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超声造影评估早期骨再生血管化的实验研究 

刘帮燕 1，金 琳 2，夏 晴 1，王迎春 2
  

(1. 潍坊医学院，山东潍坊 261000；2. 上海市嘉定区中心医院，上海 201800) 

摘要：目的 探讨超声造影(Contrast Enhanced Ultrasound，CEUS)在骨再生过程中骨移植材料早期血管化的应用价值，

为临床骨再生不良提供早期诊断信息。方法 将 25 只斯泼累格·多雷(Sprague Dawley，SD)级雄性大鼠，于左侧后肢

近股骨头处肌间隙内植入磷酸钙骨水泥/重组人骨形态蛋白 2(Calcium Phosphate Cement / recombination huaman Bone 

Morphogenetic Protein-2，CPC/rhBMP-2)，建立大鼠肌内异位成骨模型。在术后 3、7、14、21、28 d分别进行高频超

声、CEUS及病理学检测。观察不同时间 CPC/rhBMP-2 内的血流灌注情况及骨生成情况，并与病理结果进行对照。

结果 CEUS显示，术后 3 d，支架外周见少许星点状造影剂灌注，随着时间的增加，造影剂逐步向中央填充，且时间

-强度曲线定量分析显示，峰值强度(Peak Intensity，PI)及曲线下面积(Area Under the Curve，AUC)逐渐上升；术后 14

确 d，PI和 AUC均达到最大值，术后 21、28 d造影剂的 PI、AUC降低。各组间差异具有统计学意义(p < 0.05)，各

组间达峰时间(Tine To Oeak，TTP)差异无明显统计学意义(p > 0.05)。苏木精伊红(Hematoxylin- Eosin, HE)染色显示，

术后 3、7、14、21、28 d支架内可见不同程度的新生血管形成，术后 14 d为显著，与 CEUS检查相符。结论 CEUS

可早期显示 CPC/rhBMP-2的新生血管形成情况，为骨移植的生长评估及骨再生不良提供诊断依据。  
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Abstract
：

Objective To study the clinical value of  contrast enhanced ultrasound in evaluating the early vascularization of  

bone grafts during regeneration process and provide early diagnostic information for impaired bone regeneration. 

Methods An ectopic bone formation model was established in 25 male Sprague Dawley (SD) rats with Calcium phos-

phate cement/recombination human bone morphogenetic protein-2 (CPC/rhBMP-2) in the left posterior leg proximal 

femoral head muscle space of  the rats . High frequency ultrasound, CEUS and pathological examination were performed 

at 3, 7, 14, 21, 28 days after operation. Blood perfusion and osteogenesis in CPC/rhBMP-2 were compared with 

pathological results at different time points. Results 3 days after operation, CEUS showed a small amount of  stellate 

contrast media perfusion on the periphery of  the stent. As time went on, CEUS showed that the contrast medium was 

filling gradually into the center, and quantitative analysis of  time intensity curve showed that the peak intensity (PI) and 

area under the curve (AUC) gradually increased, PI and AUC reached the maximum value at 14 days after operation. 

Later, the PI and AUC of  the contrast medium decreased at the 21 day and the 28 day after operation, the differences 

among the groups were statistically significant(p<0.05), while there was no significant difference in peak time at each 

time point (p>0.05). Pathological examination was showed as follows: different degrees of  neovascularization occurred 

in the grafts at the 3, 7, 14, 21, 28 days after operation and the number of  vascularization at the 14 days after operation 

was the most obvious, which were consistent with the CEUS examination. Conclusion Neovascularization of  

CPC/rhBMP-2 can be displayed early with the use of  CEUS, which can provide a valuable diagnostic evidence for the 

growth assessment of  transplanted bones and impaired bone regeneration.  

Key words: contrast enhanced ultrasound; vascularization; CPC/rhBMP-2; rats; ectopic osteogenesis 

1 

                                                                 

收稿日期:  2017-11-21; 修回日期: 2018-01-15 

基金项目: 嘉定区科委科研项目(JDKW-2017-W14) 

作者简介: 刘帮燕(1990－), 女, 山东泰安人, 硕士研究生, 研究方向为

超声分子影像。 

通讯作者: 王迎春, E-mail: wyc-us@163.com 

0  引 言 

骨缺损、骨不连或延迟愈合是临床关注的难

题。再血管化、骨再生、骨端融合是骨再生过程中
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三个密切相关的环节，其中再血管化是最基本的环

节，往往对骨再生、骨愈合的方式和效果产生决定

性的影响。研究表明，血供是骨再生的前提，具有

维持骨的生长、重建及其生理功能的作用

[1]
，因此

早期检测血管化对评估骨再生不良及骨折患者预

后有重要价值

[2]
。超声造影(Contrast Enhanced Ul-

trasound，CEUS)可实时显示组织内微血管及血流灌

注情况，对组织内微血管进行实时动态观察、定量

分析，弥补了彩色多普勒超声在检测微血管方面的

不足，已在临床各个领域得到广泛应用

[3-6]
，但将其

用于评估移植骨早期血管化程度的研究，国内外尚

少有报道

[7]
。本研究通过建立骨再生模型，采用

CEUS 观察早期骨再生新生血管形成情况，旨在探

讨CEUS在早期骨再生过程中用于监测骨移植材料

血管化的价值，以期为骨缺损、骨不连或延迟愈合

的临床早期干预提供可靠的影像学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与试剂   

实验动物为 SD级大鼠 25只，雄性，4周龄，

体质量 200～250 g，(平均 225g)。超声造影剂为

Bracco Sono Vue(含六氟化硫气体 59 mg)，

CPC/rhBMP-2 复合材料由上海瑞邦生物材料有限

公司生成。 

1.2  动物模型 

实验组于大鼠左侧后肢剃毛、消毒， 经皮肤、 

皮下，分开肌肉，将 CPC/rhBMP-2 植入大鼠左侧

肌间隙内，逐层缝合伤口，术后正常喂养。 

1.3  实验分组 

将大鼠按术后 3、7、14、21、28 d分为 5组，

每组 5只。 

1.4  实验方法 

采用东芝Aplio 400型彩色多普勒超声诊断仪，

随机配备 CEUS 成像软件，14-L5 探头，探头频率

为 14 MHz，低机械指数 0.13，检查时仪器参数设

置一致。二维高频超声观察支架(支架在大鼠左侧肌

间隙。方法：腹腔麻醉后，将大鼠左侧后肢剃毛、

消毒，用眼科剪切开皮肤、筋膜以暴露其后肢大腿

处肌肉，并钝性分离其肌间隙，将 CPC/rhBMP-2

支架埋入大鼠左侧肌间隙内。支架就是 CPC/ 

rhBMP-2)的大小、回声及形态。选取高频超声观察

到支架的最佳切面，启动造影模式进行检查。将造

影剂 SonoVue(59 mg)和 5.0 ml生理盐水混合，人工

震荡混摇匀至白色乳状微泡悬浊液，使用剂量为

0.1 ml.kg
-1
体质量，经尾静脉注入，随后立即注入

1 ml生理盐水，注射造影剂同时启动计时器，检查

时保持探头不动，观察支架周边及内部造影剂的增

强强度，连续观察 2 min，并存储动态影像。根据

支架的大小和形状，逐帧手动调整感兴趣区(Region 

Of Interest，ROI)，于支架周围肌组织勾勒另一 ROI

作为参考区，应用时间-强度曲线(Time-Intensity 

Curve，TIC)分析造影剂灌注参数，包括达峰 PI、

TTP、AUC。 

1.5  病理学检测 

术后 3、7、14、21、28 d对植入部位取材，将

材料连同周围肌肉一同取出。10%福尔马林溶液固

定，经石蜡包埋、切片，切片厚度为 5 µｍ，HE染

色，观察支架内新生毛细血管数及成骨情况，计算

切片下新生血管的面积占切片总面积的百分比，用

来表示新生血管百分数。 

1.6  统计学分析 

采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量数

据用均数±标准差 ( )x s± 表示。采用单因素方差分

析比较各时间点超声检查结果存在的差异，以

p < 0.05具有统计学意义。 

2  结 果 

2.1  超声结果 

二维超声显示，各观察时间点支架大小未见明

显改变。术后 3 d，支架呈高回声，内可见孔隙结

构；术后 7 d、14 d，支架回声较前期增强，边界欠

光整，但孔隙仍清晰可见；术后 21、28 d，支架回

声明显增强，形态欠规则，孔隙逐渐模糊。 

CEUS显示，术后 3 d，周边可见点状造影剂灌

注，内部无明显造影剂灌注(见图 1)；术后 7 d，周

边及内部均可见造影剂灌注(见图 2)，PI及 AUC较  

  

图 1  术后 3 d，支架周边少量

造影剂灌注(箭头所示) 

Fig.1  CEUS imaging on the 

3rd  day (indicated by 

the arrows) 

图 2  术后 7 d，支架周边造影

剂已向中间填充 

Fig.2  CEUS imaging on the 

7th day 
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3 d增加明显(见表 1)；术后 14 d，周边及内部均见

造影剂明显灌注，PI及 AUC达最大值(见图 3)；术

后 21 d及 28 d，支架周边及内部造影剂灌注量明显

降低，PI及 AUC较术后 14 d减低，28 d时显著减

少(见图 4)，各组间 PI、AUC差异有统计学意义(检

验统计量 F=104.50，p=0.000；F=223.99，p=0.000)，

但 TTP差异无明显统计学意义(F=1.760，p=0.177)。 

表 1  各时间 CEUS所测 CPC/rhBMP-2内 PI、AUC、TTP值(n=25) 
Table 1  PI

、
AUC

、
TTP in CPC/rhBMP-2 was measured with CEUS 

in different observation days (n
=
25 ) 

CPC/rhBMP-2 

植入后时间 
PI/dB AUC/dB s TTP/s 

3rd day 0.33±0.09  8.40±1.61  8.98±0.75 

7th day 2.08±0.34 43.56±4.21  7.94±1.69 

14th day  2.86±0.39 94.50±5.79  9.82±1.85 

21th day  0.82±0.08 37.10±5.92  9.48±1.22 

28th day 0.44±0.10 24.60±5.36 10.36±1.98 

F 104.50 223.99 1.760 

p 0.000 0.000 0.177 

 

  

图 3  术后 14 d，支架周边及内部

均见大量造影剂灌注 

Fig.3  CEUS imaging on the 14th 

day 

图 4  术后 28 d，支架周边及中央

造影剂灌注区明显减少，灌

注面积低于术后 14 d 

Fig.4  CEUS imaging on the 28th 

day 

2.2  病理学结果 

大体标本观察，术后 3 d，支架外周未见肌组

织包裹，内孔隙清晰；术后 7 d 支架外周见少量肌

组织包裹，内孔隙仍清晰可见，术后 14 d，支架与

周围肌组织结合紧密，外周肌组织增多，孔隙模糊，

支架边界欠光整；术后 21 d，支架外周除肌组织外，

还可见少量淡黄色组织；术后 28 d，支架外周肌组

织及淡黄色组织增多，形态欠规则。整个实验过程，

材料大小未发生明显变化。 

HE染色显示，术后 3 d，支架周边可见少量炎

性细胞和新生血管萌芽，部分样本可见未分化的间

充质细胞在植入部位和邻近肌组织之间增殖(见图

5)；术后 7 d，支架周边可见排列紊乱的新生血管逐

步向中央填充，外周可见大量增生的间充质细胞(见

图 6)；术后 14 d，支架外周及内部可见新生毛细血

管显著增多，达到最高水平，外周及内部出现少量

骨样组织，但主要集中在外周孔隙(见图 7)；术后 

 

   

图 5  术后 3 d，支架周边可见

少量新生血管 

Fig.5  Pathological image on 

the 3rd day 

图 6  术后 7 d，可见新生血管

明显增多，且逐步向支架内长入 

Fig.6  Pathological image on  

the 7th day 

21 d，支架内新生血管逐渐减少，趋向成熟，周边

及内部可见大量间充质细胞及骨细胞，可见少量未

成熟的骨组织逐步向支架内长入；术后 28 d，支架

周围及内部新生血管减少，外周新生骨趋于成熟(见

图 8，表 2)。 
 

   

图 7  术后 14 d，支架周边及内

部均可见大量新生血管，

可见少量未成熟的骨组织 

Fig.7  Pathological image on 

the 14th day 

图 8  术后 28 d，可见新生血管

明显减少并趋向成熟，可

见少量成熟的骨组织。 

Fig.8  Pathological image on 

the 28th day 

表 2  各时间 HE染色新生血管数 
Table 2  The number of new blood vessels with HE staining in dif-

ferent observation days 

CPC/rhBMP-2植入后时间 血管指数/% 

 3rd day  5~10 

 7th day 20~35 

14th day 40~55 

21th day 15~20 

28th day 10~15 

 

3  讨 论 

骨骼生长、修复和骨重塑是一系列严格依赖于

新生毛细血管快速生长的生物事件，血管网络在骨

生成过程中除提供营养物质、生长因子、激素、细

胞因子和趋化因子，清除代谢产物外，还发挥了沟

通骨与邻近组织之间的作用，从而达到骨修复的目

的

[8-9]
，反之，血管化不足将限制营养物质的摄取及

代谢产物的排出

[10]
，从而表现为延迟愈合和不愈

合，表明骨组织的生成与血管生成是紧密联系的过

程，因此，评估移植骨血管化在骨再生过程显得尤
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为重要。目前检测血管化的影像学方法包括放射性

骨显像、CT 灌注成像及磁共振成像 (Magnetic 

Resonance Imaging，MRI)。其中，放射性骨显像可

反映局部骨骼的血供，有助于评价新生骨的成熟

度；CT 灌注成像可在毛细血管水平上准确反映局

部的血管生成

[11]
，但两者由于辐射性较大，限制了

其在临床的应用；MRI以软组织分辨率高、无创、

无辐射等优点成为临床评价移植骨植入后血管化

的首选方法，其最大的不足在于，装有心脏起搏器，

人工金属瓣膜或存在幽闭恐惧症的患者不能接受

MRI检查
[12]
，且检查时间过长，重复检查费用较高，

临床不易接受。 

CEUS 是利用超声造影剂观察目标区域内流动

的微气泡来显示新生血管的生成情况，对微小血管

显示有较好的分辨力

[13]
。本研究应用 CEUS动态观

察 CPC/rhBMP-2 的早期新生血管形成情况并定量

分析，结果显示：术后 3 d，支架周边有少量造影

剂灌注，内部无灌注，病理结果显示支架周边可见

少量新生血管细胞；随着时间增加，造影剂逐步向

支架内部延伸，术后 14 d内部造影剂 PI、AUC 均

达到最高水平，病理结果同样显示支架周边及内部

新生血管密度最高，说明支架内新生血管达到顶

峰，与 Rabie 等
[14]
下颌骨术后观察血管内皮生长因

子(Vascular Endothelial Growth Factor，VEGF)水平

的结果相符；术后 21、28 d，支架周边及内部造影

剂灌注量明显下降，但周边部灌注量多于支架内

部，PI、AUC逐步降低，可能与支架内成骨细胞增

多而血管退化有关，而二维超声显示支架形态欠规

则，内孔隙结构模糊，回声反射明显增强，后方出

现衰减，表明支架内已有新生骨形成，与病理结果

显示支架外周及内部均可见骨组织及骨小梁的形

成一致，但骨组织的分布趋势仍以外周为主，与新

生血管的形成趋势一致，这与 Wang 等
[15]
将支架植

入后，发现新生血管的形成及钙的沉积是从支架周

边逐渐向中央推进的一个过程相符。在 CEUS定量

分析中还发现各时期 TTP间并无差异，与凌茵等
[5]

利用 CEUS观察珊瑚羟基磷灰石(CHA)内血管化的

研究发现(TTP 与时间呈显著负相关)不符，考虑是

由于支架种类或血管同源性有关。上述研究结果表

明，CEUS不仅可动态观察不同时期 CPC/rhBMP-2

血管化情况，与组织病理学检测高度一致，而且联

合常规超声可观测骨化过程。但CEUS仍存在不足，

当骨成熟后，超声波无法穿透高密度骨界面而造成

成像困难。 

综上所述，本研究通过 CEUS动态观察支架内

新生血管的形成，发现其与病理学所显示的血管分

布一致，与骨组织早期生成密切相关。CEUS以其

动态实时之优势揭示了血管形成方式、血管形成的

达峰时期，而优于其他影像学检查方式，为评价早

期移植材料内的血管化及骨再生不良的早期干预

提供可靠方法。总之，随着超声影像学及超声造影

剂的发展，CEUS 技术将在骨组织工程中展现出更

加广阔的应用前景。 
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