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纳米压痕检测中保载时间对骨微观弹性模量和硬度影响
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摘要：目的观察不同保载时间对骨微观弹性模量和硬度的影响，探讨sD大鼠合适的保载时间。方法 lO只10月龄雌性

sD大鼠，取双侧股骨制备成纳米压痕标本。采用纳米压痕技术分别在不同保载时间下(分为15 s，30 s，60 s，90 s，120 s五组)

测量皮质骨的微观硬度和弹性模量。结果 随着保载时间的增加，在15 s，30 s，60 s时硬度和弹性模量有递增趋势，在60 s

之后有下降趋势或者反折。硬度H组问P>0．05，无显著性差异；弹性模量Er组间P<0．05，有显著性差异。结论 60 s是

sD大鼠合适的保载时间。为更准确的测量大鼠微观力学特性提供了理论依据。
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Abstract： 0bjective To discuss the best holding time for the SD rats by the dynamic change of the micm biomechanical

propenies of hardness and elastic modulus as the holding time changes． Methods Ten female SD rats aged ten monms were

divided into 5 groups： l5 gmup，30 s group，60 s group，90 s group， l20 s group． Their bilateral femurs were prepared into

nanoindentation specimens．The hardness and elastic modulus of the specimens were measured by nanoindentation． Results As

the increase of the holding time，the curves of the hardness and elastic modulus of the conical specimens were increasing on the

holding time of l5 s，30 s and 60 s． But the curVes of me hardness and elastic modulus were opposite on the holding time of 90 s

and l 20 s．Therr is no significant difference in each Hardness groups(尸<O．05)． There is the significant difference in each Er

groups(P<0．05)．Conclusion 60 s is the best holding time for the SD rats by nanoindentation．It pmVides the meory basis for

measuring the micromechanics properties in rats．

Key words： Nanoindentation；Holding time；Micromechanic8；Cortical bone；Rats

骨质疏松是我国老年人群的三大疾病之一。20

世纪90年代，Oliver提出的纳米压痕技术

(nanoindentation)成为研究材料微纳观力学特性的

新技术。它不仅能够精确测量骨小梁细微结构的弹

性模量、硬度，而且可以用于骨微结构断裂韧性的检

测。因此，近年来，国内外学者对骨质疏松的生物力

学研究已从骨骼的宏观力学层面逐渐转向纳米水平

的微观力学。

而影响纳米压痕产生误差的因素有很多，粘弹

作用是其中比较重要的影响因素。目前纳米压痕的

测量方法是基于弹性、各向同性的样品材料和可以

忽略的粘附力，但许多生物材料常常表现出粘弹性

$通讯作者：续力民，Email：sxliminxu@hotmail．com

或与时间相关的行为，可能会受到针尖和样品之间

的粘合相互作用。这种作用会使纳米压痕测量发生

误差。纳米压痕中最容易发生的粘弹性是蠕变或者

叫做恒定负荷下进针中针尖下沉。

合适的保载时间(Holding time)可以消除这种

不良因素。保载时间是在纳米压痕测量压头增加载

荷过程中加载到一定负荷时保持加载力度的一段时

间¨’21。目前国内外对保载时间研究尚少∞’41，且都

是牛等大型动物，而纳米压痕测量最常用的为大鼠

模型。因此，本实验通过比较纳米压痕检测下不同

保载时间(15 s，30 s，60 s，90 s，120 s)对正常sD大

鼠股骨标本的弹性模量和硬度的影响来探讨合适的

保载时间，为更准确的测量大鼠微观力学特性提供

理论依据。
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1材料和方法哺1

1．1实验标本

1．1．1实验动物：10只健康雌性SD大鼠，年龄(10

±0．5)月，体重(300±20)g，由第四军医大学实验

动物中心提供。

1．1．2标本制备：用钻石锯切片机从股骨中段切出

一段约5 mm厚的皮质骨薄片，切割同时不间断地

用去离子水冲洗切割部位。随后用不同碳化硅粒度

的砂纸(依次600、800、1000、1200目)打磨标本直至

表面光滑如镜面，然后用铝粉抛光器进行表面抛光，

最后用超声波清洗机洗去标本表面的碎屑，再次用

去离子水冲洗los。标本浸泡在生理缓冲液中，放

置一20℃冰箱冷藏。

1．2纳米压痕测量

把sD大鼠股骨标本从冰箱取出，放至常温下

自然解冻，保持纳米压痕仪器室内常温20℃和湿度

60％到70％左右。纳米压痕仪的加载负荷精确到

0．05仙N，它的位移可以精确到0．01 nm。我们选取

Berkovich压头，因为相比于其他压头，玻式压头更

适合测量弹性模量和硬度。选取加载速度为0．1

mN／s，加载到最大压力为1 mN时，卸载时间为0．1

mN／s，最大压力400 mN，保持以上条件不变，保载

时间分别采用15 s、30 s、60 s、90 s、120 s共5组。

每组时间分别压10个点，压点区域都选在皮质骨标

本中心到最边缘的中间1／2的位置，之间的距离保

持在5“m。

整合所得数据，可以得到载荷．位移曲线。卸载

曲线的初始斜率即为该压点的弹性接触刚度，缩写

s。载荷(P)和卸载曲线的上半部分有关，并可以由

以下公式得到：

P=o(^一^，)“ (1)

其中n和m是公式里的常数。当压痕深度为

最深，即矗=矗。。、时，5可以由以下公式得到

．s：竽 (2)

为了得到弹性模量和硬度，还需要得到接触面

积的值，即A。而在纳米压痕测量中，接触面积是由

其仪器的压头所决定的。

通过以下公式可以由弹性接触刚度S而得到弹

性模量E，：

E，2古竽去 ㈩

卢是压头的几何学常数，对于玻式压头来说卢=

1．034。

古=与#+学㈩E? Ej E
、’

其中Ei是约化模量，K是波松比。对于骨组织，

其波松比矿=0．3。从而可以用下面的公式求得弹

性模量E：n丽≠慧 (5)

处于峰值负荷的接触硬度(日，)即为硬度，故可

由下面公式求得硬度为

日。=半 (6)

1．3统计学处理

计量资料采用均数±标准差表示，采用sPssl9

进行方差分析，组间多重比较采用单方向方差分析

(One—way ANOVA)，预先用Levene方法进行方差

齐性检验，方差齐性采用最小显著差值法(Least—

signmcant Different，LsD)检验，方差不齐则采用

welch方法进行检验。选用尸<0．05为统计学显

著性界值。

2 结果

表l 各保载时间组间硬度和弹性模量的比较

Table 1 Comparison of the hardness and E。in each group

硬度H组间P>O．05，无显著性差异；弹性模量E，组间P<

o．05，有显著性差异。

表2各保载时间改变时硬度、弹性模量变化比例

Table 2 Change ratio of the hardness and E，in each group

从表1和图1、2中可以看到：随着保载时间的

增加，硬度和弹性模量并不是一个单纯递增的曲线，

而是在60 s之后有下降趋势或者反折。从表1得

知硬度H组间P>0．05，无显著性差异；弹性模量

E，组间P<0．05，有显著性差异。从表2可得知，保

载时间每改变30 s时硬度、弹性模量变化比例平均
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图1 皮质骨硬度随保载时间的变化

Fig．1 Change of the cortical bone hardnes8

as the holding“me

图2皮质骨弹性模量随保载时间的变化

Fig．2 Change of the cortical bone E．as the holding“me

为14．8％，5．6％。

3 讨论

纳米压痕测量对于样品的厚度和表面光滑度有

一定的要求。目前最常用的两种打磨方法为：脱水

包埋切片打磨和直接切片打磨(简称“干、湿”

法)坤。。“干”方法和“湿”方法的区别在于前者在切

片打磨之前需要用乙醇梯度脱水并用PMMA进行

包埋。“干”方法在包埋中会产生大量的热量。经本

实验核实，外部温度大约70℃左右，内部温度则更

高，对骨结构有一定的破坏性；并且包埋液会渗透进

皮质骨的空隙中，而纳米压痕测量测定是十纳米甚

至几纳米的区域，一旦此区域含有包埋液，则会对测

量结构产生影响。“湿”方法在纳米压痕测量中标

本的粘弹性更高，对测量值有一定的影响¨。。但粘
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弹性可以通过纳米压痕测量中加载过程中加入一定

的保载时间来消除。根据Briscoe 8。的研究，将峰值

前后10s进行合并，使其载荷恒定，从而消除粘弹作

用。一般采用30 s到120 s门’41的保载时间，从而消

除材料粘弹作用对卸载曲线的影响。9。1“。具体的保

载时间应该由实验材料的粘弹性质和卸载率来确

定‘121。Ngan‘13 o和cheng。141等人发现可用梯形加载

函数来分析粘弹性材料，从而保证材料的粘弹作用

不会对最终的弹性模量计算产生不良影响。因此，

本实验采用能更好保持骨活性和骨结构的“湿法”

来对sD大鼠股骨标本进行处理，并且在后期纳米

压痕测量中采用保载时间和特定加载函数来消除粘

弹性带来的不良影响。

本实验选取SD大鼠的股骨中段部分。因为骨

的这片区域可以更好的代表人骨整体的骨微观力学

性质。”。。Hoc‘16。和Dong~】7。等人发现，皮质骨的微

观力学强度与松质骨一样具有极为显著的各向异

性，并且处在同一同心圆的骨板的弹性模量和硬度

没有显著性差异。而纳米压痕测量中两个样本最少

要相隔5“m，否则各个压点间会因为压头挤压样本

组织而相互影响。本实验压点选定标本中心到最边

缘的1／2的位置，压点之间的距离保持在5斗m。皮

质骨在接近的区域，微观力学性质相近，而且股骨中

段的皮质骨横截面为类中空圆状，同一半径圆上的

微观力学性质较为一致，故选取皮质骨做本实验的

标本，并且选取两压点间距离为纳米压痕仪器能检

测的最小距离5“m。所以，基本可以认为本实验是

在相同的压点区域内，并且其他试验条件不变的情

况下，研究保载时间对弹性模量和硬度的影响，即保

载时间对标本骨粘弹性的影响。

从研究结果可以得知，保载时间每改变30 s时

硬度、弹性模量变化比例平均为14．8％、5．6％，说

明保载时间对微观力学检测值有较大影响。随着保

载时间的增加，硬度和弹性模量并不是一个单纯递

增的曲线，而是在60 s之后有下降趋势或者反折。

这提示60 s可能是一个临界点。依据纳米压痕中

弹性模量和硬度的计算公式，可知粘弹作用会导致

弹性模量和硬度值的降低。从各表可知道，硬度值

在60 s是最高，提示保载时间为60 s时，骨标本的

粘弹作用最小；而在弹性模量值中60 s和120 s为

最高，而且二者之间没有显著性差异。而Norman

等人。1 8。在研究中证实骨组织中的弹性模量和硬度

也有着显著的正相关性。120 s保载时间的硬度为

1．07 GPa，远低于60 s的1．45 GPa。而纳米压痕检
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测中产生误差的原因很多，比如标本表面欠光滑等

等。根据wu等。191的研究发现，标本表面欠光滑会

导致弹性模量和硬度正相关性降低。因此，本课题

组推测120 s保载时间的弹性模量可能是一个误差

数据。

综上可得，60 s是SD大鼠合适的保载时间。

探索出合适的保载时间后，可以进一步更准确的测

量各组去势大鼠股骨标本的微观力学性质，从而研

究SD大鼠骨微观力学随去势时间的变化规律。
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