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·基础研究·

幼兔桡骨临界性骨缺损动物模型的建立
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【摘要】　目的　建立幼兔桡骨不同尺寸骨缺损模型，确定幼兔桡骨临界性骨缺损长度。 方法　
选取健康３月龄雄性新西兰兔２０只（２２～２５ｋｇ），采用左右侧配对设计的方法在双侧桡骨中段分别
制作１５ｍｍ及２０ｍｍ桡骨骨缺损模型，按骨缺损长度分为Ａ组（１５ｍｍ）及Ｂ组（２０ｍｍ），每组各２０侧。
分别于术后第１天，术后第４、８、１２周行 ＣＴ检查，应用ＣＴＨｅｄｂｅｒｇ评分评估骨愈合情况。于术后１２周
处死所有实验兔，取出尺桡骨标本，通过大体观察及 ＨＥ染色组织学观察分析缺损区骨愈合情况。 结

果　术后实验兔均存活，术后第１２周大体观察：Ａ组１９例（９５％）桡骨断端有连续性骨痂生成，新生骨
表面光滑，塑形良好；Ｂ组缺损断端髓腔封闭，缺损区由纤维组织填充。术后第１２周 ＣＴ图像可见 Ａ组
皮质骨塑性完全，Ｂ组断端及缺损尺侧均有新骨生成，髓腔封闭。术后各时间点 ＣＴＨｅｄｂｅｒｇ评分：Ａ组
（３０±０６，３９±０３，４０±０２）与 Ｂ组（１６±０５，２７±０６，２９±０６）间差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。组织学结果：Ａ组缺损已修复完全，新生骨组织内可见血管再生，Ｂ组缺损区由纤维组织填充。
结论　在进行幼龄兔骨缺损研究时，可选择３月龄雄性新西兰兔桡骨干构建２０ｍｍ长骨缺损。
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　　儿童时期骨髓炎清创、严重创伤、巨大骨肿瘤切
除术后等，均易导致肢体大段骨缺损，后期可产生肢

体短缩、成角畸形，造成肢体功能障碍，严重影响儿

童生长发育，如何修复大段骨缺损仍是小儿骨科医

生面临的重大难题［１，２］。理想的骨缺损动物模型能

·９８１·
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为实验研究提供有价值的参考数据，其中新西兰兔

是应用较为广泛的实验动物［３，４］，但目前关于构建

幼龄新西兰兔大段骨缺损模型的实验研究甚少。本

实验通过选择３月龄新西兰兔，并于桡骨干中段制
备不同长度骨缺损，以获得相对可靠的幼龄兔骨缺

损模型，为小儿骨缺损临床基础研究提供依据。

材料与方法

一、实验动物

选取３月龄健康、清洁级雄性新西兰兔２０只，
体重２２～２５ｋｇ，由江苏省动物实验中心提供［动
物合格证：ＳＹＸＫ（苏）２０１５—００３０］。动物饲养室维
持恒温２５℃左右，相对湿度４０％～６０％，单笼饲养，
自由进食，活动。

二、动物分组与制备模型

采用左右侧配对设计，在双侧前肢分别制作１５
ｍｍ及２０ｍｍ桡骨干中段骨缺损。根据骨缺损大小
分为Ａ组（１５ｍｍ骨缺损组）及Ｂ组（２０ｍｍ骨缺损
组）。取３％戊巴比妥钠溶液１ｍＬ／ｋｇ耳缘静脉注
射，麻醉成功后，双侧前臂术区备皮，仰卧位固定于

手术台，术区消毒、铺巾，在前臂桡侧中段切开皮肤、

皮下组织及深筋膜，经肌间隙暴露桡骨干。剥离部

分桡骨干弧顶骨膜后，以其为中心，用小型摆锯分别

制作剥离骨膜的１５ｍｍ、２０ｍｍ长度桡骨干骨缺损。
截骨时，注意使用小型拉钩牵开以保护两侧软组织，

保持锯片与桡骨干纵轴垂直。参照 ＺｈａｎｇＹＤ等术
中处理骨膜的方法［５］：截除骨段后，仔细分离缺损

区游离骨膜，从两侧断端向干骺端剥离５ｍｍ长骨
膜，残余骨膜管不予缝合，使用无菌生理盐水彻底冲

洗断端周围骨屑及积血，逐层缝合关闭皮肤切口，加

压包扎手术切口。术后３ｄ每天予以肌注青霉素４０
万单位。术后分笼单独喂养，自由进食水，活动。

三、观察指标

１大体观察：术后观察动物精神状态、饮食活
动等一般状况及切口有无感染表现，术后第１２周处
死动物，取出双侧尺桡骨标本，肉眼观察各组标本骨

痂生成量及断端是否出现骨连接等情况。

２ＣＴ检查：所有实验兔分别于术后第１天及
术后第 ４周、第 ８周、第 １２周，使用 １２８排 ＣＴ机
（ＤｅｆｉｎｉｔｉｏｎＦｌａｓｈ，德国 ＳＩＥＭＥＮＳ公司）行双侧前臂
ＣＴ平扫，由相同人员以相同扫描条件行 ＣＴ检查。
通过ＣＴ信号值变化，观察各阶段断端新生骨生成
量，并使用 ＣＴ—Ｈｅｄｂｅｒｇ评分［６］定量分析骨愈合情

况。该评分依据断端新生骨占骨缺损区比例不同，

将０％～２５％计为１分，２５％～５０％计为２分，５０％～
７５％计为３分，７５％～１００％计为４分。

３组织学观察：于术后１２周处死动物，取双侧
尺桡骨标本，缺损断端远近侧各保留长约５ｍｍ正
常骨组织，１０％甲醛溶液固定２４ｈ后用双蒸水冲洗
干净，置入盐酸—甲酸—冰醋酸—甲醛混合脱钙液脱

钙，标本软化至能以针刺入骨组织为宜。冲洗干净

后经乙醇溶液（３０％ —５０％ —７０％ —１００％）逐级脱水，
石蜡包埋，沿标本纵轴制备骨组织切片，厚度约 ５
μｍ，经苏木精—伊红（ＨＥ）染色后观察骨缺损断端骨
愈合情况及缺损区纤维结缔组织增生等情况。

四、统计学处理

应用ＳＰＳＳ１３０统计学软件进行统计分析，计量
资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间各时间点
ＣＴＨｅｄｂｅｒｇ评分结果进行配对 ｔ检验，以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

结　果

一、一般情况

术后第１天，各组实验兔精神状态好转，活动时
跛行，自由觅食饮水。切口周围有不同程度肿胀，３
～５ｄ肿胀渐消退，术后１０ｄ左右切口愈合良好，所
有实验动物均如期存活。

二、大体观察

术后１２周处死动物取材，Ａ组 ２０侧桡骨，１９
侧（９５％）桡骨断端有连续性桥接骨痂通过，新生骨
表面较为光滑，与自身桡骨形态基本一致（图１Ａ），
１侧（５％）未愈合，可能与术中过多剥离骨膜有关；
Ｂ组２０侧桡骨断端均仅有少量锥形骨痂生成，髓腔
闭塞，缺损中央由纤维组织填充（图１Ｂ）。

三、ＣＴ观察结果
术后第一天ＣＴ图像显示各标本骨缺损区清晰

可见，断端整齐，周围无骨屑残留，术区软组织不同

程度肿胀。Ａ组：术后第４周，多数标本缺损区充满
新生骨痂影，形态不规则，且密度较正常骨组织稍

低；术后第８周，断端新生骨痂密度增高，形态较前
规则，断端可见有连续性皮质骨生成，髓腔内低密度

影减少；术后第１２周，骨痂塑性完全，与正常桡骨形
态基本相似（图２Ａ～Ｄ）。Ｂ组：术后第４周，断端及
邻近尺骨侧有少量低密度新骨生成；术后第８周，新
生骨密度增高，部分髓腔闭塞；术后第１２周，断端骨
痂硬化，髓腔闭塞，中央缺损区为软组织影（图３Ａ～
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Ｄ）。术后各时间点ＣＴＨｅｄｂｅｒｇ评分显示，Ａ组评分
均比Ｂ组高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，表１）。

四、组织学观察

术后第１２周组织学观察可见，Ａ组标本骨缺损
修复完全，新生骨组织内有大量成熟骨小梁，骨板排

列较规则，且可见再生血管（图４Ａ）；Ｂ组缺损断端
髓腔封闭，断端有成熟板状骨向缺损中心方向生长，

靠近尺骨侧亦有新生骨组织，但骨小梁排列不规则，

中央缺损区见缺损空腔及纤维结缔组织（图４Ｂ）。

表１　术后不同时期ＣＴＨｅｄｂｅｒｇ评分表
Ｔａｂｌｅ１　 ＳｃｏｒｅｓｏｆＣＴＨｅｄｂｅｒｇｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ

组别 术后４周 术后８周 术后１２周

Ａ（１５ｍｍ骨缺损） ３０±０６ ３９±０３ ４０±０２

Ｂ（２０ｍｍ骨缺损） １６±０５ ２７±０６ ２９±０６

ｔ值 ７３１０ ７８０４ ６８４２

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１
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图１　术后１２周大体观察图。Ａ：Ａ组（１５ｍｍ缺损）标本断端有桥接骨痂生成，新生骨形态与正常桡骨基本一致（箭头标
记）；Ｂ：Ｂ组（２０ｍｍ缺损）标本断端及邻近尺骨侧仅有少量新骨生成，髓腔闭合（右侧箭头标记），中央缺损区为纤维软组织
（左侧箭头标记）；　图２　Ａ组术后各时间点ＣＴ观察结果。Ａ：术后第１天断端平行整齐，切口周围软组织肿胀；Ｂ：术后第
４周断端及邻近尺骨侧可见大量低密度新生骨痂生成；Ｃ：术后第８周断端低密度骨痂影较前减少，并有连续性皮质骨生成，
但形态尚不规则；Ｄ：术后第１２周皮质骨厚度增加，塑性完全，与正常桡骨形态基本一致，髓腔部分再通；　图３　Ｂ组术后各
时间点ＣＴ观察结果。Ａ：术后第１天断端整齐，切口周围软组织肿胀；Ｂ：术后第４周断端及邻近尺骨侧有少量不规则新生骨
痂生成，且密度不均匀，呈云絮状；Ｃ：术后第８周断端新生骨痂密度较前增高，部分断端髓腔开始闭合；Ｄ：术后第１２周断端
新生骨硬化，髓腔闭塞，缺损中央为软组织影，未修复；　图４　术后第１２周断端组织学染色结果，ＨＥ染色图片（×２０）。Ａ：
Ａ组（１５ｍｍ）可见缺损部位为较成熟的骨组织，骨板排列较为规则，箭头标记处为新生血管；Ｂ：Ｂ组（２０ｍｍ）可见由断端向
缺损中心生长的骨组织，靠近边缘处骨板排列杂乱，骨细胞较少，箭头标记处可见中央缺损区为纤维结缔组织

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｓｓｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓａｔ１２ｗｅｅｋｓｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ；　Ｆｉｇ．２　ＣＴｓｅｃｔｉｏｎａｌｖｉｅｗｓｏｆｇｒｏｕｐＡｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ；　Ｆｉｇ．３　ＣＴｓｅｃ
ｔｉｏｎａｌｖｉｅｗｓｏｆｇｒｏｕｐＢｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ；　Ｆｉｇ．４　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｏｆｄｅｆｅｃｔｓａｔ１２ｗｅｅｋｓｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ×２０）
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讨　论

小儿四肢骨缺损传统治疗方法多采用自体骨或

异体骨充填移植。儿童时期可供移植用的骨量较

少，当骨缺损病变范围较大时，自体骨无法满足移植

的需要，且术后可造成取骨部位慢性疼痛、切口感染

等；异体骨诱导性差，有传播疾病的风险［４，７］。近年

来，骨组织工程技术有望成为修复大段骨缺损的有

效途径之一，建立幼龄动物长骨大段骨缺损动物模

型对于研究儿童骨缺损修复的实验研究具有重要的

意义。

骨缺损实验中，常用动物有羊、犬、猪，鼠、兔等。

鼠类虽然实验成本较低，但其骨结构原始，骨损伤后

修复机制与人类不同［３］。兔类具有与人体相似的

骨组织结构，建模后能较好地模拟人骨缺损后的生

物力学改变及骨修复机制。新西兰兔桡骨结构与人

类相似，上下尺桡关节连接紧密，骨干间由骨间膜紧

密结合，活动度小。且桡骨不是主要负重骨，制造骨

缺损后，临近尺骨可支撑固定，不需额外植入内外固

定物，能够避免术后负重及固定物对骨愈合的影响，

对动物日常活动影响较小［４，８］。

合适的大段骨缺损尺寸，即临界性骨缺损（ｃｒｉｔ
ｉｃａｌｓｉｚｅｄｅｆｅｃｔ，ＣＳＤ），是动物骨缺损模型的重要参
数，它指在一定周期内未经治疗、无法自愈的最短骨

缺损长度［９］。有学者认为动物长骨 ＣＳＤ长度应为
其周径的１５～２５倍以上或为长骨长度的１０％以
上［１０］。既往研究中存在多种长骨 ＣＳＤ大小，从１０
～２０ｍｍ不等［８，１１］。参考李东亚等［１１］在６月龄新
西兰兔桡骨制备骨缺损的方法，并结合本研究中对

兔桡骨影像学相关测量数据，显示桡骨中段周径约

为９ｍｍ，本实验选择了１５ｍｍ及２０ｍｍ两种骨缺
损尺寸，并未设置更大长度缺损组。本实验 ＣＴ结
果显示：术后第８周１５ｍｍ组绝大部分断端有桥接
骨痂形成，而２０ｍｍ组标本仍存在缺损空腔；术后
第１２周，１５ｍｍ组断端基本塑形完全，与正常桡骨
形态大致相同，２０ｍｍ组断端髓腔闭合，中央缺损区
未见连续性骨痂生长。且术后各时间点，１５ｍｍ组
ＣＴＨｅｄｂｅｒｇ评分均高于２０ｍｍ组，差异有统计学意
义。Ｍｅｉｍａｎｄｉ等［８］在实验中选取１０～１２月龄雄性
新西兰兔制作１０ｍｍ桡骨干骨缺损模型，术后６０ｄ
后组织学结果显示，断端仅有纤维性连接，尚未形成

桥接骨痂，且三点弯曲试验显示其生物力学稳定性

较正常骨组织差。李东亚等［１１］对桡骨骨缺损大小

进行了对照研究，他们选取１８只雄性６月龄新西兰
兔随机分为３组分别制作１０ｍｍ、１５ｍｍ、２０ｍｍ桡
骨干骨缺损，术后１２周大体标本显示１０ｍｍ组断
端愈合完全，而１５ｍｍ、２０ｍｍ组均未愈合，缺损空
腔由纤维组织填充，Ｈｅｄｂｅｒｇ评分显示１５ｍｍ组评
分显著小于１０ｍｍ组，而与２０ｍｍ组相比，二者间
差异无统计学意义，基于该实验结果，他们认为６月
龄雄性新西兰兔桡骨 ＣＳＤ大小为１５ｍｍ较合理。
ＢｏｄｄｅＥＷ等［６］认为实验动物月龄是影响骨再生的

一个重要因素。３月龄新西兰兔处于幼龄期，约相
当于人类儿童５～７岁［１２］。Ｒｉｖａｓ研究发现新西兰
兔长骨在１９～３２周时停止生长［１２］。本实验骨缺损

愈合时间及ＣＳＤ大小与ＭｅｉｍａｎｄＰａｒｉｚｉＡ［８］及李东

亚等［１１］国内外实验结果存在差异，可能是因为本研

究选择了骨生长旺盛的幼龄期新西兰兔，而后两者

选择了较为成熟的６月龄成年兔。王永刚等［１３］选

择４～５月龄新西兰兔制作股骨干骨缺损，直到术后
１２周断端才形成骨痂桥接；Ｓｏｎｇ等［１４］选择构建 ６
周龄新西兰兔股骨干骨缺损模型，术后５～６周Ｘ线
显示断端有大量骨痂生成，术后７～９周即形成骨痂
桥接，平均骨愈合时间约为７３周，短于本研究中骨
愈合时间。

沈凯等［１５］在５～６月龄新西兰兔桡骨骨缺损模
型建模中，保留了骨膜，并设计 １０ｍｍ、１５ｍｍ、２０
ｍｍ、２５ｍｍ及３０ｍｍ组进行对照研究，结果发现，
２０ｍｍ缺损组出现骨愈合。本研究结果与沈凯
等［１５］的不同，本研究中２０ｍｍ组断端并未愈合，可
能与术中对缺损两端骨膜进行一定程度的剥离有

关。有实验研究发现，桡骨断端骨膜可促进断端骨

愈合，应彻底清理断端残余骨膜，以排除其对断端骨

愈合的影响［６］。ＺｈａｎｇＹＤ等建议术中截断桡骨后，
两侧断端骨膜应向干骺端剥离约５ｍｍ长，并彻底
冲洗断端残余骨膜组织［５］。

综上所述，本研究所选择尺寸易于控制，手术操

作简单，易于推广。选取３月龄幼兔构建桡骨干骨
缺损模型时，骨缺损长度应选择２０ｍｍ较为合适。
不足之处在于：选择３月龄幼兔作为实验对象，相
关实验结论类比应用于人类患儿其模型代表性存在

争议；实验分组不够详细，考虑到幼兔的实验饲养困

难性问题，没有设置１月龄及２月龄组进行对比以
探讨不同月龄对骨缺损愈合的影响；为便于手术操

作及误差控制，未细化设置 １２ｍｍ、１４ｍｍ、１８ｍｍ
组等组别。
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