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摘要：目的 了解纤维蛋白胶（<)=-)/ >.(*(/?，<@）复合 789% 局部成骨机制，为其临床应用提供实验依

据。方法 将 A 只 % 岁雌性山羊施行卵巢切除术，以每个山羊桡骨远端为一个实验单位，共 "B 个单

位，随机分为：生理盐水组（C@）、纤维蛋白胶组（<@）、实验组（<@ D 789%），每组 E 个单位。术后 E 个月，

分别在各组桡骨远端一次性注射生理盐水、纤维蛋白胶和纤维蛋白胶复合 789% 。注射 F 周后，应用

双能 G 线吸收仪（H&GI）测量各组山羊桡骨远端的骨密度（78H）；在桡骨远端取活组织，利用免疫组

织化学染色及图像分析方法对组织切片进行图像分析，观察纤维蛋白胶复合 789% 对去势山羊松质

骨骨保护素（:9;）表达的影响。结果 !与 C@ 组比较 <@ D 789% 组桡骨远端 78H 明显升高（! J

#K#"），<@ 组 78H 变化不明显（! L #K#F）；<@ D 789% 组 78H 明显高于 <@ 组和 C@ 组（! J #K#"）。"<@

D 789% 组灰度值明显低于 C@ 组和 <@ 组（! J #K#"）；C@ 组和 <@ 组灰度值差别不明显（! L #K#F）。结

论 局部注射纤维蛋白胶复合 789% 具有高效的骨诱导活性，对局部骨质疏松骨折具有预防作用。
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骨形态发生蛋白（789>）具有诱导成骨作用，但

是由于缺乏理想的载体，其在实际中的应用受到很

大限制。单纯 789> 植入人体后，会被组织也稀释

及蛋白酶所分解，在局部能保持有效浓度的时间非

常有限，因此要发挥其骨诱导作用，需要有合适的载

体，但目前尚未发现理想的 789> 载体。各种激素

和细胞因子调节破骨细胞形成的终末因素骨保护素

（:9;）在骨髓微环境中，是成骨细胞和骨髓基质细

胞调控破骨细胞分化活化的重要分子机制［"W$］。本

实验用去卵巢山羊建立绝经后骨质疏松模型［\，F］，桡

骨远端注射纤维蛋白胶复合 789%，应用免疫组织化

学方法检测桡骨远端松质骨中 :9; 的表达，为纤维
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蛋白胶复合 !"#$ 临床应用提供实验依据。

! 材料和方法

!"! 主要试剂及仪器

关中山羊（第四军医大学实验动物中心提供），

纤维蛋白胶（广州倍绣生物技术有限公司提供），牛

!"# 冻干粉（%!"#，从新鲜牛皮质骨中提取，第四军

医大学西京医院全军骨科研究所综合骨库提供），兔

抗山羊 &#’ 多克隆抗体（美国 ()*+) ,-./ 公 司），

(0!, 免疫组化试剂盒及 10! 显色剂（武汉博士德

公司），1#2345 型双能 2 线吸收仪（1620）及中小动

物软件系统（7.*)- 公司，美国），764,01"70 显微镜

及 789:) 53;9* (+)*<8- = $>? 全自动图像分析系统

（789:) 公司，德国）。

!"# 方法

!"#"! 分组和处理：选用 $ 岁左右健康雌性关中山

羊 @ 只，体重 ?$>A B C>$ DE。所有山羊均在无菌条

件下用动物专用麻药 FCG（中国人民解放军农牧大

学军事兽医研究所出品）肌注麻醉，经腹腔切除双

侧卵巢。术后用青霉素肌注预防感染。所有动物均

在相同环境中饲养，自由摄水摄食（饲料由第四军

医大学实验动物中心提供）。以每只山羊一侧桡骨

远端为一个实验单位，共 HF 个实验单位，随机分为

? 组（每组 G 个单位）：生理盐水组（I(）、纤维蛋白胶

组（J(）、实验组（J( K !"#$ ）。根据文献报道，山羊

卵巢切除术后 G 个月，骨质疏松动物模型建立成

功［C，A］。一次性注射：I( 组桡骨远端注射生理盐水 H
LM，J( 组注射纤维蛋白胶 H LM，J( K !"#$ 组注射纤

维蛋白胶 H LM K !"#$ ?N LE。纤维蛋白胶配制方

法：主体溶解液和催化剂溶解液各 N>A LM 用专用注

射器吸取后，注入生物胶主体瓶和催化剂瓶内，溶解

后分别抽取，同时注射。纤维蛋白胶复合 !"#$ 配

制方法：配制前将 ?N LE !"#$ 粉末倒入催化剂溶解

液注射器内，抽取催化剂溶解液，混匀。其余步骤同

纤维蛋白胶配制方法。

!"#"# 标本采集制备方法：? 组均在注射后 A 周测

量桡骨远端骨密度，在消毒麻醉条件下取桡骨远端

骨组织活检，大小 H :L O H :L（底面直径 O 高），置于

CP的多聚甲醛溶液 CQ环境下固定 CF R，再放入

HAP 61S0 溶液中脱钙 $ 周，每 ? 天更换 H 次脱钙

液，脱钙完成后，标本经梯度酒精逐级脱水后，石蜡

包埋、切片，进行免疫组化染色。

!"#"$ 免疫组织化学染色 桡骨远端松质骨免疫组

织化学染色过程：!切片浸入二甲苯、梯度酒精脱

蜡、脱水，在室温 $NQ下置于 ? LMT7 U$&$ 溶液中灭

活内源性过氧化酶，蒸馏水清洗 ? 次；"切片浸入

N>NH " 枸橼酸盐缓冲液，用电炉加热至沸腾后熄

火，间隔 G L9* 后再反复加热 $ 次，冷却后 #!( 清洗

$ 次，滴加 A LMT7 !(0 封闭液，室温下孵育 $N L9*，甩

去多余的液体；#滴加 H V $NN 兔抗山羊 &#’ 多克隆

抗体（$抗），在室温下孵育 $ R 后用 N>NH LLWMT7
#!( 清洗 ? L9* O ? 次；%滴加 H V $NN 生物素化鼠抗

兔 4E’（&抗），在室温下孵育 $N L9*，N>NH LLWMT7
#!( 溶液冲洗 $ L9* O ? 次；’滴加 (0!, 试剂，室温

下 $N L9*，N>NH LLWMT7 #!( 清洗 A L9* O ? 次；(10!
显色，显微镜下观察有棕黄色物质出现时停止；)蒸

馏水冲洗；苏木素复染细胞核，常规梯度酒精脱水，

二甲苯透明，中性树胶封片。

!"#"% 骨密度测量：使用 1#2345 型 XNCN 双能 2 线

吸收测量平台（7.*)- 公司，美国），通过计算机中小

动物软件系统测量桡骨远端 !"1 值。

!"#"& 图像分析：骨组织形态学及骨免疫组织化学

观察 采 用 764,0 1" 70 显 微 镜 及 789:) 53;9*
(+)*<8- = $>? 全自动图像分析系统（789:) 公司，德

国）。每次均在开机 $N L9* 后，在 CN 倍物镜下采集

图像。每次采集都将采图的各项设置包括光源、光

圈大小、白平衡、曝光强度、对比度等改为手动设置

且固定，以保证每次取图的设置值一样，使各组的图

片采集的灰度值具有可比性。以细胞内呈棕黄色颗

粒者为阳性。对各组切片细胞中 &#’ 表达的灰度

值进行分析。判定方法：免疫组织化学反应的强弱

与灰度值成反比关系。灰度值越小，阳性染色越强，

表明免疫反应性越高。结果进行统计学处理。

!"$ 统计学处理

采取 (#(( HH>A 软件进行统计分析，所有参数均

以!! B " 表示。组间差异采用 7(13 # 检验。

# 结果

#"! 骨密度测量

注射 A 周后，与 I( 组相比，J( 组 !"1 变化不

明显（$ Y N>NA），J( K !"#$ 组 !"1 升高（# Z N>NH），

见表 H。

表 ! 各组 !"1 测定值比较（!! B "，ET:L$）

时间 [ 部位 I( J( &=2 K ,,#

注射 A 周后 H \FNG@ B N\N$$ H \FHN? B N\N$H" H\@?$G B N\NHX#

注：与 I( 组比较，" $ Y N>NA，# $ Z N>NH

XCH中国骨质疏松杂志 $NNX 年 ? 月第 H? 卷第 ? 期 ,R9* ] &^+8W_W-W^，")-:R $NNX，=WM H?，IW>?



!"! 免疫组化染色显微镜下观察

桡骨远端松质骨中 !"# 主要分布在骨小梁周

围成骨细胞、破骨细胞及骨髓中未分化的间充质细

胞中；$% 组山羊松质骨中 !"# 阳性反应与 &% 组比

较无统计学意义；&% ’ ()"* 组 !"# 阳性表达高于

$% 组和 &% 组，且染色加深。图 + , - 为 $% 组、&%
组、&% ’ ()"* 组桡骨远端松质骨注射 . 周后 !"#
免疫组织化学染色（ / 011）。

图 #

图 !

图 $

!"! 图像分析

&% 组与 $% 组相比较，!"# 阳性细胞灰度值差

异无统计学意义（! 2 131.）；而 &% ’ ()"* 组 !"# 阳

性细胞灰度值低于 $% 和 &% 组（! 4 131+），见表 *。

表 ! 各组松质骨中 !"# 阳性细胞灰度值对比（!" 5 #）

组别 $% &% &% ’ ()"*
灰度值 +.. 607 5 86-* +.7 697 5 7619" +0.6*0 5 0699#

注：与 $% 组比较 " ! 2 131.，# ! 4 131+

$ 讨论

骨形态发生蛋白（()"）的诱导成骨作用已经得

到国内外众多学者的实验证明，这也是骨科学和生

命科学界不争的事实。但 ()" 在临床的应用尚未

得到相应的认可和推广。主要原因为：!()" 的纯

度或活性不足；"在应用 ()" 的过程中，使用技巧、

剂量掌握等方面的差异对 ()" 的诱导成骨活性的

发挥也有重要影响；#缺乏适合 ()" 的活性发挥的

载体，其中作为载体除了本身作为植入材料应具有

的良好生物性能外，其首要的性能之一就是能对

()" 有良好的缓释作用［7］。纤维蛋白是一种低抗原

的生物大分子材料，易于降解，可塑性良好，在多方

面符合 ()" 载体的理想条件。:;<;=>?; 等［9］报道，

()"与纤维蛋白复合后骨诱导活性显著提高。因

此，本实验以纤维蛋白胶作为 ()"* 的载体，研究其

在局部成骨机制，为临床应用于骨质疏松骨折的预

防提供实验依据。

!"# 又称为破骨细胞形成抑制因子，骨组织中

系由成骨及骨髓基质细胞分泌产生，为肿瘤坏死因

子受 体 超 家 族 新 成 员。!"# 通 过 与 其 天 然 配 体

!"#@ 竞争性结合，封闭 !"#@ 与破骨细胞表面膜受

体核因子 :;AA; (（BC$:）的结合，阻断破骨细胞的

分化及活化，从而发挥其拮抗破骨细胞骨吸收的生

理作用；或干扰骨髓基质细胞与破骨细胞之间的相

互作用而诱导破骨细胞的凋亡［+，-］。!"# 过度表达

的转基因大鼠可出现类似石骨症的表现［D］，而删除

编码 !"# 基因的大鼠则出现严重的骨质疏松［-］。

本实验发现，注射纤维蛋白胶复合 ()"* . 周

后，&% ’ ()"* 组去势山羊松质骨 !"# 表达阳性灰

度值较 $% 组和 &% 组明显降低（! 4 131+），表明 &%
’ ()"* 组山羊松质骨中骨小梁周围及髓腔内 !"#
表达阳性细胞数增多，提示去势后山养成骨作用增

强有其分子生物学基础，这与因雌激素水平降低引

起骨骼系统高转换最终导致骨质疏松的机制一致；

经 &% ’ ()"* 注射后 . 周的去势山羊，()E 明显大

于生理盐水注射组和单纯纤维蛋白胶注射组（! 4
131+）；本研究显示，去势山羊桡骨远端局部注射纤

维蛋白胶复合 ()"* 后 ()E 得到较大提高，而未经

纤维蛋白胶复合 ()"* 注射的 $% 组和 &% 组山羊
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!"# 却呈降低趋势；说明纤维蛋白胶复合 !"$% 对

低雌激素水平下的骨密度有较好的提升作用。

纤维蛋白胶（&’），生物相容性良好、易于被人体

吸收，可促进组织再生，而且具有良好的黏结作用

和可注射性，已广泛用于许多外科领域［(］，临床上

多将纤维蛋白胶用于手术过程术野渗血及小静脉的

局部出血；封闭缺损组织；防止组织黏连，促进创伤

愈合。国内有报道以纤维蛋白胶为载体的注射型骨

修复材料具有异位诱导成骨的作用［)*］。但是有关

纤维蛋白胶作为 !"$% 载体是否促进骨质疏松成骨

的文献报道却不多。本次实验，我们就针对这种现

状采用纤维蛋白胶作为 !"$% 的载体，应用局部注

射的方法，观察纤维蛋白胶复合 !"$% 对去卵巢山

羊骨质疏松形成过程中骨密度和松质骨中 +$, 表

达的影响，通过实验中免疫组化、!"# 检测结果，说

明了纤维蛋白胶复合 !"$% 在松质骨局部具有良好

的诱导成骨作用，对雌激素缺乏引起局部骨质疏松

性骨折具有预防作用。纤维蛋白胶复合 !"$% 对去

卵巢山羊成骨作用是否存在剂量依赖效应以及对骨

吸收是否具有抑制作用还有待进一步研究。
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