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基于纳米压痕测试的骨骼力学
特性解剖学区域差异研究
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摘 要：厘清骨骼不同解剖学区域的力学性能差异可为构建高生物逼真度的骨骼有限元

模型提供重要依据 .从牛股骨中段的前、后、内、外四个解剖学区域各制备一个试样，采用玻式

压头对每个试样分别进行 18个点的纳米压痕试验，记录加载力和压入深度的时间历程曲线，

获得各压痕点的压入模量和硬度 . 结果显示长骨前侧、后侧、外侧、内侧的压入模量分别为

20.78 ± 2.66 GPa、18.66 ± 2.57 GPa、16.39 ± 2.29 GPa、21.57 ± 2.19 GPa，硬度分别为 0.65 ± 0.79
GPa、0.58± 0.08 GPa、0.44 ± 0.06 GPa、0.61 ± 0.15 GPa. 方差分析表明，解剖学区域对压入模量

和硬度的影响显著（p < 0.001）；组间多重比较表明，前侧试样的压入模量和硬度显著高于外侧

试样，内侧试样的压入模量和硬度显著高于外侧试样，后侧试样的硬度显著高于外侧试样，内

侧试样的压入模量显著高于外侧试样 .因此，采用非均一材料将有助于提升长骨有限元模型

的生物逼真度 .
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Study on Anatomical Regional Differences of Mechanical
Properties of Bone Based on Nanoindentation Test
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Abstract：Clarifying the differences of mechanical properties in different anatomical regions of bone can provide
an important basis for constructing the finite element model of the bone with high biofidelity. One sample was pre⁃
pared from each of the anterior，posterior，medial，and lateral anatomical regions of the bovine femoral shaft. Each
sample was tested at 18 points utilizing a Berkovich nanoindenter tip，and the time history of the loading force and in⁃
dentation depth was recorded to obtain the indentation modulus and hardness. The indentation modulus of the ante⁃
rior，posterior，medial and lateral regions of the long bone were 20.78 ± 2.66 GPa，18.66 ± 2.57 GPa，16.39 ± 2.29
GPa，21.57 ± 2.19 GPa respectively，and hardness were 0.65 ± 0.79 GPa，0.58 ± 0.08 GPa，0.44 ± 0.06 GPa，0.61
± 0.15 GPa respectively. Variance analysis showed that anatomical region had a significant effect on indentation
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modulus and hardness（p < 0.001）. Multiple comparisons between groups showed that the indentation modulus and
hardness of the anterior specimen were significantly higher than those of the lateral specimen，the indentation modu⁃
lus and hardness of the medial specimen were significantly higher than those of the lateral specimen，the hardness of
the posterior specimen was significantly higher than that of the lateral specimen，and the indentation modulus of the
medial specimen was significantly higher than that of the lateral specimen. Therefore，the use of heterogeneous mate⁃
rials can help to improve the biological fidelity of the finite element model of the long bone.

Key words：nanoindentation test；mechanical properties；bone；indentation modulus；anatomical region

骨骼是一种具有层次结构的复合材料，对其力

学性能的研究一直广受关注 .皮质骨主要由矿物质

（50%-60%）、胶原蛋白（30%-40%）和水（10%-20%）
组成，矿物质比较坚硬，而胶原蛋白比较松软，二者

的相互作用决定了骨骼的微观力学性能［1］. 皮质骨

的力学性能不仅仅取决于其组成成分，也受微观结

构的影响［2］.皮质骨的微观结构主要有环骨板、骨单

位以及间质骨，大型哺乳动物在生长发育过程还会

形成层状骨［3］. 由于这几种结构在骨骼的分布不均

匀，骨骼不同区域的力学性能也不相同 .准确地获取

皮质骨的微观力学性能不仅对理解骨骼的整体力学

性能至关重要，而且对建立更加精细的有限元模型

以模拟骨骼裂纹损伤也起着相当关键的作用 .
目前，很多学者探究了骨骼不同解剖学区域的

力学性能 . Bonney等［4］采用三点弯曲试验探究了猪

股骨不同解剖学区域的力学性能与成分之间的变化

趋势；Li等［5］采用三点弯曲试验探究了牛股骨不同

解剖学区域的断裂韧性；Li等［6］采用压缩和拉伸试

验方式分析了牛股骨不同解剖学区域的力学性能变

化；Abdel-Wahab等［7］采用拉伸试验研究了骨骼不同

解剖学区域以及不同方向的力学性能；Duchemin
等［8］采用拉伸和压缩试验探究了骨骼不同解剖区域

的密度与弹性模量之间的关系；Espinoza Orías等［9］

采用超声波测试探究了骨骼的弹性各向异性和不均

匀性在不同解剖学区域的变化规律；Malo等［10］采用

声学显微镜探究了骨骼弹性系数在不同解剖学区域

的变化 .受限于传统试验方法对试样尺寸、形状等的

要求，上述研究难以从微观层面分析解剖学区域对

骨骼力学性能的影响 .
微纳米压痕测试方法能够在微/纳米尺度上开

展力学测试 . Rasoulian等［11］采用参考点压痕技术

（RPI）探究了骨骼不同解剖学区域力学性能与成分

之间的关系 . Bosiakov等［12］采用纳米压痕技术探究

了骨骼不同象限的弹性性能和韧性 .得益于纳米压

痕技术的微观尺度，上述研究在微观层面上研究

了骨骼不同解剖学区域的力学性能 . 由于骨骼试

样的生物多样性，统计分析是研究骨骼解剖学区

域力学差异的必要方法，但上述文献在这方面存

在局限性 .
针对目前研究存在的不足，本文以牛股骨皮质

骨为研究对象，利用纳米压痕试验方法测试了骨骼

不同解剖学区域的力学性能，采用统计方法分析了

骨骼力学性能在不同解剖学区域的差异 .

1 试样制备与试验

1.1 压痕试样制备

从本地的屠宰场获取一根新鲜的牛股骨，牛的

年龄为 18-24个月（成年）. 首先使用手术刀等工具

剔除肌肉组织，进行CT检查以排除病变等可能对力

学性能有影响的骨骼缺陷 .然后使用马克笔在股骨

中段标记切割区域，使用手工锯按照标记从骨干中

段获取一个厚度为 30 mm的骨环，如图 1（a）所示 .再
用马克笔在骨环表面按照解剖学区域将骨环划分为

前、后、内、外四个区域，使用手工锯将骨环分割成四

个扇形块，如图 1（b）所示 . 随后使用马克笔在扇形

切片的中部画出长方体试样的横截面（10 mm × 5
mm），使用手工锯切割得到 4个 10 mm × 5 mm × 30
mm的长方体试样 .最后用粗糙度为 320的碳化硅砂

纸（ASC，耕耘，中国）对试样表面进行打磨，最终尺

寸为 7 mm × 3 mm × 15 mm，如图 1（c）所示 .在每个

试样的六个面标记其方位（近心端P、远心端D）和解

剖学区域（前侧A、后侧P、内侧M、外侧L）.整个切割

和打磨过程不停地喷洒浓度为 0.9%的生理盐水，以

避免温度过高对骨骼力学性能产生影响 .

48



第 2期 张冠军等：基于纳米压痕测试的骨骼力学特性解剖学区域差异研究
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图1 试样获取及区域分布示意图

Fig.1 The schematic view of acquisition
and region distribution of specimens

为方便试样打磨以获得光滑的测试面，通常将

骨骼试样镶嵌在某种基材中 .有文献表明，环氧树脂

具有高黏度和快速固化的特点，能够有效避免环氧

树脂渗透到骨骼的孔隙中影响骨骼的纳米压痕试验

结果［13］.因此，本文选取环氧树脂作为镶嵌基材 .镶
嵌时，需要将环氧树脂和固化剂按比例混合并搅拌，

待混合液清澈后浇注于放置了皮质骨的模具中，在

室温下固化后进行脱模以获得环氧树脂包裹的纳米

压痕试样，如图2所示 .

图2 镶嵌后的试样

Fig.2 The sample embedded in the epoxy resin

对镶嵌好的试样进行打磨抛光以确保试样的被

测试面达到纳米压痕测试的粗糙度要求 .分别使用

粗糙度为 P600、P1200、P1500、P2500、P4000的碳化

硅砂纸（ASC250A，耕耘，中国）依次对试样表面进行

打磨，再使用 3 μm、1 μm和 0.25 μm的抛光绒布

（MPF250A，耕耘，中国）配合相同规格的金刚石悬浮

液（MDS，耕耘，中国）对试样进行初抛光，最后采用

0.05 μm的抛光绒布（MPF250A，耕耘，中国）配合相

同颗粒大小的氧化铝悬浮液（OPS，耕耘，中国）进行

最终抛光 .打磨抛光过程中喷洒 0.9%生理盐水保持

试样水合 .抛光完成后对试样进行超声波洗涤以去

除所有残留物 .清洗完的试样利用光学显微镜（Pri⁃
motech，Zeiss，Germany）观察其表面形貌以确保试样

加载表面相对平整无划痕，如图3所示 .

50 μm

图3 股骨皮质骨纵向横切面

Fig.3 The longitudinal transverse
section of femoral cortical bone

所有试样制备过程中，非处理的试样均用 0.9%
生理盐水浸润的纱布包裹后放入试管密封，在-20 ℃
环境中冷冻保存 .试验前在室温（25 ℃）环境下将冷

冻试样浸入0.9％的生理盐水中解冻水合2 h.
1.2 纳米压痕试验

使用纳米压痕试验机（NHT3，Anton Paar，Swit⁃
zerland and Austria）［14-19］对试样进行测试，如图 4所
示，其载荷分辨率和位移分辨率分别为 0.02 μN和

0.01 nm. 由于玻氏压头具有压头端部曲率半径小、

低载荷就能引起材料的塑性变形、接触区域易于表

征、清晰度高等优势，在骨骼纳米压痕测试中获得了

广泛应用［2，3，13，19-23］，因此本文采用玻氏压头进行加

载 .由于温度及湿度对试验结果有较大影响，典型的

测试环境温度范围为 10~35 ℃，相对湿度范围为

20％ ~80％［24］，因 此 本 文 的 测 试 环 境 选 为 室 温

（25 ℃），湿度为45%~50%.

图4 NHT3纳米压痕试验机

Fig.4 Nanoindentation tester NHT3

测试前使用熔融的石英作为参考样品对机器进

行校准［25］. 本试验采用载荷控制方式进行加载，以

80 mN/min的恒定速率加载至最大载荷 45 mN，然后
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保压 10 s以消除蠕变效应，最后以 80 mN/min的恒定

速率进行卸载，如图 5所示 .根据骨环厚度和四个解

剖学区域，确定每个试样的中心位置 . 以中心为基

点，沿骨环径向分别向内、向外确定 6个点，点间距

为 1 mm；沿骨环切向分别向两侧确定 3个点，点间距

为 0.5 mm.在试验过程中，如遇到骨骼孔隙，压痕点

在骨环径向平移 0.5 mm. 每个试样测试 18个点，如

图 6所示 . 4个试样共计 72个压痕点 .纳米压痕试验

输出加载力和压入深度的时间历程曲线，处理得到

载荷-位移曲线 . 利用归一化及再还原方法［26］获得

平均载荷-位移曲线 .
50

40
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20

10

0

载
荷
/mN

0 20 40 60 80
时间/s

图5 纳米压痕试验加载曲线

Fig.5 The loading curve of nanoindentation test
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图6 压痕点分布示意图

Fig.6 The schematic view of
indentation points distribution

1.3 试验结果处理

利用试验输出的载荷-位移曲线，使用 Oliver-
Pharr法［25，27］计算测试点的压入模量及硬度 .该方法

假设卸载曲线初始阶段为线性区域［24，25，27］，将卸载

曲线在最大压入深度处的斜率作为接触刚度 S，如式

（1）所示：

S = dFdh |h=hm= Bb（hm - hf）b-1 （1）
式中：F是载荷，h为压入深度，B、b和 hf为根据卸载

曲线采用最小二乘法拟合得到的系数，hm为最大压

入深度 .
其次，通过接触刚度 S和接触面积的投影面积Ac

获得压入折合模量Er，如式（2）所示：

Er = π2β
S

Ac
（2）

式中：β是与压头形状相关的常数，玻氏压头为

1.034［25，27，28］；Ac是接触面积，与最初到达最大载荷时

的压入深度有关，玻氏压头的面积公式为A = 24.5h2c.
压入折合模量Er反映压头材料参数以及试样材

料参数的复合模量［13］，通过式（3）计算试样的压入模

量EIT：

EIT = 1 - v2
1
E r
- 1 - v2iE i

（3）

式中：v为骨骼的泊松比，通常取 0.3［3，13，29］；vi为玻氏

压头的泊松比，本研究中为 0.07；Ei为玻氏压头的压

入模量，本研究中为1 140 GPa.
硬度反映材料抵抗弹塑性变形的能力，可通过

最大压入载荷和接触面积的投影面积得到，如式（4）
所示：

HIT = FmAc （4）
式中：Fm为最大压入载荷，本文取45 mN.
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1.4 统计分析

本文使用 SPSS软件（IBM Corporation，Somers，
NY，USA）对压入模量和硬度进行统计学分析 .利用

Shapiro-Wilks方法进行正态性检验（p > 0.05），利用

Levene检验进行方差齐性检验（p > 0.05）.对符合正

态分布且满足方差齐性的参数进行单因素方差分析

（one-way ANOVA），否则使用非参数Kruskal-Wallis
检验，以判断解剖学区域是否显著影响压入模量和硬

度 .同时，对压入模量和硬度进行组间多重比较；符合

方差分析条件时使用Tukey方法，符合非参数检验条

件时使用Bonferroni法，以研究骨骼在不同解剖学区

域上的力学差异 .本研究中，显著性水平取0.05.

2 结 果

纳米压痕测试得到的各压痕点的载荷-位移曲

线和各解剖区域的平均载荷-位移曲线分别如图 7
和图8所示 .

根据纳米压痕测试曲线，计算出的不同解剖学

区域的压入模量和硬度如表 1所示 . 分别使用

Shapiro-Wilks正态性检验和Levene方差齐性检验分

析各解剖学区域的压入模量和硬度是否符合正态分
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图7 纳米压痕测试结果与各区域的平均载荷-深度曲线

Fig.7 The average load-depth curve of nanoindentation
test results and each anatomical region
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图8 不同解剖学区域的平均载荷-深度曲线对比

Fig.8 Comparison of average load-depth
curves at different anatomic regions

布及方差齐性，结果表明不同解剖学区域的测试点

的压入模量不满足正态分布（p < 0.05），硬度不满足

方差齐性（p < 0.05），所以使用非参数Kruskal-Wallis
检验分析解剖学区域对压入模量和硬度是否存在显
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著影响 . Kruskal-Wallis检验结果如表2所示，解剖学

区域对压入模量（H = 34.177，p < 0.001）和硬度（H =
32.985，p < 0.001）均有显著影响 .
表1 牛股骨干皮质骨不同解剖学区域的压入模量和硬度

Tab.1 Indentation modulus and hardness at different
anatomical regions of cortical bone of bovine femoral shaft

解剖学区域

前侧

后侧

外侧

内侧

平均

压入模量/GPa
20.78±2.66
18.66±2.57
16.39±2.29
21.57±2.19
19.32±3.12

硬度/GPa
0.65±0.79
0.58±0.08
0.44±0.06
0.61±0.15
0.57±0.12

表2 解剖学区域对压入模量和硬度

的Kruskal-Wallis检验结果

Tab.2 Kruskal-Wallis test results of anatomical
region on indentation modulus and hardness

材料参数

压入模量

硬度

H

34.177
32.985

p

p < 0.001
p < 0.001

由于 Kruskal-Wallis检验不能给出不同解剖学

区域间骨骼的压入模量和硬度是否存在显著差异，

进一步采用 Bonferroni法进行组间多重比较，如图 9
所示 .对于压入模量，外侧试样最小，内侧试样最大；

内侧和前侧试样分别比外侧试样显著高 31.6%（p <
0.001）和 26.8%（p < 0.001）；内侧试样也比后侧试样

显著高 15.6%（p = 0.006）.对于硬度，前侧试样最大，

外侧试样最小；前侧、内侧、后侧试样分别比外侧试

样显著高 46.1%（p < 0.001）、30.2%（p < 0.001）和

37.4%（p = 0.003）.
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图9 牛股骨皮质骨前、后、内、外

四个区域间骨骼材料特性的差异

Fig.9 Differences of bone material properties among
anterior, posterior, internal and external regions

of bovine femoral cortical bone

3 讨 论

本研究利用牛股骨皮质骨开展了纳米压痕测

试，研究了不同解剖学区域对牛股骨皮质骨压入模

量和硬度的影响 .与文献相比，本文测试得到的牛股

骨皮质骨的平均压入模量（19.32±3.12 GPa）与 Car⁃
nelli等［30］、Isaksson等［31］、Akhtar等［32］的结果基本吻

合，略小于Hengsberger等［33］的结果（如图 10所示）.
本文测试得到的牛股骨皮质骨的平均硬度（0.57±
0.12 GPa）与 Akhtar等［32］的结果基本吻合，略小于

Carnelli等［30］、Isaksson等［31］的试验结果 . 本文试验

结果略小的原因，可能与本研究所用试样为湿润水

合骨骼有关 .有文献指出，干燥骨骼的压入模量和硬

度比水合骨骼增加 20%~30%［34］，这种现象不仅存在

于牛骨中，在人类骨骼以及其他动物骨骼中也同样存

在［34-36］.与文献对比（如表3），本试验得到的骨骼不同

解剖学区域的压入模量和 Li等（2013）［6］、Abdel-
Wahab等（2011）［7］的结果吻合，略小于 Rasoulian等
（2013）［11］的结果，这可能与试样物种有关，本文采用

的是牛股骨，而Rasoulian采用的是人类股骨 .
本文研究发现，骨骼不同解剖学区域的压入模

量之间存在显著差异，不同解剖学部位的压入模量

由大到小的顺序为：内侧>前侧>后侧>外侧 .这种差

异与骨骼各组成成分的含量密切相关 .牛股骨皮质

骨主要由丛状骨、骨单位以及间质骨构成，其中丛状

骨的压入模量最大，骨单位的最小［6］. Li等（2013）［6］

使用光学显微镜对牛股骨中间骨干横截面进行了光

学测试，实验结果表明，牛股骨皮质骨前侧和内侧中

丛状骨占多数，后侧和外侧中骨单位占多数 .因此，
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可以推测前侧和内侧区域的压入模量大，而后侧和

外侧区域的压入模量小，这与本文的研究结果（内侧

显著大于后侧和外侧、前侧显著大于外侧）吻合 .有
文献指出，骨骼压入模量和硬度之间存在很强的相

关性［37］（R2 = 0.68，p < 0.01）［21，37］. 本文的结果也表

明，骨骼压入模量和硬度之间有高度的相关性（R2 =
0.586，p < 0.01），例如内侧的压入模量显著大于外

侧，并且内侧的硬度也显著大于外侧；前侧的压入模

量显著大于外侧，并且前侧的硬度也显著大于外侧 .
当然，从图7中也可以看出，本文中骨骼不同解剖学
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图10 不同文献中牛股骨皮质骨材料参数对比

Fig.10 Comparison of cortical bone material parameters
of bovine femur in different papers

区域的压入模量和硬度的显著性差异并不完全一

致 .原因可能是压入模量代表了骨骼的弹性能力，而

硬度更多的是与骨骼的微观破坏机制有关，比如胶

原-矿物界面的移动［38-40］，这两者分别代表骨骼不同

时期的受力情况 .另外，有限的试样数量也可能是一

个影响因素 .

4 结 论

本文以牛股骨为试验对象，使用纳米压痕测试

方法获取载荷-深度曲线，使用Oliver-Pharr法计算

了皮质骨试样的压入模量和硬度 . 非参数Kruskal-
Wallis分析表明，牛股骨皮质骨不同解剖学区域的压

入模量和硬度存在显著差异（p < 0.001）. 组间多重

比较表明，前侧试样的压入模量和硬度显著高于外

侧试样，内侧试样的压入模量和硬度显著高于外侧

试样，后侧试样的硬度显著高于外侧试样，内侧试样

的压入模量显著高于外侧试样 .在建立长骨有限元

模型时，有必要采用非均一的材料模拟骨骼的生物

力学响应 .
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