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液氮冷冻法诱导犬股骨头缺血性坏死

模型 ＭＲＩ影像与病理观察
朱建龙，赵红昌

（浙江省杭州市萧山区第四人民医院，浙江　杭州　３１１２２５）

摘　要　目的：从ＭＲＩ影像和病理表现２个方面研究液氮冷冻法诱导的犬股骨头缺血性坏死模型。方法：选取１２只健康成年雄

性Ｂｅａｇｌｅ犬，通过手术暴露其右侧股骨头后用一铁制漏斗套于股骨头，将１００～１５０ｍＬ液态氮倒入漏斗内，并维持冷冻３ｍｉｎ，用

３７℃温盐水将股骨头复温。左侧股骨作为对照。造模后即开始观察实验犬的一般情况，造模后１个月随机选取６只Ｂｅａｇｌｅ犬进

行双侧股骨头ＭＲＩ扫描及病理学检测，造模后２个月对剩余６只Ｂｅａｇｌｅ犬进行双侧股骨头 ＭＲＩ扫描和组织病理学检测。结果：

①ＭＲＩ扫描。造模后１个月可见实验侧股骨头内于Ｔ１Ｗ上出现均质低信号，Ｔ２Ｗ信号升高，ＳＴＩＲ信号升高更为明显，呈散在、点

状分布于股骨头内；关节腔内可见少量关节积液；股骨头形态规则，边缘光滑，大小与对侧正常的股骨头一致。造模后２个月实验

侧股骨头内于Ｔ１Ｗ上呈低信号，Ｔ２Ｗ上呈略高信号，ＳＴＩＲ上呈略高信号；关节腔内积液；股骨头边缘不规则，变扁，变小；股骨头

碎裂。②组织病理学观察。造模后１个月实验侧骨膜不完整，软骨部分脱落，软骨层变薄，软骨细胞排列紊乱；骨小梁稀疏变细，

结构紊乱，有碎片出现，骨细胞陷窝空疏，骨细胞核固缩，部分血管栓塞；骨髓腔内造血组织明显减少，细胞数目及网状结构较正常

稀疏，可见到大量脂肪细胞、多形核细胞、炎性细胞浸润，脂肪细胞体积增大，有的融合成泡状。造模后２个月实验侧关节面破坏

严重，组织结构紊乱、破碎，关节软骨表层脱落、碎裂，软骨细胞排列紊乱，切线层变薄，同源软骨细胞数减少，软骨下潮线区变薄，

钙化带与软骨下骨小梁不连续，呈“倒钟乳”状，软骨内可见到破骨细胞性骨吸收，形成髓腔。软骨下血管内可见血栓形成。骨基

质中有大量的空骨陷窝，仅见少量骨细胞散在，细胞核固缩偏移。骨小梁稀疏、变细、不完整，出现微骨折，或骨小梁碎裂、紊乱，部

分溶解呈片状。破骨细胞散在其间，骨髓组织坏死明显，有纤维组织增生修复，脂肪细胞肥大，也可见到其坏死、崩解后留下的空

腔。骨髓内见出血区，造血细胞减少，大量脂肪细胞聚集，部分融合成大泡。结论：液氮冷冻法诱导的犬股骨头缺血性坏死模型符

合股骨头坏死病变的一般规律，具有良好的重复性，是股骨头缺血性坏死的理想模型。

关键词　股骨头坏死　模型，动物　狗　磁共振成像　病理过程　液氮冷冻法
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ｍｉｃｒｏｆｒａｃｔｕｒｅ，ｏｒｓｈａｔｔｅｒｅｄａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａｗｉｔｈｓｏｍｅｍｅｒｇｅｄｉｎｔｏｌａｍｉｎａｒｓｈａｐｅ；ｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｓｃａｔｔｅｒｅｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ，ｐｒｏｍｉｎｅｎｔ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｍｙｅｌｏｉｄｔｉｓｓｕｅ，ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｆｉｂｒｏｐｌａｓｉａｒｅｐａｉｒ，ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｏｆｆａｔｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｏｍｅｏｆｔｈｅｉｒｌｅｆｔｃａｖｉｔｉｅｓａｆｔｅｒｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｄｉｓｉｎｔｅ

ｇｒａｔｉｏｎ；ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｂｌｅｅｄｉｎｇａｒｅａｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ，ｒｅｄｕｃｅｄａｍｏｕｎｔｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｓ，ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｆａｔｃｅｌｌｓｗｉｔｈ

ｓｏｍｅｍｅｒｇｅｄｉｎｔｏｂｕｌｌａ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｃａｎｉｎｅｍｏｄｅｌｗｉｔｈｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄａｖａｓｃｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｌｉｑｕｉｄｎｉｔｒｏｇｅｎｆｒｏｚｅｎ，ｗｈｉｃｈｉｓｃｏｎ

ｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｒｕｌｅｏｆｆｅｍｕｒｈｅａｄｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｉｓｇｏｏｄｉｎｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｔｙ，ｉｓａｋｉｎｄｏｆｉｄｅａｌｍｏｄｅｌｆｏｒｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄａｖａｓｃｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｆｅｍｕｒｈｅａｄｎｅｃｒｏｓｉｓ；Ｍｏｄｅｌｓ，ａｎｉｍａｌ；Ｄｏｇｓ；Ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ；Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｐｒｏｃｅｓｓｅｓ；ｌｉｑｕｉｄｎｉｔｒｏｇｅｎｆｒｏｚｅｎ

　　目前早期股骨头缺血性坏死的动物模型众多，但
是迄今仍然没有一种方法能完全模仿人股骨头缺血

性坏死的病理过程。大多数模型只能反映股骨头缺

血性坏死的早期病理变化；而不能复制出发生在人类

缺血性坏死的股骨头上的软骨下骨折导致力学性质

改变，股骨头塌陷，进入骨性关节炎阶段的模型。笔

者应用液氮冷冻法造成Ｂｅａｇｌｅ犬股骨头缺血坏死，从

ＭＲＩ影像和病理表现２个方面进行了观察，现总结报

告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　健康成年雄性Ｂｅａｇｌｅ犬１２只，体质

量（１０±０．５）ｋｇ，由浙江中医药大学动物实验中心提
供，实验动物合格证号：２２－００３６５７。

１．２　实验仪器　美国 ＧＥ公司 Ｓｉｇｎａ１．５ＴＭＲ扫描

仪；英国Ｓｈａｎｄｏｎ公司石蜡切片机。

２　方　法
２．１　造模方法　取实验 Ｂｅａｇｌｅ犬右侧股骨进行造

模，左侧作为对照。将Ｂｅａｇｌｅ犬用３％戊巴比妥钠静

脉注射（１ｍＬ·ｋｇ－１）麻醉后，固定于手术台上，右髋

部剃毛，清洁皮肤，安尔碘消毒，按无菌操作原则进行

手术。取髋关节后外侧切口，长约５ｃｍ，依次切开皮
肤、筋膜，分离肌肉至关节囊。切开关节囊，暴露股骨

头。股骨头周围用干纱布充填，以保护股骨头周围组

织。用一铁制漏斗套于股骨头，将１００～１５０ｍＬ液态
氮倒入漏斗内，并维持冷冻３ｍｉｎ，用３７℃温盐水将

股骨头复温，逐层缝合切口，无菌敷料覆盖。术中及

术后静脉滴注５％葡萄糖盐水５００ｍＬ＋庆大霉素２４

万Ｕ，术后第２天和第３天改用青霉素１６０万Ｕ肌肉

注射。术后圈内饲养，任其自由活动。

２．２　效果观察　造模后即开始观察实验犬的一般情

况，造模后１个月随机选取６只Ｂｅａｇｌｅ犬进行ＭＲＩ扫

描及病理学检测，造模后２个月对剩余６只进行 ＭＲＩ

扫描和组织病理学检测。

２．２．１　ＭＲＩ扫描　选用冠状面 Ｔ１Ｗ、Ｔ２Ｗ、ＳＴＩＲ及

横断面Ｔ１Ｗ、Ｔ２Ｗ扫描，层厚３ｍｍ，层距０．５ｍｍ，矩

阵为２５６×１９２。观察股骨头轮廓、骨质密度及骨小梁

变化，以及是否有囊性变或硬化、股骨头皮质下新月

状透亮影及内部裂隙样透亮线形成。

２．２．２　组织病理学检测　取双侧股骨头，沿股骨头

凹冠状面剖成２半，置于１０％甲醛溶液中固定４８ｈ，

０．２７ｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ－２Ｎａ（ＰＨ＝７．４，温度４℃）脱钙

３个月，每周更换 １次脱钙液。待股骨头脱钙完全

后，将所有标本放至脱水机中应用梯度乙醇脱水

（７５％→８５％→９５％→无水乙醇）。然后经二甲苯透

明后石蜡包埋，切片，ＨＥ染色。观察股骨头的组织及

细胞结构改变情况。

３　结　果
３．１　一般情况　造模后前３ｄ实验犬精神萎靡，摄

食减少，倦卧少动，右侧后足不愿活动，行走时明显跛

行，并且右后足被自己咬破。３ｄ后动物神态正常，皮

毛顺滑，摄食、睡眠、二便及活动量均正常，右侧后足

明显跛行，跑跳时经常滑倒。
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３．２　股骨头外观　造模１个月后，实验侧股骨头变
扁平，轮廓光滑，软骨面完整，无缺损，剖面见关节软

骨厚度基本一致，软骨下骨小梁可见。造模 ２个月
后，实验侧股骨头扁平，呈蘑菇状。其中１只 Ｂｅａｇｌｅ
犬股骨头可见骨质明显增生，表面粗糙不平，软骨有

缺损，负重区有面积不等的软骨塌陷，颜色淡红，有散

在分布的白色斑，剖面见关节软骨厚薄不均，凹凸不

平，关节软骨负重区有塌陷（图１）。
３．３　ＭＲＩ扫描　造模后１个月可见实验侧股骨头内
于Ｔ１Ｗ上出现均质低信号，Ｔ２Ｗ信号升高，ＳＴＩＲ信
号升高更为明显，呈散在、点状分布于股骨头内，关节

腔内可见少量关节积液；股骨头形态规则，边缘光滑，

大小与对侧正常的股骨头一致［图２（１）］。２个月后
实验侧股骨头内 Ｔ１Ｗ低信号，Ｔ２Ｗ略高信号，ＳＴＩＲ
略高信号；关节腔内积液，股骨头边缘不规则，变扁，

变小，股骨头碎裂［图２（２）］。
３．４　组织病理学观察　①造模后１个月，正常股骨
头骨小梁结构完整、粗大、密集，排列整齐，骨小梁中

的骨细胞清晰可见，空骨陷窝少见；软骨层结构完整，

软骨细胞排列整齐；骨髓中造血细胞丰富，骨髓腔内

造血组织丰富，脂肪组织相对较少，脂肪细胞形态正

常，小血管正常，结构完整，血管内皮细胞丰富［图３
（１）］。实验侧骨膜不完整，软骨部分脱落，软骨层变

薄，软骨细胞排列紊乱；骨小梁稀疏变细，结构紊乱，

有碎片出现，骨细胞陷窝空疏，骨细胞核固缩，部分血

管栓塞；骨髓腔内造血组织明显减少，细胞数目及网

状结构较正常稀疏，可见到大量脂肪细胞、多形核细

胞、炎性细胞浸润，脂肪细胞体积增大，有的融合成泡

状［图３（２）］。②造模后２个月实验侧关节面破坏严
重，组织结构紊乱、破碎，关节软骨表层脱落、碎裂，软

骨细胞排列紊乱，切线层变薄，同源软骨细胞数减少，

软骨下潮线区变薄，钙化带与软骨下骨小梁不连续，

呈“倒钟乳”状，软骨内可见到破骨细胞性骨吸收，形

成髓腔，软骨下血管内可见血栓形成；骨基质中有大

量的空骨陷窝，仅见少量骨细胞散在，细胞核固缩偏

移；骨小梁稀疏、变细、不完整，出现微骨折，或骨小梁

碎裂、紊乱，部分溶解呈片状，破骨细胞散在其间；骨

髓组织坏死明显，有纤维组织增生修复，脂肪细胞肥

大，也可见到其坏死、崩解后留下的空腔，骨髓内见出

血区，造血细胞减少，大量脂肪细胞聚集，部分融合成

大泡［图３（３）］。

４　讨　论
理想的股骨头缺血性坏死动物模型除了要求与

人类的股骨头缺血性坏死有相似性和可比性外，还应

具备以下几个特征：①符合人类股骨头坏死病变的病
理过程；②模型有良好的可重复性；③动物的解剖和

图３　Ｂｅａｇｌｅ犬股骨头组织病理学观察（ＨＥ染色　×４００）

（１）软骨层结构完整　（２）骨膜不完整，软骨部分脱落骨小梁稀疏变细，结构紊乱

（３）骨基质中有大量的空骨陷窝，仅见少量散在的骨细胞
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生理特点尽可能与人类相似；④经济可行。灵长类动
物解剖及生理特点与人类近似，是制造股骨头缺血性

坏死模型最理想的动物。但是由于灵长类动物存在

驯养困难、费用昂贵、实验周期较长等问题，影响了它

们的使用。而犬的解剖和生理特点与人类相似、温顺

听话、费用适中、实验周期短，因此本实验选用 Ｂｅａｇｌｅ
犬作为实验动物。

制作股骨头缺血性坏死模型的常用方法是激素

诱导法。Ｍｉｙａｎｉｓｈｉ等［１］对不同类型糖皮质激素致股

骨头坏死的作用进行比较，结果发现醋酸甲基泼尼松

龙具有相对较强的致股骨头坏死作用，激素型股骨头

坏死模型虽可出现不同程度的坏死但与人类的情况

仍存在很多不同之处。此外，还有多种股骨头缺血性

坏死模型制作方法，如股骨头颈截断及结扎股骨头供

血血管的创伤模型，酒精灌胃的酒精性股骨头缺血性

坏死模型，减压病股骨头缺血性坏死模型，内毒素股

骨头缺血性坏死模型，液氮冷冻股骨头缺血性坏死模

型及股骨头缺损股骨头缺血性坏死模型等。

非创伤性股骨头缺血性坏死的发病机制至今尚

未完全明了，但所有股骨头缺血性坏死的病理变化是

一致的，即骨细胞坏死和随后的修复反应［２］。

Ｈａｎｚｅｕｒ等［３］提出的早期股骨头缺血性坏死判断标准

为：①至少有部分骨小梁坏死，存在５０％以上的空骨
陷窝；②异常骨髓出现在坏死骨小梁周围；③无局部
感染和肿瘤病灶存在的证据。Ｔａｋａｏｋａ等［４］首次建立

了液氮冷冻股骨头坏死模型，之后许多研究者复制、

改良其方法。如杨述华等［５］利用液氮冷冻成功地建

立了兔股骨头坏死模型。顾晓峰等［６］手术暴露犬股

骨头并用液氮冷冻，同时破坏股骨头基底部血管和软

组织，术后１１周承重区软骨下骨见明显囊性改变，承
重区塌陷。王江泳等［７］采用液氮棉球冷冻成年新西

兰大白兔双侧股骨头负重区建立股骨头坏死模型。

液氮冷冻建立股骨头缺血性坏死模型的机理可能是

液氮冷冻可引起血管痉挛、血管内皮细胞受损、血管

内凝血、血管通透性增加，继而发生出血和复温后的

缺血再灌注损伤，最终导致股骨头坏死。而且液氮冷

冻还不同于化学方法造成的坏死，不会残留化学物

质。另外，该方法造模所需时间短，坏死成功率高，动

物死亡率低，可重复性好［８］。通过液氮冷冻建立的模

型，由于冷冻立即使股骨头呈完全性坏死，而且逐步

开始修复反应，是一个坏死程度和坏死时间可以控制

的标准化的动物模型，适合于治疗研究。

本实验采用了液氮冷冻方法成功制作了犬股骨

头缺血性坏死模型。它成功地表现了股骨头的坏死

和修复过程。造模后１个月 ＭＲＩ可见实验侧股骨头
内于Ｔ１Ｗ上出现均质低信号，Ｔ２Ｗ信号升高，ＳＴＩＲ
信号升高更为明显，呈散在、点状分布于股骨头内，关

节腔内可见少量关节积液，股骨头形态规则，边缘光

滑，大小与对侧正常的股骨头一致。病理切片示骨膜

不完整，软骨部分脱落，软骨层变薄，软骨细胞排列紊

乱；骨小梁稀疏变细，结构紊乱，有碎片出现；骨细胞

陷窝空疏，骨细胞核固缩；骨髓腔内造血组织明显减

少，细胞数目及网状结构较正常稀疏，可见到大量脂

肪细胞、多形核细胞、炎性细胞浸润等，脂肪细胞体积

增大，有的融合成泡状。

因此，笔者认为液氮冷冻法诱导的犬股骨头缺血

性坏死模型符合股骨头坏死病变的一般规律，具有良

好的重复性，是股骨头缺血性坏死的理想模型。
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