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·基础研究·

小鼠同种异体皮质骨锚钉植入肱骨头实验
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摘要：［目的］将小鼠同种异体皮质骨锚钉植入肱骨头，观察检测成骨愈合情况。［方法］ 54 只 C57BL6/J 小鼠随机分为两

组，27 只用于制备同种异体皮质骨锚钉；另外 27 只为同种异体皮质骨锚钉植入受体。于植入术后 1、2、4、6、8、10 周各有

3 只动物行组织观察、免疫组化检测。1、4、10 周时各有 3 只动物行 Mcro-CT 检测。［结果］组织形态方面，同种异体皮质骨

锚钉植入后，同种异体皮质骨锚钉周围骨小梁逐渐增加，同种异体皮质骨锚钉逐渐被吸收，新生骨小梁长入同种异体皮质骨锚钉

内部。Micro-CT 检测显示，随着 1 周、4 周和 10 周的时间推移，骨小梁体积显著增加 [(0.20±0.37) mm3, (0.27±0.35) mm3, (0.34±
0.38) mm3, P=0.001]。免疫组化检测显示，随植入后 1、2、4、6、8 和 10 周的时间推移，OCN [(0.48±0.05), (0.65±0.05), (0.64±
0.06), (0.68±0.11), (0.73±0.03), (0.72±0.03), P=0.004]、TGF-β1 [(0.49±0.02), (0.58±0.02), (0.64±0.02), (0.67±0.01), (0.72±0.01), (1.07±
0.07), P<0.001]、JNK1 [(0.51±0.02), (0.63±0.01), (0.65±0.01), (0.68±0.07), (0.71±0.10), (0.83±0.19), P=0.022] 的光密度（optical densi⁃
ty, OD）值均显著升高。［结论］小鼠同种异体皮质骨锚钉植入肱骨头可验证材料的生物学性能，证实同种异体皮质骨锚钉在宿

主骨内成骨愈合能力良好。
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Allogenic cortical bone anchor implantation into humeral head in mice // LI Zhong-yao1, GAN Lu1, WU Yi-dong1, YU Kang-

kang1, YUAN Wei2, LI Wen-zheng3, ZHAO Zhong-yuan1, AN Ming-yang1, LI Chun-bao1. 1. Department of Sports Medicine, The Fourth Med⁃

ical Center, PLA General Hospital, Beijing 100048, China; 2. Department of Orthopedics, Special Medical Center, Strategic Support Force of

PLA, Beijing 100101, China; 3. The Fifth Clinical College, Shanxi Medical University, Taiyuan 030012, China
Abstract: [Objective] To observe and detect the osteogenic capacity of allogenic cortical bone anchors implanted into the humeral

head in mice. [Methods] A total of 54 C57BL6/J mice were randomly divided into two groups, 27 mice were used for preparing allogenic cor⁃
tical bone anchors, while another 27 mice were used as receptors for allograft cortical bone anchors. Three animals were sacrificed for tissue
observation and immunohistochemical detection at 1 week, 2 weeks, 4 weeks, 6 weeks, 8 weeks and 10 weeks after implantation, additional⁃
ly, for Mcro-CT at 1, 4 and 10 weeks respectively. [Results] In term of histological observation, trabecular bone gradually increased around
allogenic cortical bone anchors after implantation, while the allogenic cortical bone anchor was gradually absorbed, with new bone growing
into the interior of allogenic cortical bone anchors. Micro-CT showed that the trabecular volume increased significantly with the time of 1, 4
and 10 weeks [(0.20±0.37) mm3, (0.27±0.35) mm3, (0.34±0.38) mm3, P=0.001]. Immunohistochemical assays showed that with time of 1, 2, 4,
6, 8 and 10 weeks after implantation, osteocalcin (OCN) [(0.48±0.05), (0.65±0.05), (0.64±0.06), (0.68±0.11), (0.73±.03), (0.72±0.03), P=
0.004], TGF-β1 [(0.49±0.02), (0.58±0.02), (0.64±0.02), (0.67±0.01), (0.72±0.01), (1.07±0.07), P<0.001], andc-Jun N-terminal kinase
(1JNK1) [(0.51±0.02), (0.63±0.01), (0.65±0.01), (0.68±0.07), (0.71±0.10), (0.83±0.19), P=0.022] significantly increased in term of optical
density (OD) values. [Conclusion]The biological properties of mouse allogenic cortical bone anchors can be verified by implantation into hu⁃
merus head, and the osteogenic capacity of the allogenic cortical bone anchors in host bone is proved to be good.

Key words: mouse, bone anchor, in vivo implantation, humeral head, osteogenic capacity

韧带损伤是关节软组织损伤中常见的关节软组织

损伤，全球每年有超过 400 万人发生韧带损伤［1］，对

社会经济造成了重大负担［2］。严重的韧带损伤常常需

要使用缝合锚钉作为固定植入物，实现韧带与骨的重

新连接，保持腱-骨之间的牵拉力和稳定性，直到愈

合［3，4］。理想的锚钉材料应提供足够的机械固定力，

达到固定效果后可完全降解并被宿主骨替代［5］。研究

发现，皮质骨可以提供良好的初始固定效果，同时具
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有优异的成骨导向能力［6］，并且能够在没有残留异物

的情况下被宿主骨替代，是一种有前景的锚钉材

料［7］。目前，皮质骨锚钉已被开发并应用于临床，短

期疗效满意［8，9］。然而，皮质骨锚钉植入宿主骨后存

在钉体降解速度快、钉体周围成骨愈合速度慢的问

题，无法为韧带修复提供长久而坚强的固定［10］。解

决此问题需要深入了解皮质骨锚钉在宿主骨内的转归

及成骨愈合机制，并进行分子水平的干预。合适的动

物模型对于科学研究至关重要。目前关于皮质骨锚钉

的动物实验研究主要集中在利用绵羊等大动物模型探

讨其生物力学性能［11］，尚未开发出用于研究皮质骨

锚钉在宿主骨内的转归及其骨代谢机制的动物模型。

小鼠具有与人类相近的基因组成和表达，是细胞和分

子水平上探索复杂调控网络和信号通路的理想选择。

目前尚未开发出用于研究同种异体皮质骨锚钉转归及

其成骨愈合机制的动物模型。本研究旨在构建小鼠同

种异体皮质骨锚钉植入模型，观察成骨愈合情况并初

探其分子机制，为进一步深入研究提供有效的动物模

型。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

54 只 C57BL6/J 小鼠，雌雄不限，体重 25~30
g，购于北京斯贝福生物技术有限公司［动物生产许

可证号：SCXK（京） 2024-0001］。动物饲养于解放

军总医院动物中心。动物处置方法符合动物伦理学标

准，实验动物伦理批件号: AACU23-HX001-209。将

动物随机分为同种异体皮质骨锚钉的制备组 （27
只）和同种异体皮质骨锚钉植入组（27 只）。

1.2 动物模型建立

1.2.1 同种异体皮质骨锚钉的标准化制备

小鼠 CO2安乐死，选取小鼠双侧足部第三掌骨为

原材料制备同种异体皮质骨锚钉，游离并去除掌骨表

面肌肉、软组织，刻度尺辅助下切除掌骨两端关节周

围膨大骨质。对掌骨进行脱脂、脱蛋白处理。再次使

用刻度尺测量，选取长度为 4 mm 的掌骨，螺旋测微

器测量掌骨直径，选取直径 0.5~0.6 mm 的掌骨。低

温等离子灭菌掌骨 70 min，备用。见图 1。
1.2.2 同种异体皮质骨锚钉植入小鼠肱骨头

0.3%戊巴比妥钠溶液，一次性快速腹腔注射，

剂量为 1 ml/100 g。小鼠侧卧于实验台，于双侧肱骨

头表面钻孔，随后植入同种异体皮质骨锚钉。手术操

作过程：（1）于肩关节处作长 1.5 cm 纵行切口，切

口下见一“L”形静脉，肱骨头位于此“L”形横行

短支静脉下方；（2）用显微剪于三角肌表面“L”形

横行静脉上方剪开三角肌和冈上肌腱，显露肱骨头；

（3）用直径 0.5 mm 注射器针头于肱骨头表面钻孔，

钻孔方向与“L”形纵行静脉延伸方向一致，直径

0.6 mm 注射器针头扩大孔径；（4）钻孔成功后植入

同种异体皮质骨锚钉。见图 1。
1.3 样本采集

同种异体皮质骨锚钉植入术后 1、2、4、6、8、
10 周行组织病理学检测，每周处死 3 只动物，并于

术后 1、4、10 周行 Micro-CT 检测。颈脱法处死小

鼠，将肱骨头从肩关节完整游离，去除肱骨头周围软

组织，在距离肱骨头 5 mm 处横断肱骨干，留取近端

肱骨头侧作为待检组织样本。

1.4 检测指标

1.4.1 组织学观察

HE 染色：取肱骨头样本固定、脱钙、脱水，石

蜡包埋。修整蜡块，制备厚 4 μm 的石蜡切片，脱

蜡、水化后，加入高清恒染预处理液处理 1 min，加

入苏木素染液，染色 3~5 min，水洗，返蓝液返蓝，

95%的酒精脱水 1 min，加入伊红染液染色 15 s，逐

级乙醇快速脱水，中性树胶封片。

Masson 染色：取肱骨头样本固定、脱钙、脱

水，石蜡包埋。修整蜡块，制备厚 4 μm 的石蜡切

片，脱蜡、水化后，切片浸入 Masson A 液中浸泡过

夜，水洗；切片入 Masson B 液及 Masson C 液等比混

合的染液，浸染 1 min，水洗；切片入 Masson D 液浸

染 6 min，水洗；Masson E 液浸染 1 min，稍沥干直

接入 Masson F 液染，染色 2~30 s；1%醋酸漂洗分

化，无水乙醇脱水，中性树胶封片。

1.4.2 Micro-ct 检测

将肱骨头样本用福尔马林固定 24 h 后，使用

Perkin Elmer CT 机进行扫描。扫描参数：电压为 90
KV，电流为 80 mA，层厚为 10 μm，扫描模式为高

分辨率，扫描时间为 14 min。用 mimicis 21 软件进行

三维重建，重建范围为距离骨钉边缘 250 μm、生长

板以上 800 μm 的骨小梁。计算骨钉周围骨小梁体

积。见图 2。
1.4.3 免疫组化检测

免疫组化检测 TGF-β1、JNK1 以及成骨细胞标

志物 OCN 的表达。制备石蜡切片，脱蜡至水。组化

笔画圈以后，圈内滴加胃酶至完全覆盖组织，至

37℃烤箱孵育 30 min，取出冲洗干净。自然冷却后将

玻片置于 PBS（pH7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤 3
次，每次 5 min。切片放入 3%双氧水溶液，室温避

光孵育 25 min。玻片置于 PBS（pH7.4）中在脱色摇

床上晃动洗涤 3 次，每次 5 min。在组化圈内滴加

3%BSA 均匀覆盖组织，室温封闭 30 min。轻轻甩掉
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封闭液，在切片上滴加一抗 TGF-β（1∶200）、JNK1
（1∶100）、OCN（1∶100）切片平放于湿盒内 4°C 孵

育过夜。玻片置于 PBS（pH7.4）中在脱色摇床上晃

动洗涤 3 次，每次 5 min。滴加 HRP 标记的山羊抗兔

IgG，室温孵育 50 min。PBS（pH7.4）彻底清洗。切

片稍甩干后行 DAB 显色，显微镜下控制显色时间，

PBS （pH7.4） 冲洗切片终止显色。苏木素复染 3
min，水洗，苏木素分化液分化，水洗，返蓝液返

蓝，水洗，脱水、透明、封片、 显微镜检查。

图 1. 同种异体皮质骨锚钉制备和动物模型建立。1a: 小鼠足部骨骼，箭头所示为足部第三掌骨；1b: 刻度尺测量掌骨长

度；1c: 螺旋测微器测量掌骨直径；1d: 制备好的同种异体皮质骨锚钉；1e: 小鼠肩关节及其表面血管，箭头所示为“L”形

横行短支静脉；1f: 显露肱骨头（箭头所示为肱骨头）；1g: 直径 0.5 mm 的注射器针头进行钻孔；1h: 直径 0.6 mm 的注射器

针头扩大孔径，箭头所示方向为针头钻孔方向；1i, 1j: 同种异体皮质骨锚钉植入肱骨头。

Figure 1. Preparation of allogenic cortical bone anchor and establishment of the animal model.1a: Skeletal structure of a mouses foot
with the arrow indicating the third metacarpal bone of the foot; 1b: Measurement of the metatarsal length using a ruler; 1c: Measure⁃
ment of the metatarsal diameter using a caliper; 1d: Appearance of the prepared allogenic cortical bone anchor screws; 1e: Mouse shoul⁃
der and its surface blood vessels with the arrow indicating the “L”-shaped transverse short branch vein; 1f: Exposure of the humeral
head, with the arrow indicating the humeral head; 1g: Drilling with a 0.5 mm diameter syringe needle; 1h: Enlargement of the hole with
a 0.6 mm diameter syringe needle, with the arrow indicating the direction of needle drilling; 1i,1j: An allogenic cortical bone anchor
was implanted into the humeral head.
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1.5 统计学方法

采用 R（4.2.1）软件进行数据处理。正态分布的计

量资料以 x̄ ±s表示，根据各组数据的分布特点以及方差

齐性选择对应的统计方法，资料呈正态分布时，多组之

间互相比较采用单因素方差分析。数据呈非正态分布

时，采用秩和检验。P<0.05为差异有统计学意义。

图 2. 同种异体皮质骨锚钉及其周围骨小梁 CT 三维重建。2a: 同种异体皮质骨锚钉周围骨小梁的重建范围；2b: 1、4、10 周

时同种异体皮质骨锚钉周围的骨小梁。
Figure 2. CT 3D reconstruction of allogenic cortical bone anchors and their surrounding trabecular bone. 2a: Reconstruction range of tra⁃
becular bone around allogenic cortical bone anchors; 2b: Trabecular bone around allogenic cortical bone anchors at 1 w, 4 w and 10 w.

1 周 4 周 10 周

2 结 果

2.1 组织学观察

同种异体皮质骨锚钉植入小鼠肱骨头后的 HE 染

色结果见图 3a~3f，各个时间点的同种异体皮质（al⁃
lograft, ALG）骨锚钉均位于肱骨头内。2 周时，同种

异体皮质骨锚钉周围开始出现骨小梁包绕，同时周围

有大量细胞聚集（图 3b）， 6 周时，同种异体皮质骨

锚钉周围骨小梁逐渐增多（图 3d），8 周时，在骨小

梁形成的同时，开始出现皮质骨钉的吸收（图 3e），

10 周时，同种异体皮质骨锚钉周围骨小梁进一步形

成，随着同种异体皮质骨锚钉的吸收，骨小梁长入同

种异体皮质骨锚钉内部（图 3f）。
Masson 染色见图 3g~3l，胶原纤维呈深蓝色，骨

组织为红色或红蓝相间色。1周时，可见同种异体皮质

骨锚钉周围有胶原纤维包绕，胶原纤维外层有骨小梁

包围（图 3g），2 周时，同种异体皮质骨锚钉周围出现

骨小梁包绕（图 3h），4 周时，同种异体皮质骨锚钉周

围有更多的胶原纤维和骨小梁向骨钉聚拢（图 3i），6
周时，同种异体皮质骨锚钉开始降解吸收，骨小梁进

一步包绕同种异体皮质骨锚钉并长入同种异体皮质骨

锚钉内部（图 3j），10周时，同种异体皮质骨锚钉周围

骨小梁及胶原纤维面积较 2周时显著增加（图 3l）。
2.2 Micro-CT 检测结果

Micro-CT 检测同种异体皮质骨锚钉周围的骨小梁

体积见图 2。随时间推移，骨小梁的体积逐渐增加。各

时间点的骨小梁体积定量分析结果见表 1。随时间推

移，骨小梁体积逐渐增加；与 1周时相比，10周时骨小

梁体积显著增加（P<0.01）。
2.3 免疫组化检测结果

免疫组化检测成骨细胞标志物 OCN、TGF-β1、
JNK1 的表达图像见图 3。随着时间的推移，OCN、
TGF-β1、JNK1的表达均呈现逐渐上升趋势。各个时间

点免疫组化染色图像 AOD值定量分析结果见表 1。与 1
周时相比，6、8 和 10 周时 OCN 的表达显著增加（P<
0.05）。与 1周时相比，2、4、6、8、10周时，TGF-β1
的表达显著增加（P<0.05）。与 OCN和 TGF-β1的变化

趋势相似，1~10周 JNK1的表达也逐渐增加，与 1周时

相比，10周时 JNK1的表达显著增加（P<0.01）。

3 讨 论

研究皮质骨锚钉在宿主骨内的转归及成骨愈合机

制需要合适的动物模型。虽然同种异体皮质骨锚钉植

入小鼠体内的动物模型未见报道，但本研究成功利用

小鼠掌骨制作了同种异体皮质骨钉，并将其植入小鼠

肱骨头内，建立了小鼠同种异体皮质骨钉植入模型。

本研究初步评估了同种异体皮质骨锚钉周围宿主骨的

成骨愈合情况，结果显示，同种异体皮质骨钉植入后

能激活宿主骨的修复。相应地，损伤区域的 OCN、

TGF-β1 和 JNK1 等成骨相关细胞和因子的表达逐渐

增加，促进了成骨愈合。

目前，大多数研究选用绵羊、兔子等体型较大的

动物，用于研究同种异体皮质骨锚钉在宿主体内的生

物相容性和生物力学性能［12~17］。大动物有较大的骨

量，方便锚钉的植入和固定。然而，大动物模型存在

高昂的饲养和管理成本，并不适合进行分子和细胞机
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制的研究［18］，导致在研究同种异体皮质骨锚钉在宿

主骨内转归及其成骨愈合的机制方面，大动物模型的

应用受到了限制。相比之下，小鼠具有较低的饲养成

本、更高的骨代谢速率和更多的基因改造或药物干预

可能性［19］，虽然小鼠肩关节解剖结构较精细，操作

难度较大，但在先前的研究中，已经成功利用小鼠建

立了骨钻孔损伤修复的相关动物模型［20］。在本研究

中，作者利用小鼠趾骨相对规则的圆管状结构的特

点，制备了小鼠同种异体皮质骨锚钉，参照小鼠肩关

节特定的解剖标记，成功将同种异体皮质骨锚钉植入

小鼠肱骨头松质骨内，以观察同种异体皮质骨锚钉在

宿主骨内的转归和成骨愈合效果。结果表明，同种异

体皮质骨锚钉作为一种生物材料骨锚钉，具有较好的

生物相容性和生物降解性，能够与宿主骨形成良好的

结合，可为后续的机制研究提供实验基础。

图 3. 同种异体皮质骨锚钉植入小鼠肱骨头后的组织学和免疫组化染色所见。3a~3f: HE 染色 1、2、4、6、8、10 周所见；

3g~3l: Masson 染色 1、2、4、6、8、10 周所见；3m~3r：OCN 染色 1、2、4、6、8、10 周所见；3s~3x: TGF-β1 染色 1、2、
4、6、8、10 周所见；3y~3D: JNK1 染色 1、2、4、6、8、10 周所见。

Figure 3. Histological observation and immunohistochemical staining observed after the implantation of allogenic cortical bone anchor in
the humeral head of mice. 3a~3f: HE staining findings at 1 week, 2 weeks, 4 weeks, 6 weeks, 8 weeks and 10 weeks; 3g~3l: Masson stain⁃
ing findings at 1 w, 2 w, 4 w, 6 w, 8 w and 10 w; 3m~3r: OCN staining findings at 1 w, 2 w, 4 w, 6 w, 8 w, and 10 w; 3s~3x: TGF-β1 stain⁃
ing findings at 1 w, 2 w, 4 w, 6 w, 8 w, and 10 w; 3y~3D: JNK1 staining findings at 1 w, 2 w, 4 w, 6 w, 8 w, and 10 w.
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本团队前期开发了由山羊皮质骨制成的肩袖缝合

锚钉，并将其用于山羊肩袖损伤的缝合固定，观察同

种异体皮质骨锚钉修复肩袖损伤在不同时间段锚钉和

骨道壁之间的愈合情况。结果表明，骨锚钉在各个观

察时间点逐步与周围骨质融合，HE 染色检查显示在

第 12 周时骨锚钉与周围骨质完全融合［21］。与前期研

究结果类似，在本研究中，同种异体皮质骨锚钉植入

到肱骨头后，HE 和 Masson 染色结果显示，同种异

体皮质骨锚钉周围的骨质逐渐增多并长入骨钉内部，

说明随着时间的推移，同种异体皮质骨钉周围的骨小

梁和胶原纤维的面积逐渐增加并与周围骨组织形成良

好的结合。
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研究表明，异体骨在植入体内时也能引起骨的吸

收和重塑，导致相应的细胞因子发生变化［22］。TGF-
β1 参与成骨细胞的分化，并在调节骨代谢［23］、骨折

愈合［24］、维持正常骨重塑［25］等过程中发挥重要作

用。在一项利用超声波骨切割技术与传统钻孔技术比

较的实验中，Esteves 等［26］观察到在小猪胫骨上进行

钻孔后，在骨缺损修复的同时，TGF-β 的表达增

加。Zhang 等［27］的研究表明，巨噬细胞极化可以增

加 TGF-β1 的表达水平，从而促进体内骨缺损的修

复。TGF-β1 的下游信号分子 JNK1 在维持成骨细胞

功能和骨质稳定中也发挥着关键作用。在一项利用基

因敲除小鼠模型进行的研究中［28］，研究人员探讨了

JNK1 对骨质疏松和骨形成的影响。结果显示，缺乏

JNK1 的小鼠成骨分化受损，长骨的骨量显著减少。

本研究的实验结果与上述报道相似，同种异体皮质骨

锚钉植入小鼠肱骨头后造成的骨损伤能够激活 TGF-
β1、JNK1 和成骨细胞的表达，从而促进周围骨的形

成。在此基础上，可以进一步用于研究同种异体皮质

骨锚钉的转归及其成骨愈合机制。

综上所述，本研究开发了一种小鼠同种异体皮质

骨锚钉植入模型，通过将同种异体皮质骨锚钉植入小

鼠肱骨头内，观察同种异体皮质骨锚钉在宿主骨内的

转归和周围成骨愈合情况，发现损伤局部 OCN、

TGF-β1 和 JNK1 等成骨相关因子的表达逐渐增加，

促进成骨愈合。本研究为后续同种异体皮质骨锚钉在

宿主骨内的转归及其成骨愈合机制的研究提供了实验

基础。同时，本研究未进行生物力学探索，还需进一

步实验验证。
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