
tion of the survival time and survival rate after techyzoites inoculation，and BALB /c mice and Kunming mice were
infected respectively with T． gondii． The coding sequences of virulence related effectors of GＲA15 and ＲOP16
were amplified by PCＲ，and the polymorphism was compared． Ｒesults A total of 6 strains of T． gondii were isola-
ted from cats，and genotyping results showed that 2 strains belonged to type Chinese 1 ( ToxoDB#9) and 4 strains
were found to be ToxoDB#205． All of the six isolates exhibited strong virulence，leading to 100% death after 5 ～ 7
days in BALB /c mice and 9 ～ 12 days in Kunming mice post-infection． The analysis of virulence related GＲA15
and ＲOP16 genes showed that the Chinese 1 strains possessed the polymorphic GＲA15Ⅱ and ＲOP16Ⅰ /Ⅲ，whereas

the ToxoDB#205 strains carried GＲA15Ⅱ and ＲOP16Ⅱ ． Conclusion The T． gondii isolates collected from Xuzhou

have limited genotypes which share the polymorphic virulence effectors．
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两种支架材料搭载骨髓间充质干细胞
联合高压氧修复海水浸泡兔桡骨骨缺损

张 淦1，程迅生1，陈聪聪1，陈肖松1，马武秀1，王 崎2，符来想2

摘要 目的 探讨 n-HA/明胶、β-TCP /明胶搭载骨髓间充质

干细胞( BMSCs) 联合高压氧修复海水浸泡兔桡骨开放性骨

缺损的效果。方法 45 只新西兰大耳兔，在兔双侧桡骨中

段制作 15 mm 的骨缺损区，双前肢人工海水浸泡 3 h，制作

成海水浸泡开放性骨缺损模型。将实验兔随机分成 3 组即

对照组、n-HA/明胶组、β-TCP /明胶组，每组 15 只。伤口浸

泡于人工海水 3 h，彻底清创后，对照组在骨缺损区单纯植入

BMSCs，n-HA/明胶组植入 n-HA/明胶 /BMSCs，β-TCP /明胶

组植入 β-TCP /明胶 /BMSCs。手术后立即进行高压氧疗，每

天 1 次，连续 14 d。于手术后第 4、8、12 周摄片后分批处死

后取材，行组织学和生物力学检测。比较各组缺损修复的效

果。结果 ① X 线片检查: 术后 4 周对照组、n-HA/明胶组、

β-TCP /明胶组骨缺损区有薄云状骨痂阴影，阴影区域 n-HA/

明胶组 ＞ β-TCP /明胶组 ＞ 对照组。术后 8 周，对照组少量骨

痂形成; n-HA/明胶组、β-TCP /明胶组新生骨痂大量形成。

术后 12 周，对 照 组 骨 缺 损 未 完 成 修 复; n-HA/明 胶 组、β-
TCP /明胶组皮质连续性好，髓腔再通，基本完成修复; ② 骨

痂灰度值测量: 相同时间观察点，骨痂灰度值 n-HA/明胶组

＞ β-TCP /明胶组 ＞ 对照组。术后第 12 周时，对照组、n-HA/

明 胶 组、β-TCP /明 胶 组 骨 痂 灰 度 值 差 异 有 统 计 学 意 义
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( P ＜ 0. 05) ;③ 组织学观察: 术后第 4 周，n-HA/明胶组、β-
TCP /明胶组有新生骨小梁生成，骨小梁形成量 n-HA/明胶

组 ＞ β-TCP /明胶组 ＞ 对照组，可见部分移植的支架材料残

余; 术后第 8 周，对照组未见板层骨形成，n-HA/明胶组、β-
TCP /明胶组有大量板层骨形成，术后第 12 周，对照组少量

板层骨，n-HA/明胶组、β-TCP /明胶组大量板层骨形成，两组

移植的支架材料均消失; ④ 生物力学检测: 术后 12 周各组

最大抗折力 n-HA/明胶组 ＞ β-TCP /明胶组 ＞ 对照组，n-HA/
明胶组和 β-TCP /明胶组抗折力接近于正常骨。结论 n-
HA/明胶 /BMSCs 联合高压氧和 β-TCP /明胶 /BMSCs 联合高

压氧均能修复海水浸泡开放性骨缺损。n-HA/明胶 /BMSCs
效果优于 β-TCP /明胶 /BMSCs。
关键词 海水浸泡; 骨缺损; 高压氧; 骨髓间充质干细胞; n-
HA/明胶; β-TCP /明胶
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海水浸泡开放性骨缺损是一个新的研究领域。
由于海水浸泡后骨膜成骨能力下降［1］，相关生长因

子表达延迟并减弱［2］，导致海水浸泡骨缺损比单纯

的骨缺损的治疗更复杂和困难，纳米羟基磷灰石

( nano-hydroxyapatite，n-HA ) /明 胶 和 β-三 磷 酸 钙

( β-tricalciumphosphate，β-TCP) /明胶在治疗单纯的

骨缺损中取得良好的效果。将 n-HA /明胶支架移植

入 SD 大鼠的颅骨缺损处，8 周后成功修复颅骨缺

损［3］。研究［4］表明 β-TCP /明胶作为支架搭载自体
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干细胞和 BMP-2 能成功地修复单纯的骨缺损。高

压氧在单纯骨缺损治疗取得良好的效果。该实验探

索 n-HA /明胶和 β-TCP /明胶在修复海水浸泡骨缺

损中的效果。

1 材料与方法

1． 1 材料 n-HA /明胶、β-TCP /明胶( 山东省医用

高分子材料重点实验室) ; Olympus 光学显微镜、O-
LYMPUS-IX71 倒置显微镜 ( 日本 Olympus 公司) ;

生物安全柜( 济南鑫贝生物科技有限公司) ; CO2 培

养箱( 美国热电公司) ; 台式离心机( 湖南湘仪仪器

有限公司) ; 动物实验高压氧舱 ( 上海杨园医用氧舱

厂) ; 骨髓间充质干细胞( bone marrow mesenchymal
stem cells，BMSCs) 完全培养基、BMSCs( 广东赛业生

物科技有限公司) ; 磷酸盐缓冲液 ( 美国 Sigma 公

司) ; EDTA 脱钙液、4% 多聚甲醛( 武汉博士德生物

工程有限公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 BMSCs 的培养 BMSCs 在 MSCs 生长培养

基中复苏和培养。置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度环

境中孵育，2 ～ 3 d 半量换液，当 80%融合，用 0. 25%
胰酶和 0. 02% EDTA 消化 3 min，1 ∶ 2 传代。每天

观察细胞形态和生长情况。传至 3 代的细胞用于实

验。
1． 2． 2 BMSCs 与支架复合 将已经消毒的支架 n-
HA /明胶和 β-TCP /明胶分别置于 24 孔板中，生长

培养基预湿。收集传至 3 代的 BMSCs 制成密度 2 ×
107 个 /ml 的细胞悬液。吸取 200 μl 的细胞悬液滴

加在支架的顶部，置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度条

件的孵箱 2 h。随后追加 2 ml MSCs 生长培养基，再

次置于孵箱备用。
1． 2． 3 动物实验 45 只新西兰大耳兔( 2. 5 ～ 3. 0
kg) 由安徽医科大学动物实验中心提供，随机分成 3
组即对照组、n-HA /明胶组、β-TCP /明胶组，每组 15
只。实验动物模型制作参考文献［5］报道的方法，采

用 3%戊巴比妥( 30 mg /kg) 耳缘静脉注射麻醉，双

侧前肢剃毛。在桡骨前外侧制作约 3 cm 的皮肤切

口，分离组织充分暴露桡骨，在桡骨中段制作 15 mm
的骨缺损。实验兔前肢放入制备好的人工海水中浸

泡 3 h 后，制作成海水浸泡开放性骨缺损模型。彻

底清创后，n-HA /明胶组、β-TCP /明胶组分别移植预

先制 备 好 的 n-HA /明 胶 /BMSCs 和 β-TCP /明 胶 /
BMSCs，对照组注射 BMSCs，逐层缝合伤口。术后立

即行高压氧治疗，每天 1 次，连续 14 d［6］。每天给予

青霉素 40 万单位肌肉注射。
1． 2． 4 观察指标 ① X 线片检查: 术后 4、8、12 周

分别拍摄桡骨 X 线片，观察桡骨缺损修复情况; ②
骨痂灰质度测定: X 线片中随机选取骨缺损区 5 个

点，用 photoshop 7. 0 软件分析各观察点的灰度值，

并计算平均值;③ 骨组织染色: 在术后 4、8、12 周摄

片后，各组随机处死 4 只，收集桡骨缺损标本，固定、
脱钙;④ 生物力学检测: 术后 12 周后，各组剩余 3
只兔处死后取出桡骨，行三点应力实验。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，

多组均数组间比较采用方差分析及两两比较 Bon-
ferroni 检验，检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 实验动物一般情况 有 2 只实验兔在麻醉后

死亡，立即补齐。术后 1 d，实验兔开始活动和进食，

HA/明胶组有 1 只兔伤口出现感染，青霉素 80 万单

位肌注，2 d 后死亡，事后补做 1 只实验兔。其余实

验兔伤口未出现感染，一期愈合。
2． 2 细胞形态学观察 BMSCs 复苏后 3 ～ 4 h 观察

可见细胞开始贴壁，细胞呈圆形。24 h 后细胞几乎

全部贴壁，形态呈扁圆形或梭形; 3 ～ 4 d 细胞增殖

迅速，第 7 天铺满培养皿 80% 面积，呈旋涡状紧密

排列。传代培养后 BMSCs 生长迅速，6 ～ 7 d 传代 1
次，传代培养后 BMSCs 呈长梭形( 图 1) 。

图 1 BMSCs P3 传代 3 d × 10

2． 3 影像学观察 术后 4 周，对照组、n-HA /明胶

组、β-TCP /明胶组均有模糊新生骨痂形成，HA/明
胶组最多，对照组最少。术后 8 周后，对照组骨痂少

量增加，n-HA /明胶组、β-TCP /明胶组都用大量骨痂

生成，新生骨痂灰质度也增加，n-HA /明胶组骨痂形

成最多，术后 12 周，对照组留有大块缺损，未完成修
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表 1 各组不同时间点骨痂灰质度( 珋x ± s)

时间 对照组 n-HA /明胶组 β-TCP /明胶组 F 值 P 值

第 4 周 62． 5 ± 3． 1 144． 1 ± 4． 0* 137． 8 ± 2． 8* # 1 825 0． 00
第 8 周 93． 7 ± 4． 0 175． 4 ± 2． 4* 164． 0 ± 2． 2* # 1 116 0． 00
第 12 周 109． 1 ± 2． 2 207． 3 ± 4． 1* 195． 8 ± 2． 6* # 1 102 0． 00

与对照组比较: * P ＜ 0． 05; 与 n-HA /明胶组比较: #P ＜ 0. 05

复。n-HA /明胶组、β-TCP /明胶组骨缺损基本修复，

皮质连续性好、塑形好、髓腔再通。各个时间观察点

骨痂灰质度 n-HA /明胶组 ＞ β-TCP /明胶组 ＞ 对照

组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。各组骨痂灰度

值比较见表 1。
2． 4 组织学观察 术后 4 周对照组有少量骨小梁

形成; n-HA /明胶组和 β-TCP /明胶组有较多新生骨

小梁形成，骨小梁排列紊乱，支架材料开始降解，n-
HA /明胶组骨小梁较对照组多。术后 8 周，对照组

有新生骨小梁形成，未见板层骨形成; n-HA /明胶

组、β-TCP /明胶组支架已经完全降解，形成少量的

板层骨，骨小梁排列较为整齐，主要是纤维骨样组

织。n-HA /明胶组板层骨比 β-TCP /明胶组多。术

后 12 周，对照组形成少量板层骨，缺损区主要被纤

图 2 各组影像学检查

A: 对照组; B: n-HA /明胶组; C: β-TCP /明胶组; 1: 术后 4 周; 2:

术后 8 周; 3: 术后 12 周

维组织填充; n-HA /明胶组、β-TCP /明胶组大量的

板层骨形成，骨小梁排列规则，髓腔再通，哈弗式系

统形成，骨缺损完全修复( 图 3) 。

图 3 组织学观察 HE ×200

A: 对照组; B: n-HA /明胶组; C: β-TCP /明胶组; 1: 术后 4 周; 2:

术后 8 周; 3: 术后 12 周

2． 5 生物力学观察 对照组抗折力为 ( 86. 6 ±
4. 8) ; n-HA /明 胶 组 抗 折 力 为 ( 116. 6 ± 4. 7 ) ; β-
TCP /明胶组为( 106. 9 ± 4. 8) ; 标准骨组为( 122. 4 ±
3. 4) 。标准骨组 ＞ n-HA /明胶组 ＞ β-TCP /明胶组 ＞
对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

种子细胞是骨组织工程的重要组成部分。BM-
SCs 有自我更新和多向分化的潜能，是应用最广泛

的种子细胞。BMSCs 种子细胞浓度也是影响成骨

的一个重要因素，田志逢 等［7］分别将浓度 1 × 108 /
L、5 × 108 /L、1 × 109 /L、5 × 109 /L 的 BMSCs 接种于

骨基质明胶，移植入 SD 大鼠桡骨缺损，4 组成骨效

果随着初始细胞浓度增加，成骨效果增强，但是到达
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一定浓度，成骨能力不增加。田志逢 等［7］认为接植

于支架 上 细 胞 浓 度 不 小 于 5 × 108 /L。本 实 验 的

BMSCs 浓度为 2 × 109 /L，符合上述要求。BMSCs 在

移植入骨缺损处能转化成成骨细胞原因: ① 骨缺损

处形成的成骨微环境。将经过成骨诱导后的脂肪基

质细胞植入肌肉区不能成骨，植入骨缺损区成骨明

显［8］。证明了成骨微环境对干细胞成骨分化的重

要影响;② 高压氧。高压氧具有促进 MSCs 向成骨

方向分化的作用［9］;③ 磷酸钙陶瓷。磷酸钙陶瓷具

有骨诱导活性，在国际上逐渐得到公认［10］。
天然骨是由无机质和有机质组成，无机质主要

包含 n-HA，有机质主要包含胶原。n-HA /明胶和 β-
TCP /明胶与天然骨相似的组成。明胶是胶原的代

谢物，具有可降解性、无免疫原性、良好的生物相容

性，广泛应用于组织工程支架。用明胶作为支架搭

载干细胞移植入兔骨缺损处，术后 12 周成功修复了

兔桡骨缺损［11］。明胶的缺点是降解速度快、没有足

够的力学强度，当明胶与 n-HA 或者 β-TCP 混合，可

以提高支架的力学强度和降低支架的降解速度。
Azami et al［3］制作的 n-HA /明胶与成骨细胞培养通

过细胞增殖实验和碱性磷酸酶( ALP) 染色、茜素红

( AＲS) 染色显示 n-HA /明胶不抑制成骨的增殖，并

且能促进成骨细胞分化和基质的矿化，有良好的生

物相容性。移植入 SD 大鼠的颅骨缺损模型，8 周后

修复骨缺损。在本实验中 n-HA /明胶组 X 线片检

测术后 12 周可见骨缺损完全修复，髓腔再通。HE
染色术后 12 周新生骨趋于成熟和自然骨的构成一

致。β-TCP /明胶作为 MSCs 或者 BMP-2 的载体，成

功修复了骨缺损［4，12］。在本实验也得到证实，X 线

片和 HE 染色结果都表明兔桡骨骨缺损基本修复，

但是在成熟度上欠缺。在 n-HA /明胶组、β-TCP /明
胶组 HE 染色中未发现免疫细胞，提示 n-HA /明胶

和 β-TCP /明胶两种支架具有良好的生物相容性，不

会引起免疫反应。
虽然两种材料都能修复骨缺损，但是 n-HA /明

胶还是优于 β-TCP /明胶。n-HA /明胶组 X 线片显

示 8 周骨痂灰质度强于 β-TCP /明胶，提示 n-HA /明
胶组骨缺损修复的进程提前。力学实验显示 HA/
明胶组的力学强度强于 β-TCP /明胶组。可能原因:

① 纳米级 HA 修 复 骨 缺 损 能 力 明 显 优 于 微 米 级

HA［13］，HA 比 β-TCP 具有更好的生物相容性［14］; ②
n-HA /明胶组的 n-HA 是纳米结构，自然骨的 HA 也

主要是纳米结构，而 β-TCP /明胶组的 β-TCP 是微米

结构，n-HA 在自然骨，更有利于 n-HA 的吸收和利

用。
高压氧也是促进骨缺损修复的一个重要因素。

骨缺损区血运遭到严重破坏导致无法获取充分的氧

气和营养，海水浸泡的骨缺损加重了缺血低氧的情

况。血管化与成骨密切相关，血管网形成和充足的

血流量是组织工程骨修复骨缺损成功的关键。高压

氧具有促进新生血管形成的作用［15］，新生的血管为

新生骨组织再生提供充足的原料和营养，从而加速

骨再生。同时高压氧的促进干细胞成骨分化［9］，在

骨再生方面起到重要作用。研究［4］表明高压氧有

促进海水浸泡骨缺损修复的作用。
综上所述，n-HA /明胶和 β-TCP /明胶复合 BM-

SCs 联合高压氧能修复海水浸泡开放性骨缺损。n-
HA /明胶支架在治疗海水浸泡开放性骨缺损治疗中

优于 β-TCP /明胶。
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BMSCs seeding in two scaffold incorporation with hyperbaric
oxygen treat seawater immersed bony defect

Zhang Gan，Cheng Xunsheng，Chen Congcong，et al
( Dept of Orthopedics，105 Hospital of PLA，Hefei 230031)

Abstract Objective To investigate the efficiency of n-HA /gelatin and β-TCP /gelatin scaffold incorporation with
HBO to enhance seawater immersed open bone defect． Methods A 15 mm radius defect was made in 45 rabbits，
and then wound limbs were immersed in seawater for 3 h． The rabbit model of bone defect immersed by seawater
was established． All rabbits were randomly divided into 3 groups． BMSCs were implanted in control group，n-HA /
gelatin /BMSCs were implanted into n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin /BMSCs were implanted in β-TCP /ge-
latin group． Each rabbit received HBO for 14 days after surgery． X-ray，hostologic and mechanical analysis were
used to evaluate the repair in each group． Ｒesults ① X-ray showed that 4 weeks after surgery，bone defect area
in control group，n-HA /gelatin group，β-TCP /gelatin group had thin cloudy callus shadow，the area of callus shad-
ow in n-HA /gelatin group ＞ that in β-TCP /gelatin group ＞ that in control group． After 8 weeks，a small amount of
callus formed in control group，a large amount of new bone callus formed in n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin
group． After 12 weeks，in control group the repairment of bone defect unfinished; bone defect was basically com-
pleted to repair in n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin group with good cortical continuity，recanalizated marrow
cavity． ② Bone callus grey value demonstrated 12 weeks after surgery，bone callus grey value had statistical signifi-
cance in control groups，n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin group( P ＜ 0. 05) ． ③ HE staining indicated the
formation of bone trabecula in both n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin group was more than that in control
group，and residual material could be found in n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin group 4 weeks after surgery．
After 8 weeks，no lamellar bone formed in control group，a large number of lamellar bone formed in group n-HA /
gelatin and β-TCP /gelatin． After 12 weeks，a small amount of lamellar bone formed in control group; a large num-
ber of lamellar bone formed in n-HA /gelatin group and β-TCP /gelatin group，residual materials in two groups were
completely degraded． ④ Biomechanical testing showed that 12 weeks after surgery ，the maximum bending force in
n-HA /gelatin group ＞ that in β-TCP /gelatin group ＞ that in control group，the bending force in n-HA /gelatin group
and β-TCP /gelatin group were close to normal bone． Conclusion Scaffold of n-HA /gelatin /BMSCs and β-TCP /
gelatin /BMSCs incorporation with HBO are effective to treat seawater immersed bone defect，and that n-HA /gelatin
scaffold is more excellent than that of β-TCP /gelatin scaffold．
Key word seawater immersed; bone defect; bone marrow mesenchymal stem cells; hyperbaric oxgen; n-HA /ge-
latin; β-TCP /gelatin
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