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去卵巢大鼠肌肉衰减症模型构建及雌激素补充治疗的实验研究
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　　［摘要］　目的　建立ＳＤ大鼠绝经后肌肉衰减症模型，观察雌激素补充对肌肉衰减症的治疗作用。
方法　①４４只１２周龄雌性ＳＤ大鼠（体质量２２０±２０ｇ）按体质量分层随机抽样分为假手术（ＳＨＡＭ）组、
去卵巢（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ＯＶＸ）组，每组２２只。ＯＶＸ组行双侧卵巢切除术，ＳＨＡＭ组行假手术，监测体质
量，电子抓力仪测量大鼠前肢抓力，１２周后通过双能 Ｘ射线分析仪（ＤＸＡ）分析身体成分，通过相对瘦
质量判定建模是否成功，而后每组各处死１０只取腓肠肌，用腓肠肌质量／体质量得出肌肉衰减症指数
（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａｉｎｄｅｘ，ＳＩ），ＨＥ染色观察腓肠肌肌纤维横截面积，电镜下观察肌原纤维超微结构。②余下大
鼠进一步分为假手术（ＳＨＡＭ）组、假手术＋油剂注射（ＳＨＡＭ＋Ｏ）组、去卵巢（ＯＶＸ）组、去卵巢＋雌激素补
充（ＯＶＸ＋Ｅ２）组，每组６只，ＯＶＸ＋Ｅ２组每日予以１７β雌激素腹部皮下注射，ＳＨＡＭ＋Ｏ组每日予以１０％
ＤＭＳＯ＋９０％芝麻油皮下注射，监测体质量、前肢抓力，干预８周后 ＤＸＡ分析体成分，ＥＬＩＳＡ法测量血清
Ｅ２、ＦＳＨ，ＨＥ染色观察腓肠肌肌纤维横截面积，电镜下观察肌原纤维超微结构，免疫荧光染色分析 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２的表达。结果　①建模１２周后，ＯＶＸ组相对瘦质量显著降低（Ｐ＜０．００１），提示建模成功，体质量
（Ｐ＜０．００１）、体脂率显著升高（Ｐ＜０．００１），相对抓力（Ｐ＜０．００１）、ＳＩ值、肌纤维横截面积显著降低（Ｐ＜
０．０１），电镜下线粒体密度降低（Ｐ＝０．０１２）。②经雌激素补充治疗后，ＯＶＸ＋Ｅ２组抓力、相对瘦质量、体
质量、体脂率、肌纤维横截面积、电镜下线粒体密度均恢复到 ＳＨＡＭ组水平；免疫荧光显示 ＯＶＸ组较
ＳＨＡＭ与ＯＶＸ＋Ｅ２组Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论　成功建立了大鼠绝经后肌肉衰减症模型，
雌激素补充治疗能显著改善去卵巢大鼠的肌肉衰减，可能与雌激素抑制肌细胞凋亡有关。

　　［关键词］　肌肉衰减症；雌激素替代疗法；大鼠模型；卵巢切除术；凋亡
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　　肌肉衰减症是一种严重危害老年人健康及生理功
能的老年综合征，是当今社会重要的公共健康问题。

亚 洲 肌 少 症 工 作 组 （Ａｓｉａｎ ＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ ｏｎ
ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ，ＡＷＧＳ）将肌肉衰减症定义为与增龄相关的
进行性、全身肌量减少和／或肌强度下降或肌肉生理功
能减退［１－２］。肌肉衰减症是环境和遗传因素共同作用

的复杂疾病，炎症、免疫抑制、合成代谢抵抗和氧化应

激程度增加与肌肉衰减症的发生相关［３］。目前对于

肌肉衰减症的研究更多聚焦于衰老因素，而绝经后性

激素缺失引起女性肌肉衰减的相关研究较少，但性激

素的作用不可忽视。

　　绝经后女性是肌肉衰减症的高危人群，老年女性
比老年男性肌肉衰减症患病风险更高［４－５］。这与女性

绝经后性激素的变化密切相关［６］，当女性进入更年期

后，由于激素水平衰退与衰老的共同作用，其肌肉质

量、肌力和躯体功能会加速衰减［７］，然而其潜在的分

子机制仍未阐明，有研究认为雌激素在骨骼肌中能够

发挥抗炎、抗凋亡、调节蛋白质合成分解、改善胰岛素

抵抗、维护线粒体功能稳定的作用，并有助于肌肉卫星

细胞的维持、增殖、分化，促进肌肉再生［８－９］，但雌激素

补充对肌肉衰减症的疗效仍有争议［１０－１２］。因此，研究

绝经后激素变化对肌肉组织衰减的发生发展很有必

要，亟需建立较为成熟的动物模型。

　　目前肌肉衰减症动物模型常采用衰老模型、去神
经支配模型、免疫系统异常模型、废用模型、转基因模

型等［１３－１４］，系统描述肌肉衰减症的去卵巢动物模型的

研究较少。为了建立绝经后肌肉衰减症的动物模型，

探讨雌激素对肌肉衰减症的影响，本研究通过双侧卵

巢切除术建立育龄期 ＳＤ大鼠绝经模型，观察低雌激
素状态对育龄期大鼠肌肉力量、质量、肌原纤维超微结

构的影响；建模成功后进行雌激素补充治疗，观察其对

绝经后肌肉衰减症的改善作用，为进一步的机制研究

提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　４４只 １０周龄 ＳＰＦ级雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）
大鼠，体质量 （２２０±２０）ｇ，购于重庆医科大学动物实
验中心［动物合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１８０００３］。喂
养及手术于重庆医科大学动物实验中心ＳＰＦ屏障设施
内。实验室温度为（２２±２）℃，湿度６０％，光照１２ｈ
（８：００～２０：００）。本研究获得重庆医科大学附属第二
医院伦理委员会批准（２０２３１１）。适应性喂养至１２周
龄时建模，期间通过阴道涂片确定大鼠动情周期是否

正常。

１．２　实验试剂与仪器
　　１７β雌二醇购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。
ＦＳＨＥＬＩＳＡ试剂盒、Ｅ２ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海江莱生
物科技有限公司。苏木精伊红（ＨＥ）染色试剂盒、Ｂａｘ
兔单克隆抗体、Ｂｃｌ２兔单克隆抗体、ＨＲＰ标记山羊抗
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兔ＩｇＧ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊抗兔 ＩｇＧ、ＣＹ３、ＥＤＴＡ
抗原修复液（ｐＨ８．０）、ＢＳＡ、ＤＡＰＩ染液均购自武汉赛
维尔生物公司。酶标分析仪（ＲａｙｔｏＲＴ６１００）购自深
圳雷杜生命科学股份有限公司。大小鼠抓力测量仪

（ＳＡ４１５）购自安徽赛昂斯医疗科技有限公司，双能 Ｘ
射线（ＤＸＡ）分析仪购自美国Ｈｏｌｏｇｉｃ公司。
１．３　方法
１．３．１　动物模型的建立　　将４４只大鼠按体质量分
层随机抽样，分为假手术 （ＳＨＡＭ）组、去卵巢
（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ＯＶＸ）组，每组各２２只。ＯＶＸ组行双
侧卵巢切除术：用２％戊巴比妥钠（０．２ｍＬ／１００ｇ）麻醉
后，将大鼠取仰卧位置于手术台上，固定四肢，备皮，消

毒，沿腹正中线切开皮肤，逐层进腹，沿 Ｙ字形子宫找
到双侧呈黄豆大小的粉红色卵巢，结扎韧带和血管后

切除卵巢，缝合皮肤。ＳＨＡＭ组：相同方法麻醉、进腹，
暴露与模型组相似手术时间后缝合皮肤。术后给予青

霉素预防感染，手术后每周监测体质量及摄食量，在术

后１２周行抓力测量及 ＤＸＡ检查，而后２组大鼠各处
死１０只称取腓肠肌湿质量，透射电镜观察腓肠肌超微
结构改变，以相对瘦质量为判定绝经后肌肉衰减症模

型是否成功建立的 金 标 准，以 肌 肉 衰 减 指 数

（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａｉｎｄｅｘ，ＳＩ）、抓力为辅助判定指标。ＳＩ值定
义为靶骨骼肌的质量（ｍｇ）／体质量（ｇ）。
１．３．１．１　前肢抓力测量　　将大鼠前肢平放在抓力
测量仪感应杆上，当大鼠抓牢感应杆后，平行向后拖拽

大鼠尾巴直至其松开抓力杆为止，抓力测量仪自动记

录最大抓力。重复测量 ３次，记录最大值为绝对抓
力。通过相对抓力（绝对抓力／体质量）判断大鼠肌
力变化。

１．３．１．２　体成分分析　　大鼠腹腔注射 ２％戊巴比
妥钠（０．２ｍＬ／１００ｇ）麻醉后，将其俯卧置于ＤＸＡ设备
上进行全身扫描及体成分分析，获得大鼠体脂率与瘦

质量。通过相对瘦质量（瘦质量／体质量）差异评估肌
肉质量变化，判定肌肉衰减症建模效果。

１．３．１．３　样本收集与处理　　大鼠腹腔注射 ２％戊
巴比妥钠（０．２ｍＬ／１００ｇ）麻醉后，心脏取血处死大鼠
后迅速分离双侧腓肠肌组织，称取湿质量计算 ＳＩ值，
作为判断大鼠肌肉衰减症模型是否成功以及判断雌激

素补充治疗效果的辅助指标［１５］；取部分腓肠肌固定于

戊二醛液中，透射电镜下进行结构观察；剩余腓肠肌放

入多聚甲醛溶液中固定，石蜡包埋后切片、ＨＥ染色后
显微镜下观察，通过Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ软件测量肌纤维横
截面积，每个标本测量 ６００～８００个肌纤维，计算平均
肌纤维横截面积。留存血清，利用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定
血清Ｅ２、ＦＳＨ水平，４５０ｎｍ波长下依序测量各孔光密

度值。

１．３．１．４　透射电镜观察腓肠肌超微结构　　每组随
机选择４只大鼠进行实验，于腓肠肌中段表面切取约
２ｍｍ×２ｍｍ且尽量薄的组织固定于戊二醛液中，进一
步行脱水、包埋、固化与超薄切片，通过透射电子显微

镜（日本日立）观察肌原纤维超微结构；每个标本随机

拍摄９张图（×７０００），在单位视野下计数线粒体，线
粒体密度＝线粒体个数／４４．４４３６μｍ２，统计得出总体
的线粒体密度；另外，每个标本随机选择３张图，每张
图随机选取３个肌节单位，测量肌小节、明带、暗带、Ｈ
带等肌原纤维超微结构的长度。

１．３．２　建模后雌激素补充疗效观察　　判断建模成
功后，将所剩的２４只大鼠进一步分为假手术（ＳＨＡＭ）
组、假手术＋油剂注射（ＳＨＡＭ＋Ｏ）组、去卵巢（ＯＶＸ）
组、去卵巢＋雌激素补充（ＯＶＸ＋Ｅ２）组。其中，ＯＶＸ＋Ｅ２
组进行连续 ８周的 １７β雌二醇腹部皮下注射，
２０μｇ／（ｋｇ／ｄ）［１６－１７］，雌二醇溶于 １０％ ＤＭＳＯ与 ９０％
芝麻油的混合溶剂中。ＳＨＡＭ＋Ｏ组每日予以相同剂
量的对照溶剂（１０％ＤＭＳＯ＋９０％芝麻油）皮下注射。
　　治疗期间每周监测体质量及摄入量，治疗８周后，
行抓力测量及 ＤＸＡ检查，而后处死所有大鼠，比较各
组肌肉质量及超微结构的差异，判断治疗效果。具体

方法除１．３．１所述外，每组各随机取３只大鼠对腓肠
肌石蜡切片行免疫荧光染色，显微镜下观察。

１．３．３　同源免疫荧光双标技术检测腓肠肌Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
表达　　石蜡切片脱蜡至水，置于盛满 ＥＤＴＡ抗原修
复缓冲液（ｐＨ８．０）的修复盒中于微波炉内进行抗原
修复，中火８ｍｉｎ，停火８ｍｉｎ，转中低火７ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤后放入３％双氧水溶液，室温避光孵育２５ｍｉｎ，封闭
内源性的过氧化物酶；ＰＢＳ洗涤后３％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ；
滴加ＰＢＳ按１∶５０００配好的兔 Ｂａｘ抗体，湿盒内４℃
孵育过夜；洗涤后滴加 ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ，室温
孵育５０ｍｉｎ；洗涤后滴加 ＣＹ３，避光室温孵育１０ｍｉｎ；
洗涤后进行抗原修复，滴加 ＰＢＳ按 １∶２００配好的兔
Ｂｃｌ２抗体，湿盒内 ４℃孵育过夜；洗涤后滴加 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ，避光室温孵育５０ｍｉｎ；洗
涤后滴加ＤＡＰＩ染液，避光室温孵育１０ｍｉｎ，洗涤后荧
光淬灭剂封片，正置荧光显微镜下采图。Ｂａｘ显红色
荧光，Ｂｃｌ２显绿色荧光，细胞核显蓝色荧光。未活化
的Ｂａｘ主要位于细胞质中，收到凋亡信号时被活化，改
变构象并转移到线粒体外膜上；Ｂｃｌ２一般位于线粒
体、内质网及核膜上［１８］；骨骼肌线粒体主要集中于肌

膜下，因而红色荧光主要集中于肌膜，并弥散分布于细

胞浆，绿色荧光主要集中于细胞核与肌膜，并弥散分布

于细胞浆。每个标本随机采５张图进行分析。
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１．４　统计学分析
　　实验数据由Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ２５．０和ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ７．０
统计软件处理。结果均采用 珋ｘ±ｓ表示，并用单尾 ｔ检
验与单因素方差分析比较组间差异。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　绝经后肌肉衰减症模型的建立
２．１．１　体质量及摄食变化　　如图１所示，建模后，
随年龄增长，两组大鼠体质量均逐渐增长，但 ＯＶＸ组
大鼠的体质量增长速度明显高于 ＳＨＡＭ组，建模２周
后即有统计学差异，３周后差异更加显著（Ｐ＜０．００１）。
而两组摄入量并无明显差异，在建模手术后１周内，大
鼠处在麻醉与手术创伤恢复期，摄入量一过性下降，而

后波动在２０ｇ／ｄ左右。

２．１．２　抓力测量　　如表 １所示，在建模 １２周后，
ＯＶＸ组大鼠较ＳＨＡＭ组绝对抓力显著降低（Ｐ＜０．００１），
经体质量校正后，相对抓力降低更加明显（Ｐ＜０．００１）。
２．１．３　体成分分析　　如表１所示，在建模１２周后，
ＯＶＸ组大鼠相对瘦质量显著低于ＳＨＡＭ组（Ｐ＜０．００１），
且ＯＶＸ组相对瘦质量低于ＳＨＡＭ组２个标准差以上，
符合肌肉衰减症大鼠肌肉量减少的诊断标准。同时，

ＯＶＸ组大鼠体脂率显著高于ＳＨＡＭ组（Ｐ＜０．００１）。
２．１．４　腓肠肌质量的变化　　如表１所示，与假手术
组相比，在建模１２周后模型组大鼠腓肠肌 ＳＩ值显著
降低（Ｐ＝０．００３）。
２．１．５　腓肠肌肌纤维横截面积　　ＨＥ染色的腓肠
肌横切面显示，ＳＨＡＭ组平均肌纤维横截面积显著高
于ＯＶＸ组（Ｐ＝０．００２，图２）。
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图１　建模期间两组大鼠体质量（Ａ）、摄入量（Ｂ）变化

表１　建模终点两组大鼠抓力、体成分、ＳＩ值比较　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２２）

组别 绝对抓力／ｇｆ 相对抓力／（ｇｆ／ｇ） 相对瘦质量 体脂率／％ ＳＩ值／（ｍｇ／ｇ）
ＳＨＡＭ组 １３０３±４９．２２ ４．０１±０．２８ ０．７８３±０．０２６ １０．８１±２．９６ ６．０９５±０．３２２
ＯＶＸ组 １１５２±７６．０７ ３．１７±０．１７ ０．６８６±０．０５９ ２１．１１±７．３４ ５．５８５±０．３９２
ｔ值 ５．２７７ ８．２３１ ４．７８１ ４．１１４ ３．１７９
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００３
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图２　建模终点两组大鼠腓肠肌肌纤维横截面积的改变
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２．１．６　腓肠肌超微结构　　如图３所示，在建模１２周
时，与 ＳＨＡＭ组相比，ＯＶＸ组大鼠骨骼肌肌纤维间线
粒体大小不一、数量减少、分布不均，部分线粒体肿胀、

双膜结构模糊或消失，核糖体弥散、减少，部分视野见

肌浆网大量扩张，部分视野可见线粒体自噬小体，这是

肌细胞清除受损线粒体的标志。如表２所示，ＯＶＸ组
大鼠线粒体密度显著降低（Ｐ＝０．０１２），而肌小节、明
带、暗带、Ｈ带长度无明显改变。

２．２　建模后雌激素补充疗效观察
２．２．１　体质量及摄食变化　　如图４所示，雌激素补
充期间，ＳＨＡＭ组、ＳＨＡＭ＋Ｏ组体质量稳定，ＯＶＸ组体
质量缓慢上升，ＯＶＸ＋Ｅ２组体质量在用药 ２周内快速
下降，在第７周时降至 ＳＨＡＭ组水平，与 ＯＶＸ组相比
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。摄入量除 ＯＶＸ＋Ｅ２组
在用药５周内有所下降，其余各组摄入量均稳定且无
明显差异。
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Ａ：电镜下两组大鼠腓肠肌的典型表现；Ｂ：ＯＶＸ组部分视野下可见自噬小体　红色箭头：线粒体；红色大箭头：肿胀、膜结构模
糊的线粒体；黄色箭头：肌浆网；蓝色箭头：弥散的核糖体；绿色箭头：自噬小体

图３　透射电镜观察建模终点两组大鼠腓肠肌超微结构

表２　建模终点两组大鼠腓肠肌肌原纤维超微结构定量分析 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３６）
组别 线粒体密度／４４．４４３６μｍ２ 肌小节长度／μｍ 明带长度／μｍ 暗带长度／μｍ Ｈ带长度／μｍ
ＳＨＡＭ组 ２７．７３±１０．２３ １．８９５±０．１１６ ０．４７７±０．１０５ １．４９０±０．０７９ ０．１４７±０．０２２
ＯＶＸ组 ２１．６０±１３．４６ １．８７２±０．１４６ ０．４７２±０．１０９ １．４６１±０．１１８ ０．１４５±０．０２２
ｔ值 ２．２９１ ０．７３９ ０．２００ １．２３５ ０．４０３
Ｐ值 ０．０１２ ０．４６３ ０．８４２ ０．２２１ ０．６８８
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图４　治疗期间各组大鼠体质量（Ａ）、摄入量（Ｂ）变化
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２．２．２　抓力、身体成分及腓肠肌质量　　如表 ３所
示，ＯＶＸ组较ＳＨＡＭ组绝对抓力、相对抓力、相对瘦质
量明显降低（Ｐ＜０．０１），体脂率明显升高（Ｐ＜０．０１），ＳＩ
值降低。ＯＶＸ＋Ｅ２组抓力、相对瘦质量、体脂率均恢复
到ＳＨＡＭ组水平，且ＳＩ值显著高于ＯＶＸ组（Ｐ＜０．０１）。
说明雌激素补充能有效改善卵巢切除后大鼠的肌力和

肌肉量的丢失。

２．２．３　腓肠肌肌纤维横截面积　　ＨＥ染色的腓肠
肌横切面显示，ＳＨＡＭ组与 ＯＶＸ＋Ｅ２组平均肌纤维横
截面积显著高于ＯＶＸ组（Ｐ＜０．０１，图５）。
２．２．４　腓肠肌超微结构　　如图６所示，在建模２０周

时，与 ＳＨＡＭ组相比，ＯＶＸ组大鼠骨骼肌肌原纤维间
线粒体大小不一、数量减少、分布不均，部分双膜结构

模糊或消失，核糖体弥散、减少，部分视野见肌浆网扩

张。ＯＶＸ＋Ｅ２组肌纤维间线粒体数量较 ＯＶＸ组明显
增加，恢复到 ＳＨＡＭ组水平，多个视野下可见数个线
粒体融合成长条状的现象，提示线粒体融合代谢旺盛；

核糖体与肌浆网等蛋白质合成相关器官较 ＳＨＡＭ组
无变化。如表４所示，ＯＶＸ组较ＳＨＡＭ组线粒体密度
降低（Ｐ＜０．０１），肌小节、明带、Ｈ带显著变长（Ｐ＜
０．０１），暗带无明显变化，而ＯＶＸ＋Ｅ２组较ＳＨＡＭ组无
明显改变。

表３　治疗终点各组大鼠抓力、体成分、ＳＩ值比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
组别 绝对抓力／ｇｆ 相对抓力／（ｇｆ／ｇ） 相对瘦质量 体脂率／％ ＳＩ值／（ｍｇ／ｇ）
ＳＨＡＭ组 １４５７±１３２．１０ ４．５３±０．７０ ０．７８４±０．０４２ １４．９３±５．７１ ５．８４２±０．２３５
ＳＨＡＭ＋Ｏ组 １４２６±１０３．７０ ４．６７±０．３５ ０．８２９±０．０３９ 　８．０８±３．６１ ５．７７７±０．４９１
ＯＶＸ组 １２９３±１６．６３ａｂ 　３．３９±０．４７ａｃ ０．６４８±０．０６４ａｃ ２７．６５±７．１２ａｃ ５．２８８±０．４２８ｃ

ＯＶＸ＋Ｅ２组 １４１６±５５．９８ ４．４１±０．６３ ０．７９４±０．１０２ １３．８５±８．０５ ６．２７８±０．７５１

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳＨＡＭ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ＋Ｅ２组比较
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Ａ：ＨＥ染色观察各组大鼠腓肠肌；Ｂ：腓肠肌平均肌纤维横截面积　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳＨＡＭ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ＋Ｅ２组比较

图５　治疗后各组大鼠腓肠肌肌纤维横截面积的改变

表４　治疗后各组大鼠腓肠肌肌原纤维超微结构定量分析 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝２７）
组别 线粒体密度／４４．４４３６μｍ２ 肌小节长度／μｍ 明带长度／μｍ 暗带长度／μｍ Ｈ带长度／μｍ
ＳＨＡＭ组 １８．３０±７．１５ １．８４６±０．１２９ ０．４１６±０．１０５ １．４３８±０．０５７ ０．１３７±０．０１８
ＳＨＡＭ＋Ｏ组 １６．５９±５．８４ １．８０８±０．３６９ ０．４９６±０．１４０ １．３８５±０．０４３ ０．１７５±０．０７６
ＯＶＸ组 １２．００±４．５１ａｂ ２．１４７±０．１９６ａｂ ０．６４７±０．１７４ａｂ １．５１０±０．０５２ ０．２２６±０．１１２ａｂ

ＯＶＸ＋Ｅ２组 １７．８１±９．１２ １．７６６±０．２６７ ０．３８２±０．１７７ １．３８９±０．１３５ ０．１４３±０．００８

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳＨＡＭ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ＋Ｅ２组比较
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图６　透射电镜观察治疗后各组大鼠腓肠肌超微结构　（透射电镜×７０００）

２．２．５　性激素水平　　如表５所示，卵巢切除术后大
鼠Ｅ２水平显著降低，ＦＳＨ升高，经过雌激素补充后，Ｅ２
水平与ＳＨＡＭ组一致，ＦＳＨ有所降低。

表５　治疗终点各组大鼠性激素对比 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
组别 Ｅ２／（ｐｍｏｌ／Ｌ） ＦＳＨ／（ＩＵ／Ｌ）
ＳＨＡＭ组 １２．６９±１．２５ １．２６±０．２６
ＳＨＡＭ＋Ｏ组 １３．００±０．８１ １．３４±０．２５
ＯＶＸ组 ７．７４±１．８８ｂｃ １．７８±０．３４ａ

ＯＶＸ＋Ｅ２组 １２．７１±１．７６ １．４７±０．２２

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＳＨＡＭ组比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，与
ＯＶＸ＋Ｅ２组比较

２．２．６　腓肠肌 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２免疫荧光　　荧光强度显
示，与ＳＨＡＭ组、ＯＶＸ＋Ｅ２组相比，ＯＶＸ组 Ｂａｘ表达增
多（Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ降低（Ｐ＜０．０１）。见图 ７、
表６。

表６　免疫荧光染色组间相对荧光强度对比 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）
组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ２ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
ＳＨＡＭ组 ９．９１１±１．５７５ｂ １１．４８６±１．２６５ １．１７０±０．１０４ｂ

ＯＶＸ组 １７．４６１±２．０６０ １１．２４０±０．８０２ ０．６５２±０．０８９
ＯＶＸ＋Ｅ２组 １２．１２１±１．８９４ｂｃ １２．８４０±１．５４２ａｃ １．０８０±０．１８１ｂ

ａ：Ｐ＜０．００１，与ＯＶＸ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＨＡＭ组比较

３　讨论

　　随着平均寿命的增加，全球人口老龄化已经成为
一个严峻的挑战，肌肉衰减症是一种严重危害老年人

健康及生理功能的老年综合征，是当今社会重要的公

共健康问题。中老年女性因绝经后性激素缺乏更易引

发肌肉衰减症［６］，因而女性激素相关的肌肉衰减症值

得更多的关注。既往研究发现，雌激素在骨骼肌中能

够发挥抗炎、抗凋亡、调节蛋白质合成分解、维护线粒

体功能稳定的作用，并有助于肌肉卫星细胞的维持、增

殖、分化，促进肌肉再生［８９］；雌激素能促进能量内稳

态，改善体脂分布，减少胰岛素抵抗和炎症发生［１９］，而

胰岛素抵抗与炎症环境被认为是肌肉衰减症发病机制

汇总的核心环节［３］，但雌激素在肌肉衰减症发生发展

中的具体作用机制尚未完全阐明，亟需建立较为成熟

的动物模型，以研究绝经后激素变化对肌肉组织的作

用。目前肌肉衰减症动物模型常采用衰老模型、去神

经支配模型、免疫系统异常模型、内分泌系统异常模

型、废用模型、转基因模型等［１３１４］，鲜有研究整体系统

地报道肌肉衰减症的去卵巢动物模型。本研究为绝经

后肌肉衰减症的动物模型提供参考，为探索绝经后肌

肉衰减症的发生机制与治疗方法提供基础。

３４９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）
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图７　各组大鼠腓肠肌Ｂａｘ、Ｂｃｌ２免疫荧光观察

　　本研究中雌激素补充能够有效缓解去卵巢大鼠的
肌肉衰减，在一定程度上表明去卵巢大鼠肌肉衰减的

发生是雌激素变化的结果，而不是去卵巢后其他继发

因素的影响。本研究对１２周龄育龄期大鼠行去势手
术模拟绝经状态，目的是排除衰老对绝经后肌肉的影

响，同时尽量避免大鼠生长发育对肌肉衰减的干扰。

建模时机与建模周期对绝经后肌肉衰减症模型的构建

十分关键［１４］，在快速生长发育期建模可能观察不到肌

肉萎缩的现象；肌肉衰减是个累积的过程，建模周期过

短同样无法出现肌肉萎缩改变。本实验在去势手术

１２周后成功建立了大鼠绝经后肌肉衰减症模型，在此
基础上也可以对模型进行优化，如选择月龄更大但未

衰老的动物或延长建模时间，更容易观察到肌肉衰减

症的典型变化。此外，本研究中大鼠自由活动，但未记

录大鼠活动量，以后的研究中可以对此进行改进以排

除大鼠运动量因素对肌肉衰减模型的干扰。

　　临床上肌肉衰减症诊断标准主要包括两个方面：
骨骼肌质量的下降与骨骼肌肌力的减退［１］，这也是建

立肌肉衰减症动物模型的依据［１３］。利用ＤＸＡ测定肌
肉质量是目前临床上首选用于评估肌肉衰减的方

法［２０］。因为个体体型差异，直接测得的瘦质量并不能

准确反映肌量的多少，临床上需要用身高或体质量指

数（ＢＭＩ）校正［２］，而动物实验中则以体质量校正得到

相对瘦质量。在动物实验中尚无统一的肌肉衰减症诊

断标准，在既往研究中常用肌肉衰减指数（ＳＩ值）粗略
判定肌肉衰减症的模型［１５］，本研究选用 ＤＸＡ检测肌
量，参考亚洲肌少症工作组（ＡＷＧＳ）临床肌少症诊断
标准之一，即肌量较青年成人降低２个标准差［２］，以相

对瘦质量在组间存在统计学差异且模型组平均值低于

对照组平均值２个标准差为诊断依据，同时 ＳＩ值作为
辅助指标也可部分反映全身肌量。本研究还通过抓力

检测评估肌肉功能。２０１８年欧洲老年人肌少症工作
组（ＥＷＧＳＯＰ）发布的共识强调，低肌力是肌肉衰减症
的关键特征，肌肉数量和质量降低是其诊断依据；在预

测不良后果方面，肌力比肌量更重要［２１］。此外，通过

ＨＥ染色进一步发现ＯＶＸ大鼠骨骼肌肌纤维平均横截
面积减少，经雌激素补充治疗后得以改善。本实验结

果显示对育龄期 ＳＤ大鼠行双侧卵巢切除术 １２周后
成功建立了绝经后肌肉衰减症模型，验证了雌激素缺

乏对于育龄期大鼠肌力、肌量的明显损害作用，且通过

雌激素补充能显著改善绝经后肌肉衰减大鼠肌力、肌

量，甚至接近绝经前水平。

　　肌力反映的是肌肉收缩功能，肌原纤维是骨骼肌
细胞的收缩单位，由构成暗带的粗肌丝（肌球蛋白）和

构成明带的细肌丝（肌动蛋白）组成，肌原纤维的组成

成分直接影响着肌肉的生物学功能。研究发现，当老年

性肌肉衰减症发生时，肌原纤维出现相应的老化改变，

表现为肌小节长度增加、暗带不变、明带长度增加［２２］；

４４９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



本研究中大鼠在切除卵巢１２周时并没有观察到肌小
节、明暗带发生改变，而在切除卵巢２０周后出现了腓
肠肌肌小节、明带、Ｈ带变长，暗带不变的现象，符合老
年性肌肉衰减症的表现，而雌激素补充阻止了此改变。

说明雌激素对肌肉的影响虽低于衰老带来的影响，但

这一影响可随建模时间的延长而出现积累效应，达到

与衰老相似的萎缩性改变。这表明绝经后肌肉衰减症

不仅仅是衰老引起的肌肉衰减症的一部分，雌激素的

缺乏会额外增加老年女性患肌肉衰减症的风险。

　　线粒体是细胞产生能量和细胞信号传递的关键细
胞器，在广泛的细胞生理过程中起着至关重要的作用。

线粒体功能障碍在肌肉衰减症的发生中起着重要作

用。所有含有线粒体的细胞，包括骨骼肌细胞，通过以

下途径来维持线粒体的健康，如线粒体生物发生、线粒

体衍生囊泡、线粒体动力学（线粒体的融合和分裂过

程）和线粒体自噬（通过自噬负责清除线粒体的过

程）［２３］。研究表明，线粒体动力学异常及线粒体自噬

异常参与了肌肉衰减症的发生［２３］。ＣＡＰＬＬＯＮＣＨ
ＡＭＥＲ等［１９］的实验证明，雌激素可以通过上调ＰＧＣ１α
的表达促进大鼠骨骼肌线粒体的生物合成。ＲＩＢＡＳ
等［２４］发现在肌肉特异性 ＥＲα敲除（ＭＥＲＫＯ）小鼠中
骨骼肌线粒体形态异常、线粒体动力学受损、肌肉氧化

代谢能力下降。本研究中，去卵巢大鼠骨骼肌的线粒

体密度下降、自噬小体出现表明线粒体受损，肌浆网、

核糖体等蛋白质合成器官受损，经雌激素补充治疗后

可以改善，且雌激素补充治疗后去卵巢大鼠出现明显

的线粒体融合现象，而线粒体的融合与线粒体功能恢

复密不可分［２３］。通过对腓肠肌超微结构的观察，本研

究发现雌激素缺乏会引起肌肉能量代谢与蛋白质合成

功能障碍，解释了去卵巢大鼠的显著肥胖、肌肉衰减改

变，而雌激素补充可改善以上损伤。

　　雌激素可以在各种组织中发挥抗凋亡作用［２５］，但

在骨骼肌组织中雌激素如何发挥抗凋亡作用尚不明

确。研究发现雌激素可以通过 ｐ５３、Ｂｃｌ２和 ＦｏｘＯ家
族抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的 Ｃ２Ｃ１２成肌细胞凋亡

［２６］。Ｂ淋
巴细胞瘤２基因 （Ｂｃｌ２）家族主要通过线粒体途径调
控细胞凋亡。在骨骼肌中，Ｂｃｌ２家族蛋白通过联合细
胞内Ｃａ２＋信号、ＪＮＫ通路、ｐ５３基因、泛素蛋白 Ａｔｇ１２，
以及Ｃａｓｐａｓｅ酶等对细胞内的自噬和凋亡进行双向调
控［２７］，Ｂｃｌ２是家族中的抗凋亡蛋白，Ｂａｘ是家族中的
促凋亡蛋白，二者的比值是反映组织细胞凋亡的敏感

指标。本实验通过免疫荧光染色发现 ＯＶＸ组骨骼肌
中Ｂｃｌ／Ｂａｘ显著降低，经雌激素补充治疗后改善，提示
雌激素补充可以抑制绝经后大鼠的骨骼肌细胞凋亡。

　　综上所述，对育龄期 ＳＤ大鼠去势１２周后成功建
立了绝经后肌肉衰减症模型，雌激素补充治疗能显著

改善去卵巢大鼠的肌量、肌力、骨骼肌超微结构以及骨

骼肌能量代谢功能，这可能与雌激素抑制肌细胞凋亡

有关。本研究结果为进一步研究雌激素在绝经后肌肉

衰减症的发生中的作用机制提供了实验基础。
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［２０］黄驰欢，刘静，徐道明，等．肌肉质量测定方法的研究
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ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｍｕｓｃｌｅｍａｓｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
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２０１９，３８（１）：７４－８０．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００６７１０．
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