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双膦酸盐的长期治疗增加了骨单位的矿化程度
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摘要：目的 评估双膦酸盐的长期应用对骨单位的次级矿化程度的影响。方法 #" 只 ! 岁龄猎犬按

体重随机分成三组（每组雌雄各 ; 只）：对照组犬每天口服乳糖，低剂量组和高剂量组犬分别每天口服

因卡膦酸钠 ,:5&<10:&/= "># 3?@)? 和 ">A 3?@)?。所有犬持续给药 # &。处死前进行四环素双标，处死后

取左侧第 B 肋骨进行组织形态计测和次级矿化程度评估。结果 组织形态计测表明两个双膦酸盐治

疗组的骨激活频率（C59 D）都明显低于对照组，分别降低了 $"E和 FGE。矿化程度的测定表明，低剂量

和高剂量双膦酸盐组骨单位内的平均矿化程度（*H*I）都明显高于对照组，分别增加了 GGE和 #"E。

双膦酸盐组 *H*I 分布曲线与对照组保持了相同的峰值，并且随治疗剂量的增大逐渐向高矿化端漂

移。结论 双膦酸盐长期应用明显抑制了骨转换，增加了骨单位的矿化程度。
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目前双膦酸盐（I,’7+0’7+0:&/=’）作为骨吸收抑

制剂被广泛用于治疗各种高吸收型骨骼疾患，例如

原发性骨质疏松、U=?=/V’ 病以及继发性骨质疏松

等［!J#］。双膦酸盐抑制了骨转换，减少了骨吸收，维

持和增加了骨量，有效降低了发生骨折的风险。其

作用机理主要是通过抑制破骨细胞的功能，进而抑

制骨重建（1=30<=4,:?）的过程，降低了骨的转换频

率，减少了骨重建的部位，从而使骨吸收陷窝得到更

好的新生骨填充［$JA］。众多的实验和临床结果已证

实 应 用 阿 仑 膦 酸 钠（ &4=:<10:&/=）、利 塞 膦 酸 钠

（1,’=<10:&/=）、因卡膦酸钠（,:5&<10:&/=）等双膦酸盐治

疗数周后，骨转换率可快速降至绝经前的水平［WJB］。

但随着双膦酸盐应用时间的延长，其长期应用的安

全性近来已引起了越来越多学者的重视［!"］。因为

双膦酸盐抑制了骨的转化，理论上讲，长期应用将增

加骨结构单位（-0:= ’/1(5/(1= (:,/’，I.X’）的生命周
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期，延 长 了 次 级 矿 化 的 时 间 （ !"#$%&’()
*+%"(’,+-’.+$%），从 而 增 加 了 骨 单 位 内 矿 盐 的 含

量［//0/1］。而骨强度和韧性（.$234%"!!）与骨基质内的

矿物质含量呈密切的正相关，当骨组织过分矿化（如

氟骨症）时，骨组织的脆性会增加。骨脆性的增加会

使 骨 组 织 基 质 在 力 学 负 荷 下 更 易 发 生 微 损 伤

（*+#($&’*’3"），并且骨组织脆性的增加也降低了骨

组织吸收能量的能力从而更易发生骨折［/5，/6，71］。双

膦酸盐的长期应用是否会导致骨的过度矿化，是否

会因此而增加了骨的脆性，从而损害骨的生物力学

强度？

本实验的目的在于检测大剂量双膦酸盐长期应

用（1 ’）抑制的骨转换是否会增加骨组织的矿化程

度，是否会引起骨组织的过度矿化？

! 材料和方法

!"! 实验动物和实验设计

/ 岁龄的成年猎犬 18 只雌雄各 /6 只，体重在 9
: /1 ;3 之间，饲养于标准动物间（温度 7< = 5>，湿

度 ?6 = 76@，/7 4 进行昼夜交替，动物可自由饮水，

饲以标准干性犬饲料）。A 线拍片验证其股骨和胫

骨的生长板已全部闭合。犬适应环境 / 个月后，根

据体 重 被 随 机 分 成 1 组（雌 雄 各 6 只）：对 照 组

（BCD），低剂量双膦酸盐组（EFG）和高剂量双膦酸

盐组（EFH）。 对 照 组 的 动 物 给 予 口 服 乳 糖 /7
*3I;3·&，双 膦 酸 盐 组 分 别 给 予 口 服 因 卡 膦 酸 钠

（+%#’&($%’."，日本山之内制药公司）8J1 *3I;3·& 和

8J< *3I;3·&。药物包裹在明胶胶囊中于早餐前 5 4
给药，每日 / 次，持续给药 1 ’。动物处死前第 /K &
和第 ? & 进行四环素荧光标记（.".(’#)#,+%" 78 *3I;3，
日本辉瑞）。动物处死后取第 9 肋骨进行评估。

!"# 非脱钙骨标本的制备

将切取的肋骨剔除软组织后在 ?8@的乙醇中

固定 ?7 4，用 L+,,’%2"M’ 法进行大块标本染色 7 N，然

后逐级脱水，整段肋骨在丙酮中脱脂后包埋在甲基

丙稀酸甲脂中。在整个标本的处理过程中，应避免

接触酸性溶液以免引起矿盐的分解。将包埋好的标

本用切片机直接切片（OP /<88，德国莱卡公司），注

意保持切锯与哈佛式管（H’M"(!+’% #’%’,!）的走向垂

直。切片厚约 /68!*，然后用磨片机将切片磨至

/88 !* 以 备 进 行 接 触 显 微 照 相（ #$%.’#.
*+#($(’&+$3(’Q4)），另一套切片被磨至 68!* 以备进

行组织形态学计测。

!"$ 皮质骨内的组织形态计测

用半定量数字化图像分析仪对 68!* 厚的非脱

钙骨磨片进行组织形态计量学测量（O)!."* O2QQ,)
B$R，日本长野）。在 /88 倍的显微镜下对整个标本

的横 断 面 进 行 测 量，测 出 横 截 面 积（#($!!0!"#.+$%’,
’("’），皮质骨的面积（#$(.+#’, ’("’，B. R S(），经换算得

出骨的激活频率（’#.+M’.+$% T("U2"%#)，S#R T）。

!"% 骨 平 均 矿 化 程 度 的 测 定（F"’% V"3("" $T
F+%"(’,+-’.+$% +% W$%"，VFW）

利用 A 线衍射仪（OXY0F 68，日本）进行高分辨

率接触显微照相（#$%.’#. *+#($(’&+$3(’Q4，BFX）。将

标本直接置于高分辨率的底片上（柯达 O80151），距

离 A 线源 / #*，在 /8 ;L 7 *S 的条件下曝光 78 *+%。

然后底片在 78>的柯达 V /9 溶液中显影和定影各

6 *+%，所得 A 线片在无尘环境下烘干后，用盖玻片

将其封于载玻片中。用带有数字摄像系统（日本尼

康 VAF /788）的显微镜（日本尼康 ZBG[POZ，Z K88），

在 58 倍放大率下从 BFX 上采集图像（如图 /S），该

系 统 装 有 图 像 处 理 软 件 [*’3"0P($ P,2!（L"(!+$%
5J88//，F"&+’ B)\"(*".+#! [%#R，]OS）。并且该系统

装有大功率稳压器，以保证在各个标本的图像采集

过程中电压始终保持一致。利用 S&$\" P4$.$!4$Q
（L"(!+$% <J8，S&$\"，]OS）选取数字化图像上的所有

骨单位（如图 /W），然后用 O#+$% [*’3"（W".’ 5J8J7，

C[H，]OS）直接测定每一骨单位的灰度，即可自动得

到骨单位的矿化密度，每一标本上所有骨单位的矿

化密度的均值即是该标本的平均矿化程度（*"’%
&"3("" $T *+%"(’,+-’.+$%）。

图 !& 从接触显微照相采集的数字化图像（A76）R

!"’ 统计学方法

利用 O.’.M+"N（OSO [%!.+.2." [%#R，B’()，CB，]R OR
SR）软件进行双因素方差统计学分析。如果总体有

差 异，再 利 用 ^+!4"(_! Q($."#."& ,"’!. !+3%+T+#’%.
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图 !" 利用 !"#$% &’#(#)’#* 选取的骨单位

（不包括正在骨重建的骨单位）

"+,,%-%./% (%)(（&012）进行组间分析。! 3 4546 被认

为有明显的统计学差异。

# 结果

组织形态计测结果表明两个治疗组的骨激活频

率（!/7 ,）都明显低于对照组，其中 890 组的 !/7 , 较

:;< 组降低了 =4>，89? 组的 !/7 , 较 :;< 组降低

了 @A>。但骨的激活频率在两个治疗组之间无明

显的统计学差异（图 A）。这表明 B C 双膦酸盐的应

用明显抑制了皮质骨内的骨重建。

图 # 皮质骨内的骨激活频率（C/(+DC(+#. ,-%EF%./G）

对继发矿化的测定表明，低剂量和高剂量双膦

酸盐组骨单位内的平均矿化程度（29H）都明显高于

对照组，其中 890 组和 89? 组的 2H9 较对照组分

别增加了约 AA>和 B4>。但是两个治疗组间无统

计学的差异（图 B）。29H 分布曲线（图 =）表明双膦

酸盐组的曲线随着治疗剂量的增大逐渐向高矿化端

漂移，但是 B 个组曲线的形态基本一致，并且 B 组的

峰值基本一致。这表明双膦酸盐的治疗增加了骨单

位内矿盐的沉积，但没有改变低矿化和高矿化骨单

位的原始比率，B 组的高矿化骨单位都在 AB>左右。

这表明 B C 双膦酸盐的大剂量治疗增加了骨的平均

矿化程度，但是并没有引起骨单位内的过度矿化。

图 $ 平均矿化程度

图 % 骨单位的平均矿化程度分布曲线

$ 讨论

骨强度由骨密度和骨质量来决定，而骨质量是

由骨转换率（ (F-.#D%-）、骨小梁的空间立体结构、骨

基质内微损伤（I+/-#"CICJ%）的程度、次级矿化程度

（)%/#."C-G I+.%-CK+LC(+#.）以及骨基质内矿盐和有机

质的比率等决定的［MN］。在骨质量的影响因素中，骨

转换率起着决定性的作用。因为骨转换频率的降低

将增加骨组织的平均年龄，并且有可能增加骨基质

内矿盐晶体大小［MO］。本实验就目前临床常用的一

种双膦酸盐（因卡膦酸钠，+./C"-#.C(%）长期应用对矿

化程度的影响进行了评估。
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本实验结果表明 !"# 倍和 # 倍临床剂量的双膦

酸盐分别将骨转换率降低了 $%&和 ’!&，骨的平均

矿化程度相应的增加了 !!&和 (%&，并且随着双膦

酸盐治疗剂量的增大矿化程度分布曲线逐渐向高矿

化端漂移。这表明 ( ) 大剂量双膦酸盐的治疗的确

如理论所预测，明显增加了骨的矿化程度，这主要是

增加了陈旧的高矿化的骨单位数量。

对骨单位矿化程度进行评估时，用药时间的长

短是非常重要的，因为在新生骨产生的初始阶段，类

骨质进行初级矿化（*+,-)+. -,/0+)1,2)3,4/）的过程仅

持续大约数周。随后是一个持续而缓慢的次级矿化

（5064/7)+. -,/0+)1,2)3,4/）过程，一个新生骨单位的次

级矿化可持续 8% 9 !% )，期间晶体逐渐生长和成熟，

直至有机基质被完全矿化。这两个矿化过程决定了

总体骨矿盐含量（:;<）和密度（:;=）［8’］。应用双膦

酸盐后骨转换率可迅速降低，骨单位表面的吸收陷

窝被新生骨填充，这导致了早期 :;= 的升高。随着

双膦酸盐应用时间的延长，缓慢的骨转换率使得新

生骨单位有更多的时间进行次级矿化，这导致了骨

吸收陷窝在被完全填充后骨密度还可长时间地持续

而缓慢地上升［88>8(］。本实验组织形态学计测表明 (
) 因卡膦酸钠治疗明显抑制了骨转换，两个治疗组

的激活频率分别减低了 $%&和 ’!&。在以前的研

究中［8?］ 我 们 曾 对 这 ( 组 标 本 进 行 了 定 量 <@
（*0+,*A0+)1 BC)/3,3)3,D0 64-*C307 34-4E+)*A.，*F<@）和

生物力学测定，发现两个治疗组的矿盐含量（:;<）

和矿盐密度（:;=）都明显高于对照组，并且两个治

疗组骨的最大负荷（C13,-)30 14)7）和硬度（53,GG/055）都

较对照组明显增加，这说明双膦酸盐治疗组力学强

度的增加主要来自矿盐含量和密度的增加，而 :;<
和 :;= 的增高主要来自次级矿化程度的增加和改

善。

我们的发现与 :4,D,/ 等［88］报道的 #( 例绝经后

骨质疏松妇女的髂骨活检结果是一致的，他们发现

! ) 和 ( ) 阿仑膦酸钠（)10/7+4/)30，8% -EH7）治疗使平

均骨矿化程度分别增加了 ?"(&和 88"I&，这都明

显高于安慰剂组。并且 ! ) 和 ( ) 阿仑膦酸钠治疗

增加了高矿化骨单位的比率。研究还发现阿仑膦酸

钠组和对照组的 ;=:; 的差异与这两组腰椎 :;=
的差异是相似的，这说明 ! 9 ( ) 阿仑膦酸钠治疗后

:;= 的增加主要是来自骨单位的次级矿化。

但骨的矿盐含量并非越多越好，如果 8%%& 矿

化，骨组织将变脆，应力下发生变形的能力就会减

弱。如果单位体积内矿盐的含量超过了 I#&，骨的

韧性（34CEA/055）将减低。最近报道了阿仑膦酸钠长

达 8% ) 的临床随访资料［J］，# -EH7 和 8% -EH7 组都导

致了椎体和股骨颈骨密度的持续增加，但是 I 9 8% )
期间骨密度增加的效果不如刚开始前 ( ) 的治疗效

果，并且抗骨折的效果也有随治疗时间的延长而减

弱的趋势，当然患者的年龄也在逐年增加。

并非所有的骨重建或骨吸收都是有害的，在生

理情况下通过骨重建清除受损的和陈旧的骨质，代

之以新的活力更强的骨组织。目前用于治疗骨质疏

松的骨吸收抑制剂抑制了破骨细胞活性和功能，缩

短了破骨细胞的生命周期，因为破骨和成骨是偶联

在一起的，从而可能会增加了成骨细胞的生命周期。

如果骨重建受到过度抑制，骨单位的矿化程度将更

加完全和趋于一致，骨的硬度将增加，但骨的韧性将

减低。从而抵挡微损伤累积的能力也将不可避免的

减低。骨单位内矿化程度的同质性（A4-4E0/0,3.）将

导致骨基质内更易发生微劈裂（-,6+4>6+)6K）以及微

劈裂片断会更长［!%］。

本研究的结果显示将骨转换率降低了 ’!&的 (
) 双膦酸盐治疗增加了矿化程度，但并没有导致过

度矿化。至于更长期的应用是否会导致过度矿化，

目前尚未有报道。最近报道的阿仑膦酸钠应用 8% )
的临床资料［J］因为没有进行骨活检而未做这方面的

研究，有待以后进一步研究证实。尽管本实验 !"#
倍和 # 倍临床剂量的双膦酸盐的实验结果不能用来

直接预测临床患者的实际情况。不过，理论上来说，

双膦酸盐治疗对骨密度或骨矿化程度的增加随时间

的增加会逐渐减弱，并且会达到一个平台期，因为骨

基质内可供矿盐沉积的有机质的成分是一定的。尽

管如此，我们的实验［8?，!8，!!］证实双膦酸盐的应用导

致了骨基质内微损伤（-,6+47)-)E0）的积聚（无论在

皮质骨内还是在松质骨内），这是因为双膦酸盐抑制

了破骨细胞介导的骨重建，而骨的微损伤恰恰需要

骨重建来修复。动物实验和临床资料均证实［J>?］，双

膦酸盐应用后 ( 个月内骨转换即可降低 #%&，I 个

月后直至 8% ) 以来一直维持在 J(&左右。骨转换

率如此长时间的维持在低水平，即便骨基质内的有

机成分是一定的，不会导致过度矿化，但是骨微损伤

的修复一直受到抑制，一直处于累积的过程中，累计

到一定的程度将不可避免的影响骨的质量，从而减

弱双膦酸盐的抗骨折效果或是起到相反的效果。因

此老年骨质疏松患者长期应用双膦酸盐的安全性值

得进一步深入地研究。
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