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低强度脉冲超声波辐照与泡沫TiC/Ti对犬节段性骨缺修复的促进作用
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【摘要】 目的 探讨低强度脉冲超声波辐照对节段性骨缺损修复效果的影响。 方法 将直径12 mm长20 mm泡沫TiC/Ti植入6只Beagle犬的左侧胫骨节段性骨缺损区。随机分为超声组和对照组，超声组采用低强度脉冲超声波辐照（频率1.5 MHz、强度30 mW/cm2、脉冲宽度200 μs、脉冲周期1 kHz、20 min/次、1次/d），对照组为不开功率源的假辐照，术后4、8周后分别行X线检查及骨密度测定，观察及分析材料周围骨愈合情况。 结果 6只beagle犬均进入结果分析。术后4 周超声组骨早期成熟度优于对照组，表现在材料周围骨痂影密度增高，骨痂影由两端向中央生长；对照组仅见骨痂区密度低，还可见部分骨痂缺如。术后8 周超声组新生骨痂面积优于对照组，骨干结构相对稳定；对照组骨缺损区未闭合，在骨干两侧看到少量骨痂，愈合较差。骨密度测定结果显示，4 周时超声组高于对照组，两组间存在统计学差异；8 周时超声组略高于对照组，但两组间没有统计学差异。 结论 通过联合应用低强度脉冲超声波辐照与人工骨材料修复可提高新骨形成速度及骨组织密度，缩短节段性骨缺损的骨愈合时间。
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Enhancing effect of low intensity pulse ultrasound stimulation combined with TiC/Ti Foam implantation on the healing of segmental bone defect in Beagle dogs                                                                                                                     
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【Abstract】 Objective The aim of this study was to investigates the influence of low-intensity pulsed ultrasound stimulation (LIPUS) on the healing of segmental bone defect. Methods To insert 12 mm diameter and 20 mm long TiC/Ti foam material into the segmental bone defect of left tibia in six Beagle dogs. These 6 dogs were randomly divided into two groups: the experiment group with LIPUS (1.5 MHz, ISATA 30 mW/cm2, pulsed width 200 μs, pulse repetition frequency 1 kHz, once/d), and control group without LIPUS. To observe and analyze the healing process around the TiC/Ti foam material by X-ray imaging and to measure the bone density at 4 w and 8 w after treatment. Results Six Beagle dogs were included in the final analysis. At week 4, the maturation of newly formed bone in the LIPUS-treated dogs appeared earlier than that of the control group, showing an increased bone density around the implanted TiC/Ti foam material and bone callus growing from both ends towards the central portion. Such changes were absent in the control group. At week 8, the bone structure stability of the LIPUS treatment group was higher than that of the control group. The bone mineral density measurement showed that the bone density of the experiment group at week 4 was significantly higher than that of the control group (P<0.05), but not significantly higher at week 8. Conclusion Combined application of low-intensity pulsed ultrasound stimulation and artificial bone material TiC/Ti foam can accelerate the neo-ossification, bone callus formation, and bone mineral density, and shorten the healing time of the segmental bone defect. 
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对肿瘤、炎症或外伤等原因造成的复杂外形、长段承重骨缺损的修复一直是临床工作的难题。低强度脉冲超声波(low-intensity pulsed ultrasound stimulation, LIPUS)是一种加速骨修复，促进骨愈合的非侵入性物理疗法。基于临床实验的研究结果，低强度脉冲疗法在骨科领域逐渐实现了商业化，美国食物和药品管理部门于1994年和2000年相继批准了在临床上应用低强度超声波治疗仪治疗新鲜骨折和骨不连[1,2]。国内外学者关于LIPUS对骨折愈合作用机理的研究已逐步深入到分子生物学水平，并认为频率1.5 MHz、强度30 mW/cm2、脉冲宽度200 μs、脉冲周期 1kHz、20 min/次、1次/d的超声参数治疗效果最佳[3]。

本实验利用TiC/Ti泡沫材料修复beagle犬胫骨节段性骨缺损，LIPUS辐照患区，利用影像学研究手段及骨密度的测定，分析LIPUS辐照对节段性骨缺损修复的影响，为评估将LIPUS作为一种辅助治疗手段应用到节段性骨缺损的可行性提供实验依据。
1 材料和方法
1.1 实验材料 

1.1.1 植入材料：TiC/Ti泡沫材料，孔径1 mm，孔隙率为80%。规格：直径12 mm 长20 mm。超声波清洗3次，高温高压灭菌（134°C，0.21 MPa）。

1.1.2 内固定器 依据左侧胫骨中段解剖特征制成带翼和不带翼固定板两种，配套自攻钉、固定钉及其螺帽。带翼固定板及其对侧不带翼固定板、自攻钉为低弹性模量钛铌锆锡合金（简称Ti-2448钛合金）材料，固定钉及其螺帽为316L不锈钢材料。由中国科学院金属研究所制作提供。超声波清洗3次，高温高压灭菌（134°C，0.21 MPa）。

1.2 实验动物及实验环境
选用6只健康成年beagle犬，雌性，体重7~8 kg，所用动物均独立喂养，观察1周后将健康动物用于实验。分为超声组及实验组两组，每组3只。动物合格证号为：SYXK(辽）2008-0005。
1.3 植入方法及术后超声波辐照 
各组犬均以速眠新2号按0.06 mL/kg肌内注射麻醉后，绑定、备皮、消毒、铺巾，2%利多卡因局部浸润麻醉，于胫骨中段沿骨长轴切开皮肤深达皮下，钝性分离肌肉和骨膜至骨面，充分暴露术野,嵌入事先准备好的自制模板，无菌生理盐水冷却下利用裂钻在预定骨截出部位的近远中各钻2个孔，4个孔沿胫骨长轴排列在一条直线上，模板控制孔道的方向相互平行。带翼固定板放入，按植入材料大小截骨制备成全层骨缺损模型，注意保护腓骨和周围血管肌肉，TiC/Ti材料植入，安放对侧固定板，旋紧螺钉，确保材料与骨断端间接触稳定。用0.9%的生理盐水及8万单位的庆大霉素冲洗术区。分层缝合，关闭切口，消毒皮肤。术后当日起80万单位/d青霉素肌肉注射抗菌，连续3 d。超声波辐照过程：术后第3天开始进行术区的超声波辐照，超声波治疗仪由重庆海扶医疗公司提供。超声参数：频率1.5 MHz、强度30 mW/cm2、脉冲宽度200 μs、脉冲周期1 kHz、20 min/次、1次/d，对照组为不开功率源的假辐照。
1.4 X射线观察及分析 
分别于术后当天、术后4 周、8 周垂直术区平面摄胫骨缺损部位X线侧位片，通过骨断端的模糊程度，内外骨痂密度，骨痂生成量对X线结果进行评定。
1.5 骨密度测定方法 
使用Image-Pro Plus 6.0软件对每张X线片新生骨平均密度及自身宿主骨平均密度进行测量，利用下面公式计算新生骨痂组织的骨密度值。

新生骨痂组织的骨密度值 = 新生骨平均密度值 / 宿主骨平均密度值
1.6 统计学方法

利用SPSS 13.0软件采用t检验的方法对数据进行处理。P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结果 

2.1 X射线观察结果 
4 周时超声组骨痂早期成熟度优于对照组，表现在材料周围有骨痂影从两端向中央形成且密度较高，可见相对完整的骨干；对照组仅见骨痂影密度低，还可见部分骨痂缺如。8 周时超声组新生骨痂面积优于对照组，超声组骨干形成相对稳定，对照组对位对线良好，骨断端骨质未闭合，在骨断端两侧看到少量的骨痂，愈合较差(图1)。
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(     ：材料周围新生骨痂部分）

图1  X线观察超声组及对照组术后、4 周、8 周材料周围骨愈合情况
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(     : New bone callus section around the material）

Fig. 1  Postoperative X-ray film analysis of the bone formation around the implanted material at 4 and 8 weaks.

2.2 骨密度测定结果 
4 周时超声组新生骨痂组织骨密度高于对照组新生骨痂组织骨密度，P<0.05存在统计学差异；8 周时两组间差异无统计学意义 (表1）。

表1  超声组及对照组新生骨痂组织骨密度测定比较（mg/cm2，
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Tab. 1 Comparison of bone mineral density rate in the two groups（mg/cm2，
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    Groups                    4周4 weeks                8周8 weeks

	超声组Ultrasound treatment      0.97±0.02a                 0.99±0.01
对照组Control                 0.91±0.02                  0.98±0.02    


注：与对照组相比，a P<0.05。

Note: a p＜0.05，compared with the control group.
3 讨论

   LIPUS是一种非侵入性机械能，经皮传递后可在生物器官内产生高频率声波。LIPUS促进骨愈合的可能作用机制可以概括为三个方面。首先，LIPUS可直接影响参与骨愈合过程的一系列细胞信号改变，其产生的剪切力或血流的改变直接作用于细胞膜上的第二信号系统，膜通道开放，钙离子内流增加，具有提高骨密度的潜在效应[4-6]。其次，LIPUS能促进血管内皮生长因子-A（VEGF-A）mRNA水平增加，VEGF是血管生成的重要调节因子。LIPUS还可刺激肥大软骨细胞增殖，增强软骨外基质（II型胶原和糖胺聚糖等）的合成及新生骨质的成熟程度，促进软骨内化骨的早期出现[7-9]。因此，可以推测本实验模型经LIPUS辐照，各种骨效应细胞活性提高、骨缺损部位血管分布增多、软骨外基质合成增强，加速新骨的形成和矿化。本实验结果显示，超声组骨痂的成熟先于对照组；4 周时超声组新生骨痂组织骨密度高于对照组，而8 周时超声组与对照组相比骨密度无统计学差异，提示LIPUS对骨形成和矿化的影响在早期。这个结果与Pilla等人的研究结果相一致，Pilla等[10]经过多次实验总结出LIPUS作用于炎症期和骨痂形成期，在塑性期未发生作用。

另外，LIPUS还可以通过加快骨重建，改善骨痂结构，增强骨的生物力学性能，发挥促进骨愈合的作用[11.12]。本课题组将在本实验的基础上，通过组织形态学、生物力学及影像学检测，进一步评价LIPUS对节段性骨缺损修复的影响。
由于外伤、肿瘤、感染等原因造成的节段性骨缺损达到一定长度后即不能形成骨性愈合，因此成为骨科修复领域一大棘手问题，有学者通过建立动物模型对其治疗方法进行探讨[13]。近年来，随着生物技术与临床实践相结合的日益深入，各种生物材料在临床上已广泛应用于修复骨组织缺损[14]。本课题组前期实验已经证实泡沫TiC/Ti具有良好的生物安全性、骨结合能力、骨传导性及良好的机械性能，具备成为新一代大段骨缺损修复材料的可能性[15]。本实验目的在于通过联合应用LIPUS与泡沫TiC/Ti修复beagle犬胫骨节段性骨缺损，促进新生骨组织的形成，缩短骨愈合时间。LIPUS虽然已被批准应用于临床骨折及骨不连的治疗，但其对节段性骨缺损的治疗作用仍处于初期探索阶段，实验室中建立的骨缺损模型多为小范围的缺损，如LIPUS对Beagle犬前磨牙牙周骨6mm深的骨缺损和大鼠颅骨直径2.7mm的骨缺损的加速修复[16]。

    综上，本实验通过TiC/Ti泡沫材料修复beagle犬胫骨节段性骨缺损，LIPUS辐照患区，其影像学结果证实联合应用低强度脉冲超声波辐照与人工骨材料修复可提高新骨形成速度及骨组织密度，缩短节段性骨缺损的骨愈合时间。但是本实验仍存在许多尚待研究的问题：如LIPUS在传播中由于长骨周围覆盖的软组织、植入材料及其内固定器金属材料的吸收作用而衰减[17]，因此，LIPUS具体治疗参数的选择及加载周期的制定等方面仍需要实验验证。
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