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摘要：骨微损伤是在光学显微镜下能够观察到的骨基质损害，骨微损伤的产生、发展与疲劳载荷有关，骨微损伤能够启动骨重

建来进行修复，但不同微损伤类型对骨重建的影响不同。骨微损伤有五种类型，目前研究多集中在线性微裂纹与弥散性微损

伤，它们具有完全不同的形态特征和修复方式。本文通过对骨微损伤的分类、检测方法、形成及修复机制进行综述，深入研究

神经肽对骨重建的作用，旨在进一步探讨骨微损伤的修复机制，为骨质疏松性骨折的防治奠定基础。
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Abstract：Bone microdamage is generally defined as matrix failure detectable by light microscope．The accumulation and

development of bone microdamage is associated with fatigue loading．Bone remodeling can be activated to target the repair of bone

microdamage．But different types of bone microdamage have different effects on bone remodeling．There are five types of bone

microdamage．Most research are focused on the linear microcrack and diffuse microdamage，and they have completely different

morphological characters and repair mechanisms．This paper reviews the classification，measurement，development and repair

mechanisms of bone microdamage，evaluate the role of neuropeptide on bone remodeling，with the aim of further exploring the

possible repair mechanisms of bone microdamage and laying the foundation for the prevention of osteoporotic fracture．
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1960年，Frost最先提出骨微损伤的概念，即活

体内因骨疲劳而引发的长度约为30～100¨m的显

微裂隙。11。骨微损伤能够启动骨重建，生理状态

下，骨微损伤的产生与骨重建修复处于动态平衡之

中，平衡破坏后会造成骨微损伤的累积，造成骨质疏

松性骨折。研究骨微损伤在机械和生物学之间的作

用关系以及不同微损伤类型的修复方式，有助于揭

示骨质疏松性骨折的机制，并为其预防和治疗提供

新的思路。

1骨微损伤的分类

在形态学上骨微损伤可分为五类：线性微裂纹、
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弥散性微损伤、染色性交叉岔折、束状微损伤和显微

骨折。其中线性微裂纹最为常见，是指骨横断面上

轮廓锐利、长度为50～100斗m的细小破裂嵋。，通常

出现在皮质骨上。用大块组织碱性品红染色时，线

性微裂纹表现为两端尖锐的线状红色深染区，周围

有红晕，它两端较钝，可以和骨陷窝相连接。在人椎

体上，线性微裂纹出现在骨小梁的中央或靠近骨表

面。在骨小梁的中央时，常单个出现，定位在黏合线

和裂隙骨基质。在骨小梁表面，多条线性微裂纹常

同时存在。弥散性微损伤则由密集分布的超微破裂

损伤聚集而成，主要位于小梁骨的表面区域，在男性

骨骼中的分布多于女性”。。碱性品红染色时，弥散

性微损伤表现为片状红染区域。在所有的损伤类型

中，弥散型损伤更容易、更早出现。41。染色性交叉

岔折也称网状线性裂纹，是指很多的细小裂纹存在

于骨小梁上，组成局部的网络状¨一。碱性品红染色
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图1不同类型骨微损伤形态学图片(钙黄绿素染色)。A：线性微裂纹¨。；B：弥散性

微损伤；C：染色性交叉岔折；D：束状微损伤

Fig．1 Pictures of different types of microdamage(stained with calcein)．A：A linear

microcrack l“；B：Diffuse mierodamage of bone；C：Cross—hatching microdamage；D：Wispy

microdamage of bone

时，染色性交叉岔折是局部面积较大的网状交叉深

染形态，为广泛的红色区和许多类似微破裂的深染

区交织在一起。束状微损伤是指在显微镜下可见的

板层间束状或条索状的染色涂层。21，与线性微裂纹

不同，束状微损伤分支广泛，无视骨显微结构边界并

穿过骨黏合线或骨板。6。。显微骨折表现为骨小梁

的完全断裂，几乎全部发生于老年人。

2骨微损伤的检测方法

2．1 普通光镜、荧光显微镜和激光扫描共聚焦显微

镜(LSCM)观察

通过光镜、荧光显微镜和激光扫描共聚焦显微

镜均能观察到线性微裂纹和弥散性微损伤，但荧光

显微镜能显示普通光镜下难以分辨的染色较浅的显

微损伤，荧光显微镜显示的损伤骨表面比率、损伤骨

厚度和损伤骨面积均大于普通光镜所示，这是由于

部分染色较浅的裂纹仅能在荧光显微镜下显示。与

光镜、荧光显微镜相比较，LSCM的优点是可以对不

同深度的平面进行连续扫描，对扫描后图象进行三

维重建，具有较高的空间分辨率，可以发现较小的裂

纹。⋯。但由大量密集相互交叉的超微裂纹聚集而

成的弥散性微损伤，即使是共聚焦显微镜也难以分

辨。在使用显微镜进行观察之前还需要对骨样本进

行染色等一系列处理，常用的染色方法有：碱性品红

染色法、醋酸铀酸铅染色法、品红荧光法和荧光染料

法。

碱性品红染色法使用溶于酒精中的碱性品红溶

液对微损伤进行染色，是检测骨微损伤的常用方法。

Frost应用大块标本骨染色技术来区分骨微损伤的

来源，因为只有切片前已存在的骨裂缝可以着色，而

切片过程中的人为裂纹不会着色，这样可以将切片

制备前已经形成的骨微损伤与切片制备过程中造成

的微损伤区别开来。这种染色方法优点是操作相对

简单而且经济，缺点在于往往染色过浅，给观察带来

一定困难。其主要步骤为：新鲜骨组织经乙醇固定

后，使用碱性品红溶液染色，再经甲基丙烯酸甲酯浸

泡包埋，最后经过锯片磨片封片处理后观测。染色

的深浅程度与染色溶液浓度、试剂种类、来源、染色

时间、染色时所处的负压大小、温度以及骨的密度有

关。此外，还有大块组织醋酸铀酸铅染色法归o、品

红荧光法和荧光染料法等。醋酸铀酸铅染色将微损

伤染成黑色，制成的骨组织切片可用扫描电镜来观
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察。而品红荧光法是在荧光显微镜下观察，这是因

为碱性品红既可以在透射光下显色，也可以吸收波

长为545 nm的光线，被激发后透过红色滤光片可看

到桔黄色的荧光⋯。该方法易于鉴别微损伤的各

种形态，并且可以进行准确的测量。由于品红染色

是一种占位的染色方法，因此它的位置特异性受到

影响，也不能反映裂纹生长的过程，荧光染料的动态

标记有望解决这些问题，常用的荧光染料有茜素、四

环素、钙黄绿素三种物质，它们可以和钙离子结合，

分别被激发出红色、黄色及绿色荧光。荧光染料可

用来观察损伤的修复情况，具有很好的位置特异

性18l，在动物处死前注射荧光染料进行标记，利用

不同荧光染料的连续标记可以计量裂纹的积累速率

和增长速度，也可以对新骨进行标记来反映骨的修

复和重建。荧光染色的敏感性大于等于品红染色，

这种方法可以准确的区分人为和本来就存在的显微

损伤。8 3。

2．2原子力显微镜(AFM)

原子力显微镜用于观察骨超微结构，其分辨率

可达1 Fin，能确定局部的微应变(¨8)大小，辨认出

微裂纹两侧的胶原蛋白／磷灰石边界11”。。

’L【m

图2原子力显微镜下骨小梁断裂面的形态学图

像㈨

Fig．2 AFM tomography image of the fractured

surface of a trabecula
10一

2．3扫描电子显微镜(SEM)

扫描电子显微镜可以用来观察重金属(如醋酸

铀酸铅)染色后的微损伤，在研究微裂纹扩展时，电

子显微镜有助于辨认出主裂纹周围骨基质中的损伤

区域。近年来，电子显微镜多用于观察金一钯溅射镀

层处理的骨样本一1。

2．4声发射技术(AE)

声发射技术通过压电转换器来检测骨微损伤，

685

图3 骨小梁微裂纹的扫描电镜图像，图中箭头

所示为原子力显微镜下图像在扫描电镜图像上

的对应区域。1
0J

Fig．3 SEM image of trabecular bone microcrack．

The insets show the corresponding AFM image

scaled to fit the dimensions of the SEM image。10]

它将弹性应力波转换成低振幅震荡电压，当震荡到

达事先设好的电压阈值时，产生了振铃信号。微裂

纹会释放大量的弹性波从而产生大量的振铃信号。

研究指出AE的波形(包括总能量、总振幅、第一和

第二能量以及振幅时间)可以用来区别骨组织中线

性微裂纹和弥散性微损伤的形成一。。

2．5 Micro—CT(肌CT)

与上述组织学观察需要制作骨的不脱钙切片相

比，Micro—CT是一种非破坏性的3D成像技术，不需

要制备切片而只需要简单的固定，可以在不破坏样

本的情况下清楚了解样本的内部显微结构，空间分

辨率达10 Ixrn，能精确计算出标本骨量参数，检测骨

结构参数，还能够动态观察微损伤，反应其随时间的

累及过程。Micro．CT与普通临床的CT最大的差别

在于分辨率极高，可以达到微米级别，并且成像范围

小，能够检测骨组织细微结构，为骨质疏松的诊断提

供更准确的依据，虽然该方法可以看到三维的图像，

但是价格昂贵，临床应用有一定的局限性。

增强Micro—CT使用x射线不能透过的造影剂，

能够发现结构上不连续的弥散性微损伤⋯1，常用的

造影剂有硫化铅、醋酸铅铀酰、硫酸钡、碘化物等，方

法是先取得骨样本，切成薄片后分组进行骨微损伤

造模，再体外注射造影剂，最后进行Micro—CT扫描。

硫化铅与醋酸铅铀酰中的铅和硫化铀酰能够沉积在

骨组织中暴露的所有孑L隙空间中，包括线性微裂纹

和弥散性微损伤中，与骨组织细胞外基质相比x射

线较难透过微损伤区域，从而达到检测微损伤的目

的。硫酸钡被认为是含铅染色的良好替代品，有着
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良好的生物相容性，适用于体内造影，分辨率达10

Ixm。1⋯。钡离子和硫酸根离子可在微损伤和脉管系

统的空隙中形成沉淀。从结果来看，由于x光很难

穿透硫酸钡沉积的损伤区域，与正常组织相比损伤

区域在Micro—CT中的像素强度得到了增强，使得

Micro—CT成像有了一个更适合的阈强度¨⋯。而碘

化物有一个能够结合阳离子的位点，因此能与骨组

织中的钙离子结合而标记微损伤，经过Micro—CT扫

描后可以发现微裂纹。

2．6 Micro—MRI(p。MRI)

Micro—MRI是一种非侵入性检查方法，与CT相

比，MRI没有电离辐射，而且骨与骨髓本身成像就对

比鲜明，这是因为骨髓中含有大量的水和脂肪组织。

高分辨率磁共振成像(high—resolution magnetic

resonance imaging，HR MRI)利用骨髓和骨小梁结构

的信号差异进行成像，在骨髓高信号的背景中骨小

梁显示为黑色网状结构，其分辨率可直接显示每根

骨小梁的结构形态11“。其主要特点是sJ,TL径(直径

<20 cm)、高分辨力(<100斗m)、高场强(>3T)，

能比普通MRI提供更多的信息，缺点是成像时间

长，灵敏度略低。

3 骨微损伤的形成与修复机制

3．1骨微损伤的形成

引起骨微损伤的主要原因大致有两种¨“：一种

是过度连续承载造成的疲劳损伤，另一种是各种机

械性损伤，如暴力撞击、假体或螺钉的植入等。五种

微损伤类型中，目前研究主要集中在线性微裂纹和

弥散性微损伤，值得注意的是，弥散性微损伤并不是

线性微裂纹形成的前体，在同样负荷加载的骨样本

上，它们出现在完全不同的区域。61，说明它们是完

全不同的两种微损伤类型，本文对这两种类型进行

阐述。

骨微损伤是如何形成的呢?骨微损伤发生于胶

原纤维或更低层次的分子水平上，首先发生胶原纤

维与骨细胞接触表面的松解，继而发生两者之问的

分离以及胶原纤维的分解。当有足够数量的裂纹形

成时，高倍镜下可观察到这些改变，随着这些裂纹的

不断积累和融合，经过染色后在低倍镜下就可以看

到这些改变¨⋯。骨微损伤是一把双刃剑，一方面如

果不能得到及时修复，微损伤将会在原有基础上不

断传播扩大，同时产生新的微损伤，形成正反馈(即

“弱化骨作用”。12])；另一方面能够分散能量以抵抗

脆性骨折的发生¨71(也称作“韧化机制”¨81)。弥

散性微损伤中骨基质可以将损伤限制在有限的区域

从而避免了破裂的进一步扩散以及基质的破坏¨⋯。

骨微损伤形成后，如果不能得到及时的修复，将

会逐渐累积并最终导致骨折，这取决于骨组织修复

能力、外界环境的影响以及微裂纹的大小。较小的

裂纹能够依赖骨组织自身修复能力进行修复，而当

疲劳损伤超过了骨组织自身修复能力之后，这种裂

纹将逐渐累积，并最终发展至应力性骨折，即疲劳性

骨折；外界环境也在骨折发生过程中起着重要作用，

Fyhrie等¨7。研究指出，移除载荷后人体压缩的椎体

松质骨至少可以恢复到原有94％的高度，说明显微

裂纹可以分散能量从而促进恢复和维持小梁整体的

结构；微裂纹的大小也影响着骨折形成过程，0’

Brien等¨引研究发现，骨单位是防止裂纹延长的屏

障，这种屏障作用取决于裂纹到达骨单位时的长度，

不超过100汕m的裂纹遇到骨单位周围的黏合线时

就会终止延长，而100～300 Ixm的裂纹在遇到黏合

线会沿着其延长并很快终止，大于300斗m的裂纹

能够穿过骨单位并从一个哈弗式系统发展到另一个

哈弗式系统，最终引起骨折。

3．2骨微损伤的修复

研究指出骨组织依靠基础多细胞单元(basic

multicellular unit，BMU)为基础的骨重建修复微损

伤，而骨重建是一系列反应过程的总称，包括破骨细

胞清除损伤区域形成吸收空腔，成骨细胞合成并分

泌骨基质，以及骨基质矿化沉积形成新骨填补吸收

空腔。骨重建能够维持体内钙磷代谢的平衡，清除

骨内的显微损伤以适应周围力学环境的改变，一些

学者认为骨内存在两种类型的骨重建旧⋯：即随机性

骨重建和靶向骨重建，前者不针对特定的部位，后者

针对特定的微损伤发生的部位，即有微损伤和骨细

胞形态学改变的部位。通常认为骨主要通过靶向骨

重建来修复微损伤，骨细胞感知力学变化和微损伤

后，先通过破骨细胞的吸收来清除骨，移除损伤组

织，随后成骨细胞移行至吸收部位分泌骨基质矿化

成新骨进行修复，这种修复方式可以根据力学需求

而变化成骨部位和数量。2“，从而定位清除微损伤。

由于显微结构和组织超微结构的不同，皮质骨

和松质骨的修复方式有所不同。Mori等。22 o指出狗

皮质骨上，微损伤的周围总是伴有吸收腔，而Goff

等口3。发现松质骨的微损伤远离吸收腔和骨小梁表

面，这可能是由于靠近骨端的裂纹先被修复，而远离

骨端的裂纹后被修复。

影响骨重建的一些因素可能会增加骨折的风
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险，Li等∞41研究发现在同样的负荷加载下，去卵巢

组大鼠骨微损伤较对照组明显增多，说明雌激素缺

乏与骨重建、骨微损伤的聚积密切相关，绝经后骨质

疏松性骨折就很可能是雌激素缺乏导致的骨重建加

快引起的，Schaffler等‘2引认为骨重建的加快会加速

微损伤的积累，导致吸收腔的增多，降低了骨强度，

进一步导致疏松骨的应力和应变增大，使得微损伤

增加。但抑制骨重建也会导致同样的结果，“等。2刮

使用二磷酸盐(如利塞磷酸盐、阿仑磷酸盐)等抗骨

质疏松药物，发现其在增加骨量的同时也可以抑制

骨重建从而造成骨微损伤的聚积，抗骨质疏松药物

的使用与非典型股骨骨折的发生有相关性。

那么骨微损伤是如何启动骨重建的呢?研究指

出微损伤可能会导致骨细胞凋亡从而启动了骨重

建口“，但不同微损伤类型对骨重建的影响不同。21：

线性微裂纹通过诱导细胞凋亡启动靶向骨重建，弥

散性微损伤不诱导细胞凋亡而启动随机性骨重建。

关于线性微裂纹诱导细胞凋亡的机制有许多不

同观点，Tami等。2副认为线性微裂纹破坏了骨细胞

之间小管液的运输，Herman等‘29。指出小管液的破

坏会造成细胞缺氧应激从而导致细胞凋亡。此外，

Herman等。21还认为与心肌、脑缺血等局灶性损伤机

制相类似，线性微裂纹直接横断了骨细胞导致其坏

死并进一步引起临近骨细胞凋亡。有学者认为凋亡

细胞附近的骨细胞能够释放核因子KB受体活化因

子配体(receptor activator of nuclear factor kappap

ligand，RANKL)，激活破骨细胞从而启动骨重建¨⋯，

因此骨细胞凋亡和作为“旁观者”的周围骨细胞释

放的破骨细胞激活信号这两者对于靶向性骨重建十

分重要H⋯。Taylor等"1。发现线性微裂纹及其两端

的流体流速高于完好骨骼，说明流体流动产生的剪

切力能够通过改变力学传导性启动骨重建。

而关于弥散性微损伤不导致细胞凋亡的原因尚

不明确，Herman等’21认为弥散性微损伤损伤长度短

(<1 tam)，不影响局部小管液运输以及骨细胞代谢

应激，从而不会导致骨细胞凋亡。seref-Ferlengez

等¨o建立大鼠尺骨弥散性微损伤模型，发现弥散性

微损伤不影响骨细胞的完整性，以及随着时间的推

移弥散性微损伤不断减少，证实了其在亚板层骨水

平上的自我修复能力。尽管这种自我修复能力的具

体机制尚不清楚，但可以合理的推测弥散性微损伤

区域与广泛的骨细胞网络紧密相关，机体以不同于

传统骨重建的方式来处理这种最常见的微损伤类

型018]。Kerschnitzki等¨2。发现骨细胞与基质矿物有
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着密切关系，弥散性微损伤区域的骨细胞可能通过

调节一些蛋白质的生成，如牙本质基质酸性磷蛋白一

1(dentin matrix acidic phosphoprotein 1，DMP一1)，细

胞外基质磷酸化糖蛋白(matrix extracellular

phosphoglycoprotein，MEPE)，骨桥蛋白(osteopontin，

OPN)等与矿化有关的蛋白质，使矿物沉积于小裂纹

中，通过快速直接的矿物桥接修复活体骨中的弥散

性微损伤H。。

3．3神经肽与骨重建

微损伤形成后，由于骨骼本身具有功能适应性，

一方面能够通过骨细胞局部网络修复微损伤以应对

外界环境的变化，避免其进一步恶化以及骨折的发

生。另一方面，骨组织中分布广泛的外周神经及其

分泌的神经肽也在骨重建过程中发挥着重要的调节

作用∞⋯，在微损伤形成及修复过程中部分神经肽表

达上调，这些神经肽可能作为微损伤形成后神经性

修复反应的重要组成部分，调节微损伤修复过程中

的靶向性骨重建，影响负荷加载后的修复性新骨形

成。研究发现骨折局部P物质(substance P，SP)、降

钙素基因相关肽(calcitonin gene—related peptide，

CGRP)、神经肽Y(neuropeptide Y，NPY)阳性纤维

数量明显增加”“，说明它们与骨重建及骨折愈合关

系密切，虽然目前尚无血管活性肠肽(vasoactive

intestinal polypeptide，VIP)阳性纤维与骨折愈合的

相关报道，但VIP与CGRP免疫反应阳性的神经纤

维同样分布于骨膜各层，研究也证实VIP对实验诱

导骨关节炎的骨结构具有保护作用∞“，说明VIP可

能参与骨重建过程，下面分别阐述这四种神经肽在

骨重建中的可能作用机制。

在骨折愈合过程中，SP样神经纤维与毛细血管

一同出现在新生骨组织的周围，除了调节局部血流

量影响骨折修复外，其受体NK一1也表达于成骨和

破骨细胞¨“，尽管sP对成骨细胞作用存在争议，但

大多数研究认为它既能增强成骨细胞功能，也能够

增强破骨细胞功能，提示在骨折愈合过程中它可能

参与调控成骨和破骨细胞功能的平衡。3“，体外培养

条件下SP可以提高成骨细胞或破骨细胞内钙离子

浓度。3“，其具体机制有待进一步探讨。此外，SP可

以上调修复细胞内生长因子及其受体mRNA的表

达而增强修复细胞活性，促进机体组织愈合。

CGRP通过与受体结合调节成骨细胞和破骨细

胞分化及功能，进而对骨重建过程产生影响，其主要

作用是：促进成骨细胞分化增殖，抑制破骨细胞活

性。Sample等∞引研究发现大鼠右侧尺骨负荷加载
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会引起双侧骨组织中CGRP浓度升高，伴有肢体远

端双侧未加载长骨的骨形成作用增强，而臂丛神经

阻滞能显著降低血清中骨重建标志物抗酒石酸酸性

磷酸酶5 b(tartrate—resistant acid phosphatase 5 b，

TRAP5b)水平，削弱骨形成作用，证实了CGRP对骨

形成的促进作用。Villa等。4叫发现CGRP可以明显

刺激体外培养的人成骨细胞样细胞的cAMP水平，

通过cAMP／PKA信号途径影响成骨细胞的代谢，而

成骨细胞中上调的cAMP还可以增加CGRP的表

达，自分泌作用于成骨细胞，形成正反馈1 41]。Lian

等H2 o利用施加CGRP和IL一1B的培养基，对成骨和

破骨细胞进行体外培养发现IL一113可以明显刺激破

骨细胞骨吸收，而CGRP可剂量依赖性抑制IL一1$

介导的骨吸收作用。Cornish等H 3。通过体外培养破

骨细胞，进一步证明CGRP可直接与破骨细胞降钙

素受体结合，抑制破骨细胞骨吸收活性。

NPY在外周可作用于成骨细胞Y1受体抑制骨

形成，引起骨量丢失，降低骨强度。但有研究发现，

NPY可显著促进骨折愈合，Sousa等M4。观察到NPY

Y1R基因种系敲除鼠出现了骨折愈合延迟现象，认

为可能是由于Y1R基因敲除后巨噬细胞功能受到

影响，使得TNF一仅的产生降低，进一步导致骨折愈

合过程中炎症反应期的推迟。Long等旧41认为在炎

症反应期NPY阳性纤维的增加可能会促进细胞增

殖以及血管生成，从而促进骨痂形成。

Sample等H纠研究发现大鼠右侧尺骨负荷加载

10天后双侧骨组织中VIP浓度升高，而与CGRP作

用相似，VIP也能够促进骨形成，抑制骨吸收。VIP

可通过诱导成骨细胞中cAMP合成增加使碱性磷酸

酶mRNA表达上调和活性升高，增强成骨细胞活

性。此外，VIP不仅可以通过抑制甲状旁腺激素、维

生素D3的作用降低成骨细胞RANKL和破骨细胞

核因子KB受体活化因子(receptor activator of

nuclear factor kappal3，RANK)的表达，还可以通过增

加成骨细胞表达骨保护蛋白(osteoprotegerin，OPG)，

抑制破骨细胞分化增殖以及活性，抑制骨吸收‘4⋯。

4总结和展望

从1960年Frost首先提出骨微损伤的概念到现

在这半个世纪以来，骨微损伤的检测从简单的组织

学染色不断发展至运用p．CT、tAMRI检测等方法，其

分辨能力、特异性和准确程度都有了极大的提高，无

创、准确和经济的体外检查是今后发展的方向，使早

期发现骨显微结构的改变成为可能，从而进行干预

降低病人骨折风险。在骨微损伤五种类型中，线性

微裂纹和弥散性微损伤是最常见也是研究最多的类

型，但两者的修复方式完全不同，具体机制仍处于研

究探索中。随着技术手段的不断发展，骨微损伤的’’

检测会更加简便和准确，骨微损伤在机械与生物学

之间的复杂作用也将得到更深入的研究，这对于骨

质疏松的早期诊断、治疗以及预防骨质疏松性骨折

的发生都具有重要意义。
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