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不同含湿率及加载条件对人皮质骨纳米压痕测试的影响
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摘要目的：探讨不同含湿率及加载条件对人皮质骨纳米压痕测试的影响。方法：采用美国 Hysitron纳米压痕仪，设定不同加载模
式(高峰载荷分别为 300、400、500 nm；加载速度分别为 6、8、10 nm/s)对不同含湿率(20 ‰、30 ‰、40 ‰、50 ‰、60 ‰)人皮质骨进行
弹性模量及硬度测量。结果：在同一加载模式下，不同含湿率标本的测试值随着含湿率增高，弹性模量及硬度值均显著降低

(P<0.01)；三种不同加载模式对含湿率为 20 ‰标本测试值无明显变化；对含湿率 60 ‰标本测试值有显著性影响(P<0.02)。结论：

纳米压痕仪测试骨微观力学特性时，测试值不仅受标本本身含湿率的影响，当测试条件改变，对湿润标本测试结果也完全不同。

当使用纳米压痕技术时，通常采用脱水包埋处理的标本测试出的机械性能，对我们在微观层面认识人体骨在湿润的生理环境下

的机械性能是不够全面的。
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The Effects of Loading Conditions and Specimen Moisture Content
on the Nanomechanical Response of Human Cortical Bone

To explore the influence of distinct moisture percentages and loading conditions on the nanoindentation
measurement in human cortical bones. Elastic modulus and hardness of human cortical bones that contain different moistures
(20‰, 30‰, 40‰, 50‰ and 60‰) were measured with the Hysitron nano indentation tester in different loading modes (peak loads of
300, 400 and 500 nm respectively, loading rates of 6, 8 and 10 nm/s respectively). Under the same load condition, for specimens
of different moisture percentages, the values measured rose and elastic modulus and hardness values lowered with the increasing moisture
percentages (P<0.01); the three different loading modes had little influence on values measured in the specimen with 20‰ moisture
percentage, but significant influence on values measured in the specimen with 60‰ moisture percentage (P<0.02). When
micromechanical properties of bones were measured with the nanoindentation tester, the values measured were affected by the moisture
percentage of the specimen itself; in addition, when the test conditions were changed, the test results of moist specimens were completely
different, which showed that the mechanical properties obtained from the specimens generally undergone dehydration and encapsulation
treatment with nanoindentation technique were not comprehensive enough for our understanding about the mechanical properties of
human bones under moist physiological environment at the micro level.
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前言

随着骨微观力学的发展，国内外学者对人体骨骼的力学特

性研究已从宏观力学逐渐转向微纳米尺度下的微观力学层

面[1-3]。纳米压痕技术(nanoindentation)不仅可以精确测量骨小梁

细微结构的弹性模量及硬度，而且可以检测骨微结构断裂的韧

性，因而近年来被研究者们广泛应用[4,5]。纳米压痕技术测量时，

加载负荷及位移的分辨率分别可精确到 0.3 滋N和 0.16 nm[6,7]，

因其精度极高，所以影响测试结果的因素较多[8,32]，如何提高该

类实验的重复性及可比性，已成为骨科研究领域的前沿问题。

早期 Hoffler等[9]的研究表明人骨干燥标本的弹性模量和

硬度分别比未干组织高约 23%和 57%。干燥或潮湿的环境对牛

股骨[10,11]和牛牙釉质[12]的微观性能也能产生影响。Currey的研

究表明，脱水骨再水合可将其机械性能恢复到新鲜组织的水

平[13]。作为粘弹性生物组织，骨力学性能测试不仅依赖于应力

和应变[14,15]，还依赖于这些刺激发生的速率[16]。此外，不同的负

荷率能产生不同的压入深度[17]，而足够高的压入深度对消除表

面粗糙度的影响至关重要[33]。这些研究表明骨微观生物力学的

测试结果不仅受标本含湿率的影响[18]，还会因负荷率以及峰值

负载不同而产生变化[32]。已有对人体皮质骨使用不同的峰值载
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荷的相关研究[9]，然而以上变量最终如何决定皮质骨的测试结

果还需进一步研究，这些在我们的工作中已部分得到解决。本

研究的目的在于通过纳米压痕技术测试不同含湿率标本，并设

定不同负荷率以及峰值负载水平，分析总结以上因素对人股骨

皮质的弹性模量和硬度测试值的影响。

1 材料与方法

1.1 试样制备

分别从人新鲜尸体股骨中上段获取实验所需标本福尔马

林固定后冷冻于零下 20 ℃。机械测试之前骨存储于此温度时

不会影响骨的机械性能[19]。在持续水流中用精密金刚石锯片在

同一尸体双侧股骨骨干相同高度处切割截段约 10 mm 厚 (图
1)。股骨段再从水平面正中截断获得两个厚度为 5 mm厚的对

称面，最后将标本沿矢状面纵切获得四个半月形皮质骨标本，

双侧共八个标本，尽可能减少骨的各向异性。以往的研究显示

骨在同一尸体对称的相同区域取样标本测试的机械性能没有

显著影响[9]。在本研究的预实验中相同湿度及加载方式下对 8

个标本不同区域测试结果没有显著差异。

所有试样垂直于纵向轴线表面进行研磨(400-6000粒度碳

化硅砂纸)和抛光(9 到 1 滋m 颗粒尺寸的金刚石悬浮液)(Bu-
ehler，USA)最终厚度约 3 mm，标本再次冷冻于 -20 ℃机械测试

两小时前予以解冻[19]。

1.2 不同含湿率标本的制备

测试前用红外微量水分测试仪 (MB-25，OHAUS，USA)制
备不同湿度的皮质骨，在实验环境下(湿度 60 %，温度约 23 ℃ )

观察并记录皮质骨标本含湿率变化规律，经测试皮质骨湿度在

20 ‰～ 75 ‰变化实验环境下标本放置 1、2、4、6、8小时，皮质

骨湿度丢失分别为 3 ‰、5 ‰、8 ‰、10 ‰、12 ‰；50度红外低

温烘干标本测得第一个十分钟含湿率丢失约 10 ‰，以后每加
热十分钟湿度丢失约 5 ‰(图 2)；利用样本含湿率变化特点，分

别制备含湿率为 20 ‰、30 ‰、40 ‰、50 ‰、60 ‰的标本进行测
试。因放置实验环境下标本含湿率有变化，每次测量时间控制

在 1小时内，每个标本在一种湿度下采集 6～ 8组数据(图 3)，

操作时间超过 1小时则重新制备相同湿度标本再次进行测试，

减少因测试时标本湿度动态变化带来的测试误差。

1.3 纳米压痕测试

1.3.1 不同含湿率标本间测试 本实验采用的纳米压痕仪由北

京国际竹藤中心提供(TI-950，Hysitron，USA)。在测试不同含湿
率标本时其加载模式恒定设置为：压入深度为 500 nm，加载速
率为 10 nm/s。当卸载至最大载荷的 15 %时，压头要维持 1
min，以利于排除热效应对换能器电容器的影响以及骨组织粘
滞性的影响[20]。

1.3.2 不同加载方式测试 为研究加载速率及峰值载荷对测试

的影响，设定三种不同的负荷控制模式对含湿率分别为 20 ‰

及 60 ‰的皮质骨标本进行测试，保载时间 1 min，然后卸载到

零，三种模式的加载速度分别为 6、8、10 nm/s，峰值载荷(位移

控制压痕深度)分别为 300、400、500 nm。为避免压痕中任何可

能的相互作用对机械性能的影响，相邻的压痕点之间最小距离

设置为 20 滋m[21]。对于每个标本测试区域在对称面上尽可能选

择相同区域进行测试，以减少不同标本测试的弹性模量和硬度

值统计上的系统误差。

基于载荷位移曲线用 Hysitron Triboscan软件计算弹性模

量 E(GPa)和硬度(GPa)。这些数据中，弹性模量 E(GPa)的计算

是通过下面两个公式计算的：

1
Er

= 1-V2

E + 1-V2

Ei

E= EiEr(1-V2)
Ei-Er(1-Vi

2)

其中 Ei(1140 GPa)和 Vi(0.07)是弹性模量和压头的泊松
比[7]。

硬度是通过下面这个公式计算：

H= P(hmax)
Ac(hmax)

其中 P是设定载荷，Ac是接触面积，hmax是最大压入深度。

1.4 统计学分析

数据分析使用 SPSS软件进行，数据采用均数± 标准差表

(a) (b)

图 2 加热前(a)、后(b)的标本对比

Fig.2 Comparison of the specimens between before(a)and after(b) heating

(c) (d)

图 3 纳米压痕测试前(c)、后(d)

Fig.3 Before(c) and after(d)the nanoindentation test

图 1 制备实验所需标本

Fig.1 Preparation of the specimens required for experiment
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表 2 含湿率分别为 20‰及 60‰皮质骨在三种不同加载方式下弹性模量和硬度的平均值正负标准差

Table 2 Positive and negative standard deviations of the mean values of elastic modulus of cortical bones with 20‰ and 60‰ moisture percentages in

three distinct loading modes

Moisture content Peak load(nm) Loading rate(nm/s) Elastic modulus(GPa) Hardness(MPa)

20

20

20

60

60

60

300

400

500

300

400

500

6

8

10

6

8

10

20.06± 1.41

20.65± 1.67

21.29± 1.58

4.48± 0.79

5.4± 0.86

9.26± 0.97

540.3± 37.74

535.2 ± 37.33

568.3 ± 27.66

105.3± 11.59

139.1 ± 18.65

188.7 ± 14.09

示，组间多重比较采用单因素方差分析，用 Levene方法进行方

差齐性检验，方差齐性采用最小显著差值法(Least-Significant

Different，LSD)检验，方差不齐则采用Welch方法进行检验，以
P<0.05为统计学显著性界值。

2 结果

2.1 不同含湿率标本的测试结果

皮质骨弹性模量和硬度值在不同含湿率下测试值分别介

于 9.36～ 20.22 GPa和 0.18～ 0.55 GPa。对不同标本而言，皮质

骨 8个标本的不同测试区域之间，在相同含湿率及相同测试条

件下测试结果无显著性差异。表 1为不同湿度下皮质骨弹性模

量和硬度的平均值正负标准差。

表 1 不同含湿率皮质骨弹性模量和硬度的平均值正负标准差

Table 1 Positive and negative standard deviations of the mean values of elastic moduluses and hardness of cortical bones with different moisture

percentages

Moisture content Peak load(nm) Moisture content Elastic modulus(GPa) Hardness(MPa)

20

30

40

50

60

500

500

500

500

500

10

10

10

10

10

20.22 ± 1.05

18.76± 1.17

15.52± 1.18

9.36± 1.22

6.74± 1.27

548.76± 12.19

451.52± 11.58

390.99± 8.62

225.25± 27.87

176.3± 24.47

不同湿度条件下皮质骨之间弹性模量和硬度值差异显著 (P＜ 0.05)，且均随着湿度增加，测试值减小(图 4、图 5)。

图 4不同含湿率标本的弹性模量值

Fig.4 Elastic modulus values of specimens with different moisture

percentages

图 5 不同含湿率标本的硬度值

Fig.5 Hardness of specimens with different moisture percentages

2.2 不同加载方式的测试结果

表 2所示为湿度分别为 30‰、60‰的皮质骨在各自三种
不同的加载模式下的弹性模量和硬度平均值正负标准差。对于

湿度为 20 ‰的皮质骨不同加载条件下弹性模量和硬度值无显

著差异。湿度为 60‰的皮质骨相对于压痕深度 (峰值负荷)为
500 nm( P＜ 0.01)的测试组，压痕深度为 300及 400 nm的弹性
模量显著较低，三组之间硬度测试值显著不同(P＜ 0.02 )(图 6、
7)。
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3 讨论

本研究通过纳米压痕技术探究不脱水的标本在不同含湿

率下以及不同的加载条件对人股骨皮质骨弹性模量和硬度测

量值的影响。对于同一样品的压痕测试在同等湿度下使用相同

的加载条件进行压痕测试，以排除组织各向异性而产生的影

响，结果没有观察到显著影响。既往的研究表明骨的不同部位

以及不同人体之间弹性模量和硬度有所不同[22]，因我们在标本

制备过程中采用的测试面是对称面，且测试尽可能采用相同区

域，因此将骨测试中各向异性误差降到最低。目前尚无相关实

验利用纳米压痕技术并通过模拟生理环境对不脱水不包埋的

人股骨进行不同含湿率梯度的机械性能测试，因此无法与先前

的结果进行直接比较。

本研究中，标本含湿率对组织的机械性能影响显著，既往

对人股骨皮质骨在干燥和湿润两种不同状态下的研究也证明

了这一点[7]。既往的研究关注两种水合状态(与当前实验两种标

本的五个不同湿度梯度不同)对弹性模量和骨硬度的影响。当
前研究增加了标本在不脱水状态下皮质骨在实验环境里湿度

动态变化规律及利用微量红外水分测试仪制备五种湿度状态，

并对这五种湿度的标本分别进行测试。结果显示随着湿度增

加，测试值减少。设定最大压入深度为 500 nm的加载条件下，

含湿率为 20 ‰的股骨弹性模量和硬度比含湿率为 60 ‰的组
织分别高出 11 GPa及 370 MPa。此研究结果与 Hoffler等人的

不同[7]，很可能是源于人骨之间、不同加载条件及标本制备之间

的差异。对牛股骨在两种不同水合状态下测试在此前已得以研

究，相比湿润条件下(浸在缓冲盐溶液中)，牛密质骨在干燥条件

下的弹性模量高 40%[10]。湿润状态对骨机械性能的影响可以从

水、胶原和骨的矿化物相互作用的角度来理解，水有助于降低

强度、弹性模量、硬度和较高的弹性应变[23,24]，而干燥状态下胶

原纤维变硬、收缩使骨强度增大[25]。LeGeros等观察到的矿物晶

体大小在失水后的改变进一步验证了这种影响，通过观察如乙

醇等极性溶剂对骨的机械性能的影响，可进一步探讨水化对骨

机械性能的影响[26]。研究结果显示骨的弹性模量在较低浓度的

乙醇中降低 54%，在高浓度的乙醇中增加 21%。水和不含水的

极性溶剂对脱钙人牙骨机械性能的影响，被用来比较它们对于

组织的影响，这种影响与极性溶剂的氢键能力呈正相关，结果

表明较低氢键能力的溶剂拉伸性能强，反之亦然[27]，进一步表

明其中某些影响存在于分子水平。当前研究支持上述水合条件

对弹性模量和骨硬度的软化效果影响的研究结论，但此研究进

一步表明不同含湿率下人股骨皮质骨的测试性能有所不同，且

加载方式对湿润标本测试结果影响大。

纳米压痕技术可对各种材料的机械性能进行测试，而常规

方法无法比较湿度变化对测试的影响，虽然常规方法可通过改

变参数设定不同负荷 /卸载曲线、加载速率、压痕深度等。已有

研究设定不同峰值载荷(250、500和 750 滋N)和加载速率(20、50

和 80 滋N/s) 对干燥条件下犬松质骨弹性模量和硬度等机械性

能的影响，Mittra等发现无论是峰值负荷还是加载速率对干犬
松质骨的模量和硬度均无显著影响[28]。另一项研究设定峰值载

荷(600、800和 1000 滋N )和加载速率(60、80和 100 滋N /s)用来

对干燥、湿润、完全浸水条件下的犬皮质骨进行弹性模量和硬

度等机械性能测试的影响[29]，发现干燥条件下不同加载条件对

测试无显著影响，但湿润和完全浸水条件下不同的加载方式的

测试结果有显著性差异。

目前尚无对不同含湿率的人股骨皮质骨进行研究，本研究

与之前在干燥状态下对犬股骨皮质骨的研究相一致，我们发现

三种不同的峰值负荷和加载速率对含湿率为 20‰的皮质骨机
械性能影响无显著差异，但 60‰的皮质骨在特定峰值载荷下，
弹性模量和硬度差异显著，这很可能源于骨粘弹性以及对流体

流动的依赖性。湿润的组织高载荷显著改变胶原和水流的相互

作用，机械性能提高[30]。这种影响在含湿率高的组织中尤为明

显[31]。而同样的加载条件随着含湿率增加，组织粘弹性增高使

得测试值变低，此结果在皮质骨测试中有相同的表现。

4 结论

首先，随着标本含湿率增高，人股骨皮质骨弹性模量及硬

度测试值均降低；其次，采用三种加载模式对含湿率为 20 ‰的
股骨皮质骨弹性模量和硬度测试值影响不大，但在对含湿率为

60 ‰的标本就不同，弹性模量和硬度随着峰值载荷和加载速
率的变化而变化。本研究表明，不仅标本本身的含湿率会对测

试有影响，当测试条件改变时，对湿润标本设定不同的测试条

件，测试结果也完全不同。当使用纳米压痕技术时，通常采用脱

水包埋处理标本并对胶原收缩硬化的干燥标本进行机械性能

图 6 含湿率分别为 20 ‰及 60 ‰皮质骨在三种加载模式下的弹性模

量值

Fig.6 The elastic modulus of cortical bones with 20‰ and 60‰ moisture

percentages in three distinct loading modes

图 7 含湿率分别为 20‰及 60‰皮质骨在三种加载模式下的硬度值

Fig.7 The hardness of cortical bones with 20‰ and 60‰ moisture

percentages in three distinct loading modes
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测试，这对我们在微观层面认识人体骨在湿润的生理环境下的

机械性能是不够全面的，而不同的加载模式对湿润标本测试的

影响不容忽视。
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