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�摘要 � 目的 � 研究内源性骨形态发生蛋白( BMP )、�转化生长因子( TGF- �)的来源、分泌规律

以及对骨修复的作用。方法 � 家兔 36 只, 每只动物左侧胫骨为对照侧,环形切除胫骨中段骨膜长 3cm,

并于内侧行部分骨皮质剥脱术,长 2�6cm, 厚 1mm, 不暴露骨髓腔。右侧为实验侧, 以同法处理后,辅以

钻孔达骨髓腔。术后 3天及 1、2、4、6、8 周分别随机处死 6 只动物, 取双侧胫骨, 制作 5�m 厚的组织切

片,进行 BMP、TGF- �!免疫组化染色。结果 � BMP、TGF- �!免疫组化染色显示,对照侧染色阴性,

始终无骨痂形成。实验侧术后 3天染色呈阳性反应;术后 1 周内源性BMP、TGF- �!浓度达高峰, 成骨

能力增强;术后 6 周阳性细胞消失, 但随着骨重建过程增强,骨基质染色较深。结论 � 骨损伤后内源性

BMP、T GF- �!呈阶段性分泌, 且对骨损伤的修复起着重要作用。
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� � �Abstract � Objective � To explor e the sour ce and secr etiv e regular ity of endogenous bone mo rphogenet�

ic protein( BM P) and T ransfo rming grow th factor �( TGF- �) , as well as t he effect of endogenous BMP and

T GF�� on bone repair .Methods� Periost eum in midpiece of left tibiae of 36 rabbits were resected circularly for

a lengt h of 3cm and medial cor tices were par tialy stripped for a length of 2. 6 cm and a thickness o f 1 mm. The

left tibiae o f the animals wit h unexposed marrow cavity w er e used as control g roup and the right tibiae treated

in the same as the left side only w ith the marr ow cavity drilled w ere used as experimental group. Six r abbits

w ere sacrificed randomly at the end of 3rd day and 1st, 2nd, 4th, 6th, 8t h weeks after operation. T issue slice

obtained from bilater al tibiae were used for immunohistochemical staining reaction of BMP and TGF��! .Re�

sults� The immunohisto chemical staining reaction o f BMP and TGF- �! is negative in the left tibiae and

t here is no callus formation during the test. I n the right tibiae, the staining reaction w as positiv e at 3rd day af�

ter operation. At t he end of the first week the concentration of BM P and TGF��! r eached the highest lev el

and the capacity of bone formation is enhanced. Until 6 w eeks the positive cells disappeared. With enhancing of

bony reconstruction, the staining of bone matrix became strong .Conclusion � BMP and TGF��! are released

at intervals after bone injury and they play a dominant role in bone repair .

� � �Key Words � Bone repair � � Bone morphogenetic protein � � T ransforming g rowth factor �� � Im�
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� � 本实验探讨内源性 BMP、TGF- �!的来源、分

泌规律以及对骨修复的作用。

1 � 材料与方法

1�1 � 实验动物模型 � 健康大耳白兔 36只, 体重 2�5
~ 3kg, 雌雄不分, 分笼饲养。戊巴比妥钠 30mg/ kg

静脉注射,麻醉后无菌条件下手术。左侧胫骨为对

照侧, 行内侧切口, 由胫骨结节至踝上显露胫骨内侧

面,环形切除胫骨中段骨膜长 3cm, 取其中部 2�6cm
于内侧行部分骨皮质剥脱术,厚度为 1mm, 不暴露骨

髓腔。右侧胫骨为实验侧, 同样方法处理后用直径

2�0mm 钻头钻 4 个孔, 达骨髓腔, 不穿透对侧骨皮

质,孔间距为 0�6mm。生理盐水清洗伤口, 依次缝

合,术后不用外固定。

术后 3天及 1、2、4、6、8周分别随机处死 6 只动

物,取双侧胫骨, 10% 甲醛溶液固定 24 小时, 0�1M
EDTA脱钙 4周, 梯度酒精脱水, 石蜡包埋, 5�m 厚

组织切片贴附于预涂明胶的玻片上。

1�2 � 免疫组化染色 � 将组织切片脱蜡, 水化至

PBS, 0�3%过氧化氢封闭非特异性抗原。PBS 浸洗

玻片 3次,滴加第一抗体(即 1∀50鼠抗牛 BMP 单克

隆抗体,第四军医大学唐都医院,西安; 1∀100小鼠抗

人 T GF��!单克隆抗体, Dncogene Science, U SA) ,
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37 ∃ 孵育 1小时。PBS 浸洗玻片 3次,滴加第二抗体

(即生物素化羊抗鼠血清及 ABC 复合试剂, Vector

Corp, U SA) , 37 ∃ 孵育 50 分钟。PBS 替代第一抗体

为阴性对照(见图 1)。滴加 DAB 显色剂( 10ml双蒸

馏水稀释 10倍的 Tris+ 3, 3- 二氨基联苯胺盐酸盐

6mg+ 30% H2O25�l) , 显微镜监视显色。苏木精复

染,梯度酒精脱水,二甲苯透明后封片, 光镜观察。

2 � 结果

� � BMP 免疫组化染色显示,实验侧术后 3天胫骨

钻孔边缘的多能间充质细胞胞质内可见浅染的棕黄

色颗粒; 术后 1周多能间充质细胞、环绕骨小梁的成

骨细胞胞质内可见大量深染的棕黄色颗粒(见图 2) ;

术后 2周阳性细胞减少,术后4周随着骨小梁增多和

成熟,阳性细胞更为减少; 术后 6、8 周骨重建过程增

强(见图 3) , 骨基质内可见棕黄色颗粒, 未发现阳性

细胞。对照侧各时期的胫骨切片均为阴性。

T GF��!免疫组化染色显示,实验侧术后 3天胫

骨钻孔边缘的细胞间质内亦见浅染的棕黄色颗粒;

术后 1周环绕多能间充质细胞、成骨细胞的间质内

充满丰富的棕黄色颗粒,胞质内未见棕黄色颗粒(见

图 4) ;术后 2周细胞间质内阳性颗粒减少; 术后 4周

阳性颗粒明显减少, 染色明显变浅;术后 6、8周骨重

建过程增强,骨基质内染色变深, 棕黄色颗粒增多。

对照侧各时期的胫骨切片均为阴性。

3 � 讨论
McKibbin[ 1]曾指出, 骨折后骨折端释放 BMP、

T GF- �等生物活性物质, 其来源为骨折端骨质坏死

吸收所致。本实验研究表明在骨膜缺损情况下, 未

波及骨髓腔的单纯骨皮质损伤不能诱发局部骨组织

分泌 BMP和 T GF- �, 说明内源性 BMP 和 TGF- �

的分泌与骨髓腔有着密切关系。

本研究表明内源性 BMP、TGF - �的分泌随着

骨损伤的修复过程呈阶段性, 且对骨痂的形成及骨

重建过程起着重要作用。免疫组化显示, 内源性

BMP 定位于多能间充质细胞、成骨细胞的胞质内,而

TGF- �!定位于环绕多能间充质细胞成骨细胞的

细胞间质内, 胞质内棕黄色颗粒不明显,这一现象的

机理不明了,亦未见文献报道。

TGF- �是骨修复的关键性调节因子,并且存在

其自身活性调节机制[ 2] , 外源性 TGF- �植入促进

骨缺损愈合也已有实验依据[ 3]。但外源性 BMP 或

TGF- �制备困难, 来源有限,其植入必须依赖于合

适的载体,否则难以发挥生物效应[ 4] ,如何有效地应

用内源性 BMP、TGF- �促进骨损伤的修复, 将是值

得深入研究的课题。

(本文图 1~ 4 见插页 2)
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介绍一种自制钢丝扭紧钳
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� � 我们应用废弃的持针器或大血管钳

改制钢丝扭紧钳, 自 1992 年应用于临

床,疗效满意、操作方便、省时省力, 现介

绍如下。

1 � 器械制作

先将上述器械的钳口端截短, 一侧

距钳口基部 1cm 处截断, 另一侧距钳口

基部 1� 5cm 处截断。然后再将长头向

对侧折成直角。

2 � 使用方法

用单钢丝捆扎时, 将绕过骨干的钢

丝两侧放入钢丝扭紧钳口内,扣合钳体

顺时针方向旋转钳体即将钢丝扭紧。双

股钢丝捆扎时, 可先将绕过骨干的钢丝

襻套入直角钩上, 另一端双股钢丝放入

钳口, 扣合钳体旋扭即可。

3 � 体会

改制此钳是废物利用, 而且制作简

单、使用方便。应用时扣合钳体后能在

强拉力下连续旋转钳体,故扭紧强度大,

捆扎效果好。

(编辑:李为农)
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