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舒芬太尼对去卵巢骨质疏松大鼠骨小梁结构及骨代谢的影响

吴敬峰１，赵亚丹１，朱文明１，及　超１，李聪杰２　（１．保定市第二医院骨二科，河北 保定 ０７１０００；２．河北大学附属医院骨科，
河北 保定 ０７１０００）

［摘　要］　目的　探究舒芬太尼对去卵巢骨质疏松大鼠骨小梁结构及骨代谢的影响。方法　采用双侧卵巢切除术（ＯＶＸ）建立
绝经后骨质疏松大鼠模型，将５０只雌性ＳＤ大鼠随机分为５组：假手术组、ＯＶＸ组、ＯＶＸ＋低、中、高剂量舒芬太尼组（１、２、４μｇ／ｋｇ），
每组１０只。取股骨行ｕＣＴ扫描测量骨小梁厚度（Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小梁分离度（Ｔｂ．Ｓｐ）、骨体积分数（ＢＶ／ＴＶ），并观察骨小梁数量及软骨
数量；采用ＨＥ染色观察股骨组织损伤情况；采用ＴＲＡＰ染色检测破骨细胞数量变化情况；采用实时荧光ＰＣＲ和蛋白印迹检测骨匀
浆液中骨标记蛋白［成骨相关转录因子抗体（Ｏｓｘ）、胶原蛋白Ⅰ（Ｃｏｌｌａ１）和远中缺失同源盒基因２（Ｄｌｘ２）］和骨吸收功能相关蛋白
（破骨细胞相关受体ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ）及ｍＲＮＡ的表达。结果　与假手术组比较，ＯＶＸ组骨小梁结构明显破坏，排列无规则，ＢＶ／ＴＶ、
Ｔｂ．Ｔｈ、骨小梁数量、软骨数量及Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２ｍＲＮＡ和蛋白表达均减少／降低（Ｐ＜０．０５），Ｔｂ．Ｓｐ、破骨细胞数量及ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ
ｍＲＮＡ和蛋白表达均增加／升高（Ｐ＜０．０５）；与ＯＶＸ组比较，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太尼组骨小梁结构相对完整，排列趋于紧密，ＢＶ／
ＴＶ、Ｔｂ．Ｔｈ、骨小梁数量、软骨数量及Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２ｍＲＮＡ和蛋白表达均增加／升高（Ｐ＜０．０５），Ｔｂ．Ｓｐ、破骨细胞数量及 ＯＳＣＡＲ、
ＴＲＡＰｍＲＮＡ和蛋白表达均减少／降低（Ｐ＜０．０５）。结论　舒芬太尼可改善骨小梁微结构、促进骨形成、抑制骨吸收，从而减轻骨质
疏松大鼠骨小梁损伤并进行骨重塑。
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　　骨质疏松症是一种慢性代谢性骨病，主要表现为
骨的脆性增加，极易发生骨折，骨量减少和骨微结构的

破坏是其基础病理特征，多见于绝经妇女［１］。目前常

用激素替代疗法防治绝经妇女的骨质疏松症，但存在

致癌风险和阴道出血等不良反应，患者接受度较

低［２］。在骨损伤或骨科手术后，患者常使用阿片类药

物缓解急性疼痛，然而阿片类药物对骨形成和骨愈合

存在负面影响，可能增加骨折的发生风险［３］。有研究

指出，阿片类药物瑞芬太尼可上调成骨前 Ｃ２Ｃ１２细胞
中Ｒｕｎｘ２／ｏｓｔｅｒｉｘ表达，从而促进骨形成［４］。舒芬太尼

属于阿片受体激动药物［５］，但其在骨形成与骨愈合中

是否也具有调控作用尚不清楚。故本研究采用双侧卵

巢切除术（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，ＯＶＸ）建立绝经骨质疏松大鼠
模型，探讨舒芬太尼对模型大鼠骨小梁结构及骨代谢

的影响，以期为骨质疏松症的临床用药提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物
５０只雌性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，３月龄（未经产），体质

量２４０～２８０ｇ，购自河北医科大学实验动物公共服务
平台，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（冀）２０２０００１。饲养
环境：温度２２～２４℃，相对湿度４０％ ～６０％，每１２ｈ
昼夜交替照明。

１．２　药物与试剂
枸橼酸舒芬太尼注射液购于宜昌人福药业有限责

任公司，规格２ｍＬ／１００μｇ；ＴＲＡＰ染色试剂盒购于德
国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；成骨相关转录因子抗体（ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｎｔｉｂｏｄｙ，Ｏｓｘ）、胶原蛋白Ⅰ
（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，Ｃｏｌｌａ１）、远中缺失同源盒基因 ２（ｄｉｓｔａｌ
ｌｅｓｓｈｏｍｅｏｂｏｘ２，Ｄｌｘ２）、破骨细胞相关受体（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＯＳＣＡＲ）、抗酒石酸酸性磷酸酶
（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）蛋白一抗工
作液购于美国Ａｂｃａｍ。
１．３　方法
１．３．１　动物造模、分组及给药　　５０只大鼠适应性
喂养１周后随机分为５组：假手术组、ＯＶＸ组、ＯＶＸ＋
低、中、高剂量舒芬太尼组（１、２、４μｇ／ｋｇ）［６］，每组
１０只。所有大鼠腹腔注射 ４０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠麻
醉，假手术组仅切除卵巢周围部分脂肪组织，其他组均

行双侧ＯＶＸ，术后注意预防感染。术后第８周，采用
双能Ｘ射线检测大鼠股骨骨密度，确定骨质疏松大鼠
造模是否成功［７］。造模成功后 ＯＶＸ＋低、中、高剂量
舒芬太尼组分别腹腔注射１、２、４μｇ／ｋｇ舒芬太尼，假

手术组和 ＯＶＸ组给予等体积生理盐水，每周给药
１次，连续８周。
１．３．２　样本采集　　完成给药后禁食１２ｈ，麻醉大鼠
取出股骨，剔除肌肉组织，用预冷的生理盐水冲洗后置

于－８０℃冰箱冻存备用。
１．３．３　ｕＣＴ检测骨组织形态　　取大鼠股骨，以浸润
生理盐水的纱布包裹，垂直放于样品杯中，随后放入

ｕＣＴ扫描仪（瑞士 ＳｃａｎｃｏＭｅｄｉｃａｌ）内进行骨小梁微结
构分析，观察参数包括骨小梁厚度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋ
ｎｅｓｓ，Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小梁分离度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，
Ｔｂ．Ｓｐ）、骨 体 积 分 数 （ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ，
ＢＶ／ＴＶ）、骨小梁数量及软骨数量。
１．３．４　ＨＥ染色观察股骨组织损伤情况　　将大鼠
股骨组织置于４％多聚甲醛固定２４ｈ，再用 ＥＤＴＡ脱
钙液处理１５ｄ，制备４μｍ石蜡切片，行常规ＨＥ染色，
观察大鼠股骨组织病理损伤情况。

１．３．５　ＴＲＡＰ染色检测破骨细胞数量变化情况　　
取股骨组织石蜡切片，经常规脱蜡水化后，滴加固定液

固定组织３０ｓ，再添加 ＴＲＡＰ染色剂，３７℃避光孵育
１ｈ，甲基绿复染３０ｓ后封片保存，光镜下观察骨小梁
表面黏附的破骨细胞数量变化情况。

１．３．６　实时荧光 ＰＣＲ检测骨匀浆液中骨标记基因
ｍＲＮＡ水平　　取股骨组织制备骨匀浆液，加入Ｔｒｉｚｏｌ
裂解液提取总 ＲＮＡ，确定 ＲＮＡ质量后逆转录合成
ｃＤＮＡ链，再经实时荧光 ＰＣＲ扩增，反应条件：预变性
９５℃ ５ｍｉｎ，变性 ９５℃ １５ｓ，退火 ６０℃ ３０ｓ，延伸
７２℃ ３０ｓ，共４０个循环。反应结束后，以 ＧＡＰＤＨ为
内参，应用２－ΔΔＣｔ公式计算 Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２、ＯＳＣＡＲ、
ＴＲＡＰｍＲＮＡ水平。
１．３．７　蛋白印迹检测骨匀浆液中骨标记蛋白表达
取股骨组织制备骨匀浆液，加入 ＲＩＰＡ裂解液提取总
蛋白，测定蛋白浓度后经 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，
再采用湿转法进行电转，取出 ＰＶＤＦ膜浸于５％脱脂
牛奶中室温封闭２ｈ，接着浸于１∶１０００一抗工作液中
４℃摇床孵育过夜，次日浸于１∶５０００二抗工作液中
３７℃摇床孵育４５ｍｉｎ，最后添加 ＥＣＬ发光试剂显影。
以βａｃｔｉｎ为内参，Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２、ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ蛋
白灰度值与βａｃｔｉｎ灰度值的比值表示其相对表达量。
１．４　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件处理数据，计量资料
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两两比较采用 ｔ检验；计
数资料以率（％）表示，采用 χ２检验，以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。
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２　结果

２．１　舒芬太尼对骨质疏松大鼠股骨骨小梁微结构的
影响

　　与假手术组比较，ＯＶＸ组大鼠股骨 ＢＶ／ＴＶ、
Ｔｂ．Ｔｈ水平均降低，Ｔｂ．Ｓｐ水平升高（Ｐ＜０．０５）；
与ＯＶＸ组比较，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太尼组ＢＶ／ＴＶ、

Ｔｂ．Ｔｈ水平均升高，Ｔｂ．Ｓｐ水平降低（Ｐ＜０．０５），
见图１。
２．２　舒芬太尼对骨质疏松大鼠股骨组织损伤的影响
　　ＨＥ染色显示，假手术组骨小梁结构稳定，排列完
整；ＯＶＸ组骨小梁结构明显破坏，排列无规则；与ＯＶＸ
组比较，ＯＶＸ＋低、中、高剂量舒芬太尼组骨小梁结构
相对完整，排列趋于紧密，见图２。

ａ：股骨骨小梁微结构ｕＣＴ扫描图像；ｂ：ＢＶ／ＴＶ；ｃ：Ｔｂ．Ｔｈ；ｄ：Ｔｂ．Ｓｐ　１：假手术组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋低剂量舒芬太尼组；４：ＯＶＸ＋
中剂量舒芬太尼组；５：ＯＶＸ＋高剂量舒芬太尼组；：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＶＸ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　舒芬太尼对骨质疏松大鼠股骨骨小梁微结构的影响

箭头：骨小梁

图２　舒芬太尼对骨质疏松大鼠股骨组织损伤的影响（ＨＥ染色，×２００）

２．３　舒芬太尼对骨质疏松大鼠骨小梁数量及软骨数
量的影响

　　与假手术组比较，ＯＶＸ组大鼠骨小梁数量及软骨
数量均减少（Ｐ＜０．０５）；与 ＯＶＸ组比较，ＯＶＸ＋中、高
剂量舒芬太尼组骨小梁数量及软骨数量均增加

（Ｐ＜０．０５），见图３。
２．４　舒芬太尼对骨质疏松大鼠骨标记基因 ｍＲＮＡ和

蛋白表达的影响

　　与假手术组比较，ＯＶＸ组大鼠骨匀浆液中
Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均降低
（Ｐ＜０．０５）；与ＯＶＸ组比较，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太
尼组Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均升高
（Ｐ＜０．０５），见图４。

ａ：骨小梁数量；ｂ：软骨数量　１：假手术组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋
低剂量舒芬太尼组；４：ＯＶＸ＋中剂量舒芬太尼组；５：ＯＶＸ＋高

剂量舒芬太尼组；：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＯＶＸ组
比较，Ｐ＜０．０５
图３　舒芬太尼对骨质疏松大鼠骨小梁数量及软骨数量的影响
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２．５　舒芬太尼对骨质疏松大鼠破骨细胞分化的影响
　　ＴＲＡＰ染色显示，与假手术组比较，ＯＶＸ组大鼠
ＴＲＡＰ染色阳性的破骨细胞数量明显增加；与 ＯＶＸ组
比较，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太尼组ＴＲＡＰ染色阳性的
破骨细胞数量明显减少，见图５。

２．６　舒芬太尼对骨质疏松大鼠骨吸收功能相关
ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

　　与假手术组比较，ＯＶＸ组大鼠骨匀浆液中ＯＳＣＡＲ、
ＴＲＡＰｍＲＮＡ及蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与ＯＶＸ
组比较，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太尼组 ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ
ｍＲＮＡ及蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），见图６。

ａ：ｍＲＮＡ水平；ｂ：蛋白表达水平　１：假手术组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋低剂量舒芬太尼组；４：ＯＶＸ＋中剂量舒芬太尼组；５：ＯＶＸ＋高剂
量舒芬太尼组；：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＶＸ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　舒芬太尼对骨质疏松大鼠骨标记ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

箭头：ＴＲＡＰ染色阳性细胞
图５　舒芬太尼对骨质疏松大鼠破骨细胞分化的影响（ＴＲＡＰ染色，×２００）

ａ：ｍＲＮＡ水平；ｂ：蛋白表达水平　１：假手术组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋低剂量舒芬太尼组；４：ＯＶＸ＋中剂量舒芬太尼组；５：ＯＶＸ＋高剂
量舒芬太尼组；：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＶＸ组比较，Ｐ＜０．０５

图６　舒芬太尼对骨质疏松大鼠骨吸收功能相关ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

３　讨论

骨是一种特殊形式的结缔组织，是成骨细胞合成

骨和破骨细胞吸收骨形成动态平衡的骨代谢过程，当

这种平衡偏向破骨细胞激活时可导致多种临床疾病的

发生，如骨质减少和骨质疏松症［８］。其中，绝经妇女

体内雌激素缺乏导致的骨质疏松症是原发性骨质疏松

症最常见的类型，雌激素降低引起的骨量减少及骨组

织结构变化会增加骨脆性，导致患者容易骨折，而骨折

会引起疼痛、骨骼变形、相关合并症，甚至死亡，严重影

响绝经女性群体的健康及生活质量［９］。本研究采用

双侧ＯＶＸ建立骨质疏松大鼠模型，给予不同剂量舒芬
太尼处理８周后，观察其对骨质疏松大鼠骨小梁微结
构、骨形成及骨吸收相关标记物的影响。

研究表明，骨质疏松骨组织的改变包括骨小梁微

结构的退变，这种内在结构的变化不仅影响骨强度，还

会改变骨生物力学性能［１０］。本研究采用 ｕＣＴ对各组
大鼠股骨进行扫描，结果显示，切除卵巢会导致骨小梁

３１３局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（４）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



结构发生损伤，与假手术组比较，ＯＶＸ组 ＢＶ／ＴＶ、
Ｔｂ．Ｔｈ、骨小梁数量、软骨数量均下降／减少，而 Ｔｂ．Ｓｐ
升高；给予舒芬太尼处理后，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太
尼组股骨骨小梁结构得到明显改善；同时，ＨＥ染色结
果也显示，舒芬太尼处理可明显修复卵巢切除后引起

的骨小梁损伤。

据报道，促进骨形成或抑制骨吸收在骨质疏松的

治疗中具有重要意义，可指导药物作用靶点的新药研

究［１１］。成骨细胞是骨形成细胞，可以合成骨基质，调

节矿化，最终分化为骨细胞或骨内衬细胞［１２］。成骨细

胞的生长和分化包括３个阶段，涉及多种特有基因的
表达：①细胞持续增殖，主要表达 Ｃｏｌｌａ１、纤维连接蛋
白和骨钙蛋白；②细胞外基质成熟，主要表达碱性磷酸
酶、Ｃｏｌｌａ１等多种细胞外基质蛋白；③骨钙素、骨涎蛋
白及骨钙蛋白的表达，使基质矿化并富集［１３１４］。同

时，Ｏｓｘ、Ｄｌｘ２等成骨相关转录因子转录激活后，可增
加骨小梁数量、矿化基质及骨密度，并诱导 Ｃｏｌｌａ１、骨
钙蛋白等成骨细胞标志物的表达［１５］。本研究结果显

示，Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２等成骨标志物在 ＯＶＸ组中表达
降低，而在ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太尼组中表达升高，
提示舒芬太尼可能通过促进Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２表达，诱
导成骨细胞的生长和分化，从而促进骨形成。

破骨细胞是专门用于骨吸收的大型多核细胞，主

要由单核巨噬细胞分化而来，核遗传程序的激活引起

破骨细胞分化成熟因子 ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ表达上调，使
ＴＲＡＰ阳性的单核细胞，即破骨细胞前体细胞，逐渐融
合为成熟的破骨细胞［１６］。本研究结果显示，与 ＯＶＸ
组比较，ＯＶＸ＋中、高剂量舒芬太尼组破骨细胞数量和
骨匀浆液中 ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ表达均显著减少／降低，表
明舒芬太尼可能通过下调ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ水平抑制破
骨细胞分化成熟，从而在骨质疏松中发挥抑制骨吸收

的作用。

综上所述，舒芬太尼可通过减轻骨质疏松大鼠骨

小梁的损伤进行骨重塑，可能途径有：改善骨小梁微结

构；上调 Ｏｓｘ、Ｃｏｌｌａ１、Ｄｌｘ２表达，促进骨形成；下调
ＯＳＣＡＲ、ＴＲＡＰ水平，抑制骨吸收。本研究通过双侧
ＯＶＸ建立绝经骨质疏松大鼠模型，揭示了舒芬太尼对
大鼠骨小梁结构及骨代谢的影响，但舒芬太尼在骨质

疏松中的骨代谢调控机制仍有待深入探究。
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