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研究原著

阿仑膦酸钠促进兔快速下颌骨牵张成骨的作用机制

文题释义：

快速牵张成骨：牵张成骨是一种内源性骨组织工程，亦常被用于成骨及骨发育的研究。牵张成骨分为：①手术期：完成截骨及安放牵张

器；②滞留期：使牵张间隙形成骨痂，一般为5-7 d；③牵张期：按照一定的频率和速度缓慢延长牵张间隙；④固定期：牵张结束后至拆

除牵张器，目的促进牵张新生骨质矿化改建已达到足够临床强度。啮齿类动物下颌骨成骨生长较快，常利用短滞留期和快速牵张速率来建

立成骨不良的牵张模型。

阿仑膦酸钠：属于第3代双膦酸盐类药物，可抑制破骨、改善矿化程度、提高骨强度，预防骨质疏松，有效降低椎体、髋骨和其他部位的

骨折危险，也是唯一有效降低全身各部位骨折风险的药物。

摘要

背景：有研究发现局部应用阿仑膦酸钠能够促进成骨，但少见其在牵张成骨过程中的尝试及探讨。

目的：观察阿仑膦酸钠对快速兔下颌骨牵张成骨的促进作用并探讨其机制。

方法：36只新西兰雄性白兔在经过3 d的滞留期后以1.5 mm/12 h(3 d)的牵张速率进行快速牵张，随后实验动物被随机分为A、B和C组，每组

12只。在固定期第1，3和7天，A组动物牵张间隙注射200 μg/kg阿仑膦酸钠，B组动物牵张间隙注射100 μg/kg阿仑膦酸钠，C组动物作为对

照组。在固定期第4，8周，进行CT和双能量X射线骨密度测量。在第4周完成核素扫描后处死部分动物收集标本进行Western Blotting及抗酒

石酸酸性磷酸酶染色；在第8周处死剩余动物后进行三点弯曲力学试验。

结果与结论：①CT结果发现B组兔牵张间隙新生骨质明显优于A、C组；②在第4周时B组的骨密度计数为(0.092±0.010) g/cm2
，是A组的1.26

倍(P < 0.001)、C组的1.28倍(P < 0.001)；在第8周时B组的骨密度为(0.175±0.029) g/cm2
，是A组的1.38倍(P < 0.001)、C组的1.45倍(P < 0.001)；

③抗酒石酸酸性磷酸酶染色发现C组切片破骨样细胞计数是A组的2.83倍(P < 0.001)、B组的2.21倍(P < 0.001)；④C组牵张间隙核浓集强度高

于A、B组；⑤Western Blotting结果发现B组成骨信号蛋白Runx2表达明显强于A、C组；⑥B组牵张间隙的最大力学负载(158.48±23.21) N是A
组的1.26倍(P=0.007)、C组的1.31倍(P=0.003)；⑦结果表明低浓度阿仑膦酸钠可能通过抑制破骨信号来促进兔下颌骨快速牵张成骨。

关键词：牵张成骨；阿仑膦酸钠；兔；下颌骨；抗酒石酸酸性磷酸酶；破骨细胞
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BACKGROUND: Some studies have found that local application of alendronate can promote osteogenesis, but less is reported on the process of distraction 
osteogenesis.
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•A 组动物牵张间隙注射 200 μg/kg
阿仑膦酸钠

•B 组动物牵张间隙注射 100 μg/kg
阿仑膦酸钠

•C 组动物牵张间隙注射生理盐水 

制备兔下颌骨快速牵张模型

• 颌面部 CT
• 牵张间隙骨密度测量

• 牵张间隙核素检测

• 处死后牵张间隙抗酒

石酸酸性磷酸酶染色及

Western Blotting

牵张结束后 4 周

• 颌面部 CT
• 牵张间隙骨密度测量

• 牵张间隙组织三点弯

曲力学测试

牵张结束后 8 周
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0   引言   Introduction
阿仑膦酸钠属于第 3 代双膦酸盐类药物，可抑制破骨、

改善矿化程度、提高骨强度，预防骨质疏松，有效降低椎体、

髋骨和其他部位的骨折危险，也是唯一有效降低全身各部位

骨折风险的药物
[1]
。虽然长期大量应用双膦酸盐可能会导致

颌骨坏死，但控制好剂量及疗程仍有可能安全使用，口腔学

者也在牙周病、种植体及根管的治疗中探讨其利用价值
[2]
。

为了探讨其作为促进牵张成骨药物的可能性，此次实验设计

利用兔下颌骨快速牵张模型作为研究平台，探讨局部应用阿

仑膦酸钠促进牵张成骨的可能性及机制。

牵张成骨作为口腔颌面外科及整形外科治疗先 / 后天畸

形缺损等常用的一种内源性骨组织工程技术，在临床上具有

明显优势，但其治疗周期长、相对并发症较多等不足限制其

临床广泛推广
[3]
。牵张成骨的过程十分复杂，目前其具体的

分子生物学机制尚未完全阐明
[4]
，因此探明机械牵张刺激如

何转化为细胞成骨信号的具体机制才可能最终将这项技术广

泛应用。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，组间比较采用 ANOVA 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 1-9 月在南华大学转化研究

所动物实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   选用 36 只成年雄性新西兰白兔，体质量

3.0-4.0 kg，由南华大学转化研究所动物实验中心提供，许可

证号：SYXK( 湘 )2020-0002。所有动物均单笼饲养 2 周以适

应环境后进行手术。该研究中严格遵循动物伦理原则及外科

无菌操作原则，得到郴州市第一人民医院伦理委员会批准 (伦

理批件号：20211020H)。
1.3.2   主要试剂及仪器   盐酸氯胺酮 (20 mg/kg，浙江九旭药

业，中国 )；甲苯噻嗪 (5 mg/kg，青岛捷世康药业，中国 )；

阿仑膦酸钠 ( 河北岩峰药业，中国 )；锝 (99Tcm) 亚甲基二膦

酸盐 ( 河北岩峰药业，中国 )；EDTA( 成都川弘生物，中国 )； 

OBJECTIVE: To observe the promoting effect of alendronate on rapid mandibular distraction in a rabbit model and explore its possible mechanism. 
METHODS: Thirty-six male New Zealand white rabbits were randomly divided into groups A, B and C (n=12 per group) after operation and rapid distraction (3-
day delay period followed by 3-day distraction at 1.5 mm/12 hours). At the 1st, 3rd and 7th days of the consolidation period, animal were injected with 200 μg/kg 
alendronate in group A and 100 μg/kg alendronate in group B, while those in group C were treated as controls. CT scanning and dual energy X-ray bone mineral 
density measurement were performed at 4 and 8 weeks of the consolidation period. After the radionuclide scanning was completed at the 4th week, several 
animals were sacrificed and the samples were collected for western blot assay and tartrate resistant acid phosphatase staining. A three-point bending test was 
performed after the animals were sacrificed at the 8th week. 
RESULTS AND CONCLUSION: CT results showed that bone formation in the distraction space of group B was significantly better than that in groups A and C. At 
the 4th week, the bone mineral density in group B was (0.092±0.010) g/cm2, which was 1.26 times higher than that in group A (P < 0.001) and 1.28 times higher 
than that in group C (P < 0.001). At the 8th week, the bone mineral density in group B was (0.175±0.029) g/cm2, which was 1.38 times higher than that in group 
A (P < 0.001) and 1.45 times higher than that in group C (P < 0.001). Tartrate resistant acid phosphatase staining showed that the number of osteoclast-like cells 
in group C were 2.83 times more than that in group A (P < 0.001) and 2.21 times more than that in group B (P < 0.001). The radionuclide intensity was higher 
in group C than in groups A and B. Western blot assay results showed that the expression of Runx2 was significantly stronger in group B than in groups A and C. 
The maximum biomechanical load in group B was (158.48 ± 23.21) N, which was 1.26 times higher than that in group A (P=0.007) and 1.31 times higher than 
that in group C (P=0.003). To conclude, the low concentration of alendronate may promote rapid distraction osteogenesis of the rabbit mandible by inhibiting 
osteoclast signals.
Key words: distraction osteogenesis; alendronate; rabbit; mandible; tartrate resistant acid phosphatase; osteoclast
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抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶 (tartrate-resistant acid phosphase，
TRAP) 孵育液 (Sigma-Aldrich，德国 )；BCA 蛋白定量试剂盒

(Thermo，美国 )；核因子 κB 受体活化因子配体 (receptor 

activator of nuclear factor-κB ligand，RANKL) 一抗 (Bioss，中

国 )；GAPDH一抗 (Abcam，英国 )；血管内皮生长因子 (vascular 

endothelial growth factor，VEGF) 一抗 (Bioss，中国 )；TRAP

一抗 (Abcam，英国 )；Runt 相关转录因子 2(Runt-related 

transcription factor 2，Runx2) 一抗 (Abcam，英国 )。

兔下颌骨钛合金牵张器 ( 自制 )；计算机断层扫描仪 CT)

(Siemens，德国 )；双能量 X 射线骨密度吸收检测仪 (Lunar 

iDXATM
，德国 )；核素扫描仪 (Skylight，Phlips，荷兰 )；电

子万能材料试验机 (Instron，美国 )；BCA 蛋白定量试剂盒

(Thermo，美国 )。
1.4   方法   

1.4.1   动物分组   36只新西兰兔按随机数字表法随机分为A、
B、C 组，每组 12 只。

1.4.2   牵张手术和干预方案   所有实验程序的麻醉均通过耳

缘静脉注射盐酸氯胺酮和甲苯噻嗪进行。

所有实验动物在标准动物实验手术室全麻后经过严格备

皮消毒后，按之前手术方式进行
[5-6]

，沿右下颌下缘做 3 cm

的纵向切口，分层切开颈阔肌及骨膜，钝性分离暴露右侧下

颌骨，根据下颌骨形态对自制兔下颌骨钛合金牵张器预成型

后，使用钛钉 ( 直径 2 mm× 长 8 mm) 固定，然后在第一前磨

牙和颏孔之间用裂钻全层截断下颌骨，注意截骨时盐水冲洗

降温和保护舌侧骨膜的完整性，旋转牵张螺杆，牵开间隙后

将暴露的切牙牙髓及被截断的切牙牙根尖去除，冲洗止血后

旋紧螺杆，分层缝合。

牵张成骨分为 4 个连续阶段：①手术期：完成截骨及安

放牵张器；②滞留期：使牵张间隙形成骨痂，一般为 5-7 d；

③牵张期：按照一定的频率和速度缓慢牵张延长牵张间隙；

④固定期：牵张结束后至拆除牵张器，目的促进牵张新生骨

质矿化改建已达到足够强度。此次实验拟建立成骨不良牵张

模型故加快了牵张速率、缩短了滞留期，滞留期为 3 d，并以 
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1.5 mm/12 h/3 d 的牵张策略建立快速牵张成骨不良的模型。

在固定期第 1，3 和 7 天，A 组动物牵张间隙注射 200 μg/kg 

阿仑膦酸钠 ( 溶解于 0.5 mL 生理盐水 )，B 组动物牵张间隙

注射 100 μg/kg 阿仑膦酸钠 ( 溶解于 0.5 mL 生理盐水 )，C 组

动物注射等体积生理盐水。

均等部分，甲醛固定后上部分用 14.5%EDTA 溶液室温下脱钙

14-21 d，制备 4 μm 厚组织切片行苏木精 - 伊红及 TRAP 染

色；下部分立即存储于液氮中用于 Western Blotting 检测。第

8 周过量麻醉处死剩余动物后，在牵张间隙新生骨质外 0.5 cm

处截断标本并冷冻用于三点弯曲力学测试。

1.5.3   苏木精 - 伊红组织切片染色及 TRAP 染色及计数   石

蜡切片常规脱蜡至水，常规进行苏木精 - 伊红染色，封固。

再制切片装入染色盒 37 ℃水浴 15 min 后加入现配 TRAP 孵

育液 (Sigma-Aldrich，德国 ) 避光浸染 60 min，双蒸水充分洗

涤，苏木精复染细胞核。在 TRAP 染色切片低倍镜下先找寻

新生骨组织结构，再换高倍镜 (×400) 随机选择 10 个视野进

行 TRAP 阳性染色细胞计数，每个视野不重叠。

1.5.4   Western Blotting 检验   液氮条件下磨碎牵张间隙组

织，裂解后得到总蛋白，以牛血清为标准品，利用 BCA 蛋白

定量试剂盒 (Thermo，美国 ) 建立标准曲线，计算总蛋白浓

度，取总蛋白 20 μg 行 SDS-PAGE 电泳，转 PVDF 膜，脱脂奶

粉封闭后分别一抗 [RANKL(1 ∶ 500)，GAPDH(1 ∶ 1 000)，
VEGF(1 ∶ 750)，TRAP(1 ∶ 500)，Runx2(1 ∶ 750)] 孵育过夜

后二抗 37 ℃孵育 1 h。最后置于自动成像仪暗匣中加显影液，

计算机扫描收集图像。GAPDH 作为内参。利用 Image J 软件

对目标蛋白条带灰度值进行测量数据，除以内参灰度值作为

其相对蛋白含量。

1.5.5   生物力学测试   标本复室温后使用电子万能材料试验

机对复温后 8 周牵张间隙组织施以 1 kN 负载 (5 mm/min) 进

行三点弯曲试验，直到牵张区之间出现断裂为止。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 17.0 软件 (SPSS，美国 ) 对实验

数据进行统计学分析，结果以 x-±s 表示，采用单因素方差

(ANOVA) 分析和检验，P < 0.05 为差异有显著性意义。此文

统计学方法得到郴州市第一人民医院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析及大体观察   36 只兔均耐受整个手术

过程并完成实验。通过快速牵张，3 组动物右侧下颌骨均被

有效延长并出现明显偏颌，左下切牙出现明显过度伸长 ( 图
1)，手术切口未出现感染等不良反应。局部注射阿仑膦酸钠

未出现全身及局部不良反应。

2.2   CT检查结果   重建后 CT图像显示牵张器固定牢固 (图 2)，

能够有效维持牵张间隙稳定。牵张后第 4 周，3 组牵张间隙

骨质不连续，B组牵张间隙新生骨质较为明显。牵张后第 8周，

B 组牵张间隙模糊可见，由桥接的骨松质填充，上下端骨皮

质已完全桥接；而 A、C 组牵张间隙仍清晰可辨，上下端骨

皮质及骨松质在正中没有完全桥接。

2.3   骨密度测量结果   在第 4 周时，B 组的骨密度计数为

(0.092±0.010) g/cm2
，是 A 组的 1.26 倍 (P < 0.001)、C 组的

1.28 倍 (P < 0.001)。在第 8 周时，B 组的骨密度为 (0.175±             

0.029) g/cm2
，是 A 组的 1.38 倍 (P < 0.001)、C 组的 1.45 倍      

(P < 0.001)。见表 2。

表 1 ｜牵张成骨模型兔术后监测项目
Table 1 ｜ Postoperative monitoring items in the rabbit model of 
distraction osteogenesis

时间 CT 骨密度 核素 抗酒石酸酸性

磷酸酶染色

Western 
Blotting

三点弯

曲试验

牵张后第 4 周 √ √

牵张后第 4 周随机处死 6 只 √ √ √

牵张后第 8 周 √ √

处死剩余 6 只 √

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 建立兔下颌骨快速牵张成骨模型用于研究阿仑膦酸钠的促成骨作用

研究问题借鉴已

有标准动物模型

造模

沿右下颌下缘做 3 cm 的纵向切口，分层切开颈阔肌及骨膜，

钝性分离暴露右侧下颌骨，根据下颌骨形态对自制兔下颌骨钛

合金牵张器预成型后，使用钛钉 ( 直径 2 mm× 长 8 mm) 固定，

然后在第一前磨牙和颏孔之间用裂钻全层截断下颌骨，注意截

骨时盐水冲洗降温和保护舌侧骨膜的完整性，旋转牵张螺杆，

牵开间隙后将暴露的切牙牙髓及被截断的切牙牙根尖去除，冲

洗止血后旋紧螺杆，分层缝合。滞留期为 3 d，并以 1.5 mm/ 
12 h/3 d 的牵张策略建立快速牵张成骨不良的模型

[5-6]

研究问题需要改

进动物模型造模

方法及意义

通过控制滞留期和提高牵张速率控制牵张间隙成骨条件

选择动物的条件 成年雄性新西兰白兔，体质量 3.0-4.0 kg

模型与所研究疾

病的关系

利用牵张成骨动物模型为平台，研究阿仑膦酸钠能否促进成骨

动物来源及品系 雄性新西兰白兔由南华大学转化研究所动物实验中心提供并饲养

造模技术描述 利用短滞留期和快速牵张速率制备成骨不良牵张模型

动物数量及

分组方法

36 只兔按照随机数字表法随机分为 3 组，每组 12 只

造模成功

评价指标

牵张器能够有效延长下颌骨并维持稳定

造模后实验

观察指标

CT，核素，骨密度，Western Blotting，力学测试

造模后动物处理 过量麻醉剂处死后进行下一步检测

伦理委员会批准 实验方案由郴州市第一人民医院伦理委员会批准 ( 批准号：
20211020H)

造模过程中动物

的不良反应

外科手术伤口可能出现感染；牵张成功后动物出现明显的下颌

偏斜，前牙明显伸长，可能出现创伤性溃疡

1.5   主要观察指标   见表 1。

1.5.1   CT、骨密度和核素检查   在固定期第 4 周随机选择 6 只

动物通过耳缘静脉注射锝 (99Tcm) 亚甲基二膦酸盐 (7.4 MBq/kg)。

麻醉成功后将兔仰卧位置于扫描平台上，对其颌面部进行 CT

扫描 (120 kV，100 mA)，并通过计算机软件重建图像。随后

将动物置于双能量 X 射线骨密度测量仪扫描区检测牵张区域

(0.9 cm) 骨密度，最后待核素显影剂注射 3 h 后将动物置于

核素扫描仪上以收集牵张间隙的核素信号。

1.5.2   组织标本的收集和处理   核素扫描后过量麻醉处死动

物，迅速解剖出牵张间隙骨质，沿下颌骨体长轴水平分为两
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2.4   核素显像结果   通过核素显像 ( 图 3) 发现右侧下颌骨牵

张间隙出现明显核浓集，C 组牵张间隙核浓集强度高于 A 和

B 组。

2.6   Western Blotting 结果   第 4 周牵张间隙组织间隙电泳

结果发现 ( 图 5)，A、B 组 RANKL 表达强度弱于 C 组；C 组

TRAP 表达最强；Runx2 表达在 B 组强于 A、C 组；VEGF 表达

在 C 组强于 A、B 组。

图注：图 A 为手术完

成图像；B 为牵张结束

后 4 周处死兔解剖下

颌骨标本；C 为兔牵张

开始前正面观；D 为兔

牵张结束后正面观

图注：在固定期第 1，3 和

7 天，A、B 组牵张间隙注

射 200，100 μg/kg 阿仑膦

酸钠 ( 溶解于 0.5 mL 生理

盐水 )，C 组注射等体积生

理盐水

图 1 ｜兔牵张手术及牵张前后兔正面图片

Figure 1 ｜ The representative pictures of distraction surgery in rabbits and 
the front side view of rabbits before and after distraction

表 3 ｜各组兔牵张结束后 4 周牵张间隙抗酒石酸酸性磷酸酶 (TRAP) 阳性
细胞计数                               (x-±s，n=12，个 / 高倍视野 )
Table 3 ｜ The TRAP positive cell counting in each group at 4 weeks after 
the finishing of distraction

组别 TRAP 阳性细胞计数

A 组 2.17±1.45a

B 组 2.78±1.89a

C 组 6.15±3.43

表注：在固定期第 1，3和 7天，A、B组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 阿仑膦酸钠 (溶
解于 0.5 mL 生理盐水 )，C 组注射等体积生理盐水。与 C 组相比，

aP < 0.05

表 2 ｜第 4 周和第 8 周各组兔牵张间隙骨矿密度比较 (x-±s，n=12，g/cm2)
Table 2 ｜ The bone mineral density of the distraction gap at 4 and 8 weeks 
after the distraction

时间 A 组 B 组 C 组

4 周 0.073±0.004a 0.092±0.010 0.072±0.044a

8 周 0.126±0.018a 0.175±0.029 0.121±0.026a

表注：在固定期第 1，3和 7天，A、B组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 阿仑膦酸钠 (溶
解于 0.5 mL 生理盐水 )，C 组注射等体积生理盐水。与 B 组相比，

aP < 0.05

2.5   TRAP 染色结果   在牵张间隙组织切片苏木精 -伊红染色

中发现，A、C 组牵张间隙组织有囊性变，牵张间隙中央为

成纤维结缔组织充填；B 组牵张间隙中央可见分散的骨岛形

成，两侧截骨断端均可见较多排列较为规律骨小梁形成。

TRAP 染色中发现 ( 图 4)，A、B 组切片中可以观察骨小梁周

围少量 TRAP 阳性染色多核巨细胞，骨小梁周围仍可以看到

较为规则排列的成骨细胞；C 组切片中可以看到较多 TRAP

阳性染色多核巨细胞，形态不规则，骨小梁周围成骨细胞

排列不规则。通过高倍镜视野 TRAP 阳性细胞计数发现 C 组

TRAP 阳性染色细胞明显高于 A、B 组，差异有显著性意义 

(P < 0.001)，A 组和 B 组间细胞计数无统计学差异 (P=0.135)。

见表 3。

图注：在固定期第 1，3 和 7 天，A、
B 组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 阿
仑膦酸钠 (溶解于 0.5 mL生理盐水 )，
C 组注射等体积生理盐水

图 3 ｜牵张结束后 4 周重建下颌骨核

素图像

F i g u r e  3 ｜ T h e  r e c o n s t r u c t e d 
radionuclide pictures of the lengthened 
mandibles at 4 weeks after distraction

A 组

B 组

C 组

C 组

A 组

B 组

8 周4 周

图注：在固定期第 1，3 和 7 天，A、B 组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 
阿仑膦酸钠 ( 溶解于 0.5 mL 生理盐水 )，C 组注射等体积生理盐水

图 4 ｜牵张结束后 4 周牵张间隙组织切片苏木精 - 伊红染色 (×5) 及抗酒

石酸酸性磷酸酶 (TRAP) 染色 (×400)
Figure 4 ｜ Hematoxylin-eosin (×5) and tartrate resistant acid phosphatase 
staining (×400) of the distraction gap at 4 weeks after distraction

A 组                      B 组                                                     C 组

苏
木
精

-
伊
红
染
色

TR
AP

染
色

图注：在固定期第 1，3 和 7 天，A、
B 组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 
阿仑膦酸钠 ( 溶解于 0.5 mL 生理

盐水 )，C 组注射等体积生理盐水。

RANKL 为核因子 κB 受体活化因子

配体，TRAP 为抗酒石酸酸性磷酸

酶，Runx2为Runt相关转录因子2，
VEGF 为血管内皮生长因子

A 组         B 组                C 组

RANKL

TRAP

Runx2

VEGF

GAPDH

图 5 ｜牵张结束 4 周后牵张间隙 Western Blotting 结果

Figure 5 ｜ Western blot results of the distraction gap at 4 weeks after 
distraction

   通过 Image J 软件对蛋白条带灰度值分析发现 ( 表 4)，
RANKL 相对含量在 A 组中最高 (P < 0.001)，TRAP 相对含量

在 C 组中最高 (P < 0.001)，Runx2 相对含量在 B 组中最高 (P < 

0.001)，VEGF 相对含量在 C 组中最高 (P < 0.001)。

图 2 ｜各组兔牵张结束后第 4，8 周牵张间隙 CT 重建图像

Figure 2 ｜ CT remodeling images of the distraction gap at 4 and 8 weeks 
after the end of distraction in rabbits
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3   讨论   Discussion
牵张成骨一直是整形外科和口腔颌面外科的有效增骨方

式，有明显的优势，也有不少不足。牵张成骨本身是一种不

同于骨折和胚胎骨发育的成骨方式，其细胞及动物模型亦广

泛用于成骨的机制研究。兔下颌骨牵张模型因为动物温顺易

操作、牵张间隙组织量较多等优点一直是牵张成骨的较好模

型。实验中发现快速牵张模型 (1.5 mm/12 h) 的组织切片中

发现较多多核巨细胞 TRAP 染色阳性，说明过快的牵张机械

刺激可能激活了破骨信号，导致破骨活动增加、成骨减少。

阿仑膦酸钠是首个获得美国食品药物管理局批准用于治

疗骨质疏松的第 3 代氨基双膦酸盐骨吸收抑制剂药物。研究

发现其能够通过以下方式促进成骨，减少骨转化：①抑制破

骨：直接或间接作用于破骨细胞，抑制其生物活性并促进其

凋亡。它通过抑制甲羟戊酸信号途径中法尼基焦磷酸合成酶，

阻碍小 GTP 酶等蛋白的异戊二烯化，发挥对破骨细胞募集、

分化、生成的调控
[7]
。阿仑膦酸钠处理后 TRAP 活性也显著

下调，其运动黏附性能以及分化成熟过程均受到严重抑制，

并出现凋亡
[8]
。②调节成骨：在体外培养成骨细胞系时，加

入双膦酸盐能促进成骨细胞的增殖，刺激成骨细胞系的分化，

并增强骨基质矿化
[9]
。双膦酸盐也可通过上调骨保护素 / 

RANKL 的表达比率来影响成骨细胞的生理功能
[7]
，其还被证

明能刺激成骨细胞及其祖细胞的增殖，增强碱性磷酸酶活性、

矿物质形成、骨形态发生蛋白 2、胶原酶 3、骨钙素和破骨

细胞抑制因子的表达
[10]
。

在血液循环中双膦酸盐基本上以原形存在，在体内能

够快速被吸收，在骨骼吸收过程中从羟基磷灰石上解吸，并

表 5 ｜各组兔牵张结束 8 周后牵张间隙组织力学测试结果 (x-±s，n=12，N)
Table 5 ｜ The biomechanical results of the distraction gap at 8 weeks after  
distraction

组别 最大力学负载

A 组 126.01±13.63a

B 组 158.48±23.21
C 组 135.09±24.16a

表注：在固定期第 1，3和 7天，A、B组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 阿仑膦酸钠 (溶
解于 0.5 mL 生理盐水 )，C 组注射等体积生理盐水。与 B 组相比，

aP < 0.05

2.7   三点弯曲试验结果   三点弯曲试验表明，在第 8 周 B

组牵张间隙的最大负载 (158.48±23.21) N 是 A 组的 1.26 倍

(P=0.007)、C 组的 1.31 倍 (P=0.003)，见表 5。

表 4 ｜各组兔牵张结束 4 周后牵张间隙 Western Blotting 条带灰度值结果
(x-±s，n=12)

Table 4 ｜ The gray value analysis of the western blot results of the 
distraction gap at 4 weeks after distraction

指标 A 组 B 组 C 组

核因子 κB 受体活化因子配体 0.743±0.034a 0.620±0.018a 0.395±0.044
抗酒石酸酸性磷酸酶 0.238±0.034a 0.408±0.041a 0.975±0.044
Runt 相关转录因子 2 0.540±0.036a 0.908±0.041a 0.721±0.051
血管内皮生长因子 0.589±0.032a 0.738±0.027a 1.073±0.041

表注：在固定期第 1，3 和 7 天，A、B 组牵张间隙注射 200，100 μg/kg 阿仑膦酸

钠 ( 溶解于 0.5 mL 生理盐水 )，C 组注射等体积生理盐水。与 C 组相比，
aP < 0.05

被破骨细胞吸收，但也可以再次被骨骼吸收或在循环中释

放，主要分布在骨活动较为活跃的部位，可在骨组织中停留

数年之久
[11]
。研究发现双膦酸盐全身应用 ( 口服或是静脉给

药 ) 仍存在着胃肠道并发症、肌肉骨骼痛及颌骨坏死等并发

症
[3]
。因牵张成骨过程是短时间，不需要长期维持，因而此

次实验通过局部间断给药试图提高局部利用率及减少全身不

良反应。实验结果发现，通过局部阿仑膦酸钠处理，4 周牵

张间隙组织切片 TRAP 阳性染色多核巨细胞明显减少，结合

Western Blotting 结果发现 RANKL 及 TRAP 阳性表达明显减弱。

核素结果同样提示 A、B 组牵张间隙骨代谢活动明显弱于 C

组。上述结果说明阿仑膦酸钠可能在牵张间隙抑制了破骨信

号，减少了破骨细胞的形成。实验中提示 B 组 Runx2 表达最

强，A 组表达较弱，说明高浓度的阿仑膦酸钠局部处理反而

抑制了成骨活性；而 C 组 VEGF 表达最强，说明破骨信号被

激活后需要大量的血管生成来输送和形成多核巨细胞，这也

与 STRESING 等
[12]

发现阿仑膦酸钠治疗减少血管内皮生长因

子的生成相一致。第 8 周的影像学结合力学测试说明 B 组成

骨效果明显优于 A 和 C 组，说明低浓度阿仑膦酸钠的间断

短期处理能够有效促进快速牵张成骨模型的长期成骨效果，

这与国外学者在兔下颌骨牵张模型使用唑来膦酸盐、在兔胫

骨牵张模型使用阿仑膦酸钠获得了相类似的结果
[13-14]

。唑来

膦酸盐亦属于第 3 代二膦酸盐，主要为注射剂型，在临床上

有研究认为在减缓女性骨质疏松方面
[15]
，其成本效益优于

口服剂型的阿仑膦酸钠。在牵张动物实验中亦是全身静脉使 

用
[13]
，证实其能够促进成骨。在此次实验中考虑到全身应用

的不良反应，选取了局部应用，两者在牵张成骨方面的优劣

需要更多的动物实验验证比较。

此次实验仍有一些不足：没有选取更多浓度阿仑膦酸钠

进行多分组实验以探寻具体适宜的浓度；观察时间较短，没

有能够观察其远期效果；由于兔种属的限制，生化抗体较少，

因此对破骨信号的研究不是十分全面，可考虑后期在鼠类体

内及体外模型中进一步验证阿仑膦酸钠对牵张成骨过程中破

骨信号的影响。

双膦酸盐作为化学性颌骨骨髓炎的主要致病因素
[16]
，

一直被临床医生所忌惮。目前有学者在体外实验中发现局部

小剂量阿仑膦酸钠的短期干预
[17-21]

，能够抑制牙周病牙槽骨

吸收、增加口腔种植体稳定性、促进骨缺损修复和加速正畸

移动速度。同时有研究发现高剂量、长期使用的双膦酸盐会

抑制骨形成和成骨活性
[22-23]

，因而此次实验选用较小剂量间

断短期局部给药，不仅能够促进成骨，而且减少了不良反应。

大多数口腔治疗项目如种植、正畸及牵张成骨等需要外界干

预促进成骨的时间段较短，因此在严格控制用药量和疗程、

监控不良反应的前提下也许可以考虑作为临床上牵张成骨患

者的辅助用药，特别是扩大牵张成骨在成骨不良患者中的手

术适应证，但这仍需要大量的试验来验证。
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