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【摘要】 目的 研究卵巢摘除的雌性大鼠，关节腔内早期注射阿仑膦酸钠对髁突软骨下骨的影响。方法

将 60只雌性 SD大鼠随机分成 5组：卵巢切除后使用空白载体治疗组、术后早期注射阿仑膦酸钠治疗组、术后

4周（晚期）注射组、假手术后使用空白载体治疗组和正常对照组。利用Micro⁃CT、抗酒石酸酸性磷酸酶（tar⁃
trate resistant acid phosphatase，TRAP）染色以及实时定量聚合酶链反应（qRT⁃PCR）来检测髁突软骨下骨的变

化。结果 早期注射阿仑膦酸钠可以明显改善软骨下骨的微观结构，与晚期注射组相比，主要表现在其具有

更高的骨体积比（46.4 ± 2.5 vs 37.5 ± 2.1；P = 0.038）、骨小梁厚度（47.3 ± 1.7 vs 34.6 ± 1.4；P = 0.029）、骨小梁

数目（8.5 ± 0.6 vs 6.2 ± 0.3；P = 0.041）及更少的骨小梁分离（30.2 ± 1.6 vs 37.7 ± 2.6；P = 0.034）。与其他 3组

比较，早期注射组大鼠软骨下骨中的 TRAP阳性细胞更少（4.2 ± 0.2 vs 6.8 ± 0.4；P = 0.019）以及OPG/RANKL
比例更高（0.38 ± 0.01 vs 0.25 ± 0.03；P = 0.043）。结论 关节腔内早期注射阿仑膦酸钠可以有效改变软骨下

骨的微观结构，减轻髁突软骨的病变程度。
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Effect of early intra ⁃articular injection of alendronate in reducing subchondral bone loss in rat mandibular
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【Absract】 Objective To investigate the effects of intra⁃articular injection of alendronate on the mandibular condyle in
ovariectomized rats. Methods Sixty female rats were randomly divided into five groups: ovariectomy with vehicle treat⁃
ment alone, early alendronate treatment at ovariectomy, late alendronate treatment at 4 weeks after ovariectomy, sham⁃
operation with vehicle treatment, and the normal control rats. The changes in subchondral bone were evaluated by micro⁃
computed tomography (Micro⁃CT), tartrate⁃resistant acid phosphatase (TRAP) staining and real⁃time quantitative poly⁃
merase chain reaction (RT⁃PCR). Results Compared with late alendronate treatment, early alendronate treatment im⁃
proved microstructural properties of the subchondral bone, with higher bone volume ratio (46.4 + 2.5 vs 37.5 + 2.1; P=
0.038), increased trabecular thickness (47.3 + 1.7 vs 34.6 + 1.4; P = 0.029), elevated trabecular number (8.5 + 0.6 vs

6.2 + 0.3; P = 0.041) and lower trabecular separation (30.2 + 1.6 vs 37.7 + 2.6; P = 0.034). Fewer TRAP⁃positive cells
(4.2 + 0.2 vs 6.8 + 0.4; P = 0.019) and a higher OPG/RANKL ratio (0.38 + 0.01 vs 0.25 + 0.03; P = 0.043) in the sub⁃

关节腔内早期注射阿仑膦酸钠对卵巢摘除大鼠
髁突软骨下骨的影响

李婷 1， 陈瞰 1， 兰玲莉 1， 任笑春 1， 应彬彬 2， 祝颂松 1

1. 口腔疾病研究国家重点实验室，四川大学华西口腔医院口腔颌面外科，四川 成都（610041）； 2. 宁波市第一

医院口腔科，浙江 宁波（315000）

【收稿日期】2016⁃10⁃18；【修回日期】2016⁃11⁃11
【基金项目】浙江省自然科学基金（LY12H14002），国家自然科学基金（81271170）
【作者简介】李婷，研究生在读，Email: 337151218@qq.com
【通讯作者】祝颂松，教授，博士，Email: zss_1977@163.com

·· 87



口腔疾病防治 2017年 2月 第 25卷 第 2期

chondral bone were observed in the animals with early treatment group compared to late treatment or ovariectomy/vehi⁃
cle treatment group. Conclusion Our results suggest the therapeutic potential of intra⁃articular alendronate injection
in the treatment of osteoporosis⁃associated temporomandibular disorders.
【Key words】 Subchondral bone; Temporomandibular joint; Osteoporosis; Ovariectomy; Drug delivery

骨质疏松主要是一种以骨量减少及骨组织结

构退化为主要特征的系统性疾病［1］。对于罹患骨

质疏松的患者，其颞下颌关节中髁突软骨下骨的

代谢能力会明显下降［2⁃3］。而软骨下骨结构的完整

性在维持关节机械稳定性方面发挥着重要作

用［4⁃6］。临床资料显示，相较于中老年男性，该年龄

段的女性患髁突软骨退化及颞下颌关节紊乱病的

机会更多［7⁃9］，这提示绝经后激素水平变化导致的

骨质疏松与颞下颌关节紊乱病有一定的相关性。

但是，在骨质疏松的进展过程中，如何通过有效的

手段来防止髁突软骨及软骨下骨的改变尚缺乏相

关研究。阿仑膦酸钠是一种具有防止骨缺失能力

的含氮双磷酸盐。既往研究表明，阿仑膦酸钠对于

实验性骨关节炎有较好的软骨保护作用［10⁃12］。但有

研究表明，全身使用阿仑膦酸钠可能引起腭骨的缺

血性坏死［13］。最近研究发现，二膦酸盐具有软骨保

护和抗炎作用［14⁃17］。因此，本文选择关节内早期注

射阿仑膦酸钠，研究其对于髁突软骨下骨的影响，

以期为临床治疗由骨质疏松引起的颞下颌关节紊

乱病提供参考。

1 材料和方法

1.1 动物实验和分组

选取 60只 7月龄雌性 SD大鼠随机分为 5组：

卵巢切除后使用空白载体治疗组（n = 12），卵巢切

除后早期注射（卵巢切除术当天）阿仑膦酸钠治疗

组（n = 12），卵巢切除后 4周注射阿仑膦酸钠治疗

组（n = 12），假手术后使用空白载体治疗组（n = 12）
以及正常对照组（n = 12）。动物实验由四川大学动

物实验伦理委员会审核通过。

在全麻下手术摘除雌性 SD大鼠双侧卵巢［9］。

在外眦和耳屏之间（颞下颌关节囊的位置），做局

部小切口以注射阿仑膦酸钠（Novartis Pharma Stein
AG，Switzerland），针头从后上方避开关节盘插入

关节下腔［18］。选择卵巢摘除术后 4周作为早期干

预和晚期干预的分界点［19］。早期注射组在卵巢摘

除当天进行阿仑膦酸钠注射，晚期注射组在卵巢

摘除后 4周进行阿仑膦酸钠注射。首次注射之后，

连续 4周每周注射含 0.1 mg阿仑膦酸钠的生理盐

水 0.02 mL（5 mg/mL）［20］。空白载体治疗组注射等

量的生理盐水。在术后第 10周和第 16周分别处

死 6只动物。

1.2 Micro⁃CT扫描

使用Micro⁃CT（m⁃CT 80 Scanner，Scanco Medi⁃
cal，Switzerland）对髁突进行扫描，参数设置如下：

电压 55 kV，曝光时间 500 ms，电流 145 mA。将扫

描得到的体素边长为 18 mm 且分辨率为 1 024 ×
1 024的双值图像进行三维重建以便于定性及定量

分析（阈值 250～700）。定义两个样本区：①软骨

下骨区，即连接软骨的部分；②中心区，位于软骨

下区的下方为研究区域，并使用以下参数：骨体积

比（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁计数

（Tb.N）、骨小梁间隙（Tb.Sp）描述软骨下骨的微观

结构。

1.3 抗酒石酸酸性磷酸酶染色

大鼠颞下颌关节标本脱钙后行石蜡包埋、切

片，每隔 5片进行HE染色或抗酒石酸酸性磷酸酶

（tartrate resistant acid phosphatase，TRAP）（Sigma⁃
Aldrich，USA）染色。同时每个样本选取 3个连续

切片，对软骨下区进行TRAP染色，进行TRAP阳性

细胞计数［6］。

1.4 实时定量聚合酶链反应（qRT⁃PCR）

使用 Trizol（Invitrogen Life Technologies，USA）
分离软骨下骨的总 RNA，使用 PrimeScript RT Re⁃
agent Kit试剂盒（Takara Bio，Japan）进行逆转录，使

用 oligo（dT）15（Takara Bio，Japan）进行链的合

成。引物对如下：5′ ⁃GAAGATCAGCCCAGACGA⁃
GATT⁃3′ 及 5′⁃TGCTCGCTGGGTTTGCA⁃3′用于骨保

护 蛋 白（osteoprotegerin，OPG）；5′ ⁃ AGCGCTTCT⁃
CAGGAGTTCCA⁃3′ 及 5′⁃GCCGGGCCACATCGA⁃3′
用于核因子⁃kB受体激活物配体（receptor activator
of NF⁃ κB ligand，RANKL）；5′ ⁃TATGACTCTACCC
ACGGCAAGT ⁃ 3′ 及 5′ ⁃ ATACTCAGCACCAGCAT⁃
CACC⁃3′用于三磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde⁃
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3⁃phosphatedehydrogenase，GAPDH）。使用 GAPDH
mRNA校正基因表达水平。

1.5 统计学分析

所有数据应用 SPSS 13.0统计学软件包进行统

计分析，对各个分组及测量数据进行统计学描述，

采用单因素方差分析及 Fisher′s最小显著差数法，

P < 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Micro⁃CT结果

Micro⁃CT扫描结果显示，在正常组及假手术组

间未观察到明显差异，这意味着生理盐水不会对

检测指标产生影响，因此可以排除载体应用和手

术应激等潜在实验干扰因素对实验结果的影响。

表 1及图 1展示了不同组别大鼠髁突微结构在阿

仑膦酸钠注射后的改变。与假手术组相比，卵巢

切除术后第 10周的空白组大鼠软骨下骨变化较为

明显：骨体积比、骨小梁厚度及骨小梁数目减少，

骨小梁间隙增大，并且这种变化趋势在术后第16周
更加显著。尽管各项指标尚未达到假手术组的正

常值，早期关节内注射阿仑膦酸钠组则表现为骨

体积比、骨小梁厚度及骨小梁计数增加，骨小梁间

隙减小。然而晚期注射阿仑膦酸钠的大鼠与空白

组相比，去卵巢术后第 10周及第 16周软骨下骨均

未观察到明显差异。

2.2 抗酒石酸酸性磷酸酶染色结果

在软骨下骨区域中，假手术和正常对照组观

察到少量TRAP阳性细胞，在卵巢摘除术后第 10周
和第 16周的动物中 TRAP阳性细胞数目增加。早

期阿仑膦酸钠治疗会显著减少 TRAP阳性细胞的

增加。然而，在卵巢摘除术后，在晚期阿仑膦酸

钠治疗组和空白载体治疗组之间并未观测到显著

的 TRAP 阳性细胞数目差异。与此同时，在对中

间区域 TRAP 阳性细胞数目的观测中，未在卵巢

摘除术后的大鼠、早期注射治疗组、晚期注射治

疗组与空白载体治疗组间观测到显著差异（图 2
和表 2）。

2.3 qRT⁃PCR结果

通过表 3中数据分析，卵巢摘除术后空白载体

组和正常空白对照组大鼠相比，所有卵巢摘除后

的大鼠软骨下骨的OPG和RANKL mRNA表达都有

所增加。然而，RANKL mRNA 的表达增加要比

OPG mRNA表达的增加更加明显，这也导致了卵巢

摘除术后空白载体组中软骨下骨 OPG/RANKL 比

值的下降。与晚期注射组或是空白载体组相比，

早期注射组的 OPG mRNA 表达水平没有显著改

变，但RANKL mRNA表达水平显著降低，导致该组

在软骨下骨中OPG/RANKL的比值相对升高，尽管

其水平仍然低于正常对照组 OPG/RANKL 水平。

在晚期注射组与空白载体组间 OPG 或 RANKL
mRNA的表达水平并没有显著差异。

3 讨 论

Hayami 等［11］研究发现阿仑膦酸钠可通过抑

制大鼠膝关节中软骨下骨改建从而有效减缓

骨关节炎的进展。之前的研究也发现早期使

用阿仑膦酸钠干预可完全阻止卵巢切除术导

致的软骨下骨吸收和软骨表面结构改变［10］。

然而在本研究中，早期阿仑膦酸钠干预仅对软

骨下骨起到了部分保护作用，这意味着关节下

骨对全身使用及关节内局部注射阿仑膦酸钠

也许具有反应差异性，因此产生了不同的骨改

建情况。

实验动物去卵巢后，其软骨下骨的骨量、骨结

构及骨改建在阿仑膦酸钠晚期干预组和空白组间

未观察到明显差异，说明阿仑膦酸钠的晚期干预

对软骨下骨没有保护作用。然而，先前有研究观

察卵巢切除术后实验动物胫骨近端，发现使用唑

来膦酸晚期干预效果不如早期干预，但其具有骨

量维持及结构保护作用［21］。之前笔者研究发现去

卵巢术后 8周开始进行阿仑膦酸钠晚期干预可以

抑制骨量流失，对软骨下骨有稳定作用［10］。综上，

对去卵巢术引发的骨量流失、骨质疏松，选择抗骨

吸收药品的治疗时机很关键，一般早期干预比晚

期干预效果更佳。

研究还发现阿仑膦酸钠早期治疗会使软骨下

骨中 TRAP染色阳性细胞数目减少，意味着与晚期

治疗及空白组相比，早期治疗降低了软骨下骨的

骨转换率。众所周知，OPG/RANKL系统与绝经后

骨 质 疏 松 及 其 他 代 谢 类 骨 疾 病 有 很 强 相 关

性［22 ⁃ 23］。与其余两组相比，早期治疗组的 OPG/
RANKL基因表达比值明显上升。既往研究发现阿

仑膦酸钠可通过调控 OPG/ RANKL系统抑制破骨

细胞生成［10］。这些研究结果可在一定程度解释阿

仑膦酸钠早期干预可以减少动物的 TRAP染色阳

性的细胞数目。此外，本研究显示阿仑膦酸钠早

期干预与晚期干预相比，RANKL表达明显下调但

是 OPG表达未见明显变化，说明阿仑膦酸钠早期
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a表示选取的感兴趣区。图中A点表示髁突软骨后凸点，B点表示髁突软骨前凸点，C点为两者中间点，采样时以此点作

为参考点。软骨下骨区是连接软骨的区域，其下方是中心区。 b、c是正常对照组的软骨下骨结构，d～g为早期注射组，

h～k为晚期注射组，l～o为术后空白载体治疗组。p、q为在术后第 10周和第 16周时分别测量软骨下骨的Micro⁃CT参

数。早期注射组与正常对照组间比较有统计学意义（P < 0.05），正常对照组、早期注射组与晚期注射、空白载体治疗组

间比较有统计学意义（P < 0.05）。

图 1 关节腔内注射阿仑膦酸钠对髁突软骨下骨的影响

Figure 1 The effects of intra⁃articular injection of alendronate on the subchondral bone of the TMJ

分组

第 10周

第 16周

BV/TV（%）

Tb/Th（μm）
Tb.N（1/mm3）

Tb.Sp（μm）
BV/TV（%）

Tb/Th（μm）
Tb.N（1/mm3）
Tb.Sp（μm）

正常对照

59.3 ± 2.1
60.6 ± 1.5
13.7 ± 0.8
22.1 ± 2.6
62.1 ± 2.4
63.4 ± 1.7
12.3 ± 0.9
21.3 ± 2.1

P1值

0.043
0.039
0.021
0.042
0.021
0.027
0.039
0.026

早期注射组

52.4 ± 1.8
53.7 ± 1.3
10.8 ± 0.5
25.7 ± 1，6
46.4 ± 2.5
47.3 ± 1.7
8.5 ± 0.6

30.2 ± 1.6

P2值

0.033
0.031
0.025
0.043
0.038
0.029
0.041
0.034

晚期注射组

43.6 ± 2.3
42.7 ± 1.4
8.1 ± 0.4

29.2 ± 2.5
37.5 ± 2.1
34.6 ± 1.4
6.2 ± 0.3

37.7 ± 2.6

P3值

0.32
0.27
0.15
0.26
0.45
0.25
0.21
0.17

术后空白载体组

44.4 ± 2.6
43.5 ± 1.7
8.7 ± 0.3

28.7 ± 2.6
37.9 ± 2.5
35.5 ± 1.2
6.1 ± 0.2

38.5 ± 2.8

表 1 髁突软骨下骨的三维微结构属性

Table 1 Three⁃dimensional microarchitectural properties of subchondral bone in the mandibular condyle

注 P1值: 正常对照组 vs早期注射组; P2值: 早期注射组 vs 晚期注射组; P3值: 晚期注射组 vs术后空白载体组。
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软骨与软骨下区以黄色线分割，箭头所指表示 TRAP阳性细胞。a表示正常对照组。b、c表示早期注射组。d、e表
示晚期注射组。f、g表示空白载体治疗组。在术后第 10周和第 16周时分别检测每组的 TRAP染色阳性细胞数。

早期注射组与正常对照组间比较有统计学意义（P < 0.05），正常对照组、早期注射组与晚期注射、空白载体治疗组

间比较有统计学意义（P < 0.05）。

图 2 软骨下骨中TRAP染色阳性细胞数

Figure 2 TRAP⁃positive cells in the subchondral bone

表 2 髁突软骨下骨中TRAP染色阳性细胞数目

Table 2 Number of TRAP⁃positive cells in the
mandibular condyle

时间

第 10 周

第 16 周

正常

对照

2.2 ± 0.3
2.3 ± 0.2

P1值

0.033
0.017

早期

注射组

3.5 ± 0.2
4.2 ± 0.2

P2值

0.022
0.019

晚期

注射组

5.6 ± 0.4
6.8 ± 0.4

P3值

0.16
0.13

术后空白

载体组

5.2 ± 0.3
7.1 ± 0.3

注 P1值：正常对照组 vs早期注射组；P2值：早期注射组 vs 晚期

注射组；P3值：晚期注射组 vs术后空白载体组。

干 预 对 OPG/RANKL 的 调 控 主 要 是 通 过 下 调

RANKL实现的。

关节内药物注射是治疗大型关节病的一个常

用方法［24⁃25］。现已证实，关节内注射双磷酸盐药物

可以改善膝关节炎的患者的症状和功能。关节内

透明质酸被证实可以深入进软骨基质，并且可以

有效改变软骨下骨的微观结构。这有可能是因为

关节内的阿仑膦酸钠以相近的方式作用于软骨下

骨。本实验结果也显示，早期和晚期阿仑膦酸钠

治疗都没有影响到软骨下骨下面中心骨区域的骨

微结构，这提示关节内阿仑膦酸钠治疗对软骨下

骨的作用效果有限。

综上所述，早期阿仑膦酸钠治疗能减少卵巢

摘除大鼠的软骨下骨的破坏程度，然而晚期阿仑

膦酸钠治疗组没有这样的效果。这些发现提示在

临床工作中对于绝经后妇女早期的颞下颌关节

病，关节内阿仑膦酸钠可能具有一定的治疗性潜

能，而早期干预是影响其是否充分发挥其治疗潜

能的一个重要因素。
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分组

第 10周

第 16周

OPG
RANKL
Ratio
OPG
RANKL
Ratio

正常对照

1.0 ± 0.1
1.0 ± 0.1
1.0 ± 0.1
1.0 ± 0.1
1.0 ± 0.1
1.0 ± 0.1

P1值

0.034
0.021
0.026
0.027
0.018
0.027

早期注射组

1.23 ± 0.2
3.2 ± 0.3

0.38 ± 0.02
1.3 ± 0.1
3.4 ± 0.2

0.38 ± 0.01

P2值

0.150
0.034
0.042
0.160
0.035
0.043

晚期注射组

1.3 ± 0.2
5.4 ± 0.2

0.24 ± 0.03
1.4 ± 0.1
5.7 ± 0.3

0.25 ± 0.03

P3值

0.21
0.24
0.42
0.14
0.36
0.18

术后空白载体组

1.32 ± 0.3
5.5 ± 0.3

0.24 ± 0.02
1.32 ± 0.1
5.8 ± 0.2

0.23 ± 0.04

表 3 髁突软骨下骨中OPG 与RANKL mRNA 表达水平及OPG/RANKL 比

Table 3 OPG and RANKL mRNA expression，as well as the OPG/RANKL ratio，in subchondral bone

注 P1 值：正常对照组 vs 早期注射组；P2 值：早期注射组 vs 晚期注射组；P3 值：晚期注射组 vs 术后空白载体组。OPG：骨保护蛋白；

RANKL：核因子⁃κB受体激活物配体。
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