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摘要：目的 观察去势手术对绵羊皮质骨和松质骨的骨密度、骨小梁结构及力学性能的影响。方法

%# 只雌性成年绵羊（7 8 "9:）随机分为去势 7 个月组（;<=>7’3/42?）（7 只）、去势 "% 个月组（;<=>
"%’3/42?）（@ 只）和假手术（A2(’）组（@ 只）。;<= 组行双侧卵巢切除术，假手术组仅显露双侧卵巢，术

中测定腰椎骨密度。分别与术后 7、"% 个月处死动物，测定股骨颈、股骨干及股骨髁的骨密度，并行

B)6C3DE 分析及生物力学测试。结果 去势 "% 个月后（;<=>"%’3/42?）组腰椎、股骨颈及股骨髁的骨密

度较对照组显著降低，而皮质骨骨密度无明显降低。其松质骨的相对骨体积（F<GE<）、骨小梁厚度

（EH5 E2）、骨小梁数目（EH5I）较对照组显著降低，表面积体积比（FAGF<）、骨小梁间隙（EH5 AJ）则较对

照显著增高。生物力学测试表明，去势 "% 个月后，腰椎松质骨的最大压缩应力分别较 A2(’ 组和

;<=>"%’3/42? 组下降 @%9:K和 @:9LK，力学强度显著下降，而皮质骨的力学强度无显著变化。结论

去势 "% 个月后，绵羊腰椎、股骨部的松质骨 FBM 及骨小梁空间结构参数明显降低，力学强度也显著

下降，可以作为骨质疏松的大动物模型。而皮质骨的骨密度和力学强度下降不明显，需要更长的去势

时间。
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绝经后骨质疏松（;?4N3J3C3?)?，;X）发病率高，患

者常伴有骨折发生，而目前骨科领域的传统内固定

研发均以正常人体骨骼为标准，将其应用在 ;X 骨

折中具有局限性，可导致内固定松动失败。因此，选
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用合适的动物模型成为改进内固定设计、研发防治

!" 药物必不可少的手段。在现有的可供选择的模

型动物中，绵羊体型较大，适合进行内固定研究。文

献报道［#］，在切除卵巢（!$%&’()*+,-，!./）后可以出

现类似人类绝经后的各种代谢变化，特别是骨组织

对雌激素水平下降出现的反应。因此，选用绵羊作

为 !" 的动物模型成为国内外近年来的研究趋势。

目前国外 !" 方面的前沿研究已开始采用显微 01
（2’)&+01）来观察骨质变化，从骨小梁水平上评价骨

质的结构及功能。但由于国外采用的实验动物与国

内种属不同，骨质量差异很大［3］；而国内为数不多的

动物模型研究［456］均存在样本量小、观察时间短的缺

点，并且仅限于双能 / 线骨密度检测和二维平面的

骨计量学分析，尚无涉及骨小梁三维微观结构的研

究，因此难以为 !" 相关研究提供足够的研究基础。

本研究采用国内北方最常见的小尾寒羊为研究对

象，应用骨密度扫描、显微 01 分析及生物力学测试

的方法，分别观察去势 7 个月、#3 个月的绵羊皮质

骨及松质骨的骨密度（8+9( ,’9(&%: ;(9<’*-，82=）、骨

小梁三维微观结构及力学性能的改变，为绵羊作为

!" 的实验模型提供更多实验依据。

! 材料和方法

!"! 实验动物与分组

选用 3> 只平均年龄为（7 ? #@A）岁和平均体重

为（4B ? 3）CD 健康成年雌性的绵羊（小尾寒羊）随机

分为 !./ 组（#3 只）和 EF%, 组（G 只）。!./ 组中动

物随机分为 H 组（7 只）和 8 组（G 只），观察时间分

别为 7 个月和 #3 个月。

!"# 实验方法

在无菌条件下，用动物专用麻醉药 G76 肌注麻

醉（中国人民解放军农牧大学军事兽医研究所研

制），经腹腔切除去势组绵羊双侧卵巢，假手术组仅

显露双侧卵巢。术后动物取俯卧位，测量腰椎骨密

度。7 个月后，处死 !./57,+9*F< 组的 7 只绵羊，对

其腰椎、股骨颈、股骨干及股骨髁等 7 个研究部位进

行 82= 检查、2’)&+01 分析及生物力学测试。#3 个

月后处死所有动物，同样对上述研究部位进行 82=
检查、2’)&+01 分析及生物力学测试。所有动物均在

相同条件下以草料进行饲养（在第四军医大学实验

动物中心指导下进行饲养动物）。

!"#"! 82= 检查方法：腰椎 82= 检查：测量腰椎

82= 时，绵羊取俯卧位。采用双能 / 线吸收骨密度

仪（IJ9%& 0+&KL 2%;’<+9，MN，OEH），以脊柱正位测

量模式（H" EK’9( 8+9( =(9<’*- H9%:-<’<）测定 I4 P I6
椎体 82=，取整体的平均值为腰椎 82=。所有动物

接受 3 次 82= 检测（去势手术前及完成观察处死动

物后），以自身前后对照的形式观察 82= 下降情况。

股骨颈、股骨髁及股骨干的 82= 检查：处死绵

羊后，取下双侧股骨，剔除周围软组织。将股骨置于

正位进行扫描，采用手动分析模式测定股骨颈、股骨

干及股骨髁相应感兴趣区域（Q!N）的 82=。测量股

骨颈时，选取测量区域与人类检查相同；测量股骨干

及股骨髁 82= 时，选取同等大小的测量区域进行检

查，以消除动物股骨之间大小的不同，保证组间具有

可比性。选择测量 Q!N 区域见图 #。

图 ! 测定 82= 时所选择的股骨颈、股骨干

及股骨髁的感兴趣区域（Q!N）

!"#"# 2’)&+01 扫描与重建分析：采用直径 #@A ),
的环钻，钻取绵羊 I4 P I6 椎体松质骨，保证钻取每

节椎体相同的部位。去除上下终板，制成圆柱状标

本。采用电锯截取股骨颈和股骨干标本。分别将标

本放入 2’)&+01（(/K:+&( I+)J< E"，RS T(%:*F)%&(，OL
ELHL）样本杯中，在相同的条件下进行三维 01 扫描

重建，扫描分辨率 3#!,。扫描结束后，采用 RS 公

司的配套软件分析其骨小梁三维微观结构并采集骨

小梁的空间结构参数。取位于标本中心位置的同样

体积的 Q!N 进行骨小梁结构分析，取左右双侧的平

均值或 I4 P I6 的均值为测量结果。

!"#"$ 生物力学测试：在万能材料试验机上（21E
GAG E-<*(, N9)，2’99(%K+:’<，OL EL HL），采用轴向加

压测试椎体及股骨髁部松质骨的力学强度。用电锯

将股骨髁截取为长方体。测量时，将圆柱形的椎体

骨块及长方体型的股骨髁骨块置于加压模具之间，

以 A ,,·,’9U #的速度逐渐施加轴向压力，直到骨质

出现压缩骨折。实验时，用生理盐水保持标本处于

湿润状态。根据软件采集的压力5应变曲线，取曲线
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达到的峰值为松质骨最大抗压载荷，曲线下面积为

能量吸收值，曲线在直线上升阶段的斜率为骨质的

弹性模量（!），最大应力（!"#$）% 最大压力&体界面

积［’］。

采用 ( 点弯曲试验测量皮质骨的力学强度。测

量时，将股骨干放置于 ( 点弯曲测试模具上，承载支

点间间距为 )* ++，以 , ++·+-./ , 的速度逐渐施加

压力，直至标本发生断裂［)］。取压力曲线达到的峰

值为皮质骨最大抗压载荷。

!"# 测量结果

术后进行大体的密切观察，观察术后动物饮食、

活动及切口愈合情况，注意有无炎性反应。012 分

析指标：012、013 及 013&4；显微 35 分析指标：骨

小梁厚度（567 58）、骨小梁数目（567 9）、骨小梁间隙

（567 :;）、相对骨体积（0<&5<）、表面积体积比（0:&
0<）及骨体积分数（0<=）；生物力学分析指标：松质

骨：轴向抗压强度，皮质骨：三点弯曲强度。

$ 统计学处理

测定指标采用均数 > 标准差表示（!! > "），组间

差异采用 :?:: ,,@A 行方差分析，选用 # B A@AC 为

统计学显著性界值。

# 结果

#"! 大体观察

术后所有动物手术切口出现不同程度的肿胀，

) D E F后消失，切口愈合良好。动物没有出现切口

感染，活动、进食情况基本正常。

#"$ 骨密度检查结果（见表 ,）

表 ! 去势前后绵羊腰椎、股骨颈及股骨髁部 012

组别
腰椎 012（G&H+)）

手术前 手术后

股骨颈 012
（G&H+)）

股骨髁 012
（G&H+)）

:8I+（ $ % J） ,7,C > A7,’ ,7)) > A7A’ ,7A, > A7,E ,7EJ > A7,A
K<LME+N.$8O（ $ % E） ,7)* > A7AJ ,7)J > A7A* A7JP > A7AE ,7(* > A7,A
K<LM,)+N.$8O（ $ % J） ,7,, > A7,A A7J* > A7AP A7*( > A7,) A7P* > A7,,

#"# 1-HQN35 三维重建结果（见表 )、表 (）

表 $ 去势前后绵羊腰椎、股骨颈的空间结构参数

组别 567 58（++） 5679（,&++） 567 :;（++） 0:&0<（R） 0<&5<（R）

腰椎

:8I+（ $ % J） A 7*A > A 7AJ ) 7)A > A 7)( A 7)’ > A 7A’ C 7J, > A 7P, ** 7(’ > C 7P,
K<LME+N.$8O（ $ % E） A 7C* > A 7AP ) 7AE > A 7,C A 7)P > A 7AP * 7(( > , 7C’ CP 7,J > ,J 7)P
K<LM,)+N.$8O（ $ % J） A 7EJ > A 7AP , 7P) > A 7)) A 7(, > A 7AP ’ 7’) > ) 7AE C* 7(E > ’ 7E)
股骨颈

:8I+（ $ % J） A 7EJ > A 7AJ , 7P* > A 7,’ A 7)J > A 7A’ ’ 7A) > , 7’, *C 7(C > J 7PC
K<LME+N.$8O（ $ % E） A 7E* > A 7,( , 7J( > A 7)A A 7(* > A 7AJ J 7*( > ) 7A’ C, 7CP > ,E 7A*
K<LM,)+N.$8O（ $ % J） A 7(A > A 7AJ , 7*J > A 7,C A 7(P > A 7,( ,A 7*J > , 7’A (J 7,* > ,) 7CE

表 # 去势前后绵羊股骨干皮质骨的平均厚度及骨密度

组别 平均厚度（++） 股骨干 012（G&H+)）

:8I+（$ % J） ,7PA > A7AJ A 7P, > A7AE

K<LME+N.$8O（$ % E） ,7JC > A7AC , 7AA > A7AJ

K<LM,)+N.$8O（$ % J） ,7’J > A7AC A 7P( > A7AC

#"% 生物力学研究结果（见表 E、表 C）

表 % 腰椎椎体及股骨髁最大压缩应力

组别 最大压缩应力（1?I）

腰椎椎体

:8I+（$ % J） P 7*P > )7A’

K<LME+N.$8O（$ % E） P 7J’ > A7CP

K<LM,)+N.$8O（$ % J） C 7(, > )7AA

股骨髁

:8I+（$ % J） P 7AP > )7),

K<LME+N.$8O（$ % E） P 7CJ > A7JP

K<LM,)+N.$8O（$ % J） C 7)* > )7JC

表 & 皮质骨的最大抗弯曲载荷

组别 最大抗弯曲载荷（9）

:8I+（$ % J） ) P)C > E,E

K<LME+N.$8O（$ % E） ) PJ) > )*,

K<LM,)+N.$8O（$ % J） ) CJA > E*P

统计结果显示，去势 ,) 个月后，腰椎椎体、股骨

颈及股骨髁的 012 较假手术组（:8I+）和去势 E 个

月组（K<LME+N.$8O）有显著降低（# 值均小于 A@A,）。

而股骨 干 的 012 与 对 照 组 差 异 无 显 著 性（ # S
A@AC）。通过动物去势前后的 012 自身比较也发

现，去 势 ,) 个 月 后，腰 椎 012 较 去 势 前 降 低

))@CR，而对照组则未发现降低。1-HQN35 分析结果

表明，去势 ,) 个月后，绵羊腰椎及股骨颈松质骨的

骨小梁厚度、骨小梁数目及骨体积分数较对照组显

著降低（# 值均小于 A@AC），表面积体积比、骨小梁

间隙则较假手术组显著增高（ # 值均小于 A@AC）。

生物力学研究测试显示，去势 ,) 个月以后，松质骨

的轴向抗压强度显著低于 :8I+ 组和去势 E 个月组；

而 ( 组之间的皮质骨最大抗弯曲载荷差异却无显著

性（# 值均小于 A@AC）。在相同条件下重建三维图

像可以直观地显示出去势 ,) 个月后，绵羊腰椎及股

骨颈的骨小梁密度及粗细程度均明显低于对照组

（图 )，(）。
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图 ! 假手术组（左）与去势 ! 个月组（中）及去势 "# 个月

组（右）腰椎松质骨的三维重建图像

图 # 显示，去势 "# 个月组的骨小梁较其他两组

明显稀疏，孔隙率增加，水平方向骨小梁减少，局部

有较大的骨小梁空隙形成。

图 " 假手术组（左）与去势 ! 个月组（中）及去势 "# 个月

组（右）股骨颈处松质骨的三维重建图像

图 $ 显示，去势 "# 个月后，股骨颈处松质骨有

空腔形成，骨小梁明显变细，皮质骨壁变薄。

# 讨论

#$% %&’ 对皮质骨的影响

由于 %( 对松质骨的影响远远大于对皮质骨的

影响，因此，目前有关 %&’、激素等因素对皮质骨作

用的研究较少。而内固定器械领域的研制与开发都

是以正常骨质为研究模型，很少涉及在 %( 状态下，

内固定材料与皮质骨之间组织学及生物力学的相互

作用。随着人口老龄化的发展，骨质疏松后所致的

四肢长骨骨折的发生机会也越来越多。因此，针对

%( 后皮质骨骨计量学和生物力学变化的模型研究

也逐渐获得重视［#］。而且，随着各种关节假体的不

断发展，其在 %( 状态下的功能表现也开始引起关

注，如何在 %( 大动物模型的长骨上进行在体组织

学和力学测试也成为骨科医师面临的问题。这些都

要求建立一种适合于内固定、假体研究的大型皮质

骨 %( 动物模型。因此，国外学者在近年对 %( 与皮

质 骨 组 织 结 构 和 力 学 强 度 的 影 响 进 行 了 研 究。

%)*+,* 等［-］研究发现，糖皮质激素可以抑制皮质骨的

骨形成过程。而在去势后，激素可以明显加速大鼠

股骨的力学强度下降的速度。./0+)12332) 等［#］对

%&’ 绵羊胫骨皮质骨的力学强度变化进行了研究。

"# 个月后，皮质骨力学强度（极限强度、弹性模量）

并未发生明显改变。在本研究中，三点弯曲实验也

未发现 $ 组间皮质骨的力学特性差异有显著性。这

可能与皮质骨代谢重建过程远长于松质骨有关。

#$! %&’ 建立骨质疏松模型的影响因素分析

本研究发现，骨质疏松模型建立需要去势 " 年

以上，而文献报道，%&’ 术后模型建立的时间长短

不一：一些研究者在 %&’ 后半年即观察到 456 明

显下降［7，8］，而另外一些研究者则没有观察到类似

的结果［9，":，""］。其原因可能在于：（"）动物品系和个

体差异。国内学者多采用山羊进行 %( 建模，而国

外学 者 多 采 用 绵 羊。由 于 动 物 种 属 间 差 异 和 对

%&’ 耐受程度均可以影响 %&’ 的效果。此外，去势

时动物体重、年龄、是否处于哺乳期、孕期等条件的

不同，也可以导致建模时间长短的不同。一般认为，

采用老年雌性、处于生育哺乳期后的绵羊进行建模

可以取得较好的效果。（#）去势季节的不同。绵羊

的发 情 期 处 于 秋 冬 季，期 间 激 素 水 平 上 调，会 对

%&’ 效果产生一定影响。而且，羊的骨密度受季节

影响较大，一般冬季时骨密度降低［"#］。人类 456
也会在 " 年内出现相同的变化［"$］。此外，去势时季

节引起动物饲料的改变所导致体重发生变化，也会

对建模有一定的影响［"!，"7］。体重增加对 %( 具有一

定的保护作用。本研究是在 7 月份对动物进行去势

手术，在随后的 ! 个月期间，动物饲料来源充足，动

物体重有所增加，也在一定程度上干扰了 %&’ 对

456 的作用。因此，本研究对 %&’ 后的绵羊进行为

期 " 年的观察，尽可能消除季节对 456 的影响，以

明确 %( 模型建立的时间。（$）检测手段的不同。

文献 回 顾 发 现，不 同 作 者 采 用 了 不 同 检 测 手 段

（3;/)+<=、><=、6’?、力学测试等）评估骨质疏松程

度，因此导致建模时间的不同。而且，就目前而言，

尚无动物骨质疏松的诊断标准，多数研究采用的是

456出现显著下降为模型成功建立。本研究采用

456 作为检测指标，并根据人类骨质疏松诊断标准

（ @ #A7 .6），认为应保证去势时间在 " 年以上，以确

保模型的可靠性。

#$" 6’? 和 5;/)+<= 在 %( 模型中的评估作用

456 测量是确定 %( 模型建立的必要手段。双

能 ’ 线吸收法测定仪（6’?）能精确测量脊柱和髋部
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!"#，因此已经被广泛用于评估人类及动物的 !"#
变化。但是，在采用 #$% 进行 !"# 测定时，必须进

行严格的质量控制，消除外部环境所产生的偏差。

尤其是进行活体动物测量时，动物体位的轻微变化

会产生伪影，导致实验结果的偏差。因此，在本研究

中，所有动物均在麻醉状况良好的情况下进行脊柱

正位的 !"# 测定，在离体标本情况下测定股骨各部

位的 !"#，以最大限度地消除伪影，减少实验误差

的产生。!"&、!"&’( 与 !"# 相同，均是评估 )*
的指标。在本研究中，!"# 的数据的标准差明显低

于 !"&、!"&’(，这说明在骨密度测定时，!"# 是更

稳定的实验指标。由于 !"# 可以反映 !"&、!"&’(
的变化情况，并且更具有稳定性和可比性，因此，在

)* 模型的评估中，应首选该指标，以利于群组间比

较和正常值的建立。

由于设计 #$% 时人为地将扫描部位感兴趣区

（+),）内的组织分为可吸收 $ 线组织和不吸收 $ 线

组织两种，而实际上 +), 骨骼部位至少含有骨组织、

红黄骨髓、骨外肌肉以及脂肪 - 种成分，这些都可吸

收 $ 线，因而也会导致骨密度测量不准确（增加或

降低），产生精确度误差。!./.012 等［34，35］报道即使

+), 骨外软组织均质且均匀分布，#$% 误差仍可能

超过 6 789，在绝经后妇女、老年人、低骨量及骨质

疏松个体中，骨密度测量的精确度误差甚至可达

789 : ;89。此外，单纯依赖 #$% 测定的腰椎 !"#
降低即认定建立了 )* 动物模型并不全面。<=>2［3?］

的微构筑理论认为，除骨量因素外，骨小梁的稳定性

还取决于其三维构筑及小梁间的联结程度。因此，

骨质疏松症的病理学改变包括质和量两方面。量变

主要体现在 !"# 的下降，而质变主要表现在骨小梁

的生长状况、骨矿化程度、骨质的堆积范围、微损伤

等区域性组织形态学改变，如小梁骨体积下降，骨小

梁断裂、稀疏。国外学者目前也开始将 "1@A.&B 引

入到 )* 的评估方面［3C，78］。它能提供被扫描层面内

密度分布的客观定量信息，具有良好的密度分辨率，

并可以通过软件在三维空间观察骨标本的 !"& 和

微结构。因此，本研究中也采用 "1@A.&B 对椎体及

股骨远近端的松质骨进行了重建分析，直接观察骨

小梁形态、结构及三维构筑以评估 )D$ 对骨小梁的

作用。结果表明，去势 37 个月组的松质骨骨小梁数

量、连接率及粗细程度均明显低于对照组。而去势

- 个月后，松质骨的微观结构参数较假手术组差异

无显著性。

!"# 生物力学测试

在对骨质进行 !"# 和 "1@A.&B 检测后，本研究

还对松质骨及皮质骨进行了生物力学的检测，以期

望完成对 )* 模型动物的“影像学检测E形态性观察E
功能学测试”的完整评估过程。松质骨由于其多孔

性，因此其抗压缩的应力E应变曲线存在一种特殊的

特点：松质骨在承受压力负荷最早期可以出现弹性

应变随后逐渐屈服。随着负荷增加松质骨内骨小梁

开始出现断裂并填充松质骨间隙，松质骨屈服，应力

下降，曲线出现第 3 个峰值；当松质骨内的大多数孔

洞被碎裂的骨小梁碎屑填充，松质骨抗压缩能力提

高，应力再次增加。通过对立方体（股骨髁）或者圆

柱体（椎体）松质骨样本进行轴向加压的测试，我们

对松质骨机械强度进行了测试。研究结果表明，松

质骨的力学强度与 !"# 和骨小梁微观结构的变化

具有一致性。但是，; 组皮质骨的三点弯曲实验却

未发现差异有显著性。这可能与皮质骨代谢重建过

程远长于松质骨有关。

综上所述，成年雌性绵羊在行去势手术 3 年后，

其腰椎和股骨远近端的松质骨 !"# 明显下降，骨小

梁的三维结构较对照组骨质改变显著，其力学性能

也有明显降低，而去势 - 个月却未发现此结果。因

此，在建立绵羊 )* 模型时，其去势时间应当在 3 年

以上，以确保模型的成功。
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伤引起细胞凋亡，应用抗氧化剂能减轻细胞损伤的

程度［!］。

"# 是一类 $%& 多聚不饱和脂肪酸，分子中含有

多个不饱和双键。’(()*++,［-.］认为 "# 的作用主要

有两个方面，它一方面作为脂质过氧化的底物分子，

另一方面能抑制氧化应激引起的过氧化损伤。/#
引起细胞凋亡是多途径的，而不仅仅是氧化应激。

"# 通过激活磷脂酰肌醇 0 激酶途径在早期阻断

12# 损伤，发挥其保护作用。我们在预实验中发现

低浓度（-3. 4 -.5 & 678·"5 - ）和高浓度（-3. 4 -.5 9

678·"5 -）的 "# 与 /# 共培养时，细胞凋亡均比单纯

/# 组要多，可能是低浓度时，"# 尚不能逆转 /# 的

致凋亡损伤，而高浓度时，则作为脂质过氧化的底物

分子，通过自身过氧化来加重氧化应激损伤。
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