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低温冷冻富血小板血浆促进兔颅骨缺损修复效果的观察
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!摘要"

!

目的
!

观察比较低温冷冻后的富血小板血浆$

ENE

'在兔颅骨缺损修复中的效果)

方法
!

将
#$

只体质量为

!>$Z

L

的健康新西兰雄性大白兔#沿兔颅顶中线制备
&

个骨缺损孔#分别植入
cF"m

低温冷冻自体
ENE

凝胶
`

羟基磷灰石"

磷酸三钙复合体$

X(E

"

WIE

'#$实验孔'(生理盐水
`X(E

"

WIE

$空白孔'(新鲜自体
ENE

凝胶
` X(E

"

WIE

$对照孔'#于术后

%

周(

F

周和
#!

周时分别处死
$

只并通过大体观察(

T

线检查(组织学观察及
IW

值测量等方法比较低温冷冻
ENE

对兔颅骨缺

损修复的影响)

结果
!

术后
%

周(

F

周时#实验孔及对照孔成骨质量明显优于空白孔#两组
IW

值均较空白孔高+术后
%

周时

实验孔(对照孔(空白孔分别为$

&D'>Fn$">%#
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'#术后
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周时分别为$
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',#差异均有统计学意义$

-

$

">"#

'*而术后
%

周(

F

周时实验孔
IW

值与对照孔比较#差异

均无统计学意义$

-

'

">"$

')术后
#!

周时#实验孔(对照孔和空白孔的成骨质量差异不明显#各孔间
IW

值差异均无统计学意

义$

-
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结论
!

ENE

经低温冷冻保存后仍然和新鲜
ENE

一样#具有早期促进骨缺损修复的效果)
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,发现富血小板血

浆$

=

4*8,4,8H2.)O

=

4*<-*

#

ENE

'中含有多种生长因

子#并将
ENE

复合自体骨移植应用于下颌骨缺损修

复以来#

ENE

在骨缺损修复中的效果已经被国内外

大部分学者所认可)但对于
ENE

的应用研究还局

限于自体血液的新鲜采制和即刻应用#保存时间和

空间上的限制)本研究通过对比低温冷冻
ENE

和

新鲜
ENE

在兔颅骨缺损修复中的效果#探讨低温冷

冻保存
ENE

的可行性)

=

!

材料和方法

#>#

!

实验动物及试剂
!

体质量为
!>$Z

L

健康新西

兰雄性大白兔由海军医学研究所动物中心提供#动

物许可证号!

6ITM

$沪'

!"#"H""!G

)大容量低温离

心机$

MX#!"

#湖南湘仪实验室仪器有限公司'#

cF"m

低温冰箱$

Â HF"̂ !$$

#中国海尔公司'#全

自动血细胞计数仪$

TWH#F""C

#日本
6e67RT

公

司'#

D--

环形取骨钻$瑞士
6WN(:7(@@

公

司'#羟基磷灰石"磷酸三钙复合体$

X(E

"

WIE

'为

法国
?(:]TR@?R]C@

公司产品#牛凝血酶$美国

6.

L

-*

公司'#二甲亚砜$

+.-,8O

9

4<1450Y.+,

#

A7H

6B

'及无水氯化钙为国药集团上海医疗器械有限公

司产品#胶原膜$

J.0HU.+,

#美国欧司海斯公司')

#>!

!

ENE

凝胶制备
!

每只兔子抽取
#"-]

静脉

血#用
">$S

枸橼酸钠抗凝后进行血小板计数*采用

两次法离心#第
#

次
!""b

M

离心
#"-.3

后吸取全

部上清液至交界面下
&--

再进行第
!

次离心

$

#!""b

M

离心
#"-.3

'#吸取上
&

"

%

上清液丢弃#

余下液体混匀#即为
ENE

$约
#-]

#再次进行血小板

计数#浓缩倍数均达到
%

倍以上#符合
ENE

要

求+

!

,

'*每份
ENE

加入终浓度为
$S

的
A76B">"$

-]

后#放入
cF"m

的冰箱保存)

&"+

后#在制备动

物颅骨缺损模型前#由同一人在同一时间再次用同

样的方法采血制备新鲜
ENE

#并将低温冷冻
ENE

取

出后水浴复温至
&Dm

待用)使用前#每份自体
ENE

分别按照
#"q#

的比例加入牛凝血酶和钙剂的混合

液$

#""":

牛凝血酶加人
#-]#"S

氯化钙制备'

">#-]

激活#获得
ENE

凝胶)

#>&

!

实验设计
!

将
#$

大白兔的颅顶沿中线自上而

下制备
&

个颅骨缺损处#并分别填入低温冷冻自体

ENE

凝胶
` X(E

"

WIE

$实验孔'#生理盐水
`

X(E

"

WIE

$空白孔'和新鲜自体
ENE

凝胶
` X(E

"

WIE

复合体$对照孔')于术后
%

周(

F

周(

#!

周时

各处死
$

只#取材后先用肉眼观察成骨情况#再进行

T

线检查#最后采用
IW

扫描测定成骨区域的
IW

值#并进行统计学分析*最后将甲醛固定后的样本置

于
#"S

乙二胺四乙酸$

RAW(

'溶液中脱钙#石蜡包

埋(制备
$

*

-

厚的切片#常规
XHR

染色后光镜下观

察成骨情况)

#>%

!

兔颅骨缺损制备及修复
!

戊巴比妥钠$

&"-

L

"

Z

L

'

经耳缘静脉注射全身麻醉后#自头顶两眼内眦连线

中点前后各
&)-

范围备皮#常规消毒铺巾#做垂直

于两眼内眦连线中点约
$)-

的纵行切口#暴露皮下

组织和肌层直达骨膜#分离骨膜#暴露颅顶#沿颅顶

中线用取骨钻制备
&

个直径
D--

(间距
&--

的圆

形全层骨缺损#同时确保硬脑膜完整*按照实验设

计#

&

个缺损孔内分别填入低温冷冻自体
ENE

凝

胶
`X(E

"

WIE

(生理盐水
` X(E

"

WIE

和新鲜自

体
ENE

凝胶
` X(E

"

WIE

#充填物与骨面齐平#表

面覆盖胶原膜$图
#

'#关闭切口#术后肌注青霉素
F"

万
:

#

#

次"
+

#共
&+

)

图
=

!

兔颅骨缺损制备与修复
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L
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L
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8O,K4*3ZO04,

#

*3+8O,)038204O04,
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!

统计学处理
!

采用
6E66#">"

统计软件进行

统计分析#各时间点及各孔间比较采用配对
"

检验#

检验水准$

#

'为
">"$

)

>

!

结
!

果

!>#

!

肉眼观察及
T

线检查
!

术后
D+

拆线#所有动
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低温冷冻富血小板血浆促进兔颅骨缺损修复效果的观察

物软组织愈合良好#未见明显炎症反应)术后
%

周!

&

个缺损孔内均未见明显的新鲜骨质生成#缺

损边界清晰未见明显缩小*

T

线见所有缺损边界

清晰锐利#

X(E

"

WIE

复合体颗粒清晰#颗粒间未

见高密度影像)术后
F

周!所有缺损区均见有新

鲜骨质生成#实验孔和对照孔均边界不清#空白

孔缺损边界仍清晰可见*

T

线见缺损的范围有所

缩小#特别是实验孔和对照孔的缺损范围缩小明

显#且边界不清#实验孔和对照孔的缺损区密度

均高于空白孔)术后
#!

周!各孔的缺损区域基

本修复#颜色(外观与周围正常骨组织的区别不

大*

T

线!无明显的骨缺损边界影像#实验孔和对

照孔密度均匀#与周围正常骨组织区别不大#空

白孔中央密度相对较低$图
!

')

!>!

!

IW

检查
!

从表
#

所列数据可以看出#随着修

复时间的延长#

&

个骨缺损孔内新生骨
IW

值有不断

增加的趋势#各时间组的组间差异均有统计学意义

$

-

$

">"$

或
-

$

">"#

'*同一时间点#

&

个缺损孔的

成骨情况也有不同程度的差异#术后
%

周及
F

周时#

实验孔与对照孔比较#

IW

值差异均无统计学意义*

但实验孔(对照孔
IW

值均明显高于空白孔#差异有

统计学意义$

-

$

">"#

'*术后
#!

周#实验孔(空白

孔(对照孔的骨密度均接近周围正常骨组织#

&

孔间

的
IW

值差异无统计学意义)

图
>

!

不同时间点三孔的肉眼观察及
R

线检查结果
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7

>

!

G,((

#

&$%$(,-2R5.,

"

)3,

7

'($*%&'

.'

#

,).'2&$0'(,%2)**'.'-%%)3'

#

$)-%(

!

Q20-4,58802.

L

O8

!

8O,,Y

=

,2.-,38*4O04,

#

8O,K4*3ZO04,

#

8O,)038204O04,.3,*)O

=

.),12,

表
=

!

各组%各孔骨缺损修复后
CF

值比较

F,:=

!

CF/,01'($*&$0'($*.'

#

,).'2+,0/,.),0:$-'2'*'+%(

,h$

#

%

Nn(

W.-,*58,20

=

,2*8.03"

"

V,,Z WO,,Y

=

,2.-,38*4O04, WO,K4*3ZO04, WO,)038204O04,

% &D'>F"n$">%#

))

G%>%!n&D>"! %#%>""nD#>%#

))

F D$">%'nG#>!'

""))

%%%>"%n%D>#!

""

'F!>!!n###>$&

""))

#! ##$F>F'n#D&>"G

""&

#"%!>&!n#"#>&%

""&&

##G&>$"n#"!>'G

""&&

""

-

$

">"#;<%V,,Z<

L

201

=

*

&

-

$

">"$

#

&&

-

$

">"#;<FV,,Z<

L

201

=

*

))

-

$

">"#;<8O,K4*3ZO04,*88O,<*-,8.-,

!>&

!

组织学观察
!

术后
%

周!各孔均可见有类骨组

织及骨小梁形成#实验孔和对照孔明显比空白孔多*

术后
F

周!各孔形成的骨组织明显增多#

X(E

"

WIE

复合物开始降解吸收#实验孔和对照孔新生骨小粱

粗大(致密#且数量比空白孔多*术后
#!

周!各组新

生骨均趋于成熟#

X(E

"

WIE

复合物降解明显#但仍

可见残余颗粒#新生骨结构与周围颅骨相仿#骨小梁

粗大#并可见层板状骨$图
&

')

A

!

讨
!

论

ENE

是通过血液分离技术而得到的血小板浓

集物#血小板浓度约为体内血小板浓度的
!>"$

"

##

倍+

&

,

#激活后能释放高浓度的生长因子#主要包括血

小板源性生长因子$

=

4*8,4,8H+,2.;,+

L

20V8O5*)802

#

EAUQ

'(转化生长因子
H

&

$

82*3<502-.3

LL

20V8O5*)H

802H

&

#

WUQH

&

'(类胰岛素样生长因子$

.3<14.3H4.Z,

L

20V8O5*)802

#

CUQ

'(血管内皮生长因子$

;*<)14*2

,3+08O,4.*4

L

20V8O5*)802

#

?RUQ

'等+

%

,

#这些生长

因子在细胞增殖(血管和组织再生中发挥重要作用#

具有促进骨组织和软组织生长的作用+

#

#

$HD

,

)随着

人们对
ENE

在软组织和骨组织愈合过程中作用认

识的深入#相关
ENE

的临床应用研究也越来越多#

尤其是在口腔临床医学方面+

F

,

#几乎涉及了包括口

腔种植(齿槽外科(颌面外科(牙周手术(牙髓保存+

G

,

等各个领域)目前
ENE

的使用仍然局限于自体血

采集制备和即刻应用#患者在采血后#

ENE

必须立

-

&G&

-
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年
%

月#第
&'

卷

刻制备和用于术区#这样就有了空间和时间的限制#

并且有些患者需要制备的
ENE

的量比较大#需要采

血量多#不适合大量采血后立刻手术#因此需要有长

期有效保存
ENE

的方法)有研究发现#血小板在低

于
!"m

时会发生显著的改变+

#"

,

#例如血小板在
%m

环境中储存时#活性很快下降#

'O

后还有约
%"S

的

活性#

#!O

后活性仅剩
!"S

+

##

,

)在血小板保存研究

方面#有两种保存方法得到了公认#即
!!m

室温保

存和深低温保存)美国食品与药品监督管理局规

定#

!!m

室温条件下#血小板的储存时间为
&

"

$+

#

过期应予以废弃)而深低温条件下保存的血小板有

效期可以长达
#

"

&

年#且仍具有良好的临床灌输止

血效果+

#!

,

)

图
A

!

A

个时间点各孔的组织学观察(

!54

染色)

B)

7

A

!

!)(%$0$

7

)+,0$:('./,%)$-$*&$0'(,%A2)**'.'-%%)3'

#

$)-%(

(

!54(%,)-)-

7

)

WO,K4*)Z*220V<.3+.)*8,+X(E

"

WIE

*

8O,VO.8,*220V<.3+.)*8,+2,

L

,3,2*8,+K03,>B2.

L

.3*4-*

L

3.5.)*8.03

!

b!""

!!

兔是骨缺损修复研究的常用动物#并且颅骨的

成骨方式和结构与颌骨相似#可以作为检测颌骨缺

损修复效果的替代部位+

#&H#%

,

#因此#本研究采用兔颅

骨缺损为动物模型)在
ENE

制备过程中#因为血小

板的数量每天都会有
'S

"

#"S

的波动+

#$

,

#为了减

少误差#本研究中每个动物的两次采血和血小板计

数均在
#+

中同一个时间点由同一人操作完成)在

低温冷冻保存
ENE

时#为避免由于血小板在低温保

存过程中因血小板膜的损伤而影响其复温后的活

性#我们加入了终浓度为
$S

的血小板低温保护剂

A76B

+

#'

,

)

A76B

除了对血小板有保护作用外#低

浓度的
A76B

对人体不仅没有不良作用#并且有一

定的抑菌效果+

#D

,

)

本研究结果表明#低温冷冻保存的
ENE

在复温

后的活性与新鲜
ENE

活性相同#激活后同样可以具

有促进骨组织生长的作用)本实验中采用的植入物

X(E

"

WIE

是目前常用的无机骨组织替代材料#具

有骨传导性(无抗原性(无毒性#植入后作为支架和

桥梁#可起引导和支撑作用#供周围有活性的血管肉

芽组织长入及新骨组织的沉积)骨缺损的自我修复

是一个连续的复杂过程 #

ENE

促进骨缺损修复的机

制还不明确#但大部分学者认为是
ENE

中血小板激

活后释放的多种生长因子共同作用的结果#特别是

EAUQ

和
WUQH

&

+

#F

,

)

EAUQ

可以促进骨髓基质干细

胞和内皮细胞的有丝分裂#增加成骨细胞数量#促进

移植区的毛细血管生长)

WUQH

&

可促进成纤维细胞

和成骨前体细胞的有丝分裂#促进成骨细胞内骨基

质和成纤维细胞内胶原基质的沉积#有利于毛细血

管的生成+

#G

,

)

EAUQ

还能趋化(募集(激活巨噬细

胞#在血小板释放的生长因子作用消失以后#由募集

-

%G&

-
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第
%

期
>

陈
!

骏#等
>

低温冷冻富血小板血浆促进兔颅骨缺损修复效果的观察

来的巨噬细胞继续分泌巨噬细胞源性生长因子和血

管生长因子参与骨修复的过程)本研究结果表明#

ENE

促进骨缺损修复的作用在术后
%

周时已经开始

显现#术后
F

周时更加明显#并且低温冷冻保存的

ENE

和新鲜
ENE

表现为具有相同的早期促进骨修

复的作用#为今后建立
ENE

储存库提供了理论依

据)本研究还发现#术后
#!

周时#实验孔(空白孔(

对照孔的新骨
IW

值之间的差异无统计学意义#证

实了一些学者认为的
ENE

在骨修复早期起到促进

作用#而在后期并无明显优势的观点+

!"

,

)我国每年

有
$""

万左右无偿献血者捐献的血小板没有被分离

保存而被白白浪费+

!#

,

#如果能在采血的同时#制备

ENE

#建立低温个人
ENE

储存库#将有利于骨缺损

患者尽早恢复形态和功能的需求#并且有可能在战

创伤救治(重大灾难救援过程中发挥作用)另外#随

着国家战略血库建设的完善#免疫学的发展#以及同

种异体
ENE

应用研究的深入+

!!

,

#建立低温
ENE

储

存库将具有重要的意义)
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