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摘要　目的：本实验采用可注射骨修复材料（ＩｎｊｅｃｔａｂｌｅＢｏｎｅＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＣｏｍｐｏｓｉｔｅ，ＩＢＲＣ）复合脂肪间充质干细胞（ＡｄｉｐｏｓｅＴｉｓ
ｓｕｅ－ＤｅｒｉｖｅｄＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＳｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＡＤＭＳＣｓ）应用于兔腰椎横突间融合模型，骨碎补总黄酮（ＡｓｓｅｍｂｌｅＦｌａｖｏｎｅｏｆＤｒｙｎａｒｉａ
Ｒｈｉｚｏｍｅ，ＡＦＤＲ）灌胃，观察融合效果。方法：６０只成年白兔，制成兔腰椎横突间融合模型，采用安全随机法随机分为５组：Ａ组
植入ＩＢＲＣ材料结合ＡＦＤＲ灌胃；Ｂ组植入ＩＢＲＣ材料复合自体髂骨（ＡｕｔｏｌｏｇｏｕｓｉｌｉａｃＣｒｅｓｔＢｏｎｅ，ＡＣＢ），结合去离子水
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灌胃；Ｃ组植入ＩＢＲＣ材料＋ＡＤＭＳＣｓ，ＤＷ灌胃；Ｄ组，植入 ＡＣＢ，ＤＷ灌胃；Ｅ组植入 ＡＣＢ，ＡＦＤＲ灌胃。以术
后第８周为观察时间点，进行大体观测，手触检测，Ｘ线片，组织学观察。结果：ＩＲＢＣ＋ＡＤＭＳＣｓ，ＡＣＢ＋ＡＦＤＲ组获得较好的融
合率，显著高于单纯ＩＲＢＣ，ＡＣＢ组（Ｐ＜００５），与 ＡＣＢ＋ＤＷ组相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：自体 ＡＤＭＳＣｓ结合
ＩＲＢＣ材料可实现与ＡＣＢ组相似的融合率，结合中药ＡＦＤＲ灌胃，能够提高兔腰椎横突间的骨性融合率。
关键词　脂肪间充质干细胞；兔；腰椎横突间融合；可注射骨修复材料；骨碎补总黄酮
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　　自体髂骨移植一直被认为是脊柱融合领域的“金
标准”，但来源有限，创伤大，并伴有取骨区疼痛、神经

损伤、骨折、感染等并发症。因此，急需制备理想的人

工骨移植修复材料及多样治疗手段来促进脊柱融

合［１－３］。本实验采用可注射骨修复材料（Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ
ＢｏｎｅＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＣｏｍｐｏｓｉｔｅ，ＩＢＲＣ）复合脂肪间充质干
细胞（ＡｄｉｐｏｓｅＴｉｓｓｕｅ－ＤｅｒｉｖｅｄＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＳｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＡＤＭＳＣｓ）应用于兔腰椎横突间融合模型，骨碎补
总黄酮（ＡｓｓｅｍｂｌｅＦｌａｖｏｎｅｏｆＤｒｙｎａｒｉａＲｈｉｚｏｍｅ，ＡＦＤＲ）

灌胃，观察融合效果，探讨其在脊柱融合中的应用价

值，为探索一种可应用于促进脊柱融合，满足临床需求

的的骨修复材料奠定实验基础，为脊柱融合自体骨替

代材料提供新的方向，实现以中西医结合的治疗手段

提高腰椎横突间植骨融合率的创新探索。现将成果报

告如下。

１　材料与方法
１１　实验分组　６０只新西兰白兔，体质量（２５±
０３）ｋｇ，雌雄不限，ＳＦＰ级，实验动物由北京西山实验
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动物养殖厂提供，ＩＢＲＣ材料（清华大学材料系馈赠），
骨碎补总黄酮（每１ｇ提取物含生药６６６７ｇ）（北京岐
黄药业馈赠）。制成兔腰椎横突间融合模型，采用安全

随机法随机分为５组，每组１２只：Ａ组植入ＩＢＲＣ材料
结合ＡＦＤＲ灌胃；Ｂ组植入 ＩＢＲＣ材料复合自体髂骨
（ＡｕｔｏｌｏｇｏｕｓｉｌｉａｃＣｒｅｓｔＢｏｎｅ，ＡＣＢ），结合去离子水
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灌胃；Ｃ组植入 ＩＢＲＣ材料 ＋
ＡＤＭＳＣｓ，ＤＷ灌胃；Ｄ组，植入 ＡＣＢ，ＤＷ灌胃；Ｅ组植
入ＡＣＢ，ＡＦＤＲ灌胃。
１２　给药方法　术后第２ｄ，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ各组开始灌
胃，ＡＦＤＲ根据人兔换算公式给药，日１次，给药８周。
ＤＷ灌胃剂量同ＡＦＤＲ灌胃剂量。
１３　取材时间点及数量　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组分别在术后
第８周各处死１２只实验动物取材。
１４　横突间融合方法　６０只实验白兔麻醉成功后取
俯卧位（３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ耳缘静脉麻醉），腰
骶部备皮，消毒，常规无菌铺巾，沿关节突外侧以Ｌ５棘
突为中心做长约４ｃｍ纵形手术切口，逐层切开皮肤皮
下，剥离肌肉，显露 Ｌ５－Ｌ６横突，牙科电转打磨去皮
质，显露横突髓腔，分别植入ＩＢＲＣ材料、复合ＡＤＭＳＣＳ
的ＩＢＲＣ材料以及ＡＣＢ（ＡＣＢ组沿髂沿做切口，两侧各
取１８ｍｍ×５ｍｍ×３ｍｍ髂骨块，以咬骨钳修剪成１４
ｍｍ×１５ｍｍ×１５ｍｍ单面皮质骨条植入同侧Ｌ５－Ｌ６
横突间）。术后笼养，肌注青霉素８０万Ｕ／ｄ，连续５ｄ。
１５　观察指标
１５１　Ｘ线片观察　拍摄兔后前位 Ｘ线片，按照 Ｃｕ
ｒｙｌｏ的分级标准评分，３、４分诊断为坚强融合；２分及
以下诊断为不融合。有２名有经验的医师用双盲法评
估融合情况［４］。

１５２　大体观察　处死后剔除肌肉后观察腰５～６横
突间植骨融合情况。

１５３　手触检测　检查植入材料硬度，轻柔检测腰５
～６活动度，无活动判定为融合，有活动判定为不融
合。

１５４　组织学　需行组织学观察的标本，在手触检
测、Ｘ线摄片后立即用 １０％中性福尔马林固定２４ｈ，
然后脱水、包埋、切片。切片行ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色
和电镜观察。

１６　数据处理运用　ＳＰＳＳ１３０统计软件对数据进行
统计学处理，以（珋ｘ±ｓ），采用单因素和多因素方差分
析。

２　结果
２１　并发症　Ａ组：１只术后出现下肢瘫痪，１只双下
肢瘫痪，术后，８ｄ、１０ｄ死亡，补作２只。Ｂ组：１只左

下肢瘫痪，术后７２ｈ后恢复。兔腰骶神经走行于髂骨
近端下方，注意保护后再未出现下肢瘫痪。感染３例，
均在取材时发现，２例为浅部轻度感染，不影响对融合
的观察。Ｃ组：２只右下肢瘫痪生存至取材。Ｄ组：２
只术后均第２ｄ死亡，分析为创伤大、出血多引起，立
即补作２只。其他实验动物均耐受麻醉、手术，术后当
天正常喂食，不限制活动，１周后恢复体重。
２２　大体观察　术后８周后处死，取材进行大体观
察。Ａ组无明显融合骨块形成，ＩＢＲＣ材料零散，有软
组织包裹，没有与植骨床融为一体，触之脱落。Ｂ组自
体髂骨与 ＩＢＲＣ材料部分区域有紧密结合，未见表面
有骨质长成。Ｃ组ＩＢＲＣ材料与植骨床整合较好，纤维
连接和骨性连接同时存在，各组均未出现明显的炎性

反应。Ｄ、Ｅ组在植骨床处有完整骨块形成，与自体骨
整合为一体，靠近植骨床的部位，移植骨和自体骨整合

牢固，触之坚硬不脱落。

２３　Ｘ线片观察　Ａ组：标本未见骨痂生长，仅见横
突部有少许骨痂；Ｂ组：６例有较少骨痂生长，２例有较
多骨痂生长，但不连续；余有连续骨痂；Ｃ组、Ｅ组：２例
有较多骨痂生长，但不连续；余有连续骨痂；Ｄ组：４例
有较多骨痂生长，但不连续；余有连续骨痂。按照 Ｃｕ
ｒｙｌｏ制定客观分级标准，评分见表１。

表１　Ｃｕｒｙｌｏ射线数据统计表

组别 射线分值

分组（ｎ＝１２） ０ １ ２ ３ ４ ３＋４
Ａ（ＩＢＲＣ＋ＡＦＤＲ） ３ ６ ２ １ ０ １
Ｂ（ＩＢＲＣ＋ＡＣＢ＋ＤＷ） ２ ４ ３ ２ １ ３
Ｃ（ＩＢＲＣ＋ＡＤＭＳＣｓ＋ＤＷ） ０ １ １ ５ ５ １０

Ｄ（ＡＣＢ＋ＤＷ） ０ ２ ２ ４ ４ ８
Ｅ（ＡＣＢ＋ＡＦＤＲ） ０ ０ ２ ４ ６ １０

　　注：３、４分诊断为坚强融合；２分及以下诊断为不确定融合。

２４　手触检测　Ａ组没有实现任何的骨性融合；Ｃ、Ｅ
组大部分获得坚固融合；Ｃ、Ｄ、Ｅ组未融合比率明显低
于Ａ、Ｂ组（Ｐ＜００５），有统计学意义；ＡＣＢ，Ｃ、Ｃ、Ｅ组
之间在坚固融合率上差异无统计学意义。Ｄ组虽坚固
融合率低于 Ｃ组和 Ｅ组，但差异无统计学意义。结果
见表２。

表２　手工检测数据统计表

分组（ｎ＝１２）
坚固融合

（只）

不确定融合

（只）

假关节

（只）

Ａ（ＩＢＲＣ＋ＡＦＤＲ） ０ １０ ２
Ｂ（ＩＢＲＣ＋ＡＣＢ＋ＤＷ） ３ ４ ５
Ｃ（ＩＢＲＣ＋ＡＤＭＳＣｓ＋ＤＷ） ９ ２ １

Ｄ（ＡＣＢ＋ＤＷ） ７ ３ ２
Ｅ（ＡＣＢ＋ＡＦＤＲ） ９ １ ２
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２５　组织学观察 Ａ组结果　ＩＢＲＣ材料无明显降解，
纤维结缔组织长入，无小梁骨长入，无炎性反应。Ｂ组
结果：在自体髂骨和 ＩＢＲＣ材料结合处可见少许软骨
长成，无明显小梁骨长入，材料周围长入纤维结缔组

织，ＩＢＲＣ材料明显降解。Ｃ组结果：小梁骨显著长成，
在小梁骨周边大量纤维结缔组织长入，在小梁骨的周

边，有明显的软骨细胞聚集，ＩＢＲＣ材料明显降解。Ｄ
组结果：两侧植骨床可见完整但排列紊乱的小梁骨结

构，其中既有骨性连接也有纤维组织连接，无明显血管

化。Ｅ组结果：同Ｄ组结果，但小梁骨长入较多。
２６　扫描电镜　术后８周，５组标本均进行扫描电镜
的观察，Ｂ组支架和骨组织整合紧密，部分区域降解明
显。Ｃ组材料较多降解吸收，内部均已形成骨样组织，
以纤维成骨和软骨成骨为主，其中Ｃ、Ｄ、Ｅ组明显优于
Ａ、Ｂ组。
３　结论

本研究以一种新型纳米骨可注射骨修复材料为支

架，ＡＤＭＳＣｓ作为种子细胞，中药骨碎补总黄酮灌胃进
行兔脊柱融合的实验研究，本研究显示Ｃ、Ｄ、Ｅ组获得
较好的融合率，显著高于单纯 ＩＲＢＣ，ＩＲＢＣ＋ＡＣＢ（Ｐ＜
００５）；Ｃ、Ｅ组融合率要优于 Ｄ组，但差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。这个结果表明 ＩＲＢＣ材料复合 ＡＤＭ
ＳＣｓ可以形成骨组织，并与植骨床整合良好，结合中药
ＡＦＤＲ灌胃，可以提高脊柱的骨性融合率。
４　讨论

随着生命科学和材料工程等学科快速交叉发展，

构建体外有生命力的组织工程化骨是修复骨缺损的热

点和未来趋势［５－６］。清华大学生物材料研究组自组装

成具有天然骨分级结构和特性的海藻酸基可注射骨修

复材料。它与天然骨的高相似性决定了其用于骨修复

材料的优越性，是一种理想的骨修复材料［７－８］。同时

材料可添加生长因子使材料具有诱导成骨性能，并通

过平衡材料使新骨成骨速度和材料降解吸收速度匹

配，具有良好的生物相容性，以此为基础制备微创原位

成型可注射生物材料，既可以保持仿天然骨结构的特

征，又赋予了材料新的可注射性能，具有更大的应用范

围，是对骨缺损治疗方法的变革，具有广阔的应用的前

景［９］。

李晋玉等［１０］发现不同浓度的骨碎补提取液对培

养细胞的作用结果截然不同，高浓度对细胞有破坏作

用，而中、低浓度却具有一定的促进分化作用。在体外

骨细胞培养，证明 ＡＦＤＲ能促进成骨细胞的活性和增
殖，增加骨形成，提高骨密度，维持骨微结构的完整程

度［１１－１２］。

对于脊柱融合的实验，国际上并没有一个公认的

检测标准。取材的时间点集中在术后８～１０周［１３－１５］，

本实验采用术后８周，处死动物，采集标本，并应用多
项指标评价移植后是否发生了骨性融合。本研究表

明，ＩＢＲＣ材料单独植入８周时均未融合，组织学观察
成骨效果亦不如自体骨，说明 ＩＢＲＣ材料本身虽具有
仿生骨的构架，但在没有复合骨诱导因子、成骨细胞的

情况下，其优点仅是快速生物降解性、优良骨相容性、

高效的骨传导性，其成骨效果不如 ＩＢＲＣ材料 ＋ＡＤＭ
ＳＣＳ和ＡＣＢ组。ＡＣＢ＋ＡＦＤＲ组证明其融合效果略优
于ＡＣＢ＋ＤＷ组，说明骨碎补总黄酮能够提高融合率。
ＩＢＲＣ材料复合 ＡＤＭＳＣＳ应用，因含诱导成骨因
子［１６－１７］，成骨作用明显优于单独 ＩＢＲＣ材料［１８］。Ｂ组
实验结果说明 ＩＢＲＣ材料与 ＡＤＭＳＣＳ有良好的复合
性，两者复合使 ＩＢＲＣ材料更有利于被机体降解、利
用、成骨。临床中 ＩＢＲＣ材料与 ＡＤＭＳＣＳ复合在一定
情况下可替代自体骨的应用。

总之，ＩＢＲＣ材料具有无免疫原性、快速生物降解
性、优良骨相容性、高效的骨传导性，与 ＡＤＭＳＣＳ有良
好的复合性、成骨效率更高，便于修整以适合脊柱融

合，是优良的骨替代生物材料［１９－２１］。ＡＦＤＲ不仅具有
促进成骨作用，还有改善血循环的作用，可以促进横突

间融合的速度及质量，虽然逊于材料复合 ＡＤＭＳＣＳ的
效果，但从安全、经济以及对骨质疏松的改善作用等方

面考虑，仍有其进一步研究的价值。
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［１９］ＣａｔｏｎＤ，ＲｏｃｈｅＳ．Ｃｅｌｌｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅ－

ｄｅｒｉｖｅｄａｎｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ－ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓｄｅｓｐｉｔｅｓｉｍｉｌａｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ［Ｊ］．２００８，３１４（７）：１５７５－１５８４．

［２０］ＳｔｒｅｍＢＭ，ＨｉｃｏｋＫＣ，ＺｈｕＭ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆａｄ

ｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＫｅｉｏＪＭｅｄ，２００５，５４（３）：１３２－

４１．

［２１］ＭｃｌｎｔｏｓｈＫＲ，ＬｏｐｅｚＭＪ，ＢｏｒｎｅｍａｎＪＮ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆａｌｌｏｇｅ

ｎｅｉｃａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎａｒａｔｓｐｉｎａｌｆｕｓｉｏｎｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｔｉｓｓｕｅ

ＥｎｇＰａｒｔＡ，２００９，１５（９）：２６７７－８６．

（２０１３－１１－１２收稿）

（上接第１４４９页）
土鳖虫、雷公藤、青风藤、老鹳草、威灵仙、鸡血藤、黄芪、

穿山龙、甘草），方具搜风通络、扶正化瘀、通络止痛功

效，还可以此为基础方辨证用汤药送服［１０］，本方遣方特

点符合中医病机学理论［１１］，临床使用收效良好［１２］。

总之，痹症是以营卫失和、脉络不通、气血凝滞、邪

气壅塞为病机关键。因感受风、寒、湿、热邪之偏盛有异

及体质之不同，可形成行痹、痛痹、着痹、热痹之不同，若

痹病日久，伤血耗气，损及肝肾，痰瘀交结，寒湿凝滞，形

成正虚邪恋，本虚标实，虚实夹杂，寒热错杂等顽症［１３］，

病程中病机常复杂多变，证情亦错综复杂［１４］。

以上１０法，既不外祛邪与扶正，在痹症初期邪气盛
体质未虚，治以祛邪为主，病至后期正气受损，出现正虚

邪实、虚实并见，需祛邪扶正并重，攻补兼施，孰重孰轻，

贵在辨证权变［１５］。再则痹症病因非一，患者病情有异，

所以在治法的应用上，合则多，分则少，如祛风散寒除湿

难以截分、通补难以截分等等，治当综合判断细量合分

比重。杨老临证时亦强调善用一方辨证加减，以体现十

法的灵活应用。
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