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　　［摘要］　目的　探究去卵巢骨质疏松小鼠术后不同时期股骨微结构的动态变化。方法　８周龄
Ｃ５７雌性小鼠分为去卵巢组（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，ＯＶＸ）和假手术组（ｓｈａｍｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，Ｓｈａｍ），并根据术后不同
时间将每组小鼠又分为１周、１个月及３个月组，分别代表绝经早、中、晚期。称质量后取小鼠股骨进行
ＨＥ染色、免疫组织化学染色及ＭｉｃｒｏＣＴ扫描分析，评估各组股骨远端松质骨、股骨中段皮质骨微结构
及成骨相关蛋白水平变化。结果　小鼠松质骨形态参数：与Ｓｈａｍ组相比，ＯＶＸ组术后１周骨微结构未
见明显破坏，术后１～３个月骨小梁断裂，骨髓腔增大，ＣＴ骨参数除 Ｔｂ．Ｔｈ无明显变化外（Ｐ＞０．０５），
ＢＶ／ＴＶ，Ｔｂ．Ｎ和Ｔｂ．Ｓｐ均出现显著改变（Ｐ＜０．０１）；Ｓｈａｍ组中，直到术后３个月才出现较１周组骨量显
著减少的表现（Ｐ＜０．０１）；ＯＶＸ各组中骨丢失情况随时间增加而加重（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。Ｒｕｎｘ２表达
水平与ＭｉｃｒｏＣＴ松质骨分析结果基本一致。皮质骨形态参数：各时段ＯＶＸ组均未出现较Ｓｈａｍ组的明
显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　８周龄 Ｃ５７小鼠在 ＯＶＸ术后１周至１个月松质骨微结构明显受损，早于皮
质骨变化，可作为骨质疏松病理机制和防治研究的重点阶段。
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　　骨质疏松症是一种以骨量降低，骨组织微结构退
化、功能减弱为特征，导致骨强度下降，骨折风险增加

的一种慢性系统性骨骼疾病［１］。随着人口老龄化进

程加快，骨质疏松症的防治成为一项繁重的公共卫生

健康工作，且患病率随着年龄增长而增加，尤其在绝经

后的妇女中升高，１／３的女性和１／５的男性在５０岁后
会遭受骨质疏松性骨折，这将带给全社会巨大的卫生

和经济负担［２－３］。

　　动物模型在骨质疏松症的病理生理改变、探究新
型药物和诊疗方法中扮演着必不可少的角色［４］。目

前国际社会较多采用的是成本低、实验周期短、模型成

熟和伦理影响更小的去卵巢啮齿类动物作为绝经后骨

质疏松模型。小鼠虽然体型较小，存在样本量少的弊

端，但越来越多的研究确立了小鼠在绝经后骨质流失

方面的巨大价值，且小鼠遗传背景明确，基因组结构与

人类非常一致，用转基因和突变小鼠研究某些特异性

基因在骨生物力学中的作用具有良好前景。这一点相

较于大鼠更具优势［５－８］。目前研究显示，不同小鼠骨

质疏松模型构建时机在４～９周龄之间，且在去卵巢术
后４周至３个月不同时间点均可观察到股骨近远端和
胫骨近端骨微结构变化，但骨丢失的程度和进展变化

尚未统一［９－１３］。Ｃ５７小鼠相比于其他小鼠在同月龄术
后骨量丢失最明显，且进一步证明在 Ｃ５７小鼠８周龄
时是造模的适宜时机，此时骨量变化最显著［１４］。但是

小鼠卵巢摘除后骨质不同时期的动态变化情况目前尚

不清楚。

　　本研究以 Ｃ５７小鼠为实验动物，通过双侧卵巢
摘除术诱导骨质疏松模型，模拟绝经后不同时期，应

用 ｍｉｃｒｏＣＴ扫描和骨组织切片染色技术，观察术后
不同时间点的骨量和骨组织形态学变化，旨在发现

小鼠绝经后骨质动态变化规律，为骨质疏松疾病模

型观察提供参考，也可以为筛选疾病防治的最佳阶

段提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　７周龄未孕雌性 Ｃ５７小鼠（ＳＰＦ级），购自重庆医
科大学实验动物中心，分笼后继续于该中心在标准条

件下饲养（相对湿度５０％～６０％，环境温度（２０±２）℃，
光／暗周期１２ｈ），自由饮水及进食。适应性喂养１周
后，分为去卵巢组（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，ＯＶＸ）和假手术组
（ｓｈａｍｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，Ｓｈａｍ）。所有小鼠采用腹腔注射
３．５％水合氯醛麻醉后，以两个背外侧皮肤切口入路，
根据分组摘除双侧卵巢或只去除卵巢周围部分脂肪组

织作为对照。两组小鼠分别在术后 １周、１个月和
３个月时（分别代表绝经后早期、中期和晚期）处死取
材，即６个亚组：ＯＶＸ１周，Ｓｈａｍ１周，ＯＶＸ１个月，
Ｓｈａｍ１个月，ＯＶＸ３个月和 Ｓｈａｍ３个月组，每组 ６～
８只小鼠。各组小鼠称重后处死，剥离双侧股骨并用
４％多聚甲醛固定。右侧股骨用于 ＭｉｃｒｏＣＴ扫描，左
侧股骨进行苏木精伊红染色 （ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）及免疫组织化学染色。
１．２　组织形态学分析
　　取小鼠左股骨，剥离周围软组织，用４％多聚甲醛
固定２４～４８ｈ后用 ＥＤＴＡ脱钙液（索莱宝，北京）脱
钙，直至大头针能轻松插入骨组织内，脱钙完成后进行

组织梯度脱水，根据实验所需摆放好标本位置，石蜡包

埋，切片（切片厚度５μｍ），然后进行ＨＥ染色，光镜下
观察小梁微结构改变并拍照（ＤＭｉ８，莱卡，德国）。
１．３　ＭｉｃｒｏＣＴ分析
　　每组均取 ６只右侧股骨样本进行 ＭｉｃｒｏＣＴ扫描
（Ｓｃａｎｃｏ，瑞士），以股骨远端生长板近端 ０～１００层横
切面为评估骨小梁结构的感兴趣区域，股骨中段约 １
ｍｍ长度（１００层横切面）为评估皮质骨感兴趣区域。
用Ｓｃａｎｃｏ分析软件进行三维重建。分析骨体积分数
（ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ／ＴＶ），骨小梁数目
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（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ，Ｔｂ．Ｎ），骨小梁厚度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，Ｔｂ．Ｔｈ）和骨小梁间隙（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｐａｃｉｎｇ，
Ｔｂ．Ｓｐ），皮质骨面积（ｂｏｎｅａｒｅａ，Ｂ．Ａｒｅａ），皮质骨体积
分数（ｃｏｒｔｉｃａｌｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ，Ｃｔ．ＢＶ／ＴＶ），皮
质骨密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ），皮质骨厚度
（ｃｏｒｔｉｃａｌｂｏｎｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，Ｃｔ．Ｔｈ）等骨形态参数。
１．４　免疫组织化学染色
　　石蜡切片脱蜡后用３％Ｈ２Ｏ２于室温下孵育２０ｍｉｎ，
漂洗后按照试剂盒说明书操作。滴加一抗并４℃下孵
育过夜，复温漂洗，滴加二抗，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，漂洗
结束后加入显色液，冲洗，苏木精复染切片，封片。显

微镜下（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｓｈｉｎｊｕｋｏ，Ｊａｐａｎ）观察拍照。使用
ＩｍａｇｅＪ（ＮＩＨＩｍａｇｅＪｓｙｓｔｅｍ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，ＵＳＡ）软
件进行半定量分析。

１．５　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件进行分析。各组
数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间差异比较采用 ｔ检验，检验水
准α＝０．０５。

２　结果

２．１　去卵巢术后不同时段小鼠体质量变化
　　随术后时间增加，ＯＶＸ各组和 Ｓｈａｍ各组小鼠在
术后 １、３个月时均较 １周时体质量有所增长（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）。同时间段 ＯＶＸ组和 Ｓｈａｍ组比较，
ＯＶＸ组术后１周较 Ｓｈａｍ组体质量略有升高，但差异
无统计学意义，术后１、３个月组小鼠体质量均较同期
Ｓｈａｍ组显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，图１）。结果提示去卵巢术后雌激素骤降使小鼠
体内成脂能力明显增强。
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图１　去卵巢小鼠不同时段体质量变化

２．２　去卵巢术后不同时段小鼠股骨远端组织形态学
变化

　　股骨切片ＨＥ染色组织学观察结果显示，ＯＶＸ组
从术后１周到３个月，小梁排列逐渐丧失规则，小梁数
量减少间隙变大，ＯＶＸ３个月组骨质丢失最严重，ＯＶＸ
１个月组中可见明显的脂滴形成；同期ＯＶＸ组与Ｓｈａｍ
组相比，１周组小梁排列较整齐连续；ＯＶＸ１、３个月组
比同期Ｓｈａｍ组小梁断裂增多，且脂滴也较 Ｓｈａｍ组略
有增加（图２）。
２．３　去卵巢术后不同时段小鼠股骨 ＭｉｃｒｏＣＴ分析及

三维重建

　　如图 ３显示，在同期 ＯＶＸ组与 Ｓｈａｍ组比较中，
ＯＶＸ１、３个月组 ＢＶ／ＴＶ、Ｔｂ．Ｎ较 Ｓｈａｍ组明显降低，
Ｔｂ．Ｓｐ较Ｓｈａｍ组明显升高，且差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；１周组中二者 ＢＶ／ＴＶ、Ｔｂ．Ｓｐ、Ｔｂ．Ｎ差异无统
计学意义；Ｔｂ．Ｔｈ在各时期均未见显著改变（Ｐ＞０．０５）。
Ｓｈａｍ各组从术后１周至３个月，ＢＶ／ＴＶ、Ｔｂ．Ｎ和Ｔｂ．Ｓｐ

!"" !# !"" !# !"" !#

!"" !# !"" !# !"" !#

$

周
$

个月
%

个月

&
'
(
#

组
)
*
+

组

图２　ＨＥ染色观察去卵巢术后不同时段小鼠股骨远端病理学变化
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有增加或减少趋势，但１个月组较１周组差异均无统
计学意义，３个月组 ＢＶ／ＴＶ和 Ｔｂ．Ｎ较１周组有所减
小而Ｔｂ．Ｓｐ明显增大，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
ＯＶＸ各组从术后 １周至 ３个月 ＢＶ／ＴＶ、Ｔｂ．Ｎ和 Ｔｂ．
Ｓｐ有显著增加或减少趋势，１、３个月组较１周组差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。Ｔｂ．Ｔｈ除 ＯＶＸ
１个月组较１周组略有增加以外（Ｐ＜０．０５），其余时段
均较１周组无显著改变。而在皮质骨的各参数变化中

（图４），各时段同期 Ｓｈａｍ组与 ＯＶＸ组比较均未发现
有明显差异，且Ｓｈａｍ组和 ＯＶＸ组都呈现出随时间增
加而各项参数增大趋势，在 Ｓｈａｍ各组中，除 Ｃｔ．Ｔｈ和
Ｃｔ．ＢＶ／ＴＶ在１个月组较１周组有所增加（Ｐ＜０．０５）以
外，其余参数均在３个月时出现较１周组的显著改变
（Ｐ＜０．０１）。ＯＶＸ各组仅发现 Ｂ．Ａｒｅａ在１个月时较
１周组有所增大，其他参数也均在 ＯＶＸ３个月时出现
较１周组的明显改变（Ｐ＜０．０１）。
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图３　骨小梁形态参数结果分析
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　　三维重建结果显示在术后１周时，骨小梁数量、密
度及髓腔空隙未见明显变化；ＯＶＸ１、３个月组较同期
Ｓｈａｍ组骨小梁更加稀疏，且髓腔空隙较 ＯＶＸ１周组
进一步增大；Ｓｈａｍ各组从１周至 ３个月，随着时间增
加，小鼠股骨远端小梁数目和髓腔空隙未见有明显变

化，皮质骨未见有明显差异（图５）。提示去卵巢小鼠
至少在术后１个月即发生了显著的松质骨丧失。
２．４　去卵巢术后不同时段小鼠股骨远端成骨转录因

子Ｒｕｎｘ２表达变化
　　图６结果表明，在术后１周，ＯＶＸ组 Ｒｕｎｘ２的表

达水平较 Ｓｈａｍ组有所下降，但差异无统计学意义；
术后１个月及３个月，ＯＶＸ组较 Ｓｈａｍ组 Ｒｕｎｘ２表达
出现明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＯＶＸ
各组中，１个月及３个月组 Ｒｕｎｘ２表达均较１周组有
显著下降（Ｐ＜０．０１）；Ｓｈａｍ各组中 Ｒｕｎｘ２蛋白表达
水平同样随时间下降趋势，但降低程度不及 ＯＶＸ组
（Ｐ＜０．０５）。结果说明从去卵巢术后 １个月开始，成
骨相关蛋白 Ｒｕｎｘ２出现与骨量减少相一致的表达水
平降低。
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３　讨论

　　啮齿类动物卵巢切除后即刻到２周内相当于人类
绝经后６个月内，此为绝经早期，卵巢切除３周以后即
为绝经中晚期［１５］。本实验根据切除卵巢后的不同观

察时间点分别模拟人类绝经早期、中期和晚期，假手术

组中小鼠体质量随时间自然增长，而去卵巢组小鼠体质

量在１、３个月时体质量均比假手术组有明显增加，这与
卵巢摘除后体内雌激素撤退，成脂能力增强相关［１６］。

　　ＭｉｃｒｏＣＴ分析和 ＨＥ染色结果说明经去卵巢术
后，可成功制备绝经后骨质疏松模型，用于骨质疏松相

关疾病的病理机制及药物开发研究。不同的研究由于

采用的小鼠种系、周龄大小及观察时间不同，所观察到

的骨质疏松表型并非完全一致：ＷＯＮＧ等［９］采用４周
龄Ｃ５７小鼠制备去卵巢骨质疏松模型后８周，分析股
骨远端、胫骨近端及第一腰椎骨微结构时，虽在股骨远

端小梁骨密度、股骨远端及胫骨近端小梁横截面积出

现明显减少，但第一腰椎未出现明显改变；ＹＡＮＧ
等［１０］报道９周龄昆明小鼠在摘除双侧卵巢 ３个月后
右侧股骨远端干骺端骨量减少，骨微结构出现明显破

坏。８周龄是目前报告较多的模型制备时机，但术后
观察时间各有不同。ＬＩＡＮＧ等［１１］观察到 ８周龄
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠在术后２个月时股骨骨小梁相比于假手
术组有明显减少。当对８周龄Ｃ５７小鼠在术后３个月
取材分析股骨近端干骺端骨小梁骨形态参数时也证实

其出现了骨丢失［１２］。而 ＪＡＮＧ等［１３］同样采用８周龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠进行实验但将观察时间提前，发现术后
４周便出现股骨小梁微结构的显著变化。
　　在本研究中与同龄小鼠相比，小鼠在绝经早期未
出现明显的骨丧失，而随时间延长，到绝经中晚期，可

观察到小鼠股骨远端明显的松质骨微结构破坏，骨髓

腔隙增大，脂肪细胞增多。假手术组小鼠从术后１周
到１个月之间骨微结构并未出现显著变化，假手术组
３个月骨量出现轻微下降；去卵巢各组则是从绝经早
中期后即发生大量明显的松质骨微结构受损。实验室

小鼠通常活２～３年，骨量在４～８个月时达到峰值，随
后出现与年龄相关的下降［１７－１８］。本实验小鼠为 ８周
龄至５月龄大小，小鼠在８周龄时进入体成熟期，激素
代谢平稳，可进行实验。但皮质骨形态参数变化似乎

整体晚于松质骨变化，Ｓｈａｍ组和 ＯＶＸ组都呈现出随
时间增加而各项骨参数增大趋势，同时段组二者暂未

出现差异。这可能是皮质骨内细胞数明显低于松质

骨，雌激素受体 ＥＲ阳性表达量极低而较少或较晚受
到雌激素降低影响的原因［１９］。

　　Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）与骨代谢和骨发育过程密切相关。
Ｒｕｎｘ２作为一种重要的成骨转录因子，负责骨髓基质
干细胞向成骨细胞谱分化和成骨细胞成熟［２０］，在骨质

疏松症的病理机制探索及防治中有重大意义。免疫组

化染色提示，术后１周左右小鼠 Ｒｕｎｘ２成骨转录因子
表达水平较高，说明此时小鼠成骨处于活跃阶段。

Ｒｕｎｘ２可上调前成骨细胞和软骨细胞中的多种矿化相
关蛋白基因如Ⅰ型胶原、骨钙素、骨桥蛋白等转录，在
成骨分化早期起决定性作用［２１－２２］。当进入术后 １个
月时，无论是去卵巢组还是假手术组，Ｒｕｎｘ２表达均较
１周组有明显下降，而假手术３个月和１个月两组间
Ｒｕｎｘ２蛋白水平未见明显差异。表明正常生理状态下
即使小鼠骨量仍在增加，可能其成骨活性已趋于平缓。

　　去卵巢后１周相当于人类绝经早期，此时小鼠未
出现明显骨量下降，从术后１周到１个月，骨微结构变
化显著，成骨转录活性也在此时期有明显下降，因此该

阶段应作为研究骨质疏松病理生理机制改变的重点阶

段，而在考虑抗骨质疏松药物筛选时，应该把干预时间

尽量安排在术后１个月之内甚至１周之前。
　　本实验进一步证明了８周龄小鼠骨量稳定，成骨
转录活性较高，是适宜的骨质疏松动物模型，去卵巢手

术后可以观察到明显的松质骨骨量改变，尤其在术后

１个月内，而同时期 Ｓｈａｍ组骨微结构未出现明显改
变。但由于小鼠皮质骨变化并不明显，若是仅仅通过

卵巢摘除手术而观察骨量变化，皮质骨并不适宜于和

松质骨同期观察。因此，骨质疏松的防治研究可将术

后１个月左右作为观察重点阶段，检测小鼠的松质骨
各项指标变化，而皮质骨改变可能会受后期衰老等多

种因素的影响。但由于小鼠的遗传背景优势，去卵巢

小鼠不失为一种探讨受雌激素降低作用而导致包含骨

质疏松在内的多疾病交互影响的可供参考的模型。
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