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·论著·

唑来膦酸、聚乳酸一羟基乙酸聚合物、|3一磷酸三钙复合
支架修复去势大鼠股骨干骺端骨缺损的实验研究

王希明 刘波+ 崔振红 潘琦

济南市的第四人民医院，骨科250031

中图分类号：R965 文献标识码：A 文章编号：1006—7108(2017)08—099l—05

摘要：目的唑来膦酸、聚乳酸一羟基乙酸聚合物、p一磷酸三钙(zA、PLGA、B—TcP)复合支架对去势大鼠股骨干骺端骨缺损

的修复作用。方法雌性sD大鼠经过双侧去卵巢手术后饲养3个月建立骨质疏松模型，随后在大鼠双侧股骨干骺端建立直

径为3 mm圆形骨缺损，上述大鼠随机分为4组；分别置入zA、PLGA支架，p—TcP支架和zA、PLGA、p—TcP复合支架，不置入

支架材料的为对照组。术后12周取材，通过Micro—cT扫描重建和病理组织学评价三组支架材料的成骨作用。结果 术后观

察发现空白对照组骨缺损未修复，骨缺损断端硬化，而其他3组骨缺损均有不同程度修复。植入骨质疏松大鼠体内12周后，

三组材料随着材料的降解均有新生骨长入，且三组新骨生成率均显著优于对照组(P<0．05)，缺损区域都有较高BV／TV、Tb．

Th、Tb．N、conn．D、骨矿化沉积率(MAR)和较低的Tb．sp，其中以zA、PLGA、B-TcP组最高。Micro—cT和病理组织学结果提示

zA、PLGA、p—TcP组骨修复效果较zA、PLGA与B—TcP组更好。结论 zA、PLGA、p—TcP复合支架具有明显促进去势大鼠股

骨干骺端骨缺损修复的作用。

关键词：唑来膦酸；聚乳酸一羟基乙酸聚合物；B一磷酸三钙；去势大鼠；骨缺损

Experimental study of zoledronic acid／poly (1actic-co-glycolic acid)／B-tricalcium phosphate

composite scaffold on the repair of femoral metaphyseal defect in oVariectomized rats

WANG Ximing，LIU Bo+，CUI Zhenhong，PAN Qi

Departments 0rthopedic Surgery，The Fourth People’s Hospital of Jinan City，Jinan 25003 l，China

Corresponding author：LIU Bo，E—mail：1366531 1878@163．com

Abstract：Objective To study the eff色ct of zoIedronic acid／poIy(Iactic—co—gIycoIic acid)／B—tficalcium phosphate(zA／PLGA／

B—TCP)composite scaffold on the repair of femur metaphyseal defect in ovariectomized rats． Methods 0Variectomized female

SD rats were fed for 3 months to establish osteoporosis model，then mund bone defect of 3 mm diameter was established in bilateml

femur metaphysis of rats． The rats were randomly divided into 4 groups． The ZA／PLGA scaffold was implanted throu曲open

opemtion in￡o the bone defects in Gmup ZA／PLGA，Gmup p—TCP was implanted wi出p—TCP scaf硒1d，Group ZA／PLGA／p—TCP

was implanted with zA／PLGA／p—TCP composite scaffold，and the control group did not haVe any implant． TwelVe weeks after

operation，osteogenesis was evaluated by Micro—CT scanning and hist叩athological evaluatiOn．1tesults ObserVatjon found no

repair but sclerosis of bone ends in the control group while bone repair of different extents
was obserVed in tlle other 3 groups．

Twelve weeks after the implantation，compared wim the control gmup，the three implanted gmup had significantly greater new bone

fo珊ation rate(P<0．05)，and higher BV／TV，Tb．Th，Tb．N，Conn． D and bone mineralization deposition rate(MAR) and

lower Tb．Sp at the def色ct areas，with the highest obserVed in the ZA／PLGA／p-TCP group．Micro—CT and histopathologicalresult

showed that the ZA／PLGA／B—TCP group had better bone repair than me ZA／PLGA and me p—TCP gmups． Conclusion zA／

PLGA／B—TCP composite scaffolds can significantly improVe the repair of femur metaphyseal bone defects in oVariectomized rats．

Key words： zoledronic acid；Poly(1actic co glycolic acid)；p—tricalcium phosphate；oVariectomized rats；Bone defect

骨质疏松症(osteoporosis，0P)是因多种原因引

发的一组以骨量减少、骨脆性增加及骨微结构变化

$通讯作者：刘波，Email：13665311878@163．com

为基础病理的代谢性骨病变疾病，病人临床主要表

现为腰背疼痛、身长缩短、驼背及骨折并发症。随着

世界经济的快速发展、人类生活水平及卫生事业水

平巨大提高，人们的年龄也在不断的提高，骨质疏松
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的发病率越来越高。据最新的调查统计数据显示，

我国60岁以上人群中0P的发病率高达56％，已成

为威胁老年人群生活质量的重要疾病因素。11。骨

质疏松症或骨密度减低症人群中骨缺损常常愈合不

佳，往往需要更长的时间。2。。因此一种合适的骨生

物材料的使用可以对增加骨缺损的愈合速度与愈合

质量具有显著的临床意义。我们早期使用唑来膦酸

(zA)干预骨质疏松大鼠股骨干骺端骨缺损时可以

增加骨缺损的愈合。3o，但是和正常的骨代谢下骨组

织的愈合相比，尚有不足之处；单纯的骨生物材料

B．磷酸三钙(p．TcP)也可以促进骨质疏松骨缺损的

愈合‘41，鉴于此我们假设唑来膦酸和B—TcP联合使

用可以明显加速骨质疏松骨缺损的愈合。本研究使

用去卵巢的方法诱导大鼠骨质疏松，在骨质疏松模

型的基础上建立双侧股骨干骺端骨缺损，植入zA、

聚乳酸．羟基乙酸聚合物(PLGA)、B-TcP复合人工

骨，用修复结果来验证我们假设。

1材料和方法

1．1实验动物

选择3个月龄的健康成年雌性SD大鼠50只，

体重为220～270 g(清洁级，上海斯莱克公司中心

提供)。实验开始前，正常饮食和饮水，光照和黑暗

各12 h，温度为(23±2)℃，适应性喂养1周后进行

实验。

1．2实验设备及材料

双能X线骨密度检测仪(美国HOLOGIC公

司)；显微CT(Micro．CT，SCANCO Medical AG公司，

瑞士)；冷冻干燥机(德国CHIST—ALPHAl_4)；聚乳

酸一羟基乙酸聚合物(PLGA)山东岱罡生物技术公

司；B．磷酸三钙(p．TCP)山东岱罡生物技术公司；

唑来膦酸盐(生产厂家：国药集团国瑞药业有限公

司；国药准字：H20041955)；钙黄绿素(sigma，美

国)，25％戊二醛，丙酮，乙醚。

1．3实验方法

1．3．1大鼠骨质疏松模型的建立：制作骨质疏松雌

性大鼠模型，具体如下‘51：随机选取5只为假手术

组，切开背部皮肤暴露双侧卵巢，不予摘除直接缝

合；其余45只大鼠接受双侧卵巢摘除术。术后饲养

12周。45只去卵巢大鼠中随机选择5只为模型组。

这两组的大鼠均处死检测股骨的骨密度，达到骨质

疏松诊断标准即认为造模成功。

1．3．2 zA、PLGA、B．TCP复合材料的制备：使用电

子天平称量一定重量纯化后的PLGA粉末，将其加

入相当于其本身质量10倍的1，4二氧六环溶液之

中，磁力搅拌充分混匀，能够使PLGA粉末充分溶人

到1，4二氧六环溶液之中，制成混合溶液，静置12 h

后。再使用电子天平称量与PLGA粉末等重的B—

TcP粉末和相当于B—TcP粉末质量8％的zA粉末，

加入到混合溶液中。使用自动搅拌机器将以上配比

完成的混合溶液强烈搅拌，直至形成均匀的糊状浆

液，再次超声混匀，封闭容器，静置约4 h。取出置入

冷冻干燥机里干燥72 h。干燥完成后将材料取出使

用去离子水洗去Nacl，间隔1 h换水，直至使用

AgNO，检测不到NaCl为止，再次置入冷冻干燥机中

干燥48 h，取出放入4℃冰箱中保存备用，至此制

作成功zA、PLGA、B．TcP复合材料。61。按照上述方

法制成zA、PLGA复合材料。

1．3．3 股骨干骺端骨缺损模型的建立及zA、

PLGA、B．TcP复合材料干预：将已经成功建立骨质

疏松模型的40只雌性大鼠，随机均分成对照组，

ZA、PLGA组，p—TCP组及ZA、PLGA、B．TCP组，所有

大鼠在双侧股骨干骺端建立骨缺损。后腿备皮，碘

伏消毒，股骨髁部外侧切开皮肤及皮下组织，钝性分

离至肌层，分离肌肉并直达骨面，用手触摸感知关节

部位，确认股骨髁部外侧，定位后采用骨钻钻头钻孔

(直径3 mm，深度6 mm)制造圆形骨缺损¨。，zA、

PLGA组，B—TcP组及zA、PLGA、B．TcP组分别植入

相应的骨材料。确认无活动出血点后分层缝合，关

闭腹腔后碘伏消毒。术后肌注2万U／kg庆大霉

素，1次／d，持续3 d。所有大鼠在处死前第18天以

及处死前第5天，每日分别腹腔内注射15 mg／kg

剂量的钙黄绿素。本实验所使用的药物剂量参考以

前发表的治疗骨质疏松效果明显的文献中所使用剂

量‘81。术后3个月采用断颈法处死所有大鼠，获取

双侧股骨标本，对其进行Micro．cT检查并对标本进

行切片及HE染色。

1．4 Micro—CT检测

所有存活的大鼠在术后3个月时处死，完整取

下大鼠双侧股骨，剔除周围软组织，生理盐水冲洗

后，采用10％的多聚甲醛固定用于Micro—CT检测。

将左侧股骨置于扫描床上，扫描兴趣区为扫描完成

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(CT An software)进行定量分

析。获得大鼠股骨远端缺损区域感兴趣区域骨微结

构参数骨体积分数(bone v01ume／total volume，BV／

TV)、骨小梁厚度(trabecularthickness，Tb．Th)、骨小
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粱数量(trabeculae number，Tb．N)、骨小粱分离度

(trabecular spacing，Tb．Sp)、连接密度(connective

density，Conn．D．)。

1．5组织学检测

待所有股骨经过Micro—cT检测后，所有标本用

4％多聚甲醛固定，EDTA脱钙液中浸泡，每3～4天

换液1次，连续脱钙4周，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。不脱钙骨组织包埋块修整后置

于硬组织切片机沿股骨纵轴冠状面切片，清洗打磨

抛光，切片最终厚度约为30～40斗m，切片在荧光显

微镜及光镜下观察。使用Image-Pro Plus 6．0全自

动图像分析仪对骨矿化沉积率(MAR)进行计算。

1．6统计学处理

采用SPSS软件(版本19．0，Chicago，IL)进行统

计分析，Image—ProPlus 6．0(Media Cybernetics，美国)

软件对图像进行定量分析。通过独立￡检验来对两

组实验结果的进行比较，P<O．05代表差异具有统

计学意义。

2 结果

2．1 去卵巢术后3个月各组大鼠骨密度结果

993

手术后经过12周的喂养，假手术组与去卵巢模

型组大鼠股骨的骨密度分别为0．205±0．010 g／cm

2，0．188±0．006 g／cm 2，两组之间比较P<0．01，差

异有统计学意义。说明成功制备大鼠骨质疏松模

型。

2．2 Micro．cT三维重建分析及骨微观参数

我们通过Micro—cT对感兴趣区域进行三维重

建，重建的结果如图1所示，通过内置软件计算的骨

微观参数如表1所示。我们可以通过观察图l明显

地发现ZA、PLGA组，p．TCP组及ZA、PLGA、p—TCP

组缺损区域新生骨明显多于对照组，而且新生骨组

织联系紧密，骨小梁更粗。12周时，我们明显可以

观察到zA、PLGA、B—TCP有着最多的新生骨及最小

尚存在的骨缺损。骨微观参数更加明显的表明ZA、

PLGA、B—TcP组有最高的BV／TV、Tb．Th、Tb．N、

conn．D和最低Tb．sp，而对照组有最高的Tb．sp

和最低BV／TV、Tb．Th、Tb．N、Conn．D。和ZA、

PLGA组，p—TCP组比较，ZA、PLGA、p—TCP组骨微

观参数差异有明显的统计学意义，这些表明使用

zA、PLGA、B．TcP复合材料以明显增加骨质疏松大

鼠骨缺损修复速度。

图1 4组大鼠材料干预12周后左侧股骨干骺端骨干骺端感兴趣区域Micm．CT三维重建结果

(A：未用药组；B：B-TCP组；c：zA、PLGA组；D：zA、PLGA、B·TCP组)

Fig．1 Twelve weeks after the implantation，the Micro—CT 3
D reconstruction of bone in the left

fbmoral metaphysis region of interest in each group

(A：Control group；B：B—TCP group；C：zA／PLGA gm“p；D：zA／PLGA／p—TCP group)

表1药物治疗12周时，各组大鼠左侧股骨干骺端感兴趣区域骨微观参数情况

Table 1 At the l 2th week of drug treatment，the micro—parameters of bone in the left femoral

metaphysis region of interest in each group

注：与对照组组比较，+P<O．05；与B．TcP组比较，4P<0．05；与zA／PLGA组比较，8P<O．05。
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2．3组织切片观察结果

大鼠左侧股骨缺损区域经过HE染色结果如图

2所示，我们可以清楚发现zA、PLGA、p—TCP组股骨

远端缺损区骨小梁的量远远大于对照组组，且骨小

梁之间联系紧密，排列有规律，骨材料剩余更少；切

片的观察结果进一步证实Micro—cT的结果。荧光

共聚焦显微镜的观察的结果如图3所示，通过

Image．Pro P1us 6．0计算言zA、PLGA组，p—TcP组及

zA、PLGA、B—TCP组的结果分别为：0．91±0．10，

1．07±0．11，1．28±0．16和1．51±0．19，通过SPSS

软件统计表明各组之间差异有统计学意义(JP<

0．001)，这表明zA、PLGA、B—TcP复合材料可以加

速缺损区域新牛骨组织的矿化一

一一一糯粼
震 c嚣然蔫蓊瓣
图2 4组大鼠材料干预12周后左侧股骨干骺端骨干

骺端缺损区域HE切片观察结果

(A：未用药组；B：p—TCP组；c：zA／PLGA组；D：ZA／PLGA／B-

TCP组)

Fig．2 Twelve weeks after the impIantation， the

histopathological results of bone in the left femoral

metaphysis region of interest in each group

(A：Control group；B：B-TCP gro“p；C：zA／PLGA gro“p；D：

zA／PLGA／p—TcP gm“p)

3 讨论

本次实验中使用雌性sD大鼠经过去卵巢手术

后，在正常环境下喂养12周通过检测股骨骨密度的

变化来验证骨质疏松模型建立是否成功。随后在去

卵巢大鼠的双侧股骨干骺端建立标准化的骨缺损，

分另0植入ZA、PLGA，B—TCP及zA、PLGA、p-TCP骨

生物材料，通过骨缺损区域骨生物材料来影响局部

骨代谢，12周后处死大鼠取下双侧股骨行Micro—

CT、组织学检测，实验的结果表明相对于单独使用

图3 4组大鼠材料干预12周后左侧股骨干骺端骨干

骺端缺损区域骨矿化结果

(A：未用药组；B：B—TcP组；C：zA／PLGA组；D：zA／PLGA／B—

TCP组)

Fig．3 Twelve weeks after the implantation， 山e bone

mineralization in the left femoral metaphysis region of

interest in each group

(A：control gmup；B：B—TcP gmup；C：zA／PLGA gro“p；D：

ZA／PLGA／B—TCP gro“p)

zA、PLGA，p—TcP，zA、PLGA、p-TcP复合材料的使

用可以更好加速骨质疏松骨缺损的愈合。

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。91。但无论

哪种骨质疏松症，骨形成和骨吸收的平衡打破了，都

将影响骨质最终导致一系列的病理性骨折如常见的

骨质疏松骨折。骨质疏松性骨缺损愈合较普通创伤

性骨缺损愈合时间延长，效果差，靠自身骨代谢修复

会造成骨延迟愈合或不愈合，甚至影响患肢的功能，

这类疾病往往需要植骨。骨质疏松骨缺损由于其特

殊性，目前主要通过药物或者局部的人工骨材料的

植入来干预其修复进程。但是两者都有不足之处，

虽然单纯的骨生物材料如B—TCP具有良好的生物

相容性、容易生物降解吸收、具有骨传导性以及无毒

副作用，被视为优良的骨替代材料“”1。但是其诱导

能力有限，特别是对骨质疏松骨缺损这类特异性的

骨缺损时更加不适合，在B—TcP基础上进行改变是

一种非常合适的方法。

唑来膦酸因其具有强大的抗骨质吸收的作用而

常用于骨质疏松的防治，最近的几项研究表明唑来

膦酸可以不同程度增加不同部位的骨密度，显著降
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低髋部、椎体和非椎体骨折达到50％⋯’”j。唑来

膦酸对骨矿化表面尤其是骨转换活跃区有高度亲和

力，主要作用于破骨细胞，促进破骨细胞凋亡，抑制

骨吸收。使用唑来膦酸干预后血清中骨吸收标志物

尿I型胶原氨基末端肽(NTx)、血I型胶原c端

肽(CTx)和骨形成标志物骨碱性磷酸酶(BAP)水

平均下降¨“。我们的实验证实了局部使用唑来膦

酸可以明显加速骨缺损的修复，加速局部骨矿化。

我们实验中使用的zA、PLGA、B．TcP复合材料

修复效果明显优于单独的材料，原因可能在于唑来膦

酸虽然可以抑制局部破骨细胞活性，但是其促进成骨

的能力不佳；8．TcP由于其降解能力在骨质疏松状态

下明显下降，12周时还可以见到大量的白色颗粒，因

此限制了其修复骨缺损的能力，同时由于B—TcP降解

减慢会占用了新生骨组织的区域，因此进一步减慢缺

损的愈合。zA、PLGA、B—TcP复合材料结合各自的优

点，唑来膦酸可以充分发挥其抑制破骨的能力，相对

而言成骨能力增强，加速B-TcP的降解，降解下来的

ca、P离子能进入活体循环系统形成新生骨，因此互

相作用，最终加速骨缺损的愈合。

本次试验也有其局限性，首先我们实验使用的

大鼠数量有限，且时间较短，12周之后动物骨缺损

修复的具体情况不知。我们没有进一步从生化角度

进一步观察骨骼的具体改变，同时也没有进一步探

索机制。最后我们实验使用的zA剂量参考别的实

验中使用的剂量，同时治疗骨缺损修复最佳的药物

剂量也不得而知，进一步确定最佳剂量也是下一步

要考虑的事。

综上所述，本次试验虽然没有从机制，生化方面

进一步研究zA、PLGA、B．TcP复合材料修复骨质疏

松骨缺损，但是这次试验从体内很好的证zA、

PLGA、B—TcP复合材料可以促进骨量的增加、加速

骨组织的矿化来加速骨质疏松骨缺损的修复，该复

合材料在临床的使用有巨大的潜力。
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