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摘  要 

目的：探究骨折断端的微动与小鼠胫骨骨折愈合方向的影响关系。方法：将18只C57BL/6小鼠分为假手

术对照组(A组)、不稳定固定组(B组)及稳定固定组(C组)，每组各6只，其中B、C组制作胫骨骨折模型，

A组不做骨折处理，于术后7 d、14 d及21 d对三组进行X线摄影、染色及PCR基因检测，以观察骨折断端

髓内针固定情况、骨折线情况、骨痂生长情况、骨与软骨细胞的生长比例的差异及成骨标志性基因ALP、
Runx2和软骨形成标志性基因Aggrecan、Sox-9分布比例的不同。结果：X线扫描发现，B组：骨折处髓

内针插入情况良好，术后7 d、14 d及21 d小鼠骨痂形成少且缓慢，骨折线2周内始终较为清晰，3周后

稍模糊；C组：骨折处髓内针插入情况良好，术后7 d、14 d及21 d小鼠钙化骨痂形成较快且多，骨折线

模糊；A组为假手术对照组。染色及PCR基因检测分析发现，B组第7 d~21 d极少量骨组织被染成红色，

而软骨呈条状被染成蓝色，软骨逐步形成出现，软骨细胞的标志性基因显著升高，而成骨细胞的标志性

基因略有升高，骨总体呈现出以软骨成骨完成骨折愈合的表现；C组第7 d~21 d骨组织被多染成红色，

极少量为蓝色，成骨细胞的标志性基因显著增高，而成软骨细胞的标志性基因略有升高，可见总体呈现

出以成骨细胞增长的骨膜内成骨而进行骨折愈合的表现；A组为假手术对照组。结论：骨折断端较低的

机械应力可以促进骨折愈合更多地向成骨细胞增长的骨膜内成骨方向演进，这可有效减少骨折不愈合与

延迟愈合的发生。 
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Abstract 
Objective: To explore the relationship between the micro movement of the fractured end and the 
direction of tibial fracture healing. Methods: We divided 18 C57BL/6 mice into three groups: sham 
operation control group (group A), unstable fixation group (group B) and stable fixation group 
(Group C), with six mice in each group. The tibial fracture models were made in groups B and C, 
while the fracture treatment was not made in group A. X-ray photography, staining and PCR gene 
detection were performed on the 7th, 14th and 21st days after operation in the three groups to 
observe the fixation of intramedullary nail at the fracture end, fracture line, callus growth, growth 
ratio difference between bone and chondrocytes, and distribution ratio difference between os-
teogenic marker genes ALP, Runx2 and chondrogenic marker genes aggrecan and Sox-9. Results: 
In group B, X-ray scanning showed that the insertion of intramedullary needle at the fracture was 
good, and the callus formation of mice was less as well as slow on the 7th, 14th and 21st days after 
operation, and the fracture line was always clear within 2 weeks and slightly blurred after 3 
weeks. In Group C, X-ray scanning showed that the insertion of intramedullary needle at the frac-
ture was good as well as and the calcified callus of mice formed rapidly and more, and the fracture 
line was blurred on the 7th, 14th and 21st days after operation. Group A was sham operated con-
trol group. In terms of the staining and gene detection analysis, in group B, from the 7th day to the 
21st day, a very small amount of bone tissue was stained red, while cartilage was stained blue in 
strips, and cartilage gradually formed. The marker genes of chondrocytes were significantly in-
creased, while the marker genes of osteoblasts were slightly increased, and bone showed the per-
formance of complete fracture healing with cartilage osteogenesis. In group C, from the 7th day to 
the 21st day, the bone tissue was mostly stained red, and a very small amount was blue. The 
marker genes of osteoblasts were significantly increased, while the marker genes of chondrob-
lasts were slightly increased. It can be seen that the overall performance of fracture healing was 
based on the periosteal osteogenesis of osteoblasts; Group A was sham operated control group. 
Conclusion: Lower mechanical stress of fracture can promote fracture healing to evolve towards 
the direction of osteogenesis in periosteum where osteoblasts grow, which can reduce the risk of 
fracture nonunion and delayed healing. 
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1. 引言 

近年来，中国创伤骨折的发生率逐年上升，虽然目前创伤骨折手术内固定技术已经非常成熟与完善，

但骨折延迟愈合和不愈合的发病率仍然居高不下[1] [2]。据统计有 5%~10%的骨折最终会成为骨不连[3]。
骨不连在给患者带来了沉重的经济负担的同时，还会降低患者的劳动能力，引发众多并发症，使患者的

生活造成较大影响[4]。 
骨折愈合通常受全身性因素和局部因素的影响。全身因素包括患者的性别、年龄、代谢和营养状况、

活动情况等；局部因素包括：感染、骨质吸收或形成死骨、骨折端分离、骨折端异常活动(机械应力)等[5]。
其中，骨折部位的机械环境是影响骨愈合的重要因素之一，其对修复过程的快慢和成功与否有着重要的

影响[6]。据骨折部位的稳定性，骨折愈合主要包括两种方式，即原发性骨愈合(直接骨愈合)与继发性骨

愈合(间接骨愈合)。若骨折部位的骨折间隙小于 0.01 mm，局部应变小于 2%，无骨痂愈合过程称为原发

性骨愈合(直接骨愈合) [7] [8]。继发性骨愈合(间接骨愈合)发生在骨折间隙较大，局部相对活动度大的情

况[7] [9]。可见，骨折修复中骨折断端力学因素影响骨折愈合方式的观点是无需置疑的，但当前力学因素

对骨折愈合方向具体影响的相关动物实验研究证据尚不充分。 
因此，我们计划选择不同稳定度的髓内针内固定技术，通过对比判断当选择的内固定工具使得骨折

断端稳定度不同时，其对骨膜内成骨与软骨成骨的的比例影响具体有何不同，从而研究骨折断端的微动

与小鼠胫骨骨折愈合方向的影响关系。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 实验材料 
动物解剖器械(青岛大学附属医院科研中心骨科研究所)、小鼠髓内针(青岛大学附属医院科研中心骨

科研究所)、石蜡切片机(青岛大学附属医院科研中心)、电子显微镜(青岛大学附属医院科研中心骨科研究

所)；茜素红(青岛大学附属医院科研中心骨科研究所)、阿利新蓝(青岛大学附属医院科研中心骨科研究所)、
磷酸缓冲液。 

2.1.2. 实验动物及模型分组 
4 周龄 C57BL/6 雄性小鼠，共 18 只，体质量 21 g ± 3 g。结合以往经验，我们对胫骨骨折模型方案[10] 

[11] [12] [13]进行了改良，利用随机数字表法将小鼠按分为 3 组，每组 6 只，分别为假手术对照组(A 组)、
不稳定固定组(B 组)及稳定固定组(C 组)，共 3 组，每组分别使用 1%戊巴比妥钠按 1 mL/kg 腹腔注射，待

小鼠完全麻醉后，备皮、消毒小鼠右下肢，在小鼠右侧膝关节下切开约 1 cm 左右的纵行切口，于胫骨中

上 1/3 处分离肌肉及筋膜，不稳定固定组及稳定固定组于胫骨中段使用眼科剪剪断胫骨骨干，假手术对

照组不做骨折处理；3 组均立即使用生理盐水冲洗胫骨表面，不稳定固定组及稳定固定组分别将 0.7 mm、

1 mm 的髓内固定针自胫骨平台中心插入，使骨折达到功能复位。后将所有小鼠进行逐层缝合，制成小鼠

胫骨干骨折模型。在清洁环境下对术后小鼠进行单笼饲养，室温 20℃~24℃，湿度 55%~60%，定期消毒

与排风，常规给水、饮食及止痛药，小鼠可自由活动，小鼠胫骨干骨折模型的制作见图 1。 
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1~2：备皮消毒；3~7：切开 1 cm 纵行切口，分离胫骨干并冲洗，切开胫骨中段形成横行

骨折，插入髓内针使其骨折断端达到功能复位；8：缝合皮肤 

Figure 1. The production process of a mouse tibial fracture model 
图 1. 小鼠胫骨骨折模型的制作过程 

2.2. 方法 

2.2.1. 术后护理与指标获取 
手术当天，观察其苏醒情况。术后 3 d 之内，在饮用水中添加对乙酰氨基酚混悬滴剂用于术后镇痛。

术后 7、14、21 d 为指标获取的时间点。 

2.2.2. X 线分析 
通过 X 线检查评估骨折模型建立情况、髓内固定针形态及骨折愈合程度。分别于术后 7、14、21 d

用 X 线仪以 5 kV，7.0 s 曝光时间为固定参数拍摄小鼠右胫腓骨正侧位 X 线片。参数评估由三位研究人

员同时观察、讨论并统一意见后详细记录，作为分析依据。 
取其骨折术后胫骨骨痂，使用 4% PFA 固定，用 15%乙二胺四乙酸(EDTA)脱钙，梯度乙醇脱水，石

蜡包埋，切片厚 5 mm，使用阿利新蓝–茜素红染色，光镜观察其组织病理改变。 

2.2.3. 阿利新蓝–茜素红染色及 PCR 基因检测 
首先取其骨折术后胫骨骨痂 4% PFA 固定，后 15% EDTA 脱钙，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片厚

5 mm，用 0.015%的阿利新蓝染色液染色 20 min，冲洗后用 3%茜素红染色液染色 20 min，再次冲洗，使

用中性树胶封片，后显微镜下观察拍片，之后对骨痂组织进行 PCR 基因检测。 

2.2.4. 观察指标 
① 骨折模型建立情况、髓内固定针形态； 
② 骨折愈合程度； 
③ 染色中软骨与骨的分布比例； 
④ 成骨标志性基因 ALP、Runx2 和软骨形成标志性基因 Aggrecan、Sox-9 分布比例。 

3. 结果及分析 

3.1. 小鼠稳定性胫骨骨折模型效果观察 

小鼠苏醒后活动正常，术后无死亡，进食正常，骨折术后髓内针固定良好，髓内固定针无弯曲。 
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3.2. X 线分析 

通过 X 线扫描发现，不稳定固定组：术后 7 d，小鼠钙化骨痂形成极少，骨折线清晰；术后 14 d，
小鼠出现少量钙化骨痂，骨折断端仍清晰；术后 21 d 小鼠骨折线模糊，骨痂较少，骨折断端有骨性骨痂

连接，连接一般。稳定固定组：术后 7 d，小鼠钙化骨痂形成较多，骨折线稍模糊；术后 14 d，小鼠出现

较多钙化骨痂，呈明显丘状，骨折断端模糊；术后 21 d 小鼠骨折线模糊，骨痂已较少，骨折断端有骨性

骨痂连接，密度较高，连接好，见图 2。 
 

 
Figure 2. X-ray Findings of stable fixation group (above) and unstable 
fixation group (below) 
图 2. 稳定固定组(上)与不稳定固定组(下) X 线表现 

3.3. 阿利新蓝–茜素红染色 

 
Figure 3. Staining results of stable fixation group (above) and unstable fixation group (below) 
图 3. 稳定固定组(上)与不稳定固定组(下)染色结果 
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通过染色发现，稳定固定组：术后第 7 d~21 d，骨组织被多染成红色，极少量为蓝色，总体呈现骨

膜成骨的趋势；不稳定固定组：术后第 7 d~21 d，极少量骨组织被染成红色，而软骨呈条状被染成蓝色，

软骨逐步形成出现，总体呈现软骨成骨的趋势，见图 3。 

3.4. PCR 基因检测 

基因检测分析，我们发现在不稳定固定组，由于存在机械刺激的影响，成软骨细胞的标志性基因显

著升高，而成骨细胞的标志性基因略有升高，骨折以软骨成骨为主，总体呈现出以成软骨细胞完成骨折

愈合的表现。在稳定固定组，由于缺少了机械刺激的影响，成骨细胞的标志性基因显著增高，而成软骨

细胞的标志性基因略有升高，骨折愈合多以骨膜内成骨为主，可见总体呈现出以成骨细胞增长而进行骨

折愈合的表现，见图 4。 
 

 
Figure 4. Comparison of the number of cartilage osteogenic marker genes and osteogenic marker genes in the 
Sham surgery control group (Group A), unstable fixation group (Group B) and stable fixation group (Group C) 
图 4. 假手术对照组(A 组)、不稳定固定组(B 组)及稳定固定组(C 组)三组软骨成骨标志性基因和成 
骨标志性基因数量的对比 

4. 讨论 

骨折是指骨的连续性遭到破坏。引起骨折的原因有很多，可由暴力造成，也可由轻微损伤引起(主要

见于病理性骨折)。骨折之后的修复即为骨折愈合，骨折愈合和其它组织不同之处在于它能够完全恢复其

原有形式而不留有永久疤痕，但是并非所有的骨折都能达到完美愈合。若骨折在复位和固定后，骨折愈

合所需的时间超过 4 个月仍未达到骨折完全愈合称为骨延迟愈合；若在骨折发生 8 个月后骨折两端仍未

达到骨性连接的称为骨不连，又称骨折不愈合。 

https://doi.org/10.12677/acm.2023.1381774


李良刚 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2023.1381774 12661 临床医学进展 
 

骨修复是指骨和软骨的形成阶段，其通过骨膜内化骨或软骨内化骨方式进行。骨膜内化骨发生在骨

折断端固定相对稳固时，比如采用锁定钢板固定，此时由间充质分化成为胚性结缔组织膜，然后在此膜

内成骨。软骨内化骨发生在骨折固定不可靠、骨折端相对位移较多时，比如使用髓内钉、外固定等，这

种骨愈合包括软骨的持续生长与退化以及软骨组织不断被骨组织取代的过程。软骨内化骨发生、生长与

改建穿插交错的情况远较骨膜内成骨复杂[14]。骨膜内化骨和软骨内化骨在继发性骨愈合中依据骨折部位

稳定程度，可以单独发生，也可以同时发生。由于原发性骨愈合发生条件苛刻，在临床实际工作中所占

比例较低。多数情况是这样的：我们对股骨干骨折采用了锁定钢板固定，术中我们对于骨折固定也感到

满意，但在术后随访并不理想，其中在我们随访的 47 例股骨干骨折患者中，有近 50%的患者骨折部位仍

会出现大量的骨痂，致使出现骨折延迟愈合和不愈合，其中出现骨折延迟愈合 2 例，骨折不愈合 1 例，

总发生率达到了 6.4%，我们怀疑骨折断端没有确实的稳定，微动的存在刺激了大范围的软骨内化骨的发

生，所以在很多暴力骨折中，比如粉碎性骨折，即便我们采用了像锁定钢板这样很稳定的固定技术，仍

然不能消除骨折断端的微动，微动会诱发软骨内化骨，导致骨延迟愈合甚至不愈合。通过本次研究我们

发现，使用稳定度差的内固定装置进行骨折断端的固定时，我们从骨痂生长情况、染色及基因分析可见

骨折断端的骨折修复呈现软骨成骨的趋势，这种方式往往会导致骨折的不愈合或者延迟愈合，而使用较

为稳固的内固定器械进行断端的固定可以显著减少微动，促使骨折断端向骨膜内成骨发展。 
另外，本次研究结合以往研究者的经验，对骨折愈合模型进行改良并进行随机数字表分组，制作了

开放性胫骨骨干横形骨折髓内针固定模型，该模型其优势的优势在于：第一，制作过程允许在直视下完

成，我们使用刀片将胫骨骨干中段横向切断，这样可以保证骨折位置及分型的一致性，使得骨折形态不

易受同种异体间存在的骨骼相关参数影响，如骨密度不同、骨骼长度不同等影响；第二，髓内针针对术

后关节活动影响小，折端固定稳定、确切，无旋转移位的发生。此模型也存在不足，即：在于开放骨折

模型局部发生感染甚至骨髓炎的风险高，术中有破坏局部骨膜，影响折端血供，以及手术所致周围软组

织损伤的风险，均可影响骨折愈合过程[15]。同时，该实验应用了阿利新蓝–茜素红染色双染色法，其染

色原理是阿利新蓝是一种含铜离子的苯二甲蓝染料，可将黏多糖染成蓝色，在骨染色中把软骨染成蓝色；

茜素红能与钙结合形成红色沉淀，在骨骼染色中可将钙化的骨基质染成红色，可清晰的观察出软骨与骨

的分布[16]。 

5. 结论 

骨折断端的微动对骨折愈合方式有关键的影响，通过更加稳固的内固定方式，可以减少骨折的机械

微动，从而可以促进骨折愈合向骨膜成骨愈合方向演进，可减少骨折术后骨折不愈合与延迟愈合的风险。 
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