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钙和维生素 Ｄ 膳食补充对大鼠踝关节骨折创伤模型
破骨细胞活性和骨量的影响分析
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(定州市人民医院骨科ꎬ河北 定州　 ０７３０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨钙和维生素 Ｄ(Ｃａ / ＶｉｔＤ)膳食对大鼠踝关节骨折创伤模型破骨细胞活性和骨量的影响ꎮ
方法　 选择 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠为研究对象ꎬ将大鼠随机分为三组对照组(Ｃ)、Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食组(Ｄ)及 Ｃａ / ＶｉｔＤ
补充饮食组(Ｓ)ꎬ建立踝关节骨折创伤模型ꎮ 通过大鼠血清分析、微型计算机断层扫描(μＣＴ)分析、组织形态计量

学和免疫组化分析及大鼠创伤愈伤组织的基因表达分析研究 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食是否会损害骨修复ꎮ 此外还探讨

了从创伤的时间点开始在饮食中补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 是否能增强骨折愈合ꎮ 结果　 与 Ｃ 组相比ꎬＤ 组骨密度(ＢＭＤ)显著

降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ骨量减少(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ纤维组织量增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 在骨折的愈伤组织中ꎬＤ 组破骨细胞的数量

和表面明显增加 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 踝关节骨折后补充 Ｃａ / ＶｉｔＤꎬ与 Ｄ 组相比ꎬ Ｓ 组愈伤组织中的骨量显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ而纤维组织减少(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 此外ꎬＳ 组表现出较高的骨折愈合率(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ Ｓ 组 Ｉ 型胶原 Ｃ 端端

肽(ＣＴＸ)水平减少ꎬ碱性磷酸酶(ＡＬＰ)和 Ｘ 连锁磷酸盐调节基因(Ｐｈｅｘ)表达增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 与此同时ꎬＳ 组

ｉＦＧＦ２３ 及 ｃＦＧＦ２３ 的血清水平均显著升高ꎬ与 Ｄ 组ꎬＣ 组相比较具有显著统计学差异(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 但 ｉＦＧＦ２３:
ｃＦＧＦ２３ 三组无显著统计学差异性(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 手足创伤后补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 可减少 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者破骨

细胞活性和骨量增加ꎬ改善骨修复ꎮ 对临床术后护理具有指导意义ꎮ
【关键词】 　 钙ꎻ维生素 Ｄꎻ破骨细胞活性ꎻ骨量ꎻ踝关节骨折创伤模型
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ( Ｃａ / ＶｉｔＤ) ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ａｆｔｅｒ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ( Ｃ)ꎬ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ( Ｄ)ꎬ ａｎｄ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐｓ ( Ｓ). Ｇｒｏｕｐ Ｓ
ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ ｓｕｒｇｅｒｙ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｅｅｄｉｎｇ. Ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｍｉｃｒｏ￣ｃｏｍｐｕｔｅｄ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ (ＣＴ)ꎬ ｈｉｓｔｏｅｃｏｎｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｉ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐａｉｒ ｂｏｎｅ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｃａｕｓｅ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ＢＭＤ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ｗｈｅｒｅａｓ
ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｕｓꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｇｒｏｕｐ Ｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｇｒｏｕｐ
Ｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ. Ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｓꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｔｅｌｏｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈａｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ Ｘ￣ｌｉｎｋｅｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉＦＧＦ２３ ａｎｄ ｃＦＧＦ２３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｄ ａｎｄ Ｃ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｉＦＧＦ２３:
ｃＦＧＦ２３ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓꎬ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｂｏｎｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ. Ｔｈｅｓｅ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｈｏｕｌｄ ｈａｖｅ ｇｕｉｄｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｎｕｒｓｉｎｇ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｃａꎻ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄꎻ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ｂｏｎｅ ｍａｓｓꎻ ｔｒａｕｍａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 踝关节骨折是临床上常见的手足创伤疾病ꎬ钙
和维生素(Ｃａ / ＶｉｔＤ)缺乏可能是影响创伤后骨折愈

合的重要因素[１]ꎮ ＶｉｔＤ 通过影响肠钙吸收、肾钙再

吸收和破骨细胞骨吸收来调节钙稳态[２]ꎮ ＶｉｔＤ 缺

乏和低钙供应都会通过骨吸收增加而维持血液中

的钙ꎬ从而降低骨量和质量[３]ꎮ 此外ꎬＣａ / ＶｉｔＤ 缺乏

症也可能导致踝关节骨折患者中常见的骨折愈合

并发症[４]ꎬ因为钙对骨折－愈伤组织矿化是必不可

少的ꎮ 但是目前 Ｃａ / ＶｉｔＤ 在手足创伤踝关节骨折愈

合中的作用仍未得到很好的研究ꎬ补充Ｃａ / ＶｉｔＤ是否

有助于手足创伤骨折愈合也存在争议[５]ꎮ 最近ꎬ有
团队研究了由次氯酸钠引起的钙吸收不良的大鼠

骨折愈合ꎬ发现骨折后骨愈合不受影响ꎬ而骨骼破

骨细胞活性显著增加[６]ꎮ 这些结果表明ꎬ当骨吸收

不符合愈伤组织矿化的要求时ꎬ创伤后骨吸收增

强ꎮ 与此结果一致ꎬ临床研究中观察到骨折后全身

骨丢失ꎬ其表现为骨密度(ＢＭＤ)降低高达 １５％[７]ꎮ
创伤后骨丢失可显著增加继发性骨折的风险[８]ꎮ
因此得出假设ꎬ创伤后骨丢失可能在Ｃａ / ＶｉｔＤ缺乏的

情况下发生ꎬ然而目前缺乏相关研究ꎮ
因此ꎬ本研究采用手足创伤踝关节骨折大鼠模

型ꎬ研究饮食中 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏是否会损害骨修复ꎮ
此外还探讨了从踝关节创伤的时间点开始在饮食

中补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 对 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者破骨细胞活

性和骨量的影响ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只清洁级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重约为

２２０ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ(京)２０１５－０００４】ꎮ 饲养于定州市人民医院

动物实验室【ＳＹＸＫ(冀)２０１５－００１８】ꎮ 饲养期间各

组大鼠自由饮水ꎬ提供足够饲料ꎮ 饲养环境:湿度

恒定ꎬ温度控制在 ２２ ~ ２５℃ꎮ 所有操作均符合定州

市人民医院实验动物管理和使用委员会要求(审批

号:ＤＺＰＨ￣ＤＷ２０１８００３)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＮＡｌａｔｅｒＴＭ(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)ꎬ大鼠抗小鼠 ＦＧＦ２３
(ＭＡＢ２６２９１ꎬ Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｉｎｃꎬ美国)ꎬ兔抗小鼠

ＦＧＦＲ１ / ＣＤ３３１ ( ＰＡ５ － ２５９７９ꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)ꎬ生物素偶联的山羊抗兔免疫

球蛋白 Ｇ( ＩｇＧ) (Ｂ２７７０ꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)和生物素

偶联的山羊抗大鼠 ＩｇＧ(Ａ１０５１７ꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)ꎮ
高分辨率台式 ＣＴ(Ｓｋｙｓｃａｎ １１７２ꎬ比利时)ꎬ倒置

荧光显微镜(奥林巴斯ꎬＩＸ７３ꎬ日本)ꎬ低温高速离心

机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ德国)ꎬＴＰ６００ 型 ＰＣＲ 仪(ＴａＫａＲａꎬ日
本)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验设计

将大鼠随机分为三组ꎮ 对照组 Ｃ 组标准喂食

(Ｃａ ０􀆰 ５％ꎬＶｉｔＤ ２０００ ＩＵ / ｋｇ)ꎬ而 Ｄ 组和 Ｓ 组则接受

Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食(Ｃａ ０􀆰 ２５％ꎬＶｉｔＤ ０ ＩＵ / ｋｇ)ꎮ ８ 周

后ꎬ所有大鼠均接受手术构建大鼠手足创伤踝关节

骨折模型ꎮ 手术后立即将 Ｓ 组转入补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 的

饮食(Ｃａ ２􀆰 ０％ꎬＶｉｔＤ ２０００ ＩＵ / ｋｇ)ꎮ 第 １０ 天和第 ２３
天处死大鼠(ｎ＝ ８)ꎬ并评估手足创伤术后踝关节骨

折愈合情况ꎮ 本研究动物实验经伦理委员会的审

核批准ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 手术

踝关节骨折手术采用 ２％异氟烷全麻下进行ꎮ
为了镇痛ꎬ大鼠在手术前 １ ｄ 至术后 ３ ｄ 饮用水中加
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入 ２５ ｍｇ / ｍＬ 盐酸曲马多ꎮ 手术前ꎬ所有大鼠均皮

下注射抗生素克林霉素￣２￣二氢磷酸酯(４５ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ
对踝关节进行无菌处理后ꎬ将大鼠仰卧卧位ꎬ右侧

髋关节外展 ９０°ꎮ 右膝关节弯曲 ９０°ꎮ 然后在内踝

处做 １ ｃｍ 纵行切口ꎬ钝性分离皮下筋膜及肌腱ꎬ暴
露内踝ꎮ 小骨凿与角度固定器(３７°)组合后置于胫

骨远端ꎬ中等力度将骨凿敲入内踝ꎬ然后采用缝线

缝合ꎬ术后允许其自由活动ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清分析

在给予手术创伤时(眼眶取血)和实施安乐死

当天(心脏穿刺)获得大鼠血液样本ꎮ Ｉ 型胶原 Ｃ 端

端肽(ＣＴＸ)、Ｉ 型前胶原 Ｎ 端肽(ＰＩＮＰ)、甲状旁腺

激素(ＰＴＨ)和成纤维细胞生长因子 ２３( ｉＦＧＦ２３ꎬ完
整和 Ｃ 末端) 血清水平采用酶联免疫吸附测定

(ＥＬＩＳＡ)试剂盒测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 微型计算机断层扫描(μＣＴ)分析

在第 ２３ 天ꎬ采用 μＣＴ 扫描设备以 ８ μｍ 的分辨

率ꎬ５０ ｋＶ 的电压和 ２００ μＡ 的电压对踝关节进行成

像ꎮ 使用 μＣＴ 图像在两个垂直平面上评估了每个

愈伤组织桥接皮质的数量ꎮ 当观察到每个愈伤组

织 ≥ ３ 个桥接皮质时ꎬ该骨折被认为“已成功治

愈”ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 组织形态计量学和免疫组化

将第 １０、２３ 天的踝关节植入甲基丙烯酸甲酯或

石蜡中ꎮ 采用番红 Ｏ 染色法进行组织形态学分析ꎬ
用图像分析软件测定整个愈伤组织中骨、软骨和纤

维组织的相对数量ꎮ 第 ２３ 天采用抗酒石酸磷酸酶

染色后ꎬ根据 ＡＳＢＭＲ 指南评估骨细胞参数[９]ꎮ 利

用图像分析软件ꎬ在踝关节骨折愈伤组织中间

１􀆰 ８ ｍｍ × ０􀆰 ９ ｍｍ 区域进行成骨细胞和破骨细胞计

数ꎮ 采用抗体和稀释液对踝关节(Ｄ２３)的石蜡包埋

切片进行 ＦＧＦ２３ 和成纤维细胞生长因子受体 １
(ＦＧＦＲ１)进行免疫组织化学染色ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 骨折愈伤组织的基因表达分析

在第 ２３ 天ꎬ收集踝关节愈伤组织并在 ４℃下储

存在 ＲＮＡｌａｔｅｒ 中ꎮ 去除 ＲＮＡｌａｔｅｒ 后ꎬ将断裂愈伤组

织在液氮中快速冷冻ꎬ并在振动磨中以 ３０ Ｈｚ 的频

率粉碎 １􀆰 ５ ｍｉｎꎮ 采用试剂盒分离总 ＲＮＡꎬ将 １ μｇ
分离的 ＲＮＡ 转录为 ｃＤＮＡꎬ然后进行定量聚合酶链

反应(ｑＰＣＲ)ꎮ 引物序列如下:碱性磷酸酶(ＡＬＰꎬ
Ｆ: ５′￣ＧＣＴＧＡＴＣＡＴＴＣＣＣＡＣＡＣＴＴＴＴ￣３′ 和 Ｒ: ５′￣
ＧＡＧＣＣＡＧＡＣＣＡＡＡＧＡＴＧＧＡＧ￣３′)ꎬ维生素 Ｄ 受体

(ＶＤＲꎬ Ｆ: ５′￣ＧＧＧＣＴＴＣＣＡＣＴＴＣＡＡＣＧＣＴＡ￣３′ 和 Ｒ:

５′￣ＣＡＴＧＣＴＣＣＧＣＣＴＧＡＡＧＡＡＡＣ￣ ３′)ꎬＸ 连锁磷酸盐

调 节 基 因 ( Ｐｈｅｘꎬ Ｆ: ５′￣ＴＴＣＣＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＣ
ＴＧＧＣＴＧ￣３′ 和 Ｒ: ５′￣ＴＣＴＣＣＧＡＧＧＧＡＣＣＡＡＴＧＴＣＴ￣
３′)ꎬ ＦＧＦ２３ ( Ｆ: ５′￣ＡＣＡＧＧＡＧＣＣＡＴＧＡＣＴＣＧＡＡＧ￣３′
和 Ｒ: ５′ － 将 ＧＣＡＡＴＴＣＴＣＴＧＧＧＣＴＧＡＡＧＴ￣３′) 和

ＦＧＦＲ１(Ｆ:５′￣ＴＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＴＣＣＴ￣３′和 Ｒ:
５′￣ＡＧＣＴＡＣＡＧＧＣＣＴＡＣＧＧＴＴＴＧ￣３′)ꎬ管家基因 β￣２－
微球蛋白(Ｆ:５′￣ＡＴＡＣＧＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＴＡＡＧＣＡ￣３′和
Ｒ:５′￣ＴＣＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴＣＣＣＡＧＴ￣３′)ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件对数据进

行整理及分析ꎮ 数据结果表示为平均值±标准差

( 􀭰ｘ ± ｓ) ꎮ 当三组相互比较时ꎬ通过单因素方差分

析(ＡＮＯＶＡ)和事后 Ｆｉｓｈｅｒｓ ＬＳＤ 分析数据的显著

性ꎬ采用 ｔ 检验比较两组样本的显著性ꎮ 通过卡

方检验分析骨折愈合数据ꎮ Ｐ< ０􀆰 ０５ 为差异具

有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 手足创伤前大鼠血清及 μＣＴ 分析结果

手足创伤前在未骨折(Ｄ 组和 Ｓ 组)大鼠和对

照组(Ｃ 组)大鼠之间ꎬ血清、μＣＴ 和组织形态学参

数差异无显著性(Ｐ > ０􀆰 ０５)(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 饮食中 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏对骨折愈合的影响

为评估 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食对大鼠手足创伤术后

骨折愈合的影响ꎮ 创伤后第 １０ 天ꎬ未观察到 Ｃａ /
ＶｉｔＤ 缺乏对愈伤组织的显著影响ꎮ 到第 ２３ 天ꎬ与
Ｃ 组大鼠相比ꎬＤ 组大鼠的骨折愈伤组织中的 ＢＭＤ
显著降低 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＢＶ / ＴＶ 没有 显 著 性 差 异

(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ而在组织形态计量学中ꎬＤ 组大鼠在新

形成的愈伤组织中骨量显著减少(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ纤维

组织量显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)(见表 ２ꎬ图 １Ａꎬ１Ｂ)ꎬ而
在骨折的愈伤组织中ꎬＤ 组大鼠破骨细胞的数量和

表面显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＤ 组的成骨细胞活性没

有显著性差异(图 １Ｃ)ꎮ 这些结果表明在 Ｄ 组大鼠

中骨含量略有减少ꎬ说明在 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食组中

手足创伤术后骨愈合受到了中度干扰ꎮ
２􀆰 ３　 饮食中 Ｃａ / ＶｉｔＤ 补充对骨折愈合的影响

Ｃａ / ＶｉｔＤ 补充剂 Ｓ 组在骨折后 １０ ｄ 无明显影

响ꎮ 到第 ２３ 天ꎬＳ 组在踝关节愈伤组织中的 ＢＭＤ
略有增加ꎬ但没有显著增加ꎮ 与 Ｄ 组相比ꎬＳ 组大鼠

的愈伤组织中的骨量显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ而纤维

组织部分显著减少(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 此外ꎬＳ 组表现出
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较高的骨折愈合率(Ｐ< ０􀆰 ０５)(表 ３)ꎮ
　 　 与 Ｄ 组相比ꎬ手足创伤术后 ２３ ｄꎬＳ 组大鼠的骨

痂成骨细胞标志物 ＡＬＰ ｍＲＮＡ 表达显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ血清 ＰＴＨ 水平显著降低(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ
和 Ｃ 组相比骨吸收标记物 ＣＴＸ 的血清水平降低ꎬ但
骨形成标记 ＰＩＮＰ 的血清水平差异无显著性(Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 这些结果表明ꎬ在手足创伤术后开始的 Ｃａ /
ＶｉｔＤ 补充减少甚至补偿了慢性 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏的负面

影响(表 ３)ꎮ
与此同时ꎬＳ 组 ｉＦＧＦ２３ 及 ｃＦＧＦ２３ 的血清水平

均显著升高ꎬ与 Ｄ 组ꎬＣ 组相比较具有显著性差异

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 但 ｉＦＧＦ２３:ｃＦＧＦ２３ 三组无显著性差异

(Ｐ > ０􀆰 ０５)说明饮食中补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 对骨折愈伤组

织中的 ｉＦＧＦ２３ꎬｃＦＧＦ２３ 表达水平具有关联性ꎮ 与 Ｄ
组的 相 比ꎬ Ｓ 组 中 Ｐｈｅｘ ｍＲＮＡ 表 达 显 著 增 加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ证实了 ＦＧＦ２３ 运转率提高ꎬ见表 ３ꎮ
表 １　 手足创伤前大鼠 μＣＴ 及血清分析结果(ｎ＝ ８)

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＴ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ(ｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｉ 型胶原
Ｃ 端端肽
(ｎｇ / ｍＬ)

ＣＴＸ
(ｎｇ / ｍＬ)

Ｉ 型前胶
原 Ｎ 端肽
(ｎｇ / ｍＬ)
ＰＩＮＰ

(ｎｇ / ｍＬ)

成纤维
细胞

生长因子 ２３
(ｐｇ / ｍＬ)
ｉＦＧＦ２３

(ｐｇ / ｍＬ)

Ｃ 末端成
纤维

细胞生长
因子

(ｐｇ / ｍＬ)
２３ｃＦＧＦ２３
(ｐｇ / ｍＬ)

甲状旁
腺激素

(ｐｇ / ｍＬ)
ＰＴＨ (ｐｇ / ｍＬ)

骨密度
(ＨＡｍｇ / ｃｍ)
Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ

ｄｅｎｓｉｔｙ
(ＨＡｍｇ / ｃｍ)

骨小梁体
积分数
(％)

ＢＶ / ＴＶ
(％)

骨小梁宽
(％)

Ｔｂ.Ｔｈ (％)

骨小梁
数量

(１ / ｍｍ)
Ｔｂ.Ｎ

(１ / ｍｍ)

骨小梁
分离
(ｍｍ)
Ｔｂ.Ｓｐ
(ｍｍ)

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ

１８􀆰 １２２ ±
４􀆰 ２２１

３４􀆰 ０３０ ±
６􀆰 ８３１

１９０􀆰 ２４２ ±
１２􀆰 ２７８

１８􀆰 ４７３ ±
４􀆰 ２２１

１８􀆰 ２４７ ±
４􀆰 ２０９

７３４􀆰 ４３２ ±
２７􀆰 ６７５

１９􀆰 ２９８ ±
５􀆰 １０１

０􀆰 ０５６ ±
０􀆰 ００６

３􀆰 ２１２ ±
０􀆰 ９３４

０􀆰 １７１ ±
０􀆰 ０３４

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ

１７􀆰 ４６２ ±
５􀆰 １４５

３５􀆰 ０４２ ±
７􀆰 ０９８

２００􀆰 ０９２ ±
１７􀆰 ２８１

１７􀆰 ９７６ ±
４􀆰 ２２１

３２０􀆰 ３４１ ±
２７􀆰 ２３１

７２１􀆰 ３４１ ±
５３􀆰 ０４１

１８􀆰 ９２４ ±
３􀆰 ７２４

０􀆰 ０５７ ±
０􀆰 ００６

３􀆰 ０３７ ±
０􀆰 ６４２

０􀆰 １９４ ±
０􀆰 ０４３

Ｓ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｓ

１５􀆰 ４４３ ±
４􀆰 ８２１

３８􀆰 ２１２ ±
５􀆰 ３３１

２００􀆰 ２５１ ±
１９􀆰 ０３４

１８􀆰 ２４７ ±
４􀆰 ２０９

３２０􀆰 １２８ ±
２０􀆰 ８７３

７４２􀆰 ２１４ ±
４０􀆰 ０７６

１９􀆰 ８０８ ±
５􀆰 ７０６

０􀆰 ０６０ ±
０􀆰 ００６

３􀆰 １９５ ±
０􀆰 ５０２

０􀆰 ２０４ ±
０􀆰 ０２２

表 ２　 创伤后第 ２３ 天大鼠骨折愈伤组织 μＣＴ 分析结果(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ２　 ＣＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｏｆ ｒａｔ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｏｎ ｄａｙ ２３ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａ(ｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨密度(ＨＡｍｇ / ｃｍ)
Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ (ＨＡｍｇ / ｃｍ)

骨小梁体积分数(％)
Ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ / Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ (％)

组织体积(ｍｍ３)
Ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ (ｍｍ３)

骨折愈合(％)
Ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ (％)

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ３６９􀆰 ８７１ ± ７３􀆰 ２６２ １９􀆰 ４７７ ± ５􀆰 ６３３ ５􀆰 ７２１ ± ２􀆰 ３４４ ６２􀆰 ５００

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ ３０３􀆰 １２１ ± ４７􀆰 ２７３∗ １６􀆰 ８４５ ± ４􀆰 ３２６ ７􀆰 ０２２ ± ２􀆰 ５６５ ５０􀆰 ０００

Ｓ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｓ ３４１􀆰 ９８４ ± ４５􀆰 ４３７ １８􀆰 １７１ ± ５􀆰 ０２５ ６􀆰 ９１２ ± １􀆰 ７４４ ７５􀆰 ０００∗＃

注:与 Ｃ 组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与 Ｄ 组比较ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ (下图 / 表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ< ０􀆰 ００１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

表 ３　 骨折后第 ２３ 天大鼠骨折愈合参数及血清分析结果(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｏｎ ２３ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｒａｃｔｕｒｅ(ｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

每骨周
破骨细
胞数

(１ / ｍｍ)
Ｎ.Ｏｃ /
Ｂ.Ｐｍ

(１ / ｍｍ)

每骨表
面破骨
细胞表
面(％)
Ｏｃ.Ｓ /
ＢＳ(％)

每骨周
成骨细
胞数

(１ / ｍｍ)
Ｎ.Ｏｂ /
Ｂ.Ｐｍ

(１ / ｍｍ)

每骨表
面成骨
细胞表
面(％)
Ｏｂ.Ｓ /
ＢＳ(％)

血清参数
Ｓｅｒｕｍ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

基因表达
Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｉ 型胶
原 Ｃ 端
端肽

(ｎｇ / ｍＬ)
ＣＴＸ

(ｎｇ / ｍＬ)

Ｉ 型前
胶原 Ｎ
端肽

(ｎｇ / ｍＬ)
ＰＩＮＰ

(ｎｇ / ｍＬ)

成纤维
细胞生
长因
子 ２３

(ｐｇ / ｍＬ)
ｉＦＧＦ２３

(ｐｇ / ｍＬ)

Ｃ 末端
成纤维
细胞生
长因
子 ２３

(ｐｇ / ｍＬ)
ｃＦＧＦ２３
(ｐｇ / ｍＬ)

成纤维
细胞生
长因
子 ２３:
Ｃ 末端
成纤维
细胞生
长因子

２３ｉＦＧＦ２３:
ｃＦＧＦ２３

甲状旁
腺激素
(ｐｇ / ｍＬ)

ＰＴＨ
(ｐｇ / ｍＬ)

相对 ＡＬＰ
ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＡＬＰ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

相对 ＶＤＲ
ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＶＤＲ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

相对
Ｐｈｅｘ

ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＰＨＥＸ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｃ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｃ ４􀆰 ２３２ ±
０􀆰 ８６２

１０􀆰 ２１３ ±
４􀆰 ４３２

２６􀆰 ３２１ ±
６􀆰 ０８７

１８􀆰 ５３２ ±
５􀆰 ０２３

１９􀆰 ５２６ ±
４􀆰 ２１０

４２􀆰 ２５７ ±
５􀆰 ０９８

２２０􀆰 ６５１ ±
１８􀆰 ０９８

３５１􀆰 ３４２ ±
３４􀆰 １２３

０􀆰 ６２１ ±
０􀆰 ０８１

１８１􀆰 ４３１ ±
１９􀆰 ２２１

１􀆰 ０００ ±
０􀆰 ０８７

１􀆰 ０００ ±
０􀆰 ０７６

１􀆰 ０００ ±
０􀆰 ０９５

Ｄ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｄ
５􀆰 ９４２ ±
０􀆰 ７６２∗∗

１４􀆰 ９６４ ±
３􀆰 １７８∗∗

１９􀆰 ３８１ ±
５􀆰 ９３１

１６􀆰 １２５ ±
３􀆰 ２１９

１９􀆰 ２７１ ±
６􀆰 １０９

４５􀆰 ７５３ ±
６􀆰 １２５

２５１􀆰 ２３４ ±
１２􀆰 ９８７

４２２􀆰 ６５４ ±
３８􀆰 ６７１

０􀆰 ５８１ ±
０􀆰 ０５３

４５０􀆰 ４４３ ±
３０􀆰 １３２∗∗

０􀆰 ８２１ ±
０􀆰 ０７６

０􀆰 ８２１ ±
０􀆰 ０５４

０􀆰 ７５１ ±
０􀆰 ０７４

Ｓ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｓ
４􀆰 ５３２ ±
０􀆰 ５６１＃

９􀆰 ５４３ ±
２􀆰 ０９８＃＃＃

２８􀆰 ２１６ ±
５􀆰 ３２０９＃＃

２２􀆰 ４３２ ±
４􀆰 ２９８＃＃

１３􀆰 １０９ ±
３􀆰 ０９０∗

５０􀆰 ２３１ ±
７􀆰 ３４２

３４０􀆰 ７６１ ±
３２􀆰 ９２１∗∗＃＃

６１０􀆰 ２３６±
６０􀆰 ６４０∗∗＃

０􀆰 ６３２ ±
０􀆰 ０９７

８０􀆰 ８７１ ±
１２􀆰 ９６３＃＃＃

１􀆰 ２３４ ±
０􀆰 １３２＃

１􀆰 ２６１ ±
０􀆰 ０９７＃

１􀆰 ２５３ ±
０􀆰 １２３＃
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注:Ａ:第 １０ 天骨折愈伤组织中骨、软骨和纤维组织的百分比ꎻＢ:第 ２３ 天骨折愈伤组织中骨、软骨和纤维组织的百分比ꎻＣ:用番红

Ｏ 和抗酒石酸酸性磷酸酶(ＴＲＡＰ)染色的踝关节愈伤组织结果ꎮ

图 １　 大鼠踝关节的组织形态学分析结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｏｎｅꎬ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｕｓ ａｔ １０ ｄ. Ｂ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｏｎｅꎬ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ
ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｕｓ ａｔ ２３ ｄ. Ｃ. Ａｎｋｌｅ ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ Ｏ ａｎｄ ｔａｒｔｒａｔｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ(ＴＲＡＰ).

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ

３　 讨论

本研究研究了 Ｃａ / ＶｉｔＤ 在手足创伤术后骨折愈

合中的作用ꎮ 慢性膳食 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏大鼠踝关节骨

折后血清 ＰＴＨ 水平明显升高ꎬ破骨细胞活性增加ꎮ
踝关节骨折创伤术后补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 可促进愈合ꎮ 因

此ꎬ本研究证明了在手足创伤术后骨折愈合过程中

充足的 Ｃａ / ＶｉｔＤ 的供应可减少 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者

破骨细胞活性和增加骨量ꎬ改善骨修复ꎬ在临床上

具有高度的相关性ꎮ
由于钙在骨再生过程中对愈伤组织矿化至关

重要ꎬ因此ꎬ本研究研究了 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏是否影响骨

修复ꎮ Ｄ 组表现出中等程度的骨折愈合ꎬ骨折愈伤

组织中骨含量减少及破骨细胞数量增加ꎮ Ｄ 组的

ＰＴＨ 水平高可能是愈伤组织中破骨细胞活性显著

增加的原因ꎮ 关于 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏对骨愈合的影响ꎬ
目前对大鼠的研究数量有限ꎬ已有少量研究报道了

对愈伤组织矿化和生物力学骨特性的相互矛盾的

影响[１０－１１]ꎮ 与本研究结果一致ꎬ愈合受损和不愈合

的患者与正常愈合的患者相比ꎬ血清维生素 Ｄ 水平

较低[１２]ꎮ 此外ꎬ本研究证明了补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 可以消

除先前缺乏饮食的负面影响ꎬ这一点可以通过骨折

愈伤组织中骨量增加得到证明ꎮ
ＶｉｔＤ 对骨再生的积极作用主要是通过其对钙

稳态的内分泌作用间接发挥作用ꎬ从而增加骨折愈

伤组织矿化的钙供应ꎮ 然而ꎬ维生素 Ｄ 对骨骼的直

接影响也被广泛讨论ꎬ因为成骨细胞表达 ＶＤＲꎬ其
在这些细胞上的表达直接受生物活性 １ꎬ２５(ＯＨ)
２Ｄ３ 调控[１３]ꎮ 体外研究表明 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 和 ＶＤＲ
可增强成骨细胞分化和矿化ꎬ表现为成骨细胞分化

标志物 ＡＬＰ 活性增加[１４]ꎮ 本研究证明了补充 Ｃａ /
ＶｉｔＤ 大鼠手足创伤术后骨折愈伤组织中 ＶＤＲ 和

ＡＬＰ 的表达增加ꎮ 基于这些结果ꎬ可以说明增强的

１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ / ＶＤＲ 信号在骨折愈伤组织中的局部
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作用可能也有助于 Ｃａ / ＶｉｔＤ 治疗诱导的骨折愈合改

善ꎮ 然而ꎬ需要进一步的研究探讨其确切机制ꎮ
此外ꎬ本研究还研究了 ＦＧＦ２３ꎬ是矿物质和 ＶｉｔＤ

代谢的调节剂ꎬ对有效的骨愈合非常重要ꎮ 在 Ｓ 组

大鼠中ꎬｉＦＧＦ２３ 和 ｃＦＧＦ２３ 血清水平均显著增加ꎬ表
明 ＦＧＦ２３ 周转率提高ꎮ 但是ꎬｉＦＧＦ２３:ｃＦＧＦ２３ 的比

例未改变ꎬ可能表明其生物活性 ＦＧＦ２３ 不变ꎮ 与此

一致ꎬ骨折愈伤组织中的 ＦＧＦ２３ 和 ＦＧＦＲ１ 表达不

受 Ｃａ / ＶｉｔＤ 补充的影响ꎬ表明局部 ＦＧＦ２３ 信号不受

影响ꎮ 骨折愈伤组织中的内肽酶 Ｐｈｅｘ ｍＲＮＡ 表达

增加ꎬ表明 ＦＧＦ２３ 裂解支持大鼠中 ＦＧＦ２３ 更新ꎮ 但

是ꎬ需要进一步的研究来证实ꎮ
总之ꎬ本研究表明ꎬＣａ / ＶｉｔＤ 补充剂在踝关节创

伤术后可减少 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者破骨细胞活性和

增加骨量ꎬ改善骨修复ꎬ可减少患者发生继发性骨

折的风险ꎮ
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