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7%89对去卵巢骨质疏松大鼠骨组织
:9;9表达的影响及意义

谢肇 李起鸿 许建中 孟萍

摘要：目的 观察 7%89对去卵巢骨质疏松大鼠骨组织 :9;9蛋白表达的影响，探讨 7%89治疗骨质
疏松的机理。方法 <月龄雌性未孕 =(>?’@大鼠 !"只，按体质量随机分为模型组（ABC）、假手术组
（D-’&）、仿生脉冲电磁场治疗组（7%89 E ABC，%8）、雌激素治疗组（%>?@.F+6 E ABC，%）。ABC、%8、%
组行双侧卵巢切除术，D-’&组行假手术。术后第 0 =开始治疗：%组行苯甲酸雌二醇肌肉注射，"G/
&FHIF，1次HJ =。%8组大鼠暴露于仿生脉冲电磁场治疗，1 -H1次HK，ABC、D-’&组不予以任何处理，
作为对照组。治疗 1" =后处死各组实验动物，测量腰椎骨密度、椎体的最大载荷、扫描电镜观察椎体
骨结构的变化。采用免疫组化检测椎体骨组织中 :9;9蛋白表达情况并以图像分析进行组间比较。
结果 治疗 1" =后 %8组大鼠骨密度、椎体的最大载荷较 ABC组显著性增高（! L "G"/），骨结构明
显改善。:9;9的表达主要位于成骨细胞、骨细胞，%8组椎体骨组织中 :9;9表达显著性高于 ABC组
（! L "G"1）。结论 提高骨组织中 :9;9的表达是 7%89治疗骨质疏松的重要机理之一。
关键词：仿生脉冲电磁场；绝经后骨质疏松；碱性成纤维细胞因子
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骨质疏松发生的病理过程为持续性进行性加重 过程，近年来多种细胞因子在该过程中的重要作用

正逐渐为研究者所发现。骨组织细胞因子表达的相

对稳定状态受到破坏将影响到骨改建活动的内在平

衡，出现骨吸收S形成脱偶联从而发生骨质疏松。碱
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性成纤维细胞生长因子（!"#$% &$!’(!)"#* +’(,*- &"%*(’，
!./.）在骨代谢中具有重要调节作用，骨组织中
!./.表达的减少是绝经后骨质疏松发病的重要环
节［0］，改善骨组织 !./.的表达对骨质疏松的治疗具
有重要价值［1，2］。笔者通过观察仿生脉冲电磁场

（!$(3$%# 4)4%*’(5"+34*$% &$4)6#，789.）对去卵巢大鼠骨
组织 !./.表达的影响，对 789.治疗骨质疏松的机
理进行了探讨。

! 材料和方法

!"! 实验仪器、药品及试剂
苯甲酸雌二醇由上海第九制药厂生产（0::;沪

准字 <<:<<=）。!./.免疫组化试剂盒为博士德公司
产品。法国 /> 公司 ?@ABB8C/8D 全身双能 E 线
骨密度测定仪，附小动物骨密度测定软件。

FCGHDIC 0<00 型万能材料机（美国）。A9DAJ
0<<<7扫描电镜（美国 A9DAJ公司）。生物医学图
像分析系统（?9K1<<< 7 型，北京航空航天大学）。
L3$(3 1<<< 仿生电磁场骨质疏松治疗仪（大鼠型）：
脉冲磁场频率：M和 01 @NO#4%；频率自动跳变周期：
2< #4%；最大磁场强度：00 5H；强度自动跳变周期：P<
#4%。信号功率谱：< Q 1;< @N，主要功率频段为 1 Q
R; @N，由中国医学科学院生物医学工程研究所屈承
端教授提供。

!"# 实验方法
!"#"! 模型的建立、动物的处理及标本的制备

P月龄雌性未孕 S$#*"’ 大鼠 =< 只，体质量 1;<
T ;< +，由第三军医大学实验动物中心提供。按体质
量随机分为假手术对照组（G-"5K(U4’"*$(3，G-"5）、卵
巢切除组（(V"’$4%*(5$N46，IWE）、卵巢切除 X 雌激素
替代治疗组（IWE X 8DH，8）、卵巢切除 X 仿生电磁
场治疗组（IWE X 789.，89）等 =组，每组各 0<只。
=组大鼠分别乙醚吸入麻醉，在严格的无菌操作下，
取腰椎后侧正中切口，椎旁钝性分离肌肉组织，切开

腹膜，进入腹腔。IWE组、8组、89组行双侧卵巢切
除术，G-"5组手术入路同前，不行卵巢切除。术后
各组大鼠分笼饲养。动物在 1= T 1Y、湿度 P<Z Q
R<Z、定期紫外线消毒和通风、0<O0= - 间隔照明的
情况下，自由摄取标准饲料和消毒蒸馏水。于术后

M S造模成功。8组于第 : S开始采用苯甲酸雌二
醇肌肉注射，<[; 5+O\+，0次O1 ,。89组于第 : S开
始采用中国医学科学院生物工程研究所研制的仿生

脉冲电磁场骨质疏松治疗仪（大鼠型）进行全身治

疗，动物在均匀磁场中自由活动，0 -O6。IWE、G-"5

组不行任何干预。各组动物饲养条件同上。

!"#"# 标本的采集
于开始治疗后 0< S，麻醉下 =组动物统一开胸

放血处死。处死前大鼠活体先行 ]8EA腰椎骨密度
测定。处死各组大鼠进行解剖，取出腰 0 椎体（B
0），剔净软组织。B 0在 ?GAK0 A超声波发生器 2<<
5A洗涤 1< Q 2< 5$3后，投入 2Z戊二醛溶液中，待
行扫描电镜观察。生物力学测定：取出 B2 椎体剔净
软组织，用剪刀小心剪下椎间盘、棘突及附件，并用

细纱纸打磨成上下平面平行与纵轴垂直的三棱柱，

标本制取后用生理盐水纱布包裹，置于 ^ 1<Y低温
冰箱保存，进行椎体压缩实验。!./.的免疫组化检
查：采用博士德公司的 GA7? 试剂盒进行实验。一
抗为 !./.。处死各组大鼠，取 B1 椎体，仔细剥离附

着在 B1 椎体上的软组织，在 =Y、=Z多聚甲醛保存
固定 =M -，_7G充分漂洗，再经过 0<Z 8]HA _7G（U@
R[=）=Y下脱钙 2 Q = ,，隔天换液 0 次；脱钙完成，
蒸馏水冲洗，R<Z Q M<Z Q :<Z Q :;Z Q 0<<Z乙醇
梯度脱水各 = -；二甲苯透明 01 -，浸透液浸透，石蜡
包埋。切片机纵行连续切片，切片厚 P!5，将切片
粘贴于用 0<Z多聚赖氨酸包埋的载玻片上，P<Y烤
箱中烘烤 01 Q 1= -。按常规进行免疫组化检查。
!"#"$ 指标测定
!"#"$"! !./.免疫组化结果观察：以细胞胞浆出
现棕黄色染色为阳性。!./.免疫组化结果图像分
析：!./.免疫组化切片经 I)‘5Ua#光学显微镜观察
照相，每一个标本照相 = 张（= 个视野）。采用北京
航空航天大学医学图像分析系统测定计算每一个视

野（统计场）的阳性染色平均光密度（(U*$%") 643#$*‘，
I]）。每一个标本分析 =个视野，每一组测定 0<个
标本。

!"#"$"# 骨密度测定：处死前，给予 0Z戊巴比妥钠
2 5)O\+腹腔注射麻醉，当大鼠呈稳定的昏睡状态达
到 ; 5$3以上时，放置与 ?@ABB8C/8D双能 E线骨
密度仪的探头下，应用小动物软件进行腰椎（B0 Q

B2）骨密度值测定。

!"#"$"$ 生物力学测定：生物力学试验前取出冰箱
冻存的大鼠 B2 椎体，室温下复温。椎体压缩测试：
将磨制好的椎体置于实验机（FCGHDIC 0<00型万能
材料机，美国）上，取加载速度每分钟 0 55进行测
试，测定腰椎最大载荷。

!"#"$"% 扫描电镜观察：超声洗涤后的 B0 置于

2Z戊二醛溶液中固定 1= -，<[0 5()OB _7G 漂洗 1
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次，每次 !" #$%，乙醇逐级脱水（&"’ ( )"’ ( *"’
( +"’ ( ,"’ ( !""’ ( !""’，每次 !" #$%），醋酸异
戊脂置换 !" #$%，二氧化碳临界点干燥，镀膜，在
-./-0 !""" 1扫描电镜下观察腰 !椎体骨小梁的
形态并照相。

!"# 统计学处理
所有数据均以均数 2标准差（!! 2 "）描述，采用

3433 !"5"统计软件进行多组间 6检验，并用 738检
验进行各组间的两两比较。# 9 "5") 为显著差异；
# 9 "5"!为非常显著差异。

$ 结果

$"! 大鼠椎体骨密度及椎体生物力学测定结果（见
表 !）
与 3:;#组相比，<=>组腰椎骨密度下降（# 9

"5"!）；?.组腰椎骨密度低于 3:;#组（# 9 "5")）。
与 3:;#组相比 ?.组腰椎骨密度均显著性升高（#
9 "5")）。?.组椎体最大载荷较 <=>组明显增强
（# 9 "5")）。
$"$ 骨组织中 @6A6蛋白阳性表达为胞浆棕黄色染
色，见表 B。@6A6表达主要位于骨小梁周围的成骨
细胞、骨衬细胞、骨细胞以及骨基质。不同组别骨组

织中表达不同（图 ! ( C）。3:;#组骨组织中 @6A6有

阳性染色成骨细胞、骨衬细胞、骨细胞以及骨基质呈

棕黄色。<=> 组骨组织中，阳性成骨细胞、骨衬细
胞、骨细胞数量明显减少。图象分析表明：<=> 组
骨组织 @6A6的平均光密度值较其余 &组显著减弱
# 9 "5"!。?.组与 3:;#组无显著差异（# D "5")）。
说明 1?.6具有提高骨组织中 @6A6的能力。
表 ! 治疗 !" E后不同组别大鼠骨密度、

椎体最大载荷（!! 2 "）

组别 样本数
椎体骨骨密度

（FGH#B）

椎体最大载荷

（I）

<=> !" "JB!+ 2 "J"!K"" !"! JC& 2 )JK&""

3:;# !" "JB,! 2 "J"B* !!K J!B 2 *JK*
?. !" "JB*! 2 "J"!C" L L !!C J,C 2 &J"B L L

? !" " JB*, 2 "J"!& L L !", J,& 2 CJ"+" L L

注：与假手术组比较，" # 9 "5")，""# 9 "5"!；与模型组比较，L #

9 "5")，L L # 9 "5"!

表 $ 治疗 !" E后不同组别之间 @6A6表达
平均光密度值（!! 2 "）

组别 样本数 平均光密度

<=> !" "JB!C 2 "J"!**
M:;# !" "J&BB 2 "J"!&C L L

?. !" "J&", 2 "J"!&! L L"

? !" "J&"+ 2 "J"!! L L"

注：与假手术组比较，" # 9 "5")，""# 9 "5"!；与模型组比较，L #

9 "5")，L L # 9 "5"!

图 ! <=>组 @6A6染色阳性细胞。-1N O C"" 图 $ 3:;#组 @6A6染色阳性细胞。-1N O C""

图 # ?.组 @6A6染色阳性的细胞。-1N O C"" 图 % ?组 @6A6染色阳性的细胞。-1N O C""
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!"# 扫描电镜观察（图 ! " #）
（$）%&’( 组：骨小梁排列纵横交错，互相连接
成立体网状结构，骨小梁间距小。

（)）*+, 组：骨小梁排列稀疏，骨小梁间隙增
宽，部分区域的骨小梁出现断裂、游离残端。三维结

构受到破坏并且出现骨小梁的缺如。骨小梁宽度与

正常对照组无显著性差异。

（-）.组：较模型组骨小梁数目增多、连接较为
密集、三维结构部分恢复。

（/）.0组：骨小梁可见到不同程度的改善，骨
小梁之间的连接增多，空间结构得到恢复。

图 $ *+,组（模型组）骨小梁明显减少、变细、排列稀疏，骨

小梁间距加宽，部分区域的骨小梁出现断裂、残端游离，三

维结构受到破坏，并出现骨小梁的空缺区域。（%.0 1 -2）

图 % .0组（3.04 5 *+,）与模型组相比，骨结构出现明显

的改善，骨小梁排列紧密、小梁之间的连接明显增多。（%.0

1 -2）

图 & %&’(组（假手术组）骨小梁排列纵横交错，互相连接

呈网状，骨小梁间距小。（%.0 1 -2）

图 ’ .组（. 5 *+,）与模型组相比，骨小梁之间的连接增

多，三维结构得到部分恢复。（%.0 1 -2）

# 讨论

骨质疏松性骨折是骨质疏松症的严重并发症，

预防骨质疏松性骨折的发生是治疗骨质疏松症的根

本目的。因此，生物力学性能改善与否是衡量治疗

骨质疏松手段有效性的一个极为重要的标准。然而

活体情况下难以测定骨的生物力学性能，应用双能

,线测定的骨密度是临床骨质疏松诊断及观察疗效
的重要手段。.667879等［/］的研究表明，对于完整的
椎体来说，骨密度（30:）对整体骨强度的影响仅占

/2; " !2;，骨微细结构等骨质量因素对骨的生物
力学性能具有较大贡献。因而我们在观察腰椎骨密

度变化的同时，对椎体骨结构的变化进行了观察。

本研究的结果显示，尽管 3.04治疗组腰椎骨密度
仍不及 %&’(组（! < 2=2!），但 3.04治疗组腰椎骨
密度较 *+,组显著升高（! < 2=2!）。电镜观察显示
3.04治疗组骨小梁之间的连接增多，空间结构得
到恢复，与 *+,组相比骨结构得到明显优化。最大
载荷是反映骨强度的重要指标，经 3.04治疗后椎
体骨生物力学特性得到显著改善（! < 2=2!）。以上
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研究结果说明，!"#$在增加骨密度的同时，改善了
骨结构，从而在整体上改善了椎体的生物力学性能。

目前低能量、极低频率的电磁场对骨质疏松的

治疗作用已趋于公认，其潜在的作用机制目前仍局

限于压电效应是成骨第一信号等传统生物物理学理

论［%］，难以解释其对骨质疏松的治疗作用，有必要作

进一步探讨。既往研究表明，&$’$具有促进成骨细
胞前体细胞的分化，增加培养的骨细胞中骨 ’()蛋
白表达促进骨形成的作用，同时促进破骨细胞凋

亡［*、+］。,-.)/等的研究也表明（&$’$）具有促进成
骨细胞增殖和破骨细胞凋亡［0］。12)/3等采用 &$’$
静脉注射治疗实验性骨质疏松，发现不但刺激了骨

形成，干骺端松质骨髓腔有新生骨小梁形成［4］。

5)6)789)骨膜下应用 &$’$ 发现骨量增加、失去连
续性的骨小梁也重新连接［:］。因此，探讨 !"#$对
;<=>;?大鼠骨组织 &$’$蛋白表达的影响对揭示
其治疗作用机制极为重要。为此，本研究中我们观

察了 !"#$对 ;<=>;?大鼠骨组织 &$’$表达的影
响。发现 !"#$显著促进了 ;<=>;?大鼠骨组织中
&$’$的表达（! @ ABA%），与雌激素治疗组无明显差
别（! C ABA%）。模型组大鼠骨组织 &$’$蛋白的表
达降低（ ! @ ABA%），同时骨量减少、骨小梁数量减
少、骨生物力学性能减退，!"#$ 治疗后，骨组织
&$’$蛋白的表达明显增强，骨量增加、骨连接增加，
骨生物力学性能得到改善。表明 !"#$通过促进骨
组织 &$’$ 蛋白表达，调节骨吸收>形成，增加了骨
量，改善了骨结构，从而改善了骨的生物力学性能。

有研究表明电刺激使细胞内的游离钙离子浓度

增加到原来的 4B:倍，认为电刺激成骨是通过钙离
子［D］。钙离子增加可以直接或通过激活钙调节蛋白

间接激活一些蛋白酶，进而引起细胞增殖作用。电

磁场刺激成骨细胞产生骨生长因子也可能通过同一

途径。本研究发现仿生电磁场对 &$’$蛋白表达的

促进作用，推测骨局部游离钙离子浓度增加，促进了

&$’$蛋白的表达；也可能是通过促进其他生长因子
的分泌，诱导 &$’$ 蛋白的表达。尚有待于进一步
探讨。

综上所述，仿生电磁场具有升高骨密度、改善骨

结构，提高骨生物力学性能的作用。提高骨局部

&$’$蛋白表达，调节骨代谢可能是治 !"#$治疗骨
质疏松的重要机制之一。
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