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摘要：目的 探讨皮下注射金雀异黄酮对 ?@A 大鼠椎体力学性能的影响及骨力学性能的决定因素。

方法 #" 只 > 月龄雌性 BC 大鼠随机分为去卵巢组（?@A 组）、假手术组（BD=E）、?@A F %>!雌二醇干

预组（,BG，%""3H（I3·J））、?@AF 金雀异黄酮干预组（K,L，$ -3H（I3·J））。手术后 %$ M 第 $ 腰椎进行

压缩试验，第 & 腰椎先行显微 NG 扫描测量骨密度和微结构参数，然后进行疲劳损伤试验，最后行大块

组织品红染色、塑料包埋和磨片，磨片用于微损伤、骨细胞密度检测。结果 去卵巢后 %$ M，与 BD=E
组相比，?@A 大鼠椎体骨密度、微结构参数、骨细胞密度和最大应力均降低（! O "<"$），微破裂密度和

面密度增加（! O "<"$）。K,L 组骨小梁连接密度较 ?@A 组增加（! O "<"$），其他微结构参数与 ?@A
组差异无统计学意义。与 ?@A 组相比，K,L 和 ,BG 替代组骨细胞密度和最大应力均增加（! O "<"$），

微破裂密度和面密度减少（! O "<"$）。?@A 组、K,L 和 ,BG 替代组之间骨密度和弹性模量差异无统

计学意义。结论 金雀异黄酮对去卵巢大鼠椎体骨力学性能的维持不依赖 PEC 和微结构变化。
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骨密度（9"’$ 7&’$%0! 5$’4&.6，@AB）是目前最常

用的诊断骨质疏松的指标，但仅能解释 CDE F GDE
骨强度变化［H］，因此有必要测定决定骨质量的其他

指标，如微结构、骨转化、骨基质、矿化、微损伤积累

等［H，I］，有利于对抗骨质疏松药物疗效的全面评估。

骨细胞丧失可能参与骨重建启动和调节，在一定条

件下，还参与疲劳或压缩应力骨折的发生和发展。

合 成 选 择 性 雌 激 素 受 体 调 节 剂（ 4$!$:.&8$
$4.%"+$’ %$:$-."% 7"5,!0."%4， )(JA4 ）雷 诺 昔 芬

（%0!"K&<$’$）减少骨折危险性不依赖 @AB 的增加［L］，

在减少相同椎体骨折危险性时，雷诺昔芬对 @AB 的

增加只有双膦酸盐的一半［M］。最近研究表明，大豆

异黄酮是天然的 )(JA，与合成 )(JA 雷诺昔芬作用

相似［C］，没有雌激素相关的副作用。动物试验表明，

植物雌激素金雀异黄酮（+$’&4.$&’，1(2）能有效减少

去卵巢大鼠骨量丢失［N］。然而，异黄酮对妇女和绝

经后骨质疏松动物模型骨的作用仍不肯定［O］。

基于以前研究［G］，我们研究的目的是探讨皮下

注射 C 7+P（Q+·5）金雀异黄酮对 =>? 大鼠椎体力学

性能的影响，观察小梁骨微结构、骨量、骨细胞密度、

疲劳微损伤和生物力学参数的变化，探讨骨力学性

能的决定因素。

/ 材料和方法

/0/ 材料

O 月龄 )-%0+,$RB0#!$6（)B）雌性大鼠 MD 只，由

中南大学湘雅二医院动物实验中心提供，饲养环境

温度为 ICS，HI / 昼夜照明节律，普通大鼠标准饲

料喂养，自由饮水。随机分为去卵巢组（=>?）、HO!
雌二 醇（)&+070 公 司）替 代 组（()* 组：HD"+P（Q+·
5T H））［I］、金雀异黄酮替代组（1(2，C 7+P（Q+·5））［G］

和假 手 术 组（ )UVA），每 组 各 HD 只，平 均 体 重

（LDMWHN X YHWGC）+。手术后 HC # 用 LE戊巴比妥钠

麻醉后，腹主动脉放血处死后去除软组织，剥离腰椎

段脊柱，用生理盐水纱布包裹维持湿度，塑料袋密封

后 T ODS保存，以备疲劳损伤和压缩实验及微损伤

检测。

/01 椎体压缩实验［I］

用 @,$/!$% 精密金刚石慢速锯除去 第 C 腰椎椎

体两端椎间盘、软骨生长板等结构，并磨平，同时除

去棘突等附属结构。经过这些处理，得到两端截面

平行的椎体主干部分，包括中间的松质骨和皮质骨

外壳。用 Z))MMHDD 型材料实验机（中国长春科新实

验机研究所）进行压缩实验，沿椎体纵轴压缩，压缩

速率 I 77P7&’。用最终的载荷形变曲线计算每个

标本的最大应力（70K&7,7 !"05，A[）和弹性模量

（$!04.&: 7"5,!,4，(A）。

/02 显微 Z*（7&:%" Z*，"Z*）扫描［Y］

第 N 腰椎椎体的处理同第 C 腰椎椎体。应用

1( $K-!"%$ [":,4 )\ 型 "Z*（1( U$0!./ Z0%$ Z"，
["’5"’，Z0’050）行第 N 腰椎椎体离体三维扫描。选

择的扫描参数：电压 GD Q>-，电流 GD"V，扫描方式

LND]旋转，扫描时间 IOD 7&’，帧平均 M 帧，角度增益

DWM]，曝光时间 LDDD 74，各向同性分辨率 GWD"7 ^
GWD"7 ^ GWD"7 像素。同时扫描标准体模，校正 Z*
值。

选取 L 个圆柱状（GD ^ GD ^ GD"7 像素）感兴趣

区 域（ %$+&"’ "< &’.$%$4.， J=_），用 "Z* 自 带 的

A&:%">&$# IWHWH‘ V50’:$ @"’$ V’0!64&4（1( U$0!./
Z0%$ Z"）软件进行定量分析。直接测量指标如下：体

积骨密度（8"!,7$.%&: 9"’$ 7&’$%0! 5$’4&.6，8@AB）、组

织骨密度（.&44,$ 9"’$ 7&’$%0! 5$’4&.6，.@AB）、结构模

型指数（4.%,:.,%$ 7"5$! &’5$K，)A_）、骨体积分数（9"’$
8"!,7$ <%0:.&"’，@>P*>）、骨 面 积 分 数（9"’$ 4,%<0:$
<%0:.&"’，@)P@>）、骨 小 梁 数 量（ .%09$:,!0% ’,79$%，
*9W2）、骨小梁厚度（ .%09$:,!0% ./&:/’$44，*9W*/）、骨

小梁间隔（ .%09$:,!0% 4$-0%0.&"’，*9W )-）、骨小梁联接

密度（:"’’$:.&8&.6 5$’4&.6，Z"’’WB）。

/03 疲劳损伤试验［I］

用游标卡尺测量第 N 腰椎椎体中间截面长度、

宽度及椎体高度。用 \[B CDHD 型电子疲劳实验机

（由中南大学湘雅二医院代谢内分泌研究所和中国

长春科新实验机研究所共同研制开发）进行疲劳损

伤实验，疲劳损伤载荷 ND 2，负载频率为 IWC Ua，负

载次数 HDDDD 次。疲劳损伤后，各椎体用 ODE 乙醇

固定，用于微损伤和骨细胞密度检测。

/04 大块组织碱性品红染色和制片［I］

经疲 劳 损 伤 后 的 椎 体 在 含 梯 度 乙 醇（GDE、

YDE、HDDE）的 HE 碱性品红溶液里染色 HI /（DWDO
A\0、INS真空干燥箱），HDDE 乙醇浸洗 I /，二甲苯

OIH中国骨质疏松杂志 IDDY 年 I 月第 HC 卷第 I 期 Z/&’ b =4.$"-"%"4，c$9%,0%6 IDDY，>"! HC，2"WI



浸润 透 明 !" #，常 规 塑 料 包 埋，包 埋 椎 体 标 本 用

$%&’() 金刚石慢速锯锯片（沿冠状面，连续制作两

片），厚度约为 *++ , !-+!.，然后磨片至 -+ , /+!.，

中性树脂封片，自然晾干，制片后用于骨微损伤和骨

细胞密度检测。

!"# 骨微损伤观察和骨细胞密度检测［!，*+］

在 01234 5’06 显微镜成像分析系统下对骨微

损伤和骨细胞密度进行检测。每个标本取 ! 个磨片

在白 光 镜（ 7 "++）下 观 测 微 破 裂 平 均 长 度（.148
.239:3943; <18=>#， ?9@ 01，!. ）、微 破 裂 密 度

（.239:3943; A18B2>C，?9@ 58，D E..!）、微破裂面密度

（.239:3943; BF9G431 A18B2>C，?9H %H58，!.E..
! ）。在

蓝紫荧光（激发波长 "!- , ""+ 8.，光栅 "I- 8.）显

微镜（ 7 "++）下，每个标本随机取 - 个视野计量骨小

梁骨 细 胞 密 度（ :B>1:3C>1 A18B2>C，&>HJE)H69， D E
..!）。

!"$ 统计学处理

数据分析用 %K%% **H+ 统计软件完成，结果以!!
L "。组 间 均 数 比 较 用 单 因 素 方 差 分 析（:81MN4C
6J&O6）。# P +H+- 认为有统计学意义。

% 结果

%"! !?) 结果比较

&OQ 组 RS’5 显著低于 %T6’ 组（ # P +H+*），

(%) 组和 U(J 组 RS’5 显著低于 %T6’ 组（ # P
+H+*），而与 &OQ 组差异无显著性。各组间 >S’5 差

异无显著性。&OQ 组骨矿含量（V:81 .28194< 3:8>18>，
S’?）显著低于 %T6’ 组（# P +H+-），(%) 和 U(J 组

S’? 与 %T6’ 组比较差异无显著性。%T6’ 组 SOE
)O 48A )VHJ 均显著高于 &OQ 组（# P +H+*）、(%) 组

（# P +H+*）和 U(J 组（# P +H+*）。各组间 S%ESO 和

56 差异无显著性。%T6’ 组 %’$ 较 &OQ 组（# P
+H+-）、(%) 组（# P +H+*）和 U(J 组低（ # P +H+*）。

&OQ 组 )VH %W 较 %T6’ 组（# P +H+*）和 (%) 组（#
P +H+-）显著增加，而与 U(J 组无显著差别。&OQ
组 )VH)# 与 %T6’ 组和 U(J 组无显著差别，而 (%)
组 )VH)# 显著低于 %T6’ 组（ # P +H+*）。&OQ 组

?:88H5 显著低于 %T6’ 组（# P +H+*）和 U(J 组（#
P +H+*），U(J 组 ?:88H5 显 著 高 于 (%) 组（ # P
+H+-）。&OQ、(%) 和 U(J 组大鼠骨微结构性能出现

下降，骨小梁明显变细，稀疏，断裂，趋向于杆状，

%T6’ 组结构变化不大，见表 *、表 ! 和图 *。

%"% 椎体压缩实验结果比较

&OQ 组 ’0 显著低于 %T6’ 组（# P +H+-），U(J
组和 (%) 组 ’0 显著高于 &OQ 组（ # P +H+-），而

U(J 组 ’0 显著低于 %T6’ 组（# P +H+-），(%) 组与

%T6’ 组 ’0 差异无显著性。各组间 (’ 差异无显

著性，见表 X。

%"& 疲劳微损伤及骨细胞密度比较

&OQ 组 ?9H58、?9H %H58 和 ?9H01 均较其他组显

著增加（# P +H+-），(%) 组和 U(J 组较 %T6’ 组均

差异无显著性。&OQ 组 &>H5E)H69 显著低于 %T6’
组（# P +H+-），U(J 组和 (%) 组 &>H5E)H69 显著高于

&OQ 组（# P +H+-）而与 %T6’ 组差异无显著性，见

表 X。

表 ! 不同组别骨密度及微结构指标比较（!! L "）

组别 RS’5（.=E..X） >S’5（.=E..X） S’?（=） SOE)O（Y） S%ESO（Y）

假手术组 XZ"HZ L X/H+ IX[HX L *!H! IH[ L *H! !ZH+ L "H" X*HZ L !H"

&OQ X+"HX L "*HX4 I-*H/ L */H+ ZH- L !H!4 *[HI L "H!4 X*H[ L !H[

(%) X*!H/ L XIH-4 I!+H" L *"H! ZH/ L *H- !+HX L XHI4 X"HI L !H!

U(J X*ZH! L "!H!4 IX/HX L *!H- IHX* L !H! !+H/ L "H*4 X!HI L !H"

注：RS’5（R:<F.1>923 S’5）：体积骨密度；>S’5（ >2BBF1 S’5）：组织骨密度；S’?（V:81 .28194< 3:8>18>）：骨矿含量；SOE)O（V:81 R:<F.1

G943>2:8）：骨体积分数；S%ESO（V:81 BF9G431 A18B2>C）：骨面积分数。与假手术组（%T6’）比较，4 # P +H+-；与去卵巢组比较（&OQ），V # P +H+-；与 *I"
雌二醇替代组（(%)）比较，3 # P +H+-

表 % 不同组别骨微结构指标比较（!! L "）

组别 )VH)# )VHJ（..\ X） )VH%W（!.） %’$ ?:88H5（..X） 56
假手术组 ZXHI L "H[ "H* L +H-/ !"!HX L -"H! +HZZ L +H-* Z/H- L */HZ *HZ+ L +H--

&OQ ZXHX L -HZ XH* L +H-X4 XX-H[ L IXH*4 *H*" L +H""4 "IH! L *!HZ4 *H/! L +HI"

(%) -IH[ L XHZV XH- L +H"-4 !IIH* L "[HXV *H!/ L +HX-4 -ZHI L *ZH[ *H/X L +HIX

U(J Z*H- L "HZ XH" L +H-!4 ![-HZ L [+H+ *H!- L +H"/4 I*H[ L *"H[V3 *HI[ L +H"*

注：)VH)#（>94V13F<49 >#23;81BB）：骨小梁厚度；)VHJ（>94V13F<49 8F.V19）：骨小梁数目；)VH%W（>94V13F<49 B1W494>2:8）：骨小梁间隔；%’$（B>9F3>F91

.:A1< 28A1]）：结构模型指数；?:88H5（3:8813>2R2>C A18B2>C）：骨小梁连接密度；56（A1=911 :G 482B:>9:W#C）：各向异性度。与假手术组（%T6’）比较，4 #

P +H+-；与去卵巢组比较（&OQ），V # P +H+-；与 *I"雌二醇替代组（(%)）比较，3 # P +H+-

/!* 中国骨质疏松杂志 !++[ 年 ! 月第 *- 卷第 ! 期 ?#28 ^ &B>1:W:9:B，_1V9F49C !++[，O:< *-，J:H!



图 ! !"# 和雌激素替代治疗 $% & 后对椎体小梁骨微结构的影响

’：!"# 组骨微结构下降显著，骨小梁明显变细、稀疏、断裂、趋向于杆状；

(：)*’+ 组骨小梁密集；,：-). 组；/：0-1 组骨微结构下降亦明显

表 " 不同组别力学、微破裂及骨细胞指标比较（!! 2 "）

组别
+3

（1）
-+

（+45）
,67/8

（ 9 :;;<）

,67)7/8
（!;:;;

<）

,673=
（!;）

!>71:.7’6
（ 9 :;;<）

假手术组 $?@7$ 2 $%7$ ABC7C 2 $B<7D C7?A 2 C7$BE $B7D 2 %7?E <?7< 2 @7$E $DAC7@ 2 BDA7AE

!"# $CD7% 2 <C7<5 AF?7$ 2 $F?7C <7C< 2 C7BF $<$7% 2 <?7C %@7$ 2 A7@ $<FF7A 2 B%<7@
-). $B@7B 2 $?7$E D$D7F 2 $A?7% C7%C 2 C7$<E <@7C 2 F7$E BA7% 2 F7DE $%%C7F 2 <C<7<E

0-1 $<%7A 2 $B7F5E %?C7C 2 %<7% C7%$ 2 C7$<E <?7C 2 A7?E <@7% 2 D7%E $%%C7D 2 <$%7%E

注：+3（;5GH;I; JK5LH8M）：最大应力；-+（=J5N>HO ;KLIJIN）：弹性模量；,6P /8（+HO6KO65OQ L=8NH>R）：微破裂密度；,6P )P /8（+HO6KO65OQ NI6S5O=

L=8NH>R）：微破裂面密度；,6P 3=（+=58 ;HO6KO65OQ J=8M>T）：微破裂平均长度；!> P 1:.P ’6（KN>=KOR>= L=8NH>R）：骨小梁骨细胞密度。与假手术组（)*’+）

比较，5 # U C7C%；与去卵巢组比较（!"#），E # U C7C%；与 $D"雌二醇替代组（-).）比较，O # U C7C%

" 讨论

本研究目的是探讨皮下注射 % ;M:（QM·L）金雀

异黄酮 $% 周后对 !"# 大鼠椎体力学性能的影响及

骨力学性能的决定因素。骨微结构和骨量是决定骨

强度的重要因素，但其他因素的改变也会影响骨的

整体力学性能，如骨组织物质构成、微损伤积累和骨

细胞密度等。我们研究结果与 *K>OTQHNN 等［$$］的发

现一致，金雀异黄酮没有完全阻止 !"# 大鼠小梁骨

微结构退变和骨密度下降，而骨细胞密度、抵抗疲劳

微损伤和应力骨折的能力没有显著下降，% ;M:（QM·
L）金雀异黄酮与 $C!M:（QM·L）$D"V-< 作用相似。

大多数临床研究和动物实验表明，抗骨质疏松

药物治疗在增加 (+/ 的同时减少了骨折危险性，但

(+/不是骨力学性能的惟一决定因素。我们研究

发现金雀异黄酮和 $D"雌二醇治疗虽然未能阻止小

F<$中国骨质疏松杂志 <CCF 年 < 月第 $% 卷第 < 期 ,TH8 W !N>=KXK6KN，Y=E6I56R <CCF，"KJ $%，1K7<



梁骨微结构退变和 !"# 降低，但力学性能并未显著

下降，这提示可能存在影响骨质量的其他因素，如骨

细胞密度、骨转化、骨基质、矿物构成指数等［$%］。雌

激素和雌激素类似物可促进胶原合成，抑制上皮组

织糖 基 化 终 末 产 物 形 成，防 止 胶 原 非 酶 催 化 铰

链［$&］，改善骨组织物质构成性能而维持骨生物力学

性能。雷诺昔芬对骨生物力学性能的改善不依赖骨

体积和 !"#，而在于骨组织物质水平的改 善［$’］。

()*+,-./0 可 抑 制 123 诱 导 的 小 梁 骨 胶 原 糖 基

化［$4］，而胶原非酶糖基化铰链会增加骨脆性［$5］。骨

细胞占骨组织功能细胞总数的 647左右，骨细胞不

仅是重要的应力传导细胞，而且直接调节骨矿物质

和细胞外基质的代谢［$8］，在维持骨力学性能中起重

要作用。在本研究中，金雀异黄酮维持小梁骨力学

性能不完全依赖微结构和 !"#，可能得益于骨组织

物质构成性能的改善。金雀异黄酮和 $8!9:% 替代

治疗 $4 ; 后，体积骨密度与 123 组没有显著差异，

可能与剂量和疗程有关，与戴如春等［%］结果一致。

我们研究发现除了 <+00=# 之外，金雀异黄酮替

代治疗没有显著影响 123 大鼠小梁骨微结构变化，

与 >/0 等［$?］结果一致。另外，在雌激素缺乏引起的

骨量丢失过程中，(@= (A 并无显著变化，甚至 $8!9:%

替代治疗后骨小梁厚度更薄，可能是一种代偿现

象［6，$6］，这种代偿反应的分子机制尚不清楚。最近，

在老年 B# 大鼠发现硫化大豆甙元［$?］可阻止 123
诱导的 !"# 和骨力学性能下降，对骨微结构有中度

保护作用。到目前为止，纯化的大豆异黄酮和含大

豆异黄酮的大豆蛋白提取物对大鼠和人骨的作用不

一致。造成差异的原因可能是异黄酮之间的协调或

拮抗效益、研究对象的年龄差别、雌激素水平、对异

黄酮消化代谢差异以及研究持续时间的不同等［$6］。

因此，金雀异黄酮对骨的作用有待进一步研究来阐

明。

雌激素对成骨细胞C骨细胞作用取决于细胞所

处时期及雌激素受体"C!（:>"C:@!）相对表达量［%D］。

青年人成骨细胞C骨细胞以表达 :>"为主，而老年人

成骨细胞C骨细胞以表达 :>!为主［%$］，雌激素主要

通过 :>"促进#型胶原表达。雌激素和不同受体

亚型的亲和力有差异，与 :>"的结合能力是 :>!的

数倍。金雀异黄酮因为分子结构与雌激素相似，能

激活 :>，发挥对骨组织的保护作用，但它具有更高

的 :>!亲和性，与 :>"的结合时间及亲和力则不及

雌激素，而最近 E/@F@)*G. 等［%%］发现金雀异黄酮骨保

护作用由 :>9"介导。我们研究结果发现，金雀异黄

酮在维持 123 大鼠骨结构和力学性能方面略逊于

$8!9:%，原因可能在于它们与 :> 亚基亲和力不同有

关。骨细胞对雌激素和应力反应由 :>"介导，细胞

:>"表达量仅由雌激素调节［%&］，因此，雌激素缺乏

时骨细胞对应力诱导的合成代谢减弱，推测与骨质

量下降有关。

总之，我们研究发现金雀异黄酮替代治对去卵

巢大鼠椎体 !"# 和微结构性能没有显著影响，但在

一定程度上维持了小梁骨力学性能，骨组织物质构

成和骨细胞密度可能是骨力学性能的重要决定因

素。
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刺［!"］足三里、关元穴区能增强老年大鼠肝脏内巨噬

细胞的功能，提高老年大鼠单核巨噬系统的吞噬功

能，起到增强免疫功能的效果。陈永等发现针灸强

壮要穴（足三里、关元）可以显著提高机体的免疫功

能。

对于针灸疗法的免疫调控机制，越来越多的理

论与实验证明“免疫#神经#内分泌网络”系统是一个

最具启发意义的认识模式，它从微观分子水平上整

合了最重要的三大功能系统的相互作用关系［!!，!$］。

我们已经知道，辅助性 % 细胞 %&! 和 %&$、%& 和 %’ 之

间的平衡紊乱是大鼠免疫功能异常的重要病理生理

学基础之一；()#!，%*+!是关节炎发病的重要炎症介

质；()#!，()#$，%*+!是加强细胞炎症反应的免疫促

进因子，()#!" 是细胞炎症反应的免疫抗炎因子。本

实验中，,, 大鼠的血清 ()#!，()#$，%*+!明显高于正

常组；()#!" 在炎症早期升高，中晚期明显低于正常

组，进一步证明，()#!，()#$，()#!"，%*+!含量变化在

,, 发病过程中具有重要作用。本实验在此基础上，

研究足三里、关元穴对 ()#!，()#$，()#!"，%*+!的影响

并进一步比较其差异，将有助于科学阐释针灸效应

的免疫调控机制和科学解释腧穴主治特异性产生的

内在机制。
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