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结合雌激素对去势大鼠骨折愈合生物力学指标的影响
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　　【摘要】　目的　探讨结合雌激素（倍美力）对去势大鼠骨折愈合及骨痂生物力学指标的影响。方法　采用５４

只６月龄雌性大鼠，分为倍美力组、伪手术组和去势组。倍美力组和去势组大鼠均切除两侧卵巢，切除后第８周，各

组大鼠均实施右侧股骨骨折，同时倍美力组按０．０６５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）给予倍美力药物灌胃。３组均在实施骨折后第２、

４、６、８周随机处死大鼠，取其右侧股骨行Ｘ射线照片观察骨痂变化，测定软骨痂及骨折断端骨痂吸光度、骨痂Ⅰ型

胶原阳性表达积分吸光度及骨折后第８周右股骨的生物力学指标。结果　Ｘ线片显示，倍美力组和伪手术组骨痂

密度在骨折后各时期均高于去势组；倍美力组在骨折后第８周的软骨痂吸光度和骨折断端骨痂吸光度均低于去势

组，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），而与伪手术组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；去势组的骨痂Ⅰ型胶

原阳性表达积分在骨折后各时期均低于倍美力组与伪手术组，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），而倍美力组

与伪手术组的表达比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；倍美力组的破坏强度、弯曲弹性模量、刚度系数均优于去势

组，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），而与伪手术组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　结合雌激素

可使骨痂中Ⅰ型胶原合成增多，使骨的柔韧性增加、硬度增加，最终改善骨的生物力学性能。
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　　绝经后雌激素下降对骨修复重建的影响受到了广泛的关

注，有报道显示雌激素对骨折愈合有着重要的调节作用［１２］。

而骨折愈合后的生物力学特性是反映骨生长代谢的一个重要

指标。本实验通过切除大鼠两侧卵巢模拟妇女绝经状态，建立

绝经后骨质疏松性骨折的动物模型，探讨结合雌激素在骨质疏

松性骨折愈合中对骨痂生物力学指标的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　５４只体质量为２８０～３８０ｇ的６月龄

雌性大鼠，随机分为倍美力组、伪手术组、去势组，每组各１８

只。喂食颗粒饲料，动物房定期消毒和通风，１２ｈ间隔照明，
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室温控制于１９～２２℃。

１．２　建立骨质疏松性骨折动物模型　大鼠予以氯胺酮（０．１

ｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉成功后，两侧腰背部切口进入腹腔。伪手

术组仅切除少许脂肪组织，倍美力组与去势组则切除两侧卵

巢。将所有切除的卵巢组织制成石蜡切片，显微镜观察证实切

除组织为卵巢。去势后８周进行阴道细胞学检查。实施手术

后８周，３组大鼠均暴露右侧股骨中段，在氯胺酮（０．１ｇ／ｋｇ）麻

醉下横行切断，然后克氏针髓腔逆行内固定，术后自由活动和

进食。骨折后第２天开始给予灌胃，每日１次，连续８周。去

势组及伪手术组均给予１．５ｍＬ生理盐水灌胃，倍美力组给予

０．０６５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）倍美力灌胃。

１．３　方法

１．３．１　Ｘ线观察　实施骨折后第２、４、６、８周，每组随机处死４

只大鼠，取右侧股骨全长行Ｘ射线照片，观察骨痂变化。

１．３．２　骨痂吸光度测定　使用 ＭＤＸ３Ａ黑白密度计测定右

侧股骨软骨痂吸光度，以骨折线长为直径，取离骨折线１／２直

径距离的四点照射；测定骨折断端骨痂吸光度，取离骨折端

０．５个骨横径照射。

１．３．３　骨痂Ⅰ型胶原阳性表达积分吸光度测定　骨折模型建

立后第２、４、６、８周，每组随机处死４只大鼠，取右侧股骨中段

的骨痂组织，制备成石蜡切片。免疫组化检测采用Ｉ型胶原

ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德公司），按说明书中的标准步骤操

作。观察Ⅰ型胶原的表达，细胞质或细胞间质内出现棕黄色或

深棕黄色者为阳性。每张切片随机选取１０×４０倍下５个不重

叠视野，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．０１的图像分析系统对阳性染色的

强度进行半定量测定，记数Ⅰ型胶原阳性表达的积分吸光度。

积分吸光度是平均吸光度与面积的乘积，可以反映蛋白表

达量。

１．３．４　生物力学指标测定　取实施骨折后８周的大鼠右侧骨

折股骨，拔出固定针后予以生理盐水纱布包裹，放入－２０℃的

冰柜保存备用。次日使用电子万能实验机、高精度数字位移

计、１０ｋｇ力传感器、ＸＹ函数记录仪对骨折股骨进行三点弯

曲实验。加载速度２ｍｍ／ｍｉｎ，支座间距２４ｍｍ。测定刚度系

数、破坏强度、破坏桡度、弹性模量、破坏能量吸收５项生物力

学指标。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处理

和统计学分析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方

差分析；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　一般结果　倍美力组和去势组所切除的组织经病理切片

证实为卵巢组织。切除卵巢后８周阴道细胞学观察，倍美力组

和去势组显示：上皮细胞几乎无表层细胞，以底层细胞为主，呈

雌激素缺乏状态；伪手术组显示：雌激素水平先升高后下降，呈

周期性改变。５４只大鼠除５只死亡，其余４９只大鼠均完成实

验。各组大鼠在实施骨折手术前、后体质量比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５），骨折部位均在股骨中分，显示各组大鼠除药

物因素外其余条件均相同，具有可比性。

２．２　Ｘ线片观察　去势组骨痂密度在骨折后各时期均低于倍

美力组和伪手术组，８周时去势组骨折线仍较清晰，伪手术组

和倍美力组骨折线模糊、甚至消失。见图１。

２．３　骨痂吸光度

２．３．１　各组大鼠骨折后不同时期软骨痂吸光度比较　骨折后

第８周，去势组软骨痂吸光度高于倍美力组，组间比较差异有

统计学意义 （犘＜０．０５）；倍美力组与伪手术组软骨痂吸光度比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；倍美力组软骨痂吸光度随骨

折时间的增加而降低。见表１。

　　注：Ａ为去势组；Ｂ为伪手术组；Ｃ为倍美力组。

图１　实施骨折后第２周和第８周各组大鼠骨折Ｘ线片

表１　各组大鼠骨折后不同时期软骨痂吸光度比较（狓±狊，Ａ）

组别 狀 第２周 第４周 第６周 第８周

倍美力组 １８１．７６±０．０９ａｂ１．６８±０．０２ａｂ ０．７６±０．１７ ０．４５±０．２１ａ

伪手术组 １８ １．３３±０．１２ ０．８３±０．１１ ０．８９±０．２１ ０．３８±０．１５ａ

去势组 １８ ０．９９±０．１８ １．１４±０．１５ｂ ０．６０±０．１４ ０．８０±０．２３

　　注：与去势组比较，ａ犘＜０．０５；与伪手术组比较，ｂ犘＜０．０５。

２．３．２　各组大鼠骨折后不同时期骨折断端骨痂吸光度比较　

各组的骨折断端骨痂吸光度均随骨折时间增加而降低。骨折

后各时期，去势组的骨折断端骨痂吸光度均高于倍美力组和伪

手术组，且骨折后第６、８周组间比较差异均有统计学意义（犘

＜０．０５）。骨折后各时期，倍美力组与伪手术组骨折断端骨痂

吸光度比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠骨折后不同时期骨折断端骨痂

　　的吸光度（狀＝１８，狓±狊，Ａ）

组别 第２周 第４周 第６周 第８周

倍美力组 ０．４８±０．０７０ ０．４２±０．０６９ ０．３５±０．０４９ａ ０．３３±０．０４６ａ

伪手术组 ０．４６±０．０８０ ０．４３±０．０７２ ０．３７±０．０７４ａ ０．３４±０．０７２ａ

去势组 ０．５５±０．０７７ ０．５２±０．０８０ ０．５１±０．０６８ ０．４９±０．０５４

　　注：与去势组比较，ａ犘＜０．０５。

表３　各组大鼠骨折后各时期骨痂Ⅰ型胶原阳性表达积分

　　吸光度比较（狀＝１８，狓±狊，Ａ）

组别 第２周 第４周 第６周 第８周

倍美力组 ３１５．８４±５６．３１ａ ３３５．４３±７８．９４ａ ２９０．４２±４２．２８ａ ２６２．４０±５４．８４ａ

伪手术组 ３０４．３１±６７．５９ａ ３２３．８５±５７．１８ａ ３００．１３±４６．０７ａ ２６８．７２±４２．８２ａ

去势组 ２５２．８８±５１．６５ ２６８．０８±５７．０８ ２３２．４６±２８．５４ ２２７．７０±３９．８７

　　注：与去势组比较，ａ犘＜０．０５。

　　注：Ａ为Ⅰ型胶原在软骨细胞胞浆表达（×４００）；Ｂ为Ⅰ型胶原在

骨小梁表达（×１００）；Ｃ为去势组骨折后第２～８周Ⅰ型胶原表达（×

１００）；Ｄ为倍美力组骨折后第８周Ⅰ型胶原表达（×１００）；Ｅ为倍美力

组骨折后第４周Ⅰ型胶原表达（×１００）；Ｆ为倍美力组骨折后第６、８周

Ⅰ型胶原表达（×１００）。

图２　Ｉ型胶原在骨组织的表达
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２．４　各组大鼠骨折后各时期骨痂Ⅰ型胶原阳性表达积分吸光

度比较　骨折后各时期，去势组Ⅰ型胶原阳性表达积分吸光度

均低于倍美力组与伪手术组，组间比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）；倍美力组与伪手术组各时期Ⅰ型胶原阳性表达积

分吸光度比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表３。Ⅰ型

胶原在骨组织的表达，见图２。由图２Ｃ可见，去势组骨折后第

２～８周 Ⅰ型胶原均主要在软骨细胞表达；由图２Ｄ可见倍美

力组骨折后第８周，Ⅰ型胶原在软骨细胞表达较少，与伪手术

组相似；由图２Ｅ可见，倍美力组骨折后第４周，Ⅰ型胶原主要

在成骨细胞表达，软骨细胞也有少量表达，与伪手术组相似；由

图２Ｆ可见，倍美力组骨折后第６、８周，Ⅰ型胶原主要在骨痂周

边组织、骨小梁中表达，与伪手术组相似。

２．５　各组大鼠骨折后８周各项股骨生物力学指标比较　倍美

力组的破坏强度、弯曲弹性模量、刚度系数均优于去势组，组间

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。倍美力组和伪手术组间

各项指标比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

表４　各组大鼠骨折后８周各项股骨生物力学指标比较（狀＝１８，狓±狊）

组别 刚度系数（Ｎ·ｍｍ２） 破坏强度（Ｍｐａ） 破坏能量吸收（Ｎ·ｍｍ） 弯曲弹性模量（Ｇｐａ） 破坏桡度（ｍｍ）

倍美力组 ３７６１０．３４±３３７６．２９ａ １２．５５±４．３２ａ ２３．９１±１５．０４ ４８０．５６±１２５．７４ａ １．０３±０．７６

伪手术组 ８９６６．７５±４９０５．００ ８．４６±３．６７ ２４．２４±１３．３０ １１７．６７±６９．１５ａ １．４１±０．２４

去势组 ４２５８．２５±１４３８．３０ ４．１４±１．２７ １４．９２±３．８１ ５７．５０±３１．９０ １．４７±０．２２

　　注：与去势组比较，ａ犘＜０．０５。

３　讨　　论

因绝经后妇女骨丢失与大鼠切除卵巢后的骨丢失相似，大

鼠模型目前已成为研究绝经后骨质疏松的成熟模型［３４］。本研

究倍美力组和去势组大鼠均切除两侧卵巢，阴道细胞学观察，

呈雌激素缺乏状态，模拟绝经，成功建立了绝经后骨质疏松动

物模型。

骨折愈合是特殊的组织修复，骨痂组织出现不同功能细胞

活动，并有大量胶原纤维产生，其间有大量钙盐沉积。胶原纤

维是组成骨结构和维持骨强度的基质蛋白。Ⅰ型胶原是骨有

机质的重要成分，在骨基质矿化、骨质吸收与形成、骨分化与增

殖等过程中起重要作用，其含量与骨的生物学特性密切相

关［５］。本实验中，去势组骨痂Ⅰ型胶原阳性表达积分吸光度在

骨折后各时期均较倍美力组和伪手术组低，提示Ⅰ型胶原在去

势组合成较倍美力组和伪手术组少。胶原纤维在骨折愈合中

不仅是结缔组织修复愈合的重要因素，更是钙盐沉积不可缺少

的基础。骨折端的骨痂密度能说明骨痂的钙化程度。而骨痂

吸光度可反映骨痂密度，骨痂吸光度越大，骨痂密度越小。本

研究显示，骨折后第８周，去势组的软骨痂密度低于倍美力组

（犘＜０．０５），而骨折后各时期，去势组骨折断端骨痂密度均低

于倍美力组和伪手术组，且骨折后第６、８周组间比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。这说明去势组骨折断端骨痂钙盐沉积

少，骨矿化差。由此可见大鼠去势后雌激素水平低下，Ⅰ型胶

原合成少，骨矿化差。提示雌激素降低可能影响Ⅰ型胶原的表

达，从而影响Ⅰ型胶原的形成和结构，为骨矿化提供框架的机

械支持能力降低，使无机质无法沉淀矿化，骨盐失去依附，导致

去势组骨折端骨量的丢失，骨折断端骨痂密度降低。

骨折愈合的生物力学特性反映骨的生长代谢，它是骨结构

连续性、骨量、骨材料特性等的综合反映。骨的生物力学性能

不仅是反映骨质量的重要指标［６７］，也是评价骨质疏松药物疗

效的指标之一［８９］。弹性模量表示材料抗形变的能力，反映骨

自身的强度和韧性。刚度系数反映骨抵抗外力发生形变的能

力，破坏能量吸收显示导致骨折所需能量，以上指标均反映骨

的结构力学性能［１０］。破坏强度反映骨的塑形能力，而骨塑形

主要由有机质决定。本研究结果显示，骨折后第８周去势组生

物力学性能中的弯曲弹性模量、刚度系数、破坏强度均低于倍

美力组和伪手术组。Ⅰ型胶原的表达减少，使骨折断端骨痂密

度降低，造成骨小梁材料力学性能和结构力学性能的变化，从

而可能导致骨抵抗外力的能力降低，骨脆性增加，骨折愈合质

量降低。而骨Ⅰ型胶原对骨组织保持足够的弹性刚度和弯曲

度应力是必需的。倍美力的雌激素作用可能促进骨折愈合过

程中Ⅰ型胶原增加，从而使骨的柔韧性增加，同时缓慢增加骨

量，加快骨矿化，使骨的硬度也有所增加，最终改善骨的生物力

学性能。

综上所述，结合雌激素干预骨质疏松性大鼠可有效改善骨

的生物力学性能，促进骨折愈合，但其临床应用的剂量、时间及

效果仍有待进一步的临床实践。
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