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摘　要　目的：观察血小板源性生长因子对末端病末端组织结构的影响，为血小板源性生长因子治疗末端病提供实验基础和理论

依据。方法：对筛选后的大鼠随机分成３组（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）组，其中Ⅰ组为血小板源性生长因子注射组，Ⅱ组为生理盐水注射组，Ⅲ

组为对照组。将Ⅰ、Ⅱ组大鼠放入电刺激跳跃造模装置里，通交流电４次·ｍｉｎ－１，通电电压由小逐步加大，直到大鼠出现有效跳

跃为止，共持续２０ｍｉｎ，休息１０ｍｉｎ，再持续２０ｍｉｎ。每天训练１次，每周６次，周日休息，持续４周。实验过程中常规纯鼠料喂

养。每周分别对血小板源性生长因子组和生理盐水组大鼠跟腱部位注射０．２ｍＬ血小板源性生长因子和生理盐水，其注射时间均

为大鼠休息日，对照组不做任何处理，造模４周后处死大鼠，进行取材，组织切片制作，ＨＥ染色。显微镜下观察每个样本跟腱末

端、纤维软骨区、跟骨区、腱骨界面、腱围共５个区域病理变化。结果：血小板源性生长因子注射组大鼠跟腱末端区发生了轻微的

病理性变化。生理盐水注射组大鼠跟腱末端区发生了明显的病理性变化。对照组大鼠跟腱末端区未发生明显的病理性变化。

结论：注射血小板源性生长因子可以不同程度的有效地预防大鼠跟腱末端病的发生。
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　　末端病是指肌腱、韧带、关节囊纤维层在骨上附
着部分发生劳损性变性而引起的疾患。末端病的主

要病理表现为：潮线涨潮；细胞明显增生；跟骨骨髓腔

内脂肪减少，跟骨内的软骨岛明显骨化；腱围组织水

肿增厚，炎性细胞浸润，异化骨形成等［１］。随着分子

生物学的发展，细胞因子在实验和临床的研究越来越

多，有研究证实了细胞因子［２－４］，对组织损伤有愈合

作用，有可能逆转末端病的病理变化，从而恢复正常

结构缓解症状和减少复发。本研究参照姚小卫等［５］

对大鼠跟腱末端病造模方法进行大鼠跟腱末端病造

模，应用血小板源性生长因子进行干预，观察跟腱末

端区组织结构的病理变化，分析血小板源性生长因子

对末端病的修复影响情况，探讨末端病的发病机理，

对其治疗方案的制定提供有力的实验依据，为末端病
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的防治提供科学有效的方案。

１　材　料
１．１　实验动物　选用 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠 ４０只，体重
（２５０±２０）ｇ，由山东省文登整骨医院动物实验中心
提供，实验动物合格证号：２０１０００１１。
１．２　实验药物　大鼠自体血小板源性生长因子、生
理盐水注射液、１０％甲醛固定液、脱钙剂（由甲酸３５
ｍＬ、乙酸１５ｍＬ、ＨＣｌ５０ｍＬ、甲醛５０ｍＬ，ＮａＣｌ５ｇ，蒸
馏水３５０ｍＬ配制而成）、７０％酒精、８０％酒精、９０％酒
精、９５％酒精、无水酒精、二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ、蒸馏
水、伊红染液、中性树胶。

１．３　实验仪器　Ｔｈｅｒｍｏ冷冻离心机、Ｔｈｅｒｍｏ移液
器、０．２２μｍ无菌滤器、细胞计数器、流式细胞仪、
－２０℃冷冻柜、－８０℃冷冻柜、水浴锅，ＬＡＢＣＯＮＣＯ
生物安全柜、自动双重纯水蒸馏水器、ＬＥＩＣＡ全自动
脱水机、ＬＥＩＣＡ手动切片机、病理组织漂烘仪、ＬＥＩＣＡ
自动染色仪、病理组织漂烘仪、倒置显微镜。

２　方　法
２．１　动物分组及喂养　选用３６只形接近平均体重
为（２５０±２０）ｇＷｉｓｔａｒ雄性大鼠，按国家标准啮齿类
动物固体混合饲料分笼饲养。进行随机编号，对应随

机数字表随机分成３组（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组），其中Ⅰ组为血
小板源性生长因子注射组，Ⅱ组为生理盐水注射组，

Ⅲ组为对照组。动物分组后每笼４～６只给予充足的
啮齿类动物饲料和自来水饲养，让大鼠自行饮食，动

物实验室内温度控制在２２～２６℃，湿度保持在４５％
～５０％之间。大鼠饲养的笼具、饲料槽及饮水瓶定期
清洗消毒。

２．２　大鼠血液的采集　参照叶少梅等［４］大鼠心脏取

血法，将大鼠麻醉后仰卧位固定于木板上，给予消毒

皮肤，首先将７号针头注射器抽取少量的低分子量肝
素钠行肝素化处理，然后将针头由大鼠剑突下缘正中

处斜穿入胸腔，针尖于皮肤成２０°～３５°，当针头插入
心脏，由于心脏搏动血液自然涌入注射器，然后缓慢

抽拉注射器的针芯，可取血２～３ｍＬ，大鼠可继续存
活。将抽好的血液注入到无菌的真空采血管，注射器

盖上针帽，放入无菌标本袋。

２．３　大鼠自体血小板源性生长因子的制备　在生物
安全柜将血液转移到１０ｍＬ的无菌离心管中，离心２０
ｍｉｎ。将离心后上层富含血小板的血清小心移出并不
带任何红细胞，放入无菌的１０ｍＬ离心管中。在－２０

℃冰箱中短期保存，－８０℃冰箱中长期保存。将冷
冻的富含血小板的血清在３７℃恒温水浴锅中融化，
时间不超过５ｍｉｎ。富含血小板的血清完全溶化后离
心６ｍｉｎ，然后用移液管将上清液轻轻取出转移到无
菌离心管中。加入强力霉素后用滤网过滤出杂质，抽

到３ｍＬ的针管中备用。

２．４　造模　本实验的动物模型是参照姚小卫等［３］的

大鼠跟腱末端病造模方法进行。将经过适应性电击

筛选后的大鼠随机分组成３组，即Ⅰ组血小板源性生
长因子注射组，Ⅱ组为生理盐水注射组，Ⅲ组为对照
组。打开控制开关，调整电压，由小逐步加大，直到大

鼠向上跳离铜棒出现有效跳跃为止，每 １５ｓ通电 １
次，持续２０ｍｉｎ，休息１０ｍｉｎ，再持续２０ｍｉｎ。每天造
模１次，造模时间均为周一到周六的下午进行，周日
停止电击，让大鼠休息，持续造模４周。其中一般通
电电压为４５Ｖ，个别情况下达到６０～８０Ｖ。
２．５　给药方法
２．５．１　血小板源性生长因子注射组　将大鼠固定在
操作台上，暴露其后肢，消毒，在其跟腱止点部位用１
ｍＬ的注射器针头插入，缓慢注射血小板源性生长因
子０．２ｍＬ，轻轻指揉跟腱部让血小板源性生长因子
充分吸收，每周注射１次，总共４周，注射时间均为大
鼠休息日。注射后第２天继续将大鼠放入自制电刺
激造模装置进行造模。

２．５．２　生理盐水注射组　将大鼠固定在操作台上，
暴露其后肢，消毒，在其跟腱止点部位用１ｍＬ的注射
器针头插入，缓慢注射生理盐水０．２ｍＬ，轻轻指揉跟
腱部让生理盐水充分吸收，每周注射１次，总共４周，
注射时间均为大鼠休息日。注射后第２天继续将大
鼠放入自制电刺激造模装置进行造模。

２．５．３　对照组　不进行任何注射。
２．６　取材方法
２．６．１　标本取材　当造模４周后，将大鼠固定在操作

台上，用１％氯胺酮按０．１ｍＬ·１００ｇ－１比例给大鼠行

腹腔注射麻醉，而后在助手的帮助下迅速将大鼠的双

侧后足取下，包括整条跟腱和跟腱的止点部位，取材过

程中动作轻柔，不要破坏跟腱的止点结构，取材范围勿

过大，避免其他组织的干扰，也勿偏小，造成重要部位

缺失，影响观察。取材完后按脊髓脱臼法处死大鼠。

２．６．２　切片的制作　将取下来的实验标本放入１０％
甲醛固定液中，并置于常温保存中保存２４ｈ。将固定
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好的标本用清水冲洗３ｈ后，置于脱钙溶液中进行脱
钙，脱钙液至少要没过标本２ｃｍ高，每２ｄ更换一次
脱钙液，共脱钙４ｄ。用细针探查标本是否脱钙完全，
当细针可轻松刺入跟骨，即脱钙完成，将标本用自来

水冲洗２４ｈ，然后按７０％酒精，８０％酒精，９０％酒精，
９５％酒精，无水酒精，无水酒精顺序进行标本脱水，脱
水完毕后予二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ透明，石蜡包埋。用
手动石蜡切片机切片，每个标本连续切片２～４张，切
片厚度约为０．５ｍｍ，不宜过厚过薄，而后用涂有多聚
赖氨酸的载玻片进行附片，最后将附好片的载玻片放

入病理组织漂烘仪内给予４０℃烘烤１ｈ，使得切片更
牢地附于载玻片上。

２．６．３　ＨＥ染色　将切好的载玻片置病理组织漂烘
仪内，调节漂烘仪温度至６０℃，烘烤３０ｍｉｎ，以使标
本切片更紧密粘附于载玻片上，不易脱落；按二甲苯

Ⅰ、二甲苯Ⅱ、无水酒精、无水酒精、９５％酒精、９０％酒
精、８０％酒精、７０％酒精顺序进行切片脱蜡，脱蜡完全
后放入蒸馏水水洗６０ｍｉｎ；将载玻片放入苏木素染色
６ｍｉｎ；用蒸馏水漂洗２ｍｉｎ；将载玻片放入盐酸酒精
分化２～５ｓ；用蒸馏水水洗１５ｍｉｎ；将载玻片放入伊
红染色５ｍｉｎ；用蒸馏水水洗２ｍｉｎ；按７０％酒精，８０％
酒精，９０％酒精，９５％酒精，无水酒精，无水酒精顺序
进行标本脱水，予二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ进行透明，用中
性树胶封固。

２．７　观察指标
２．７．１　一般形态体征观察　观察所有Ｗｉｓｔａｒ大鼠的
毛发光泽度、饮食、大小便、活动变化，跳跃次数，跳跃

高度、活动能力，并每周记录动物体重，取材时观察跟

腱及跟骨的外观、大小、硬度。

２．７．２　大鼠跟腱末端组织光学显微镜下组织形态的
观察　在显微镜下，观察每个标本跟腱的末端区，包
括末端跟腱、纤维软骨区、跟骨区、腱骨关节面、腱围

组织的形态，并在１０×４倍、１０×１０倍和１０×４０倍镜
下拍照记录，所有切片阅片均在同一放大倍数、同一

光强度下分析。

３　结　果
３．１　造模过程中的损耗　在造模过程中，血小板源
性生长因子注射组有３只出现抽搐猝死的，生理盐水
注射组有２只不能适应电击强度的大鼠均给予淘汰，
对照组大鼠数量不变。造模结束后大鼠在各组内的

分布见表１。

表１　造模结束后各组内大鼠分布情况　只

时间
组别

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
１周 １１ １２ １２
２周 １０ １０ １２
３周 ９ １０ １２
４周 ９ １０ １２

３．２　一般体征观察　实验过程中对照组大鼠神态安
静、活泼好动，皮毛发亮，饮食良好。血小板源性生长

因子注射组和生理盐水注射组大鼠在第１、２周电击
后明显出现气喘，饮水、进食量增加，有少量大鼠出现

皮毛脱落，第３、４周气喘明显减轻，饮食良好，皮毛无
明显脱落，以上情况显示大鼠逐渐适应电击量。大鼠

在注射血小板源性生长因子后未见明显异常，注射部

位未见红肿，大鼠活动如常。

３．３　叫声次数　在造模过程中，大鼠的尖叫声次数
随着时间的推移出现了不同的变化，每周叫声次数、

声音大小都一样。第１周，大鼠因电击时疼痛四处乱
窜，声音分贝比较高，次数比较多；第２周后大鼠渐渐
适应了电刺激，叫声次数相对第一周明显减少；第３
周有些大鼠出现避电行为，大鼠之间可通过前肢相互

支撑，利用可出现单只脚站立现象，或者四肢朝天以

致四肢没有接触铜棒无以形成回路；第４周后，大鼠
尖叫次数有所减少。

３．４　跳跃高度　第１周由于尚未适应电击，最大跳
跃高度可达１５ｃｍ；第２周明显适应造模仪内部环境
以及电刺激，最大跳跃高度为３５ｃｍ，第４周跳跃高度
较前３周都明显增高，最大可达到４５ｃｍ。
３．５　跳跃次数　第１周由于大鼠尚未适应电刺激，
有效跳跃次数仅为３０次；第２周后明显适应造模仪
内部环境及电击，跳跃次数增多；第３、４周跳跃次数
较前２周增加７０％以上。
３．６　活动能力　造模第１周生理盐水组和血小板源
性生长因子注射组大鼠的四肢由于刺激出现明显的

不适，主要表现在四肢伸不开；生理盐水和血小板源

性生长因子注射后无明显变化。第３周注射生理盐
水组症状仍进一步加剧，注射血小板源性生长因子组

症状有所缓解。

３．７　标本取材观察　取材全部由同一个人进行，其
中血小板源性生长因子注射组和生理盐水注射组的

大鼠跟腱部明显较对照组大鼠的跟腱增粗，后腿肌群

明显发达，趾底筋膜增厚。
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３．８　ＨＥ染色观察情况　图片字母所指区域：跟腱
（Ｔ）、纤维软骨区（ＵＥ）、潮线（ＴＭ）、钙化软骨区
（ＭＥ）、跟骨（Ｃ）、骨髓腔（ＣＣＭ）、脂肪垫（ＣＥＰ）、腱骨
关节面软骨（ＣＡ）、血管（ＢＶ）。
３．８．１　跟腱区ＨＥ染色观察情况　对照组在显微镜
可观察到跟腱由多束腱纤维平行排列组成，在各个纤

维束之间，有一排排成行排列的腱细胞，两者紧凑衔

接。腱细胞呈梭形，体积较小，中央有椭圆形的细胞

核，细胞核大，占整个细胞的３／５～４／５，胞浆红染较浅
［图１（１）、图２（１）］。生理盐水组跟腱腱纤维排列紊
乱，部分腱纤维断裂不规则，细胞呈梭形，体积较大，

数目较多，在腱的中间靠近端部位可发现多处玻璃样

变性区域，腱纤维结构模糊不明显，还有一些血管向

腱内生长，可见血管内的红细胞，还有部分炎性细胞

浸润［图２（２）］。血小板源性生长因子组跟腱的腱纤
维平行排列整齐规则，腱细胞排列整齐，结构清楚，细

胞核较完整，腱纤维呈波浪状，腱纤维较完整，部分切

片可见少许腱纤维微断裂的痕迹，大约占整条跟腱宽

带的５％左右，无炎性细胞浸润，未见明显匀质红染
的玻璃样变性区域［图２（３）］。
３．８．２　纤维软骨区ＨＥ染色观察情况　对照组在低
倍镜下，可见纤维软骨区的两个面厚度有所不同，靠

近腹侧的面较背侧的面略厚，腱纤维进入该区后，就

成为相互交织成束的 Ｓｈａｒｐｅｙ纤维。在高倍下可见
Ｓｈａｒｐｅｙ纤维之间有大量的软骨陷窝，每个陷窝内各
有１～２个软骨细胞紧凑在一起。软骨细胞呈椭圆
状，体积较腱细胞大，数目较多。潮线位于纤维软骨

区与钙化软骨区之间，其弯曲线平整光滑，曲线的弧

度趋势与跟骨的轮廓大致相当，形状像海潮（图３）。
生理盐水组纤维软骨区明显增厚，特别是腹侧面，其

远侧端部分出现了明显的钙化，而近侧端部分，向腱

区扩张，使原来的腱纤维软骨化，腱细胞转化成了软

骨细胞。发现有肉芽组织增生和血管浸入。血小板

源性生长因子组纤维软骨区的背侧面和腹侧面无明

显增厚，有些切片靠近远侧端出现了较小的钙化，约

占纤维软骨区面积２％ ～５％，近侧端向腿区略微推
进，未发见玻璃样变性和炎性细胞浸润，未见血管浸

入［图２（３）］。
３．８．３　钙化软骨区ＨＥ染色观察情况　对照组钙化
软骨区与跟骨的致密骨无明显的分界，其染色较均匀，

细胞数目较少［图２（１）］。生理盐水组钙化软骨区和
跟骨的染色不均匀，基质中出现了大量的类似潮线的

蓝染线条，有的与潮线的走行方向一致，有的在骨髓腔

周围环绕，形成沉积岩样的层状排列［图 １（２）、
图２（２）］。血小板源性生长因子组染色均匀，与跟骨
分界不明显，染色均匀，细胞数量不多，其形态和造模

组细胞相似，在纤维软骨区与钙化软骨区可见潮线向

腱区推进［图２（３）］。

图１　倒置显微镜下跟腱区ＨＥ染色图片

图２　倒置显微镜下跟腱区ＨＥ染色图片　×４００

３．８．４　跟骨和骨髓腔 ＨＥ染色观察情况　对照组跟
骨的致密骨质染色均匀，颜色深，其跟骨的骨小梁呈

片状，骨髓腔较大，内有较多脂肪空泡，无出现明显的

增生象［图４、图２（２）］。生理盐水组跟骨的致密骨
质染色均匀，其跟骨的骨小梁呈片状，骨髓腔及脂肪

空泡变小，骨小梁呈片状密集分布。骨髓呈现明显增
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生象：可见大量增殖的间充质细胞、幼稚母细胞、分叶

中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞等［图 １（２）、
图２（２）］。血小板源性生长因子组跟骨的致密骨质
红染均匀，其骨小梁呈片状，骨髓腔较大，跟骨致密

骨，骨小梁呈片状，骨髓腔内无出现明显增生象，内可

见大量脂肪组织空泡［图２（３）］。

图３　倒置显微镜下对照组纤维软骨区ＨＥ染色图片

图４　倒置显微镜下跟骨骨髓腔ＨＥ染色图片　×４００

３．８．５　腱骨界面ＨＥ染色观察情况　对照组位于跟
骨的背侧后上方，与跟腱接触的区域，有一层厚约

０．１０ｍｍ的透明软骨，有较多的软骨细胞，是跟腱与
跟骨的界面软骨。生理盐水组位于跟骨的背侧后上

方，与跟腱接触的区域，有一层厚约０．１０ｍｍ的透明
软骨，有较多的软骨细胞，是跟腱与跟骨的界面软骨。

血小板源性生长因子组关节软骨面光滑，厚度没有明

显增厚，与对照组大抵相同［图２（３）］。

４　讨　论
目前对末端病的发病机理尚没有统一的认识，我

国学者扈盛等［６－７］发现在造模过程中在末端区纤维

软骨区和钙化软骨区的潮线可向纤维软骨区方向上

涨。并发现大鼠跟腱末端区ｅＮ０Ｓ表达活跃。我们研
究早期发现在末端病末端区常见腱围组织水肿，毛细

血管扩张和炎性细胞浸润等，说明腱围组织血液供应

障碍，组织细胞坏死，其原因可能与外界牵拉力或者

超过了局部毛细血管的承受能力造成血管损伤。但

同时腱围毛细血管扩张，使局部血流增加，可促进末

端病的修复。

末端病的治疗方法很多，但如何探求一种能诱导

患者自身的修复，达到治本作用的方法是当前研究的

一个方向。随着细胞因子生物技术的发展，运用血小

板源性生长因子局部导入治疗骨折、韧带、肌腱损伤

的研究已深入，部分已经应用到临床，并取得一定效

果。我们研究表明，通过增加肌腱细胞增殖，胶原蛋

白的合成，血管的形成达到组织再生，体外和动物实

验证实，富含血小板血浆对腱组织胶原蛋白的沉淀和

肌腱血管化起到了积极的作用。对于自我修复能力

有限的末端组织，特定的血小板源性生长因子有可能

启动或加快这些组织的愈合过程。

综上所述，临床应用血小板源性生长因子促进末

端病的组织结构的修复是有潜力的。
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