
前 言

在现代战争、交通生产事故及各类骨科疾病中，

骨缺损难以避免。据统计，在我国骨缺损或功能障

碍患者已超过300万［1］，而目前较常应用修补的方法

是骨移植［2］，自体骨疗效最佳但取材有限，故研制移
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【摘 要】目的：探讨超声在人工骨微血管生长过程中的应用价值，为骨移植生长提供早期诊断信息。 方法：15只新西兰

兔分别行经典双前肢桡骨大段骨缺损模型造模，植入珊瑚羟基磷灰石人工骨（CHA），分别于第3、7、11、15、30、45天对实

验动物双侧CHA行常规超声及超声造影检查，观察微血管灌注情况。应用超声造影定量分析时间-强度曲线（TIC），于

CHA的4个等分点分别检测基础强度（BI）、峰值强度（PI）、增强强度（△SI）、BI/PI、达峰时间（TTP），并与病理结果进行对

照。 结果：术后第3天超声造影显示CHA周边稍增强，中央无增强；第7天周边明显增强，中央稍增强；第15天中央见造

影剂完全充盈。相同时间比较CHA的4个测量点的△SI、BI/PI、TTP值均无统计学意义（P>0.05）；比较不同时间的△SI、

BI/PI、TTP值均有统计学意义（P<0.05）。时间与△SI呈显著正相关，与BI/PI、TTP呈显著负相关。 结论：超声造影可早

期显示CHA的微血管血流灌注情况，为骨移植生长评估提供新型有价值的诊断依据。
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Abstract: Objective To study the diagnostic value of ultrasound in artificial bone angiogenesis and provide early diagnosis

information for the growth of the transplanted bones. Methods A classic bone defect model in bilateral radius was

established in 15 New Zealand rabbits implanted with coral hydroxyapatite (CHA). The microvascular blood perfusion of

CHA was observed with conventional ultrasound and contrast-enhanced ultrasound (CEUS) examination on the 3rd, 7th, 11th,

15th, 30th, 45th day after the bone transplantation. Each CHA was divided into 4 equal parts. Time intensity curve (TIC) of

CEUS was used to detect the basic intensity (BI), peak intensity (PI), increased signal intensity (△SI), BI/PI, and time to

peak (TTP) of the 4 parts, and the measurement data were compared with pathological results. Results CEUS showed that

the peripheral CHA was slightly enhanced, while the central part was not enhanced on the 3rd day after the bone

transplantation, but the central part was enhanced fully on the 7th day. The △SI, BI/PI, TTP at the same time were compared

among the 4 parts in CHA and showed no significant difference (P>0.05), while the △SI, BI/PI, TTP at the different time

showed obvious difference among the 4 parts (P<0.05). Time was positively correlated with △SI and negatively with BI/PI

and TTP. Conclusion Microvascular blood perfusion of CHA can be displayed early with the use of CEUS, which can

provide a valuable diagnostic evidence for the growth assessment of transplanted bones.
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植替代物具有广阔的前景，是现今骨移植领域的前

沿与热点［3］。近年来随着骨组织工程学的发展，具有

生物活性的移植材料不断出现且部分已用于临床［4］，

决定其成活最关键环节是早期移植物血管化的程

度［5-7］，但至今尚未有无创的有效评估办法。随着超

声造影技术的发展，其已广泛应用于临床各器官病

变微灌注的评价及与微血管密度相关的研究［8-10］，但

将其用于观察移植骨早期血管化程度的研究，国内

外尚少有报道。本实验选取已在临床广泛使用的珊

瑚羟基磷灰石人工骨（CHA）［11-12］为材料，旨在探索超

声造影评估移植骨早期血管化程度的可行性，为临

床或实验室研究移植替代物的早期血管化提供新型

有利的诊断信息。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂及材料 超声造影剂（UCA）选用声诺

维（SonoVue）六氟化硫微气泡注射液，购自意大利

Bracco有限责任公司。戊巴比妥钠，购自北京普博斯

生物科技有限公司。肝素钠注射液，购自上海第一

生化药业有限公司。0.9% NaCl注射用生理盐水，由

广州军区总医院药剂科提供。CHA，由广州军区总

医院骨科实验室提供。

1.1.2 实验动物 健康新西兰大耳雄性白兔 15只，由

广州军区广州总医院动物实验中心提供。兔龄：3~6

个月，体质量 2.4~3.2 kg。本实验获得广州军区广州

总医院实验动物伦理委员会批准。

1.1.3 实验设备 超声仪器为美国 GE 公司 Logic E9

型彩色多普勒超声诊断仪，自带造影技术及超声定

量分析功能，9L-D线阵高频探头，频率为 6~9 MHz。

电子天平，购自北京赛多利斯科学仪器有限公司，型

号为PRACTUM5100-1CN，量程5.1 kg，精度1 g。

1.2 方法

1.2.1动物模型制备 对15只新西兰兔分别行经典双

前肢桡骨大段骨缺损模型造模［13］，骨缺损长度为20 mm，

植入 20 mm×3 mm×3 mm 的 CHA，术后包扎，抗感

染，常规饲养。实验前，选取兔耳缘静脉，置入22G留

置针，注射3%戊巴比妥钠，按1 mL/kg麻醉并行双前

肢术区备皮，取仰卧位固定于动物板上。

1.2.2 超声造影剂配置 按照SonoVue说明书配置，1支25

mg冻干粉剂与5 mL注射用生理盐水混合摇匀，微泡密度

为2×10 g/mL，微泡浓度为2×108个/mL，与人血浆等渗。

1.2.3 超声检查 通过超声定位每段兔前肢CHA的4

个等分点，即两端及中央平分的两点。术后第 3、7、

11、15、30、45天分别在这4个点上对CHA行灰阶、彩

色多普勒（CDFI）、能量多普勒（CDPI）、B-Flow 及

CEUS检查，观察其微血管生长情况。在整个实验过

程中，探头与兔前肢皮肤之间要求有足够的耦合剂，

避免对实验兔前肢的压迫，且常规超声频率固定为

8.4 MHz，CEUS期间保持仪器固定以下值：机械指数

（MI）为0.14，频率 Res，增益12%，动态范围57 dB，仪

器输出功率为10%，聚焦深度3 cm。

超声造影实验过程：通过22G留置针，造影剂经兔

耳缘静脉0.0l mL/kg团注，随后1.5 mL生理盐水冲管。

团注造影剂时启动图像采集，选取横切面观察90 s，记

录CHA造影情况，并用Logic E9自带DICOM格式进行

储存。为了避免影响，每次造影间隔时间不小于10 min。

1.2.4 定量分析 运用 Logic E9 自带的 TIC-Analysis

功能，分别对不同时像的CHA的 4个测量点行定量

分析，测量基础强度（BI）、峰值强度（PI）、增强强度

（△SI，PI与BI的差值）、BI/PI及达峰时间（TTP）。其

中感兴趣区（ROI）取样面积相同，每次测量均选取 3

个不同的取样点，取平均值后进行评估。

1.2.5 病理对照 分别于术后第 3、7、11、15、30、45天

各取一实验兔双前肢的 CHA 行病理制备，行 HE 染

色，比较微血管生长情况与超声造影分析结果。

1.2.6 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数据

分析，计量资料采用均数±标准差表示。各组间对比

均采用配对样本 t检验。为探讨时间与△SI、BI/PI、

TTP 的关系，采用双变量相关分析（Pearson）。P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 常规超声观察

第 3 天起，灰阶超声显示 CHA 呈圆柱形实性稍

高回声，内见筛孔样点状无回声，均匀分布，显示清

晰，双侧骨折断端相临紧密，对位对线良好，周围软

组织回声稍低（图1）。第11天起，CDFI显示CHA内

见点状血流信号，PW 呈低阻力动脉血流频谱，与

CHA闪烁伪像及周围软组织血流分辨困难。第45天

CHA表面反射较前明显，骨质显示较前模糊，筛孔样

结构显示欠清。实验过程中 CDFI、CDPI 及 B-Flow

对CHA的血流情况显示欠佳，边缘均见彩色伪影。

2.2 超声造影观察

第 3天，CHA外周区见稍高增强，与周围软组织

界限欠清，中央区增强不明显。第7天，CHA外周及

中央区均见造影剂充盈，周边组织较中央增强明

显。第 15天，CHA外周及中央区增强强度相近。第

45 天，CHA 表面反射增强，中央部出现后方衰减情

况，故造影显像不佳。详见图2。
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2.3 定量分析

2.3.1 CHA的 4个观察点间对比 在每个时间窗内，

分别对比 CHA 的 4 个观察点的△SI、BI/PI、TTP 值，

结果表明均无统计学意义（P>0.05）。

2.3.2 不同时间组间对比 分别对比各时间组的△
SI、BI/PI、TTP 值，其中每段 CHA 均取 4 个观察点的

均值进行评估，统计结果表明均有统计学意义（表1，

P<0.05）。通过时间组与各造影定量的相关分析发

现，△SI 随时间的推移而增加，呈显著正相关（r=

0.871，P<0.05）；BI/PI、TTP 值随时间的推移而减少，

呈显著负相关（r=-0.589/-0.871，P<0.05）。

2.4 病理结果

HE染色结果（图3）显示，术后第3天，CHA周边

见大量红细胞，中央区见少量红细胞，随着时间的推

移，CHA内红细胞、纤维结构、多核巨细胞及单核细

胞数量较前明显增加，提示微血管生成较前增多。

a: Transverse position b: Longitudinal position

图1 移植后第3天CHA灰阶超声图

Fig.1 Gray scale ultrasonography image of coral hydroxyapatite (CHA) on the 3rd day after bone transplantation

a: On the 3rd day, a little of ultrasonic contrast agent (UCA) was found in the peripheral CHA and few in the central part; b: On the 7th day, a lot of UCA

was detected in the peripheral CHA and a little in the central part; c: On the 15th day, the contrast-enhanced intensity in peripheral area was similar to that

in the central part; d: On the 45th day, the reflection of peripheral CHA increased, and the central part showed posterior attenuation.

图2 移植后CHA超声造影图

Fig.2 Contrast-enhanced ultrasound image of CHA after bone transplantation

第5期 凌茵, 等 . 超声造影评估兔人工骨血管化的实验研究
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3 讨 论

长期以来，治疗骨缺损一直是骨科临床中的难

点和热点［3］。目前骨组织工程学的发展为其开辟了

一条崭新道路，同时也面临着许多问题，主要是移植

物的血管化，即骨移植材料在植入后早期、快速地实

现内部血运重建［7］。通过周围血管的长入，移植材料

建立血运获得营养，随之新生骨生成，从而达到修复

目的；反之血管化不足将导致材料与周围组织间形

成纤维囊，从而限制营养物质的摄取及代谢产物的

排出［6］。故骨组织工程技术的成败主要依靠支架材

料血管网的建立［7］。

传统移植骨血管化评估方法大致分为组织病理

学和影像学检查［14］。前者通过显微镜等技术，为评

价的金标准，但碍于有创性，在临床实际应用中难于

开展；后者是临床移植骨评估的首选检查手段，其中

对血管化评估的报道主要包括放射性核素骨显像

（SPECT）、CT及MRI［14-16］，但超声的应用目前尚少有

报道。

根据超声的成像原理，当声波遇到高密度界面

时将发生大量多次反射，故用常规超声检查骨质面

时，声波无法穿透，成像困难。本实验采用的CHA是

骨组织工程中一种目前较常应用于临床的支架材

料，其通过天然珊瑚“水热反应”转换而来，留有天然

多孔样结构，生物相容性好［17-18］。本实验中，其在早

期灰阶超声及CEUS中显示清晰，但在CDFI及CDPI

评估中因彩色伪影的产生而显示欠佳。

本实验将超声造影技术应用于评价CHA的血管

化，观察结果显示：术后第3天，CHA周边即可见少量

造影剂充填，中央区无充填，与病理结果提示CHA周

围部见大量红细胞、中央部见少量红细胞一致；术后

第 7 天，造影剂完全充填入 CHA，周围部多，中央部

少；术后第 15天，周围部与中央部增强程度相似，表

明随着时间的增加，微血管自CHA周围长入中央，与

病理结果CHA中央部红细胞、纤维结构、多核巨细胞

及单核细胞数量逐渐增加提示一致；术后第45天，灰

阶超声显示CHA表面反射增强，中央部后方产生衰

减，由超声成像原理推断表面已有部分新生骨形

Days after bone transplantation

3rd day

7th day

11th day

15th day

30th day

n

30

28

26

24

22

△SI/dB

2.30±0.52

5.11±1.28

6.91±1.21

8.69±1.42

10.79±1.36

BI/PI

0.941±0.019

0.912±0.023

0.891±0.026

0.867±0.027

0.829±0.033

TTP/s

22.40±2.98

19.37±2.72

17.96±2.29

14.52±2.11

10.76±1.72

表1 各时间CHA超声造影所测△SI、BI/PI、TTP值（ x̄ ± s）

Tab.1 △SI, BI/PI, TTP were measured with CEUS in different days (Mean±SD)

△SI: Increased signal intensity; BI: Basic intensity; PI: Peak intensity; TTP: Time to peak

a: On the 3rd day, a lot of red blood cells were detected in the peripheral CHA and few in the central part (HE, ×100); b:

On the 15th day, the CHA was full of red blood cells, multinuclear giant cells and mononuclear cells (HE, ×200).

图3 CHA病理图

Fig.3 Pathological image of CHA
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成。上述结果表明超声造影能早期观察CHA的血管

化情况，与SPECT、CT及MRI相比，观察时间大大提

前，更具敏感性。在超声造影定量分析中，△SI是造

影剂进入CHA的增强强度，反映红细胞进入CHA的

数量。TTP是造影剂增强强度到达峰值的对应时间，

与BI/PI一样反映红细胞进入CHA的速度。在各相

同时间内，CHA的4个点的所有造影定量参数（△SI、

BI/PI、TTP）比较均无差异，说明CHA两端及中央部

血管化程度相近，符合Moore［19］、金行晴［20］等对骨“爬

行替代”学说的异议，即新骨形成细胞的来源是受植

床而非植骨块。对比不同时间组的定量参数，发现

时间与△SI呈显著正相关，与BI/PI、TTP呈显著负相

关，表明CHA微血管灌注量随着时间的推移逐渐增

加，到达峰值的速度逐渐加快。

综上所述，超声造影能较好地显示CHA早期血

流灌注，虽在成骨后显像欠佳，有一定局限性，但与

其他影像学方法比较，具有敏感、安全、移动便捷、廉

价等优势，是一种可供临床评估移植骨血管化的新

方法。
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