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２种冷冻时长进行液氮冷冻法犬股骨头坏死造模的效果比较
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摘　要　目的：比较２种冷冻时长进行液氮冷冻法犬股骨头坏死造模的效果。方法：将１２只 ＳＰＦ级健康成年雄性比格犬随机分

为２组，每组６只。均采用液氮冷冻法进行股骨头坏死造模，液氮冷冻时长分别为８ｍｉｎ（冷冻８ｍｉｎ组）和４ｍｉｎ（冷冻４ｍｉｎ组）。

造模手术后观察并记录动物的一般情况。造模后９周，进行Ｘ线和ＭＲＩ检查，并以ＭＲＩ影像作为判断股骨头坏死的标准。影像

学检查结束后，处死动物，取出造模侧股骨头，进行大体观察和病理学检查（ＨＥ染色）。结果：①一般情况。至最终处死前，２组均

无动物死亡。造模手术后２ｄ内，所有动物均开始出现饮食减少、精神萎靡、活动减少等表现。冷冻４ｍｉｎ组动物的上述表现均在

１周内改善；冷冻８ｍｉｎ组动物的上述表现约在２周后逐步恢复正常，切口愈合缓慢，而且均出现了跛行现象。冷冻８ｍｉｎ组的

１只动物在造模手术后第３天出现术区皮肤红肿，造模手术后１周时出现对应部位皮肤组织坏死及化脓，造模手术后４周时愈

合。②影像学检查结果。Ｘ线片显示，冷冻８ｍｉｎ组动物造模侧股骨头均出现了不同程度的变化，如骨质硬化、关节间隙变窄，但

变化不明显，且部分动物的股骨头出现了囊性变；冷冻４ｍｉｎ组仅２只动物的股骨头出现了轻微的骨质硬化。ＭＲＩ显示，冷冻

８ｍｉｎ组所有动物Ｔ２ＷＩ上均可见股骨头骨髓水肿和关节腔积液表现，Ｔ１ＷＩ上均可见线样低信号，均达到股骨头坏死标准；冷冻

４ｍｉｎ组４只动物Ｔ２ＷＩ上可见股骨头骨髓水肿和关节腔积液表现，其余２只动物的 Ｔ２ＷＩ上仅可见关节腔积液表现，Ｔ１ＷＩ上均

无明显改变。③大体观察结果。冷冻８ｍｉｎ组股骨头扁平、表面较粗糙，部分股骨头出现软骨裂纹，部分股骨头软骨磨损严重；冷

冻４ｍｉｎ组股骨头形态无明显改变，表面较光滑，仅部分动物的股骨头出现了软骨裂纹或轻微软骨磨损。④病理学检查结果。冷

冻８ｍｉｎ组股骨头组织骨陷窝内大部分骨细胞核消失，同时可见骨小梁断裂；冷冻４ｍｉｎ组股骨头组织大部分骨陷窝内可见骨细

胞核，骨小梁完整。冷冻８ｍｉｎ组股骨头组织空骨陷窝率高于冷冻４ｍｉｎ组［（２０．２１±２．６）％，（１３．５１±３．１）％，ｔ＝４．０５５，Ｐ＝

０．００２］。结论：以液氮冷冻法进行犬股骨头坏死造模时，液氮冷冻８ｍｉｎ的造模成功率高于液氮冷冻４ｍｉｎ。
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ｎｕｃｌｅｉｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｉｎｍｏｓｔｏｆｔｈｅｂｏｎｅｌａｃｕｎａｅｏｆｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄｔｉｓｓｕｅｓｉｎｍｏｄｅｌｃａｎｉｎｅｓｏｆ４－ｍｉｎｆｒｅｅｚｉｎｇｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｂｏｎｅｔｒａｂｅｃ

ｕｌａｅｗｅｒｅｉｎｔａｃｔ．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｍｐｔｙｂｏｎｅｌａｃｕｎａｅｉｎｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎ８－ｍｉｎｆｒｅｅｚｉｎｇｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ４－ｍｉｎ

ｆｒｅｅｚｉｎｇｇｒｏｕｐ（２０．２１±２．６ｖｓ１３．５１±３．１％，ｔ＝４．０５５，Ｐ＝０．００２）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｓｕｃｃｅｓｓｒａｔｅｉｓｈｉｇｈｅｒｉｎｃａｎｉｎｅＦＨＮｍｏｄｅｌｉｎ

ｄｕｃｅｄｂｙＬＮＦｆｏｒ８ｍｉｎｕｔｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｏｎｅｓｆｏｒ４ｍｉｎｕｔｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｆｅｍｕｒｈｅａｄｎｅｃｒｏｓｉｓ；ｍｏｄｅｌｓ，ａｎｉｍａｌ；ｃａｎｉｓｆａｍｉｌｉａｒｉｓ；ｌｉｑｕｉｄｎｉｔｒｏｇｅｎ

　　股骨头坏死是骨科常见的难治性疾病［１］。建立

有效的动物模型，对于探索股骨头坏死的发生机制和

新的治疗方法均有重要意义。目前用于股骨坏死造

模的实验动物和造模方法较多，其中以液氮冷冻法制

备的犬股骨头坏死模型应用最为广泛［２－５］。但对于造

模过程中液氮冷冻的最佳时长，目前尚未见到相关研

究。因此，本研究选择文献报道的４ｍｉｎ［６］和８ｍｉｎ［７］

２种冷冻时长进行了对比研究，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　试验动物　ＳＰＦ级健康成年雄性比格犬１２只，

年龄１７～２３个月，体质量１０．１～１２．２ｋｇ。所有犬均

购自沈阳康平实验动物研究所，实验动物许可证号

ＳＣＸＫ（辽）２０１４－０００３。所有犬均在面积３ｍ２的犬

舍中单独饲养，允许自由活动。实验方案通过辽宁中

医药大学附属医院动物实验伦理委员会批准

（２１００００９２０１９０５１）。

１．２　主要试剂　硫酸阿托品注射液（安徽长江药业

有限公司，国药准字Ｈ３４０２１９００），盐酸塞拉嗪注射液

（长沙拜特生物科技研究所有限公司，兽药字

１８０１２１７７７），舒泰５０（法国维克，批号：８３８８７９０２），注

射用头孢美唑钠（山东罗欣药业集团股份有限公司，

国药准字Ｈ２０１０３４４０），戊巴比妥钠（德国默克，批号：

Ｗ－２０１８０２２３），乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔ

ｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）脱钙液（北京索莱宝科技有限公

司），ＨＥ染色试剂盒（碧云天生物技术有限公司）。

１．３　主要设备　ＧＥ－Ｄ８０００Ｘ线机，ＧＥＳｉｇｎａ１．５Ｔ
超导 ＭＲＩ系统，ＮｉｋｏｎＭＯＤＥＬＹＳ１００生物显微镜。
自制液氮冷冻装置，该装置由包纳股骨头、保护周围

组织的工作套筒和引流液氮的导轨２部分组成；其中
工作通道由去除针头端的５ｍＬ注射器外套制成，导
轨由去除针头端的 ５ｍＬ注射器外套纵向剖开后制
成；使用时将导轨插入工作通道内（图１）；使用前，将
液氮冷冻装置于液氮中进行预冷；以上操作均在无菌

条件下完成。

图１　自制液氮冷冻装置

２　方　法
２．１　动物分组及造模　将１２只动物随机分为冷冻
８ｍｉｎ组和冷冻４ｍｉｎ组，每组６只。按０．１ｍＬ·ｋｇ－１

肌肉注射硫酸阿托品注射液，以减少麻醉过程中动物

呼吸道腺体分泌；１５ｍｉｎ后，按０．０５ｍＬ·ｋｇ－１肌肉注
射盐酸塞拉嗪注射液进行诱导麻醉；１５ｍｉｎ后，按
０．０５ｍＬ·ｋｇ－１肌肉注射舒泰５０，术中按０．０２５ｍＬ·ｋｇ－１

给药维持麻醉。麻醉成功后，消毒，剃除犬左髋部约

１０ｃｍ×１６ｃｍ的毛发，以碘伏消毒后，铺无菌手术单
及洞巾。以大转子为中心在股骨干前缘弧形切开，切
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口近端始于近背中线处，远端止于股骨近端１／３～１／２
处。分离皮下组织，在股骨干前外侧找到股二头肌与

股筋膜、阔筋膜张肌的结合部，沿着股二头肌前缘切

开，将阔筋膜张肌切断。分离暴露“股三角区”（背侧

为臀中肌、臀深肌，外侧为股外侧肌，内侧为股直

肌）［８］，向后拉开臀中肌和股二头肌，向上拉开阔筋膜

和阔筋膜张肌，部分分离臀中肌和股外侧肌的附着

部。钝性分离关节囊上附着的脂肪，暴露关节囊。顺

着股骨颈方向剪开关节囊，向远端分离，暴露股骨头。

向外旋转股骨，用弯剪伸到关节囊内剪断圆韧带，将

预制好的液氮冷冻装置套在股骨头上，用纱布包绕冷

冻装置以保护周围组织。沿导轨缓慢注入液氮，２组
分别持续冷冻４ｍｉｎ和８ｍｉｎ。冷冻结束后，以生理盐
水复温３ｍｉｎ左右，以肉眼观察到的股骨头表面颜色
从苍白恢复至接近冷冻前状态作为复温结束的标志。

闭合关节囊，将分离的肌肉恢复至原位并逐层缝合，

关闭切口，术区覆盖无菌敷料后送回犬舍。术后７ｄ
内，每天按０．１ｍＬ·ｋｇ－１肌肉注射头孢美唑钠。造模
手术由２名有丰富髋关节手术经验的医生完成。
２．２　造模结果评价　造模手术后观察并记录动物的
饮食、活动、精神状态、切口愈合等一般情况。造模后

９周，进行Ｘ线和ＭＲＩ检查，并以 ＭＲＩ影像作为判断
股骨头坏死的标准，即 Ｔ１ＷＩ上股骨头出现线样低信
号区或Ｔ２ＷＩ上股骨头出现“双线征”［９］。影像学检

查结束后，按１００ｍｇ·ｋｇ－１静脉注射戊巴比妥钠处死
动物，取出造模侧股骨头，观察股骨头表面软骨及股

骨头塌陷情况。股骨头标本大体观察结束后，将股骨

头样本置于１０％多聚甲醛中固定２ｄ，以１４％ＥＤＴＡ
脱钙４周，石蜡包埋后冠状位切片，厚度３μｍ，ＨＥ染
色后在显微镜下观察。

３　结　果
３．１　一般情况　至最终处死前，２组均无动物死亡。
造模手术后２ｄ内，所有动物均开始出现饮食减少、精
神萎靡、活动减少等表现。冷冻４ｍｉｎ组动物的上述表
现均在１周内改善；冷冻８ｍｉｎ组动物的上述表现约在
２周后逐步恢复正常，切口愈合缓慢，而且均出现了跛
行现象。冷冻 ８ｍｉｎ组的 １只动物在造模手术后
第３天出现术区皮肤红肿，造模手术后１周时出现对
应部位皮肤组织坏死及化脓，造模手术后４周时愈合。
３．２　影像学检查结果
３．２．１　Ｘ线检查结果　冷冻８ｍｉｎ组动物造模侧股

骨头均出现了不同程度的变化，如骨质硬化、关节间

隙变窄，但变化不明显，且部分动物的股骨头出现了

囊性变［图２（１）］；冷冻４ｍｉｎ组仅２只动物的股骨
头出现了轻微的骨质硬化［图２（２）］。

白色箭头指示处显示关节间隙变窄；蓝色箭头指示

处为骨质硬化区域；黄色箭头指示区域为囊性变。

图２　２组动物造模侧髋关节Ｘ线片

３．２．２　ＭＲＩ检查结果　冷冻８ｍｉｎ组所有动物Ｔ２ＷＩ

上均可见股骨头骨髓水肿和关节腔积液表现

［图３（１）］，Ｔ１ＷＩ上均可见线样低信号［图３（２）］，均

达到股骨头坏死标准；冷冻４ｍｉｎ组４只动物 Ｔ２ＷＩ

上可见股骨头骨髓水肿和关节腔积液表现，其余２只

动物的Ｔ２ＷＩ上仅可见关节腔积液表现［图３（３）］，

Ｔ１ＷＩ上均无明显改变［图３（４）］。

３．３　大体观察结果　冷冻８ｍｉｎ组股骨头扁平、表

面较粗糙，部分股骨头出现软骨裂纹，部分股骨头软

骨磨损严重［图４（１）］；冷冻４ｍｉｎ组股骨头形态无

明显改变，表面较光滑，仅部分动物的股骨头出现了

软骨裂纹或轻微软骨磨损［图４（２）］。

３．４　病理学检查结果　冷冻８ｍｉｎ组股骨头组织骨

陷窝内大部分骨细胞核消失，同时可见骨小梁断裂

［图５（１）］；冷冻４ｍｉｎ组股骨头组织大部分骨陷窝内

可见骨细胞核，骨小梁完整［图５（２）］。冷冻８ｍｉｎ组

股骨头组织空骨陷窝率高于冷冻４ｍｉｎ组［（２０．２１±

２．６）％，（１３．５１±３．１）％，ｔ＝４．０５５，Ｐ＝０．００２］。

４　讨　论
目前，进行犬股骨头坏死造模的方法很多。激素

法易导致犬出现全身并发症，且造模成功率较低［１０］，

因此较少应用。创伤法通过造成股骨基底部骨折，阻

断股骨头血供诱导股骨头坏死，但造模手术操作困

难，可重复性较差［１１］。酒精法通过从股骨大转子向

股骨头建立通道，并向股骨头内注射乙醇，以诱导股

骨头坏死的发生，但该方法需破坏股骨头的结构，
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　　　　　　蓝色箭头指示处为骨髓水肿；白色箭头指示处为关节腔积液；黄色箭头指示处为线样低信号区域。
图３　２组动物造模侧髋关节ＭＲＩ

　　　　　　黄色箭头指示处可见股骨头扁平；白色箭头指示处为软骨裂纹；红色箭头指示处为软骨磨损处。
图４　２组动物造模侧股骨头外观
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图５　２组动物股骨头组织切片镜下图像（ＨＥ染色　×４０）

同时操作较为困难［１２－１３］。液氮冷冻法与人类股骨头

坏死的病理生理学过程相似，而且具有较好的可重

复性［１４］。

股骨头局部经液氮冷冻后，骨细胞发生坏死，同

时液氮冷冻也导致股骨头毛细血管内皮细胞受损、内

外源性凝血机制激活，引起毛细血管微血栓形成，最

终导致股骨头区域内小血管发生梗阻［１５］。此外，液

氮冷冻后，血管通透性增加，进而发生血液黏度增加、

血液流速减缓等一系列变化，导致股骨头内静脉淤

滞，骨内压增高，并加重股骨头内缺血。而股骨头复

温后，血管再通，也可导致股骨头发生缺血性再灌注

损伤［１６］。

本研究中冷冻８ｍｉｎ组１只动物出现了术区皮肤
坏死，这可能是液氮冷冻时间较长，导致周围皮肤组

织冻伤所致。因此在进行液氮冷冻的操作时，应当注

意保护好周围组织。我们在实验中用注射器制作的

液氮冷冻装置，其工作通道的半径略大于犬股骨头的

半径，正好容纳犬的股骨头，可以控制液氮冷冻的范

围，同时以纱布包绕冷冻装置，很好地保护了周围组

织。感染是髋关节手术中最严重的并发症之一。实

验中使用的冷冻装置均在无菌条件下完成，从而有效

避免了感染的发生。

本研究的结果提示，以液氮冷冻法进行犬股骨头

坏死造模时，液氮冷冻８ｍｉｎ的造模成功率高于液氮
冷冻４ｍｉｎ。
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华关节外科杂志（电子版），２０１６，１０（２）：２２－２５．
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［３５］张长青，袁霆．富血小板血浆在临床应用中的争议与研

究进展［Ｊ］．中华关节外科杂志（电子版），２０１６，１０（６）：

５８８－５９１．
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ｆｏｒｄ），２００７，４６（３）：５２３－５２８．

［１５］朱建龙，赵红昌．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［Ｊ］．中医正骨，２０１１，２３（６）：

２１－２４．

［１６］徐俊，张长青，孙建琪，等．计算机辅助下低温手术建立

三足犬股骨头坏死模型的初步报告［Ｊ］．中国修复重建

外科杂志，２００８，２２（３）：２７６－２８０．

（收稿日期：２０２１－１１－１４　本文编辑：李晓乐）

（上接第２５页）

［１５］莫琼，郝二伟，覃文慧，等．平性活血化瘀中药物质基础

与药理作用的研究进展［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，

２０２０，２６（１）：２０５－２１６．

［１６］高樱，杨龙飞，翟阳，等．具有活血化瘀功效的中药药理作

用及机制研究进展［Ｊ］．中华中医药杂志，２０１８，３３（１１）：

５０５３－５０５６．

［１７］周鸿，黄含含，张静泽，等．川芎－当归药对研究进展［Ｊ］．

中成药，２０１５，３７（１）：１８４－１８８．

［１８］蒋海峰，宿树兰，欧阳臻，等．乳香、没药提取物及其配伍

对血小板聚集与抗凝血酶活性的影响［Ｊ］．中国实验方

剂学杂志，２０１１，１７（１９）：１６０－１６５．

［１９］刘陆，安玉芳．中药川乌与草乌的研究进展［Ｊ］．黑龙江

中医药，２０１９，４８（２）：１７５－１７７．

［２０］蒋燕萍，甘彦雄，严鑫，等．自然铜的研究进展［Ｊ］．中药

与临床，２０１６，７（１）：６２－６４．

［２１］林远茂，施荣聪，孙诚攻，等．基于网络药理学分析北刘

寄奴的活性成分及其药效作用机制［Ｊ］．中医药导报，

２０２０，２６（１０）：４６－５１．

［２２］张晓娟，张燕丽，左冬冬．川芎的化学成分和药理作用研

究进展［Ｊ］．中医药信息，２０２０，３７（６）：１２８－１３３．

［２３］林俊涛，刘俊，徐紫丹，等．降真香不同溶剂萃取物对口

腔常见菌的抑菌活性研究［Ｊ］．生物化工，２０２１，７（１）：
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（收稿日期：２０２１－０６－１６　本文编辑：时红磊）
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