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 摘要! � 目的 � 观察尼莫地平对体外培养成骨细胞的作用。方法 � 在新生 SD大鼠头颅骨第 2 继

代成骨细胞( OB2)培养液中分别加入不同浓度 ( 10- 1~ 10- 9g/ L )尼莫地平, 分别观察 OB2 的增殖功能

(用波长 570nm 处 OD值表示) ,分化功能(用碱性磷酸酶 ALP活性表示)和矿化功能(用矿化结节数量/

视野表示)。结果 � 增殖功能 OD 值为 0� 12 ∀ 0�01~ 0�41 ∀ 0�04; ALP 活性为 0�09 ∀ 0� 01U / mg 蛋白

质;矿化结节数量/视野为 1� 3∀ 0�9 个。结论 � 与对照组比较,尼莫地平各浓度对 OB2 的增殖、分化和

矿化功能作用各异。当尼莫地平浓度为 10- 6g/ L 时, 对 OB2 的增殖和分化功能具有刺激作用, 对 OB2

的矿化功能具有显著的抑制作用;当浓度升高( 10- 2g/ L )时, 对 OB2 的增殖功能具有明显的抑制作用;

当浓度降低( 10- 8g / L )时, 对 OB2 的增殖功能失去作用。
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The effect of Nimodipine on culture of osteoblasts in vitro ZH U Jian�min , FANG H ao, CHEN X in�gang , et

al. T he 8th Peop le# s Hosp ital of Shanghai ( Shanghai, 200032)

 Abstract! � Objective� To obser ve the effect of nimodipine on cultur e of osteoblasts in v itro Methods �
T he culture medium wit h different nimodipine concentrations( 10- 1~ 10- 9g / L ) and the second generation os�

teoblats( OB2 ) from the skull of new born SD rats w ere mixed for the observation respectiv ely about the prolif�
eration( OD value at w avelength 570nm) , the differentiation( ALP activit y) and the mineralization( mineralized

nodes/ field of vision) of OB2. Results� The proliferation function w as 0� 12 ∀ 0� 01 ~ 0� 41 ∀ 0� 04 OD value

( mean and standard dev iat ion) ; the ALP activ ity( mean and standard deviat ion) was 0� 09 ∀ 0�01U / mg protein

and the mineralized nodes( mean and standard deviation) was 1� 3∀ 0�9.Conclusion� In comparison with con�
trol groups, t he prolifer ation and differentiation of the OB2 were remarkably increased by 10- 6g / L nimodipine

concentr at ion and the mineralization w as significantly inhibited. T he proliferation of the OB2 was significantly

inhibited with the increase of nimodopine concentr at ion to 10- 2g/ L, the pr oliferation was of no effect w hen

t he concentration of nimodipine was decreased to 10- 8g/ L.
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� � 钙通道阻滞剂( Calcium channel blocker ) ; 又称∃ 钙进入阻

断剂% ( Calcium entry blocker) ; 也称∃ 钙拮抗剂% ( Calcium an�
tagonist)是目前广泛使用于临床治疗心脑血管疾病的一大类

药物[ 1]。由于其药理作用均涉及钙生理和钙代谢问题, 因而

必然影响骨钙代谢和骨折愈合过程。近来, 临床长期使用钙

通道阻滞剂对正常骨骼的影响以及导致骨质疏松症的可能性

已引起人们的关注[ 2]。本文旨在观察钙通道阻滞剂 & & & 尼莫

地平( Nimodipine)对体外培养成骨细胞的作用, 从细胞水平

阐述此类药物对正常骨骼和骨折愈合影响的机制。

1 � 材料与方法
1�1 � 药物 � 选用山东新华制药股份有限公司生产的尼莫地
平注射 液, 批准文号: ( 95 ) 卫药准 字 X�121 号, 批号:

19990312,规格: 每支 10ml: 2mg , 用细胞培养液分别稀释至

10- 1~ 10- 9g/ L。

1�2� 细胞培养 � 取新生 (出生 24h 内) SD 大鼠头颅骨, 用

0�25%胰蛋白酶预消化 15~ 20min, 以清除掉纤维组织细胞。

再用 0�1% ∋型胶原酶, 在 37 ( 环境中振荡( 50 次左右/ min)

消化 60min, 以 200g 离心收集成骨细胞。将分离收集的成骨

细胞以 1 ) 104/ cm2 的密度接种于培养瓶中, 置 5% CO 2、37 (

培养箱培养。24h 可见细胞贴壁生长,胞浆开始伸展, 换新鲜

培养液, 以后每隔 48h 替换培养液。于接种后第 4 天(半汇

合)取第 2 继代成骨细胞( OB2)培养,先以 0� 25%胰蛋白酶使

贴壁细胞消化松解, 轻摇细胞即脱壁。以 1 ) 104 / cm2的密度

移入含培养液的新培养瓶中继续培养 ,加入不同浓度尼莫地

平作药效试验 ( n= 6)。采用 MEM ( M inimum eagle medium)

培养液, 内含 10% 小牛血清、青霉素、钠离子( 133�3 ) 10- 3
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mol/ L )、钾离子( 5� 4 ) 10- 3mol/ L )、钙离子 ( 1� 8 ) 10- 3 mol/

L )等,新鲜配置, 冷冻保存[ 3]。

1�3 � 对照组设计 � 采用去离子水设定药物空白对照组( n=

6)。

1�4 � 统计学方法 � 数据处理采用  x ∀ s 表示, 组间比较采用

t 检验。

1. 5 � 观察指标
1�5�1 � OB2 增殖功能测定 � OB2 以每孔 6 ) 103 密度接种于

24 孔培养板上, 24h 后换入含不同浓度药物的培养液中 ,于加

药后 72h 用 MTT{ [ 3�( 4, 5�dimethylthiazol�2�yl)�2, 5�diphenyl�

t etrazo lium bromide] }方法在酶标仪(美国 Inc公司生产, 型号

为: EL ) 800)上进行测试。测试条件为: ∗ 测定时换成无血
清培养液; + 测定波长为 570nm; , 37 ( , 5% CO2, MTT 孵育

4h; −MTT 50�l( 5g/ L ) , 检测细胞数 1 ) 106 , 光密度 ( OD)值

与活细胞数相关系数 r= 0� 9701。以波长 570nm 处的 OD值

表示 OB2 增殖功能, 结果与对照组比较[ 3]。

1�5�2 � OB2 分化功能测定 � OB2 以每孔 2 ) 104 密度接种于

24 孔培养板上, 24h 后换入含敏感浓度药物的培养液中, 每

48h更换培养液 1次, 待汇合后用对硝基苯磷酸盐( PNPP)法

和分光光度计测定细胞溶液中的 ALP 活性(条件为 pH10�5,

37 ( ,波长为 405nm) ;再用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量,以

U/ mg蛋白质表示 ALP 活性,结果与对照组比较。ALP 活性

是 OB2 分化功能指标
[ 3]。

1�5�3 � OB2 矿化功能测定 � OB2 以每孔 2 ) 104 密度接种于

6 孔 Costor 培养板上, 10 天后换入含敏感浓度药物的培养液

中, 14 天后用 90%乙醇固定, 0� 1%茜素红染色。以橘红色结

节、边界清晰、> 200�m 为标准。在 40 倍光镜下作矿化结节

计数,结果与对照组比较
[ 3]
。

2 � 结果
2�1 � 对 OB2 增殖功能的作用 � 与对照组比较, 尼莫地平

10- 2~ 10- 8g/ L 各浓度组对 OB2的增殖功能影响各异( n= 6,

表 1)。

表 1 � 不同浓度尼莫地平对成骨细胞增殖功能的影响
( x ∀ s , g / L )

组别 n OD值

对照组 6 0�35 ∀ 0�04

尼莫地平 10- 2 6 0�12 ∀ 0�01* * *

尼莫地平 10- 4 6 0�38 ∀ 0�14*

尼莫地平 10- 6 6 0�41 ∀ 0�04* *

尼莫地平 10- 8 6 0�35 ∀ 0�03*

� � 与对照组比较: * P> 0�05 � * * P< 0�05 � * * * P< 0�01

2�2 � 对 OB2分化功能的作用 � 参考不同浓度尼莫地平对
OB2 增殖功能的作用结果,选取一个敏感浓度作 OB2 ALP 活

性实验研究。结果显示, 当取尼莫地平敏感浓度 10- 6 g/ L

时, ALP活性为 0�09∀ 0�01U / mg 蛋白质。对照组 ALP 活性

为 0� 08 ∀ 0�004U / mg 蛋白质。与对照组比较,敏感浓度的尼

莫地平对 OB2 的分化功能具有明显的刺激作用( P < 0� 05, n

= 6)。

2�3 � 对 OB2矿化功能的作用 � 参考不同浓度尼莫地平对
OB2 增殖功能的作用结果, 选取一个敏感浓度作 OB2 矿化功

能实验研究。结果显示, 当取尼莫地平敏感浓度 10- 6 g/ L

时, 每视野矿化结节数量为 1� 3 ∀ 0�9 个。对照组每视野矿化
结节数量为 1�5 ∀ 1� 0 个。与对照组比较,敏感浓度的尼莫地

平对 OB2 矿化功能具有显著的抑制作用( P< 0�01, n= 6)。

3 � 讨论

� � 钙通道阻滞剂大致可分成非选择性和选择性两大类。非
选择性钙通道阻滞剂主要包括芬地林 ( F endiline) , 普尼拉明

( Preny lamine) , 苄普地尔( Bepridil)和一些金属离子,如锰离子

( Mn2+ )、镍离子 ( N i2+ )、镧离子 ( L a3+ )、钆离子 ( Gd3+ )等。

选择性钙通道阻滞剂又可根据其作用不同类型钙通道而进一

步分类,其中尼莫地平属于选择性作用于 L�型钙通道阻滞

剂[ 1, 4, 5]。

1998年 Kosaka和 Uchii[ 6]研究了贝尼地平 ( Benidipine)

对体外培养小鼠成骨细胞功能的影响, 浓度为 0� 1~ 10nmol/

L 时具有促进成骨细胞分化功能和抑制成骨细胞增殖功能的

作用[ 6]。作者采用尼莫地平研究其对体外培养大鼠成骨细胞

的影响。当尼莫地平浓度为 10- 6g/ L 时具有刺激 OB2 增殖

功能的作用( P < 0� 05, n= 6) ;随着浓度递增至 10- 2g/ L 时则

对 OB2 增殖功能具有显著的抑制作用( P< 0�01, n= 6) ; 当浓

度递减至 10- 8g/ L时, 尼莫地平对 OB2增殖功能没有影响(P

> 0� 05, n= 6)。当尼莫地平浓度为 10- 6g/ L 时, 对成骨细胞

的分化功能具有刺激作用 ( P < 0� 05) ,而对成骨细胞的矿化

功能具有显著的抑制作用( P < 0�01) , 与 Kosaka 和 Uchii的

研究结果相仿, 尼莫地平对成骨细胞矿化功能的抑制作用说

明临床上长期使用钙通道阻滞剂对正常骨钙代谢和骨折愈合

过程中的矿化作用具有负面影响, 具有导致骨质疏松症的危

险, 应足够引起临床医师的重视。

此外, 1989 年 Takuwa等[ 7]研究显示,内皮素�1( Endothe�
lin�1)对体外培养成骨细胞刺激作用可被细胞外缺钙和钙通

道阻滞剂所抑制。1994年 Sugimoto等[ 8]研究显示,含胰岛素

样生长因子�� ( Insulin�like grow th factor�I�IGF�I)和高浓度钙

( 3~ 5mmol/ L )培养液可刺激体外培养成骨细胞增殖,但可被

钙通道阻滞剂和环氧化酶抑制剂所抑制。1995 年 Loza等[ 9]

研究显示, 表皮生长因子�� ( Epidermal g rowth factor�EGF )刺

激体外成骨细胞增殖的条件是细胞外钙内流, 而钙通道阻滞

剂可有效地加以抑制。由此可见, 钙通道阻滞剂还可通过细

胞因子对成骨细胞的介导作用, 影响正常骨骼生理活动, 影响

正常骨折愈合和导致骨质疏松症等, 也应引起人们对钙通道

阻滞剂的警觉。
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临床研究

套式皮瓣治疗手指离断伤 120例

苏永宾
(五河县人民医院, 安徽 � 五河 233300)

� � 手指离断伤后因游离残部毁损严重, 丢失或限条件因素

无法再植时,采用从伤指残端软组织内自远端行环状分离呈

套式游离皮瓣,前移覆盖伤指残端, 称之为套式皮瓣[ 1]。我们

自 1994 年 10 月以来采用该方法修复手指离断伤残端创面

120 例( 142指) ,取得良好疗效。现总结如下。

1 � 临床资料
本组共 120 例 ( 142 指) , 男 92 例( 106 指) , 女 28 例( 36

指) ; 年龄 5~ 71 岁, 平均 28� 5 岁。伤因: 切割伤 30 例 ( 42

指) , 绞轧伤 58 例( 62 指) , 挤压伤 32 例( 38 指)。受伤手指及

损伤部位见表 1。

表 1 � 受伤手指及损伤部位

指别 远节指骨 远指间关节 中节指骨 近指间关节 近节指骨 合计

拇指* 6 5 4 15

食指 16 16 21 7 2 62

中指 5 11 12 2 1 31

环指 2 2 3 2 1 10

小指 3 6 6 5 4 24

合计 32 40 42 16 12 142

� � * 其中远指间关节 5例系指拇指指间关节部位损伤

2 � 治疗方法

采用指根神经阻滞麻醉( 64 例)、屈指肌腱鞘管内麻醉[ 2]

( 36 例)或腕部桡、尺、正中神经阻滞麻醉, 小儿加用基础麻

醉。在指根部置止血带。先行创面清创术, 然后从残端创面

内向手指近端游离解剖皮瓣。掌面在屈指肌腱腱鞘表面进

行,背侧在伸指肌腱腱膜表面进行, 两侧在指固有动脉和指神

经深面进行[ 1]。注意不要损伤指固有动脉和指神经, 保护肌

腱鞘管的完整。游离过程中试牵拉、推移皮瓣, 以能前后对合

为度。一般分离长度为 4 ~ 6cm。皮瓣可向远端推移 1 ~

1�5cm, 修整手指残端、锉平滑外露指骨, 将游离的套式皮瓣

修成鱼口状缝合,包扎。

术后 3日开始活动患指, 渐进功能锻练, 10~ 14 日拆线

继续做较大范围患指屈伸收展运动,自行揉推按摩皮肤 ,皮肤

较紧明显影响手指活动者可每日 2~ 3次患手热水浴。

3 � 治疗结果

全部病例得到 3 个月~ 3 年随访 , 平均随访 4�5 个月。

术后 3 个月结果: 118 例( 140 指)套式皮瓣成活, 手指残部活

动自如, 指端痛觉、温度觉、触觉正常、两点分辨力 2~ 5mm, 2

例( 2指)因感染失败, 拆线引流抗炎治疗后改手指短缩缝合

治愈。满意率 98� 6%。

4 � 讨论
手指或指端离断伤后无法再植的病例, 传统上多行∃ V-

Y%皮瓣或带蒂皮瓣消灭创面 ,也有的行短缩缝合术。前者手

术易出现皮瓣坏死, 手指创伤疤痕增加,带蒂皮瓣还需二期手

术, 疗程长,制动时间长,皮瓣成活后感觉欠佳。后者进一步

短缩了患指, 功能进一步丢失。而采用套式皮瓣, 无需再做创

口, 修复后局部皮肤色泽、弹性、厚薄等一致,外形美观。加之

皮瓣内存在指神经, 手感正常, 又不需要短缩伤指, 手术一次

完成, 简便易行,病人易于接受。

因手指套状皮瓣内有两条指固有动脉, 皮瓣不受长宽比

例限制, 易于成活。皮肤具有弹性伸展潜力,关节部位、指间

或掌指间皮横纹舒展均可使皮肤推进拉长,在近节指端成形;

皮瓣的游离可跨越掌指关节达手掌部或手背部, 一般推移长

度可达 1cm 以上,可修复 2cm 以内的指端皮肤缺损。

进行套状皮瓣潜行分离前, 一定要彻底清创, 创指浸泡消

毒 10分钟,改换无菌巾和器械。本组 2 例因感染致手术失

败, 教训深刻。潜行分离时,可采用锐性分离和钝性分离相结

合的办法, 注意避免损伤指固有动脉和指神经, 分离完成后要

放开止血带, 进行伤指皮瓣的压迫出血,确无渗血的情况下行

修整缝合。皮肤缝合前要修整圆滑, 对有甲根残留的应连同

甲床一并剔除, 以免形成嵌甲。皮肤使用较粗缝线 ( 1 号丝

线) ,术后 3 日即可开始功能锻练, 在锻练中进一步拉长皮肤,

使手指渐进灵活便利。
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