
中国骨质赢松杂志 2002年 2月第8卷第 1期 Chin J Osteopst~，Feb．2O02．Vol 8，No1 

老年大鼠松质骨骨重建的组织形态 

计量学研究 

崔燎 马燕飞 Webster SS Jee Tong C Liang 

【摘要】 目的 研究老年大鼠及在促骨合成药前列腺素E (PGE2)作用下松质骨骨重建和骨建 

造的形态计量学改变，探讨动物骨重建形态学新参数测量方法及其意义 方法 50只 如 月龄雄性 

Wistar大鼠随机分成 5组，年龄对照组(基础组 、10 d和 30 d年龄对照组)，PG 给药组(分别 10 d和 

30 d给予 3 mCkec'd处理组)。用体内双荧光标记，不脱钙组织切片，粘合线(cementline)染色．骨组 

织形态计量学方法，测定骨重建和骨建造参数。结果 20月龄雄性大鼠胫骨近端橙质骨的骨形成 

表面太多敷为骨重建单位(占63．3任)，少部分为骨建造单位(占26 7％)；PG 用药后骨重建单位增 

加 1．5倍．骨建造单位增加 4倍，比值倒置，成骨细胞 10 d时明显增多。说明 PG 通过刺激成骨细 

胞骨合成而介导骨建造性骨量增加和骨重建性骨量增加，井以前者为主 结论 老年雄性大 鼠按 

质骨以骨重建活动为主，仍有骨建造活动。PG 主要通过刺激成骨细胞骨建造而增加骨量。 

【美t词J 老年大鼠； 前列腺素E ； 松质骨； 骨重建； 骨建造； 骨组织形态计量学 
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【Al~ aet】 Objective To study c蚰ceu0us bone remodeling and modeling activity in aged male W~tar 

mb，and to observe the effect of prostaglandin ‘PG )On them hy bone histomorphometry．Methods Fifty 
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骨量调控机制包括骨的生长(growing)、骨建造 

(modeling)和骨重建(remodeling)。人类在 35岁以 

前，骨的生长与骨建造占主要地位，直接影响骨量累 

积率及峰值的大小，45岁以后则以骨重建为主，骨 

重建是在旧骨的基础上去旧建新．这种新陈代谢过 
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程一般很少能增加骨量。老年人由于骨重建增加， 

引起净剩骨量减少而导致骨质疏松。骨重建过程发 

生在骨重建单位(remodeling site)，它是一个基本多 

细胞单位(BMUs)，由一群细胞完成骨的吸收和骨的 

台成过程，首先是破骨细胞前体形成破骨细胞并附 

着在骨表面称为激活(activity)，破骨细胞骨吸收(re． 

sorption)，形成吸收陷窝．然后成骨细胞出现在吸收 

陷窝表面，台成新的骨质 (formation)，此过程简称 

A—R—F。于是在骨吸收时骨表面形成扇形皱褶． 
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又因新合成的骨质(wall或 packet)其纤维走向与原 

来的旧骨质不同，形成旧骨与新骨之间皱褶界面，用 

特殊染色可显现一条皱褶线，也叫 scalloped cement 

line。由此线加上新骨质(骨质表面复盖双荧光者或 

复盖成骨细胞者)，从形态学角度则为一个骨重建单 

位(remodeling sire)。如果此过程仅为成骨细胞激活 

(aetivitv)和成骨细胞骨合成(fommtlon)，即 A—F．在 

新骨形成之前的界面是光滑线 ．而不是皱褶线，称光 

滑粘合线(smo0th ecanent line)，此线加新形成骨质 

(复盖双荧光或成骨细胞者)．则为骨建造单位( 10d． 

elinE sire)，用形态计量学方法测定骨重建单位和骨 

建造单位的数量、厚度和长度，可体现骨表面重建造 

功能⋯。老年大鼠的骨代谢过程中骨建造和骨重建 

在维持老年大鼠的骨量的过程中占有多大的比例， 

促骨合成药能否促进老年大鼠的骨建造过程从而增 

加骨量，目前还没见报道。为测定老年动物的骨建 

造和骨重建在骨形成中的比例，探讨老年性骨质琉 

松的形成机制．以及促骨合成药在防治老年性骨质 

琉橙方面的骨药理学作用机制．本实验采用 20月龄 

雄性 Wistar大鼠，取胫骨上段松质骨为对象，用改良 

的 cement line染色方法，通过对松质骨表面的骨重 

建及骨建造比例分析比较，对上述问题进行研究和 

探讨，现报道如下。 

材料和方法 

1．动物与给药 

5O只三级雄性 Wistar大鼠，20月龄，体重(540 

±36)g，由美国 NIH Gerontology Research Center提 

供。用标准饲料(含钙 1．46％，磷 0．99％和 Vitamin 

D 4．96 IU／100 g)在清洁级环境下饲养。对照组大鼠 

30只，给药组大 鼠 20只，皮下注射 3 mg／kgtd的 

PcE2(Upjohn Co，Kalamazoo，MI，USA)，分别在给药 1O 

d、30 d后处死大鼠取材 大鼠进行 2次荧光标记， 

第一标记于处死前 14 d皮下注射 Demeelocycline 20 

ln ks(sig,m Chemical Co．)，第二标记于处死前4 d皮 

下注射 Caleein 10 no／kg(Sism Chemical Co．)，两次荧 

光标记相隔10 d。动物分组与给药设计如表 1。 

表 l 动物分组与给药设计 

2．取材及标本制作 

动物麻醉后心脏彻底放血，迅速取下胫骨上段， 

锯开骨髓腔后放人 10％福尔马林溶藏固定，24 h后 

用75％乙醇固定，然后梯度脱水，甲基丙烯l酸甲醋 

包埋 。用硬组织切片机(2O5O Supercut raicmtmm， 

USA)沿矢状面作 5 um厚的不脱钙切片，每埘相邻 

切片中，其中一张作特殊粘合线(cement IiⅡe’染色， 

另一张不作染色，用于相应骨再建点的荧光观察。 

粘合线染色参照文献” 稍作改良，简盲之，将切片 

(不脱塑)浸于0．2％甲酸 45 s，然后于 20％甲醇 60 

min．蒸馏水冲净，用 1％甲苯胺蓝(吉 0．5％四硼酸) 

染色 3 mln后封片。 

3．骨重建和骨建造单位的骨形态计量学观察 

测量方法采用全 自动图像分析系统(DIAS；KSS 

Image．Magna，UT，USA)进行，测量范围为右．鼻I胫骨近 

端矢状面骨骺线下 1 mm和 4 ttlX~之阀 的松质骨。 

根据 Ethan⋯的方法，骨重建单位(m∞deling site)判 

定标准的定义为：①骨小梁表面的新骨小粱(packet) 

以皱褶线(图 2a)与旧骨相连，该特征表示骨形成之 

前有骨吸收迹象；②新骨小粱的表面有双荧光标记 

(用相邻切片对台 ，因 cement line染色已将荧光稍 

去)，该特征表示有骨形成；③新形成骨质的胶原纤 

维走向与旧骨质不同(图 2b)。骨建造单位(mode1． 

ing site)判定标准的定义为：①骨小粱表面的新骨小 

梁以光滑粘合线(图 l且)与旧骨相连，②新骨小梁的 

表面有双荧光标记，③新骨质胶原纤维走l向与旧骨 

质几乎一致(图 1b)。有些粘合线及新骨形成在形 

态学上不是很清楚时，被定为非明确单位(1l|Icertain 

site)，也分别作计数。三者总和为量形废单位( 

marion sites)，静止的骨表面新骨小集不}卜其内。将 

测得“骨重建单位”或“骨建造单位 的数目舟别除以 

骨形成单位得骨重建百分数或量建造百分数 同时 

测量骨小梁面积和骨表面成骨细胞和破骨细照周长 

百分率(成骨细胞或破骨细胞覆盖面占骨小集表面 

百 分比)。 

结 果 

1，20月龄 Wistar大鼠骨再建和骨建造形态学参 

数改变 

30只从 20到 21月龄 Wistar大鼠测得的平均骨 

小梁面积为 14．8％±3．5％，平均骨表面成骨细胞周 

长百分率为 1．4％±0．6％，破骨细胞周长百分率为 

0．8％-t-O．2％，骨重建(图2a、h)敦量为 19±6单位． 

占骨形成单位的 63．3％，骨建造(图 1a，b 摹位敷为 
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啊1 20月龄雄性 istar大 鼠骨小粱表面骨建造单位 

(modeling te，箭头范围)。图 1a显示光滑牯合线(ce~lent 

l 染色)；圉 Ib显示骨小袋胺原纤维走向与旧骨质一 

蕞(■摄尚下) 

s±1．占骨形成单位的26。7％，不明确单位数为 3± 

1单位，占t形成单位的 10 O％}骨重建／骨建造(比 

值)为2 3±1。4(图6)。三组对照大鼠(基础组、l0 

d、30 d坦)之间差异无显著性。结果说明老年大鼠 

骨小集表雷是以骨重建话动为主，但仍有骨建造话 

动。 

2．PG 对老年大 鼠骨重建和骨建造形态学参 

数的影响 

PEG2对老年大鼠选择性骨形态学参数和骨重 

建、骨建造的影响见表2。表2可见 PGB 给药 10 d， 

骨小粱面积和荧光周长无显著性变化，而成骨细胞 

周长百分率明显增加，骨重建单位和骨建造单位均 

显著增加，骨重建单位约增加 1，5倍，骨建造单位约 

增加 5倍，骨建造单位比骨重建单位增加更明显，骨 

重建与骨建造的比值减少，说明 PcE2可引起早期 

成骨细胞骨建造增加，但骨小粱面积百分率增加没 

有显著，这与用药早期新生骨的矿化还未完成有关。 

PG 给药 30 d，骨小梁面积和荧光周长明显增加 ， 

此时新生骨已形成了矿化骨，骨建造活跃，新生骨小 

啊2 20月龄雄性 Wistar太鼠骨小暴表面量重建单位 

(陀m0deH site，蕾头范暖) 田抽量示皱一耪食鳗( · 
meat hlle。cem哪line染色)；图2b量示量小袋秘 圩堆走 
向与旧骨质不一致(薯振光下) 

梁从静止骨表面(~ooth cement l )长出。t量显著 

增加(图3a、b)；骨重建的表现也很明显 ．I新生骨小 

粱始形成于骨吸收表面(8cI棚oped c~Msnt ∞)，因骨 

形成作用显著，故骨量增加明显(豳4、5)；t重建和 

骨建造单位敷量与给药 10 d时相 同。绩果提示 

PC,E2同时通过增加骨重建和骨建造来增加膏量，而 

以骨建造增加骨量为主：给药 10 d时成骨细胞增 

多，类骨质形成增加，给药 30 d时骨形成作用继续 

增强，骨矿化率增加，骨量显著增加。给药 10 d或 

30 d破骨细胞周长百分率未见显著性改变。 

讨 论 

成年大鼠一个骨重建周期约 3到 4周，Villan． 

1leVR在 1989年观察了四环素标记的荧光与粘合线、 

破骨细胞和成骨细胞的位置关系 】，发现荧光阳性 

与成骨细胞活动有关，皱褶线则与破骨细胞活动有 

关。粘台线染色法能在组织水平上清楚分别骨小粱 

表面某一部位的一个骨小袋(packet，表明新形成的 

骨小粱)，在形成之前是否发生了骨吸收活动．以此 

区别最新的骨的形成是属于骨重建或是骨建造。一 
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寰2正常老年大鼠和PC．F~给药后胫骨上段松质骨选择性骨形态学参数和骨重建、骨建造的变化‘!： ：三 

参敦 

对Jlll组 

10 d 

】6 5±5 0 

1 6±0 7 

24 6±8．5 

0 9±0 3 

18±8 

PGE2趾理盟 

甘小粱面积(％) 

成．1细胞周长(％， 

荧光周长 (％) 

蕞青细胞周长‘％) 

．1重建单位(No) 

．1建造单位(No) 

骨重建，骨建造(比率) 

7±】 

2 5±I．4 

37±18’’ 

0．7±0．5’ 

43．2±14．0‘ 

】．5±0．5 

44．7±9．3 

】．O±0．3 

翟 t了 

30±， 。 

洼 ：与相应 10 d比较 P<0．(35．**尸<0 01；与相应 30 d比较 

田3 PC．E,作用 30 d后老年大鼠骨小粱表面骨建造情 

况 。田3·箭头所示新骨小桨(Ne)形成始点的光滑牯合线 田 

为相应部位荧光照片，箭头所示为第一荧光标记，与光精粘合 

线相应 

些学者在过去仅以此线区别而得出结果” ，但这不 

能反映骨形成活动与 目前年龄是否吻合，这些粘合 

线也许是在前一个骨重建或骨建造周期时留下的， 

年龄越前，“光滑”线可能要比“皱褶”线计数多，因此 

结果不够准确。本实验根据 Ethan⋯的方法，用连续 

成对切片比较方法，根据粘合线形状，骨小袋是否有 

荧光标记，和骨小袋胶原纤维走向进行鉴别 ，以反映 

正在形成的骨小梁是骨重建或是骨建造，不计数在 

此前留下的骨小袋和无骨合成的骨小袋(无荧光 

圈4 PG 作用 3o d后老年大鼠骨小桀表面量重建情况 

箭头所示新骨小粱形成始点的皱褶粘音线 

圈5 pG 作用 30 d后老年大鼠骨小槊表面骨重建荧 

光照片 

箭头所示．1小 表面荧光呈弥戢性形成，形成始于囔收面(肇智城) 

者)，这样更正确反映最新的骨重建活动，可以以此 

方法从形态学角度去区别，从而可测量每一个骨单 

位的长度、厚度以及数目。 

本实验结果显示 20月龄雄性 Wit,at大鼠松质 

骨表面骨重建单位占总骨形成单位63．3％，说明老 

年大鼠松质骨表面以骨重建为主。E出m⋯报道 3 

月龄和 6月龄 F~her-344雌性太鼠胫骨上段松质骨 

口= r 

5  7  0  l  

± ± ± ± ± 
嚣 

8  2  8  0  

 ̈  ̈

∞一 一 ， 

一 
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骨重建 骨建造 不确定 

圈6 20月龄 Wistar雄性大鼠胫骨近端松质骨表面骨重 

建和骨建造活动占总骨形成单位百分数( ±5，n=3o) 

骨重建单位分别占21．1％和33％，12月龄的骨重建 

上升到 84％，说明随年龄增长，由骨建造为主要活 

动变为骨重建。本实验发现 20月龄的雄性 Wist~r 

大鼠中(相当于 50％衰老死亡年龄)仍有 占26．6％ 

骨建造的活动，这提示雄性大鼠的骨生长期要比雌 

性大鼠更长，雌性大鼠骨建造期短可能与雌激素作 

用使骨骺早闭合比雄性大鼠早有关。本研究结果和 

有关文献都提示了大鼠的骨建造可能持续在它的一 

生之中 。在对人类骨建造的研究中，已有报道认 

为人类在 45岁以后松质骨 99％是骨重建，仅有 1％ 

以下为骨建造 l。因此，太鼠与人类在骨建造和骨 

重建方面的差异，对我们研究和寻找抗骨质疏松药 

物有指导作用，应引起重视。 

为了探讨促骨合成药前列腺素 E2(pGE2)的骨 

药理作用，本实验重点观察了前列腺素 B对骨重建 

和骨建造形态学的影响。本实验发现 Pc 给药 10 

d就能促进成骨细胞的增殖和分化，继而荧光周长 

增加，骨矿化增加，在给药 30 d(一个骨重建周期)时 

骨小粱面积非常显著增加 ；骨小梁表面骨重建和骨 

建造单位从给药 10 d开始均已显著性增加，一直持 

续到 30 d，开始是类骨质合成，以后是矿化骨合成， 

最后导致新骨形成，骨量增加。本实验的另一个重 

要发现是观察到 pGE2引起的骨建造比骨重建增加 

更明显。Pc 引起这种骨建造发生在骨小梁静止 

表面，使静止的骨小梁表面的成骨细胞的增殖和分 

化，从而启动骨建造的过程。这种不是首先破骨细 

胞激活，使破骨细胞骨吸收而启动的骨合成增加，引 

起的净骨量增加，我们称为骨建造性增骨(modeling— 

dependent bone gain)。pGE2能够启动老年太鼠静止 

骨小粱表面上骨建造的过程，提示了药物能够改变 

老年大鼠骨代谢的进程，增加骨建造的能力，是研究 

防治骨质疏松的一个很好的思路。奉研究还观察到 

pGB有很强的促进骨重建的作用，骨重建发生在骨 

吸收表面，由于 pGB 的作用，骨形成常常溢出陷窝 

而使骨重建超过骨吸收而使骨量明显增加，我们称 

为骨重建性增骨 (reⅡ eli喈 dependent b0lIe gBin)。 

实验结果未显示PG 增加破骨细胞活性，但显著 

增加以皱褶线而形成的骨重建单位，这可能是 pGE2 

比刺激成骨细胞更早的时候刺激了破骨细胞的活 

性” ，从而增加了骨重建性的骨形成面。pG 与促 

骨合成药 lYrH相似，后者也是同时促进两种方式的 

骨增加 J。对 pG 的体内研究，Jee” 的实验室已 

作了大量研究 ，证实它是一种强大的促骨合成剂，可 

刺激成骨细胞合成骨胶原及促进矿化，增加新生骨 

量。由于 pGE2的全身作用广泛 ，临床未能用于骨 

质疏松的治疗，但它是典型促骨合成阳性参jfIl药，作 

为一种工具药，研究其骨药理机制，对我们寻找和发 

现其他新型促骨合成药将有重要指导意义。 

本研究采用的测定骨建造和骨重建单位的方 

法，对我们了解骨重建活动及周期长短，推测骨转换 

率及转换频度 ，探讨年龄与骨转换关系，也将有 

重要的意义。此外，本方法对我们探讨药物作用机 

制，区别抗骨吸收药及促骨合成药在骨吸收和骨合 

成偶联中的作用 ，评价药物对骨质量的影响也将是 

一 个十分有价值的方法。 
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1 Erben GR T~ ulir a 目山 哪 ĵ。aI b0 mⅡl噼 inlbe恤 ： Un‘ 

o|础D0deli哦? A丑BI Rec，l9％ ，246：39 46． 

2 B— R，V 呵 ^．N L，H ．Pr哪 龉iIlE 0fm db呲  · 

imeIB for boI nmb 口h In：Recker RR， ．Bo曲 hi 0口●0 

ph叩 lry： dlIIj ∞ 蚰d I“锄．B0c且R帅 ：cRc，22-28 

3 h RK，Ol|l-̂ J，H彻m山 ． p日 a c_l赫 dt螂 for U西I 

蜘瑚呷  In：Ⅸcb0IL ．cR．M Ib0ds of 由 ● 呷 啊 ∞ ． 

^叫 日d哪 f E1自d levee sh啪  1-56． 

4 Vnh n*他 ^R．LI工_ldin KD ^ r le ncwⅡ 柚  b0 j抽 f订 

Bi L且ne0口目B-_* 删 Ⅱ0ftEt口 lim 0 ∞jd 衄 ．SL|in Tbch口． 

d．1989．6 l2 !38． 

5 Chow 删 ，B|-d S，CII|mb∞ TI Balle缸mⅡ 叩 瑚●呻叩Ied to 

b0 糟皂。 ‘叽 n Bp鼬通c叫Ⅱ岫er ● r出  ̂ 蚰￡ 嘲  

236：336_m  

6 F嘲 HM．J∞ wss o口,he哪 帅 deI of hu删m 循_舯P哺_岫 柚d儡 · 

r哪 ．Bone Min ，1992．18：2弘 236 

-／ J特 wss．MA YF． 舢 蛐  一  州 蝌 蛐击吐 b叫．e． 

B帅e．1997．2l：2卯．304． 

8 D叫 日 nw，c髓衄m F．PⅡ eTl M，H ÎuboHc批I_̈B 0f p．嘶  
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