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·药物研究·

甲状旁腺素(1—34)对去卵巢大鼠掺锶羟基磷灰石涂层
种植体骨整合的影响
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摘要：目的探索甲状旁腺素(1—34)对去卵巢大鼠掺锶羟基磷灰石涂层种植体骨整合的影响。方法行双侧卵巢摘除术

后12 W，大鼠随机分为Control组、PTH组、Sr组及PTH+Sr组，之后分别在双侧股骨植入羟基磷灰石或掺锶羟基磷灰石涂层

的钛钉，PTH组及PTH+sr组术后给予PTH治疗。12 W后处死大鼠取双侧行Micro—CT、组织学及生物力学检测。结果

Miero—CT三维重建显示，PTH+sr组钛棒周围有最多的骨组织形成，微观参数定量结果表明与Control组相比，PTH+Sr组骨

体积分数BV／TV增加了2．45倍，骨小梁数量(Tb．N)增加了2．94倍，骨小梁连接密度(Conn．D)增加了2．31倍，骨小梁厚度

(Tb．Th)增加了1．56倍，而骨小梁分离度(Tb．sp)降低了1．65倍(P<0．05)。骨生物力学结果表明，相对Control组而言，sr

组，PTH组及PTH+sr组的最大推力分别增加了1．27倍、I．36倍及1．61倍(P<0．05)。组织学结果显示12w时，sr组，PTH

组及PTH+Sr组的骨面积比率(BAR)相较于Control组分别提高了1．52倍、1．73倍及2．30倍(P<0．05)，其骨一种植体接触率

(BIC)分别提高了1．35倍、1．56倍及2．2l倍(P<0．05)。结论 掺锶羟基磷灰石涂层结合P，rH(1—34)可以加强植入体在骨

质疏松骨中的骨整合。

关键词：骨质疏松；骨整合；羟基磷灰石涂层钛棒；锶；甲状旁腺激素(1·34)；去卵巢大鼠；动物实验

The effect of parathyroid hormone(1-34)on implant osseointegration of strontium·containing

hydroxyapatite coating in ovariectomized rats
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Abstract： Objective To investigate the effect of parathyroid hormone(1—34) on implant osseointegration of strontium—

containing hydroxyapatite coating in ovariectomized rats．Methods Twelve weeks after bilateral ovariectomy，the rats were

randomly divided into control group，PTH group，Sr group，and PTH+Sr group．The HA—coated implants or Sr—HA implants were

bilaterally inserted in all OVX rats．Subsequently，rats of PTH and PTH+Sr groups were given
the treatment of PTH．In 12 weeks

after therapy，all OVX rats were sacrificed and their femurs with implants were harvested and evaluated by micro—CT，histology，

and biomechanical tests Results Three dimensional reconstruction of Micro—CT showed that rats in PTH+Sr group had the

largest bone tissue formation around implants．Compared to control group，the bone volume ratio of PTH+Sr group increased by

2．45 times。the trabecular number(Tb．N)increased by 2．94 times，the connectivity density(Conn．D)increased by 2．3 1 times，

the trabecular thickness(Tb．Th)increased by 1．56 times，but the trabecular separation(Tb．Sp)decreased by 1．65 times(P<

0．05)．Bone biomechanical results indicate that，compared with that in the control group，Sr group，PTH group and PTH+Sr

group。the maximum push—out force were increased by 1．27 times，1．36 times，and 1．6 1 times(P<0．05)，respectively．

Histological evaluation revealed that the bone area ratio(BAR)of Sr group，PTH group，and PTH+Sr group increased by 1．52

times，1．73 times，and 2．30 times(P<0，05)，respectively．Bone implant contact ratio(BIC)increased by 1．35 times，1．56

times，and 2．21 times(P<0．05)，respectively，when compared with the control group．Conclusion Strontium—containing

hydroxyapatite coating combined with PTH(1—34)enhances implant osseointegration in osteoporotic bone．

}通讯作者：杨雷，Email：wyey—yl@hotmail．corn
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人工关节置换术是治疗某些关节严重创伤时较

为常见且有效的骨科手术，如髋关节、膝关节等损

伤。然而，内植人体稳定性不佳仍然是个严重的问

题，并常常因包括无菌性松动在内的各种原因而迫

使关节置换术后翻修⋯。运用生物活性材料涂层

是钛表面性质改性的一种常用方式。羟基磷灰石

(hydroxyapatite，HA)涂层植人体在过去用于全髋关

节形成术后临床结果显示，HA涂层假体对于非骨

水泥假体在关节形成术中是一个有效的替代。2。。

尽管HA一涂层加强了植入体周围疏松骨中的骨形

成，与在正常骨骼中的植人体相比，骨质疏松骨中植

人体的假体并不稳固|31。近年来，由于锶(Sr)可以

抑制破骨活动并增强成骨细胞活性提高骨形成，降

低骨的重吸收Ho特性，已有研究显示掺锶羟磷灰石

涂层对于内植物的骨整合有积极作用‘51。研究表

明甲状旁腺激素(1-34)(parathyroid hormone，PTH)

的间断使用通过增加成骨细胞的数量及活性，减弱

成骨细胞的凋亡，从而提高其合成作用，可以明显提

高内植物的骨整合∞1。综上所述，笔者假设PTH也

可能有助于增加掺锶内植物部位骨组织形成，增加

内植物的骨整合。本研究的目的在于确认间断给予

PTH增加掺锶羟基磷灰石涂层(Sr．HA)钛棒在骨质

疏松条件下的骨整合。

1材料与方法

1．1涂层种植体的制备

用商业纯钛定制40个直径1．2 mm，长20 mm的

柱状钛棒(江广磁医疗器械有限公司)。经喷砂、酸

蚀后在超声清洗机内分别用70％乙醇、去离子水清

洗材料，自然干燥。通过电化学沉积在其表面制备

HA和掺锶羟基磷灰石(Strontium．substituted

hydroxyapatite，Sr．HA)涂层，具体方法参照文献【5．7j。

涂层通过XRD(x—Ray Di ffraction，X射线衍射)来定

量定性的分析，扫描电镜(scanning electron

microscopy，SEM)观察样品表面的特征来确保涂层和

文献的结果相似(具体方案省去)。本实验中采用锶

元素置换羟基磷灰石中摩尔分数10％的钙元素。

1．2实验动物

12 W龄SPF级SD雌性大鼠50只，体重225～

250 g，由上海斯莱克动物公司提供，许可证号：

(SCXK(沪)2007-0005，合格证号：2007—

000548429)。所有动物在温度为(24．0±0．5)℃，

湿度为45％～50％，通风良好的环境下饲养，每周

称体重1次。

1．3动物模型的建立及治疗

50只大鼠随机分成2组即OVX组(n=45)切

除双侧卵巢以建立骨质疏松动物模型和Sham组不

切除双侧卵巢建立假手术模型，具体手术步骤参考

以前发表的文章。8·。简单而言，麻醉成功后，于大

鼠背部正中线中下1／3处作一长约2 cm纵行切口，

向两侧钝性分离皮下软组织，于脊柱旁开0．5 cm处

钝性分开肌肉组织，显露卵巢脂肪包被组织，轻轻提

起卵巢，于输卵管卵巢交界处丝线结扎，完整摘除双

侧卵巢，逐层缝合，关闭创口。正常环境下饲养12

w后各组取5只大鼠处死股骨行骨密度测量仪检测

检验骨质疏松建立模型建立情况。随后所有的去卵

巢(OVX)大鼠随机分成4组：Control组、Sr组、PTH

组、PTH+sr组。每只大鼠植入2枚相同的钛棒，

Control组及PTH组大鼠双侧股骨内各植入1枚HA

涂层钛棒，Sr组及PTH+Sr组大鼠双侧股骨内植入

表面含10％锶元素的Sr—HA涂层的种植体，具体手

术步骤参考以前发表的文章∽1。钛棒植入术后第

一天开始PTH组、PTH+Sr组大鼠术后给予PTH

(Forsteo；Eli Lilly，Houten，荷兰)60 Izg／kg皮下注

射，每周3次直至去卵巢术后12 W。随后处死所有

大鼠，取股骨行Micro-CT、骨生物力学、硬组织组织

切片检测。

1．4 Micro—CT评价

术后12 W，用Micro—CT(SkyScanll76，荷兰)观

察种植体周围骨形成情况。每组剩余的10个标本

连同周围骨组织取出后，扫描垂直于股骨的长轴，用

Micro—CT连续扫描。在所成图像中围绕种植体周

围250斗m厚的区域设为兴趣区，从股骨干骺端板

约2 mm开始连续80个断层，以205的阈值来提取

图像信息。扫描后利用Micro—CT配套的软件系统

直接计算骨体积分数(bone volume ratio，BV／TV)=

所选区域骨组织体积／所选区域总体积，骨小梁厚度

(trabecular thickness，Tb．Th)，即所选区域骨小梁的

平均厚度，骨小梁数量(trabecular number，Tb．N)，

表示所选区域骨小梁的数量多少，骨小梁分离度

(trabecular separation，Tb．Sp)，即所选区域骨小梁问

髓腔的平均宽度，连接密度(connectivity density，
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1．5生物力学测试

Micro—CT扫描完后将样本放在万用材料测试

系统上(Instron 5565，Instron，美国)，以1mm／min

的恒定速度沿种植体长轴将其从骨组织中推出，并

用视频引伸计记录整个过程。取加载的最大负荷值

为最大推出强度，用最大推出强度除以种植体与骨

接触面面积为界面剪切强度。71。

1．6硬组织切片标本的制备和组织学检查

用于制作硬组织切片的标本被置于4％的中性

甲醛缓冲溶液中3d。然后洗净甲醛溶液，梯度浓度

乙醇脱水后，不脱钙包埋于甲基丙烯酸甲酯中，在

骨骺板上约2 mill处切片(SPl600，Leica，德国)，厚

约40“m，经Van Gieson染色后显微镜下采集图片，

将距种植体表面100¨m的区域设为兴趣区，并用

Image Pro．plus 6．0分析。骨一种植体接触率(bone—

to—implant contact rate，BIC)=种植体与骨直接接触

部分的长度÷种植体表面的长度×100％，骨面积比

率(bone area ratio，BAR)=所选区域骨面积／所选区

域的总面积×100％H1。

1．7统计学处理

513

应用SPSSl9．0统计分析，计量资料以面±s方

式表示；采用单因素析因设计的方差分析；组间比较

采用t检验；组间两两比较采用方差分析下的LSD

方法，P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

所有大鼠都顺利通过了手术并且恢复较快，在

整个实验过程都处于良好的健康状态，钛棒植入处

未见感染、切口愈合不良等并发症。术后12 w时两

组大鼠股骨的骨密度变化骨密度测量仪检测所得，

Sham组大鼠的股骨骨密度为(238．34 4-31．56)mg／

cm2，而OVX组大鼠的股骨骨密度为(174。24±

29．43)mg／cm2。相对Sham组，OVX组大鼠的骨密

度下降36．78％(P<0．05)，结果表明骨质疏松模型

建立是成功的。安乐死后，植人体周围没有临床显

示炎症症状及不良组织反应。这表明局部使用锶联

合全身的使用PTH不会产生全身不良反应。

2．1 Micro—CT评估

三维重建图像清晰的显示了对照组组与治疗组

钛棒表面及周围骨组织骨小梁微结构的改变情况

(图1 E)。Micro—CT定量分析结果如表1所示。

鬻镰慈
km

Control sr P7‘tI PTH—Sr Control sr pr1 H P'11}t+St ContIol Sf P1_}{PTH si

图1 钛棒植入术后12 W各组大鼠股骨内植物Micro—CT、硬组织切片及骨生物力学结果

Fig．1 Results ot micro-CT，hard tissue sections，and
bone bionlechanical prope_【ties in rats aftra‘

implantation of titanium rod
for 1 2 weeks

主：Vs．Contr01，9 P(0 05；Vs Sr组，”P<0．05；Vs．PTH组，8P<0 05(采用单冈素方差分析及t检验)

譬■■I一■I强■■■一■一凇■■-。■I谩■I；—■■
一zj05=善L|：’至≤至
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PTH和Sr涂层的联合使用在所有实验组Micro-CT

检测指标中显示出最佳效果。与Control组相比，

PTH+sr组BV／TV增加了2．45倍，Tb．N增加了

2．94倍，Conn．D增加了2．31倍，Tb．Th增加了

1．56倍，而Tb．sp降低了1．65倍(P<0．05)。Sr组

与PTH组和PTH+Sr组相比表现为更低微观参数

(P<0．05)。

表1钛棒植入股骨术后12 W时内植物感兴趣区Micro．CT定量分析结果

Table 1 Quantitative analysis of micro—CT in the region of interest in 1 2 weeks after implantation of titanium rod into the femur

Note：+Vs．Control，P<0．05，。Vs．Sr group，P<0．05，

2．2组织学评估

&Vs．PTH group，P<0．05(单因素方差分析和t检验)

激活骨衬细胞来减缓成骨细胞的凋亡。

硬组织切片结果展示在不同手段干预下钛棒周

边骨质改变的情况(图1F)。相较于OVX组，所有

的治疗在组织形态定量分析中都有BAR和BIC的

显著提高(P<0．05；图1G、B、C)。12w时，sr组、

PTH组及PTH+Sr组的BAR相较于控制组分别提

高了1．52倍、1．73倍及2．30倍(P<0．05)，它们的

BIC接触率分别提高了1．35倍、1．56倍及2．21倍

(P<0．05)。

2．3生物力学测试

Sr组、PTH组及PTH+Sr组的最大推力分别较

HA组表现为1．27倍、1．36倍及1．61倍增长(P<

0．05)。所有有股骨植人体的组中，PTH+Sr组所观

察到的强度效果最大(P<0．05)(图1 G、A)。

3 讨论

此研究评估了系统使用PTH及掺锶涂层对

OVX大鼠股骨干骺端植入钛棒的影响。实验结果

表明PTH与掺锶涂层在大鼠中的联合使用中显著

提高了OVX大鼠钛棒表面的骨形成及其稳定性。

PrI’H+sr组大鼠钛棒表面更多新骨形成提示联合使

用PTH和掺锶涂层对于骨质疏松患者人工关节置

换术后假体稳定方面具有重要意义。

实验再次证实了以前研究发现PTH可以促进

去卵巢大鼠内植物的骨整合11⋯。实验结果显示

PTH组的BAR和BIC较HA组分别提高了1．77倍

及1．53倍。类似的结果也在生物机械实验中得到，

PTH组的最大推力是Control组的1．31倍。最近的

研究表明，PTH可以诱导动物成骨细胞形成，增加

骨小梁的量和质，提高骨量和强度⋯。。此外，PTH

可以直接增加骨髓中骨祖细胞复制，通过刺激骨祖

细胞向成骨细胞的增殖与分化增加成骨细胞数量，

目前，有实验比较研究Sr涂层对于内植物骨整

合的影响，局部使用sr涂层不会对骨组织及周围软

组织有干扰作用，笔者的研究结果证实sr涂层可以

提高去卵巢大鼠内植物的骨整合¨⋯。多种实验表

明Sr可以通过阻碍破骨细胞活性减少骨吸收，刺激

成骨细胞活性增加骨形成¨“。具体来说，sr可以提

高成骨细胞的复制和成骨细胞活性，包括骨基质合

成和碱性磷酸酶的产生，减少骨髓细胞分化时产生

的破骨细胞标记物，抑制破骨细胞分化，减弱破骨细

胞活性，减少其他祖细胞的向破骨细胞分化。笔者

的实验结果显示sr涂层可以明显提高钛植人体表

面骨组织重建和新骨形成。本实验中使用PTH的

剂量率(60 Ixg／kg，每周3次)类似于啮齿动物模型

实验中常规使用的量。14。15I，但远高于人体治疗剂量

(40～100 I山g／d)。1“圳，因此，PTH在啮齿类动物中

使用的剂量通常是在人体使用治疗剂量的20～100

倍。然而，很少有报道显示类似人类治疗剂量PTH

对动物骨密度和骨量有明显的影响。相反，较高剂

量的PTH一般认为对骨量或骨密度及血清钙水平

有显著的影响‘1“19 o。

PTH与sr涂层的联合使用可以明显增加去卵

巢大鼠钛棒表面的骨形成。具体机制尚不明确，主

要归因于局部骨形成的增加及sr对于移植体稳定

性的局部功能以及PTH的综合功能。PTH可以刺

激胰岛素生长因子，从而增加细胞增殖，减少凋

亡¨⋯。结果显示，PTH增加了骨小梁量及厚度，并

最终增加骨密度与骨质。笔者的研究结果证实PTH

提高了所有髓腔中骨组织的形成和再生，而不只是

植入体的表面。同时，Sr—HA的溶解在植人体骨整

合的提高中发挥了重要作用。具体来说，HA溶解

可以带来涂层中的锶离子、钙和磷，从而增加植入体
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表面的这些离子浓度。这些离子都可以增加成骨细

胞功能和新骨形成。Sr—HA结晶度的降低进一步提

高了溶解度，从而提高了局部锶离子的释放及新骨

的形成旧“。因而，高溶解性的Sr-HA涂层刺激骨生

长进入植入体的表面。

综上所述，本研究证实在骨质疏松状态下掺锶

羟基磷灰石涂层结合间断给予PTH能有效提高内

植物周围的骨形成及稳定性。尽管目前为止所有实

验局限于动物实验，随着本实验组研究的进一步深

入，将为临床解决骨质疏松骨整合问题提供一条新

的思路。
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