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髋关节脱位法联合液氮冷冻法建立兔早中期创伤性
股骨头坏死动物模型观察
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摘要：【目的】观察髋关节脱位法联合液氮冷冻法建立兔股骨头坏死动物模型的效果。【方法】选取健康成年雄性日本大耳白

兔28只，在无菌条件下使用外科手术法暴露股骨头，采用髋关节脱位法联合液氮冷冻法建立股骨头坏死模型。分别于造模

后4、8周观察兔股骨头形态，并给予X线及MRI检查。在术后4、8周分别处死12、13只兔子，取造模侧股骨头观察骨小梁

和髓腔的组织形态学变化。【结果】所有实验兔术后无明显感染迹象。造模后8周股骨头组织学结果发现空骨陷窝率增加，为

8%~12%，超过正常兔股骨头软骨下区空骨陷窝率，符合股骨头坏死的判断标准，提示造模成功。【结论】采用髋关节脱位联

合液氮冷冻法建立兔创伤性股骨头坏死模型，操作简单，动物死亡率较低，稳定可靠，可重复性好。
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Observation of Animal Model of Early- and Middle-Stage Traumatic
Femoral Head Necrosis in Rabbits by Hip Joint Dislocation

Method Combined with Liquid Nitrogen Freezing
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Abstract：Objective To observe the effect of establishing model of femoral head necrosis in rabbits by using hip
joint dislocation method combined with liquid nitrogen freezing method. Methods Twenty-eight healthy adult male
Japanese rabbits were selected to expose the femoral head by using surgical procedures to establish an model of
femoral head necrosis by hip joint dislocation combined with liquid nitrogen freezing. Week 4， 8 after the
modeling， the morphological features of the femoral head of the rabbits was observed， and X- ray and MRI
examination was carried out. Week 4，8 after the operation，12 and 13 rabbits were sacrificed respectively to take
the femoral head of the modeling side to observe the histomorphological changes of trabecular bone and medullary
cavity. Results All experimental rabbits showed no sign of infection after operation. Week 8 after modeling， the
histological results of femoral head necrosis showed that the rate of hollow bone lacunae was increased，being 8%
to 12%，more than that of normal rabbit femoral head subchondral area，meeting the criteria for femoral head
necrosis， showing successful modeling. Conclusion Hip joint dislocation combined with liquid nitrogen freezing
for establishing a rabbit model of traumatic femoral head necrosis is easy to operate，with low mortality rate，which
is stable and reliable，and demonstrates good repeatability.
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股骨头坏死（osteonecrosis of the femoral head）
是静脉堵塞或股骨头血供的损坏或中断，最终导

致股骨头细胞死亡，甚至股骨头塌陷的病理

生理过程 [1-2]，与髋关节局部的骨、脂肪代谢等因

素密切相关，多为股骨头缺血性坏死（avascular
necrosis of the femoral head）或者是股骨头无菌性坏

死（aseptic necrosis of the femoral head），治疗难度

较大，发病率逐年上升，且致残率较高。目前，

股骨头坏死病因仍未完全明确，尚缺少有效的治

疗方法。对于晚期股骨头坏死患者，骨坏死区域

塌陷或骨折时，需要采取髋关节置换的手术方式

来获得更好的疗效[3]。除却病因、疾病进展过程复

杂之外，本病也缺乏理想化的动物模型。因此，

建立合适的股骨头坏死动物模型，对于进一步研

究股骨头坏死的合理治疗方案具有重要意义，本

研究采用髋关节脱位联合液氮冷冻法建立兔创伤

性股骨头坏死模型，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 实验动物 SPF级 4个月龄雄性日本大耳白

兔 28只，体质量 2.0 ~ 2.5 kg，购于河南康达实验

动物有限公司，动物质量合格证号：SCXK（豫）

2016-0002。饲养于河南中医药大学实验中心动物

房，分笼标准饲料喂养，自由进水，室温为 20~
26 ℃。本动物实验操作方案已经河南中医药大学

第二附属医院伦理委员会审议批准 [IACUC 号：

20161201]，实验过程中遵循“3R”原则。

1. 2 药物、试剂与仪器 乌拉坦溶液、注射用水

合氯醛、苏木素-伊红（HE）染色试剂（北京索莱宝

科技有限公司）；青霉素钠（华北制药股份有限公

司）；多聚甲醛溶液（常州市海拓实验仪器有限公

司）。5605-IEC X射线机（德国西门子公司）；3.0T
Singna HDxt核磁共振（MRI）（美国GE公司）；BH-2
光学显微镜（日本奥林巴斯公司）。

1. 3 兔创伤性股骨头坏死模型的制备

1. 3. 1 造模前准备 适应性喂养 1周后，观察实

验动物无异常即可开始实验。所有兔均选择右侧

髋关节进行模型制备。用蒸馏水配制 20%的乌拉

坦溶液对动物进行麻醉，正式制备模型前给所有

兔称质量，每只兔麻醉剂量为5 mL/kg（可视具体情

况增加1 ~ 2 mL），麻醉方式为耳缘静脉麻醉。

1. 3. 2 模型制备 麻醉成功后，将兔侧卧位固定

在操作台上，备皮。确定切口，暴露股骨头，寻

找体表骨性标志，确定股骨大转子。沿股骨大转

子内侧缘行长约 5 cm的弧形手术切口，切开皮肤

后，剥离浅筋膜，剥离深筋膜，暴露臀大肌后使

用弯钳钝性分离臀大肌，显露并拨开臀中肌，显

露臀小肌与梨状肌，显露股骨大转子。沿大转子

切断部分梨状肌肌肉附着，暴露髋关节关节囊，

“T”形切开关节囊，内收内旋右下肢。暴露股骨

头，切断股骨头圆韧带，脱位股骨头，并将股骨

颈近端骨膜组织全部切除。

1. 3. 3 液氮冷冻 固定股骨头，使用一次性无菌

棉签蘸取液氮置于股骨头负重区，大约停留8 s后
撤离，冷冻后使用温生理盐水（约 40 ℃）对局部复

温。如此反复操作3次后，使用生理盐水冲洗关节

腔，使用可吸收缝合线依次缝合肌肉、深筋膜、

浅筋膜及皮肤。缝合完毕后使用碘伏纱布消毒，

消毒后无菌敷料加压包扎。

1. 3. 4 造模后处理 造模后当天即开始使用20万
IU青霉素钠肌肉注射预防术后感染，持续使用5 d。
造模后定期对手术切口进行清洁换药，2 d/次。换

药时密切观察切口愈合情况，直至切口愈合。最

终成功造模兔 25只。造模后 4、8周分别处死 12、
13只兔。定期观察造模后兔精神状态、活动、二

便等一般情况。

1. 4 兔股骨头坏死模型评价指标与方法

1. 4. 1 影像学观察 造模后4、8周分别对兔进行

X线摄片观察股骨头情况；造模后 4、8周分别进

行兔双髋关节MRI检查观察双侧股骨头情况。

1. 4. 2 组织学观察 使用空气栓塞法分批处死

兔，无菌条件下手术取出右侧股骨头，置入40 g/L
多聚甲醛溶液中固定浸泡24 h后放入EDAT脱钙液
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图2 造模后兔股骨头MRI检查情况

Figure 2 MRI performance of rabbit femoral head after
modeling

a. 冠状位（造模4周） b.水平位像（造模4周）

c. 冠状位（造模8周） d. 水平位像（造模8周）

中进行脱钙。脱钙成功后，用石蜡切片机对包埋

后的股骨头组织标本进行切片。对切片进行脱蜡

和HE染色。最后，应用光学显微镜观察脑组织病

理形态，计算空骨陷窝率，计算方法：镜下随机

选取 5个视野，空骨陷窝率 = 空骨陷窝总计数/骨
陷窝总计数。以术后造模侧股骨头组织学表现可

见软骨剥脱、镜下观察到空骨陷窝率增加为判断

造模成功的标准。

2 结果
2. 1 造模动物一般情况 造模过程中因麻醉剂过

量致兔死亡 2只，因手术时间较长致兔死亡 1只，

余存活良好。无感染动物病例。造模后2周内，兔

精神状态较术前萎靡，日常活动减少，不活跃，

饮食量较术前减少，体质量减轻，二便正常。造

模 2周后，一般情况较前好转，但较术前仍欠佳。

观察可得，兔在被抓取时有明显的惧怕感。造模

4周时，造模兔有不同程度的跛行，患肢力量减

弱，弹跳无力。造模后8周，造模兔无法弹跳，跛

行较前加重，患肢力量明显减弱。

2. 2 造模后兔股骨头X线表现 图 1结果显示：

造模后4周，患侧股骨头表面光整，股骨头弥漫性

骨质疏松，骨小梁稍模糊，出现局限性骨密度增

高，骨质硬化，股骨头周围骨质变薄。造模后

8 周，患侧间隙未见明显变窄，股骨头轻度变形，

股骨头形态尚可，股骨头密度不均匀，可见囊性

破坏，股骨颈增宽，髋臼边缘增生。

2. 3 造模后MRI情况 图2结果显示：造模后4周，

双侧髋关节形态可，右侧股骨头负重区软骨变

薄，可见稍长T1长T2信号，右侧髋关节间隙可见

少量条片状液体信号影。造模后8周，双侧髋关节

形态尚可，右侧股骨头负重区可见表面软骨脱

落，可见稍长T1长T2信号。

2. 4 股骨头组织学观察 图 3结果显示：造模后

4周，光镜下可见骨小梁稀疏、排列紊乱，骨小梁

变细、部分破裂，呈不规则现象，骨陷窝空虚，

骨细胞减少，造血细胞减少，骨小梁周围骨细胞

减少。造模后 8周，光镜下可见骨小梁间隙变大，

骨小梁破坏严重，坏死区空骨陷窝明显增多，骨

小梁间骨髓组织脂肪细胞增多，可见部分坏死骨

细胞，骨细胞核固缩、碎裂，骨小梁周围成骨细

胞稀少甚至消失。

a. 造模4周 b. 造模8周
图3 造模后兔股骨头组织学图像（HE染色，×200）

Figure 3 Histological features of rabbit femoral head
after modeling（by HE staining，×200）

造模后 8周组织学发现空骨陷窝率增加，为

8% ~ 12%，超过正常兔股骨头软骨下区空骨陷窝

率，符合达到股骨头坏死的标准，提示造模成

功。具体结果见表1。

a. 造模4周 b. 造模8周
图1 造模后兔股骨头X线检查表现

Figure 1 X-ray performance of rabbit femoral head after
modeling
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表1 造模后兔股骨头组织空骨陷窝率

Table 1 The rate of empty osseous lacunae in the
femoral head after rabbit modeling （x ± s，%）

时间

造模后4周
造模后8周

兔数（只）

12
13

空骨陷窝率

8.09 ± 3.04
11.85 ± 1.49
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3 讨论

股骨头坏死在临床中是造成患者疼痛，甚至

残疾的重要病因，严重影响了患者的生产能力和

活动能力[4]。对于股骨头坏死动物模型的制备，主

要以激素型股骨头坏死、乙醇摄入型股骨头坏死

和创伤性股骨头坏死为主。目前，激素型、乙醇

摄入型股骨头坏死动物模型制备技术都相对成

熟，激素型股骨头坏死动物模型的制备方法主要

有单一激素使用、激素联合内毒素或动物血清等

方法。酒精性股骨头坏死动物模型的制备方法主

要为局部酒精注射方式。创伤性股骨头坏死近年

来在临床也较多见，其动物模型制备方法主要有

外科手术下头颈部血管结扎、破坏髓内外血供、

股骨颈骨折、物理诱导等方式。曲春涛[5]利用导航

装置钻孔后对鸸鹋行液氮冷冻和射频加热交替的

方法处理从而获得创伤性股骨头坏死动物模型，

但是，制作导航装置会增加实验费用，加大实验

负担。Vélez等[6]、Swiontkowski等[7]通过血管结扎、

股骨颈骨折等方法来获得股骨头坏死模型，这都

需要外科手术技术来实现，学习曲线较长，加大

实验难度，且每个人手术技术有差异，重复性一

般。Wang等 [8]研究发现，不同周期冷冻方法直接

影响股骨头坏死造模效果。液氮冷冻股骨头坏死

具有造模周期短、动物死亡率低的优点，因而成

为相对较常采用的创伤性股骨头坏死造模方法。

本实验方法通过髋关节脱位联合液氮冷冻股骨头

的造模方法较王江泳等[9]、杨述华等[10]的实验方法

造模成功率高，且更早出现股骨头坏死；与周正

丽[11]的造模方法比较，因加入了兔髋关节MRI对造

模结果进行评价，评价方法更加客观多样，更具

参考性。

本实验在参照Wen等[12]以及李玉龙[13]的造模方

法基础上，结合髋关节脱位法制备兔创伤性股骨

头坏死动物模型，术中切断了兔股骨头圆韧带、

脱位股骨头后，使用液氮冷冻法直接冷冻股骨头

表面，冷冻位置更加精确；再使用温生理盐水对

其进行复温，可以很好地损伤股骨头，有效缩短

股骨头坏死的疾病进程，同时，缩短造模手术时

长，节省了实验周期。此造模方法虽不能模拟创

伤性股骨头坏死疾病的发病进程，无法进行创伤

性股骨头坏死病因学的研究，但对于后续临床治

疗性研究以及对比不同治疗方式疗效，可以起到

很大的作用。

术后 4周X线片显示，患侧股骨头表面光整，

可见股骨头弥漫性骨质疏松，骨小梁稍模糊，出

现局限性骨密度增高，骨质硬化，股骨头周围可

见骨质变薄。拍摄MRI结果显示：双侧髋关节形

态可，右侧股骨头负重区软骨变薄，可见稍长T1
长T2信号，右侧髋关节间隙可见少量条片状液体

信号影。组织学显示：骨小梁稀疏、排列紊乱，

骨小梁变细、部分破裂，呈不规则现象，骨陷窝

空虚，骨细胞减少，造血细胞减少，骨小梁周围

骨细胞减少；造模术后4周造模侧股骨头骨质轻度

破坏，局部周围组织发生水肿，但MRI检查未显

示发生坏死。光镜下观察组织学特点，可见骨小

梁变细、部分破裂，说明经过液氮处理的股骨头

局部骨组织被破坏，但并未出现坏死。

术后 8周X线片可见，患侧间隙未见明显变

窄，股骨头轻度变形，股骨头形态尚可，股骨头

密度不均匀，可见囊性破坏，股骨颈增宽，髋臼

边缘增生。拍摄MRI结果显示：右侧股骨头负重

区可见表面软骨脱落，可见稍长T1长T2信号。组

织学显示：骨小梁间隙变大，骨小梁破坏严重，

坏死区空骨陷窝明显增多，骨小梁间骨髓组织脂

肪细胞增多，可见部分坏死骨细胞，骨细胞核固

缩、碎裂，骨小梁周围成骨细胞稀少甚至消失。

股骨头坏死包括了骨头内部的病理改变，这些改

变在MRI信号出现前就已存在，目前，MRI检查

在临床早期发现诊断股骨头坏死中较敏感[14]。本实

验X线摄片及MRI检查可发现造模侧关节出现股

骨头坏死早期表现，如软骨脱落、股骨头形态变

化、局部骨组织密度变化不均等。组织学观察则

更为直观，造模术后第8周组织学的表现符合股骨

头坏死诊断。通过影像学和组织学观察后发现此

方法对于创伤性股骨头坏死动物模型制备较为合适。

在选择合适的动物模型及造模方式时，所选

择的动物应易于喂养，造模方法应难度较低，整

体可重复性好。已有选择鸸鹋作为实验造模动

物[15]，该双足动物在下肢负重、负重质量上和人类

有更高的相似度，相对来说可以更好地模拟人类

双足活动的特点，但因其价格昂贵、饲养困难，

且对较大体积的动物进行造模操作时难度较大，

故不作为实验造模动物的首选。兔为四足动物，

其繁殖力强、易于获得、饲养简单，较实验动物
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犬等价格低廉[4，16]，且临床早中期股骨头坏死患者

诊断明确之后需减少负重，兔为四足动物，后肢

负重较少，也利于研究股骨头坏死的后续治疗方

法及疗效[17]，是目前研究的较好选择。但此动物模

型制备方法在模拟股骨头坏死疾病发生发展方面

还存在不足，家兔与人的股骨近端形态学、血管

分布等都有一定的差异，兔股骨头更小、股骨颈

更短，颈干角较人类小，且兔股骨头颈结合部骨

小梁分布相对疏松，以及股骨颈干交界处无骨小

梁分布，更有利于滋养动脉穿过从而到达股骨

头，更有利于股骨头缺血性坏死的修复等，这些

与人类有较大差异。目前，我们尚未寻找到完美

的模型动物，这也就需要在以后的研究中寻找更

为合适、更为接近人类解剖结构的动物模型进行

研究[18]。

综上所述，本研究通过使用液氮冷冻法联合

髋关节脱位法制备兔股骨头坏死模型，操作简

单，造价低廉，可重复性好，动物死亡率低，对

于后续临床治疗性研究以及对比不同治疗方式治

疗创伤性股骨头坏死疗效可以起到支撑作用。但

本实验中尚存在一定的不足：①未设置对照组，

只研究了单种造模方法，未直接与其他造模方法

进行直观比较；②模型评价未使用CT、骨扫描等

技术进一步丰富实验资料；③模型适用于早中期

股骨头坏死治疗的研究，可以相应缩短总体研究

时长，但未能增加时间序列，观察股骨头坏死的

早期修复过程。以上均有待下一步研究完善。
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