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　　【摘要】　目的　研究 P物质 (SP)在大鼠胫骨骺板软骨细胞中的表达及其在长骨纵向生长中的意

义。方法　应用免疫组化技术检测 8周龄大鼠胫骨骺板不同组织学层次软骨细胞的 SP表达状况。结

果　骺板静止及增殖期软骨细胞未见 SP免疫阳性染色 ,肥大区及钙化区软骨细胞可见 SP免疫组化阳

性染色。结论　骺板肥大区及钙化区软骨细胞可以表达 SP ,提示 SP在长骨的纵向生长中可能起调节

作用。
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【Abstract】　Objective　To observe the expression of substances P(SP) in chondrocyte of ratπs tibia epi2
physeal plate and itπs significance in longitudinal growth of long bone Methods　To detect the expression of

substances P(SP) in chondrocyte of 8 weeks old ratπs tibia epiphyseal plate of different histology level with im2
munohistochemical technique. Results　The expression of SP were positive in maturing and calcifying chon2
drocyte and negative in static and proliferative phase. Conclusion　SP were expressed in hypertrophic chondro2
cytes of epiphyseal plate. SP may regulate the bone modeling ,espically in longitudinal growth of long bone.
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　　P物质 (Substance P ,SP)作为一种神经肽在信号传导以

及痛觉产生机制中起重要作用。近年研究表明 SP对骨代谢

有一定调节作用 ,体外研究发现 SP 对破骨代谢起促进作

用[1 ]。本研究应用免疫组化技术对生长期大鼠胫骨骺板中

SP表达的细胞定位进行分析以探讨 SP在骨代谢中的意义。

1　材料与方法

111　材料　8周龄 SD大鼠 5只 ,雌雄不拘 ,由第四军医大学

实验动物中心提供。混合脱钙液由本科实验室配制 (生理盐

水 900ml ,甲醛 100ml ,甲酸 70ml ,盐酸 80ml ,结晶氯化铝 60g ,

冰醋酸 20ml)。APES与多聚赖氨酸购自宝泰克公司。免疫

组化一抗为兔抗鼠 SP单克隆抗体 (即用型 ,Sigma公司) ,二

抗以及显色系统为 DA KO En VisonTMsystem试剂盒 (即用型 ,

DA KO公司)。

112　方法　大鼠断颈处死后迅速取双侧胫骨近端置于 10 %

中性福尔马林固定 16h ,混合脱钙液脱钙 72h ,常规脱水 ,透

明 ,石蜡包埋后沿胫骨纵轴进行包埋。每例标本制作非连续

的厚度为 5μm切片 3张附着于APES与多聚赖氨酸双重处理

的载玻片上行免疫组化操作。免疫组化染色采用 SP法 ,操

作过程如下 :切片脱蜡至水 ,3 %过氧化氢灭活内源性过氧化

物酶 10min ,胰酶消化 10min后加正常羊血清封闭非特异性

结合点 15min。加一抗后 4℃过夜。次日复温至 37℃1h ,滴

加二抗 37℃孵育 30min ,DAB显色。以上步骤间均用 PBS洗

5min×3次。显微镜下观察到棕黄色物质时停止显色反应。

用 PBS代替一抗作为阴性对照。苏木精复染 ,常规脱水 ,透

明 ,封片。

2　结果

SP免疫反应物质呈棕黄色 ,所有切片骺板处的免疫阳性

物质均存在于趋于钙化带的肥大软骨细胞以及钙化带软骨细

胞 ;而处于静止期、增殖期的软骨细胞均未见 SP免疫阳性着

色。阳性染色定位主要在胞浆中 ,胞膜以及胞核也可见免疫

阳性颗粒 ,阳性细胞轮廓清楚 ,对比反差强烈。所有阴性对照

切片骺板区域均未见着色。小梁骨及皮质骨中的骨细胞、成

骨细胞、破骨细胞以及骨髓基质细胞均未见免疫阳性着色。

3　讨论

　　骨组织塑形受诸多方面因素的影响与调节 ,神经肽类物

质对骨代谢的影响已成为近年研究的热点。SP是由 11个氨

基酸组成的速激肽 ,骨组织中的 SP主要由脊髓后根节产生 ,

通过轴浆运输至支配骨组织的感觉神经末梢调节骨组织代

谢。有研究表明神经细胞以外的其它细胞也有分泌神经肽的

功能 ,但关于是否骨与软骨细胞也可以分泌神经肽以及相关

生物学作用尚未见报道。

长骨塑形包括纵向增长与横向增粗两个方面。纵向生长

在骺板处进行。骺板在组织学上是由逐渐移行的静止带、增

生带、肥大带以及钙化带组成。骺板在成年之前始终不断进

行着以骺侧向干侧的软骨内成骨过程。长骨的纵向生长主要

由骺板软骨细胞的不断增殖、成熟、退化、钙化、骺板骨干侧软
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骨吸收以及继之而来的成骨细胞的成骨作用共同完成。多种

细胞因子参与软骨细胞的分裂增殖 ,如不同软骨细胞区可以

表达 BMPs、BMPR2ⅠA、BMPR2ⅠB、BMPR2Ⅱ以及表皮生长
因子 EGF ,提示软骨细胞以自分泌或旁分泌的方式调节细胞

的分裂与增生[2 ,3 ]。但目前对于最终破骨性软骨吸收的分子

机制尚不十分清楚。本研究发现生长期大鼠骺板软骨细胞可

以表达 SP ,其表达定位与骺板软骨细胞组织学层次有关。其

中处于静止期、增殖期以及早期肥大样软骨细胞 SP呈阴性

表达 ,趋于钙化带的肥大软骨细胞以及钙化带的软骨细胞可

以表达 SP。

SP的信号传导 ( signal transduction)是通过其受体2神经
激肽21 受体 ( neurokinin21 receptor ,N K12R)活化来完成。有

学者应用免疫电镜方法证实骨细胞、成骨细胞以及破骨细胞

内均有 N K12R的存在 ,该受体在破骨细胞中呈强表达 ,而在

骨细胞以及成骨细胞中表达则极少 [4 ]。体外研究发现 SP促

进培养中新生鼠颅盖骨的破骨性骨吸收 [5 ]。陷窝形成分析实

验表明 SP增强兔破骨细胞的骨吸收活性 ,而 SP受体拮抗剂

可以阻止这种作用 [1 ]。上述诸研究表明破骨细胞可能是 SP

作用的主要靶细胞 , SP可以通过结合破骨细胞上的 N K12R

而提高破骨细胞的活性 ,最终促进骨吸收。根据我们的实验

发现并结合以往的研究结果推测 :骺板肥大区及钙化区软骨

细胞以旁分泌方式产生 SP ,在骺板骨干侧造成局部高浓度

SP。SP通过与骨干侧破骨细胞上的 N K12R结合提高该区域

破骨细胞的活性 ,从而最终促进骺板骨干侧软骨吸收发生。

因此 ,骺板肥大区以及钙化区软骨细胞旁分泌 SP可能是干

骺侧软骨吸收的分子机制之一。此外 ,骨的塑形主要发生于

骨的生长阶段 ,而作为骨组织的重建则持续终生。因此是否

SP参与在生长期干骺端骨组织的改建有待进一步研究。
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不剥离或有限剥离骨膜方式内固定手术 117例
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　　骨膜下手术一直是内固定手术原则之一 ,骨膜对骨折愈

合有着重要的作用 ,许多的内固定手术后出现的骨折不愈合

或延迟愈合及并发症都与内固定手术时的不恰当操作处理有

关。自 1998年以来 ,我们在内固定手术中有意识地采取不剥

离或有限剥离骨膜及骨膜外软组织手术方式对 117例四肢骨

折进行了内固定手术 ,取得了良好的疗效。

1　临床资料

　　股骨骨折内固定 32例 ,胫骨 22例 ,尺骨或桡骨 27例 ,肱

骨 6例 ,掌骨及指骨 6例 ,跖骨 4 例 ,锁骨 20 例 ;年龄 4～76

岁。临床观察结果 :骨痂生长速度及内固定拆除时间均在正

常范围之内 ,无一例出现延迟愈合或因延迟愈合而造成的并

发症。

2　治疗原则及方法

211　遵循“微创”操作原则 ,尽量选择解剖入路 ,沿肌间隙进

入 ,动作准确轻柔 ,防止粗暴“失手”失误。

212　熟悉局部解剖结构 ,可不在直视下的操作则不需作扩大

显露 ;对有知名及重要的神经血管等组织结构的部位 ,如有必

要则事先作显露、游离、保护。

213　选择应用止血带、高频电刀、局部止血剂等 ,控制出血 ,

保持术野清晰 ,操作有序。

214　骨膜及骨膜外软组织的处理 ,从肌间隙进入 ,骨膜外无

肌肉、肌腱、韧带等附着的 ,多较疏松 ,将软组织推开后可直接

在骨膜外操作固定 ;在近关节处等骨膜外有肌腱韧带附着的 ,

在骨膜下作有限剥离 ,显露手术部位 ;在手术部位有致密的肌

肉韧带附着的如股骨粗隆等处 ,不必切开骨膜直接用电刀剥

离肌肉。上述显露骨膜及骨膜外软组织一般剥离范围在 1/ 3

～1/ 2周径以内即可。

215　应用现有或自制辅助手术器械进行手术 ,如用各式卡钳

提拉、固定骨头骨块 ;钢丝导引器穿钢丝 ;用自制的自动牵开

器牵引复位骨折端等 ,均可使操作简化。

3　讨论

　　内固定手术骨膜下进行的原则首先是基于安全的考虑 ,

其次是为了操作的方便。那么随着内固定手术的普及 ,解剖

的熟悉及各种手术入路的相对固定 ,医师操作技巧的提高及

各种手术辅助器械的完备 ,骨膜下手术的原则是可以不提倡

的 ,特别是那种切开骨膜后沿其周径作大部分或全部剥离的

方式更应是禁忌 ,包括骨膜外软组织的剥离亦是如此。
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