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摘要：目的 观察对单纯股骨骨折大鼠肌内注射骨折合并脑外伤大鼠血清（“促骨折愈合血清”）后的放射学及组织形态学变

化，以确定该血清是否具备有加速骨折愈合作用。方法 2017年3月至2018年3月，制备骨折合并脑外伤模型SD大鼠20 只

经腹主动脉采血，并分期制备治疗血清；选取20只健康大鼠提取阴性对照血清，全部加标记并冷藏。应用随机数字表进行分

组，每组32只，分为实验组，对照组及空白组，96只大鼠均为股骨中段骨折。肌内注射治疗血清用于实验组，肌内注射阴性对

照血清用于对照组，空白组肌内注射生理盐水。并于术后第1周、2周、3周、4周各处死8只大鼠，利用放射分析比较三组骨折

的愈合情况：X射线照射、双能X线骨密度测量和组织形态学观察。结果 术后X线结果提示实验组骨折愈合进程较对照组、

空白组明显加快。测量骨痂体积发现：术后第2周，实验组骨痂体积（30.44±2.33）mm3，对照组骨痂体积（22.68±1.95）mm3，空白

组骨痂体积（21.66±2.35）mm3，对照组和空白组骨痂体积明显小于实验组（P＝0.000）；术后第 3周，实验组骨痂体积（26.46±
1.58）mm3，对照组骨痂体积（27.29±1.66）mm3，空白组骨痂体积（26.79±2.02）mm3，三组骨痂体积比较差异无统计学意义（P＝

0.669）mm3；术后4周，实验组骨痂体积（22.15±1.66）mm3，对照组骨痂体积（29.99±1.32）mm3，空白组骨痂体积（29.23±1.29）mm3，

对照组及空白组骨痂体积明显大于实验组（P＝0.000）。术后第1周，实验组骨密度（0.128±0.123）mg/cm3，对照组骨密度（0.222±
0.121）mg/cm3，空白组骨密度（0.217±0.103）mg/cm3，对比差异无统计学意义（P＝0.882）；术后第 2周，实验组骨密度（0.266±
0.100）mg/cm3，对照组骨密度（0.208±0.142）mg/cm3，空白组骨密度（0.206±0.302）mg/cm3；术后第 3周，实验组骨密度（0.218±
0.007）mg/cm3，对照组骨密度（0.200±0.012）mg/cm3，空白组骨密度（0.189±0.069）mg/cm3；术后第 4周，实验组骨密度（0.225±
0.009）mg/cm3，对照组骨密度（0.190±0.100）mg/cm3，空白组骨密度（0.202±0.100）mg/cm3；对照组、空白组骨密度第2周起均低于

实验组（P＜0.05）。骨形态学发现实验组较对照组、空白组更早形成骨痂，更早出现板层骨，更早进入塑形期。结论 脑外伤

合并骨折大鼠的血清对骨折愈合有明显的促进作用，为“促骨折愈合血清”应用临床治疗骨科疾患奠定理论基础。
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Abstract：Objective To observe the radiological and histomorphological changes of rats with intramuscular injection fractures and
brain injury（"fracture⁃promoting serum"）in rats with simple femoral fractures to determine whether the serum has accelerated frac⁃
ture healing.Methods Twenty SD rats with fracture combined with traumatic brain injury were collected from the abdominal aorta
and the serum was prepared in stages.20 healthy rats were randomly selected to extract the negative control serum，all labeled and
refrigerated.The others were divided into treatment group，control group and blank group by random number table，with 32 in each
group. 96 rats were middle femur fractures.Intramuscular injection of serum was used in the treatment group，intramuscular injection
of negative control serum was used for the control group，and blank group was intramuscularly injected with physiological saline.
Eight rats were sacrificed at the first week，2 weeks，3 weeks，and 4 weeks after operation.The healing of the three groups was com⁃
pared by radiological analysis：X⁃ray irradiation，dual⁃energy X⁃ray bone density measurement and histomorphological observation.
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Results The X⁃ray results showed that the healing process of the treatment group was significantly faster than that of the control
group and the blank group. Measurement of osteophyte volume found：in the second week after surgery，the osteophyte volume
（30.44±2.33）mm3 in the treatment group，the osteophyte volume in the control group（22.68±1.95）mm3，and the volume of the
epiphysis in the blank group（21.66±2.35）mm3.The volume of the callus of the control group was significantly smaller than that of
the treatment group（P＝0.000）.At the third week after surgery，the volume of the callus was 26.46±1.58 mm3，and the volume of
the control group was（27.29±1.66）mm3，the volume of the epiphysis in the blank group（26.79±2.02）mm3，the difference in the
volume of the three groups of osteophytes was not statistically significant（P＝0.669）mm3；after 4 weeks，the volume of the epiphy⁃
sis in the treatment group，control group and blank group was（22.15±1.66）mm3，（29.99±1.32）mm3，（29.23±1.29）mm3 seperately.
The volume of the callus in the control group and the blank group was significantly larger than that in the treatment group（P＝
0.000）. At the first week after bone mineral density，the bone mineral density in the treatment group，the control group and the
blank group was（0.128±0.123）mg/cm3，（0.222±0.121）mg/cm3 in，and（0.217±0.103）mg/cm3（P＝0.882）；After 2 week’s treatment，
bone mineral density（0.266±0.100）mg/cm3 in the treatment group，bone mineral density（0.208±0.142）mg/cm3 in the control group，
and bone mineral density in the blank group（0.206±0.302）Mg / cm3.At the third week after operation，the bone mineral density
（0.218±0.007）mg/cm3 in the treatment group，bone mineral density（0.200±0.012）mg/cm3 in the control group，and bone mineral
density（0.189±0.069）mg/cm3 in the blank group.After the 4th week，the bone mineral density was（0.225±0.009）mg/cm3 in the，
（0.190±0.100）mg/cm3，and（0.202±0.100）mg/cm3 in the treatment group，the control group blank group.（P＜0.05）.Bone morphology
found that the treatment group formed osteophytes earlier than the control group and the blank group，and the lamellar bone appeared
earlier，and entered the shaping stage earlier.Conclusion The serum of rats with traumatic brain injury and fracture has a signifi⁃
cant effect on fracture healing.It lays a theoretical foundation for the clinical application of clinical treatment of orthopedic diseases.
key words：Femoral fractures / drug therapy； Injections，intramuscular； Serum； Craniocerebral trauma； Fracture healing；
Bony callus； Osteogenesis； Bone density； Rats，Sprague⁃Dawley

骨折是骨科临床最常见的疾病之一，很多促进

骨折愈合的制剂也应运而生，如骨形态蛋白［1］、成骨

生长肽［2］等，但在缩短骨折愈合时间方面，一直未能

取得突破性进展。大量临床和实验发现合并脑外

伤的骨折愈合速度明显加快［3⁃4］，这就为加速骨折愈

合提供了一种新思路，脑外伤后是否有大量促骨折

愈合因子通过脑屏障进入血液［5］，或者颅脑损伤后

释放激素有助于产生大量局部骨骼因素［6］，因而加

速了骨折愈合。

类比于抗蛇毒血清，骨折合并脑外伤后是否会

产生大量“促骨折愈合血清”？是否有可能生产类

似于抗蛇毒血清的促骨折愈合血清？本研究起止

时间为2017年3月至2018年3月，采用骨折结合创

伤性脑损伤大鼠的血清，注入股骨骨折大鼠肌肉，

模拟大鼠颅脑损伤后身体的微观环境，运用放射学

及组织形态学方法，观察骨折愈合过程，为“促骨折

愈合血清”应用临床提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 SD大鼠是由南京中医药大

学动物中心提供的，重量（314±27）g，分笼饲养，实

验室温度 14 ℃～16 ℃，实验过程中自由摄食，自由

饮用纯净水。96只大鼠应用随机数字表进行完全

随机化的分为三组，每组 32只，实验组采用肌内注

射治疗血清，对照组采用肌内注射阴性对照血清，

空白组采用肌内注射生理盐水。本研究符合一般

动物实验伦理学相关要求。

1.2 主要仪器及试剂 X射线成像系统DR（Gener⁃
al Electric Company 美国），双能X线全身骨密度测

量仪（MEDILINK 法国），HE染色试剂盒（南京凯基

生物科技发展有限公司），Image Pro Plus6.0图像分

析系统（Media Cybernetics 美国）

1.3 大鼠股骨骨折及骨折合并脑外伤模型的制作

1.3.1 制作大鼠股骨干骨折模型 大鼠股骨骨折模

型改良的 Einhorn［7］：大鼠腹腔注射麻醉采用 2.5％
戊巴比妥钠（60 mg/kg），仰卧姿势，备皮、消毒、铺

巾，膝关节伸直，在髌骨内侧纵切2 cm，依次切开皮

肤、脂肪组织，暴露关节囊并切开，往外侧推挤髌

骨，使之脱位，然后膝关节屈曲 90°，直视下采用直

径1 mm克氏针，经股骨髁间凹处进针至股骨大粗隆

顶点穿出，大腿肌肉沿着骨膜向上剥离，暴露在股

骨的中部。用超薄砂轮切割约 1/3的股骨后，股骨

沿薄弱部位徒手折断。用生理盐水和过氧化氢反

复清洗切口。最后，膝关节伸直，髌骨脱位复位，切

口逐层缝合。

1.3.2 骨折合并脑外伤模型的制作 参照Marmarou
法［8］及自行改良的股骨中段骨折模型，制备骨折合并

脑外伤模鼠20只。麻醉妥后，取俯卧位，头部固定，

切口取头正中，左侧顶骨暴露在冠状缝后面1.5 mm
和矢状缝旁边2.5 mm处。直径为5 mm的空心钻头

用于钻直径约为5 mm的圆形骨窗。注意，双侧皮质
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骨没有完全穿透。一小部分骨质仍然相连。轻轻翘

起用镊子，取下骨瓣，露出大脑皮层，需轻柔动作操

作，对硬脑膜及脑组织不要造成损伤。把直径4 mm，

厚度约2 mm的圆形垫片放置在骨窗处，高30 cm处。

用20 g重物沿外周导管垂直下落，直接冲击垫圈，并

进行打击（冲击能量为600 g/cm2）导致左侧大脑皮层

的挫伤和撕裂。出现局部出血和水肿。伤口用双氧

水和生理盐水反复冲洗，切口要逐层缝合。麻醉清

醒后，放回笼中。术后第2天清晨，按照改良的股骨

骨折模型行右股骨骨折髓内克氏针固定。

1.3.3 纳入及剔除标准 术后2～3 h，大鼠清醒建立

脑损伤模型。神经功能缺损评分［9］根据Zea Longa［9］：没

有任何神经缺损征象为0分；不能完全伸展对侧前爪

为1分；向对侧转圈为2分；向对侧倾倒3分；不能自

发行走，意识水平下降为4分。小于1分或死亡的动

物剔除；大于等于1分视为颅脑损伤造模成功。

股骨干骨折模型于术后立即进行X线透视，确

定克氏针位于髓内，骨折为横断或短斜型骨折。剔

除长倾斜、粉碎性骨折和死亡动物。可以随机补充

去除标本，最终必须保证分析中包含的动物数量。

1.4 采集标本和指标观察 手术后第2、第5、第8、
第12、第15、第19、第22和第26天，分别取骨折合并脑

损伤大鼠4、4、3、3、2、2、1和1只，取腹部主动脉的血，

静置于室温下2～3 h，离心6 min 4 ℃（1 500 r/min），

制备血清并冷藏，供不同时期使用。20只健康大鼠

腹主动脉采血，静置、离心制备阴性对照血清。实

验组在术后第 2、5、8、12、15、19、22、26天相应时间

点肌内注射治疗血清。相应时间点，对照组肌内注

射阴性对照血清，空白组肌内注射生理盐水。

每组术后第 1周、2周、3周、4周各处死 8只大

鼠，采集三组骨折的股骨标本，进行DR摄片，测量

骨痂体积；双能X线全身骨密度测量仪测定骨折端

骨密度；HE 染色观察各组骨折端骨组织形态学

差异。

1.5 统计学方法 使用 SPSS 22.0 来分析统计数

据，使用的是 x̄ ± s。使用完全随机的设计差异分析

进行了多组比较，两组比较使用SNK测试。P＜0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 放射学观察

2.1.1 骨折端X线对比 术后1周各组均未见明显

骨痂形成，各组骨折线均清晰。术后2周，实验组骨

折线稍微模糊，对照组、空白组骨折线尚清晰。术

后 3周，对照组、空白组骨折线略模糊，实验组骨折

线进一步模糊。术后4周，对照组、空白组骨折线模

糊，实验组骨折线基本消失。见图1～3。
2.1.2 骨折端骨痂体积比较 术后 2周，三组间骨

痂体积比较差异有统计学意义（P＜0.05），实验组骨

痂体积明显大于对照组、空白组。术后3周，三组间

骨痂体积对比大致相仿，差异无统计学意义（P＞

0.05）。术后 4周，对照组、空白组骨痂体积明显大

于实验组（P＜0.05）。见表1。
表1 单纯股骨干骨折大鼠不同治疗方法术后

第2、3、4周骨痂体积的比较/（mm3，x̄ ± s）
组别

空白组

对照组

实验组

F值

P值

鼠数

8
8
8

第2周
21.66 ±2.35
22.68±1.95
30.44±2.33ab

36.224
0.0011

第3周
26.79±2.02
27.29±1.66
26.46±1.58

0.399
0.579

第4周
29.23 ±1.29
29.99±1.32
22.15±1.66ab

82.184
0.002

注：与对照组比较，aP＜0.05；与空白组比较，bP＜0.05
2.1.3 骨折端骨密度比较 术后 1周，三组间比较

差异无统计学意义（P＞0.05）。术后第2、3、4周，同

期三组间骨密度差异有统计学意义（P＜0.05）；在同

一时期，实验组中的骨骼密度比对照组高，差异有

统计学意义（P＜0.05）。见表2。
表2 单纯股骨干骨折大鼠不同治疗方法术后第1、2、3、4周

骨密度BMD值的比较（mg/cm3，x̄ ± s）
组别

空白组

对照组

实验组

F值

P值

鼠数

8
8
8

第1周
0.217±0.103
0.222±0.121
0.128±0.123

0.244
0.991

第2周
0.206±0.302
0.208±0.142
0.266±0.100ab

16.567
0.010

第3周
0.189±0.069
0.200±0.012
0.218±0.007ab

16.789
0.002

第4周
0.202±0.100
0.190±0.100
0.225±0.009ab

19.802
0.012

注：与对照组比较，aP＜0.05；与空白组比较，bP＜0.05
2.2 骨折端组织形态 术后第2周，实验组形成软

骨骨痂和钙化组织，骨小梁排列不规则。同时，对

照组和空白组愈伤组织生长稀疏，形成典型的小梁

结构。软骨骨痂和肥大软骨细胞在骨折端大量呈

现。手术后3周，实验组中长了很多坚硬的骨痂，骨

小梁增加，排列方法形成了明显的平板骨结构。对

照组，空白组大部分是未成熟的编织骨骼，骨小梁

增加，序列逐渐变得越来越规律。

术后 4 周，实验组的外骨痂基本上修复为板

骨，可以看到一些软骨存在于外骨痂中。对照

组，空白组骨折端编织骨与板层骨融合开始。见

图 4～6。
3 讨论

1960年Gibson［10］第一次确认了一名骨折病人，

其临床合并颅脑损伤，骨折端有大量骨形成；Kim
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等［11］其他实验表明，大鼠股骨骨折的平均愈合时间

为 4周，颅脑损伤合并后骨折的平均愈合时间缩短

为 2周。这一现象引起了许多学者的注意。目前，

大多数学者认为骨折愈合的加速是一个复杂的过

程，涉及多种因素，如骨形态发生蛋白［12］、神经生长

因子［13］、胰岛素样生长因子［14］、血小板衍生生长因

子［15］、血管内皮生长因子［16］等，其中任何一种因子

都不能单独解释这一现象，因此对包含众多因子血

清进行研究就显得尤为重要。本实验将血清作为

一个不可分割的整体，观察其对骨折愈合的影响，

探讨其临床应用的可行性。

本研究进一步证明了在临床上血清加快治疗

脑损伤骨折的愈合。X线显示，实验组的骨小梁过

骨折线的时间较早，骨折线消失的时间早于对照组

和空组。实验组骨痂体积早期的数量迅速增加，随

后迅速减少，这可能是因为实验组在第2～3周的某

个时间点已经处于骨痂塑形期。根据沃尔夫定律，

骨细胞吸收大量无效骨痂并缩小其大小，这并不直

接反映骨折愈合速度，但间接表明治疗性血清可以

促进早期骨痂形成、后期骨痂塑形和加快骨折愈

合。手术后第1周三组骨痂体积差异无统计学意义

（P＞0.05），从第 2周开始，对照组和空白组的骨密

度明显低于同期实验组的骨密度，手术后第3、4周，

实验组的外骨痂基本上变成板层骨痂，进入骨痂塑

形期，骨痂数量开始减少。然而，对照组和空白组

仅发现少量板层骨，大部分仍然是硬骨痂，这表明

合并脑损伤可以促进骨痂尽早变成板层骨痂。

在本研究中，血清分几个阶段处理，不同骨折

愈合因子在骨折愈合的不同阶段可能发挥的作用

不尽相同；在不同时间收集血清，尽可能模拟骨折

合并脑外伤大鼠身体的微环境，就可以在不同时间

而不是在同一时间使用治疗血清。我们对传统大

鼠股骨骨折模型的操作方法作出了一些改良，采取

单一的膝关节内侧切口，取消了骨折端为中心的传

统切口，减少了手术操作对肌肉及骨膜的损伤，也

就避免了肌肉及骨膜损伤对骨折愈合的影响。

实验结果有力地证明了这样一种假设，也就是

说，大量的骨折愈合血清会产生于骨折与脑损伤同

时发生的大鼠体内。从临床应用的角度来看，这为

“促骨折愈合血清”治疗骨折延愈合、骨质疏松症等

骨病的临床应用提供了理论支持，社会经济效益潜

力较大。

尽管有证据表明骨折和脑损伤的血液结合可

以促进骨骼的修复和重建，但尚不清楚这种结合是

如何工作的。研究的下一步可以是利用蛋白质组

学技术［17］检测血清中的特定蛋白质，研究这些蛋白

质的作用及机制。

（本文图1～6见插图1⁃2）
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