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　　【摘要】　目的　评价局部植入接骨中药对颅骨缺损愈合的影响。方法　雄性 Wistar大鼠 32只 ,随

机分两组 ,每组 16只。应用接骨中药提取物与经盐酸胍处理的无骨诱导活性的不溶性骨质 ( Insoluble

bone matrix , IBM)为植入材料 ,将中药提取物 IBM复合植入直径 8 mm的大鼠颅骨缺损和胸部皮下组

织内。不含中药提取物的 IBM植入上述部位 (不同动物)作为对照。术后 10 d和 30 d取植入物行组织

学、组织化学和生物化学分析。结果　术后 10 d ,植入中药提取物 IBM的颅骨缺损内见间充质细胞向

成骨细胞分化的形态特征。术后 30 d ,中药提取物 IBM复合物在大鼠颅骨缺损内形成大量的新骨 ,且

大多位于骨缺损中部 ,与宿主骨不相连接 ;单纯植入 IBM的颅骨缺损中部未见新骨形成。中药提取物2
IBM和单纯 IBM在胸部皮下组织内未能诱导异位成骨。结论　接骨中药提取物植入颅骨缺损部位后

能促进间充质细胞向成骨细胞分化 ,从而加速骨缺损的愈合。
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【Abstract】　Objective　To evaluate the effects of local implantation of bone2healing herb extract on the

healing of cranial bone defects Methods　32 male Wistar rats were randomly divided into two groups ,16 rats

in each group. Extract of TCM and no2inductive insoluble bone matrix ( IBM) after guanidine2HCI extraction

regard as implanted material ,which were embed in skull defects and subcutaneous tissue of chest of rats. Alone

IBM was embeded in the same site as control group (in different rats) . Histology ,histochemistry and biochem2
istry of the implants were analyzed at 10th and 30th days after implantation. Results　After 10 days ,mes2
enchymal cells to osteoblasts disserentiation with herb extract2IBM complex preparation were observed. After

30 days ,abundant new bone formation occurred in the skull defects with herb extract2IBM complex prepara2
tion. Above2condition was not found in control group. Conclusion　Local implantation of bone2healing herb ex2
tract into skull defects can enhance differentiation of mesenchymal cells to osteoblasts and accelerates the heal2
ing process of bone defects.
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　　为了观察接骨中药在骨缺损部位的局部疗效并

探讨其作用机制 ,我们根据临床实践经验自拟中药

接骨处方 ,经提取浓缩并与载体结合后植入大鼠颅

骨缺损部位及胸部皮下组织囊袋内 ,观察中药提取

物在骨缺损部位的成骨机能以及在软组织内的异位

成骨活性 ,并分析其机制。

1　材料与方法

111　植入材料的制备

11111　处方组成 　骨碎补、淫羊藿、熟地、血竭、自

然铜、乳香、没药等 10味中药。

11112　接骨中药提取物的制备 　①将上述药物等

量比例共取生药材 1 000 g ,经清洁处理后加适量水

浸泡 24 h。②将药材取出 ,另加水 5 000 ml ,煎药 3

次 ,分别为 1 h、45 min、30 min ,合并煎出液 ,沉淀24 h ,

取上清液蒸发浓缩至 1 000 ml。③加入 50 %酒精

3 000 ml沉淀 24 h 取上清液浓缩至原药 1∶2 ,即

500 ml。每 110 ml药液含 210 g生药成分。④将浓缩

后的上清液离心 30 min (15 000 r/ min) ,去除沉渣后

获 400 ml上清液 ,分装后 115 ℃高压 (017 kg/ cm2)

消毒 30 min。⑤将药液经冷冻干燥工艺处理后备
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用。经上述制作过程每 018 g生药获 1 mg冷冻干燥

提取物。

11113　载体选择 　本实验用盐酸胍提取后的大鼠

不溶性骨基质 ( Insoluble bone matrix , IBM)作为中药

提取物的载体。IBM不含骨形态发生蛋白 (BMPs) ,

无成骨诱导活性[1 ,2 ]。IBM 的制备方法参照参考文

献[ 3 ]。

11114　接骨中药提取物 IBM 复合物的制备 　将

5 mg冷冻干燥的中药提取物溶解于 1 ml磷酸缓冲液

( PBS)中 ,将 15 mg IBM 颗粒置于中药 PBS溶液中

并充分搅匀 ,将此混合液冷冻干燥后供大鼠体内植

入。每一植入物含 5 mg冷冻干燥中药提取物 (相当

于 410 g生药成分)和 15 mg IBM颗粒。

112　接骨中药体内成骨活性的观察

11211　植入方法 　雌性 Wistar 大鼠 32 只 (由苏州

大学动物实验中心提供) ,10周龄 ,随机分成两组 ,每

组 16只。麻醉后手术部位脱毛消毒 ,在颅顶做一纵

形切口暴露颅盖骨并切除局部骨膜。用圆头锉造成

直径 8 mm的圆形全层顶骨缺损 ,用生理盐水冲洗骨

缺损部位以去除残存骨屑。在胸部作 1 cm 长横切

口 ,用钝性分离法造成皮下组织囊袋。第一组于同

一动物的颅骨缺损部位和胸部皮下组织囊袋内植入

中药 IBM复合物 ;第二组于同一动物的颅骨缺损部

位和胸部皮下组织囊袋内单纯植入 IBM 作为对照。

伤口用 5 - 0丝线间断缝合。术后 10 d和 30 d每组

分别处死 8 只动物 ,取出颅骨部及胸部皮下组织植

入物做有关检查。

11212　观察内容　①大体观察 :植入物周围的组织

反应 ,血管和新生骨形成等。②组织学和组织化学

检查 :取每个植入物的一半及其周围组织于 4 %多聚

甲醛溶液固定后 ,行脱钙石蜡包埋或不脱钙塑料包

埋。石蜡切片用 HE或藏红 ( Safranin2O)染色 ,不脱

钙塑料切片用组织化学方法标记碱性磷酸酶 (Alk2
line phosphatase ,AL P)活性或 Goldner染色法识别新

骨基质 ,光镜下观察。③组织形态测量 :将带摄像系

统的显微镜连接计算机 ,使用软件 Optimas 512 ,作组

织形态测量。在连续性组织切片中每 5张组织切片

中取一张切片进行组织形态测量 ,测定组织切片中

新骨形成的数量。新骨形成量的指标为 :颅骨缺损

部位以平均新骨形成的面积/平均原始骨缺损切面

面积等于新骨面积 % ;皮下植入物以平均新骨形成

的面积/平均植入物切面面积等于新骨面积 %。每

个标本至少观察 8 张组织切片 ,计算出每个标本的

新骨面积 %的平均值 ,每组观察 8 个标本。④生物

化学分析 :植入物的另一半经剔除周围组织 (颅骨标

本去除原宿主骨)后定量 ,匀浆 ,4 ℃下离心 30 min

(12 000 r/ min) 。取上清液测AL P活性 ,作为成骨活

性的指标 ,测定方法见参考文献[ 4 ]。离心后的沉淀

物经冷冻干燥石灰化 (700 C ,16 h) 。灰化的样本溶

于 6当量浓度的盐酸溶液 ,用 011 %氧化镧稀释成

015 %(v/ v)稀盐酸溶液后用原子吸收分光光度计的

顶钙含量作为新生基质钙化程度的指标。

11213　统计学处理 　组织形态测量和生物化学分

析结果均为计量资料 ,采用不配对 t 检验分析中药

IBM和单纯 IBM植入物之间的组间差异。

2　结果

211　大体观察　术后 10 d取标本时 ,各组植入物周

围均未见明显炎症反应。植入中药 IBM的颅骨缺损

部位有少量钙化组织形成 ;单纯植入 IBM 的颅骨缺

损部位未见明显钙化组织 ;胸部皮下的中药 IBM 和

IBM植入物表面有少量纤维组织包裹。术后 30 d ,

植入中药 IBM的颅骨缺损均有大量骨化组织形成 ,

且大多位于缺损中部 ;而植入 IBM 的颅骨缺损中部

未见明显骨化组织 ;胸部皮下的中药 IBM和 IBM植

入物表面被纤维组织包裹 ,未触及明显钙化组织。

212　组织学和组织化学观察　①术后 10 d ,植入中

药 IBM的颅骨缺损内见大量细胞增生 ,部分细胞已

分化为典型的成骨细胞 ,AL P染色阳性 (图 1) ,并见

少量新合成的骨基质 (图 2) 。这种成骨反应可见于

宿主骨边缘 ,但大多位于缺损中部。植入 IBM的颅

骨缺损边缘见少量成骨反应 ,但缺损中部未见成骨

细胞分化现象 (图 3) ;胸部皮下的中药 IBM 和 IBM

植入物内见成纤维细胞增生 ,未见骨或软骨形成。

②术后 30 d ,植入中药 IBM的颅骨缺损内见大量新

骨形成 ,部分新骨已由编织骨改建为板层骨结构 (图

4) ;而植入 IBM的颅骨缺损部位仅在宿主骨附近形

成少量新骨 ,缺损中部见血管及纤维组织增生 ,但未

见新骨 (图 5) ;胸部皮下的中药 IBM和 IBM植入物

部分吸收 ,未见新生骨或软骨形成 (图 6) 。

213　组织形态测量　中药 IBM组和 IBM组在术后

10 d和 30 d在颅骨缺损部位的新骨面积 %见表 1 ,

新骨面积为编织骨和板层骨的总和。

　　统计学分析表明中药 IBM在术后 10 d和 30 d

的新骨面积 %均显著高于 IBM 组 , 10 d 组 : t =

12141 , P < 0101 ;30 d组 : t = 22132 , P < 0101。

214　生物化学分析　术后 10 d和 30 d各种植入物
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的 AL P活性见表 2 ,钙含量见表 3。

表 1　中药 IBM组和 IBM组在颅骨缺损部位的

新骨面积%比较 ( n = 8 , �x ±s)

　植入物 10 d 30 d

中药 IBM 15121±3120 32181±4187

IBM 1123±0145 3153±1114

表 2　中药 IBM组和 IBM组的 ALP活性

(Units/ mg蛋白质 n = 8 , �x ±s)

植入物 10 d 30 d

中药 IBM (颅部) 14188±4102 11102±2134

IBM (颅部) 1189±0151 3176±0181

中药 IBM (皮下) 0183±0131 0191±0135

IBM (皮下) 0162±0128 0181±0137

　　统计学分析表明植入颅骨缺损内的中药 IBM组

在术后 10 d和 30 d AL P活性均显著高于 IBM 组。

10 d : t = 8185 , P < 0101 ; 30 d : t = 8137 , P < 0101。

植于皮下组织的中药 IBM组在术后 10 d和 30 d的

AL P活性略高于 IBM 组 ,但组间差别无显著性 ,

10 d : t = 1146 , P > 0105 ;30 d : t = 0135 , P > 0105。

表 3　中药 IBM和 IBM组的钙含量

(μg/ mg , n = 8 , �x ±s)

植入物 10 d 30 d

中药 IBM (颅部) 10179±1198 26131±4178

IBM (颅部) 1109±0145 4129±1122

中药 IBM (皮下) 0187±0141 1143±0158

IBM (皮下) 0174±0132 1109±0151

　　统计学分析表明植入颅骨缺损内的中药 IBM组

在术后 10 d和 30 d钙含量显著高于 IBM组 ,10 d :

t = 13151 , P < 0101 ;30 d : t = 12163 , P < 0101。植于

皮下组织的中药 IBM 组和 IBM 组的组间差别无显

著性 ,10 d : t = 0170 , P > 0105 ; 30 d : t = 1125 , P >

0105。

3　讨论

311　接骨中药提取物具有促进成骨的作用 　本实

验证明接骨中药提取物确有刺激成骨细胞分化的功

能。其根据为 : ①颅骨的再生能力很差。文献报道

直径 8 mm的大鼠颅骨缺损如无有效处理 ,术后 13

个月仍未愈合 ,骨缺损部位被致密纤维组织所充

填[2 ,4 ]。因此颅骨缺损部位的新骨形成基本上归因

于植入物的作用。②在颅骨缺损内植入 IBM 后

30 d ,缺损边缘形成少量新骨 ,而缺损中部无新骨形

成 ,提示这种边缘成骨现象为宿主骨和骨膜的修复

反应向植入物内的延伸。而同期植入中药 IBM复合

物的颅骨缺损中部可见大量的新骨形成 ,这些岛状

新骨大多与宿主骨不相连接。证明实验期间缺损中

部的新骨形成归因于中药提取物的生物活性。

312　接骨中药提取物的成骨作用具有组织特异性

　本实验观察到接骨中药 IBM复合物能刺激颅骨缺

损部位的间充质细胞向成骨细胞分化 ,进而形成新

骨 ;而相同剂量相同成分的植入物在胸部皮下未能

诱导间充质细胞分化成骨。这种组织部位的特异性

可能与以下因素有关 : ①颅骨缺损部的硬脑膜和头

皮下结缔组织 (手术时缺损部的骨膜已切除)内的间

充质反应细胞与胸部皮下的反应细胞的分化程度和

细胞受体等特性可能有所不同。由于硬脑膜与颅骨

内板骨膜在解剖上有联系 ,硬脑膜浅层细胞的分化

程度可能较接近成骨潜能细胞 ,在接骨中药提取物

的刺激下具有向成骨细胞分化的潜能。②接骨中药

可能直接刺激有成骨潜能的局部细胞内源性生长因

子的表达。这些内源性因子的表达和分泌可进一步

改变局部生物化学环境的影响 ,并调节接骨中药的

生物活性。临床观察到口服接骨中药可促进骨愈合

但未见软组织内异位成骨 ,也说明接骨中药的成骨

作用具有组织特异性。

本实验证实接骨中药提取物植入大鼠颅骨缺损

后具有促进成骨细胞分化的功能 ,这一发现在接骨

中药的理论研究和临床应用方面均有重要意义。如

能分离和纯化接骨中药的主要有效成分 ,测定其局

部植入促进骨折及骨缺损愈合的最佳浓度 ,将对接

骨中药的研究和临床应用产生更为深远的指导意

义。

(本文图 1 - 6见后插页 1)
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