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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨机械振动对去卵巢后骨质疏松骨折大鼠海马雌激素和骨折端脑源性神经营养因子

(ＢＤＮＦ)表达的影响ꎮ 方法　 选取 ３ 月龄雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０ 只ꎬ按照随机数字表法将其分为对照组、去卵巢

组、振动组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 对照组建立骨折模型ꎬ去卵巢组和振动组建立去卵巢后骨质疏松骨折模型ꎬ采用频率

３５ Ｈｚ、每日 ２０ ｍｉｎ、每周 ５ ｄ 的全身垂直振动作用于振动组ꎮ 干预 ２ 周和 ６ 周后ꎬ采用 Ｘ 线评价各组大鼠的骨

折愈合情况ꎬ并通过酶联免疫吸附实验和免疫印记法分别检测大鼠海马雌激素、骨折端 ＢＤＮＦ 的含量ꎮ
结果　 干预 ２ 周和 ６ 周后ꎬ振动组大鼠骨折愈合率较对照组和去卵巢组高(Ｐ<０.０５)ꎮ 振动组大鼠干预 ２ 周和

６ 周后的海马雌激素含量[(０.７２±０.０３)ｎｇ / ｍｌ、(１.１９±０.０３)ｎｇ / ｍｌ]较对照组和去卵巢组高(Ｐ<０.０５)ꎬ干预 ２
周和 ６ 周后的骨折端 ＢＤＮＦ 含量[(０.２６±０.０１) ｎｇ / ｍｌ、(０.３９±０.０６) ｎｇ / ｍｌ]较对照组低、较去卵巢组高(Ｐ<
０.０５)ꎮ 大鼠骨折端 ＢＤＮＦ 表达水平与其骨折愈合率高度相关ꎮ 结论　 机械振动可以促进大鼠海马雌激素和

骨折端 ＢＤＮＦ 表达ꎬ加速去卵巢后骨质疏松大鼠骨折愈合ꎮ
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　 　 骨质疏松骨折是绝经后的常见问题之一[１] ꎮ 该
病的治疗药物价格昂贵且存在副作用[２] ꎬ临床使用
受限ꎮ 机械振动作为安全、经济的物理治疗手段之
一ꎬ应用逐渐广泛[３] ꎬ但治疗机制尚未完全阐明ꎮ 有
研究表明ꎬ雌激素在机械振动治疗骨质疏松骨折中
扮演着重要角色[４] ꎬ而海马可以分泌雌激素ꎬ进而弥
补大鼠去卵巢后周围雌激素分泌不足的问题[５] ꎮ 雌
激素与其受体结合可促进脑源性神经营养因子
(ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)的 ｍＲＮＡ 转
录[６] ꎬ其基因与骨质疏松症有关[７] ꎮ 本研究采用机
械振动干预去卵巢后骨质疏松骨折大鼠ꎬ观察其在
大鼠骨折愈合过程中对海马雌激素和骨折端 ＢＤＮＦ
表达的影响及作用机制ꎬ以期为治疗绝经后骨质疏
松骨折提供理论依据ꎮ

材料与方法

一、实验动物和分组
选取 ３ 月龄雌性无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ

ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０ 只ꎬ体重 ２６０ ~ ３００ ｇꎬ由湖
北省疾病控制中心提供[ＳＣＸＫ(鄂)２００８￣０００５]ꎬ适应
性饲养 １ 周后ꎬ按照随机数字表法将其分为对照组、去
卵巢组、振动组ꎬ每组 １０ 只ꎮ

二、实验试剂与仪器
１.实验试剂:ＲＩＰＡ 总蛋白裂解液、ＢＣＡ 蛋白质浓

度测定试剂盒、磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕ￣
ｔｉｏｎꎬＰＢＳ)、增强化学发光法( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ￣
ｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)检测试剂盒均产自美国ꎻ大鼠雌激素酶联
免疫吸附测定试剂盒产自中国ꎮ

２.实验仪器:ＳＷ￣ＣＪ￣１ＦＤ 型超净工作台、ＤＹＹ￣６Ｃ
型电泳仪、ＤＹＣＺ￣４００Ｄ 型转移电泳仪槽、ＴＧＬ￣１６ 型冷
冻离心机均产自中国ꎻＵＢＩＳ￣５０００ 型定量超声骨密度
扫描仪产自法国ꎮ

三、造模方法
参照文献[８]中所述方法ꎬ大鼠禁食 ６ ｈ 后ꎬ予以

麻醉并固定ꎮ 对照组大鼠切除双侧卵巢周围等质量的
脂肪组织ꎬ去卵巢组与振动组均摘除双侧卵巢ꎮ 术后
３ 个月ꎬ采用超声骨密度扫描仪检测大鼠的股骨骨密
度ꎬ以确定去卵巢后骨质疏松模型制备成功ꎮ 术后 ５
个月ꎬ将大鼠麻醉并固定、暴露其右后肢股骨干ꎬ用克
氏针固定后ꎬ于股骨中段制造切口并徒手掰断ꎬ随后骨
折复位ꎮ

四、机械振动干预
骨折术后 ５ ｄꎬ将振动组大鼠置于振动台上进行振

动干预ꎮ 具体参数:频率 ３５ Ｈｚꎬ振幅 ２ ｍｍꎬ纵向振动ꎬ
加速度 ０.５ ｇꎬ每日 ２０ ｍｉｎꎬ每周 ５ ｄꎮ 对照组、去卵巢

组大鼠在相同时间内ꎬ于关闭的振动台上自由活
动[９]ꎮ

五、样本提取和检测
振动干预 ２ 周和 ６ 周后ꎬ从各组中随机取出 ５ 只

大鼠ꎬ拍摄其右后肢股骨 Ｘ 线片ꎬ采用 Ｘ 射线片评分
系统评价骨折愈合情况ꎬ骨折愈合率 ＝ (骨折愈合只
数 /总只数)×１００％[１０]ꎮ 随后脱颈处死ꎬ取其海马和骨
折端骨痂组织ꎬ置于冰箱(－８０ ℃)中备用[１０]ꎮ

１.雌激素检测:采用酶联免疫吸附实验测定海马
雌激素的表达水平ꎬ所有实验操作均按照试剂盒说明
书进行ꎮ

２.ＢＤＮＦ 检测:提取骨折端骨痂组织总蛋白ꎬ测定
蛋白浓度ꎮ ９５ ~ １００ ℃ 水浴 ５ ｍｉｎꎬ十二烷基磺酸钠
(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ) －聚丙烯酰胺凝胶电泳
(ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＰＡＧＥ)分离ꎬ出胶ꎬ
转印 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 ( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ
ＰＶＤＦ)进行抗体孵育ꎬ用 ＥＣＬ 化学发光液检测 ＢＤＮＦ
蛋白含量ꎮ

六、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版统计学软件进行数据处理ꎮ 计

量资料采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５表示组间差异具
有统计学意义ꎻ采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析检验变量间
关系ꎬＰ<０.０５表示变量之间存在相关性ꎬ ｜ ｒ ｜≥０.８ 表示
变量间高度相关ꎮ

结　 　 果

一、３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后的骨折愈合情况
与对照组大鼠比较ꎬ去卵巢组大鼠干预 ２ 周和 ６

周后的骨折愈合率较低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与去卵巢组大鼠
比较ꎬ振动组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后的骨折愈合率较
高(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 １、图 １ꎮ

表 １　 ３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后的股骨骨折愈合率

[只(％)]

组别　 只数 干预 ２ 周 干预 ６ 周

对照组 １０ ２(２０.０％) ５(５０.０％)
去卵巢组 １０ ０(０.０％) ａ ２(２０.０％) ａ

振动组 １０ １(１０.０％) ｂ ６(６０.０％) ｂ

　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ < ０.０５ꎻ与去卵巢组同时间点比

较ꎬｂＰ<０.０５

二、３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后海马雌激素的含
量比较

与对照组大鼠比较ꎬ去卵巢组和振动组大鼠干预
２ 周和 ６ 周后的海马雌激素含量较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与去
卵巢组大鼠比较ꎬ振动组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后的海
马雌激素含量较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 ２ꎮ
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图 １　 ３ 组大鼠股骨骨折的 Ｘ 线结果

表 ２　 ３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后海马雌激素的含量比较

(ｎｇ / ｍＬꎬｘ－±ｓ)

组别　 只数 干预 ２ 周 干预 ６ 周

对照组 １０ ０.４１±０.０３ ０.４３±０.０３
去卵巢组 １０ ０.５３±０.０３ａ ０.８１±０.０２ａ

振动组 １０ ０.７２±０.０３ａｂ １.１９±０.０３ａｂ

　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ < ０.０５ꎻ与去卵巢组同时间点比

较ꎬｂＰ<０.０５

三、大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后海马雌激素表达水平
与骨折愈合率的相关性分析

干预 ２ 周和干预 ６ 周后ꎬ各组大鼠海马体雌激素
的表达水平与对应的骨折愈合速率符合正向线性关
系ꎬ且干预 ６ 周后的正向线性关系优于干预 ２ 周后ꎬ但
各组大鼠海马雌激素表达水平与骨折愈合率的相关性
分析显示无相关性(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见图 ２ꎮ

　 　 图 ２　 大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后海马雌激素表达水平与骨折愈

合率的相关性分析

四、３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后骨折端 ＢＤＮＦ 的

表达变化

与对照组大鼠比较ꎬ去卵巢组和振动组大鼠干

预 ２ 周和 ６ 周后ꎬ骨折端 ＢＤＮＦ 含量较低(Ｐ<０.０５)ꎮ
与去卵巢组大鼠比较ꎬ振动组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周

后ꎬ骨折端 ＢＤＮＦ 含量较高 (Ｐ< ０.０５)ꎮ 详见表 ３、
图 ３ꎮ

表 ３　 ３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后骨折端 ＢＤＮＦ 的表达变化

(ｎｇ / ｍｌꎬｘ－±ｓ)

组别　 只数 干预 ２ 周 干预 ６ 周

对照组 １０ ０.４５±０.０３ ０.４１±０.０３
去卵巢组 １０ ０.０７±０.００ａ ０.０３±０.０１ａ

振动组 １０ ０.２６±０.０１ａｂ ０.３９±０.０６ａｂ

　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ < ０.０５ꎻ与去卵巢组同时间点比

较ꎬｂＰ<０.０５

图 ３　 ３ 组大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后骨折端 ＢＤＮＦ 的表达情况

五、大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后骨折端 ＢＤＮＦ 表达水
平与骨折愈合率的相关性分析

干预 ２ 周和 ６ 周后ꎬ各组大鼠骨折端 ＢＤＮＦ 的表
达水平与对应的骨折愈合速率符合正向线性关系ꎬ且
干预 ６ 周后的正向线性关系优于干预 ２ 周后ꎮ 大鼠骨
折端 ＢＤＮＦ 表达水平与骨折愈合率的相关性分析显示
存在高度相关性( ｜ ｒ ｜ >０.８ꎬＰ<０.０５)ꎮ 详见图 ４ꎮ

　 　 图 ４　 大鼠干预 ２ 周和 ６ 周后骨折端 ＢＤＮＦ 表达水平与骨折

愈合率的相关性分析
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讨　 　 论

骨骼是一种力学敏感组织ꎬ机械应力在骨折愈合
和成骨过程中起着积极作用[１１]ꎮ 机械振动不仅可以
直接刺激骨细胞ꎬ还可通过促进骨组织内部的间质液
流动ꎬ进而在骨内膜表面产生不同程度的流体剪切力
或流动电势ꎬ而流动电势的产生可调控旁分泌因子的
合成ꎬ促进前列腺素 Ｅ２ 释放ꎬ加速骨基质的合成ꎻ此
外ꎬ其他因子也会在骨质中合成ꎬ如一氧化氮、胰岛素
样生长因子等ꎬ这些因子对刺激成骨细胞生长、抑制破
骨细胞增殖、促进骨折愈合有重要的作用[１２￣１３]ꎮ 在破
骨细胞中ꎬ机械振动的作用机制主要是抑制破骨细胞
分化因子信号的相关传递ꎬ增加破骨细胞抑制因子的
表达活性ꎬ减低破骨细胞活性ꎻ在成骨细胞中ꎬ机械振
动的作用机制主要围绕着抑制经典的 Ｗｎｔ 信号传导
通路和增加成骨细胞中 ＤＮＡ 合成等展开ꎬ通过促进
ＤＮＡ 表达产物中胶原蛋白的产生ꎬ进而提高骨密度ꎬ
增强骨的物理性能[１４￣１５]ꎮ 机械振动对于促进骨折愈
合或改善骨折不愈合有一定效果ꎮ Ｔｅｚｖａｌ 等[１６] 研究
发现ꎬ机械振动可以改善股骨近端的骨强度ꎬ进而影响
骨折愈合ꎮ 机械振动作为一种非药物、非侵入式的治
疗ꎬ在绝经后骨质疏松骨折愈合中的应用越来越广泛ꎮ
本研究中大鼠的 Ｘ 线扫描结果ꎬ提示机械振动可以促
进去卵巢后骨质疏松大鼠的骨折愈合ꎮ

Ｃｈｏｗ 等[１７]研究发现ꎬ在无雌激素介入的情况下ꎬ
体外振动干预并不能显著促进去卵巢大鼠的骨折愈
合ꎮ 说明雌激素在机械振动治疗骨质疏松骨折中的作
用是非常重要的[１８]ꎮ 海马具有内分泌功能ꎬ其所分泌
的雌激素[１９]可作用于海马ꎬ调节海马蛋白表达ꎬ亦可
作用于骨ꎬ促进骨量增加ꎮ Ｋｅｒｒ 等[２０] 研究表明ꎬ振动
可沿躯体内部向海马传递振动所产生的应力ꎬ提高雌
性大鼠海马的依赖性学习和记忆能力ꎮ 本研究表明ꎬ
机械振动可促进去卵巢后骨质疏松骨折大鼠海马的雌
激素表达ꎬ与对照组比较ꎬ去卵巢组海马雌激素表达水
平升高ꎬ但骨折愈合速度较慢ꎬ与 Ｈｕａｎｇ 等[２１] 研究中
发现的增加外源性雌激素可促进去卵巢后骨质疏松大
鼠骨折转归不符ꎬ其原因可能是作用于骨折端的海马
雌激素含量不足ꎮ

ＢＤＮＦ 属于神经营养因子ꎬ是雌激素下游基因组
靶标ꎬ具有神经保护作用[２２￣２３]ꎮ 相关研究揭示了
ＢＤＮＦ的非神经营养功能ꎬ在 ２０００ 年被 Ａｓａｕｍｉ 等[２４]

发现存在于小鼠骨形成细胞中ꎬ提示可通过自分泌和
旁分泌调控骨形成ꎻ２０１４ 年 Ｋｉｌｉａｎ 等[２５]证实 ＢＤＮＦ 存
在于骨折后骨形成的各个阶段ꎻ此后ꎬＧｕｏ 等[２６] 研究
证实ꎬ通过 ＲＮＡ 干扰影响 ＢＤＮＦ 表达可以抑制大鼠成
骨细胞分化ꎬ证实 ＢＤＮＦ 对促进骨愈合具有积极作用ꎮ

Ｚｈａｎｇ 等[２７]的一项研究报道了 ＢＤＮＦ 在骨折愈合中的
潜在机制ꎬ即促进小鼠胚胎成骨细胞迁移并上调整合
素 β１ 的表达ꎬ可加速骨折愈合ꎮ Ｄｅｎｇ 等[２８] 在体外实
验中ꎬ进一步证实了 ＢＤＮＦ 可增强小鼠胚胎成骨细胞
成骨、迁移和增殖ꎮ Ｇｕｏ 等[２６] 研究也发现 ＢＮＤＦ 与骨
质疏松骨折有关ꎬ说明 ＢＤＮＦ 可能是治疗绝经后骨质
疏松骨折的潜在靶点ꎮ 本研究中ꎬ机械振动可以促进
去卵巢后骨质疏松骨折大鼠骨折端 ＢＤＮＦ 表达ꎬ且大
鼠骨折愈合速率与骨折端 ＢＤＮＦ 表达水平呈高度正相
关ꎬ与 Ｚｈａｎｇ 等[２７]研究报道的血清 ＢＤＮＦ 水平与骨密
度呈正相关的结果类似ꎮ

综上所述ꎬ机械振动通过促进大鼠海马雌激素和
骨折端 ＢＤＮＦ 表达ꎬ加速去卵巢后骨质疏松大鼠骨折
愈合ꎮ 但本研究未对海马雌激素和骨折断端 ＢＤＮＦ 表
达之间的通道展开研究ꎬ进而阐述机械振动促进去卵
巢后骨质疏松大鼠骨折愈合的机理ꎬ存在一定的局限
性ꎬ在今后的研究中将进一步完善ꎮ
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