
史垦量亟堕坠苤查!!!!堡!旦笙望鲞筮!塑 !!!!!Q!!!!P!竺!!生!!!翌；!!!!!!!!!：塑!：!

兰!!!!塑型!!!i!!!!!：竺!!垒!型!塑：!!堡：!! !堕；!!：!!!!尘：!墅!：!!!!!!!!：!!!!：!!：!!!

·论著·

应用原子力显微镜观察脉冲电磁场对大鼠骨质疏松的

治疗后骨组织表面超微结构的变化

邓紫婷何红晨 肖登+

重庆医科大学附属康复医院，重庆400050
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摘要：目的观察实验性大鼠骨质疏松模型股骨颈超微结构的变化特点，并探讨利用原子力显微镜观察的可行性。方法

清洁级雌性sD大鼠(鼠龄3个月)60只，体重(200±20)g。随机将其分成对照组(Sham组)、去卵巢组(OVX组)、阿伦膦酸钠

治疗组(ALN组)、PEMFs治疗组(PEMFs组)，每组大鼠15只。除Sham组外，对其他各组行双侧卵巢切除术，造模后第30天

开始分组干预。ALN组给予阿伦膦酸钠灌胃，PEMFs组给予脉冲电磁场治疗。Sham组和OVX组手术后正常喂养，不予任何

处理。治疗后30d取大鼠股骨头切片，通过AFM观察大鼠股骨颈的表面超微结构。结果 Sham组原子力显微镜扫描可显示

骨组织的骨陷窝、骨小管及其表面的钙磷晶体沉积，骨组织表面粗糙度为(2．59±0．645)tzm。OVX组可见骨陷窝的大小变化

及其钙磷晶体的排列紊乱，模型组骨组织表面粗糙度明显高于对照组(P<0．01)，提示造模成功；ALN组表面粗糙度明显低

于OVX组(P<0．05)，PEMFs组的表面粗糙度与OVX组相比，有明显降低，差异具有统计学意义(P<0．05)；而PEMFs组与

ALN组比较，其表面粗糙度无明显差异(P>0．05)。结论 通过原子力显微镜能清晰观察到脉冲电磁场对大鼠骨质疏松治疗

后的骨组织表面超微结构的变化，其疗效与阿仑膦酸钠相当，为脉冲电磁场治疗骨质疏松提供了一定的理论依据。

关键词：原子力显微镜；脉冲电磁场；骨质疏松；超微结构

The ultrastructure change of the of bone surface after the treatment of osteoporosis with pulse

electromagnetic field in rats by atomic force microscopy observation
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Abstract：Objective To observe changes of the ultrastructure characteristics of the femoral neck in the experimental rat model of

osteoporosis，and to discuss the feasibility of using atomic force microscopy．Methods Sixty 3-month—old clean class female SD

rats(200±209)were randomly divided into control group(Sham group)，ovariectomy group(OVX group)，alendronate sodium

phosphate drug therapy group(group OVX+ALN)，and PEMFs treatment group(OVX+PEMFs group)，with 1 5 rats in each

group．Rats in OVX group and PEMFs group were ovariectomized．After 30 days of the operation，rats in ALN group received

alendronate sodium phosphate intragastrically，and rats in PEMFs group received pulse electromagnetic field therapy．Rats in Sham

group and OVX group were normally fed．The rat femoral head section was collected 30 days after treatment and the ultrastructure

was observed with the microscope．Results Under the atomic force microscope，the lacunae bone and bone calcium phosphate

crystals deposited on the surface of the small officer were displayed in Sham group．The bone tissue surface roughness was 2．59±

0．645 LLm．In OVX group，the change of the size of the pit and its bone calcium phosphate crystal were in disordered arrangement，

and the bone tissue surface roughness was obviously higher than that in control group(P<0．01)，suggesting the Success of OVX

model．The surface roughness in OVX+ALN group was obviously lower than that in OVX group(P<0．05)．The surface

roughness in PEMFs group was lower than that in OVX group，with statistically significance(P<0．05)，while it was not obviously

different between OVX+PEMFs group and OVX+ALN group(P>0．05)．Conclusion By means of atomic force microscope

the surface ultrastructure change can be observed clearly after PEMFs treatment in osteoporotic rat．The effect iS comparable with

that of alendronate sodium phosphate．The results provides certain theory basis for treatment of osteoporosis with PEMFs．
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骨质疏松症在世界多发病中列第6位，是发达

国家最重要的健康问题之一，也是发展中国家一个

日益突出的问题。2001年发表的美国国立卫生研

究院关于骨质疏松的预防、诊断和治疗共识⋯1，认

为本病的特征是骨强度损害，骨折的危险增加。骨

强度主要反映骨密度(BMD)和骨质量的完整性“，

骨质量包括骨结构、骨转换、骨损伤的积累(比如微

骨折)、骨矿化和骨材料的特性。目前治疗骨质疏

松的药物繁多，但是因为治疗周期长且副作用多，患

者多难以坚持，由此脉冲电磁场物理治疗骨质疏松，

因其效果明显，无明显副作用从而得到患者认可。

但是临床虽然观察到脉冲电磁场治疗骨质疏松有

效，却并无明确治疗骨质疏松的治疗机制，为此进行

了其治疗机制的研究。

而原子显微镜由于探针的针尖尺寸只有原子大

小，因而其分辨率可以达到纳米级。3 o，能对从原子

到分子尺寸的结构进行三维成像和测量，这是扫描

电子显微镜很难达到的。41。因此我们利用原子力

显微镜对骨组织进行观察，研究其生物力学性

能‘5。，阐明脉冲电磁场治疗骨质疏松时骨组织的表

面超微结构变化。

1材料和方法

1．1动物和药品

清洁级SD大鼠60只(由重庆医科大学实验动

物中心提供)，雌性，体重(200±20)g，鼠龄3个月。

饲养环境室温(20～25)cC，相对湿度50％左右，日

照12 h，室内通风良好，饲料和饮水均由动物中心提

供，大鼠饮食及饮水自由。所有实验大鼠均采用笼

养管理。

1．2试剂和仪器

阿伦膦酸钠：石药集团欧意药业有限公司，70

mg／盒，批号：H20061303；脉冲电磁场治疗仪：苏州

好博公司，型号：HB 320；原子力显微镜：由中科院

智能研究中心提供，型号：Bruker／Dimension edge。

1．3分组和造模

按SPSS软件产生的随机数字表将其分成对照

组(Sham组)、去卵巢组(OVX组)、阿伦膦酸钠治疗

组(ALN组)、PEMFs治疗组(PEMFs组)，每组大鼠

15只。骨质疏松模型的建立采用去双侧卵巢法。

除Sham组外对其他各组行双侧卵巢切除术，手术

方法如下∞。：5％水合氯醛按0．6mL／1009腹腔注射

麻醉，麻醉完毕后，将SD大鼠俯卧位固定于手术台

上，背部常规备皮，常规消毒、铺巾，经腰背部切口进
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入腹腔，切除两侧卵巢，仔细止血，冲洗后逐层缝合

肌肉、皮下组织、皮肤，对合皮肤，用75％酒精、碘酒

消毒皮肤。术后每天青霉素4万u肌注，共5天。

Sham组仅切除卵巢部分周围脂肪。

1．4 给药方法

造模结束后第30天开始分组干预，依据Meeh—

Rubner公式计算大鼠的等效给药剂量，用电子称称

取所需量的阿伦膦酸钠，用生理盐水配置成相应浓

度，置于酒精灯上加热溶解后，冷却备用。ALN组

给予阿伦膦酸钠灌胃，剂量2 mg／(kg·d)，1次／d，

治疗30 d。PEMFs组的脉冲电磁场治疗仪治疗，治

疗参数为：3．8 mT，8 Hz，每天治疗2次，每次40

min，治疗30 d。Sham组和OVX组手术后正常喂

养，不予任何处理。

1．5观察指标

每周各取大鼠股骨头部分进行石蜡包埋后均匀

切成厚约5 mm左右切片，将脱钙脱蜡切片保存于

60％～70％酒精玻璃缸，用AFM分别观察各组骨组

织的骨陷窝、骨小管及钙磷晶体，并计算其表面粗糙

度，进行统计分析。

1．6 AFM扫描方式

采用AFM观察，扫描速率512 Hz。采用8 nm

长、弹性系数k为40 N／m的Si，N。微悬臂，扫描范

围5斗m×5斗m至1斗m×1 Ixm，以轻敲模式

(tapping mode)在大气和室温下直接观察标本。用

倒置相差显微镜观察股骨颈情况并选择合适的扫描

区域，每组随机选择3个标本进行扫描，每个标本分

别随机选择3个不同的部位进行5“m×5 Ixm范围

的扫描；每个部位选择1个区域进行1 ixm×1 ixm

扫描。当扫描范围为5 ixm×5¨m时，图像采集为

恒力模式(height mode)；扫描范围为1 ixm×1 ixm

时，图像采集为相位模式(phase mode)及恒力模式

(height mode)。

骨组织表面粗糙度分析方法是随机选择每组的

图像(1斗m)各9张，且每张图像随机选取3个不

同部位，应用分析软件(Version5．12R2；Digital

Instrixments)进行分析。并应用系统软件对1 ixm的

图像进行三维结构的立体重建。所有采集图像均通

过自动平滑(flatten auto)处理以消除慢扫描方向的

低频噪音。

1．7统计学处理

应用SPSS 13．0统计软件。计量资料以面±s表

示，组间比较采用单因素方差分析。P<0．05为差

异有显著意义。
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2 结果
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2．1骨组织的AFM超微结构像

当扫描范围为5斗m×5斗m时，AFM可以显

示，对照组(Sham组)组织表面形态和超微结构示：

钙磷晶体呈小柱状排列，骨小管沟通骨陷窝，骨陷窝

为不规则椭圆形结构，长轴直径为0．3～1．2 I,zm，每

个骨陷窝有10～60条骨小管与其交通，相邻之间的

骨陷窝间隔为0．2～0．5¨m，钙磷晶体排列呈小柱

状，环绕着哈佛系统排列，单个晶体大小为0．06～

0．2 Ixm，但仍有少数晶体大小为0．04 Ixm(图1)。

当扫描范围缩小至1 Ixm×1“m时，组织表面变得

图1 骨组织的AFM超微结构

万方数据



史国量厘堕鳖盘查!!!!生!旦箜!!鲞筮!塑竺!i!!Q!!!!P!釜!：!!!!!型!!!!：生!!!：!!：1

凹凸不平，其中可见许多颗粒状物质，呈柱状排

列，部分融合呈片状，可见大小不等的凹陷结构域

(图1)。

去卵巢组(OVX组)可见骨小管直径大小不一，

骨陷窝数量明显增加，成不规则椭圆形结构，大部分

融合为一体。钙磷晶体大小不等，排列紊乱，部分呈

团状排列，单个晶体大小为0．03—0．15斗m(图1)。

阿伦磷酸钠药物治疗组(ALN组)可见钙磷晶

体环绕着哈佛系统较为规律的排列，骨陷窝数量有

所增多，成不规则椭圆形结构，少部分有融合现象，

每个骨陷窝有骨小管与其交通，排列不规则(图1)。

PEMFs治疗组(PEMFs组)钙磷晶体部分呈小

柱状排列，有部分呈团状分布，大小不等；部分骨小

管沟通骨陷窝，骨陷窝为不规则椭圆形结构，数量增

多，长轴直径为0．5～2．2 Ixm，骨陷窝排列紊乱，部

分融合成片(图1)。

2．2骨组织表面粗造度

模型组骨组织表面粗糙度明显高于对照组(P

<0．01)，提示造模成功，ALN组表面粗糙度明显低

于OVX组(P<0．05)，PEMFs组的表面粗糙度与

OVX组相比，有明显降低，差异具有统计学意义(P

<0．05)，而PEMFs组与ALN组比较，其表面粗糙

度无明显差异(P>0．05)(表1、图2)。

表1 各组大鼠骨组织表面粗糙度

(Rq)分析(恤m，i±s)

Table 1 Analysis of bone surface roughness(Rq)O

f rats in each group(p．m，牙±s)

注：Sham组与OVX组比较，8 P<0．Ol；Sham组与ALN组比

较，“P>0．05；Sham组与PEMFs比较，。P>0．05；ALN与OVX组比

较，8 P<0．0l；PEMFs与OVX组比较，2 P<0．05；PEMFs与ALN组

比较，‘P>0．05

3 讨论

骨质疏松症(osteoporosis，OP)是一种以骨量减

少，骨微结构破坏，导致骨骼脆性增加，容易发生骨

折为特征的全身性骨病。目前我国60岁以上老龄

人口估计有1．73亿，是世界上老年人口绝对数量最

多的国家。据我国大规模流行病学调查显示：50

岁以上人群以椎体和股骨颈骨密度值为基础的骨质

疏松症总患病率女性为20．7％，男性为14．4％，60

三引 主季◆
岁以上人群中骨质疏松症的患病率明显增高，女性

尤为突出"]。骨质疏松的发病率逐渐上升，使骨质

疏松成为了我国的公共健康问题。

目前治疗骨质疏松的药物颇多，但其副作用及

治疗费用使许多患者无法长期坚持治疗，而脉冲电

磁场(pulsed electromagnetic fields，PEMFs)是由电

流通过赫尔姆兹线圈所产生的具有脉冲间歇的磁场

效应，最早用来治疗骨折延迟愈合及骨不连等，用于

骨质疏松的治疗起源于Bassett，他总结了20多年

PEMFs治疗的实验研究，并用Wolff定律归纳其机

理，认为生物电在骨的代谢和重建中具有十分重要

的意义，预言PEMFs治疗骨质疏松具有良好的应用

前景‘引。其具有安全无创伤、副作用少、治疗便捷、

依从性好等多个优点。经过大量的动物实验研究及

临床应用，人们对脉冲电磁场的作用有了更加深入

的认识。

在临床研究中，刘颖等。91通过40例患者观察低

频脉冲电磁场与阿仑膦酸钠治疗绝经后骨质疏松症

的疗效比较发现，与阿仑膦酸钠治疗比较，短期内脉

冲治疗在缓解疼痛，提高骨质量和增加肌力方面具

有与阿仑膦酸钠相同的效应，尤其是提高腰背肌肌

力优于阿仑膦酸钠。刘勇华等[1 0]通过对120例患

者进行脉冲电磁场治疗骨质疏松，发现脉冲电磁场

可缓解原发性骨质疏松症的骨痛，效果较为显著，能

够明显改善患者的日常生活活动能力，可提高骨密

度。

而基础研究中人们发现低频脉冲电磁场对于细

胞的分化增殖具有促进作用。Chen等⋯1研究发现

PEMFs通过促进成骨细胞的增殖，而非增强成骨细
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胞分化来促进骨形成。周君等。12。通过脉冲电磁场

联合电针疗法对去卵巢大鼠骨质疏松实验研究发

现，脉冲电磁场在增加腰椎椎体骨密度，改善腰椎椎

体骨生物力学性能方面优于脉冲电磁场或电针疗法

单独使用。谢肇等。13l发现脉冲电磁场对去卵巢骨

质疏松症大鼠成骨细胞活性增强，没有出现明显的

凋亡情况，但是使破骨细胞的活性减弱，而且可以见

到明显凋亡现象。并探讨了治疗骨质疏松症的机

制。宋昆等’141发现脉冲电磁场可促进成骨细胞的

增殖、分化和钙盐分泌，从而加速伤骨愈合、加快骨

组织代谢，同时应用表面增强拉曼光谱技术探索了

电磁场对成骨细胞的作用机制。Querido等。1’J的研

究结果发现经过脉冲电磁场刺激后，聚集在成骨细

胞的矿化增加，再通过利用扫描电子显微镜、原子力

显微镜以及透射电子显微镜的观察发现成骨细胞矿

化结节的特点为低结晶羟基磷灰石。

目前已经对脉冲电磁场治疗骨质疏松的机制进

行了多方面探讨，已经取得进展，其中包括对其进行

宏观生物力学的研究，证明脉冲电磁场对于骨质疏松

大鼠的生物力学性能有明显疗效。据研究发现，通过

观察骨组织中超微结构可以获得其对骨的力学和生

理性能的影响，从而提高对骨质疏松及骨折风险预测

的准确性。1⋯。研究表明，微计算机断层扫描技术

(micro—computed tomography，micro—CT)已能准确获得

骨细观结构参数，但无法完全获得骨表面的微观结构

形态。1“。扫描电子显微镜(scanning electron

microscopy，SEM)则被证实能有效地观察到骨表面的

活性状态，并确定骨结构的完整性。1⋯。而为了获得

骨结构的微观表征，研究者又将原子力显微镜

(atomic force microscopy，AFM)应用于骨的各种研究

中‘19。2“。Milovanovic等’21。使用AFM观测到老龄女

性股骨颈松质骨的矿物颗粒尺寸要大于年轻女性，从

而导致老龄女性松质骨的弹性降低，骨折发生率增

加。Zhang等。241通过问歇性高频率低载荷的全身振

动对大鼠后肢废用导致的骨质疏松进行试验，试验发

现骨宏观力学性能的差异主要是由其微观结构的变

化而引起，并非是因为骨材料本身发生了变化。而间

歇7天的高频率低载荷全身振动能有效地改善了骨

的宏观生物力学特性和微观结构。Lin等。25。通过

AFM可清晰观察到牛的密质骨的微观结构，清晰显

示了骨陷窝．骨小管网络结构在纵向、横向的大小尺

寸。而陈斌等通过AFM对新鲜人尸体肱骨的观察发

现，在AFM下，骨组织中钙磷晶体呈柱状排列，骨小

管沟通骨陷窝，骨小管直径100～300 nm，骨陷窝为椭

圆形结构，长轴直径4．1～10．5 Ixm，在矿化区胶原蛋

白纤维增厚，呈小盘叠加形态。

本实验通过原子力显微镜观察大鼠骨组织，根

据三维高度图及相位图显示，Sham组可见骨小梁中

骨陷窝规律排列，骨小管与之相沟通，形成稳定的网

络结构，在骨陷窝及骨小管周围有大量钙磷晶体呈

柱状排列，骨陷窝及骨小管围绕哈弗管呈同心圆排

列，起稳定骨细胞及营养支持作用，这与Lin、Zhang

等观察到的相一致。而在OVX组可明显观察到骨

陷窝形态大小变化，而其表面粗糙度与Sham组比

较具有显著差异(P<0．01)，即造模成功，表明经去

卵巢手术后，由于雌激素水平低下，改变了大鼠的股

骨颈骨组织表面超微结构，从而改变了骨组织的力

学性能，为骨质疏松的形成奠定了一定理论基础。

PEMFs组与OVX组比较，PEMFs组可见骨陷窝呈

不规则椭圆形，分布不规则，且钙磷晶体排列较为紊

乱，两组之间的表面粗糙度差异具有统计学意义(P

<0．05)，从力学特性角度反应脉冲电磁场治疗组

大鼠相对于骨质疏松组大鼠的骨重建速度较快。2⋯，

即脉冲电磁场对于骨质疏松的治疗是有效的。而

ALN组与PEMFs组的骨组织在三维高度图及相位

图下均可见不同程度骨陷窝形态大小变化，两组表

面粗糙度对比差异无统计学意义(P>0．05)，即脉

冲电磁场相对于阿仑膦酸钠治疗骨质疏松的疗效没

有确切差异性。

总之本实验利用AFM显示，脉冲电磁场治疗

大鼠骨质疏松症与阿仑膦酸钠治疗骨质疏松症的疗

效相当，而AFM作为一种简单方便的研究方案可以

为脉冲电磁场的治疗骨质疏松时骨组织的超微形态

学变化提供可靠的依据。
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