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改良激素性股骨头坏死动物模型的建立与评价★ 
李传将1，王万明2，庄颜峰2，李  政2，李  杰2 

Establishment and evaluation of a modified animal model of steroid-induced avascular necrosis 
of femoral head     

Li Chuan-jiang1, Wang Wan-ming2, Zhuang Yan-feng2, Li Zheng2, Li Jie2 

Abstract 
 
BACKGROUND: So far, the pathogenesis of steroid-induced avascular necrosis of femoral head was still unclear; furthermore, 
the valid animal model was lack, and the developments of different treatments were based on the animal models, which could 
simulate the natural pathogenesis course. 
OBJECTIVE: To explore the feasibility of setting up animal models of steroid-induced avascular necrosis of femoral head by 
combining low-dosage methylprednisolone (MPS) with equine serum (ES). 
METHODS: Twenty healthy Japanese white rabbits were randomly divided into experimental group and control group. 
Experimental group was intravenously injected with ES, and another injection of ES was performed two weeks later. MPS was 
intramuscularly injected at 24 hours after the first ES injection, once a week for 8 weeks in total. Control group was injected with 
the same dose of saline. Hematologic studies were performed before the first ES injection, 2, 4, and 8 weeks after MPS injection. 
Meanwhile, other examinations were carried out including magnetic resonance imaging (MRI), hematoxylin-eosin staining, and 
transmission electron microscope at 4 and 8 weeks after MPS injection, respectively. 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with control group, triacylglycerol and cholesterol levels were significantly increased 
in the experimental group after 2, 4, and 8 weeks (P < 0.05), but partial thromboplastin time was significantly decreased (P < 
0.05). MRI in the experimental group after 4 weeks demonstrated that local signals were changed in some animals and subcortical 
hemorrhage was observed after 8 weeks. Compared with control group, necrotic bone marrow cell debris was located surrounding bone 
marrow in the experimental group after 4 and 8 weeks, and blank bone lacuna rate was gradually increased (P < 0.01). Structure of some 
osteocyte was unclear in the experimental group after 4 weeks, and large vacuoles were observed. After 8 weeks, part of osteocyte had 
caryorrhexis and caryolysis, apoptotic cells appeared abundantly, and the structure of bone collagen was confused. Combination of ES 
and steroid significantly increased incidence of osteonecrosis in rabbits and contributed to set up animal models of steroid-induced 
avascular necrosis of femoral head. 
 
Li CJ, Wang WM, Zhuang YF, Li Z, Li J. Establishment and evaluation of a modified animal model of steroid-induced avascular 
necrosis of femoral head.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(24): 4393-4397.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：在股骨头坏死发病机制的研究中，目前仍缺乏有效的动物模型，各种股骨头坏死治疗新方法的发展需要能够模拟人

股骨头坏死自然病程动物模型的基础实验。 
目的：通过联合应用马血清和低剂量甲基强的松龙建立激素性兔股骨头缺血性坏死动物模型。 
方法：20 只健康日本大耳白兔随机分成 2 组。实验组动物注入马血清，间隔 2 周后，再次注入马血清，第 1 次注射马血清

后 24 h 肌肉注射甲基强的松龙，每隔 1 周注射 1 次，共 8 周。对照组动物单纯注射同等量的生理盐水。于第 1 次注射马血

清前、注射甲基强的松龙后 2，4，8 周行血液学检查。并分别于注射甲基强的松龙后 4，8 周行 MRI 检查、苏木精-伊红染

色和电镜观察股骨头缺血坏死情况。 
结果与结论：与对照组比较，2，4，8 周实验组三酰甘油、胆固醇均明显上升(P < 0.05)；激活部分凝血活酶时间则明显下

降(P < 0.05)。4 周实验组 MRI 显示部分动物可见局部信号改变，8 周时可见皮质下出血；对照组比较，4，8 周实验组骨髓

周围有坏死的骨髓细胞碎片存在，空骨陷窝率逐渐增加(P < 0.01)；4 周时实验组个别骨细胞结构模糊不清，或有大空泡；8
周时部分骨细胞核破裂、核溶解，凋亡细胞大量出现，骨胶原结构排列紊乱。结果证实联合运用激素和马血清明显提高股

骨头缺血性坏死的发生率，能够较好地建立激素性兔股骨头缺血性坏死动物模型。 
关键词：激素；股骨头坏死；动物模型；骨组织工程；兔 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.24.006 
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0  引言 
 

自Pietrogrand和Mastomarine[1]于1957年
首次报道1例因大剂量使用糖皮质激素引起股骨

头坏死以来，激素性股骨头坏死占非创伤性股骨

头坏死的首位，但其发病机制尚未完全明了[2-3]。

国内外专家也提出了许多学说，比如脂肪代谢

紊乱学说[4]、血管内凝血学说[5]、静脉淤滞学

说[6]、骨内高压学说以及骨质疏松学说等[7-8]。

但到目前为止其具体的发病机制仍不明朗，并

且缺乏有效的动物模型用于研究，为此，建立

与股骨头坏死病程相似的动物模型显得尤为

重要。
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1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：2008-06/09在解放军南京军区

福州总医院比较医学科、病理科及实验科完成。 
材料：成年日本大耳白兔20只，雌雄各半，

体质量(2.0±0.2) kg，由解放军南京军区福州总

医院比较医学科提供 (合格证号：CXK*(苏 ) 
2007.0008)。实验过程中对动物处置符合2006
年科学技术部发布的关于善待实验动物的指导

性意见[9]。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

实验分组：20只白兔随机被分成实验组14
只，对照组6只。 

动物模型的建立：实验组经兔耳缘静脉按  
10 mL/ kg注射马血清，间隔2周后，按5 mL/kg
剂量连续2 d注射马血清各1次，并于首次注射

马血清后 24 h臀中肌注射甲基强的松龙      
4 mg/(kg•周)，连续8周。对照组注射等量生理

盐水。所有动物臀部肌注庆大霉素8万U/周，连

续8周。两组动物分别在第4周、第8周注射甲基

强的松龙和生理盐水后1周处死，处死之前行影

像学检查及抽血行血液学检查，实验组每次处

死6只，对照组每次处死3只进行组织学检查。 
指标检测： 

一般形态学观察：包括动物的体质量、尿

便、精神、毛发光泽度等情况及股骨头的外观。 
血液学检查：分别于注射马血清前、第2，

4，8周抽血检测三酰甘油、总胆固醇和激活部

分凝血活酶时间变化。 
MRI检查：分别于第4，8周按照分组全麻

后应用E-SCAN MRI检查，采用相同的扫描序

列行T1WI和T2WI加权像扫描，并加用脂肪抑

制成像，层厚、层距均为2 mm。 

标本取材后组织病理及电镜检查：处死动物，

取出股骨头，部分标本放入体积分数为4%的甲

醛溶液中，固定24 h后于脱钙液4 ℃下脱钙5 d
左右，以针刺透为度。冠状位切开标本，石蜡包

埋、切片行苏木精-伊红染色，光镜下观察。部

分标本在股骨头软骨下区切取约1 mm×1 mm× 
1 mm的标本，电镜前固定48 h，电镜观察。 

主要观察指标：骨髓坏死、骨小梁坏死、

核破碎、核溶解、细胞凋亡表现。 
设计、实施、评估者：由第一、第四作者

负责实施，第二、三、五作者指导完成，均经

过培训。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0

统计软件包进行两样本之间t 检验分析，MRI
结果采用符号秩和检验，实验数据均以x

_

±s表
示，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  一般形态学观察结果  实验组：首次注射

马血清后精神渐萎靡，毛发失去光泽、食欲减

退，体质量下降，第2，3次注射马血清后上述

症状加重，至第6周较对照组体质量下降10%左

右，其中有2只在第3次注射马血清后10 min内
死亡。6周后实验组症状好转，体质量渐恢复，

所有存活动物无皮肤溃烂、感染。对照组：正

常饮食，体质量渐增，无死亡。 
2.2  兔血液学检查结果  三酰甘油及总胆固

醇浓度在第2，4，8周呈现渐增趋势，第2周与

对照组相比，无显著性意义；第4，8周与对照

组相比差异均有显著性意义(P < 0.01)，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
激活部分凝血活酶时间出现逐渐降低趋

势，与对照组相比，差异均有显著性意义(P < 
0.01)，见表1。提示血液流变学存在异常指标，

动物高脂血症和血栓前高凝血状态。 

主要试剂 来源 

马血清                         
甲基强的松龙                   
速眠新                         
进口脱钙液                     
体积分数为 4%的甲醛、PBS、 
苏木精-伊红染液              

30 g/L 戊二醛-15 g/L 多聚甲醛 
固定液，1%锇酸-15 g/L 亚铁 
氰化钾固定液，环氧树脂， 
醋酸铀、柠檬酸铅染色剂  

HyClone，美国 
Pfizer，美国 
军事医学科学院 
北京中杉金桥 
本院病理科提供 
 
福建医科大学 
电镜中心提供 

Figure 1  Concentration of triacylglycerol (TG) and total 
cholesterol (CHO) at 2, 4, and 8 weeks after 
modeling 

图 1  造模 2，4，8 周兔三酰甘油、总胆固醇检测 
结果
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2.3  MRI检查结果  根据Mitshell等[10]股骨头坏死MRI
分级分为A，B，C，D4级。正常股骨头、干骺端T1WI
呈高信号影，T2WI为中高信号，无异常信号影(图2a，
b)。MRI早期A级出现局灶性信号不均表现，在T1WI像为

高信号，T2WI呈中高混杂信号(图2c)；早期B级在脂肪抑

制像上，病灶的周缘在T1WI、T2WI和脂肪抑制上均呈高

信号，表明有皮质下出血表现(图2d)；当病灶中心液化坏

死，为不均匀的长T1、长T2信号为C级；或者完全纤维

化则为D级晚期表现，各组均未见到C，D级MRI表现。 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
对4，8周组与对照组相比较，用Wilcoxon符号秩和

检验差异均有显著性意义(P < 0.05)， 见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.4  病理学检查结果 
股骨头标本大体观察：2周时实验组、对照组大体观无

明显改变，股骨头形态正常；4周时实验组、对照组股

骨头形态正常、无塌陷，关节囊滑膜无增生，无明显关

节腔内积液，实验组股骨头关节面软骨色泽较同期对照

组稍灰暗，股骨头密度不均一，骨质松脆，针头易扎进

皮质；8周时实验组股骨头关节面软骨无光泽、灰暗、

骨质硬度下降、脆性增加，易折断、凿取。对照组股骨

头在各时间点未见明显改变。 
光镜下观察：见图3。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 2  坏死组织 MRI 信号特征 
Table 2  MRI signal characteristics of necrotic tissue     (n=6)

aP < 0.01, vs. control group 

Grade 4th wk group a 8th wk group a Control group

A 2 2 0 
B 0 2 0 
C 0 0 0 
D 0 0 0 
Normal 4 2 6 

表 1  两组各时间点激活部分凝血活酶时间 
Table 1  Partial thromboplastin time in two groups at various 

time points                           (x
_

±s, n=6, s)

aP < 0.01, vs. control group 

Group 2nd wk 4th wk 8th wk 

Experimental  
Control     

25.10±0.36a 
39.22±0.33 

17.87±0.47a  
39.16±0.17 

17.10±0.51a

38.68±0.26

Figure 2  MRI examination of femoral head in the two groups
图 2  两组兔股骨头 MRI 检查结果 

a: T1WI sign of normal 
femoral head (arrow) 

b: T2WI sign of normal 
femoral head (arrow) 

c: Local signal increasing 
region (yellow allow: dou-
ble-line sign)  

d: Fat-inhibiting PdWI signs 
(yellow allow: MRI sign of 
subcortex hemorrhage) 

Figure 3  Histological observation of femoral head in the two 
groups (Hematoxylin-eosin staining, ×100) 

图 3  两组兔股骨头组织学观察(苏木精-伊红染色，×100) 

a: Normal trabeculae of bone was even in density, and hematopoietic 
cells were rich  

b: Bone trabecula (black arrow) was sparse, and empty bone lacuna rate 
increased 

c: Bone trabeculae (black arrows) were thinner, and fat tissues and 
cells were increased  

d: Bone trabeculae were vanished and fat cells(allows) were fused  
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对照组股骨头苏木精-伊红染色，骨膜光滑，软骨细

胞排列整齐；骨小梁结构完整，排列规则，骨小梁中的骨

细胞清晰可见，核大居中，空骨陷窝少见；造血细胞丰富，

脂肪细胞数量适中，形态正常。 
实验组2周靠近股骨颈的松质骨和软骨下区即出现骨

坏死表现，空骨陷窝数增加，骨细胞胞液中充满脂滴，骨

细胞核被挤向边缘，骨髓造血组织减少，大量脂肪细胞堆

积，体积增大。4周时骨小梁开始萎缩、变细，骨细胞核

边聚、固缩，空骨陷窝数量明显增加，成骨细胞数量明显

减少，造血组织几乎消失，坏死骨髓内脂肪细胞增多，体

积增大。8周时骨小梁进一步退变、变细甚至出现断裂，

骨细胞核固缩溶解、消失，核周空晕变大，空骨陷窝数量

超过50%，成骨细胞几乎完全消失，骨髓区被脂肪组织和

增大的脂肪细胞占据，有的融合成泡状。各期均可见有营

养小动脉血管壁结构不清，有的可见红色血栓形成，血管

数量明显减少，骨髓腔内有广泛的新旧出血区。 

股骨头软骨下区空骨陷窝率及脂肪细胞直径计数：实验

组第2，4，8周时的空骨陷窝率及脂肪细胞直径与对照

组相同时间点比较，差异具有显著性意义。按Matsui骨
坏死组织学诊断标准，实验组在8周时发生典型的股骨

头缺血坏死，属于Ⅱ级，股骨头坏死发生率为83.3% 
(10/12)。见表3。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

透射电镜观察结果：对照组切片平面内可见梭形成

骨细胞，胞浆丰富，富含粗面内质网，嵴结构清晰，

基质中散在有骨细胞，核大、核仁可见、骨陷窝明显，

周边部有胶原纤维。骨细胞伸出的突起通过周边裂隙

伸入骨小管内，骨陷窝内骨细胞分泌的胶原纤维致密

排列。 
实验组4周时骨细胞体积明显增大，核呈扭曲状态，

胞质内线粒体嵴断裂，粗面内质网明显减少，骨陷窝变

小，胶原纤维几乎完全消失。成骨细胞核固缩，线粒体

空泡变性，成凋亡细胞的改变。骨基质走行紊乱成团块

状凝聚。8周时骨细胞崩解坏死，胞核呈碎块状，核膜

不连续甚至消失，细胞器消失，胞浆内有大量溶酶体，

及分泌颗粒，凋亡细胞大量出现，骨胶原结构排列紊乱，

同时伴有骨髓内出血。另外可见到血管壁完整性破坏，

层次不清，内皮细胞变性坏死。见图4。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
股骨头坏死动物模型分为：创伤性和非创伤性模

型。前者虽然造模相对容易，但可重复性低，难以标准

化[11-12]。 
早期常单纯使用激素来建立动物模型[4，7，13-15]，虽

然观察到了脂肪栓子的存在、脂肪细胞体积的增大[13]、

骨髓压力的增高和成骨细胞的脂肪变[4，16]，但并没有出

现典型的股骨头坏死。Saito等[14]认为，激素和血管炎的

共同结果是股骨头坏死的最可能的原因，国内外其他学

者也提出了相似的看法。在临床实践中，肾病综合征患

者、感染性休克、妊娠并发症、恶性肿瘤、系统性红斑

狼疮等疾病时应用激素较多，容易出现股骨头坏死。在

这些疾病中，有一个共同的特征，即在应用激素前就已

经存在过敏性血管炎。因此作者结合了Matsui等[17]和

Kabata等[16]两者的造模方法，激素用量贴近临床维持治

表 3  实验组与对照组空骨陷窝率及髓腔脂肪细胞直径 
Table 3  Both empty bone lacuna rate and adipocyte diameter in 

experimental group and control group     (x
_

±s, n=6)

bP < 0.01, vs. control group; cP < 0.01, vs. the 2nd group 

Empty bone lacuna (%) Adipocyte diameter (μm) Time 
(wk) Experimentalb Control Experimentalb Control 

2nd 30.40±5.67 11.56±7.86 37.66±11.13 22.29±4.83 
4th 38.20±7.43 13.36±9.08 46.71±10.12 24.70±3.51 
8th 55.21±9.45c 14.54±5.76 49.75±8.62c 26.55±5.80c 

Figure 4  Transmission electron microscope observation of 
femoral head in the two groups (×12 500) 

图 4  两组兔股骨头标本电镜观察结果(×12 500) 

a: Steocyte of control group was located in lacuna (yellow allow), 
and process of osteocytes penetrated into canal of bone (blue 
allow) 

b: Karyopyknosis of osteocyte in experimental group at the 4th wk 
(yellow arrow) 

c: Karyolysis of osteocyte at the 8th wk (yellow arrow)  
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疗剂量，结果，4周后模型中73%出现股骨头坏死，但

随着坏死修复的进行，8周后只有67%出现股骨头坏死，

复习文献，此造模方法未见报道。 
在Matsui等 [17]模型中，未提及动物的死亡率，

Kabata等[16]模型中动物死亡率为40%(8/20)。通过预实

验发现，连续2次大剂量注射马血清(10 mL/kg)会导致动

物的高死亡率67%(4/6)。因此，本实验对第2次马血清

注射剂量和次数做了调整，采用小量(5 mL/kg)连续2 d
注射的方法，使实验动物死亡率显著降低14%(2/14)，
造模后进行评价，明显提高了股骨头坏死的发生率

83%(10/12)，表明通过第2次小量多次(5 mL/kg)连续2 d
注射马血清的方法，既保证了造模的效率，又使动物的

死亡率显著降低。 
MRI技术是目前用于股骨头缺血性坏死早期诊断的

指标[18]，本实验MRI检查结果根据Mitchell等[10]的标准

出现了A级和B级的改变，属于股骨头坏死的早期变化，

于T1WI均表现为骨髓内异常信号影，本实验可见局灶

性T1WI信号增高区及脂肪抑制后出现皮质下出血改

变，但并没有出现股骨头塌陷变化，MRI显示阳性率为

50%(6/12)；另外病理进一步检查髓内出血及坏死主要

在干骺端及骨干，与人类股骨头坏死部位存在一定差

异，与文献报道一致[17]，4周可以检测出骨髓坏死的病

理改变，而骨小梁的坏死在第8周时更为多见，空骨陷

窝率可达到50%以上，因此，股骨头坏死可能是从骨髓

坏死进展到骨小梁坏死的一个过程，本实验MRI的结果

也说明了同样的问题，4周没有出现Ⅱ级改变，只出现2
例A级改变，8周开始出现了皮质下出血的变化，有2例
呈A级改变，有33.3%(2/6)的标本出现了B级改变，说明

股骨头虽然是早期病变[19]，但处于进展期，MRI与病理

诊断符合率为60%(6/10)。另外，标本中未见到关节积

液的表现，文献报道股骨头坏死合并关节积液发生率可

达60%~100%[20-21]，积液量与病程进展一致，可能与本

实验观察时间过短有关，随病程进展，将有可能发现积

液的表现。本实验结果显示模型组的病理改变与影像学

改变具有一致性，且被文献报道所证实。此动物模型具

有以下特点：①模拟临床激素用量，对阐明激素长期小

剂量应用导致股骨头坏死发病机制奠定基础。②首次采

用马血清联合少量激素长期肌注建立激素性股骨头坏

死模型。并通过血液学、影像学、病理学方法加以检测，

证实造模成功率高(83.3%)。③缩短了整个实验周期，

提高了实验效率，降低了科研费用(激素总量为Matsui
方法的1/4，动物死亡率为Kabata方法的1/3)。④本实验 

 
 
 

可重复性好、经济可行，周期短。⑤为进一步防治股骨

头坏死提供了可靠的动物模型支持。 
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