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复合型完全脱蛋白骨的细胞相容性研究

李彦林
‘
杨志明! 韩睿

‘
李世和% 曾才铭

‘

)%
&

昆明医学院第一附属医院骨科
,

云南 昆明 ∃∋∀ ∀,! −!
&

华西医科大学附一院骨科
,

四川 成都.

【摘要】 目的 探讨复合型完全脱蛋白骨的细胞相容性
。

方法 将猪肋骨用理化方法制得复合型

完全脱蛋白骨 )/0 1〕2 .
,

对 /01 〕2 理化性能进行检测
,

又将其与人胎骨膜成骨细胞体外复合培养
,

以了解

其细胞相容性及细胞毒性
。

结果 )下3 2 的主要成份为经基磷灰石
,

蛋白质含量几乎为零
,

仍具有原骨

组织骨盐支架的三维多孔网状孔隙结构系统
,

对复合培养的人胎骨膜成骨细胞的形态特征
、

45 6活性
、

细胞周期
、

倍体水平无有害影响
。

结论 /03旧具有原骨组织的网状孔隙结构系统
,

具有良好的细胞相

容性
,

可望用于成骨细胞的支架材料
。

【关键词】 成骨细胞 − 细胞培养 − 复合型完全脱蛋白骨
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体外细胞培养法是研究骨移植材料生物相容性有用的方

法之一
,

而且材料与细胞体外复合培养可直接观察细胞与生

物材料复合生长的情况
,

利于了解细胞与材料相互作用的生

物学反应
,

有助于组织工程支架材料的挑选
。

故本研究采用

人胎骨膜成骨细胞与复合型完全脱蛋白骨)/03 2 .材料体外

复合培养
,

以了解材料对人胎骨膜成骨细胞的形态特征
、

45 1〕

活性
、

细胞周期
、

倍体水平等方面的影响
,

以便寻找适合人胎

骨膜成骨细胞粘附
、

生长
、

增殖和功能发挥的支架材料
,

进而

达到修复骨缺损的目的
。

% 材料与方法
%

&

% 复合型完全脱蛋白骨的制备 取新鲜猪肋骨
,

去除其上

所附软组织
,

初粉碎为 87 Δ 子大小
,

蒸馏水反复冲洗干净后置

于 ,∀ Ξ 过氧化氢中 ΨΖ 小时 )!Ψ 小时换液一次 .
,

蒸馏水浸洗

后于氯仿
·

甲醇 ),
[

%. 中脱脂 Ψ 小时
,

用乙
一

二胺于 肠
Θ Μ87 提取

器中循环提取蛋白质 !Ψ 小时
,

蒸馏水浸洗后于乙醇中 !Ψ 小

时
,

再经蒸馏水浸洗干净后风干制得完全脱蛋白骨 )Χ98 8≅ Β7 Ρ

8〕; <  7> => 刘肠
= 7 ,

03 2 .
。

室温下将 03 2 浸人 Ψ Ξ 的聚
Υ

3 5浮5

酸)间≅
一

35
一

8:  >
/ : Β Β

,

63 5 54 .丙酮溶液中
,

于超声振荡器中

基金项目
[ 云南省自然科学基金资助项目)!∀∀ ∀印∀ %∀ Η .

振荡脱气
,

使材料孔隙内充分浸透 63 554 溶液
,

室温下用乙

醇浸泡 !Ψ 小时除去丙酮
,

风干后让 635 8五 膜粘附于 /032

网孔的表面以制得复合型完全脱蛋 白骨 )
/ = 8户粥8  7 仙8≅ Β7 Ρ

Ε ; <  7 >= >Α团 加
= 7 ,

/032 .)图 %.
。

%
&

! 复合型完全脱蛋白骨的性能检测

%
&

!
&

% 扫描电镜)Π∴ ϑ .观察 将 /Γ .2 材料用 芜∃ ∋∀ 型扫

描电子显微分析仪进行形貌观察
,

并用 )妒汤,∀ ∀ 型图像处理

分析系统对其孔径大小和孔隙率进行测定
。

%
&

!
&

! ] 射线衍射分析)] Η 3 . 用 日本 3 ⊥ ϑ:Θ
一

%%% 型 ] 射

线衍射分析仪对制得 的 /03 2 材料行 ] 射线衍射物相分

析
。

%
&

!
&

, 蛋白质含量测定 用微量凯氏定氮法 _8⎯ 测定 /03 2

材料中蛋白质含量
。

%
&

, 复合型完全脱蛋白骨的细胞相容性
%

&

,
&

% /03 2 材料的准备 将制得 的 /03 2 制成 ∋
Υ

Θ

∋
Υ

只 ∋
Υ 大小的块状物共 %∀∀ 块及 %

Υ 厚的片状物 !∀

块经环氧乙烷消毒后备用
。

%
&

,
&

! 骨膜成骨细胞的培养 无菌条件下取胎儿双股骨骨

膜用比
= ΤΑ 液洗涤 , 次

,

将骨膜剪成 %
&

∀
Υ

Θ %
&

∀
Υ 大小

,

∀
&

!∋ Ξ胰蛋白酶 ,+ ℃ 环境中消化 ,∀ 分钟
,

去上清液
,

比
=
助
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氏 ! ∀ ∀ !
,

Λ< 8一∋
,

(<
&

%∀

液洗涤 , 次
,

再于 ∀
&

% Ξ胶原酶 ,+ ℃环境中消化 ! 小时
,

终止

消化后过滤去除碎块
,

滤液离心 ∃ 分钟 %! ∀∀ 转乃于
,

弃上清

液
,

用 Γ : 88ΤΠ 液及培养液各洗一次
,

再用培养液)由0% !培养基

加 %∀ Ξ 新生小牛血清
,

青
、

链霉素各 8<< χ ⊥Δ %组成 .悬浮细胞

并接种于培养瓶中
,

于 ,+ ℃恒温
、

∋ Ξ δ飞浓度
、

饱和湿度的

细胞培养箱中培养
,

每 ! 一 , 天换液一次
,

待细胞融合成单层

后按 8 [ ! 进行传代培养
,

至第三代细胞融合成单层后终止培

养
,

经鉴定后将细胞收集备用
。

%
&

,
&

, 倒置相差显微镜观察 将 %
Υ 厚的 /01〕2 材料置于

!∋ Δ 8培养瓶中预湿
,

每瓶置 Ψ 片材料
,

共置 ∋ 瓶
,

将细胞密度

为 ∋ ] 1护 个⊥Δ 8的第三代同步化人胎骨膜成骨细胞接种于

预湿的材料上
,

每瓶接种 ∋ Θ %∀ ∋ 个细胞
,

加人 Ψ耐 培养液继

续培养
,

每天 !一 , 天换液一次
,

后用 8 ≅Δ 69
Α

倒置相差显微

镜观察细胞在材料周围
、

孔隙内附着及生长情况
。

%
&

,
&

Ψ 扫描电镜)Π∴ϑ .观察 将 ∋
Υ

火 ∋
Υ

只 ∋
Υ 大小的

/01.2块状物于 !∋ Δ 8培养瓶中预湿
,

每瓶置 Ψ 块材料
,

共置 ∋

瓶
,

按 %
&

,
&

, 中的方法将人胎骨膜成骨细胞接种于预湿材料

上
,

培养 % 周后取出材料
,

将取出材料用 !
&

∋ Ξ戊二醛固定
,

乙醇脱水
,

临界点干燥
,

镀金膜
,

于 6Μ>8 >6Α ∋ !∋ ϑ 型扫描电子

显微镜下观察细胞在材料上附着情况
。

%
&

,
&

∋ 流式细胞仪)0/ϑ .检测 将 ∋
Υ

Θ Α
Υ

Θ Α
Υ 大

小的 /01〕2 块状物于 ! ∋=>8 培养瓶中预湿每瓶置 Ψ 块材料
,

同时设空白对照组 )未置 /032 材料 .
,

每组 ∋ 瓶
,

按 %
&

,
&

,

中的方法将人胎骨膜成骨细胞接种于预湿材料上复合培

养
,

每 ! 一 , 天换液一次
,

连续培养 % 周后
,

用含 ∀
&

!∋ Ξ胰蛋

白酶的 ∴ 8了1
、

4 液消化收集细胞
,

并制成细胞悬液
,

用美 国

/? 9 8 7 ;

公司 ∴ Ε>Α ∴8 > 7 ∴Α Ε 型流式细胞仪进行检测
,

了解材

料对人胎骨膜成骨细胞的细胞周期
、

3 (4 含量及倍体水平

的影响
。

%
&

,
&

∃ 碱性磷酸酶 )45 6.活性测定 按 %
&

,
&

∋ 中的方法预

置材料并与人胎骨膜成骨细胞培养 % 周后
,

用含 ∀
&

!∋ Ξ胰蛋

白酶的 ∴ 3Σ 4 液消化收集细胞
,

并制成 %而 细胞悬液
,

共 %∀

个样品)其中 ∋ 个样品为空白对照
,

未置 /01 .2 材料 .
,

采用磷

酸苯二钠法测定 456 活性
。

! 结果

!
&

% /03 2 的理化性能

!
&

%
&

% /Γ 〕2 的 Π∴ ϑ 观察 经 Π∴ ϑ 观察可见 /03 2 材料

具有原骨组织骨盐支架的三维多孔 网状孔隙结构系统)图

!.
。

材料的孔隙率及孔径大小测定结果分别为 )∋!
&

,∋ 士

Ψ
&

%∋ .Ξ 和),∋∀
&

%一士 %+
&

∋ %知Δ
。

!
&

%
&

! /03 %,的 ] 射线衍射分析 )] Η 1〕. /0∴2 材料的 ]

射线衍射图谱为曲线型经基磷灰石【Γ 4
,

阮 )Η 、., ) Γ .8
。

!
&

%
&

, /01 〕2 的蛋白质含量测定 /03 2 材料中蛋白质含量

为)∀
&

∀% 士∀
&

∀!. Ξ
,

表明其蛋白质含量极微
,

基本不含蛋白

质
。

!
&

! /03已的细胞相容性

!
&

!
&

% /01〕吕成骨细胞复合培养的倒置相差显微镜观察

细胞接种后 !Ψ 小时
,

可见材料的孔隙及周围有细胞附着
,

并

见细胞附于瓶底 − 随着培养时间的延长
,

附于材料上的细胞逐

渐增多
,

且附于瓶底的细胞向材料移行 −% 周时
,

有很多细胞

附于材料的周边及孔内)图 , .
。

!
&

!
&

! /032 成骨细胞复合培养的Π∴ ϑ 观察 可见材料的

表面皆有细胞附着
,

细胞呈球形
、

梭形或多角形
,

有的细胞表

面可见钙颗粒沉积 )图 Ψ .
。

!
&

!
&

, /0Κ 3Κ , 成骨细胞复合培养的 0/ϑ 检测 与 /03 2材

料复合培养的细胞处于分裂前期及分裂期的细胞数较空白对

照组多
,

分别为 ∃
&

∃ Ξ 和 ,
&

Ψ Ξ
,

且所有细胞皆为正常二倍体

细胞
,

未见任何异倍体细胞
,

其 38 值为 ∀
&

∗∃) 注
[

31 ε %
&

∀ 土

∀
&

% 为正常二倍体细胞 .
。

!
&

!
&

Ψ /05.1至成骨细胞复合培养的 4 56 活性测 定 与

/01.2 材料复合培养的成骨细胞 4 56 活性与空白对照组相

差不大
,

分别为)∀
&

∗∋ Ζ 士 ∀
&

%+, .1χ 和)%
&

!∋ % 士∀
&

%ΨΨ .1χ
。

, 讨论

,
&

% /03 2 的性能分析 新鲜异种骨具有很强的抗原性
,

其

抗原性主要来自异种蛋白质
,

而异种骨移植所致的免疫排斥

反应是导致移植失败的主要原因
。

为使异种骨能较好地被受

体所接受
,

采用一些理化方法对异种骨进行适当处理
,

可使其

抗原性明显减弱或消除
,

从而使异种骨具有良好的生物相容

性
,

进而达到修复骨缺损的目的_!⎯
。

因此
,

本研究采用脱蛋白
、

脱脂等一系列理化方法对猪

肋骨进行处理制得 /03 2 材料
,

经 ] 射线衍射分析及蛋 白

质含量测定
,

其主要成份为羚基磷灰石)Γ4 .
,

蛋白质含量几

乎为零
,

又经脱脂处理
,

这样其抗原性己基本得 以消除
,

利

于其在骨修复中很好地发挥传导成骨作用
。

此外
,

/03 2 经

扫描电镜观测发现仍具有原骨组织的天然网状孔隙系统
,

且

其表面的 63 554 既可增强完全脱蛋 白骨的机械性能闭
,

又

利于成骨细胞的附着及增殖 _’Κ
。

这就为成骨细胞附着生长

提供良好的生理环境
,

使得 /03 2 有望成为成骨细胞的支架

材料
。

,
&

! /03 2 的细胞相容性评价 人类正常的体细胞均有较

恒定的 3 (4 二倍体
,

当人体发生癌变或具有恶性潜能的癌

前病变时
,

细胞 3 (4 含量会出现异常改变
,

导致 3 (4 异倍

体出现
。

0/ϑ 通过测定细胞 3 (4 含量而能发现异倍体细

胞
,

从而成为肿瘤细胞学诊断的有效工具阁
。

因此
,

为了解

/03 2材料有无致瘤性
,

本研究采用 0/ϑ 对与 /Η 〕2 材料体

外复合培养的人胎骨膜成骨细胞的 3 (4 含量
、

倍体水平进

行分析
,

结果没发现异倍体细胞
,

说明 /03 2 材料无致瘤性
,

应用较安全
。

又通过 0/ϑ 对与 /03 2 材料复合培养细胞的

细胞周期进行分析发现
[ /03 2 材料能使进人分裂前期及分

裂期的细胞增多
,

表明 /03 1,材料可促进人胎骨膜成骨细胞

的分裂增殖
。

本研究结果还表明人胎骨膜成骨细胞可粘附于 /032 材

料表面上生长繁殖
,

说明 /03 2 材料具有良好细胞相容性
。

这可能由于 /03 2材料具有天然的网状孔隙系统
,

其组成及

结构符合生理要求
,

从而利于成骨细胞附着生长
。

在检测矫

形外科材料的细胞毒性检测方法中
,

ϑ Τ: ≅ 等_∃Κ 认为测定成

骨的细胞 456活性比ϑΣ 1
、

法更敏感
。

因此本研究采用成骨

细胞的 4 56 活性测定
,

结果与 /032 材料复合培养的成骨细

胞的 45 6活性存在
,

表明 /03 2 材料无细胞毒性
,

是一种较

为安全的骨移植替代材料
。

)本文图 %一 Ψ 见插页 %.
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4 动力髓螺钉治疗股骨粗隆间骨折的体会

黎建义 苏培基 黄星垣

)中山市中医院 广东 中山 ∋! ΖΨ∀∀ .

我们医院自 %∗∗ ∗ 年至 !∀∀∀ 年采用 4 动力艘螺钉治疗

股骨粗隆间骨折 %∗ 例
,

取得了满意的效果
。

% 临床资料

本组 %∗ 例
,

男 = 例
,

女 Ζ 例 − 年龄 Ψ+ 一 +Ζ 岁
,

平均 ∃Ψ
&

∋

岁
。

全部为外伤所致
,

车祸伤 ∋ 例
,

跌伤 %Ψ 例
,

均为闭合性损

伤
。

伤后至手术时间 Ψ一 %∀ 天
。

骨折类型不稳定型 %, 例
,

稳

定型 ∃ 例
。

! 治疗方法

采用硬膜外麻醉
,

用 ς
:  

Α<=
Υ

α
< = 7Α 人路

,

患者仰卧位
,

臀

下垫枕
,

显露大粗隆和股骨上段
,

折端复位
,

以定位器定位
,

选

择合适的颈干角前倾角
,

使打人导针处于股骨颈中央
,

针尖至

股骨头软骨面下
,

测量导针打人的长度)减去 %∀ Υ .
,

以确定

所选螺钉的长度
,

扩孔器扩孔
,

沿导针攻丝
,

将空心钦螺钉旋

人骨皮质
,

安装连接螺钉
、

导杆
,

使导针和螺钉的槽与峪对齐
,

旋人钦螺钉
,

拨除导针
,

安装套筒钢板
,

用推进器将钦钢板旋

入骨皮质
,

上好螺钉固定股骨上段
。

术后酌情使用抗生素
,

解

除牵引
。

术后 !Ψ 小时作股四头肌功能锻炼
,

术后第 ! 天起床

活动
,

第 + 天扶拐下地活动
,

术后 ∋ 一 ∃ 周根据骨折愈合情况

开始负重行走
。

, 治疗结果

本组 %∗ 例
,

随访时间 Ψ一 ∃ 个月末发现 % 例内固定断裂
、

松动
,

骨折断端移位或骨折不愈合
,

未发现 % 例髓内翻
。

参照

王福权等〔“〕拟定的评定标准评定
,

优
[

髓不痛
,

关节活动正

常
,

恢复伤前工作能力及生活 自理能力
,

本组 %Ψ 例 − 良
[

靛基

本不痛
,

活动尚好
,

行走时有时用单拐
,

恢复部分生活自理能

力及工作能力
,

本组 Ψ 例 −差
[

髓仍疼痛
,

活动受限
,

尚不能下

地行走或需扶双拐行走
,

生活自理有困难
,

本组 % 例
。

Ψ 讨论

用 献 .动力硫螺钉治疗股骨粗隆间骨折是比较牢固的固

定
。

良好复位及复位后稳定性的维持是治疗的关键
,

坚强有

效的内固定即能防止髓内翻的发生
,

为早期功能锻炼创造条

件_!Κ
。

4 动力髓螺钉用粗的髓螺钉通过股骨颈进行加压
、

防旋作用
,

并用套筒钢板固定股骨上段
,

延长了内固定在骨折

近端的长度
,

增强了折端的抗折弯力
、

抗剪力
、

抗扭曲力
,

保持

骨折断端的紧密接触
,

利于断端愈合
,

有效防止了艘内翻的发

生
,

便于伤者早日进行功能锻炼
,

大大减少了长期卧床引起的

并发症
,

本组无 % 例出现并发症
。

由于 4 ). 动力髓螺钉为钦

合金
,

表面抗腐层能防止钢板在体内的氧化腐蚀
,

并具有很好

的生物相容性
,

可以防止钢板的折断
,

利于断端早 日愈合
。

手术适应症
[

股骨颈基底部及股骨粗隆部及股骨粗隆

部合并股骨上段骨折
,

其中以骨质疏松者尤适合
。

患者伤

前心肺脑及身体状况良好
,

可耐受手术的
。

手术体会
 
术前均行胫骨结节牵引

,

以防止肌肉收缩引致

折端移位而引起疼痛
,

利于骨折复位
。

术中行股骨颈导针的

打入系关键之处
,

必须在 ! 型臂 ∀ 线透视机下选择正确的定

位
,

避免螺钉移在颈外
,

及因内固定位置不佳而多次开孔引起

螺钉松动
,

失去牢固固定的作用
。

如病人骨质疏松
,

不宜用丝

攻预攻孔
,

而直接旋人螺钉
。

术毕术口必须内置负压引流
,

避

免血肿
,

减少感染机会
。

术后对骨质疏松患者不宜过早下地

负重
,

患者完全负重活动时间必须根据骨折愈合情况决定
。

最后
,

我们认为献# 动力髓螺钉治疗股骨粗隆间骨折是一种

比较好的内固定治疗方法
。
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伤后至手术时间 Ψ一 %∀ 天
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,

选

择合适的颈干角前倾角
,
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,

针尖至

股骨头软骨面下
,

测量导针打人的长度)减去 %∀ Υ .
,

以确定

所选螺钉的长度
,

扩孔器扩孔
,

沿导针攻丝
,

将空心钦螺钉旋

人骨皮质
,

安装连接螺钉
、

导杆
,

使导针和螺钉的槽与峪对齐
,

旋人钦螺钉
,

拨除导针
,

安装套筒钢板
,

用推进器将钦钢板旋

入骨皮质
,

上好螺钉固定股骨上段
。

术后酌情使用抗生素
,

解

除牵引
。

术后 !Ψ 小时作股四头肌功能锻炼
,

术后第 ! 天起床

活动
,

第 + 天扶拐下地活动
,

术后 ∋ 一 ∃ 周根据骨折愈合情况

开始负重行走
。
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,
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,
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,

大大减少了长期卧床引起的

并发症
,
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。

由于 4 ). 动力髓螺钉为钦

合金
,

表面抗腐层能防止钢板在体内的氧化腐蚀
,

并具有很好

的生物相容性
,

可以防止钢板的折断
,
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,
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