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EDTA—Na2脱钙模拟骨质疏松及打孔

对骨密度的变化影响
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摘要：目的 观察利用乙二胺四乙酸二钠盐(EDTA·Na：)椎体脱钙骨密度的变化，以及打孔对椎体骨

密度的影响，探讨一种制作骨质疏松模型的方法。方法取98个新鲜猪单胸腰椎椎体，随机分成14

小组。每组7个标本，1～7组全部经椎弓根打孔，记A大组，8—14组不行椎弓根打孔，记为B大组，然

后把所有标本侵入0．4916mmol／L的EDTA—Na2脱钙液体中，分别在0⋯5 7 9、ll、13、15天取出A大

组与B大组各一小组行骨密度测试及每小组取一个标本大体剖开。观察脱钙时间与A、B两组骨密

度变化及两组差异关系。结果A、B随着脱钙时间的延长，大体观察可见各组标本骨小梁逐渐变细、

间隙增宽，骨密度检测结果显示逐渐减低，并且各组脱钙前后骨密度变化均有明显的差异性(P=

0．0000)。A与B大组在骨密度的变化无明显的差异(P>0．05)。结论 采用0．4916mmol／L EDTA-

Na，脱钙0—15天可模拟轻、中、重度骨质疏松，打孔对骨密度变化并没有影响。
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Abstract：Objective To observe the alteration of bone mineral density(BMD)of the vertebra body using

ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt(EDTA—Na2)decalcification，and the effect of drilling on BMD

of the vertebra body．Methods Ninety-eight single fresh porcine thoracic or lumbar vertebral bodies were

randomly divided into 14 groups，with 7 specimens in each group．The specimens in group 1-7 were drilled

two holes in the vertebral pedicle，marked Group A．The specimens in group 8-14 were not drilled，marked

Group B．All the specimens were dipped in 0．4916mmol／L of EDTA-Na2 decalcification solution．One

specimen in every group of Group A and B were collected for BMD examination and for sectioning，on day 0，

5，7，9，11，13，and 15，respectively．The relationship between the alteration of BMD and the

decalcification time in Group A and B group was observed．Results Following the extension of

decalcification time，gross observation showed that the trabecular bone was getting thinner，and the gap was

getting wider in all specimens of both Group A and B．BMD testing showed that BMD appeared a trend of

gradual reduction in all specimens，and the alteration of BMD in specimens of each group was significant(P

=0．0000 1 before and after the decalcification．The alteration of BMD between Group A and B was not

significant(P>0．05)．Conclusion Decalcification using 0．4916mmol／L EDTA—Na2 could simulate

miner。moderate。and severe osteoporosis．No effect of drilling on BMD was found．
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随着人口寿命的延长及老龄化社会的到来，老

年人骨质疏松发病率越来越高，目前全球有2亿骨

质疏松患者。根据世界卫生组织(WHO)的标准，美

国国家健康和营养调查结果表明，骨质疏松严重影

响老年人生活质量，50岁以上人群中，1／2的女性、

1／5的男性在他们的一生中都会出现骨质疏松性骨

折，一旦患者经历了第一次骨质疏松性骨折，继发性

骨折的危险明显加大。该病的防治已经成为一个迫

切需要解决的问题，随着对骨质疏松的研究逐步深

入，骨质疏松的模型也得到广泛应用。目前骨质疏

松模型的建立有多种方法如去势法⋯，糖皮质激

素口。等，但动物的购买、饲养、药物、手术费用投入

较大，而且动物的数量有限，差异性，重复性差。短

期内制备脱钙骨质疏松体外模型国内张智海等"。

曾有描述，其用椎弓根钻孔并EDTA-Na，脱钙的方

法达到骨质疏松的目的，但没有阐明骨密度随时间

的变化及椎弓根钻孔对椎体骨密度的影响，本研究

的目的正是研究脱钙时间与骨密度的变化及椎弓根

钻孔对骨密度变化的影响，探讨骨质疏松模型的快

速制作的方法。

1材料与方法

1．1试验材料

1．1．1收集新鲜雄性成年猪(体重120—140 kg，平

均128 kg，均为同一天屠杀)胸腰段椎体(T14-L：)分

解为98个单椎体，透视下无骨缺损、畸形，除去肋骨

头、椎肌肉，保留横突(1mill)、棘突、肌间韧带和后

纵韧带的完整性，大量清水冲洗后备用。随机分A、

B两组。

1．1．2双能X线吸收骨密度仪(NORLAND XR．

36，美国制造)、直径4．5ram的钻头等。

1．1．3化学药品包括EDTA—Na：(二乙胺四乙酸的

二钠，国产分析纯，分子量372．24)、氢氧化钠(国产

分析纯，分子量为40)、10％甲醛溶液等。配制成

0．4916mmol／L的EDTA—Na2溶液(称取EDTA-Na2

1839与NaOH 209加入约800ml的蒸馏水中剧烈搅

拌至完全溶解，定容至1000ml，此时PH值一7)。

1．2实验方法

1．2．1以A组49个标本的中间椎体横突上缘松质

骨处为钻点，用直径为4．5mm的手摇钻头，水平面

与椎体纵轴方向垂直，矢状面与棘突方向呈45度的

夹角，两钻孔约在离椎体前缘中前1／3相通。然后

把A、B两组个标本浸泡入配制好的10％甲醛溶液

中24 h，以防止腐败。

1．2．2 A、B．两大组标本的前后位测量骨密度后，

在室温下浸入5L的0．4916mmoL／L EDTA．Na，溶液

中(每日更换EDTA—Na：溶液，保持每一标本所占有

的EDTA—Na：溶液一致)，每日早晚各一次用50ml

注射器向钻孔内注射新配置的0．4916mmol／L的

EDTA．Na：溶液，溶液从另一孔中出来，及用新配置

的0．4916mmol／L的EDTA．Na2冲洗两组椎体标本，

分别在5天、7天、9天、11天、13天、15天随机取出

A、B两大组中的任意一小组行骨密度测试，所有标

本都采用统一的前后位，且为同一操作员操作，保持

相同的温度、体积和脱钙溶液的浓度。且每小组在

不同时间取一标本，纵行切开，行大体标本观察。

1．2．3统计方法：使用SPASS 13．0进行统计分析，

数据采用均数±标准差表示，两两比较采用非配对t

检验，组间比较采用单因素方差分析；P<0．05表示

显著性差异。

2 结果

2．1脱钙时间与骨密度变化的关系

为消除各标本的个体差异性，脱钙前均行骨密

度测试，观察骨密度的变化，以骨密度的减少的百分

数为观察指标，结果显示随脱钙时间的延长A、B大

组骨密度迅速降低，骨密度的变化与脱钙时间呈正

相关，见图1，2。
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2．2相同脱钙时间骨密度变化

在不同的时间内A、B两组P)0 05显示A、B

两组在相同的脱钙时删内召密度降低无骧显的差异

性．见表】。

襄1 A、B日g#同的脱钙时问骨密度变化№较

2．3大体标本观察比较

^、B 2组脱钙前与脱钙13天，骨小粱间距明显

增大．钻孔明显扩大。

2．4 A、B两组脱钙程度分布。

可见A、B两组脱钙程度大小分布基本类似．椎

体中部脱钙明显．终板及小关节处相对较轻。

3讨论

活体动物的骨质疏橙的动物模型主要用于研究

骨质疏橙的机制及药物作用，而活体动物的模型的

制作周期长，町重复性差，费用高，限制了其在大规

模的试验。动物标本体外骨质疏松的模型牛的标本

已有报道”，张智海等’报道了猪作为制作骨质疏

松的体外模型．率研究选取猪脊柱作为研究对象基

于其来源广泛、标本的均一性好，另外所选猪脊柱的

骨密度为1 249±0 121 r,／cm2与人体脊柱的骨密度

相近。短期内制作一种骨质疏橙的体外模型有硝酸

法、双氧水法。但硝酸法把椎体置人一个酸性的环

境中对骨质破环较大，双氧水法只是改变骨质的弹

性模量”’，0 4916mmol／L EDTA—Na，为一相对中性

的环境，改变骨密度的程度是可控的。

目3 A B目*太镕标本m察

A＆*目 A％*目¨，*1 B＆“* B＆#b¨3*1

目4^、BW目脱钙程度分布

一般认为椎体骨部分由有机部分、无机部分厦

水组成，其中有机部分主要是腔原纤维，其周围为无

机部分的羟基磷灰石””，由大量的钙和磷组成．而

再中的钙和其他的矿物质可咀被EIYrA-№，所螯

台，使钙游离达到脱矿物质的目的，从而成功制作骨

质璩橙的模型的。其骨质疏拾的程度与脱钙的时间

星正相关，根据需要可以复制出轻-中．重不同程度

的骨质疏橙的模型．即经过0—15天的脱钙可以使

骨密度降低约10％-40％。在本研究中脱钙5。9

天骨密度变化相对缓慢．9—1I天变化鞍快而11—

15天卫趋于缓慢，推测EDTA-Na，脱钙的过程中有

一阈值，这时骨质中的矿物质大量被EDTA．Na，所
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螯合游离，之后因矿物质剩余较少所以骨密度变化

又趋于缓慢。大体标本观察A、B两组经过脱钙骨

小梁的间距增大，这与骨质疏松相符。

原发性骨质疏松为一种骨量减少、骨微观结构

退化为特征、致使骨脆性增加而发生骨折的一种全

身性骨骼疾病【81。本试验采用脱矿的方法使钙磷

分离，骨小梁变细，间距增大，骨量减少，达到骨质疏

松的目的。骨质疏松的诊断标准采用目前世界卫生

组织诊断骨质疏松的所推荐的基于双能x线骨密

度仪测量髋及腰椎部位的骨密度。其诊断标准为当

骨量丢失2．5SD诊断骨质疏松，丢失2．5SD并发生

一处或多处骨折时为严重的骨质疏松，此时骨量丢

失大约为30％，结合本实验经过10左右的脱钙可

使骨密度降低约30％，这样在较短的时间就可以制

作重度的骨质疏松的标本，制作时间较短。

在脱钙程度的分布椎体骨密度普遍降低，在椎

体中部骨密度降低较大，而小关节处骨密度降低不

大，这与小关节处EDTA．Na：渗透有关，而椎体中央

及上终板处的骨密度变化不大这与脱钙液的渗透有

关。

在标本的制作上，经椎弓根钻孔虽对椎体有部

分破坏，但在改变骨密度与未钻孔组并没有区别，两

组在改变骨密度的变化趋势大致相同(P>0．05)，

可能把A、B大组标本侵入EDTA-Na：的溶液中，通

过骨小梁间隙，椎体的各个部分都能得到很好的渗

透，但因猪的椎体前缘有个骨嵴，此与人体椎体结构

不同，钻孔的目的是为了使椎体前缘有一个薄弱的

力量，这样易形成压缩性骨质疏松骨折模型，并进行

在此基础上的相关研究。

4 结论

0．4916mmol／L EDTA．Na，对椎体脱钙模拟骨质

疏松模型是一种简单、快速、可重复性高的方法，证

明了通过椎弓根钻孔并没有对骨密度的变化并没有

影响，但其生物力学性质及病理有待进一步研究。
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