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� �  摘要! � 目的 � 探讨高凝、低纤和高脂血症在激素性股骨头坏死发生中的作用。方法 � 对 18 只新

西兰大白兔静脉注射大肠杆菌内毒素( LPS) 2 次, 两次间隔24 小时。并在最后一次LPS 注射后, 臀肌注

射 3次甲基强的松龙( MP) ,间隔 24 小时。对每次药物注射前后 12 小时、1 周、2 周、3 周和 4 周进行甘

油三脂( TG)、胆固醇( T ch)、高密度脂蛋白( HDL )、部分凝血活酶时间( APTT )、纤溶酶( PLG )、抗凝血酶

∀( AT�∀ )、抗纤溶酶( ATPL )进行测定。结果 � 单次注射 LPS 和联合运用 LPS+ MP 均能引起血液的

高凝、低纤和高脂血症, 软骨下骨血管中有大量的脂栓和纤维蛋白栓子存在, 股骨头中出现典型的骨坏

死,并且这些血液学指标之间存在相关性。结论 � LPS 和 MP 均能引起血液的高凝、低纤和高脂血症,

共同促进股骨头脂栓和纤维蛋白栓子的形成,引起股骨头微血管的损害和血供的中断,这可能是本模型

发生的重要病理学基础。
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 Abstract! � Objective To study the effect of hypertr iglyceridaemia, hyper coagulability and hypofibri�
nolysis on experimental femoral head necrosis( FHN ) induced by corticoid Methods 18 New Zealand rabbits

w ere injected intr av enously w ith LPS tw ice every 24 hours. After t he second injection, MP was given IM three

t imes daily . 12 hours before and after each injection, T G, Tch, HDL, APTT , PLG , AT�∀ and ATPL w ere de�

tected; the same detections were done at 1, 2, 3, 4 weeks after the last injection.ResultsHypertr igly ceridaemia,

hyper coagulability and hypofibrinolysis appeared after LPS w ere given. When LPS was given together w ith

M P, the effect on the above mentioned results w as intensified, and there w as correlation in between the param�
eters. T ypical osteonecr osis occur red in the femoral head. A larg e amount of fatty embolisms and thrombosis

w ere detected in the subchondrol venous channels. Conclusion Exper imental FHN could be produced w hen

hormone w as added to Shwartzman reaction. Both LPS and MP could br ing serum hyper triglyceridaemia, hy�

percoagulability and hypofibrinolysis, and t here was obv ious corr elation in betw een them. Though the changes

in the blood w as instantaneous, y et fatty embolism and thrombus could be formed, and the blood vessels were

damaged giving interruption of blood flow, w hich then caused the main patho logical changes.
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� � 激素性股骨头坏死的发病机制尚不十分明了,近年来,许

多学者发现血液高凝所引起的血管内凝血、低纤导致的髓内

出血和高脂血症所致的脂栓形成在该病的发生中起到了积极

的作用,且这些因素并不互相排斥而是在一些情况下相互支

持,但相关的实验研究却一直未见报道。在本实验中, 我们运

用激素增强 Shwartzman反应法产生家兔实验性骨坏死模型,

并对其血液学的高凝、低纤和高脂血症的相关性进行研究,进

一步探讨其发病机理。

1 � 材料与方法
1�1 � 实验对象 � 健康成年的 24 周龄以上的纯新西兰大白兔

18只, 全部雄性,体重 2� 50 # 0�20kg, 由浙江省医学科学院实
验动物中心提供。单笼标准兔子颗粒饲料喂养, 自由饮水。

饲养室保持良好通风, 控制室温在 22 ∃ # 1 ∃ ,光照与黑暗时

间为每 12 小时交替。

1�2 � 动物模型制备 � 对兔子耳缘静脉注射大肠杆菌内毒素
( LPS) ( Sigma公司产品) 50�g / kg 2 次, 每次间隔 24 小时, 并
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在最后一次注射 LPS 后,臀肌注射甲基强的松龙( MP) (美国

普强药厂比利时分厂产品) ( 20mg/ kg ) 3 次, 每次间隔 24 小

时。

1�3 � 一般指标观察 � 连续对动物的毛发光泽度、食量、尿量、
大便、活动度、反应度、体重、呼吸和心率进行观察, 死亡动物

进行解剖观察。

1�4 � 血液学检查 � 在造模前, 全部动物禁食 12 小时, 清晨耳

中动脉取血 3ml,第一份 2ml,装入含 0�2ml 3� 8%柠檬酸钠抗
凝剂的试管中,进行凝血和纤溶指标的测定; 另一份 1ml, 静

止温水孵育 2 小时, 3000r/ h 离心 ,取上清作血清学检查, 剔

除数据变异较大的兔子。然后继续进行以下血脂和凝血纤溶

的检测。

1�4�1 � 血脂的检测 � 在首次注射 LPS 前、后 12 小时, 第二

次注射 LPS 后以及第二、三次注射 MP后 12小时、1 周、2 周、

3 周和 4 周天进行甘油三脂( TG )、胆固醇( T ch)和高密度脂

蛋白( H DL )的检测( CX4 全自动生化分析仪, 美国贝克曼�库
儿特公司)。

1�4�2 � 凝血和纤溶的检测 � 于血脂检测的同一时间段, 进行

部分凝血活酶时间( APTT )、纤溶酶 ( PLG)、抗凝血酶∀ ( AT�

∀ )、抗纤溶酶( AT PL )的测定。( ACL200 全自动血凝分析

仪,美国贝克曼�库儿特公司)。

1�5 � 统计学方法 � 利用 SPSS10� 0 统计软件包进行统计。
各组数据采用  x # s 表示, 治疗前后数据采用配对 t 检验。

相关分析用多元相关分析。

2 � 结果

2�1 � 一般指标 � 第一次注射 LPS 后 1 小时, 所有兔子均出

现不同程度的精神萎靡, 毛发蓬松, 二便不通或稀便, 食量减

少, 活动迟钝,反应减慢, 并出现畏寒,流清涕, 呼吸心跳加快。

在第二次注射 LPS 和 MP 后, 兔子以上症状加重。在约 1 周

后, 各组兔子食量开始增加,二便好转,活动度增加。

第一次注射 LPS 后, 有 3 只兔子死亡。第二次注射 LPS

和 MP 的一周内,有 6 只兔子死亡。解剖兔子, 打开腹腔, 可

闻及一股明显的臭味,肠胀气和尿潴留明显。其中有 3 只兔

子出现明显的肺水肿, 1 只兔子出现明显的双肾出血点。死

亡兔子废弃不用。

2�2 � 病理观察 � 在第一次注射 LPS 后兔子的软骨下骨的血

管中可见大量纤维蛋白栓子的存在(图 1) , 在注射 MP 后的

兔子的股骨头软骨下血管中充满脂肪栓子, 有的完全阻塞管

腔(图 2)。某些脂肪栓子的中央出现白色的纤维蛋白栓子

(图 3) ,但骨坏死并不明显。到造模第一周时,股骨头病理切

片上即出现典型的骨坏死。坏死区域主要位于股骨头靠近股

骨颈的松质骨和软骨下区, 有骨髓细胞碎片的积聚, 带有空骨

陷窝或骨细胞核固缩的骨小梁,同时伴有中性粒细胞的聚集

(图 4)。骨细胞中可见胞液中充满脂滴, 有些细胞核受压被

挤向一边。在股骨头颈的骨髓组织中,造血细胞消失, 脂肪细

胞体积增大, 堆积,常压迫血窦静脉和骨小梁(图 5)。而在造

模的第二周到第四周时 ,股骨头病理切片的改变并不明显。

2�3 � 血脂的检查 � % TG在第一次注射 LPS 后无明显升高,

在第二次注射 LPS 和 M P后升高,在第二次注射 MP 后达到

最高, 维持至第三次注射 MP 后 1周 ,在以后的 4 周里逐渐降

至正常水平。& Tch 在第一次注射 LPS 后即有显著性升高,

在第三次注射 MP 后达到最高, 此后逐渐降至正常水平。

∋ HDL 在第一次注射 LPS 后即有下降,在第二次注射 MP 后

降至最低, 以后逐渐上升,维持在较高水平(见表 1)。

表 1� 造模前后 TG、Tch、HDL值比较(mmol/ L,  x # s)

N TG � Tch � � HDL

造模前 9 0. 6167 # 0. 0904 0. 7878 # 0. 0975 0. 5044 # 0. 0566

LPS1 9 0. 7922 # 0. 1622 0. 8611 # 0. 0994* 0. 3922 # 0. 0357*

LPS2+ MP1 9 0. 9600 # 0. 1703* 1. 1011 # 0. 1107* * 0. 3744 # 0. 0228*

M P2 9 1. 2489 # 0. 1557* * 1. 2622 # 0. 1371* * 0. 3656 # 0. 0344*

M P3 9 1. 2011 # 0. 1942* 1. 6822 # 0. 1295* * 0. 4567 # 0. 0417

第 1周 9 1. 4867 # 0. 1967* * 1. 4089 # 0. 1772* * 0. 6222 # 0. 0755

第 2周 9 0. 9411 # 0. 1831 0. 8478 # 0. 0947 0. 7511 # 0. 1147*

第 3周 9 0. 6078 # 0. 1262 1. 1156 # 0. 2477 0. 8100 # 0. 1305

第 4周 9 0. 6822 # 0. 1016 0. 7478 # 0. 1161 0. 8978 # 0. 1241*

注: * 表示 P < 0�05, * * 表示 P< 0�01,以下同。

2�4 � 凝血和纤溶指标的检测 � % 在第一次注射LPS后 ,

APTT 明显缩短 ,在第一次注射 MP 后降至最低,以后逐渐恢

复。& PLG 在第一次注射 LPS 后即下降至最低水平, 在第三

次注射 MP 期间仍维持在较低水平, 其后 4 周逐渐恢复。

∋ ATPL 在第一次注射 LPS 后即降至最低水平, 在第三次注

射 MP后 1 周仍维持在较低水平,从第二周起逐渐恢复至正

常水平。(AT�∀在第一次注射 LPS 后即有显著性降低, 在

第三次注射 MP后降低至最低水平 ,在停止注射 MP后 1 周

逐渐恢复(见表 2, 3)。

2�5� 造模前后血脂、凝血和纤溶指标的相关性分析 � 造
模前后血脂、凝血和纤溶指标经过多元相关性分析 ,提示血

表 2 � 造模前后 APTT值比较( s,  x # s)

N APTT P

造模前 9 40. 8222 # 2. 2471

LPS1 9 32. 5222 # 1. 8861 0. 004

LPS2+ MP1 9 32. 5000 # 1. 7115* * 0. 001

MP2 9 32. 5667 # 1. 5014* * 0. 002

MP3 9 31. 8778 # 0. 6776* * 0. 002

第 1周 9 35. 2000 # 1. 6929 0. 055

第 2周 9 37. 5222 # 3. 0513 0. 207

第 3周 9 38. 1111 # 2. 2873 0. 227

第 4周 9 37. 0667 # 3. 0167 0. 214
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表 3 � 造模前后 PLG、ATPL、AT�∀值比较( mmol/ L ,  x # s )

N PLG AT PL AT�∀

造模前 9 0. 0245 # 0. 00233 1. 6556E�02 # 4. 1201E�04 0. 1444 # 3. 158E�03

LPS1 9 0. 0133 # 0. 00185* * 1. 078E�02 # 7. 222E�04* * 0. 1193 # 4. 567E�03* *

LPS2+ MP1 9 0. 0152 # 0. 00214* * 8. 667E�03 # 3. 727E�04* * 0. 0886 # 1. 249E�02* *

M P2 9 0. 0175 # 0. 00113* 8. 889E�03 # 4. 843E�04* * 0. 0829 # 1. 074E�02* *

M P3 9 0. 0171 # 0. 00949* * 1. 000E�02 # 2. 887E�04* * 0. 0967 # 1. 115E�02* *

第 1周 9 0. 0213 # 0. 00131 1. 178E�02 # 7. 412E�04* * 0. 1414 # 5. 118E�03

第 2周 9 0. 0182 # 0. 00255 1. 833E�02 # 1. 106E�03 0. 1432 # 3. 901E�03

第 3周 9 0. 0202 # 0. 00234 1. 878E�02 # 1. 278E�03 0. 1502 # 6. 087E�03

第 4周 9 0. 0195 # 0. 00280 1. 289E�02 # 1. 852E�03 0. 1456 # 4. 201E�03

液的血脂、高凝和低纤存在相关性: % TG 的改变与 APTT ( r

= - 0�232, P = 0�037) , AT�∀ ( r = - 0� 319, P = 0� 006)、
ATPL( r= - 0�224, P = 0� 044)呈负相关。& HDL 的改变与

AT�∀ ( r= 0�386, P = 0�001)、AT PL ( r= 0� 402, P = 0�000)

呈正相关。∋ APTT 的改变与 AT�∀ ( r = 0�399, P =

0� 001)、ATPL ( r= 0�335, P= 0�002)呈正相关。(AT PL 与

PLG( r= 0� 290, P = 0� 009)、AT�∀ ( r= 0� 570, P = 0�001)呈

正相关(见表 4)。

表 4� 血液学指标多元相关分析表

T G TCH � � HDL APTT � � PLG AT�∀ � AT PL �

TG
r ) 0. 249* - 0. 213 - 0. 232* 0. 059 - 0. 319* * - 0. 224*

P 0. 025 0. 056 � 0. 037 0. 603 � 0. 006 � 0. 044

TCH
r ) 0. 098 - 0. 140 0. 139 - 0. 174 - 0. 171

P 0. 386 � 0. 214 0. 216 � 0. 144 � 0. 128

HDL
r ) � 0. 216 - 0. 004 � 0. 386* * � 0. 402* *

P � 0. 052 0. 971 � 0. 001 � 0. 000

APTT
r ) - 0. 096 � 0. 399* * � 0. 335* *

P 0. 395 � 0. 001 � 0. 002

PLG
r ) � 0. 214 � 0. 290* *

P � 0. 071 � 0. 009

AT�∀
r ) � 0. 570* *

P � 0. 001

AT PL
r )

P

3 � 讨论
建立标准的动物模型是研究激素性股骨头坏死最基本的

条件。动物模型应具备以下三个条件: % 方便性 ( conve�

nience) : 动物来源容易并且价格便宜,实验易于操作。& 关联
性( revelence) :与人体条件相类似, 它所得到的信息可用于人

体; ∋ 适合性( appropr iatence ) : 与人体某一部位的变化相似,

可以模拟。在早期,国内外学者通常单纯应用糖皮质激素,如

甲基强的松龙、氢化泼尼松龙诱导动物发生股骨头坏死 ,结果

建立的模型都不理想
[ 1]
。Matsui

[ 1]
使用血清加激素成功地诱

导了骨坏死, 但坏死的部位不在骨骺端, 而位于干骺端和骨

干,这和临床见到的骨坏死首先出现在软骨下骨有一定的区

别。1994 年, Yamat nato[ 2]报道应用激素增强 Shw ar tzman 反

应法产生家兔骨坏死模型,与血清学坏死模型相比较, 坏死部

位包括股骨的骨骺端、干骺端和骨干, 血液学检查发现有高

凝、低纤和高脂血症; 组织学检查有骨内脂肪栓塞和血栓形

成。这些结果与我们的实验结果相一致。但他并没有对高脂

血症与高凝、低纤的关系作进一步的研究。同时我们还联想

到临床上,如肾病综合征、感染性休克、妊娠并发症、恶性肿

瘤、系统性红斑狼疮等, 是应用激素较多且较容易出现股骨头

坏死的疾病。而这些疾病有一个共同的特点,即在使用激素

前就已经存在前凝血状况。因此利用 Shwartzman 反应首先

造成兔子的前凝血状况,继而使用大剂量激素制造骨坏死模

型是符合临床要求的。

在生理状况下, 机体的凝血和抗凝血、纤溶和抗纤溶保持

着动态平衡。当这些平衡被打破并朝着凝血方向进行时, 便

会促成血栓前状态甚至血栓形成。有研究发现, t�PA 的减少
和 PAI 的增加是血栓形成的重要因素[ 3]。细菌内毒素能引

起局部和系统的炎症反应, 损害血管内皮, 使其合成和释放

AT�∀及t�PA减少。当内毒素剂量过大时, 可使血管内皮细

胞解体, 内皮下胶原暴露, 除引起血小板在局部粘附、聚集和

释放外, 还激活凝血因子∗, 使机体处于高凝或引发凝血过

程[ 4]。在本实验中, AT�∀、PLG和 AT PL 的下降使血液凝固

性增高, 纤溶活性下降, APTT 时间缩短, 促进了血栓的形成。

激素不仅能引起高脂血症, 而且还通过抑制网状内皮系

统, 降低网状内皮细胞的纤维蛋白溶解活性, 也能引起血液的

高凝和低纤溶状态[ 5]。另外研究证明激素不仅能抑制t�PA的
形成和释放[ 6] , 也能增加 PAI 的形成和释放[ 7]。联合运用

LPS 和 MP 能促使 TG和 Tch 的上升和 HDL 的下降,同时在

实验中我们还发现, 单独注射 LPS 即可出现 Tch 的上升和

HDL 的下降,引起高脂血症, 推测可能与以下因素有关: % 注
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射大剂量的 LPS 后,机体处于应激状态, 通过下丘脑�垂体�肾

上腺皮质轴的兴奋使糖皮质激素分泌迅速增加, 脂肪分解加

速[ 8]。& 应激时细胞的糖皮质激素受体 ( GCR)数目减少, 亲

和力下降,可以在糖皮质激素浓度升高时出现 GCR 数量和功

能的不足, 从而出现糖皮质激素的相对或绝对过载[ 8]。∋ 肝

细胞膜上存在内毒素受体, 内毒素能与其发生特异性结合而

被摄取, 产生直接毒性作用, 使肝脏的转化合成功能下降, 出

现 Tch的上升和HDL 的下降[ 9]。

Glueck等[ 10]证实骨坏死病人的低纤溶主要有 PAI 升高

所介导, 认为高脂血症与高凝、低纤有关, 这些又与静脉血栓

形成有关。在本实验中, , 对高脂血症和凝血、纤溶的相关指

标进行多元相关分析发现: TG 的改变与 APTT、AT�∀和
ATPL 的改变呈负相关, HDL 的改变和 AT�∀和 ATPL 的改

变呈正相关。高脂血症的形成, 可能从以下几个方面促进了

血液高凝和低纤[ 4] : % 高脂血症削弱了血管内皮的屏障作用,

通透性增高 ,促使了 LDL 和 VLDL 在血管壁的沉积 ,单核巨

噬细胞的侵入和转化为泡沫细胞, 促进了血管壁粥样硬化的

进程。只是这点在本实验中表现不明显, 可能与实验时间不

长,病理进程被中断有关。& 高脂血症病人的血小板功能明

显亢进,存活时间缩短并极易粘附在血管内皮细胞表面。∋
高脂血症的血液高凝常伴有凝血因子 + 、,、− 活性增加和纤

维蛋白原浓度的增高,特别是纤维蛋白原浓度与血清胆固醇

有明显正相关。(高脂血症造成的纤溶下降,与血管内皮受

损,合成 tPA 能力下降有关。

股骨头内血栓和脂栓的形成,一方面将损害动脉灌注,而

且在更大程度上亦损害静脉引流,后者造成骨内间室综合征,

使骨内静脉压增高,灌注下降, 加重股骨头缺血以至坏死, 即

进行性坏死学说; 另一方面, 激活的凝血瀑布产生了炎症反

应,进而加剧了局部损害,大量中性粒细胞的聚集, 也说明了

这一点。同时由于继发的纤溶反应使部分血栓溶解,尤其动

脉内皮细胞膜脂质过氧化,致使髓内出血, 进一步加重了股骨

头的损害,导致股骨头的坏死[ 11]。

综上所述,本动物模型中, MP和 LPS 均能引起血液的高

凝、低纤和高脂血症, 并且它们之间存在明显的相关性, 虽然

这些血液学的改变均呈一时性, 但却共同促进了脂栓和纤维

蛋白栓子的形成,引起受累关节微血管的损害和血供的中断,

这可能是激素性股骨头缺血性坏死的重要病理学基础。本实

验还提醒我们, 在对激素治疗后脂质代谢异常的病人中血液

的高凝、易栓症和纤维蛋白溶解下降需进行详细的临床和实

验研究, 并且针对这些异常,联合运用如戊聚多硫酸盐( PPS)

等降脂、抗凝、促纤溶和抗炎性能的药物来治疗本病进程中的

促进因素, 从而改善症状,包括减轻疼痛[ 1 2]。

由于 Shwartzman 反应处理的兔的死亡率较高, 在实验

中, 我们发现改良的 Shw artzman 反应模型, 如低剂量的 LPS,

第二次注射 LPS 后单次注射 MP, 或者单次注射 LPS 均能诱

导实验性股骨头的坏死, 且死亡率较低。这些改良的模型对

以后研究该病的系列影像学变化或预防是有很大用处的。

(本文图 1~ 5 见插页 1)
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�读者�作者�编者�
生物力学研究文稿的写作须知

骨伤科生物力学是一门新兴的边缘学科,是力学、物理学、解剖学、生理学等多门学科的交叉学科。由于

生物力学等边缘学科的迅速发展, 给骨伤的救治, 正确、合理、有效地治疗提供了可靠的理论依据。为此,我刊

专设了.生物力学研究/栏目,为使该栏目文章便于广大读者阅读和理解,要求有关生物力学实验和计算的文

章,必须有力学实验模型或力学计算模型(注意说明计算的边界条件和初始条件) ; 并提供有关实验装置原理

的示意图或受力分析图。欢迎赐稿。
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