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·基础研究·

制动与失神经对兔胫骨生物力学性能及
降钙素基因相关肽表达的对比研究*

王 艳1 黄 磊2 董传菲2 黄如意2 陈国平1 项栋良1

摘要

目的：对比研究后肢制动与坐骨神经离断对兔胫骨骨强度、骨密度及降钙素基因相关肽（calcitonin gene-related

peptide，CGRP）含量的影响，比较神经学因素和力学因素对维持骨量并防止骨质疏松，哪个因素更为重要。

方法：采用随机数表法将18只新西兰大耳白兔分为制动组、失神经组和正常组，每组6只，制动组用石膏管状固定左

后肢；失神经组对左侧后肢手术切断坐骨神经取下1cm，造成其坐骨神经Sunderland Ⅴ级损伤；正常组不做任何处

理。造模后安静饲养28d取兔左侧胫骨，采用三点弯曲力学试验观察骨强度，双能X线骨密度检测仪观察骨密度，

免疫组化检测CGRP表达。

结果：①骨强度：与正常组比较，制动组和失神经组的兔胫骨骨强度明显降低，差异有显著性意义（P＜0.05）；与失神

经组相比，制动组兔胫骨骨强度稍有降低，但差异无显著性意义（P＞0.05）；②骨密度：与正常组比较，制动组和失神

经组的兔胫骨骨密度明显降低，差异有显著性意义（P＜0.05）；与失神经组相比，制动组兔胫骨骨强度稍有降低，但

差异无显著性意义（P＞0.05）；③CGRP：与正常组比较，制动组和失神经组的兔胫骨CGRP表达明显降低，差异有显

著性意义（P＜0.05）；与制动组相比，失神经组兔胫骨CGRP表达稍有降低，但差异无显著性意义（P＞0.05）。

结论：①制动和失神经均会降低兔胫骨强度、密度及CGRP表达水平，且两者之间差异无显著性意义；②制动与失神

经对兔胫骨强度、密度的影响可能与CGRP表达水平有关；③力学因素对骨质的影响可能稍大，但两者之间差异无

显著性意义。
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Abstract
Objective: To study the effect of hindlimb immobilization and sciatic nerve transaction on the bone strength,

bone density and calcitonin gene-related peptide (CGRP) expression of the rabbit tibia, and to compare which

is more important for maintaining bone mass and prevent osteoporosis.

Method: 18 New Zealand white rabbits were randomly divided into immobilization group, denervation group

and normal group with 6 rabbits in each group. The immobilization group was treated with plaster shell immo-

bilization on the left hindlimb. The denervation group was treated with cutting off the sciatic nerve of the left

hindlimb 1cm long. The normal group accept none of above treatments. 28 days after modeling, the left tibia

was taken for strength evaluation with three point bending mechanics test, and bone mineral density measure

with dual energy X-ray absorptiometry，and the expression of CGRP detection by immunohistochemistry.
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周围神经损伤后，人更多关注的靶器官为肌肉，

但是受损神经支配区域的骨组织也可出现骨钙含

量、骨整体生物力学性能持续下降[1]；另外，制动作

为骨与关节损伤的主要治疗措施之一，也会导致骨

量丢失，从而引起制动局部骨组织发生骨质疏松，增

加了骨折的风险。随着康复医学的发展，合理开展

早期预防，有效降低骨质疏松症和骨折的发生率，在

临床上越来越引起重视。

本研究通过观察后肢制动与坐骨神经离断对兔

胫骨强度、密度及降钙素基因相关肽（calcitonin gene-

related peptide, CGRP）表达的影响，比较神经学因素

和力学因素对维持骨量并防止骨质疏松，哪个因素更

为重要，为临床上神经损伤后与骨组织疾病制动治疗

后继发的骨质疏松症防治提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

选用新西兰大耳白兔 18只，3—4月龄，体重为

2kg±100g，雌雄各半，由黑龙江中医药大学动物实

验中心提供。采用随机数表法随机将其分为 3组：

制动组、失神经组和正常组，每组6只。

1.2 模型制备

失神经组：参照Wang Y等[2]实验造模方法，用

10%水合氯醛行兔耳缘静脉缓慢注射麻醉（2ml/kg

体重），俯卧用软布条固定四肢，左侧后肢股骨外侧

剪毛，碘伏消毒手术野，在兔髂后上棘至膝关节处连

线剪一长约 2cm的手术切口，切开皮肤、浅筋膜、股

骨前侧与后侧肌群之间连接的深筋膜，沿肌间隔斜

向后钝性分离两组肌群，即可见到位于其内的坐骨

神经及其向下分支——胫神经和腓总神经，离断后

取下1cm，完成各组需要的模型制备后，用可吸收外

科缝合线缝合深筋膜，用非可吸收缝合线缝合皮肤，

术后连续注射 3日青霉素预防感染，青霉素注射药

量为20万单位/次，2次/日。

制动组：将兔固定于兔狗两用解剖台边缘，留出

干预侧后肢，造模中一人轻轻按压兔肩胛骨和骨盆，

防止造模实施中兔可能受到惊吓后挣扎而对造模操

作产生影响。先将兔膝关节处缠绕一圈防护用绵，

然后将石膏绷带放入约50℃温水中浸泡1—2min后

取出，轻轻挤出多余水分后进行后肢石膏包裹塑形，

等待管状石膏风干硬化后放入笼中观察。

1.3 造模成功判定标准

失神经组：失神经组兔造模完成后，造模处手术

切口愈合良好，未有局部或全身感染发生，由于兔造

模侧后肢坐骨神经及其分支离断损伤，兔在站立、行

走及跳跃时，干预侧后肢呈向后拖拽姿势。

制动组：制动组造模完成后，管状石膏与兔后肢

贴合度良好，在兔站立或坐下时，管状石膏固定的后

Result: ①Bone strength: compared with the normal group, the tibia bone strength of the rabbits in the immobi-

lization group and the denervated group was significantly decreased, and the strength of the tibial bone of the

rabbits in the immobilization group was slightly lower than that in the denervated group, but the difference

was not statistically significant (P＞0.05); ②Bone mineral density (BMD): compared with the normal group,

the BMD of the tibia in the immobilization group and the denervated group was significantly decreased, and

those in the immobilization group was slightly lower than those in the denervated group, but the difference

was not statistically significant (P＞0.05); ③CGRP: compared with the normal group, the CGRP expression in

the tibia of the rabbits in the immobilization group and the denervated group was significantly decreased, and

the difference was statistically significant (P＜0.05); compared with the immobilization group, those in the tibia

of the denervated rabbits was slightly lower, but the difference was not statistically significant (P＞0.05).

Conclusion: ①Immobilization and denervation can reduced the strength, density and CGRP expression level of

the rabbit tibia, and there was no significant difference between them; ②The effects of the immobilization and

denervation on tibia strength and density in rabbits may be related to the expression of CGRP; ③Dynam fac-

tors for preventing osteoporosis may be slightly important, but the difference was not statistically significant.

Author's address The Second Hospital Affiliated to Heilongjiang, University of Traditional Chinese Medicine,

Haerbin, 150001
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肢均呈水平放置。

1.4 干预方法

制动组：采用石膏管固定左侧后肢；失神经组：

左后肢手术暴露坐骨神经及其分支并对其离断后取

下1cm，造成其坐骨神经Sunderland分级Ⅴ度损伤；

正常组：不做任何处理。以上3组均安静饲养28d。

1.5 标本处理

行兔耳缘静脉深度麻醉后，配合心脏放血安乐

死，迅速取兔胫骨，将附着于骨上的软组织清理干

净，立即放入中性甲醛液中暂时保存，并迅速送检做

骨三点弯曲力学实验。

1.6 检测方法

三点弯曲力学试验：将保存于中性甲醛液1h左

右的兔胫骨取出，先用脱脂棉擦干表面，然后用游标

卡尺测量胫骨干长度后取中点标记，放置于材料试

验机下进行三点弯曲力学测试，将标记的中点对准

加压部位，使用跨距为 6cm，压力加载速度 1mm/

min，测得兔胫骨断裂时的破坏载荷。

骨密度检测：将三点弯曲力学测试断裂后兔胫

骨远端部分迅速送做骨密度检测。将胫骨平放对

齐，使用双能X线骨密度检测仪（DEXA）进行扫描，

由于腔骨远端部大小不一，所以选取胫骨平台下

1cm处1.53cm2矩形面积作为观察目标。

检测免疫组化：免疫组化方法：①常规二甲苯脱

蜡、水化组织切片；②按照一抗的需要，采用抗原修复

液（pH6.0）对组织切片进行预处置；③3% H2O2去离

子水孵育切片15min，PBS冲洗3min×5次，以阻断内

源性过氧化物酶；④滴加1∶300兔抗CGRP抗体（一

抗，北京中杉生物工程有限公司），4℃冰箱孵育留宿；

⑤PBS浸洗，滴加 IgG抗体-Fab段-HRP多聚体，室温

37℃孵育30min，PBS浸洗3min×5次；⑥使用DAB溶

液显色；⑦蒸溜水冲洗，苏木素复染，梯度酒精脱水、

二甲苯透明、树脂封片；⑧采用数码医学图像分析系

统Motic Med 6.0对免疫组化切片进行分析，统计阳

性目标面密度（阳性染色面积/统计场总面积）。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 17.0 进行统计学分析，实验数据用

均数±标准差表示，并进行正态性检验和方差齐性

检验，组间比较采用单因素方差分析和两两比较采

用LSD检验。

2 结果

2.1 各组兔胫骨骨强度

与正常组比较，制动组和失神经组的兔胫骨强

度明显降低，差异显著（P＜0.05）；与失神经组相比，

制动组兔胫骨强度稍有降低，但两组差异无显著性

意义（P＞0.05）。见图1。

2.2 各组兔胫骨骨密度

组间比较使用单因素方差分析，与正常组比较，

制动组的兔胫骨骨密度明显降低，差异显著（P＜

0.05）；与失神经组相比，制动组兔腔骨密度稍有降

低，但两组差异无显著性意义（P＞0.05）。见图2。

2.3 各组降钙素基因相关肽的比较

4周后，光镜下观察各组中CGRP的表达。胞浆

中出现棕色颗粒为CGRP的阳性表达，见图3A。与

正常组比较，制动组和失神经组的兔胫骨CGRP表

达明显降低，差异显著（P＜0.05）；与制动组相比，失

神经组兔胫骨CGRP表达稍有降低，但两组差异无

显著性意义（P＞0.05），见图3B。

图1 各组兔胫骨骨强度

①三组组间比较F=7.03；与正常组比较：②P=0.005,③P=0.007

图2 各组兔胫骨骨密度

①三组组间比较F=6.50；与正常组比较：②P=0.005,③P=0.01
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3 讨论

本研究通过观察后肢制动与坐骨神经离断对兔

胫骨强度、密度及CGRP表达的影响，比较失神经与

石膏制动引起骨质变化的异同，结果发现失神经与

制动均会引起骨强度和密度的改变，骨量丢失，造成

骨质疏松，可能与降钙素基因相关肽的下降有关，与

以往的研究相似，但略有差异[3—5]。虽然制动对骨质

影响稍大，但差异无显著性意义。

骨骼是人体的重要组成部分，不仅具有负重、保

护内脏和大脑的功能，还是人们完成日常活动的重

要运动器官，因此骨组织生物力学的研究具有重要

意义。根据Wolf定律可知骨组织能改变其结构以

适应其所处的力学环境的变化，力学因素是骨塑形

活动的重要影响因素，当骨组织所处的力学环境发

生改变时，力学因素通过调节骨生成活动与骨吸收

活动之间的平衡从而影响骨组织的内部排列、骨矿

物含量等。骨细胞是骨组织中含量最为丰富的细

胞，在骨组织中骨细胞作为感应力学刺激的主要细

胞与骨基质一起构成骨组织的主体结构[6]。本实验

证明了制动所致的骨力学载荷减少能明显降低骨的

生物力学性能。

失周围神经支配后，骨质疏松发生率明显升高，

这提示神经系统可能通过某种调控机制影响骨代

谢，这可能由于周围神经系统参与了骨组织与周围

神经之间的信号传导，从而导致骨代谢的改变 [7]。

骨膜上有丰富的感觉神经末梢纤维，感觉神经末梢

纤维中各类神经肽物质可能通过局部作用对成骨细

胞及破骨细胞直接产生影响，其中CGRP被认为是

骨代谢局部作用中的关键神经肽，当周围神经损伤

后阳性神经纤维在骨组织中的分布被改变，尤其是

分布在血管周围的CGRP免疫活性阳性的感觉纤维

减少明显，因此神经损伤后的成骨细胞骨生成作用

及骨矿化作用减弱可能与此有关[8]。神经损伤后还

可间接影响骨重塑，损伤神经的支配区的运动与感

觉功能不同程度受损，肌肉泵作用可能受到影响，骨

内血液重新分配，血液流速亦发生改变，而CGRP是

目前体内发现的最强的舒血管物质，它可能通过影

响局部血循环进而影响骨代谢，使骨密度、骨量及骨

形态计量学发生改变[9]。

本实验显示，失神经组和制动组均较正常组骨

强度、密度有显著下降（P＜0.05），而制动组下降程

度更低，但二者差异无显著性，考虑实验中坐骨神经

离断后，兔后肢的运动功能虽然受到明显影响，但仍

有部分的负重作用，由此认为失神经和制动均可引

起骨质疏松，且考虑力学载荷刺激的改变可能对骨

组织的影响更大。本实验中，失神经组的CGRP表

达水平兔胫骨的显著低于正常组，这将导致骨吸收

的抑制作用被减弱，从而引起一种以骨吸收增强为

特点的骨生物力学性能改变，这与其他研究人员的

结果相一致[10]。我们还观察到制动组的CGRP表达

较正常组也有明显降低，且制动组CGRP表达水平

改变与其骨强度、密度的改变有相似趋势，说明

CGRP 也可能参与制动引起的骨质疏松形成的调

图3 各组降钙素基因相关肽的比较 （免疫组化染色，×20）
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节。这与李志宏等[4]的研究相似，但略有不同。他们

观察了4个时间点（术后1天、10天、30天、60天）中第

30天的时间点与我们的试验中（28天）结果一致，下

一步我们将进一步进行不同时间点的动态观察。

单纯观察制动或周围神经损伤对骨代谢影响的

研究已经很多，然而，人们对周围神经损伤后的骨重

塑与单纯去除力学载荷刺激后的骨重塑对比了解较

少。实验中我们发现失神经组CGRP表达较制动组

降低更明显，考虑失神经组由于神经损伤而导致失

神经支配区骨组织 CGRP 表达减少，而制动组的

CGRP表达降低可能由于局部制动使神经组织也处

于一种相对失用状态引起。实验中制动组的生物力

学性能较失神经组降低更明显，考虑失神经组由于

失神经造成的负重和运动功能障碍而导致骨的力学

载荷不足，但仍有少部分负重，而制动组较失神经组

的制动干预更充分，因而，导致制动组的骨组织生物

力学性能降低也更明显。由此，我们认为神经支配

与力学载荷刺激对骨组织的生物力学性能的维持均

起十分重要的作用，而力学载荷刺激在骨的生物力

学性能的维持中可能扮演着一个较重要的角色。提

示临床上对于神经损伤患者的治疗中给予骨组织足

够力学载荷刺激应引起足够重视，可能弥补失神经

造成的骨量丢失，促进神经恢复与增加骨组织的力

学载荷刺激在有效地防止骨质疏松上同等重要。
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