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摘要：目的 探讨骨质疏松对大鼠股骨骨缺损自然修复过程的影响。方法 选用 9 月龄雌性 ?@ 大

鼠 !" 只，随机分为两组。实验组行双侧卵巢摘除术，对照组行假手术。术后 ’! - 两组大鼠双侧股骨

外侧髁上造成直径 & )) 骨缺损，其深度为一侧骨皮质和髓腔宽度之和。缺损术后 %、9、’! - 取双侧

股骨标本，进行组织学、A 线、骨密度、透射电镜及生物力学检测。结果 切除卵巢后 & 个月大鼠体重

明显增加（! B "<"’）。两组骨缺损到 ’! - 时都未能完全愈合，实验组新生骨痂少，成骨过程延缓，破

骨细胞功能活跃，%、9 - 时实验组缺损部位 A 线灰度、骨密度值均明显低于对照组（! B "<":）。结论

大鼠股骨髁上直径 & )) 缺损到 ’! - 时未能完全愈合，同时，特别是在早期，骨质疏松更加延缓了该

缺损自然修复的过程。
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骨质疏松症是以骨量减少、骨小梁稀疏变细为

特征的全身性骨疾患。随着人口的老龄化，发病率

越来越高。临床上，骨质疏松患者由于各种原因所

致的大型骨缺损的修复，一直是棘手的难题。人们

越来越关注骨质疏松对骨缺损愈合的影响，但是骨

质疏松情况下骨缺损自然修复的过程尚不明确。探

讨这一过程不仅有很大的临床意义，而且能为骨质

疏松骨缺损新型材料的修复研究奠定基础。本研究

通过切除大鼠双侧卵巢建立骨质疏松模型，探讨骨

质疏松对骨缺损自然愈合过程的影响。

> 材料和方法

选用 9 月龄雌性 ?@ 大鼠 !" 只，体重 "<&! U
"<"& OH，由山西医科大学实验动物中心提供。随机

分为两组：实验组（0E*K+.1G0)6，SVA 组，’" 只）和对

照组（F2*) 0J.K*G+04，?2*) 组，’" 只）。:W水合氯醛

（$ )XYOH）腹腔麻醉，经双侧腰背侧切口进入腹腔，
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实验组切除双侧卵巢，对照组切除双侧卵巢周围等

量的脂肪组织。术后 ! 个月，两组动物用骨科钻在

双侧股骨外侧髁上 ! "" 处钻取直径 ! "" 骨缺损，

其深度为一侧骨皮质与髓腔宽度之和（图 #），术后

放至笼中自由活动与进食。缺损术后 $、%、#& ’ 时

随机处死动物，取双侧股骨标本观察下列项目。

图 ! 大鼠股骨骨缺损模型

!"! 一般情况

观察各组大鼠伤口、精神状况以及体重的变化，

第一次术后 ! 月内，各组动物每周用电子天平测量

体重 # 次。

!"# 大体观察

将整个股骨取下，观察缺损部位的修复情况、骨

痂以及周围组织反应等。

!"$ ( 线放射学检测

缺损术后 $、%、#& ’ 每组随机处死 & 只动物，剖

取双侧股骨全长，于 )*+,-. 数字 ( 线机下拍摄正位

片（条件：$% /0、#123 "4.、1#2& "5）观察骨缺损修复

程度。选取包括缺损在内的上下各 ! "" 区域，用

67458&333 图像分析系统进行缺损部位灰度分析。

每组每个时间点 $ 个标本，每个标本测量两次，取平

均值。

!"% 骨密度（96:）检测

( 线检测后，标本在 :)(8; 型双能 ( 线骨密度

测量仪（;<=>?，@54，附动物骨密度测量软件）下扫描

整个股骨，选取包括缺损在内的上下各 ! "" 区域，

测量其骨密度值。每组每个时间点 $ 个标本，每个

标本测量两次，取平均值。

!"& AB 染色组织学观察

缺损术后 $、%、#& ’ 每组随机处死 # 只动物，剖

取双侧缺损部位组织，$C多聚甲醛固定，#3CB:D4
脱钙满意后，纵向石蜡包埋，E!" 连续切片，AB 染

色，显微镜观察。

!"’ 透射电镜观察

缺损术后 #& ’ 每组随机处死 # 只动物，双侧缺

损部位组织用 EC的戊二醛和 $C的多聚甲醛混合

液固定脱钙后再用锇酸固定，逐级脱水，环氧树脂

1#%包 埋，超 薄 切 片 经 铅 铀 双 重 电 子 染 色，FB68
#335( 透射电镜观察。

!"( 生物力学检测

骨密度检测后，将整个股骨平放，置于一特制的

模具中用牙托粉包埋固定，使股骨外侧骨缺损处于

最高位。将标本置于 7=.G?H=8$$EE 型材料性能试验

机，用一直径 ! "" 的压载面，以 & ""I",= 速度加载

缺损内部组织，载荷测量精度 & J，在应力应变曲线

上计算其极限应力值。极限应力：!">K L !">K I"，单

位为 )>，其中 !">K为最大载荷，" 为载头的面积，反

映缺损部位新生骨组织的最大破坏强度。

!") 统计学处理

所有实验数据均以均数 M 标准差（!# M $）表示，

用 545 N2#2! 软件进行析因方差分析，% O 323E 为差

异有显著性。

# 结果

#"! 一般状况与体重变化

两次造模术后动物切口无感染、破溃，均"期愈

合。去势术后 ! P 内，动物精神状态较差，! P 后逐

渐恢复正常。缺损术后 & P 内，动物双侧后肢受惊

吓时可暂时负重，& P 后逐渐恢复正常。

实验组去势后 #& ’ 与 # ’ 时进行比较，动物体

重明显增加（图 &），% O 323#。对照组体重随时间没

有明显变化。

图 # 体重随时间变化折线图

#"# 大体观察结果

缺损术后 $ ’：实验组缺损底部边缘有少许新

生骨组织填充，缺损表面皮质骨塌陷、拓宽；对照组

缺损底部有少量新生骨组织填充，缺损表面皮质骨
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没有明显变化。术后 ! "：两组缺损底部新生骨组

织增多，表面皮质缺损直径较前变小。术后 #$ "：实

验组缺损表面皮质骨愈合面凹陷，缺损边缘仍然可

见；对 照 组 皮 质 骨 愈 合 面 突 起，与 周 围 肌 肉 组 织

黏连。

!"# % 线放射学检测结果

缺损术后 & "：实验组缺损底部凹陷，影像密度

较低，表面皮质骨缺损扩大、不规则；对照组缺损底

部平整，影像密度较高，表面皮质骨缺损变小、边缘

规则。术后 ! "：实验组缺损变小，呈锥形变化，底

部凹陷，影像密度较低，表面皮质骨缺损变小；对照

组缺损变小，底部平整，密度较高，表面皮质骨缺损

变小、规则。术后 #$ "：实验组表面皮质骨愈合凹

陷，密度较低，缺损内部呈锥形低密度影；对照组表

面皮质骨愈合饱满，密度较高，内部低密度区较小。

缺损术后 &、!、#$ " 时，实验组缺损部位 % 线灰

度值均低于同期对照组，&、! " 时差异明显（ ! ’
()(*）；#$ " 时差异较小（! + ()(*）。两组随时间增

加灰度值逐渐降低，#$ " 与同组 & " 时比较降低明

显（! ’ ()(*）（见表 #）。

表 $ 缺损部位 % 线灰度值（" , &）

分组 & " ! " #$ "

对照组 #-. /0 1 ./&- #-0 /$ 1 ! /$- #.- /( 1 ! /$$!

实验组 #!& /0 1 */-2" #2*/0 1 * /#$" #.$/- 1 !/*&!

注：与对照组同期比较，" ! ’ ()(*；同组 #$ " 与 & " 时比较，

! ! ’ ()(*

!"% 骨密度检测结果

缺损术后 &、!、#$ " 时，实验组缺损部位骨密度

值均 低 于 同 期 对 照 组，&、! " 时 差 异 明 显（ ! ’
()(*）；#$ " 时差异较小（! + ()(*）。对照组随时间

增加骨密度值逐渐降低，#$ " 与 & " 时比较降低明

显（! ’ ()(*）；实验组随时间增加骨密度值降低不

明显（! + ()(*）（见表 $）。

表 ! 缺损部位骨密度值（3456$ ，" , &）

分组 & " ! " #$ "

对照组 ( /$(2 1 (/((! ( /#-2 1 (/((- ( /#-# 1 (/((.!

实验组 ( /#-( 1 (/((-" ( /#!! 1 (/((*" (/#!. 1 (/((&

注：与对照组同期比较，" ! ’ ()(*；同组 #$ " 与 & " 时比较，

! ! ’ ()(*

!"& 组织学观察结果

缺损术后 & "：实验组缺损部位主要由纤维肉

芽组织填充，仅缺损边缘可见局灶性新生软骨和骨

组织形成，骨吸收处有大量破骨细胞（图 0）；对照组

缺损边缘可见较成熟的骨小梁修复，其中可见大量

图 # 实验组 & " 78 染色 9 &(：缺损边缘

有局灶性的软骨和骨组织形成

图 % 对照组 & " 78 染色 9 &(：缺损边缘

可见较成熟的骨小梁修复

图 & 实验组 ! " 78 染色 9 #((：新生骨小梁中

可见大量未骨化软骨灶

排列紧密的软骨细胞，骨小梁周围可见成骨细胞，缺

损中央有部分纤维肉芽组织填充（图 &）。术后 ! "：

实验组缺损边缘骨小梁稀疏，其中可见大量未骨化

的团块状软骨灶，软骨细胞排列紧密，骨组织周围可

见大量的成骨细胞（图 *）；对照组缺损边缘骨小梁

丰富，部分骨小梁出现断裂，大部分软骨细胞骨化，
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图 ! 对照组 ! " #$ 染色 % &’’：骨小梁中

大部分软骨细胞骨化

缺损中央无新生骨组织填充（图 (）。术后 &) "：实

验组缺损边缘骨小梁稀疏，部分地方发生断裂，软骨

细胞骨化，骨组织周围可见少量的成骨细胞，有类骨

质存在，缺损中央无新生骨组织填充；对照组缺损边

缘骨小梁稀疏、塌陷，骨小梁骨化完全，可见骨陷窝

形成。

图 " &) " 透射电镜照片 醋酸双氧铀 * 柠檬酸铅染色 + 对照组成骨细胞中可见大量排列规则的粗面内质网（ % !’’’）；, 实验组

成骨细胞胞核皱缩，粗面内质网肿胀（ % !’’’）；- 实验组破骨细胞胞质内可见大量的线粒体和大小不等的空泡（ % !’’’）；. 实验

组破骨细胞可见已被吞噬的钙盐颗粒（ % )’’’’）

#$! 透射电镜观察结果

缺损术后 &) "：对照组骨痂中可见大量功能比

较活跃的成骨细胞，胞体方形或卵圆形，胞核圆形，

胞质内充满大量粗面内质网（图 /+），细胞周围有大

量排列规则、致密的胶原纤维；实验组骨痂中成骨细

胞数量少，胞体多呈扁平状，胞核皱缩变形，核膜不

光滑，胞质内粗面内质网肿胀（图 /,），胞外可见少

量稀疏、紊乱的胶原纤维。同时可见较多的破骨细

胞，胞浆内可见大量线粒体和大小不等的空泡（图

/-），粗面内质网分布稀疏，可见较多已被吞噬的钙

盐颗粒沉积（图 /.）。

#$" 生物力学检测结果

缺损术后 0、!、&) " 时，实验组缺损部位极限应

力值均低于同期对照组，但差异较小无统计学意义

（! 1 ’2’3）；两组随时间增加极限应力值升高不明

显（! 1 ’2’3）（见表 4）。

表 % 缺损部位极限应力值（&’( 5+，" 6 0）

分组 0 " ! " &) "
对照组 &)7&& 8 ’7!& &0 70/ 8 ’7’& &/ 7/0 8 ’7!/
实验组 &’73& 8 ’7(& &) 7&& 8 ’7!0 &0 7!& 8 ’790
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! 讨论

!"# 实验性极限骨缺损模型

!"#$%&’ 和 ()**%+,-. 最 早 定 义 骨 极 限 缺 损

（/-.$-0 ".%&%"1* 2%’- 0-3-"&2，4!52）的概念，即指在特

定骨骼上所造成的终生不能自行修复并愈合的最小

缺损。文献报道大鼠颅骨极限缺损的直径大多为 6
$$［7］，下颌骨极限骨缺损的直径为 8 $$［6］。目前骨

极限缺损模型已被广泛应用于骨移植材料修复性能

的研究。本实验中，在大鼠股骨外侧髁上 9 $$ 处

凿出直径 9 $$ 骨缺损，深度为一侧骨皮质与髓腔

宽度之和。该缺损直径超过了股骨髁直径的三分之

二，到 76 : 时，缺损未能完全愈合，只是在缺损表面

形成一层骨质，内部仍呈锥形缺损。组织学切片发

现：缺损由边缘到中央、由下到上逐渐填充，到 76 :
时只是在缺损底部边缘有一些新骨形成，中央没有

新生骨组织填充。而且随时间延长，新生骨组织由

于缺乏有效的支撑作用出现骨小梁的断裂、塌陷，这

也有可能是缺损部位 ; 线灰度值以及骨密度值随

时间增加逐渐降低的原因之一。由于缺乏有效的材

料支撑，缺损内部未能完全愈合，致使 76 : 时缺损

部位的极限应力值没有明显的提高。

绝经后骨质疏松的发生与雌激素水平下降明显

相关，因此大鼠双侧卵巢切除后引致的骨量丢失与

女性绝经后骨量丢失极为相似。由于人类骨质疏松

症多在中年后期发生，故采用中老年大鼠可以复制

出较为符合临床特征的动物模型［9］。有研究证实：<
月龄 !5 大鼠双侧卵巢切除后 9 个月全身骨密度较

术前明显降低，表明该方法建立骨质疏松模型比较

可靠［8］。本研究中同样采用 < 月龄 !5 大鼠，去势后

9 个月动物体重明显增加，这种由于雌激素缺乏引

起的增重变化，与文献报道一致［=］。研究证明：去势

后，动物松质骨骨量的丢失较皮质骨更为严重，而且

松质骨是评价生物材料的较好部位［>］。因此，为了

更好的研究骨质疏松对骨缺损愈合的影响，本实验

中，在去势大鼠股骨外侧髁上松质骨区造成骨缺损

模型，并利用余下的内侧股骨皮质起支承作用，不需

要其他固定措施。实验中可以采用预制的材料植入

缺损，致使材料具有相同的形状和体积，便于进行相

互比较分析，消除由于材料形状不同造成的偏差。

本模型对难以施行内外固定的中小型动物尤为方

便，具有较强的科学性和实用性。

!"$ 骨质疏松对骨缺损自然愈合的影响

骨质疏松症是老年人的多发病，其特点是骨量

减少、骨小梁稀疏变细，遭受微小创伤容易发生骨

折，同时骨质疏松症也是影响骨重建重要的全身因

素之一［?，<］。本实验通过制作大鼠股骨髁上骨缺损

模型，来探讨骨质疏松对骨缺损自然愈合过程的影

响。结果表明，骨质疏松骨缺损愈合明显延迟，特别

在 8 : 时，骨质疏松引起的骨吸收现象比较明显，致

使缺损表面皮质骨塌陷、拓宽，缺损内部松质骨区新

生骨量明显减少。缺损部位组织学染色发现：新生

骨组织修复过程主要是一种软骨成骨的过程，与正

常骨相比，骨质疏松明显延缓了该过程的进程，到

76 : 时骨质疏松骨痂中仍然可见软骨细胞，有类骨

质存在。同时骨质疏松骨缺损底部边缘新生骨小梁

稀疏，而且随时间增加骨小梁断裂、塌陷较快，致使

骨质疏松缺损部位 ; 线灰度值、骨密度值以及生物

力学强度降低。说明骨质疏松不仅会阻碍骨缺损愈

合新骨的骨量，而且会延长新生骨组织的成熟时间。

骨组织通过破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨

形成不断进行重建，在这一过程中，骨髓微环境对成

骨细胞和破骨细胞的生长发育起着极其重要的作

用。雌激素可以通过调控骨质再形成的细胞因子网

络及一些体液因子对骨髓微环境及直接对破骨细胞

和成骨细胞发挥精细的调节作用来维持骨量的平

衡［@］。A)&)#12#%［7B］研究认为：骨质疏松对骨缺损愈

合的影响与破骨细胞促进原有骨小梁及新生骨组织

吸收有关。在本实验中观察到：与正常骨相比，骨质

疏松骨痂中胶原纤维排列稀疏、紊乱，骨小梁表面的

成骨细胞少，胞核皱缩，粗面内质网肿胀。而破骨细

胞数量多，胞浆内可见大量线粒体、空泡以及大量吞

噬钙盐颗粒的沉积。进一步表明，骨质疏松骨缺损

愈合时，成骨细胞成骨能力降低，而破骨细胞功能增

强，致使骨愈合质量较差。

本研究表明，大鼠股骨髁上直径 9 $$ 的缺损

是一种较好的研究骨质疏松骨愈合的极限骨缺损模

型。同时，特别是在早期，骨质疏松延缓了骨缺损自

然愈合的过程，降低愈合新骨的质量。因此，对骨质

疏松合并有较大骨缺损的患者，应妥善对待。
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激活 !"# $%# $&’( 酶，降低红细胞聚集性及降低全

血黏度，抑制血管平滑肌细胞外 )"* # 内流［+,］，阻断

交感神经节，扩张外周血管，增加外周血流量，改善

骨组织的结构与功能。

我们的研究表明淫羊藿可以提高肾脏 -.($/
01!& 和 -.($/ 的表达，血液中 -.($/ 含量增加，并

作用于骨组织，上调骨组织 -.($/ 01!& 和 -.($/
的表达，发挥其诱导成骨作用，增加骨形成，对抗糖

皮质激素所引起骨损害，这可能是淫羊藿治疗骨质

疏松的作用机制之一。

-.($/ 被认为是“肾主骨”理论的物质基础之

一，在本实验中肾脏、血液和股骨中 -.($/ 呈同步

变化，我们推测肾脏可能通过 -.($/ 的血循传送途

径远程调控骨骼，这为“肾主骨”理论提供了实验依

据，并为临床上研究肾性骨病及老年性骨质疏松症

的发病机制及基因治疗开创了新思路。
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