
双膦酸盐相关颌骨坏死（BRONJ）是双膦酸盐类药物

的严重临床并发症［1-3］。BRONJ常发生于多发性骨髓瘤

等恶性肿瘤患者，而这些患者在接受双膦酸盐治疗的同

时，往往同时接受其他抗肿瘤、抗血管生成及免疫调节

剂等药物的治疗。那么这些药物的应用是否会影响双

膦酸盐诱发的颌骨坏死，其作用机制如何？目前尚不清

楚。沙利度胺（ThD）作为免疫调节剂，具有明显的抗血

管生成作用，也常和双膦酸盐一起联合用于上述肿瘤的

治疗［4］。本研究旨在应用唑来膦酸建立BRONJ动物模

型的基础上，加用ThD，来探讨其对BRONJ的影响及作

用机制，为寻找BRONJ有效防治手段提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 采用 7~8 周 SPF 级雌性 Sprague

Dawley大鼠36只，体质量220±20 g，购于北京维通利

华，所有大鼠均饲养在教研室专设的动物房内。
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摘要：目的 研究沙利度胺对双膦酸盐相关颌骨坏死的影响。方法 36只大鼠随机分成A、B、C组，分别接受生理盐水、唑来膦

酸、唑来膦酸+沙利度胺治疗。用药3周后，拔除大鼠左上颌第1磨牙。拔牙后4、8周，收获标本，评价颌骨坏死、微血管生成及细

胞凋亡情况。结果 拔牙后4、8周，大鼠上颌骨拔牙创处均无死骨裸露，但B组、C组部分标本可见一些小的瘘管。组织学检查

显示，A组标本未见死骨，而B组、C组在拔牙窝周围可见小块死骨。B组、C组拔牙窝周围区域空骨陷窝百分比和死骨面积显著

多于A组（P<0.01），而骨陷窝密度则显著下降。B组、C组微血管密度较A组也显著降低，在4周时分别下降了和25.87%和

55.27 %（P<0.01），在8周时分别下降了45.62% 和72.84%（P<0.01）；凋亡细胞数则在4周时分别增长了54.80%和87.89%（P<

0.01），在8周分别增长了208.08% 和 250.58%（P<0.01）。结论 沙利度胺加重了唑来膦酸诱发的早期阶段的颌骨坏死；沙利度

胺和唑来膦酸对颌骨坏死的作用与微血管生成抑制有关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of thalidomide on the development of bisphosphonate-related osteonecrosis of the
jaws (BRONJ). Methods Thirty-six rats were randomly divided into groups A, B and C, and treated with saline, zoledronate
and zoledronate plus thalidomide, respectively. Three weeks later, the left maxillary first molars of the rats were extracted.
Four and eight weeks after tooth extraction, samples were harvested for evaluation of osteonecrosis of the jaws, microvessel
density, and cell apoptosis. Results At both of the time points, no exposed dead bone was observed at the extraction socket
areas in the rats except for some small fistulas in groups B and C. Histological examination confirmed the absence of dead
bone in group A, whereas small areas of dead bone were observed around the extraction socket in groups B and C. Compared
with those in group A, the percentage of empty lacunae and the area of dead bone were significantly increased (P<0.01),
whereas bone lacunae density was significantly decreased (P<0.01) in groups B and C at both time points. Microvessel density
in groups B and C were also significantly decreased (P<0.01) by 25.87% and 55.27% at week 4, and by 45.62% and 72.84% at
week 8, respectively; the apoptotic cells in groups B and C increased by 54.80% and 87.89% at week 4 (P<0.01), and by 208.08%
and 250.58% at week 8 (P<0.01), respectively. Conclusion Thalidomide can aggravate zoledronate-induced early-stage BRONJ,
and their osteonecrosis-inducing effect of the jaw may be attributed, at least partly, to the inhibition of angiogenesis.
Key words: zoledronate; angiogenesis; bisphosphonate; osteonecrosis, jaw; thalidomide
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1.1.2 主要试剂 唑来膦酸（Sigma-Aldrich）；沙利度胺

（湖北大仝生工）；CD31 抗体［1∶200，北京博奥森

（bs-0468R）］；TUNEL（Terminal-deoxynucleoitidyl

Transferase Mediated Nick End Labeling）试 剂 盒

（Roche）；乙二胺四乙酸（上海化学试剂公司）。

1.2 实验分组及处理

将36只SD大鼠，随机分成3组：A组为对照组，腹

腔注射生理盐水，5 次/周；B 组腹腔注射唑来膦酸

（ZOL），0.125 mg/kg，2次/周；C组应用ZOL的同时，皮

下注射沙利度胺（ThD），100 mg/kg，5次/周。用药3周

后，拔除大鼠左上颌第1磨牙；继续用药。

拔牙后第4、8周末，分2批处死大鼠，切取上颌骨，

多聚甲醛固定，乙二胺四乙酸脱钙，制作5 μm石蜡切

片。每个动物随机选取3张不连续切片用于组织学分

析。定量检测是在拔牙创周1 mm内毗邻骨组织中进

行，计算3张切片的均值作为该动物的定量参数。

1.3 颌骨坏死组织学评价

切片脱蜡，苏木素-伊红染色。定量分析包括：骨陷

窝密度（BLD，个/mm2），指单位面积内骨陷窝数目；空骨

陷窝百分比（PEL，%），指骨组织中空骨陷窝占骨陷窝总

数的百分比；死骨面积（ADB，mm2），指骨组织中死骨区

域所占的总面积。死骨评判参考文献［5］并进行了改

进：即面积超过3000 μm2、空骨陷窝比≥66%的区域，被

定义为死骨。BLD、PEL的测量是在400倍镜下每张切

片上随机选取3个不重复视野进行评价。

1.4 微血管密度检测

采用免疫组织化学方法进行检测。一抗为兔抗鼠

CD31抗体（1∶200），二抗为生物素化的羊抗兔 IgG；苏

木素复染，二氨基联苯胺（DAB）显色。微血管密度

（MVD，个/mm2）测量参考Weidner 对肿瘤微血管密度

的评价方法［6］，并进行了改良：200倍镜下在拔牙创周毗

邻骨组织中随机选取3个视野，行微血管计数并取平均

值。微血管定义为边界清楚呈棕染的内皮细胞巢团或

是管壁无平滑肌层且管径小于50 μm的血管。

1.5 细胞凋亡检测

按TUNEL试剂盒操作步骤进行。所用dUTP和辣

根过氧化酶均由荧光素标记。在TUNEL反应混合液

处理后及DAB显色前，将切片置于荧光显微镜下观

察。200倍镜下每张切片随机选取3个不重复视野，计

算凋亡细胞（绿色）数，取平均值。

1.6 数据处理

数据以均数±标准差表示。用SPSS 13.0统计软件

对数据进行单因素方差分析，样本间多重比较采用LSD

法；检验水准为双侧α=0.05。

2 结果

2.1 大体标本观察

拔牙后4、8周，A组标本拔牙创愈合良好，粘膜完

整，无死骨裸露；B、C组拔牙创也基本愈合，无裸露死

骨，但部分标本粘膜表面有较小的瘘管（图1）。

图1 拔牙后8周拔牙创大体标本观察
Fig.1 Observation of specimens at week 8 after teeth extraction. A: Group A; B: Group B; C: Group C. Small fistulas were observed in
groups B and C (Black arrow).

A B C

2.2 颌骨坏死组织学评价

拔牙后4周，3组拔牙窝内可见新生骨组织，均无死

骨形成。B组拔牙窝两侧及基底部毗邻骨组织内可见

较多的空骨陷窝，有些区域空骨陷窝连接成片，为死骨；

部分骨陷窝内骨细胞虽未消失，但细胞核呈固缩状态。

死骨及邻近骨组织内，骨陷窝分布稀疏，骨陷窝数目较

少，这些区域骨沉积线染色较深，走形紊乱。C组拔牙

窝周毗邻骨组织内空骨陷窝及死骨情况较B组更为显

著。而在A组，拔牙窝周毗邻骨组织内骨细胞分布正常，

空骨陷窝较少，骨沉积线分布规则，未见死骨（图2）。

拔牙后8周（图2），B组、C组骨基质内骨陷窝分布

稀疏，可见较多的空骨陷窝和小片死骨，较4周时明显

增多。A组则骨细胞分布正常，空骨陷窝较少，无死骨

形成，与4周时相似。

定量分析见表1。拔牙后4、8周，BLD A组最高，B

组次之，C组最低（P<0.01）。PEL及ADB则是C组最
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高，B组次之，A组最低（P<0.01）。与4周比较，8周时B

组、C组BLD显著降低（P<0.01），而PEL、ADB则显著

增加（P<0.01）。上述结果提示，ZOL可以诱发骨细胞死

亡，并引起骨坏死，而ThD则可进一步加重ZOL的上述

作用。

图2 拔牙后4周、8周拔牙创周围骨质组织学表现
Fig.2 Histological examination of the peri-socket areas at week 4 and week 8 after tooth extraction (HE
staining, original magnification: ×200). In each figure, the insert on the top left shows the magnified image of
the boxed area. The areas encircled by blue dashed lines indicate areas with less bone lacunae, and the areas
encircled by black dashed line indicate the dead bone.

100 μm

A B C

4th week

8th week

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm100 μm

Group

Group A

Group B

Group C

F

P

4th week

Item BLD(N/mm2)

9766.24±205.49

7692.96±328.82*

6941.24±61.17*＆

41.68

0.00

PEL(%)

3.47±0.36

19.99±1.05*

28.86±1.96*△

98.11

0.00

ADB(mm2)

0.00±0.00

0.02±0.00*

0.04±0.00*△

1115.80

0.00

8th week

BLD(N/mm2)

9426.76±120.42

6971.57±58.40*

6050.10±121.97*☆△

278.78

0.00

PEL(%)

3.17±0.15

26.65±0.45*△

37.45±3.51*☆

73.61

0.00

ADB(mm2)

0.00±0.00

0.07±0.00*△

0.09±0.00*☆△

2044.51

0.00

表1 拔牙后4周、8周3组BLD、PEL、ADB比较
Tab.1 Comparison of BLD, PEL and ADB among the 3 groups at week 4 and week 8 after tooth extraction (Mean±SD, n=6)

*P<0.01 vs group A; &P<0.05 vs group B; ☆P<0.01 vs group B; △P<0.01 vs the same group at week 4. BLD: Bone lacunae density; PEL: Percentage
of empty lacunae; ADB: Area of dead bone.

2.3 微血管密度分析

拔牙后4、8周，3组标本骨组织内均有阳性着色（棕

色）微血管，但血管数目及类型有明显区别。A组微血

管较多，除较大微血管外，还存在许多直径<10 μm的毛

细血管及内皮细胞巢团（图3，A组）；而B组、C组死骨及

周围区域微血管较少，毛细血管更少；8周与4周相比

较，毛细血管数进一步减少（图3B，C组）；

定量分析见表2。拔牙后4周、8周，微血管密度A

组最高，B组次之，C组较少。与A组比较，B组、C组微

血管密度在 4周时分别减少了 25.87%和 55.27%（P<

0.01），在 8 周时分别减少了 45.62%和 72.84%（P<

0.01）。8周与4周相比，B组、C组微血管密度则进一步

减少（P<0.01）。上述结果提示，ZOL可显著抑制骨内微

血管生成，而ThD则可进一步加重微血管生成障碍。

2.4 TUNEL法细胞凋亡分析

在4周、8周时（图4，表3），A组骨组织内细胞凋亡

较少，荧光染色较浅；B组凋亡细胞较多，荧光较强，且

在8周时可见血管内皮细胞凋亡现象；C组则有更多的

骨细胞及血管内皮细胞发生凋亡。3组比较，4周时B

组、C 组细胞凋亡数较 A 组分别增加了 54.80%和

87.89%（P<0.01），而 8周时则分别增加了 208.08%和

250.58%（P<0.01）。以上结果提示，ZOL可诱发骨细胞

及血管内皮细胞发生凋亡，而ThD则会进一步加重细胞

凋亡现象。
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3 讨论

BRONJ是双膦酸盐类药物临床应用最主要的并发

症，严重影响患者的生活质量［1-2, 7］。针对BRONJ，国内

外学者开展了广泛的临床研究工作，总结了其临床分

型，规范了其治疗措施，同时，在许多动物身上成功地建

立了 BRONJ 动物模型［5, 8-9］。本研究通过系统应用

ZOL，配合牙齿拔除术，建立大鼠颌骨坏死模型，为

BRONJ发病机制的研究提供实验平台。结果表明，B

组（ZOL处理组）大鼠拔牙创周围出现了成片的死骨区

域，其内骨陷窝空虚，骨细胞消失，且这种现象持续长达

8周，提示BRONJ动物模型是成功的。

ThD曾作为镇静、催眠及妊娠呕吐的治疗药物，但

因其对血管生成抑制诱发新生儿畸形而被停用［10］。近

年来，ThD被尝试用于一些肿瘤的临床治疗［10］，获得了

较好的效果。在这些肿瘤的治疗中，常常面临ThD和双

膦酸盐类药物联合用药。ThD是否会影响双膦酸盐诱

发的颌骨坏死（BRONJ），其作用机制如何？目前尚不

清楚。本研究发现，加用ThD的C组拔牙窝周围骨质空

骨陷窝比例、死骨面积均较单纯应用ZOL的B组显著

增加，从而证实ThD的应用会加重ZOL诱发的颌骨坏死。

研究发现，ThD可显著降低多发性骨髓瘤患者骨髓

内微血管密度［11］，并可抑制人脐静脉内皮细胞的生长。

ThD可通过激活中性神经膦脂酶，促进神经酰胺生成，

来抑制血管内皮细胞表面VEGF受体，实现对血管生成

的抑制［12］。本研究中，加用ThD的C组拔牙窝周围骨质

内微血管密度显著降低。结果提示，ThD可显著抑制拔

牙创周围骨质内微血管的生成。由于微血管生成抑制

可造成局部骨质营养供应下降，成骨细胞、破骨细胞活

性降低，局部骨代谢障碍，从而使这些区域更容易发生

骨坏死，因而ThD对微血管生成的抑制可能是其加重

ZOL诱发颌骨坏死的重要原因。

国内外学者针对BRONJ提出了多种致病学说，如

破骨细胞抑制，骨转换降低［13］、上皮细胞毒性［14］、血管生

成抑制等［15］。然而，上述学说在BRONJ致病机制中的

作用尚无定论。帕米膦酸也可使大鼠颌骨坏死区血管

数目显著减少［15］。ZOL可直接调节血管生成细胞因子

的释放、抑制细胞因子与其受体结合等发挥抗血管形成

作用，降低血清中新生血管形成的细胞因子VEGF、

bFGF、MMP-1、MMP-2、IL的表达［18］，抑制小G蛋白翻

译后修饰，阻断VEGF-VEGFR-丝裂原活化蛋白激酶-

蛋白激酶B信号通路［19］。在体外，诱导内皮祖细胞和内

皮细胞的分化和凋亡，可显著抑制内皮细胞增殖、黏附、

迁移及毛细血管样结构生成［16-17］。ZOL不仅抑制内皮

祖细胞分化和小管样形成，阳止血管发生［20-21］，而且可

以抑制血管内皮细胞的增殖、黏附和迁移能力，干扰血

图3 拔牙后4周、8周拔牙创周围微血管检测
Fig.3 Detection of microvessels at peri-socket areas at week 4 and week 8 after tooth extraction
(Iimmunohistochemistry with CD31 antibody, original magnification: × 200). The areas encircled by black dashed
lines indicate the dead bone, and black arrows indicate microvessels.

100 μm

A B C

4th week

8th week

100 μm 100 μm

100 μm100 μm100 μm

Group

Group A

Group B

Group C

F

P

4th week

22.11±1.33

16.39±1.54*

9.89±0.78*☆

141.88

168.06

8th week

12.67±1.03

6.89±0.54*△

3.44±0.98*☆△

0.00

0.00

表2 拔牙后4、8周三组微血管密度比较
Tab.2 Comparison of microvessel density among the 3 groups
at week 4 and week 8 after tooh extraction (Mean±SD, n=6)

*P<0.01 vs group A; ☆P<0.01 vs group B; △P<0.01 vs the same group

of the 4th week.
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管生成［21］。本研究中，应用ZOL的B组微血管密度较A

组显著降低，在拔牙后4、8周2个时间点，微血管密度分

别减少了25.87%和45.62%，同时，B组微血管内皮在8

周时也出现了细胞凋亡现象。以上结果提示，ZOL不仅

可以直接作用于生血管形成的细胞因子，而且可以通过

作用于内皮细胞显著抑制颌骨内微血管生成，造成微血

管血循环障碍。因此推测ZOL对微血管的影响也是诱

发颌骨坏死的重要原因。

本研究另一个重要发现是骨坏死及周围区域出现

骨细胞减少，骨陷窝密度降低现象。与A组比较，B组、

C 组骨陷窝密度在 4 周时分别降低了 21.23%和

28.93%，在8周时分别降低了26.04%和35.82%。分析

骨陷窝密度低的原因，可能与药物对成骨细胞活性的影

响有关。研究表明，ZOL可改变前成骨细胞MC3T3的

活性和生物学行为，使细胞形态、碱性膦酸酶活性及

Runx1及Col1基因表达异常，向骨细胞分化障碍［22］。颌

骨坏死与双膦酸盐诱发的成骨细胞功能异常有关［23］。

ThD在体外也可抑制成骨细胞发育，降低细胞ALP活

性及基质矿化能力［7］。骨陷窝密度降低的另一个可能

原因是药物对微血管生成的抑制。如上所述，ThD和

ZOL在体外及体内均有明显抗微血管生成作用，而微血

管障碍可致局部营养供应下降，成骨细胞活性改变，诱

发骨基质形成及矿化能力异常，导致局部骨陷窝密度减

低。据我们所知，该现象在国内外为首次报道。骨陷窝

密度降低使局部骨组织营养代谢能力下降，这也是这些

区域更易出现坏死的重要原因。

综上所述，本研究中沙利度胺和双膦酸盐的联合应

用加重了唑来膦酸诱发的早期阶段颌骨坏死，而沙利度

胺及唑来膦酸对颌骨坏死的作用与其对微血管生成的

抑制有关。
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