
作者简介：尹拥军（１９６７０９—），男，本科，主治医师，研究方向：临床骨科，Ｅｍａｉｌ：ｙｉｎｙｏｎｇｊｕｎ０９１＠１６３ｃｏｍ

接骨方含药血清孵育体外培养骨痂中破骨细胞、

成骨细胞和软骨细胞生长的影响
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摘要　目的：观察接骨方含药血清对体外培养的破骨细胞、成骨细胞和软骨细胞生长的影响。方法：取新西兰家兔骨折造
模骨痂进行体外培养，制备接骨方含药血清，用接骨方含药血清孵育新西兰家兔骨痂，进行破骨细胞、成骨细胞和软骨细

胞镜下形态学观察，观察骨痂中软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞的数目。结果：术后１０ｄ的新西兰家兔骨痂镜下可见细
胞开始从组织块周围爬出；染色后可见胞浆内出现黄褐色颗粒，胞核饱满，核仁清晰；术后１７ｄ观察组骨痂可见成骨细胞
和软骨细胞的增殖明显，破骨细胞增殖相对成骨细胞和软骨细胞较慢，术后２４ｄ、３１ｄ时可见骨痂中破骨细胞、成骨细胞
和软骨细胞均增殖速度变缓，与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、３１ｄ观察组骨痂中成骨细胞和软骨细胞的增殖情况明
显优于对照组；与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、３１ｄ观察组骨痂中破骨细胞数量少于对照组，２组间差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）；与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、３１ｄ观察组骨痂中成骨细胞和软骨细胞数目均多于对照组，２组有统计学
意义（Ｐ＜００５）。结论：接骨方含药血清可促进新西兰家兔成骨细胞和软骨细胞增殖，具有促进骨组织的再生的功效。
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　　骨折的愈合过程是一个复杂而精细的器官修复
过程，在某种程度上反应了骨骼的发育过程［１］。因

而对骨痂器官的研究可以更好地深入了解骨骼的发

育的动态变化，更直接地了解骨折愈合过程中骨细

胞的变化。传统中药具有加快骨折愈合的功效，接

骨方以当归、赤勺、甘草调和营血，土鳖虫、自然铜、

接骨木、骨碎补、续断活血补肾接骨，血竭被誉为伤

科之圣药，具有祛淤生新之作用［２］。在骨折早期，可

增加生地凉血，猪苓、赤小豆等利水消肿［３］。本实验

观察接骨方含药血清对体外培养新西兰家兔骨痂中

破骨细胞、成骨细胞和软骨细胞生长的影响。

１　材料与方法
１１　实验动物　５～６月龄新西兰家兔４只，均为雄
性，体重２２～２７ｋｇ，由广州中医药大学基础医学
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院科研实验中心提供（合格证号：ｓｃｘｋ（广）字２０１４
～０００６号）。
１２　骨折造模分组　实验用新西兰家兔用３％戊
巴比妥１ｍＬ／ｋｇ经耳缘静脉注射麻醉后，剪去双前
臂兔毛、碘伏消毒，铺无菌单，切开皮肤，小心分离出

肌肉、血管、神经等组织，暴露新西兰家兔桡骨，用自

制手锯在桡骨中部横向锯成３０ｍｍ的骨缺损骨折，
不固定，立即缝合皮肤，并包扎伤口［４］。术后庆大霉

素４ｍｇ／ｋｇ肌注３ｄ预防感染。术后２４ｈ内，兔子
均可自由活动，单笼喂养。４只兔子随机标记为 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ，分别对应于术后第７ｄ、１４ｄ、２１ｄ、２８ｄ刮取
左前臂骨折处骨痂组织，做好标记，作为观察组，所

有操作过程均在无菌下进行，取出的骨痂均用无菌

的无血清 ＢＧＪ液冲洗后，种植至器官培养系统
中［５］，均培养３ｄ；同只兔子于其左前臂骨痂取除后
３ｄ，即分别为１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、３１ｄ刮取右前臂骨
痂，做好标记，作为对照组，拟切片后光镜下观察。

记录后第７ｄ、１４ｄ、２１ｄ、２８ｄ新西兰家兔骨折及骨
痂情况，包括骨痂的颜色、量的多少，骨折的位置、类

型，兔子一般情况［６］。

１３　实验药物　中药接骨方包含接骨木、土鳖虫、
自然铜、骨碎补、血竭等１１味中药。取上述中药浸
泡于５００ｍＬ冷水中约３０ｍｉｎ，之后用武火煎开，再
用文火煎煮３０ｍｉｎ，取汁，药渣再加冷水３００ｍＬ，武
火煎开后，再以文火煎煮３０ｍｉｎ，取汁；将两次药汁
合并再以文火煎煮至１００ｍＬ，相当于生药量１５５ｇ／
ｍＬ［７］。制备好后放４℃冰箱保存，备用。
１４　主要试剂和仪器　ＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯ）、地
塞米松（ＧＩＢＣＯ）、胎牛血清（ＦＢＳ）（杭州四季青生物
工程有限公司）、β～甘油磷酸钠（ＳＩＧＭＡ）、胰蛋白
酶（ＧＩＢＣＯ）、ＳＷ～ＣＪ～ＬＦ超净工作台（苏州安泰公
司）、二氧化碳培养箱（ＳＡＮＹＯ）、离心机（湘仪）、相
差倒置显微镜等。

２　方法
２１　接骨方含药血清制备　再另选取兔子２只（标
准同前），接骨方一次灌胃给药（相当于１５次日给药
量）。灌胃量按１０４ｍＬ／ｋｇ体质量（生药量１５５ｇ／
ｍＬ）。新西兰家兔给药１次后０５ｈ在清醒状态下在
颈动脉采血，立即无菌分离出血清［８］。在５６℃下，灭
活补体，３０ｍｉｎ后在超净工作台中使用０２２μｍ微孔
滤膜滤器过滤除菌，分装，－２０℃冻存备用。
２２　骨痂体外培养　将骨痂剥离后，用 ＰＢＳ＋抗生
素（硫酸庆大霉素、链霉素）的溶液漂洗２次后，将每
个骨痂样本均匀切成１ｍｍ大小，放进２４孔的一次

性组织培养板中的３个独立的细胞培养孔中，每个
孔中含有 １ｍｍ的 ＢＧＪｂ基质（由 ２５ｍｍｏｌＨＥＰＥＳ
ｂｕｆｆｅｒ，５μｇ／ｍＬ维生素 Ｃ，１％丙酮酸钠，５％胎牛血
清和硫酸庆大霉素、链霉素组成）。培养在 ３７℃、
９５％的空气、５％ＣＯ２的条件下进行。每２４ｈ后更换
一次培养基，７２ｈ后培养结束。每个组织样本的３
个培养孔中，一个加单独的培养基［９］。

２３　新西兰家兔骨痂的镜下形态学观察　将观察
组及对照组骨痂样本用无 Ｃａ～Ｍｇ的 ＰＢＳ冲洗后，
用４％多聚甲醛固定，用甲酸脱钙，石蜡包埋，５μｍ
切片，苏木素和伊红染色［１０］，在显微镜下动态观察

新西兰家兔破骨细胞、成骨细胞和软骨细胞的生长

情况及形态特征。

２４　将观察组及对照组新西兰家兔右前臂骨痂和
培养后的骨痂样本　用无 Ｃａ～Ｍｇ的 ＰＢＳ冲洗后，
用４％多聚甲醛固定，用甲酸脱钙，石蜡包埋，５μｍ
切片，苏木素和曙红染色［１０］。在４００倍显微镜下观
察，每个标本随机选取１０个视野，观察每个视野中
软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞数，计算出单位面积

（ｍｍ２）软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞数。
２５　数据分析方法　应用 ＳＰＳＳ１６０版本统计软
件进行分析，单因素方差分析，采用 ｔ检验和卡方检
验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３１　２组新西兰家兔破骨细胞、成骨细胞和软骨细
胞的形态学观察　新西兰家兔骨痂术后１０ｄ的新
西兰家兔骨痂镜下可见细胞开始从组织块周围爬

出；染色后可见胞浆内出现黄褐色颗粒，胞核饱满，

核仁清晰；术后１７ｄ观察组骨痂可见成骨细胞和软
骨细胞的增殖明显，破骨细胞增殖相对成骨细胞和

软骨细胞较慢，术后２４ｄ、３１ｄ时可见骨痂中破骨细
胞、成骨细胞和软骨细胞均增殖速度变缓。见图１。
３２　２组新西兰家兔软骨细胞、成骨细胞和破骨细
胞数量的检测　与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４
ｄ、３１ｄ观察组骨痂中成骨细胞和软骨细胞的增殖情
况明显优于对照组；与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、
２４ｄ、３１ｄ观察组骨痂中破骨细胞数量少于对照组，
２组间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与对照组相
比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、３１ｄ观察组骨痂中成骨细
胞和软骨细胞数目均多于对照组，２组间差异具有
统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。
４　讨论

骨折的愈合过程是一个复杂而精细的器官修复

过程，在某种程度上反应了骨骼的发育过程。因而
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对骨痂器官的研究可以更好地深入了解骨骼的发育

的动态变化，更直接地了解骨折愈合过程中骨细胞

的变化［１１］。多学科的渗透性研究，特别是分子生物

学的介入，使从微观研究骨折愈合过程的视野更广

阔。骨折愈合的过程是一个高度复杂和有序的精细

过程，众多的调节生长因子起着非常重要的作

用［１２］。这些生长因刺激细胞的分化代谢，使因子与

因子之间、细胞与因子之间的信息相互作用，从而完

成骨折愈合修复这个复杂的过程。由于骨痂基质中

含有大量的调节生长因子，基质又是骨痂细胞分泌

的产物，因而基质与生长因子与细胞之间的信息联

系在骨愈合中占有重要的地位［１３］。目前将成骨细

胞、破骨细胞、软骨细胞的变化作为一种观测指标，

间接反映细胞的代谢、分化，研究生长因子等的成骨

作用机理等等［１４］。在骨折的愈合过程中，骨痂的性

质发生了变化其成骨细胞、破骨细胞、软骨细胞的数

量必然也发生变化，成骨细胞、破骨细胞、软骨细胞

的变化与骨折愈合过程中组织形态学上的分期具有

对应关系。

图１　２组新西兰家兔破骨细胞、成骨细胞和
软骨细胞的形态学观察（×１００）

表１　各组单位面积（ｍｍ２）软骨细胞、成骨细胞和破骨
细胞数量的检测结果

分组
破骨细胞数

（个）

软骨细胞数

（个）

成骨细胞数

（个）

观察组 Ａ ２１２△ ８４ １１５

Ｂ ４９△ ２５７ ３９４

Ｃ ６２△ ２８９ ５２１

Ｄ ７１△ ２９７ ６１４

对照组 Ａ １３ ４１ ９１
Ｂ ５７ ９８ ２８３
Ｃ ６２ １３５ ３１４
Ｄ ７９ １４１ ３３１

　　注：与对照组相比，Ｐ＜００５与对照组相比，△Ｐ＞００５。

　　成骨细胞作为骨更新活动中的重要功能细胞，
是骨发生和骨形成的物质基础［１５１７］。正常生理状态

下，成骨细胞的骨形成与破骨细胞的骨吸收之间保

持动态平衡，破骨细胞的活动亦受到成骨细胞的调

控［１８２１］。术后１０ｄ的新西兰家兔骨痂镜下可见细
胞开始从组织块周围爬出；染色后可见胞浆内出现

黄褐色颗粒，胞核饱满，核仁清晰；术后１７ｄ观察组
骨痂可见成骨细胞和软骨细胞的增殖明显，破骨细

胞增殖相对成骨细胞和软骨细胞较慢，术后２４ｄ、３１
ｄ时可见骨痂中破骨细胞、成骨细胞和软骨细胞均
增殖速度变缓，与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、
３１ｄ观察组骨痂中成骨细胞和软骨细胞的增殖情况
明显优于对照组；与对照组相比，术后１０ｄ、１７ｄ、２４
ｄ、３１ｄ观察组骨痂中破骨细胞数量少于对照组，２
组间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与对照组相比，
术后１０ｄ、１７ｄ、２４ｄ、３１ｄ观察组骨痂中成骨细胞和
软骨细胞数目均多于对照组，２组间差异具有统计
学意义（Ｐ＜００５）。

本实验用接骨方含药血清孵育骨痂，观察新西

兰家兔骨痂中软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞的形

态与数量，结果表明接骨方含药血清能明显促进新

西兰家兔骨痂中软骨细胞、成骨细胞形成和生长，说

明接骨方其能促进骨组织再生。但其具体机制尚不

明确，还需要进一步研究来证实。
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