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摘要：目的 运用去势+糖皮质激素的方法，建立绵羊骨质疏松椎体模型，并通过Micro—CT观察其微观结构变化与其生物力

学之间的关系。方法 采用完全随机的设计方法，选用3±0．5岁绵羊24只，随机分配至3个处理组：A组(去势组)，B组

(去势+激素组)，C组(假手术组)，每组8只绵羊。观察时间为经过相应处理后9，12月。在每个时间点，处死一定数量的

绵羊，然后检测各组在各时间点上椎体的骨密度(BMD)；生物力学性能变化：测试最大轴向拔出力(，⋯)和最大抗压强度及

其能量吸收值．同时切取部分椎体行Micro—CT检查，对各组各个时间点绵羊腰椎骨小梁微观结构进行观察。结果 随着时间

的延长，A，B组较c组均出现BMD及生物力学性能下降，显微CT观察见骨小梁空间结构呈骨质疏松样变化，且在同一时间

点B组较A组向骨质疏松样变化更显著。结论 运用去势+糖皮质激素的方法，可快速的建立绵羊骨质疏松动物模型，且经

激素诱导9个月及12个月的去势绵羊均是较为理想的骨质疏松动物模型。
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Abstract：Objective To establish osteoporotic lumbar vertebrae model in sheep using glucocorticoid injection and ovariectomy，

and to observe the changes of microstructure and mechanical properties and to study the relationship．Methods Twenty—four 3±

0．5 years old adult sheep were randomly selected and divided into 3 groups：Group A(OVX sheep group)，Group B(steroid—

treated OVX sheep group)，and Group C(sham group)，with 8 sheep in each group．Observing time was 9 and 1 2 months after the

treatment．At each time point．several sheep in each group were killed．Bone mineral density(BMD)of the lumbar vertebrae，

biomechanics，and maximum axial pullout force and uniaxial compression were determined．Partial vertebrae were scanned using

micro—CT for observing the microstructure of the cancellous bone on different time points．Results With the time extension，BMD

and mechanic properties of sheep in group A and B decreased compared to those in group C．The microstructure of cancellous bone

appeared osteoporotic changes in group B compared tO that in group A at micro·CT．Conclusion Osteoporosis sheep model can be

established effectively by the method of glucocorticoid injection and ovariectomy rapidly．In 9 months or 12 months the model is

ideal．

Key words：Osteoporosis：Glucocorticoid；Bone mineral density；Biomechanics；Animal model；Sheep；Micro·CT

目前随着世界人口老年化比例不断上升，越来

越多的人出现因骨质疏松引发的脊柱相关临床疾

病⋯2I：椎体骨折、椎体滑脱及退变性脊柱侧弯等。

在临床的治疗中最常用的方法即椎弓根螺钉内固定

基金项目：全军后勤科研计划面上项目(CCDl4J003)

}通讯作者：徐永清，Email：xuyongqing—kunming@163．corn

技术，为提高骨质疏松情况下椎弓根螺钉的稳定性，

研究各种新型内固定器械及新型骨填充材料则是目

前国内外研究的热点旧⋯。因此，建立用于生物力学

测试的大动物模型对新技术及新型内固定器械的研

究，具有非常重要的意义。目前适用于骨质疏松大

动物实验研究的动物主要有狗、猪、羊、非人类灵长
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类动物等"母o，以羊为主，建立骨质疏松模型的方法

主要有¨0。12】：去势法，激素诱导及低钙饮食等方法。

上述方法均可促使骨质流失，最终引起骨密度

(Bone Mineral Density，BMD)下降而建立骨质疏松

模型。利用去势复合激素诱导的方法可建立骨质疏

松大动物模型¨3‘14]，目前国外已有相关报道，但国

内在这方面的研究报道较少，尤其是对骨质微观结

构变化及其生物力学变化之间关系方面未见相关报

道。本实验则通过去势+激素诱导的方法建立绵羊

骨质疏松椎体模型，通过Micro—CT观察其微观结

构，评价骨质微观结构变化与其生物力学性能之间

的关系。

1材料和方法

1．1 材料

选取24只雌性健康小尾寒羊。年龄：3±0．5

岁，体重：32±3．5 kg，均已过生育哺乳期，由成都军

区昆明总医院动物中心提供。

1．2实验设备

Explore Locus SP型显微CT(Heahhcare，GE，U．

S．A．)；特制的短尾椎弓根螺钉及灌注固定器(山

东威高骨科材料有限公司)；双能x线吸收骨密度

仪(Lunar Corp，Madison，WI，USA)；生物力学测试

机(AG—IS，日本岛津公司)。

1．3实验分组

选用3±0．5岁绵羊24只，完全随机分配至3

个处理组：A组(去势组，摘除绵羊双侧卵巢)，B

组(去势+激素组，摘除绵羊双侧卵巢+注射甲泼

尼龙0．45 mg／kg／d)，C组(假手术组，腹腔打开后

未进行双侧卵巢摘除及激素注射)，每组8只绵羊。

其中两组均需在麻醉下进行双侧卵巢摘除术，术前

半小时及术后三天均给予头孢唑林钠19肌注。术

后伤口愈合良好，两周后拆线。观察时间点为经过

相应处理后9，12月，每个时间点各组分别为4只

羊。

1．4 BMD检测

在术前及术后9，12月时间点，A，B，C各组绵

羊经肌肉注射速眠新及异丙嗪复合麻醉，麻醉成功

后，对各组绵羊腰椎进行BMD检测，每只羊选取L。一

L；椎体作为扫描对象，并计算L，一L，椎体的BMD均

值。

1．5 Micro—CT检测

在每个时间点，A，B，C各组随机抽取2只羊并

将其安乐死，每只羊选取L，．L，椎体，随机抽取10
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个腰椎，用牙科齿锯去除腰椎附件及椎体上下终板，

再用直径5 mm环钻钻取椎体中央处骨质，制成直

径为5 mm，高度30 mm的标本，分别将标本放人

Micro．CT样本杯中，在相同的条件下进行三维CT

扫描重建，扫描分辨率14斗m。扫描结束后，采用

GE公司的配套软件分析椎体中央处骨小梁三维微

观结构并采集骨小梁的空间结构参数：骨小梁厚度

(trabecular thickness，Tb．th)，发生骨质疏松时，Tb．

Th值减小；骨小梁数量(Trabecular Number，Tb．N)

发生骨质疏松时，Tb．N的值减小；骨小梁分离度

(Trabecular Separation，Tb．Sp)Tb．Sp增加，提示骨

吸收增加，可能发生骨质疏松；相对骨体积或骨体

积分数(Bone Volume to Tissue Volume)，即骨小梁

的体积(BV)除以ROI(感兴趣区)的体积(TV)，

以％表示。

1．6生物力学测试

1。6。l 轴向拔出力试验：A，B，C各组随机抽取5

个椎体，并经椎体双侧椎弓拧入特制的椎弓根螺钉，

然后进行轴向拔出力试验。将椎体安装在自制夹具

上，保持螺钉轴向受力。用日本岛津AG．IS系列生

物力学测试机，以5 mm／min的速度轴向牵拉，直至

螺钉被拉出，记录各组椎体的最大轴向拔出力

(F⋯)及其能量吸收值。螺钉被拔出的标准是位

移一拔出力曲线到最高点后随即明显下降。实验机

的载荷信号由计算机数据采集系统记录，并由相应

的测试软件计算出螺钉的最大轴向拔出力及拔出的

能量吸收值。实验过程中用生理盐水保持标本处于

湿润状态。选取双侧椎弓根螺钉的最大轴向拔出力

(F⋯)及其能量吸收值的平均值为测试结果。

1．6．2垂直压缩试验：在A，B，C各组随机取出10

个椎体，去除所有脊柱的附件，仅保留椎体，假设椎

体为圆柱形根据每个椎体的前后径，求出平均直径

和体界面积。用义齿基托树脂将椎体下端8一10

mm包埋于特制的圆形金属容器内，以2 mm／min的

速度进行椎体整体轴向压缩，直至椎体出现断裂，记

录最大轴向压缩载荷(F)及能量吸收值，最大应力

(盯。。。)=最大压力／体界面积(N／cm2)M o，即椎体的

最大抗压强度。

1．7统计学处理

采用SPSSl3．0统计软件分析．不同处理组

BMD均值、F⋯均值及盯。。。均采用完全随机的单因

素方差分析及Dunnet．t检验、SNK．t检验进行比较。

EXCELL2007制作图表。P<0．05为差异具有统计

学意义。
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2 结果

2．1 BMD测量结果(表1)
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表1不同时间点A，B，c各组绵羊腰椎BMD数值情况

Table l BMD of the lumbar vertebrae in group A．B．and C at different time points

时间点 数量 A组BMD(g／cm2) B组BMD(g／cm2) C组BMD(g／cm2)

术前8 1．08±0．074 1．04±0．07。 1．04±0．08’

9个月8 0．92±0．05
a,b

0．79±0．05 a,b 1．04±0 08
c，b

12个月4 0．76±0．03
a,b,d

0．67±0．04 8tb一 1．06土0．08
c·“

注：”表示术前A，B，C各组组间BMD数值比较，P>0．05；8 P<0．05 VS同一组术前BMD数值；“表示A，B，C各组组间BMD数值在同一

时间点的比较，P<0．05；。P>0．05 VS术前C组BMD数值；8表示12个月时间点BMD与9个月时间BMD的比较。

Note，。P>0．05，comparison of BMD among group A，B，and C before the operation；8P<0．05，BMD VS．same group before the operation；“P<

0．05，BMD between different groups at the same time point；。P>0．05，VS．BMD before the operation in group C；。P<0．05，BMD between 12 months

and 9 monthS．

结果显示：术前A，B，C各组组间BMD无显著

差异，无统计学意义；经相应处理后，在9个月时间

点时，A，B各组BMD均较术前分别下降16．8％、

23．5％，有显著差异，具有统计学意义；在12个月时

间点时，A，B各组BMD均较术前分别下降25．5％、

32．8％，有显著差异，具有统计学意义；同时C组在

9，12个月时间点BMD与术前无显著差异，无统计

学意义；在9，12个月的同一时间点上横向比较，B

组较A组及C组BMD下降明显，A组较c组BMD

下降明显，有显著差异，具有统计学意义；在9，12个

月的同一组内纵向比较，12个月时间点上，A，B组

BMD均较9个月时BMD下降明显，有显著差异，具

有统计学意义。

2．2 Micro．CT

2．2．1 骨小梁的空间结构参数(表2)

表2 A，B，C各组不同时间点椎体骨小梁空间结构参数值

Table 2 Cancellous bone index in group A，B，and C at different time points

注：8表示A，B，C各组间在同一时间点上，各组间骨小梁空间结构参数(Tb．th、Tb．N、BV／TV)的相互比较，P<0．05；“表示A，B两组Tb．sp

在同一时间点上的比较，P>0．05；。表示A，B两组与C组的Tb．sp在同一时间点上的比较，P(0．05；o表示不同时间点上，同一组内骨小梁空

间结构参数(Tb．th、Tb．N、BV／TV)的横向比较，P<0．05；。表示不同时间点上，同一组内Tb．sp的横向比较，P>0．05；

Note，8P<0．05，comparison of Tb．th，Tb．N，and BV／TV in group A，B，and C at the same time point；6P>0．05，comparison ofTb．Sp between

group A and
B at the same time point；。P<0．05，comparison ofTb．Sp among group A，B，and C；4P<0．05，comparison ofTb．th，Tb．N，and BV／TV

in the same group at different time points；6P>0．05，comparison of Tb．Sp in the same group at different time points．

结果显示：A，B，c各组在同一时间点，各组间

骨小梁空间结构参数(Tb．th、Tb．N、BV／TV)相互比

较均具有显著差异，具有统计学意义；A，B两组在

同一时间点，各组Tb．sp相互比较不具有显著差

异，不具有统计学意义；A，B两组与c组在同一时

间点比较Tb．sp，有显著差异，具有统计学意义。在
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A，B，C各组内，不同时间点骨小梁空间结构参数

(Tb．th、Tb．N、BV／TV)相互比较均具有显著差异，

具有统计学意义；在A，B，C各组内，不同时间点

Tb．Sp横向比较，不具有显著差异，不具有统计学意

义。说明A、B两组随着时间的延长，其椎体骨小梁

空间结构朝骨质疏松的方向发展，同时B组椎体骨

质疏松程度较A组明显。

2．2．2骨三维重建影像：如图1所示，A、B两组椎

体中央骨小梁其空间结构随着时间的延长，其骨小

梁结构均出现骨质疏松样变化，骨小梁变薄、骨小梁

间距增宽，骨小梁部分断裂，骨小梁结构完整性破

坏，A组椎体骨小梁结构变化较B组更明显，但c

组椎体中央骨小梁结构完整，骨小梁无明显变薄，骨

小梁间距无显著变化，并未随时间的延长出现骨质

疏松佯变化

A组
Mlcro．(

B组
Micro—C

C组
MIcro．C

t)个月 忙个，1

图l A，B，c三组椎体中央骨小柒

的三维重建图

Fig．1 3D reconstruction of central cancellous bone

in group A，B，and C

2．3生物力学检测结果(表3)

结果显示：A，B，C各组在同一时间点，椎体经

轴向拔出力实验及垂直压缩实验，B组的F⋯及or山

较A组及C组显著下降，且A组F。。。及矿。。。亦较C
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表3 A，B，C各组不同时间点椎体最大轴向拔出力(F⋯)

及最大抗压强度(oult)数据表

Table 3 Data of Fmax and trult in group A，B，

and C at different time points

注：4表示A，B。C三组在同一时间点上，Fmax及Irult纵向比较，

P<0．05；6表示A，B三组分别在各自组内不同时间点上，Fmax及

o-uh横向比较，P<0．05；。表示C组在不同时间点上，F⋯及口uh横向

比较，P>0．05。

Note，8P<0．05，comparison of Fmax and o-uh in group A，B，and

C at the same time point；“P<0．05，comparison of F—and 9 ult in group

A，B，and C at different time points；。P>0．05，comparison ofF⋯and

口。h in group A，B，and C at different time points．

组下降，具有显著差异，有统计学意义；在不同时间

点上，随着时间的延长，A，B各组的F⋯及盯血呈不

断下降的趋势，均有显著差异，有统计学意义。

3 讨论

骨质疏松症是全世界最流行人类疾病之一‘1“，

脊柱是最常发病的部位之一。骨质疏松的特点为骨

质丢失及骨组织微观结构破坏，且伴随骨质脆性增

加及易于发生骨折¨“。在骨质疏松的情况下，由于

骨质的丢失，椎体BMD下降，骨小梁数量减少、变

薄、间距增大，最终导致脊柱内固定固定失败，表现

为螺钉松动拔钉、断裂和移位。因此，提高在骨质疏

松情况下椎弓根螺钉的固定效果是国内外的研究热

点∞引，而解决上述问题的前提，就是要基于骨质疏

松脊柱模型进行相关的体内研究，其中以生物力学

测试作为实验检测金标准，因此必须选择合适的动

物来建立骨质疏松脊柱模型。

目前主要选择绵羊用于骨质疏松研究的模型动

物，与其他动物比较羊有以下优点：①物种丰富，与

猪、犬及灵长类动物比较，购买相对经济，获得动物

途径较多；②寿命较长，通常为可活到10岁以上，便

于进行骨质疏松状态下的长期实验研究，可以观察

研究的远期效果‘7I；③绵羊体形及骨骼较大，可耐

受长期反复抽取大量血、尿标本及骨组织活检标本，

同时方便研发的内置物及假体的植入”o；④雌性成
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年羊激素分泌规律，自发性排卵，与成年女性之间的

激素分泌时间和数量相似，具有与成年女性相似的

排卵周期∽'10]，因而当摘除绵羊卵巢可出现人类女

性绝经后的骨质丢失情况，进而出现绝经后骨质疏

松，而犬在摘除卵巢后，只会出现短暂的骨量丢失，

不会诱导出现骨质疏松。10|；⑤绵羊脊柱结构与人类

相似，适合做相关脊柱手术操作。11I。因此羊是做为

骨质疏松大动物研究的理想动物。

目前建立骨质疏松模型的方法主要有：去势法，

激素诱导，低钙饮食三种方法，尤其是前两种方法。

去势骨质疏松的动物模型是为了模拟女性绝经后因

雌激素水平下降而出现骨矿含量不断减少，导致原

发性骨质疏松。该模型于1969年首先由Saville用

大鼠建立，经多年研究者证实：去势雌鼠骨质疏松模

型已成为标准化的公认的绝经后骨质疏松症经典病

理模型。Turner等。14。对绵羊采用卵巢切除术建立

骨质疏松模型，发现在双侧卵巢切除后6个月髂骨

骨小梁容量、骨小梁厚度明显低于手术前(P<

0．01)；骨小梁间距则明显高于手术前(P<0．01)。

而就去势骨质疏松模型的生理机制，研究者认

为’1“17 o由于卵巢摘除后，卵巢功能的下降导致雌激

素(Estrogen，E)水平显著下降，并伴随卵泡刺激素

(follicle—stimulating hormone，FSH)相应的增加，两者

的复合作用导致骨吸收活动明显活跃以及在一段时

间内骨质的迅速丢失，这也是绝经后骨质疏松发生

的关键因素。因为E是调控骨代谢的主要激素，E

主要通过抑制破骨细胞来抑制骨重塑的活动，进而

抑制骨吸收。当卵巢摘除后引起E缺乏，增加造血

祖细胞活性并提供大量的破骨细胞池，延长破骨细

胞的生命周期，进而促进破骨细胞的活性及形成，最

终引起骨质的丢失、骨脆性增加及易于发生骨

折‘1n20 o。但也有学者认为单纯卵巢摘除诱导骨量

丢失相对困难，因为其骨量丢失速度缓慢且丢失量

不充分，若要出现大量的骨质丢失亦要在一年或更

长的时间’21’”。。这与国内学者吴子祥的研究结

果¨“一致，吴子祥研究认为通过OVX方法可建立

绵羊OP模型，但其去势时间应当在1年以上才可

确保模型的成功。

而目前国内外学者均一致认为。23‘”1应用糖皮

质激素，可促进成骨细胞凋亡、减少成骨细胞活性以

及破坏骨髓问充质干细胞成骨细胞分化而负性影响

骨形成。研究发现在去势及激素处理的绵羊中，绵

羊骨形成标志物骨钙蛋白受快速而持久抑制，其水

平与临床上绝经后女性应用激素治疗后其骨形成标

志物受快速抑制的水平一致旧“。然而一些研究表

明单纯应用激素处理后，虽然会导致更多且严重骨

质的丢失，但在停止使用激素处理后3个月，骨量丢

失的情况会消失心7瑚1。而采用去势复合激素的方

法，不仅能使骨量丢失快速发生，而且即使停止使用

激素6个月内，骨质丢失仍会持续存在。2⋯。因此，

采用OVX复合激素的方法建立骨质疏松动物模型，

不仅可以较快速建立，而且其骨质疏松程度持续稳

定，所以采用OVX复合糖皮质激素的建模方法是目

前研究的热点。

Schorlemmer等。3叫对行OVX后的绵羊持续注

射甲强龙(0．45mg／kg／天)6个月后发现，该方法使

皮质骨和松质骨的生成显著减少，皮质骨的厚度显

著降低；1年后松质骨的生成、松质骨的BMD和压

缩刚度分别下降了38％、34％和55％。然而，也有

研究发现‘3u在绵羊OVX手术后10周内出现骨形

成增加，并持续至手术后6月。我们基于OVX术后

绵羊椎体在术后半年之内会出现骨形成增加的原

因，因此选择实验观察时间为术后第9及第12个

月。

本实验分别采用去势+激素诱导的方法建立绵

羊椎体骨质疏松模型，通过在不同时间点的观察，我

们发现随时间的延长，A组及B组的BMD及生物力

学参数均出现下降，在9个月时间点时，A，B各组

BMD均较术前分别下降16．8％、23．5％，在12个月

时间点时，A，B各组BMD均较术前分别下降

25．5％、32．8％，有显著差异，具有统计学意义。由

于本实验的实验对象为绵羊，无法做峰值骨密度调

查。根据人骨质疏松的标准，可用骨量丢失百分率

(％)诊断法p。”。：M一12％正常；M一13％．24％骨量

减少；M一25％骨质疏松症(根据诊治的要求分为轻、

中二级)；M．25％伴有一处或多处骨折为严重骨质

疏松症。因此，根据这一标准，B组在9个月时间

点，即可基本达到骨质疏松的诊断标准，而A组要

在12个月的时候才满足骨质疏松的诊断标准，这一

研究结果与国内外相关研究结果基本一致¨5’30’34o。

Micro—CT是目前临床上一种先进的、非侵入性

对骨质的微观结构评估手段，不仅可以对骨质的微

观结构进行三维重建，进行精确、直观的观察，还可

对松质骨骨小梁的结构参数进行计算测量，为骨质

疏松程度判断提供更为较为准确的定性及定量资

料，为骨质疏松情况下骨质力学变化提供可靠依据。

本实验中我们采用Micro．CT对A、B两组的椎体骨

小梁微观结构变化进行三维立体观察，并计算出相
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应骨小梁空间结构参数，我们发现A、B两组均出现

骨质疏松样变化：骨小梁变薄、数量减少及间距增

宽。在同一时间点上，B组的骨小梁骨质疏松化变

化较A组更明显，且其相应的生物力学性能亦出现

相应下降，说明激素复合去势的方法进一步加剧绵

羊椎体骨质疏松化变化，其骨密度及骨小梁微观结

构变化均进一步说明了这一点。

综上所述，去势及去势+激素诱导的方法均可

导致绵羊椎体BMD及生物力学性能下降，且椎体骨

小梁微观结构均朝骨质疏松化方向变化，两种方法

均可建立绵羊骨质疏松椎体模型，但是两种方法的

建模成功时间有差别，通过去势+激素诱导的方法

建模时间更短，且骨小梁空间结构更接近骨质疏松

的结构，因此我们认为采用去势+激素诱导9个月

以上的方法，绵羊椎体更接近于骨质疏松建模的标

准，可为脊柱内固定器械的研发提供骨质疏松动物

椎体模型。
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