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糖尿病对大鼠骨折愈合影响的实验研究
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摘要 目的：观察糖尿病大鼠的骨折愈合过程，探讨糖尿病影响大鼠骨折愈合的可能的机制，为临床实践提供理论依据。方法：雄

性 Wister 大鼠 140 只，随机分成二组，每组 70 只，A 组为糖尿病骨折组；B 组为非糖尿病骨折组。建立糖尿病动物模型后，无菌条

件下在各组大鼠胫骨中点用手术方法制成骨折模型。术后 1 周、2 周、4 周、6 周、8 周各时间点进行 X 线检查，观察骨折愈合情况。
术后 1 周、2 周、3 周、4 周、6 周、8 周分别用 ELISA 法检测血清中 IGF-1 含量。分别在 1、2、4、6、8 周各时间点观察 5 只大鼠骨痂生

长情况并取骨折断端组织行 HE 染色光镜观察。术后 4 周、6 周、8 周每组处死 10 只大鼠留取双侧胫骨标本，冷冻保存后集中进行

生物力学检测。结果：1、大体标本观察结果：各时间点 A 组骨痂生长减缓延迟。2、X 线结果：A 组骨折愈合质量在各时间点均明显

低于 B 组。3、生物力学测定结果：4 周、6 周、8 周个时间点 A 组骨折处骨痂的机械强度均明显低于 B 组。4、组织学染色显示：术后

各时间点 1、2、4、6、8 周 A 组与 B 组相比骨折处局部骨痂成熟延迟并且软骨细胞肥大。5、血清 IGF-1 含量测定：A 组大鼠血清中

IGF-1 含量低于 B 组，且高峰延迟 1 周。结论：1.患有糖尿病后大鼠骨折愈合质量差，比较容易出现愈合延迟甚至不愈合；2.患有糖

尿病的大鼠骨折后血清中的 IGF-1 表达明显低于对照组，且高峰推迟 1 周。
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ABSTRACT Objective: To observe the process of fracture healing in diabetic rats . Then to investigate the possible factors related to

frature healing in diabetic rats. Methods: 140 male Wister rats were randomly divided into two groups. Group A was Diabetes group,

Group B was control group. Fracture model was made in tibial and then reducted and internal fixed. The X-rays of tibial taken in the two

groups in 1th,2th,4th,6th,8th week after the surgery to evaluation the fractue healing. After 1,2,3,4,6,8 weeks operation the serum IGF-1

was examined by ELISA assay.1,2,4,6,8 weeks after fracture, 5 rats were sacrificed in each group to observe the growth of callus, the

tissue of fracture region was taken for HE staining. At 4th, 6th and 8th week after operation biomechanical test was done. Results: An-

tomic observation showed that every time point group A callus growth was slower. There were more periosteal reaction and rapid bone

reconstruction in group B than in group A. The diabetic callus mechanical strength was significantly lower than that in control group. HE

staining suggested the chondrocyte maturation hysteresis and hypertrophy in diabetic rats.Serum IGF-1 level were significantly decreased

and the peak was delayed for one week in dabetic rats. Conclusion: The diabete mellitus severely affected the rat fracture healing, and the

delayed and non-union occurace was significantly increased. The level of expression of IGF-1 in serum was decreased and peak was de-

layed in diabetic rats.
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前言

据世界卫生组织 (World Health Organization, WHO) 报道,

2009 年全世界约有 2.2 亿糖尿病患者, 2005 年有超过 110 万

人死于糖尿病。预计 2030 年全世界糖尿病患者将达 4.39 亿[1]。
糖尿病患者比正常人群更易发生骨折，并且糖尿病患者骨折后

可出现愈合慢，延迟愈合甚至不愈合等后果，是当今骨科医生

所面对的棘手问题。国外学者在糖尿病动物模型骨折愈合观察

中发现，其骨痂的力学强度明显较非糖尿病组弱且在愈合时间

上延迟 1 周[2]。尽管在糖尿病患者骨折的愈合过程中,观察到胶

原合成下降[3],细胞增殖活性降低[4],生物力学特性减弱[5], 但是

通过何种具体的途径实现的并不是很不清楚, 本研究的目的就

是利用糖尿病大鼠模型观察糖尿病大鼠的骨折愈合过程，探讨

糖尿病影响大鼠骨折愈合的可能的机制，为临床实践应用提供

理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象
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雄性 Wister 大鼠（由济南军区总医院动物实验中心提供）。
1.2 研究方法

1.2.1 糖尿病动物模型的制作

1.2.1.1 动物造模使用主要实验试剂 3%四氧嘧啶溶液配制：应

用电子天平准确称取四氧嘧啶，将称取的四氧嘧啶溶于蒸馏水

中。待完全溶解后，观察见溶液无色透明，无固体结晶颗粒。盛

入无菌瓶，避光密封。半小时内应用。
1.2.1.2 糖尿病动物模型制作 选取健康 Wister 大鼠，适应性饲

养 2 周。选取血糖低于 6.1 mmol／L，且尿糖阴性的大鼠。禁食

不禁水 24 小时后腹腔注射四氧嘧啶 120mg/100g 即注射 3％
四氧嘧啶生理盐水 0.4 ml/100g[6]。对照组 70 只注射等量的生理

盐水。目前基本倾向于糖尿病大鼠空腹或非空腹的成模血糖标

准 为 11.1～16.7mmol/。 48h 后 测 血 糖 ， 将 血 糖 持 续 大 于

16.7mmol/l 动物选为糖尿病模型组。
1.2.2 骨折模型的制作 糖尿病成模后，将大鼠在 2%的戊巴比

妥钠（2ml/kg）腹腔麻醉下，固定于自制特殊手术台上，0.5%碘

伏、75%酒精涂擦消毒下肢手术区皮肤，取小腿上端正中纵行

切口，在胫骨中下段相当于胫骨结节下 1.0 厘米处锯条造成胫

骨骨折，用直径 1.1 毫米克氏针作骨髓内固定，骨折直视下复

位良好后。每只肌肉注射青霉素 80 万单位，连续三天。
1.3 观测方法

1.3.1 ELISA 法测血清 IGF-1 含量测定 IGF-1 单克隆抗体 (兔

抗鼠)、生物素标记抗体、TMB 显色液，TMB 终止液(由博士德

生物技术公司提供)。
分别于造模后第 1 周、2 周、3 周、4 周、6 周及 8 周，每组各

随机抽取 5 只动物，股动脉取血 2ml，3000r 离心 15 分钟，取上

清液冷冻保存待测。主要步骤包括:向已包被抗体的反应孔内

分别加入 0.lml 样本稀释液(作为空白显色孔)、不同稀释浓度

标准品和按 1:3 稀释样本血清，37℃孵育 90 分钟，自动洗板机

吸去酶标板内液体; 每个孔加入生物素标记抗体 0.lml，37℃孵

育 60 分钟，0.0lMPBS 洗涤 5 次;每孔加 0.lm1ABC 液(空白孔

除外)，37℃孵育 30 分钟，0.0lMPBS 洗涤 5 次 ; 各孔分别加

TMB 显色液 0.lml，37℃避光反应 12 分钟后加 TMB 终止液，

用酶标仪测定 450lun 波长的吸光光密度(0D 值)。根据标准曲

线将 0D 值换算成 IGF-1 浓度。
1.3.2 一般大体观察 将为测定血清 IGF-1 含量处死的大鼠，取

出胫骨，在取骨痂做 HE 切片的同时观察大体情况。主要观察

骨痂的有无、大小、硬度，骨折线愈合情况、组织包裹程度及其

是否有肉眼可见骨质疏松情况。
1.3.3 影像学观察 于术后第 1 周、2 周、4 周、6 周、8 周分别拍

胫骨正侧位 X 线片。摄片条件为电压 36KV、曝光时间 0.05S、
电流强度 30mA、距离 90cm，各时相点 X 光片显影、定影时间

严格一致，所有 X 光片均由同一放射科专业人员在同一条件

下拍摄。分时间段观察骨折与新骨生成情况，以及有无骨痂、骨
痂的大小、骨折线是否消失等骨折愈合情况。
1.3.4 组织学观察 分别于造模后第 1 周、2 周、4 周、6 周及 8

周将为测定血清 IGF-1 含量而处死的大鼠 5 只，取出胫骨，剔

除软组织，拔除克氏针，局部消毒铺巾，截取以骨折处为中心上

下各 0.5cm 的胫骨。
1.3.5 生物力学资料:实验仪器 生物力学测试机（济南军区总

医院骨科实验室）。

于手术后第 4 周，6 周，8 周分批随机各脱臼处死 10 只后

取分别取出两侧下胫骨，其中对侧胫骨用于计算参数比率。
95％的酒精擦去附着的肌肉，肌腱等软组织，取出克氏针。其中

5 只用于扭转强度测试，5 只用于弯曲强度测试。于胫骨骨折处

做三点应力实验，跨度 2 厘米检测。
测试项目：①弯曲强度测试：先进行三点弯曲载荷测试，三

点弯曲的加载点为骨痂中点，加载速度为 1mm/min，进行破坏

性三点弯曲力学测试，记录标本折断时加载力，由计算机软件

自动计算弯曲强度（N）。对应的未手术侧标本同时进行弯曲强

度测试。计算每对标本的参数比率。
②扭转强度测试：扭转力以 4°/ 分的速率加载至骨折，从

载 荷 角 度 位 移 曲 线 上 由 计 算 机 软 件 自 动 计 算 扭 转 强 度

（Nmm）。对应的未手术侧标本同时进行测试，计算每对标本的

力学参数比率。
1.4 统计学分析

应用 SPSS17.0 统计软件进行数据分析，计量数据以均数

标准差表示。采用成组 t 检验比较各组之间的差异，以 P<0.05

做为检验水准比较不同组之间的差异是否有统计学意义。

2 结果

2.1 一般大体观察

1）骨折后第 7 天，两组均见骨折端清晰，但对照组边缘少

量纤维组织生长，糖尿病组边缘未见纤维组织生长。2）骨折后

第 14 天，两组均见骨折端清晰，但对照组骨折断端已有纤维组

织连接，糖尿病组可见骨折断端有少量纤维组织生长。3）骨折

后第 28 天，对照组骨折断端已有骨性组织连接，纤维组织包

裹，大量纤维骨痴包裹。糖尿病组骨折断端出现纤维组织连接，

纤维组织包裹，骨折处仍清晰可见。4）骨折后第 42 天，对照组

骨折断端骨性组织连接，纤维组织包裹，骨折断端不容易区分。
糖尿病组断端出现骨性组织连接，纤维组织包裹，骨折断端可

以区分。5）骨折后第 56 天，对照组骨折己经基本愈合，骨折断

端难以区分。糖尿病组骨折骨性组织连接，3 只大鼠骨折断端

难以区分，2 只骨折仍未愈合。
2.2 影像学检查结果

1) 骨折后第 7 天，糖尿病组可见骨折端骨折线清楚，未见

明显骨痂影，但对照组可见明显骨膜的增厚甚至少量骨痂稀

疏。 2) 骨折后第 14 天，糖尿病组骨折端可有少量稀疏不均骨

痂生成，对照组骨折端及骨外膜增殖形成的骨痂明显较糖尿病

组多。3) 骨折后第 28 天，对照组骨折端透亮度进一步减低，有

明显的骨小梁连接，骨折线模糊，骨量较多；糖尿病组骨折端透

亮度高，骨量少，骨折线仍清楚。4) 骨折后第 42 天，骨折两端骨

量进一步增加，对照组骨折线消失，骨外膜生成的骨痂将骨折

端完全包裹；糖尿病组骨外膜骨痂尚未完全包裹骨折端，骨折

线还比较清晰。5）骨折后第 56 天，对照组骨折端骨量进一步增

加，骨线模糊不清，骨折线完全消失；糖尿病组骨外膜形成的骨

痂也已完全包裹骨折端，但骨折线较治疗组和对照组清楚。
2.3 组织学观察结果

糖尿病组：骨折后 1 周软骨发育不成熟，体积较小，排列松

散。2 周有骨小梁形成但是明显较治疗组和对照组较稀疏。4 周

显示骨痂基质以嗜碱性染色的软骨基质为主，且骨基质中成骨

细胞体积大，排列不规则。6 周以编织骨痂为主但较前成熟，但
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是骨量较前增多。8 周形成板层骨但是骨细胞体积较大排列不

如对照组和治疗组规则。
对照组：骨折后 1 周见明显的软骨储备区和增殖区，增殖

区细胞排列成团成串。2 周显示成熟的软骨细胞退化，成骨细

胞单层排列于骨基质表面形成条索状骨小梁与治疗组无明显

差别。4 周显示显示在骨折端形成编织骨痂，有散在的小骨髓

腔。6 周同治疗组相似，融合成板层骨，形成大髓腔。8 周形成板

层骨形成骨性融合。
2.5 血清 IGF-1 含量的测定

对照组血清 IGF-1 第 2 周达到高峰，达高峰以后逐渐下

降。糖尿病组血清 IGF-1 浓度自第 1 周至第 3 周组逐渐升高，

第 3 周达高峰以后逐渐下降。第 1～3 周糖尿病组和治疗组和

对照组浓度相比差异有统计学意义（P<0.05）。4 周后糖尿病组

浓度和对照组差异无统计学意义（P>0.05）。

表 1 骨折后两组大鼠血清 IGF-1 浓度（ng/ml,x±s）

Table 1 Serum concentrations of IGF-1 of two groups after fracture（ng/ml,x±s）

Group
Time/week

1 2 3 4 6 8

Control group 4.08±0.04 4.28±0.06 4.15±0.06 4.05±0.09 3.88±0.05 3.82±0.03

Diabetes group 3.81±0.08* 3.76±0.05* 3.99±0.09* 3.97±0.09 3.86±0.09 3.74±0.11

2.6 生物力学

在材料学实验机上获取原始数据后，经过标准化处理后得

出二次数据，对数据分析，进行比较。术后第 4 周、6 周、8 周。随

术后时间的延长，两组抗弯曲强度、抗扭矩强度增强。

Group 4w 6w 8w

Control group 63.42±2.76 85.13±3.81 103.86±6.76

Diabeties group 40.86±3.96 59.72±2.73 78.86±5.15

注：糖尿病组与对照组比较 P<0.05

Noet: Diabeties group compared with control group P <0.05

表 2 术后不同时间点两组标本三点弯曲强度（N,x±s）

Table 2 The three- point bending strength of two group samples at different time points( N,x±s）

注：糖尿病组与对照组比较 P<0.05

Note: Diabeties group compared with control group P <0.05

表 4 骨折后不同时间点三组标本的破坏扭矩（Nmm）（x±s）

Table 4 The breakdown torque of two group samples at different time points（x±s）

Goup w4 w6 w8

Control group 118.11±5.47 216.95±11.56 337.57±14.23

Diabeties group 92.79±8.14 126.59±6.33 195.65±11.66

注：糖尿病组与对照组比较 P<0.05

Note: Diabeties group compared with control group P <0.05

表 5 骨折后不同时间点三组标本破坏扭矩参数比率(%)（x±s）

Table 5 Ration of three-point breakdown torque of two group samples at different time points（x±s）

Goup w4 w6 w8

Control group 30.83±1.18 49.75±2.48 68.76±4.52

Diabeties group 23.36±0.79 29.54±1.88 40.81±3.37

3 讨论

糖尿病有可能是通过影响细胞因子和细胞而影响到骨折

愈合。最近的研究发现成骨细胞上具有胰岛素和 IGF-1 的受

体，而胰岛素和胰岛素样生长因子 1 的作用是促进其增殖。糖

尿病由于可以导致胰岛素和胰岛素样生长因子 1 的缺乏进而

可能影响到成骨细胞的功能。Kemink 等[7]在糖尿病股骨颈骨量

减少的患者中发现其 IGF-1 含量明显低于无骨量减少的患者。
长期血糖浓度升高可以致使糖基化终末产物（AGEs）大量的堆

积在骨胶原蛋白上，一些 AGEs 还可以和跨膜的免疫球蛋白超

家族的 AGEs 受体相结合。这些过程有可能干扰了胶原蛋白和

成骨细胞之间的相互粘附，使得成骨细胞的分化和功能受到干

扰，同时此过程又可以刺激导致破骨细胞的分化、成熟和活性

增强的细胞因子如肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 6、一氧化氮等
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的分泌[8]，使得骨形成和骨吸收平衡遭到破坏而引起骨密度下

降[9]。在 Krakauer[10]等对糖尿病病人长达 12 的年前瞻性研究中

发现此类人群的骨形成功能明显下降。
糖尿病也可能通过对胶原纤维的作用影响骨折愈合。早在

1988 年 Spanheimer 等就已经证实糖尿病大鼠骨和软骨中胶原

的合成量减少[3]。关于糖尿病对胶原的影响, Macey 等[11]在患有

糖尿病的大鼠骨折愈合试验中发现其局部骨痂中细胞构成的

指标如总 DNA 含量降低 40%, 因此他推测糖尿病可能通过降

低局部骨痂胶原含量，抑制局部骨痂中细胞的增殖进而影响骨

折愈合的。还有作者认为糖尿病胶原 (主要是 I 或Ⅱ型胶原纤

维)含量降低,可能是通过减少胶原合成,或增加分解,或两种途

径同时存在,也有可能通过增强胶原酶活性来实现的[12]。现在虽

然可以证实糖尿病对胶原的代谢产生负面的影响使胶原的合

成减少，从而减慢骨组织的愈合，但是对其是通过何种具体的

途径实现的并不是很不清楚，尚需进一步的研究。
骨折的愈合是一个复杂的生理过程, 其包括细胞迁移、血

管生成和骨痂改建等。同时也包括细胞生长因子对细胞分化和

增殖的调控作用以及细胞生长因子的骨诱导、分子信号传导作

用等, 总之骨折的愈合是一个多序列的修复过程[13,14]。目前在临

床实践中骨愈合延迟、不愈合、骨质疏松甚至最终导致骨缺损

等的发病率较高，许多骨科医生致力于此项研究，尽管做了大

量的实验及临床研究工作,但是直至今日都还没有得到确切的

疗效[15]。在 1987 年 Perkins[16]和 Spencer 等[17]观察到了一个相同

的现象：合并脑外伤的骨折患者骨痂出现过度生长, 甚至可以

在肌肉中出现异位骨化现象，但是与之相对对应的现象是单纯

四肢骨骨折患者的骨折愈合速度并没有明显加快,这说明脑外

伤与骨折愈合似乎有着某种内在的联系。为了解释这一现象，

Bidner 测定了 32 例住院患脑损伤合并骨折病人血清中 IGF 的

浓度，结果发现合并脑外伤的骨折病人 IGF 浓度明显高于单纯

骨折病人，这说明胰岛素样生长因子有促进软组织细胞、血管

内皮细胞、软骨细胞、成骨细胞分化增殖,促进了骨折骨痂的形

成。为骨不愈合、骨愈合延迟、骨质疏松的临床治疗提供了令人

鼓舞的前景。
在骨折后 2 周内是成骨细胞、成软骨细胞的分化高峰，4

周后随着骨折愈合过程中成骨细胞向骨细胞的分化以及软骨

细胞的成熟局部 IGF-1 表达减少，骨折 6 周以后随着骨痂塑形

作为破骨细胞分化因子 IGF-1 的仍有阳性表达，但是其作用是

促进破骨细胞参与骨痂塑形。骨折后前 3 周是影响骨折愈合的

生物活性因子的活跃期，这一阶段各生物活性因子间的相互作

用直接影响骨折愈合的进程和质量。本实验结果表明，第 1-3

周糖尿病组的 IGF-1 较照组明显降低。在骨折愈合的关键时

期，这些影响骨折愈合的重要细胞因子的产生减少可能是糖尿

病骨折愈合延迟的重要原因。IGF-1 是骨折愈合过程中重要的

细胞因子，高血糖状态引起的 IGF-1 降低机制目前尚不明确，

糖尿病骨折早期血清中 IGF-1 表达明显减少，且表达高峰滞

后，IGF-1 的减少致使成骨细胞分化减少。至于糖尿病对多种细

胞因子的影响进而影响骨折的愈合需要进一步的研究。
本实验说明糖尿病骨折愈合过程中骨折的力学强度下降，

并且愈合时间延迟大约一周左右。同时血清中的 IGF-1 的含量

降低，峰值延迟，说明糖尿病有可能通过降低细胞因子的合成

进而影响到骨折的愈合。另外由于骨折的愈合是一个复杂的生

理过程, 其包括细胞迁移、血管生成和骨痂改建等过程，联系到

临床实践中骨愈合延迟、甚至骨不愈合、骨质疏松等的发病率

有升高的趋势，有关于骨折愈合的具体机制也需要我们进一步

的研究。
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