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·药物研究·

唑来膦酸、雷奈酸锶对去势大鼠股骨干骺端缺损

修复的效果对比研究

周强 贺行文 柳维 陶周善 孙焘 白炳力 杨雷+

温州医科大学附属第二医院，浙江温州325000

中图分类号：R965．1 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2016)08—1039旬5

摘要：目的研究不同抗骨质疏松药物唑来膦酸、雷奈酸锶对去势大鼠股骨干骺端缺损修复的影响。方法选用sPF级40

只健康雌性SD大鼠行手术建立去卵巢模型(0Vx组，n=35)和假手术模型(Sham组，n=5)。手术后3个月处死随机选取的

5只0VX组大鼠与5只Sham组大鼠，测量其骨密度(BMD)来证实骨质疏松模型建立成功。随后所有的OVx组大鼠在双侧

股骨干骺端建立直径为3mm的骨缺损模型后随机分为3组，唑来膦酸治疗组10只(zA组，1．5斗g／w)，雷奈酸锶治疗组10只

(sR组，625mg／kg，每周5次)，空白对照组lO只(contml组，等体积的生理盐水)。术后6、12w进行Micr0-CT观察、组织病理

学观察。结果6、12w时成骨效果：zA组和SR组在缺损区HE染色观察均可见大量骨小梁和较多成熟的骨细胞，但12w时

Micm—CT显示骨微观结构修复效果zA组明显好于SR组，新生骨密度也高于sR组。空白对组HE染色观察可见骨组织生成

较少，骨小梁排列稀疏紊乱，Micm—cT显示骨微观结构修复效果不佳，新生骨密度也不够理想。结论 唑来膦酸较雷奈酸锶

能够更好地修复骨质疏松骨缺损。

关键词：唑来膦酸；雷奈酸锶；骨质疏松；骨缺损；去势大鼠；股骨

A comparatiVe study on tlle effects of Zoledronic acid and strontium ranelate on femoral

metaphyseal defect repairing in ovariectomized rats

ZHOU Qiang，HE Xingwen，LIU Wei，TAO Zhoushan，SUN Tao，BAI Bingli，YANG Lei+

The SecOnd amliated Hospital of Wenzhou Medical UniVersity，Wenzhou 325000，China

Corresponding author：YANG Lei，Email：wzmcyl20 l5@sina．com

Abstract： 0bjective To investigate the effect of two anti—osteoporosis dmg， zoledronic acid and stmntium ranelate in bone

defects repairing in osteoporotic rats．Methods 40 SPF—grade healmy female SD rats were used to establish ovariectomized

(OVx，n=35)and sham operation models(Sham，n=5)． Three months after the surgery，5 rats randomly selected from OVx

group and the 5 rats of the sham operation group were sacrificed，and BMD was measured to confim也e estabhshment os僦)porosis

model．In the remaining rats in the OVX gmup，bilateral femoral met叩hyseal bone defect model with a diameter of 3mm were

established．These rats were randomized into three groups，zoledmnic acidⅡeatment group(n=10)(zA group，1．5 mg／w)，

stmntium Ranelate treatment group(，l=10) (sR group，625mg／kg weekly 5 times)and con仃ol group(，l=10) (received an

equal Volume of Physiological saline)． Micro·CT and histopathological assessments were perfbmed at 6 and 12 weeks after

operation．Results 0steogenic effect at 6 and 12 weeks：in both ZA and SR groups，HE staining in the defbct area was observed

with a la略e number of lOng spindle shaped bone cells and a large number Of trabecular bOne． But at 12 weeks，MicrO—CT shOwed

that the effect of bone micms仃ucture repairing of the ZA group was significantly bener than tllat of tlle SR gmup，and the density of

new bone was higher in the zA group compared witIl that of the SR group．The contml gmup’s HE staining showed tllat there was

less bone fomation，and trabecular bone was thin and in disorder． Micro—CT assessment showed that me bone stnlcture repair was

poor and出e density of newly fomed bone is not idealin me control group．Conclusion Zoledronic acid was more effective than

strontium ranelate in bone defect repairing in osteopOrotic rats．

Key words： Zoledronic acid；Strontium ranelate；0steoporosi8；Bone defect；Ovariectomized rats；Femur

十通讯作者：杨雷，Email：wzmcyl2015@sin8．com

骨质疏松症(Osteopomsis，OP)一种以骨量减少

和骨微结构破坏为主要特征的疾病，因其降低骨强
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度，容易导致骨折、骨缺损等相关并发症。常见的骨

质疏松骨折是髋部骨折和脊柱，这使得死亡率增加

了10％～20％，同时这类病人在经历如某些高能量

的创伤后，关节翻修手术，或者肿瘤切除更易出现骨

缺损。临床研究一致表明这类病人骨愈合能力较正

常者时间延长，效果差。目前，治疗骨缺损的“金标

准”是自体骨移植⋯。但是由于接受骨移植病人的

取材有限，以及取材区的感染风险增加，这一金标准

已受到了巨大挑战，敦促医务人员尽快开发出治疗

骨质疏松的新方法。目前全世界范围内可用于骨质

疏松治疗的药物，主要包括抗骨吸收药物(例如双

磷酸盐类药物、选择性雌激素受体调节剂、降钙素、

狄诺塞麦等)和骨形成剂(例如甲状旁腺激素和雷

奈酸锶)悼1。唑来膦酸(zoledronateacid，ZA)是目前

双磷酸盐类药物最强的骨吸收抑制剂，而雷奈酸锶

(strontium ranelate，SR)是第一种研制出具有双重功

效一抑制破骨细胞和促进成骨细胞的抗骨质疏松药

物∞J，它似乎会有比zA更好的抗骨质疏松效果?

本研究采用zA和SR对骨质疏松性大鼠股骨干骺

端骨缺损进行干预，分别于缺损术后6、12w运用

Micm．CT对缺损区进行检测定量分析骨质疏松骨缺

损区域和HE染色大体观察缺损区域成骨情况。探

讨zA和SR对骨质疏松性大鼠股骨干骺端骨缺损

修复的效果，为临床上骨质疏松骨缺损的治疗提供

理论依据。

1材料与方法

1．1 材料

医用慢速直流电钻(美国史塞克医疗器械公司

提供)；OLYMPUS多功能显微镜(温州医科大学骨

科实验室提供)；Micro—CT(SkyScanll76)(苏州大学

医学院骨科研究所提供)；zA(瑞士Novanis Pharma

AG提供)；sR(法国OSSEOR@，Les Laboratoires

Senrier Industrie提供)。

1．2方法

1．2．1 骨质疏松模型的建立：40只健康的雌性

Sprague-Dawley大鼠(3月龄，体重210～230 g，由上

海实验动物中心提供)，温州医科大学动物实验中

心饲养(SPF级)。分为假手术模型组(Sham组，

n=5)和去卵巢模型组(OVx组，n=35)，经过1 w

的环境适应后，Sham组进行不摘除卵巢的手术，

OVx组进行骨质疏松模型的建立。在2％戊巴比妥

钠溶液(50 mg／kg)腹腔注射满意后，经双侧腰背切

口进入腹腔，行双侧卵巢切除术；术后将所切卵巢组

织制作成HE染色切片，光学显微镜观察证实为卵

巢。术后3天均预防性注射青霉素钠盐(40000 UI／

ml，1 ml／kg)，预防感染，均无发现任何感染迹象。

饲养3个月后，处死随机选取的OVx组大鼠5只和

Sham组的5只大鼠，行骨密度检测，确认骨质疏松

模型成功。将剩余30只OVx大鼠随机分成sR组、

ZA组、Control组3组。

3组动物都要建立骨缺损模型，2％戊巴比妥钠

溶液(50 mg／kg)腹腔注射，麻醉满意后，手术暴露

股骨干骺端。利用医用慢速直流电钻由前往后钻一

约2．5 mm直径的贯通性骨缺损，股骨远端形成圆

柱形缺损(直径约2．5 mm)形成，位于股骨远端骺

板。术后所有实验的大鼠均予以正常饲养，饲料为

温州医科大学实验动物中心提供的标准饲料，每日

摄食量相当饮水不限。室温(22±2)℃，湿度保持

50％。每周称体重1次。分别于6 w和12 w处死

各组5只大鼠后，完整取下双侧股骨，剔除周围软组

织，生理盐水冲洗后，用10％的多聚甲醛固定于HE

染色和Micro—cT检测。

1．2．2 Micro—CT检测及组织学检测：将骨缺损术后6

w及12 w股骨标本置于扫描床上，扫描参数设置为：

电压50 kv，电流500斗A，扫描方式为360。旋转，曝光

时间250 ms，图像面分辨率1024×1024。每次扫描约

持续10分钟，扫描完成后，选择圆形骨缺损区域为感

兴趣区(region of interest，ROI)得到皮质骨与松质骨

的三维图像并用Micro．CT内置软件进行定量分析，

获得大鼠骨缺损区域骨微结构参数骨体积分数(bone

volume／total，BV／TV)、骨小梁厚度(trabecular

thickness，Tb．Th)、骨小梁数量(trabeculae number，

Tb．N)、骨小梁分离度(trabecularspacing，Tb．Sp)，然

后将标本放置在EDTA脱钙液中浸泡每3～4天换液

1次连续脱钙4w，x线检测是否脱钙完全，然后充分

水洗乙醇梯度脱水，二甲苯透明石蜡，包埋切片，HE

染色，OLYMPus Bx51多功能显微镜下观察新生骨生

长情况。

1．3统计学处理

所有数据经过SPSSl9．0软件进行统计分析，数

据均以均数±标准差表示，数据检验采用单因素方

差分析。

2 结果

2．1实验动物情况

大鼠实验期间均未发生意外死亡。术后均未出

现伤口感染，无红肿、流脓等反应，伤口陆续愈合。

万方数据
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2．2模型成功确认

卵巢切除后8 w，OVx组的BMD明显低于Sh锄

组，(166．55±28．78)mg／cm2 VS(226．37±31．34)mg／

cm2，P<0．05，证实骨质疏松模型建立成功。

2．3组织学观察

2．3．1组织学定性分析：6 w时，zOL组和SR组有

少量的骨组织生成，可见骨小梁排列整齐和较多核

深染的长梭形骨细胞，均延着缺损壁生长，未发现两

者之间有明显的差别(图1 C、E)；对照组由于缺损

因素，新骨形成受限，只见少量骨形成，骨小梁排列

稀疏紊乱，长梭形骨细胞较少和可见少部分空泡状

的脂肪细胞，缺损区域主要被大量纤维组织填充

(图1A)。12 w时zOL组和SR组可见纤维组织减

少，骨小梁数量增加，缺损区域被新生骨充盈，但是

zOL组可见丰富的连续骨小梁，排列较为规则，数量

也较sR组多出许多，SR组骨小梁排列较zOL组稀

疏(图1D、F)；对照组骨缺损中央含有少部分的新

生骨，中间部分骨小梁排列紊乱，空泡状的脂肪细胞

减少(图1 B)。

2．3．2组织学定量分析：比较各组新生骨数据，采

用分差分析，各组在术后6、12 w新骨密度见图2。

SR组、ZA组缺损区新骨的密度：第6 w增加

49．06％、49．22％；第12 w增加47．78％、50．3l％，

在上述数据中，发现与Control组比较时，SR组、zA

组有明显高于Control组(P<0．05)。在第6w时，

未能发现zA组和SR组的新骨密度有显著性差异

(P>0．05)，12周时，zA组和sR组的新骨密度有

显著性差异(P<0．05)。

2．4骨组织形态计量学检测结果分析

术后6、12w，SR组和ZA组较Contml组BV／TV、

Tb．Th、Tb．N都增高(P<0．05)，Tb．Sp降低(P<

0．05)，说明药物治疗后骨小梁的密度增加，连接更为

紧密，促进了新骨的生长和矿化。SR组和zA组比

较，zA组在12w时，BV／TV、Tb．Th、Tb．N都高于SR

组(P<O．05)，Tb．Sp降低(P<0．05)，但在第6w时，

未能发现有显著的统计学差异(P>0．05)。见图3。

3 讨论

随着医学事业的不断发展和人们生活水平的不

断提高，人们的平均寿命不断延长和出生率的不断

降低，人口老龄化越来越严重，因此老年病日益增

多，尤其是OP。WH0将其定义为骨密度低于成人

骨量峰值2．5个标准差的骨疾病成为骨质疏松症。

OP主要表现在骨密度、骨微结构破坏和非胶原蛋白
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图l 各组的切片图片。A、B分别是空白对照组6周、

12周时缺损区图片；C、D分别是SR组6周、12周时缺

损区图片；E、F分别是zA组6周、12周时缺损区图片

(HE×20)

Fig．1 Images of slides of each group at the defbct region．

A，B：Control group at 6 and 12 weeks；C，D：SR gIDup

at 6 and 12 weeks；E，F：ZA group at 6 and 12 weeks

(HE×20)．

Contr01组

SR组

ZA组

时问

图2各组新生骨的BMD改变

Fig．2 BMD changes of the new bone in each group

的减少，导致骨质量下降，极易发生骨质疏松性骨折

的同时出现骨缺损。而且这类病人很难依靠自身骨

代谢来修复缺损，甚至会造成骨延迟愈合或者不愈

合，进而影响患肢功‘4。。鉴于骨质疏松对骨缺损的

不利影响，I陆床治疗中除了对手术方法和植入物的

改进和探索之外，常常积极应用抗骨质疏松药物来

促进骨缺损的修复。目前，临床上抗骨质疏松药物

万方数据
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图3各组骨微观结构的改变(’P<0．05，与Control组比较；4P<0．05，与zA组比较)

Fig．3 Bone micros￡ruc￡ure changes in each group(‘户<O．05 vs Contml group；”JP<O．05 vs ZA group)

主要有双磷酸盐、降钙素、雌激素、雷奈酸锶和甲状

旁腺激素。有研究’5。认为去势大鼠模型的骨骼及

性激素改变与研究绝经后妇女改变相似，因此本实

验选用去势的SD大鼠作为实验动物。本实验还涉

及到临界骨缺损的问题：到底多大的骨缺损会超过

自身修复能力，需要通过手术植骨?有研究表明直

径在3 mm的骨缺损是临界骨缺损的标准‘6 J。

本实验主要研究的是原发性骨质疏松，原发性

骨质疏松分为绝经后骨质疏松和老年性骨质疏松。

绝经后骨质疏松主要由于雌激素的不足，因此，骨形

成较快，但破骨更快，属于高转化型。老年型骨质疏

松骨量丢失较慢，属于低转化型一。。但无论哪种骨

质疏松症，骨形成和骨吸收的平衡打破了，都将影响

骨质疏松性骨缺损的修复。有研究。51表明，骨质疏

松骨折6w后，由于破骨细胞仍然很活跃，在破骨细

胞的作用下，骨矿化减少，骨胶原纤维生成不足，进

而降低骨痂及新骨质量以及在生物力学检测中低于

非骨质疏松骨折。本实验选用的抗骨质疏松药物唑

来膦酸和雷奈酸锶在治疗骨质疏松症都有着不错的

效果，是目前治疗骨质疏松症的一线药物‘21。唑来

膦酸已被证明是目前最有效的骨吸收抑制剂，主要

应用于绝经后女性骨质疏松症、男性骨质疏松症及

糖皮质激素诱发的骨质疏松症邙1。唑来膦酸能够

加速诱导破骨细胞的分化和生长，拮抗破骨细胞的

骨吸收，从而能够减少骨吸收，增加骨组织_4“。唑

来膦酸的作用效果是阿仑膦酸的100倍，是依替膦

酸的将近10000倍，它能够降低骨转化指标，显著增

加骨密度，具有良好的治疗效果以及长时间的作用

效果口⋯。雷奈酸锶是目前最先研制出同时具有促

进骨形成并抑制骨吸收的药物。Takahashi等¨21研

究表明雷奈酸锶可以诱导破骨细胞骨架的破坏和减

少破骨细胞骨吸收的活性。实验研究和大规模的三

期临床调查已经证明了雷奈酸锶具有良好的抗骨质

疏松作用。其能够降低绝经后妇女髋部骨折相对风

险度36％和椎体骨质疏松性骨折相对风险度降低

41％。1“。本实验中的zA组和SR组，无论是在6w

或者12w时，缺损区周围可以看见排列整齐的骨小

梁以及成熟的骨细胞贴着缺损区域向中心生长，而

Control组缺损区周围骨小梁排列紊乱稀疏，散落着

少量的成熟骨细胞以及一些空泡状的脂肪细胞。另

外，本试验还利用Micro．CT测定各组的新骨骨密

度，zA组和SR组的新骨密度要明显高于Control组

(P<0．05)(图2)。通过Micro．CT对骨微观结构的

观察，发现zA组和SR组与Control组比较中，在

BV／TV、Tb．Th、Tb．N都增高(户<O．05)，Tb．Sp降

低(P<0．05)，表明治疗组在提高骨量的同时也改

善了骨质量。

基于雷奈酸锶所具有的促进骨形成和抑制骨吸

收的双重作用，可以有较其他抗骨质疏松药物更佳

改善骨组织微结构和骨质量，包括组织学观察，新骨

密度及骨组织形态学改变。但在本实验中HE染色

等定性结果中，6w时并没有观察到雷奈酸锶对骨质
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疏松骨缺损的修复效果好于唑来膦酸，在新骨密度

和骨微观结构改变中也未有显著差异(P<0．05)，

反而在12w时，zA组在新骨密度、HE染色、骨微观

结构改变中均明显好于sR组。另有学者认为这与

雷奈酸锶的化学结构有莫大关系¨4‘。尽管雷奈酸

锶具有抑制骨吸收的作用，但是这种作用是十分微

弱的，比降钙素的作用还要弱"J。这可能是导致雷

奈酸锶作用效果不如唑来膦酸的原因。也有学

者。1纠认为这与骨缺损的愈合时间较短及SR的调控

机制有关。在Rizzoli等¨钊的研究中，通过对比研究

雷奈酸锶和阿伦磷酸盐对绝后后妇女抗骨质疏松作

用。在3个月后，雷奈酸锶改善了骨的微观结构而

阿伦磷酸盐对改善骨微观结构没有任何作用。这也

证实了雷奈酸锶起效有一定时间性的特点。通过本

实验研究发现，雷奈酸锶在修复骨质疏松骨缺损的

作用并没有像预期高于唑来膦酸，但是在正常骨代

谢下是否也是同样的结果?目前已有学者Ⅲ1将唑

来膦酸用于治疗正常的骨折，发现唑来膦酸可能存

在促进正常骨折的愈合，其作用有待进一步的检验。

而关于雷奈酸锶对于正常骨折的作用，国内外文献

很少有报道过。

笔者对实验组的大鼠研究时间以12w为界，但

是在12w之后雷奈酸锶和唑来膦酸对骨质疏松大

鼠的骨缺损的研究尚需进一步研究。目前有关唑来

膦酸和雷奈酸锶骨质疏松性骨缺损中的各种细胞因

子及信号通路更为详细的研究，这方面仍需要进一

步探索。

4 结论

雷奈酸锶和唑来膦酸治疗骨质疏松性骨缺损，

不仅有良好抗骨质疏松的作用，同时有利于促进骨

质疏松性骨缺损的修复组织的形成及生长，对骨微

结构、形态的修复和骨密度提高效果明显，可以被用

于有效预防及治疗骨质疏松和骨质疏松性骨缺损。

虽然雷奈酸锶在后期(12 w)的作用效果不及唑来

膦酸，但是由于本实验研究时间的局限，有关12

之后的研究尚需进一步探讨。
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