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【摘要】 目的 通过改良的手术路径，应用液氮冷冻法制备兔股骨头坏死模型，建立模拟人股骨头

坏死病理变化的实验动物模型，为股骨头坏死的基础研究提供动物模型。方法 选取10只健康雌性新

西兰大白兔，月龄（3.0±0.2），体重（3.2±0.4）Kg，选取左侧股骨头为实验组，右侧股骨头为空白对照。使

用股骨头坏死髓芯减压手术路径，沿股骨颈方向钻入2.0 mm克氏针，将液氮冷冻仪探针插入孔道进入

股骨头区域，对股骨头进行冷冻—复温2个循环，冷冻、复温时间均为半分钟，缝合切口后放回原笼位。

于术后4周处死实验动物，取出股骨头观察股骨头大体变化，并即刻行股骨头X线等影像学检查，最后行

病理切片检查。结果 所有实验动物术后均无死亡。通过对实验兔双侧股骨头大体形态观察，实验组

股骨头软骨下骨颜色变深，呈暗红色，负重区有小片状坏死灶。X线结果示实验组与对照组相比，股骨

头无明显的骨质密度改变。micro-CT示实验组股骨头软骨下骨小梁稀疏、紊乱，出现多处骨小梁连续性

中断。MRI示实验组股骨头表现为以高信号为主的片状的高、低混合信号区。病理组织切片结果可以

发现软骨变薄、细胞排列紊乱，骨小梁变细、排列紊乱，脂肪细胞融合，空骨陷窝形成等。10只实验兔的

左侧股骨头均出现早期坏死的表现，成功率100%。结论 本实验通过新的手术路径用液氮冷冻法成功

制备了兔股骨头坏死的模型，手术创伤小，无需切开关节囊和脱位股骨头，操作简单，可作为兔股骨头坏

死造模的新方法。
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【Abstract】 Objectives The aims of the this study were establishment of rabbit's ONFH models by

liquid nitrogen freezing method that can simulate human's pathological changes. Methods Ten healthy New

Zealand female rabbits were used in this study, month-age (3.0±0.2), weight (3.2±0.4)Kg. We selected the left

side to be the operated side and considered the right side as the control. The rabbits were anesthetized by ear

marginal intravenous injection, then be fixed on the fixation shelf. The skin incision was made on the lateral

of left hip joint.And then we chose the appropriate bone landmark as the point for starting drill. Then the hole

was drilled toward the femoral head with a appropriate femoral neck anteversion and abduction angle with a

2.0 mm kirschner wire. The femoral head were frozen by liquid nitrogen freezing equipment ,followed by re-

warming with warm saline two cycle. Ten rabbits were sacrificed post-operation for the fourth week to ob-

serve the shape and color of femoral head. Then X-ray, micro-CT, MRI and histopathological sections were

performed to test the results. Results All the rabbits survived post-operation. The color of left femoral head

gets dark, and we also found sheet necrosis area under the articular cartilage in the weight-bearing area. X-

ray showed there is no apparent change in bone mineral density. Micro-CT showed thin disorganized trabecu-

lar bone. MRI showed mixed-signal of hyperintense signal and hypointense signal in operated femoral head.

Histopathological examination showed obvious evidences of ONFH, including empty lacunae, integrated fat

cells, disorganized trabecular bone and so on. All the left femoral heads appeared early stage osteonecrosis.
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股骨头坏死是骨科常见疾病之一，目前临床上

股骨头坏死的治疗方法很多，但是尚未发现一种效

果确切的治疗方法。随着病程的进展，坏死的股骨

头最终会发生塌陷，患者不得不接受髋关节置换手

术[1]。目前股骨头坏死的发病机制尚不十分明确，

虽然国内外学者进行了大量深入的研究，并提出了

很多学说，但均未取得突破性进展[2-3]。究其原因，可

能缺少一种可以模拟人类股骨头坏死病理变化过程

的动物模型。建立理想的股骨头坏死动物模型，是研

究该疾病病理变化、诊疗方法的实验基础。目前文献

报道的股骨头坏死动物建模方法主要包括激素诱导

法、酒精诱导法、液氮冷冻法等。其中，前两种方法的

成功率很难达到100%。目前报道的液氮冷冻法制备

动物模型时，都需要手术方法切开髋部的肌肉及关节

囊暴露股骨头，创伤大，对股骨头本身血供也有影响。

本文从髓芯减压的手术入路获得灵感，设计了一种微

创的股骨头坏死建模方法。

材料与方法

一、实验对象与方法

1.实验动物：成年的雌性新西兰大白兔10只，月

龄（3.0±0.2），体重（3.2±0.4）Kg。

2.主要实验仪器：本实验用的液氮冷冻仪主要

由 3部分组成：冷冻探头、液氮传送管、液氮储存器

（分别为图 1～3），使用原理如下：液氮储存器的把

手外侧有一小孔，其孔道与储存器内部相通。液氮

储存器中倒入1/2～2/3的液氮，旋紧储存器瓶盖，液

氮会从把手侧方的孔道内慢慢挥发。使用时，将把

手外侧的小孔堵住，储存器中液氮上方的压力会随

着液氮的气化而逐渐增加，液氮被驱赶到传送管中，

最终从探头中喷出（图4）。

3.实验方法：正式试验前先对兔股骨标本进行

观察，测量股骨颈长度、前倾角及外展角等（图 5），

以帮助术中定位，然后取一只成年兔行预实验，探索

克氏针进针点、进针方向及进针深度，术后处死试验

动物后取出完整股骨，观察孔道方向及深度是否合

适，并做相应调整。术前动物常规称重并记录，耳缘

静脉注射 10%水合氯醛溶液 1.5 ml/Kg麻醉。麻醉

后将实验兔四肢捆绑固定于动物固定架，剃毛机剃

除术野兔毛，络合碘消毒术野3次、铺一次性无菌洞

巾。2%盐酸利多卡因皮下浸润麻醉，取左髋关节外

侧切口（以大转子为顶点，远端沿股骨干方向延伸约

2.5 cm），逐层分离皮下筋膜，切开臀肌与股外侧肌

间隙（图6），显露大转子及远端股骨干，拉钩牵开并

保护两侧肌肉。2%盐酸利多卡因骨膜下局部浸润

麻醉，切开、刮除大转子下方1 cm以内骨膜，显露进

针点（大转子正下方约0.5 cm）（图7），选择合适的角

度以直径 2.0 mm克氏针沿股骨颈钻孔（图 8），进针

深度为 2.7 cm。液氮冷冻仪中装入 150 ml液氮，将

探针插入股骨颈，匀速喷出液氮气体30秒（图9），温

盐水复温30秒，再重复一次此步骤。缝合肌肉层及

皮肤（图10），消毒包扎。

二、观察及评价指标

（一）股骨头大体形态观察

耳缘静脉麻醉后空气栓塞法处死，取出双侧股

骨，观察实验组及对照组股骨头形态、颜色等大体

观，观察软骨面是否光滑、是否有软骨剥脱等情况。

Conclusions We have prepared rabbit ONFH model successfully by the new method with smaller trauma

and more simply operation that don’t need capsulotomy and dislocating the femoral head, which could be a

new standard method of preparing the rabbit femoral head necrosis model.

【Key words】 Rabbit; Femoral head necrosis model; Liquid nitrogen freezing; New method
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图1～4 液氮冷冻仪拆解及整体图。图1 冷冻探头；图2 液氮传送管；图3 液氮储存器；图4 整

体观及工作原理图
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（二）股骨头X线射片检查

取下动物股骨后即刻行股骨头X线正位片检

查，读片观察股骨头外形、骨小梁结构、骨质密度、囊

性变等情况。

（三）股骨头micro-CT检查

在股骨头X线检查后即刻，将股骨头固定于mi-

cro-CT检查台上，行股骨头micro-CT检查，读片观

察股骨头形态、股骨头内骨小梁结构、软骨下骨是否

有囊性变等情况。

（四）股骨头核磁共振检查

在股骨头micro-CT检查后即刻，将股骨头固定

于MRI检查台，行股骨头MRI检查，读片观察股骨

头有无囊性变、新月征、塌陷等表现。

（五）股骨头病理组织切片检查

将股骨置入福尔马林溶液固定 72 h 后，使用

30%甲酸脱钙，然后使用梯度浓度的乙醇脱水，二甲

苯透明处理，石蜡包埋后切片，厚度为 4 μm，常规

HE染色，使用光学显微镜分别在低倍镜和高倍视野

下观察骨小梁结构变化、是否有空骨陷窝、脂肪细胞

增生肥大、骨细胞灶性坏死等。

三、结果

（一）动物一般情况

所有动物术中和术后均无死亡，术后30 min内

均可清醒，1 h后可站立，3 h后可进食、水。伤口缝

线均可自行脱落，切口均一期愈合。所有试验动物

处死前活动均正常，精神状态良好，进食进水正常，

体重呈上升趋势。

（二）股骨头大体形态观察结果

实验组和对照组的股骨头形态均正常，软骨表

面无剥脱，股骨头无塌陷。对照组股骨头表面软骨

颜色正常，软骨下骨颜色呈淡红色，但实验组股骨头

软骨下骨颜色变深，呈暗红色，关节软骨略薄，负重

区的小片状坏死灶以及软骨皱缩（图11）。

（三）股骨头X线射片结果

双侧股骨头X线结果显示，对照组股骨头外形

呈规则的圆形，软骨下骨骨质密度均一，无囊性变及

硬化带（图12）。实验组股骨头外形规则，软骨下骨

骨密度与对照组无明显差异，无囊性变（图13）。

（四）股骨头micro-CT结果

双侧股骨头micro-CT结果显示，对照组软骨下

骨小梁排列整齐、均一，密度均匀，无囊性变及股骨

头塌陷（图 14）。实验组股骨头软骨下骨小梁较稀

疏，骨小梁间距增大，且多处骨小梁连续性中断，最

外层骨质较对照组薄，骺板较对照组变薄（图15）。

（五）股骨头MRI结果

双侧股骨头的核磁共振对照结果显示，对照组

股骨头形态规则，软骨以及软骨下骨信号均匀（图

16）。实验组股骨头呈现不规则的片状的低信号和

高信号混合表现，以高信号为主，前外侧可见条带

状低信号影（图17）。

（六）股骨头组织病理切片结果

病理组织切片结果显示，对照组股骨头软骨面

光滑，细胞染色均匀，排列整齐，呈条带状，软骨与

软骨下骨之间的潮线平滑无间断（图 18、19），骨小

梁排列整齐，基质及细胞核染色均匀，无空骨陷窝，

无脂肪细胞融合、坏死（图 20、21）。而实验组股骨

头软骨基质不均，细胞排列杂乱无序，软骨与软骨

下骨分界不清，部分潮线断裂、消失，软骨下微血管

数量减少（图 22、23），骨小梁变细，排列紊乱，形态

不规则，骨陷窝变大、变空，骨细胞坏死，细胞核固

缩，间质内造血细胞减少，脂肪细胞肥大、融合，髓

腔内少量纤维组织增生（图24、25）。

讨 论

一、实验背景

股骨头坏死（osteonecrosis of the femoral head，

图5～10 手术步骤。图5 术前取兔股骨头标本，测量股骨

颈长度、前倾角及外展角；图6 手术切口及肌间隙；图7 逐

层分离皮下筋膜及肌间隙，显露进针点（蓝色标记），保护两侧

肌肉；图8 以合适的角度、深度钻入克氏针（手持部位为膝

关节）；图9 用液氮冷冻仪冷冻股骨头；图10 逐层缝合肌

肉、皮肤

⑤ ⑥ ⑦

⑧ ⑨ ⑩
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ONFH）是一个复杂的病理过程，早期由于股骨头血

供受损导致骨细胞坏死，随后发生骨细胞的修复。

病程中期，大面积的骨细胞坏死导致空骨陷窝的形

成，继而发生囊性变（主要发生在负重区）[4]。后期，

再加上髋关节的负重，导致股骨头开始塌陷、变形，

进而出现髋关节疼痛及活动功能受限[5-6]。目前的研

究表明，导致ONFH的原因主要包括髋关节创伤[3]、

酗酒及长期大量的激素应用[7]。原因不明的ONFH

称为特发性股骨头坏死[8-9]。到目前为止，关于股骨

头坏死的病因及发病机制的研究尚未完全清楚。虽

然治疗方法多种多样，但是至今没有一种可以明确

保住股骨头的治疗方法[10]，相当一部分患者最终需

要接受股骨头置换或者全髋关节置换术[11-14]。所以，

对于股骨头坏死的研究仍待进一步进行，而建立一

种简便的、标准化的、模拟人体股骨头坏死病理变化

的动物模型就显得尤为重要。2009年9月中华医学

会骨关节外科股骨头坏死动物模型研讨会提出股骨

头坏死动物模型制备必须具备以下两方面的特征：

一是要求病理学上具备微血管栓塞、脂肪细胞增生

肥大、骨细胞灶性坏死等特征性改变。第二是在股

骨头坏死后期出现股骨头的塌陷[15-16]。本研究制备

的兔股骨头坏死动物模型，在术后 4周有微血管改

变、脂肪细胞坏死及骨细胞的灶性死亡的表现，但未

出现股骨头塌陷的表现，主要原因是兔为四足动物，

且术后均在动物笼位内饲养，未放任其自由活动、奔

跑等。当单侧下肢出现疼痛时，兔会保护性的患肢

不负重，再加上活动空间小、活动受限，出现股骨头

塌陷的几率极小[17-19]。本研究采用的液氮冷冻新方

法制备的兔股骨头坏死模型满足股骨头坏死动模型

制备要求的关键特征。

二、实验结果与创新点

兔在股骨头坏死模型建造中应用较为广泛，因

为资源获取方便、价格合理、体型大小合适，适合外

科方法建模；液氮冷冻法较激素诱导法、酒精诱导法

等具有建模周期短、成功率高、可重复性好等优点，

所以本研究采用液氮冷冻的方法制备兔股骨头坏死

模型。先前报道的液氮冷冻法制备兔股骨头坏死模

型方法都是采用了切开关节囊在股骨头表面进行冷

冻处理的方法，有的甚至要切断股骨头圆韧带、脱位

股骨头。这种方法对动物的创伤较大，切开关节囊

以后关节的稳定性大大降低，兔活动量大容易发生

脱位；且该方法是从外向里对股骨头进行冷冻处理，

首先破坏的而且破坏最严重的就是股骨头的软骨

面，并不是模拟了正常的股骨头坏死病理变化过程

（先累及负重区的软骨下骨，最后累及关节面），所以

实验结果中软骨面的破坏以及股骨头塌陷很可能是

液氮直接对股骨头软骨的冻伤作用，而并非软骨下

骨囊性变以后负重活动而导致的。本研究较以前报

道的液氮冷冻法制备股骨头坏死动物模型方法相

比，具有以下特点：第一，手术创伤小。手术切口只

图11 双侧股骨头大体形态比较。实验组股骨头软骨下骨颜色暗红，黑色箭头示片状坏死灶 图12～13 双侧股

骨头X线结果。图12 对照组股骨头形态规则，软骨下骨质密度均一，无囊性变；图13 实验组股骨头形态、密度

与对照组无明显差异 图14～15 双侧股骨头micro-CT结果（蓝色箭头指示软骨下骨）。 图14 对照组股骨头

软骨下骨小梁排列整齐、均一，密度均匀；图15 实验组股骨头软骨下骨小梁排列紊乱、稀疏，多处骨小梁连续性中

断，最外层骨质及骺板较对照组变薄 图16～17 双侧股骨头MRI结果。图16 对照组股骨头形态规则，软骨以

及软骨下骨信号均匀；图17 实验组股骨头呈现片状不规则的高、低混合信号区，以高信号为主（蓝色箭头）

􀃊􀁉􀁓 􀃊􀁉􀁔 􀃊􀁉􀁕 􀃊􀁉􀁖

􀃊􀁉􀁗 􀃊􀁉􀁘 􀃊􀁉􀁙

··266



中华老年骨科与康复电子杂志 2022年10月 第8卷 第5期 Chin J Geriatr Orthop Rehabil (Electronic Edition), October 2022, Vol.8, No.5

有2～3 cm，手术路径是臀肌与股外侧肌的间隙，没

有破坏肌肉所以手术失血量极少。第二，不需要切

开关节囊、切断股骨头圆韧带、脱位股骨头。股骨头

的血供主要来源于旋股内外侧动脉、股骨头圆韧带

内的小凹动脉以及内骺动脉等，以上的几步操作本

身就严重的破坏了股骨头的血液供应，所以股骨头

坏死的结果肯定不完全是液氮的作用，而相当一部

分是模拟了创伤性股骨头坏死的建模方法（通过手

术方式破坏股骨头血供）。本方法最主要的优点是

不需要切开关节囊、切断股骨头圆韧带、脱位股骨

头，最大程度的保留了股骨头的血供[20]。本研究中

的手术操作对关节囊、股骨头圆韧带等没有任何破

坏作用，对股骨头血供的影响也较小，保证了研究结

果的准确性。

本实验于造模后4周对兔双侧股骨头进行大体

像观察、X线射片、micro-CT、MRI和组织病理切片

检查。研究结果表明，术后 4周实验组股骨头软骨

下骨颜色变深，呈暗红色，负重区有小片状坏死灶。

X线结果显示，实验组与对照组股骨头对比无明显

的骨质密度改变，形态规则。micro-CT示实验组股骨

头形态规则，密度无明显减低，但软骨下骨小梁稀疏、

紊乱。MRI示实验组股骨头呈不规则的低信号和高

信号混合表现。病理组织切片结果可以发现骨小梁

变细、排列紊乱，脂肪细胞肥大、融合，空骨陷窝形成

等。本研究从多个角度证明了该方法建造股骨头坏

死模型成功，股骨头大体观、X线、micro-CT、MRI和

组织病理切片检查结果均有早期股骨头坏死表现。

三、本研究的不足与展望

因本实验设计只是进行早期的影像学和病理学

观察，旨在先验证此手术方法制备模型的可行性。

目前动物样本较少，标本切片不足，暂没有足够大量

的观察窗进行量化比较，但目前观察到的病理变化

图18～25 双侧股骨头病理组织切片。图 18 对照组股骨头软骨（5倍）：软骨面光滑，细胞排列整

齐，呈条带状；图 19 实验组股骨头软骨（5倍）：软骨基质不均匀，细胞排列杂乱、无序，软骨与软骨

下骨界限不清；图20 对照组股骨头软骨（40倍）：软骨细胞染色均匀，排列整齐；图21 实验组股骨

头软骨（40倍）：软骨细胞排列杂乱、无序；图 22 对照组股骨头软骨下骨（5倍）：骨小梁排列整齐，

基质及细胞核染色均匀，无空骨陷窝；图 23 实验组股骨头软骨下骨（5倍）：骨小梁变细，排列紊乱，

形态不规则，骨陷窝空化（蓝色箭头），脂肪细胞肥大、融合（黑色箭头）；图 24 对照组股骨头软骨下

骨（40倍）：基质及细胞核染色均匀，无细胞核固缩；图 25 实验组股骨头软骨下骨（40倍）：骨陷窝

变空，几乎观察不到均染的细胞核（绿色箭头）
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也证实出现股骨头坏死的表现。后期会进行后续的

动物实验，且观察时间会延长，届时再观察各个阶段

的病理表现，再进行量化比较会更加完善。
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