钙化点形成,
无明显骨痂形成,说明本实验建立的兔大段骨缺损动

物实验模型是可靠、可行的。
实验中X线片显示,术后第4周和第12周时观

察组植入支架侧A1及对照组植入支架侧B1的骨修

复重建情况明显优于观察组空白对照侧A2及对照组

空白对照侧B2,相应的影像学(Lane-SandhuX线)评
分也更高,这说明相较于两组的空白对照侧,羟基磷灰
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石-壳聚糖支架对修复骨缺损有促进作用,这与贠霄

等[35]将纳米羟基磷灰石-壳聚糖支架植入兔桡骨缺损

中得到良好骨愈合效果的实验结果相似。同时,观察

组植入支架侧A1的修复重建骨缺损的效果明显优于

对照组植入支架侧B1,术后第4周及术后第12周,观
察组植入支架侧A1的Lane-SandhuX线评分明显高

于对照组植入支架侧B1,这说明骨碎补对骨缺损愈合

亦有积极作用,能明显促进成骨,缩短骨修复重建时

间,且术后第12周观察组空白对照侧A2断端X线观

察可见少量散在钙化点形成,而对照组空白对照侧则

无,也说明即使两组空白对照侧在没有植入支架的情

况下,经灌胃给药骨碎补煎液也可以对骨缺损的修复

产生一定的促进作用。HE染色结果进一步证实了影

像学检测结果,从组织形态学层面进一步证明观察组

植入支架侧A1骨缺损间隙内新生骨质更多且矿化现

象更明显,而对照组植入支架侧B1内新生骨质相对

较少且成熟度不高。最后是观察组空白侧A2及对照

组空白对照侧B2内可见大量结缔组织填充,未形成

骨连接,观察组A2仅断端形成少量新生骨组织。
综上所述,1.5cm兔桡骨骨缺损长度达到建立大

段骨缺损的动物实验模型的要求,羟基磷灰石-壳聚糖

支架具有良好的生物相容性及骨传导能力,中药骨碎补

以灌胃给药方式联合羟基磷灰石-壳聚糖支架能够促进

骨缺损的新骨生成,缩短成骨时间,对大段骨缺损修复

产生积极作用,其作用机制可能与激活转化生长因子β/
骨形态发生蛋白通路有关[12]。本实验的不足之处:本
实验中药骨碎补的给药方式为灌胃,经消化道灌胃给药

的方式首先需要在胃肠被吸收进入血液,然后通过体循

环到达骨缺损区域,并且需要一定时间才能达到最佳药

效浓度,随后局部药物浓度及药效存在一定程度降低,
峰谷效应较为明显,故能够维持药物峰值的时间相对较

短,没有将中药骨碎补提取物联合生物支架以局部载药

释放方式直接作用于骨缺损部位促进骨修复的疗效进

行实验观察与比较,未来笔者将采用中药骨碎补提取物

联合生物支架直接局部载药释放方式与灌胃给药方式

对兔大段骨缺损的疗效进行对比研究,进而为后期的临

床研究提供实验依据。
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