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一、前言

骨骼是人體內重要的硬組織，具有支持身體、

運動、保護器官、造血與儲存礦物質等功能(1)。

正常的骨骼能不斷地再塑 (remodeling) 及自我修
復，以適應外界的應力。隨著醫療科技的日新月

異，人類的平均壽命逐年提高，骨骼及硬組織相關

之疾病，如骨質疏鬆症、關節炎等，逐漸受到重

視。此類疾病雖然不如心血管疾病致命，卻會嚴重

影響生活品質，造成諸多不便及痛苦。目前在醫

療上對於骨骼健康狀況及骨折風險評估，以骨密

度 (bone mass density)(2) 檢查為主，電腦斷層掃描 
(computerized tomography)(3) 為輔，量測骨內之礦
物質含量及觀察骨骼之微結構。這些方法並非實際

測量骨骼之機械性質，而是建構於許多假設及間接

的推估上。目前直接量測骨骼機械性質的方法有拉

伸、壓縮、彎曲、扭轉、斷裂韌度測試及奈、微米

壓痕量測等。然而這些方法皆為破壞性的量測，需
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本文介紹一種新式的壓痕量測技術，可檢測活體內骨骼組織之機械性質。參考點壓痕量測裝置由參考探針

與測試探針組成，從受測者小腿骨表面穿過皮下插入，可在非破壞情況下量測許多機械性質，如硬度、彈

性係數、最大壓痕距離與壓痕距離增加值等。其中壓痕距離增加值，顯示骨折患者與正常受測者有顯著差

異性，可做為評估骨骼斷裂風險之指標。此方法在醫學應用上極具潛力，可更進一步瞭解骨組織在活體中

之機械性質。

A novel indentation technique which can probe the mechanical properties of bone tissues in vivo is introduced 
in this paper. The reference point indentation (RPI) instrument consists of a reference probe and a testing probe. 
By inserting the probes through the skin onto tibia bone, various mechanical properties such as hardness, elastic 
modulus, maximum indentation distance, indentation distance increase (IDI) can be measured non-invasively. The 
results showed that IDI were signifi cantly higher in patients who suffered from bone fracture than in controls and 
can be used to evaluate fracture risk. The technique has a great potential in the medical fi eld and can provide better 
understanding of the in vivo mechanical properties of bone tissues.
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由手術或大體中取出骨骼樣本、處理、製備後進行

測試，無法用於活的病患或常人。本文介紹一種新

式微米壓痕技術─參考點壓痕測試 (reference point 
indentation, RPI)(4-8)。此量測技術可直接且非破壞

地測量活體內骨骼及硬組織之機械性質，提供醫療

上所需資訊，以彌補現有檢測方式之不足與限制。

二、骨骼的成分及結構

骨骼是天然的複合材料，由 33－43% 的礦物
質、32－44% 的蛋白質及 15－25% 的水分所組成
(9)。這些成分的體積百分比依骨頭的種類、年齡

及健康狀況有所不同，其中礦物質主要為磷酸鈣 
(hydroxyapatite) 及其他礦物質。蛋白質主要為第一
型膠原蛋白 (typle-I collagen) 及少量非膠原蛋白質 
(noncollagenous proteins, NCPs)。骨骼具有獨特且
複雜之階層式結構，從分子、奈米、微米至釐米等

尺度，可分為七個階層(10)，如圖 1(a) 所示。
第一層結構為基礎材料：膠原蛋白及磷酸鈣。

膠原蛋白分子為三股螺旋結構 (tropocollagen)，
直徑約 1.5 nm，長度約 300 nm。磷酸鈣成薄片
狀，長寬約數十至一百奈米、厚度僅 2－4 nm。第
二層結構：膠原蛋白分子組合成奈米纖維 (nano-
fibrils)，其具方向性、平行而交錯之堆疊，形成重
疊 (overlap) 與空隙 (gap) 之區域，在電子顯微鏡下
呈現出特有的 67 nm 規律週期。膠原蛋白奈米纖
維與礦物質合成礦化之膠原蛋白纖維 (mineralized 
collagen fibrils)。第三層結構：礦化之膠原蛋白
纖維形成微米尺度的纖維束 (micro-fibers)。第四
層結構：微米纖維束平行排列，形成 3－7 m 之
薄板或層狀結構 (lamellae)。第五層結構為骨單元 
(osteon)，由多層環狀的薄板組成 200－300 m 之
圓柱狀結構，中心有血管通過 (縱向的 Haversian 
canal 與橫向的 Volkmann canal)，層與層之間則
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圖 2. 利用奈米壓痕量測緻密骨與海綿骨所得之荷
重－位移關係與卸載的初始釋放曲線斜率 S 
之比較(24)。
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有放射狀的微小管 (canaliculi) 連繫，負責傳輸所
需養分及礦物質。第六層結構則可分為外層的緻

密骨 (cortical or compact bone) 及內部的海綿骨 
(trabecular or cancellous bone)。第七層結構則為骨
骼，其大小與形貌依功能而有所不同。

除了上述複雜的多階層結構，骨骼在不同的

尺度具有各種有序及無序排列之孔隙 (圖 1(b))。如
膠原蛋白分子間，礦化膠原蛋白纖維及纖維束之

間的空隙、骨細胞所佔據之空間 (lacunae)、微小
管、血管、再塑過程中蝕骨細胞 (osteoclast) 產生
的空洞及海綿骨中的間隙等。由於骨骼複雜的層

狀結構及孔洞，使其機械性質分析與模擬非常困

難，無法用一般複合材料理論模型來預測(11)。此

外，骨骼之成分與結構造成機械性質上非等向性 
(anisotropic)、非均質性 (heterogeneous)、黏彈性 
(viscoelastic) 等特性，提高了在機性量測上的難度
與挑戰。

三、奈米壓痕技術於骨組織機械性質
量測之應用

自 1970 年代迄今已發展出許多方法，用以量
測骨骼之機械性質，如靜態的拉伸、壓縮、彎曲、

扭轉、斷裂韌度測試、動態的衝擊測試、疲勞測

試、間接的超音波速量測及微觀的奈米壓痕及原子

力顯微鏡量測等。由不同方法量測所得之機械性質

有著明顯的差異(12)。一般而言，影響骨骼機械性

質的變因有礦物質(13) 及水分含量(14)、孔隙(15)、方

向性(16)、應變速率(17)、年齡(18) 與疾病(19) 等。本文
針對奈米壓痕技術在骨骼及硬組織之機性量測作文

獻回顧。

奈米壓痕量測技術始於 1980 年代初期(20)，當

時主要應用於薄膜材料或其他奈米材料，自 1990 
年代起開始，用以量測骨組織之微米及次微米尺度

之機械性質(21-25)，目前已廣泛地運用於生物試片，

如軟骨(26)、牙齒(27-29) 與各種礦化組織(30, 31)。奈米

壓痕測試儀使用極小的荷重和尖銳的針，選定局部

區域範圍，以設定之最大荷重及荷重速率進行負載 
(loading) 與卸載 (unloading)，並由荷重－位移關係
圖與卸載的初始釋放曲線斜率，以常用的 Oliver-

Pharr(32) 分析方法求得硬度 (hardness, H) 及折合彈
性模數 (reduced elastic modulus, Er)。奈米壓痕技術
在量測骨組織機械性質上有著其他大尺度方法無法

取代之優勢，可檢測局部微小的區域，瞭解成分及

微結構之差異性對其機械性質之影響。

圖 2 所示為緻密骨與海綿骨奈米壓痕測試所得
之荷重－位移曲線(24)，海綿骨由於密度低、孔隙

多，其彈性模數較緻密骨低許多。Rho 等人(22) 研
究骨單元與間隙骨 (interstitial bone) 機械性質之差
異性，發現骨齡長、礦物質含量高的間隙骨的彈

性模數 (約 26 GPa) 較年輕、礦物質含量低的骨單
元 (約 22 GPa) 高。圖 3 為牛大腿骨之背散式掃描
電子顯微鏡圖與方框所示區域彈性係數之彩色對應

圖 (color mapping)，數值高者標定為紅／黃色，數
值低者為藍／綠色，清楚呈現出骨單元與間隙骨機

械性質之差異性。圖 4 顯示高解析奈米壓痕量測可
進一步區分出同一個骨單元內不同層之間機械性質

之差異(23)。靠近中央處之內層有著較高之彈性係

數 (約 22 GPa)，而外層之彈性係數逐漸減小 (約 18 
GPa)，此與礦物質的含量遞減有關。
雖然奈米壓痕技術在量測骨組織之機械性質極

具優勢，發展迄今仍有諸多限制。首先，待測試片

需經裁切、鑲埋、研磨與拋光等製備步驟，形成平

滑可量測之表面，實為破壞性之機性量測，無法用
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圖 3.
骨單元與間隙骨之背散式掃描電子

顯微鏡圖。方框為奈米壓痕陣列所

在區域。下方為彈性係數對應圖 
(單位：GPa)。 x-position in m
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於活體、提供醫療診斷及實用之資訊，應用侷限於

基礎科學之研究。再者，骨組織及其他生物組織之

機械性質對於保存方法與測試時所選用之緩衝生理

溶液非常敏感(28, 33)。隨著離開體內的時間增加，

其機械性質顯著降低，若要量測骨組織真實的機械

性質，時效性、試片準備及保存方法至關重要。接

下來將介紹由奈米壓痕技術改良之非破壞性檢測方

法，可量測活體內骨骼與硬組織之機械性質。

四、參考點壓痕測試之原理及應用

參考點壓痕量測技術由美國加州大學聖塔芭芭

拉分校 (University of California, Santa Barbara) 物理
系 Paul Hansma 教授及其團隊開發，並成立 Active 
Life Scientific Inc. 公司，自 2006 年已生產數款量
測儀器，從第一代的 OsteoprobeTM I(4)、第二代的 
OsteoprobeTM II(5)、第三代的 OsteoprobeTM III(6)，

到目前最新的產品 BioDentTM(8)。原理及步驟如圖 
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圖 4. 利用奈米壓痕量測單一骨單元內，層與層間
彈性係數之變化。彈性係數由內層向外層遞

減(23)。
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圖 5. 
參考點壓痕量測原

理及步驟示意圖(8)。

Insertion

Periosteum

Bone Initial
Indentation Distance

Indentation Distance 
Increase, IDI

1st 
Cycle

20 th 
Cycle

1 mm

Reference 
probe

Test 
probe

Displacing 
Periosteum

5 所示(8)，其外觀類似注射器，由兩種探針：參考

探針 (reference probe) 及測試探針 (testing probe) 所
組成。主要步驟簡述如下：以酒精消毒，並局部

麻醉受測區域 (通常為小腿骨前側，因為此區域肌
肉及其他軟組織最少)，垂直插入探針，使參考探
針置於骨頭表面，左右移動約 5 mm，以清除骨膜 
(periosteum)，定位後插入測試探針，施以設定之
荷重，並逐漸增加荷重，共 20 次之週期，完成後
取出探針，消毒並以紗布包覆受測區域。壓痕區域

小於 400 m，量測所需時間約十分鐘，受測患者
無顯著不適感。

可測量的參數依據不同機型而有所差異。第

一代的 OsteoprobeTM I 有兩種操作模式：施予固

定應力，量測最大插入距離 (maximum insertion 
d i s t a n c e )，或插入至固定距離，量測最大應
力 (maximum force reached)。圖 6 比較未處理 
(unbaked) 與高溫處理 (baked) 牛骨之機械性質(4)，

在相同的應力下，高溫處理過牛骨之最大插入距離

明顯較未處理者高，顯示高溫會破壞骨骼之組織結

構，降低其機械強度。第二代的 OsteoprobeTM II 則
定義新的參數，稱為壓痕距離增加值 (indentation 
distance increase, IDI)，為第 1 次與第 20 次週期
性量測值之距離差 (圖 7)(5)，此數值較前述之最

大插入距離與應力，更能代表骨骼抵抗外界應力

之能力。圖 8 以壓痕距離增加值比較年輕 (17 歲) 
與年老 (79 歲) 受測者骨質強度之差異性，經統
計分析，兩者差異顯著 (P < 0.001)(5)。第三代的 
OsteoprobeTM III 則整合電腦系統及測試平台，用
於活體動物實驗相關研究。最新的 BioDentTM 除上
述功能外，還可測量潛變所造成的壓痕距離 (creep 
indentation distance)，提供骨骼之黏彈性和隨時間
變化之參數。

目前常用的奈米壓痕技術，以量測硬度與彈性

模數為主，參考點壓痕測試亦可獲得此兩項材料參

數。然而，研究顯示這些參數無法有效判斷骨骼的

斷裂風險。由於骨組織不是線性彈性 (linear elastic) 
的材料，在斷裂前有部分的塑性變形，量測骨組

織對於斷裂之阻抗能力 (fracture resistance)，宜使
用裂縫成長韌性 (crack growth toughness)(34)，而不

適用線性彈性斷裂力學之斷裂韌性 KIc。由於骨骼

的微結構，在裂縫生成與成長時衍生出許多韌化

機制，如裂縫偏轉 (crack deflection)、膠原蛋白纖
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圖 6. 固定荷重下，未處理 (unbaked) 與高溫處理 
(baked) 牛骨之壓痕插入距離在不同循環次數
之比較，顯示高溫處理後骨骼之機械性質降

低(4)。

Number of Cycles

Age 17 Age 79

D
is

ta
nc

e 
(u

m
)

0               2               4                6               8              10        

 320

280

240

200

160

120

80

40

0 

 2.8

2.4

2

1.6

1.2

0.8

0.4

0

圖 7. 壓痕距離增加值之定義(5)。
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維連結 (collagen fiber bridging) 阻止裂縫繼續擴大
等，而有所謂的 resistant-curve (R-curve)(35-37)，隨

著裂縫增長，斷裂韌性提高(34)。裂縫成長韌性即

為 R-curve 的斜率，為骨骼阻抗斷裂能力的重要指
標。圖 9 顯示由參考點壓痕法測得之壓痕距離增加
值與裂縫成長韌性有著高度的關聯性(8)，IDI 值越
低，探針越不易進入骨組織，其裂縫成長韌性越

大。IDI 值量測可做為判斷骨骼健康狀況、評估斷

裂風險重要之參考依據。圖 10 為掃描式電子顯微
鏡照片(8)，參考點壓痕量測所造成裂縫與緻密骨斷

裂時之微結構非常相似，皆可發現礦化的膠原蛋白

纖維被分離而形成裂縫。

此方法具有諸多優點及應用上的潛力，但仍有

一些限制及不足之處。量測之位置侷限於小腿骨前

側的緻密骨，尚未測量其他區域或不同之骨骼種

類，結果是否具有足夠的代表性而能夠代表所有的

骨骼組織仍存疑。再者，目前臨床實驗所得之數據

有限，受測者年齡偏高，多有骨折或骨骼相關疾

病，仍需更多不同性別、年齡、健康情形之受測

者，以建立較完整的資料庫。

圖 8. 年輕 (17 歲) 與年老 (79 歲) 受測者小腿骨壓
痕距離增加值之比較(5)。
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圖 9. 壓痕距離增加值與裂縫成長韌性之關聯性(8)。
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圖 10. 
電子顯微鏡照片比較緻

密骨斷裂與參考點壓痕

測試後裂縫之微結構
(8)。

五、結論

本文介紹一種新式的參考點壓痕量測方法，可

用以量測活體內骨骼之機械性質，作為醫療上評估

骨骼健康狀況及斷裂風險之依據。此方法為非破壞

性，無須進行手術以顯露出骨組織或切除取樣，受

測者無顯著不適感，且簡單易操作。在數據分析方

面，除了傳統壓痕測試所能獲得之硬度、彈性模

數，此法可在不同的操作模式下量得壓痕距離增加

值、潛變壓痕距離、能量耗損 (energy dissipation) 
等參數。其中壓痕距離增加值與裂縫成長韌性呈高

度相關，可做為判斷評估骨骼阻抗斷裂能力之重要

參考。此方法雖歷經數代之改良，仍需更多的基礎

科學研究、動物實驗及臨床研究，以建立更完整具

代表性之資料庫，而能更廣泛地應用醫療及其他相

關領域。
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