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瘦素缺乏小鼠椎体骨质的 Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ 评价
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摘要： 目的　探讨瘦素通过对椎体骨质代谢的影响，从而进一步影响椎间盘退变的可能性。 方法　获取 １２个 ６月龄雄性 ｏｂ／
ｏｂ小鼠（瘦素缺乏小鼠）和野生型小鼠（Ｃ５７ＢＬ小鼠）的腰 ５椎体（各 ６个），通过 Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ检测比较两者骨密度、皮质骨厚度、
小梁骨体积、小梁骨厚度、小梁骨数量、连接性密度、结构模型指数等显微结构参数的差异。 结果　与野生型小鼠相比较，６ 月
龄 ｏｂ／ｏｂ小鼠的椎体骨密度及小梁骨厚度增大，椎体连接性密度（Ｃｏｎｎ．Ｄ）明显增加；椎体骨小梁间隙明显减少；椎体结构模
型指数（ＳＭＩ）明显减小，两者比较差异均有显著统计学意义（P＜０畅０１）；其小梁骨体积（（ＢＶ／ＴＶ）、小梁骨数量增加、皮质骨厚
度增大，两者比较差异均有统计学意义（P ＜０畅０５）。 结论　瘦素可能通过对小鼠椎体骨质代谢影响椎间盘的营养供应从而进
一步影响椎间盘的退变。
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Abstract： Objective　To explore the effect of leptin on bone metabolism of the vertebral body， and to further discuss the
possibility affecting the intervertebral disc degeneration．Methods 　The bodies of the ５ th lumbar vertebral were surgically obtained
from ６ wild type mice （C５７BLmice） and ６ ob／ob mice （ leptin-deficiency mice）．The variation of the micro-structural parameters，
including bone mineral density （BMD）， cortical thickness， trabecular bone volume， trabecular thickness， trabecular number，
connectivity density （Conn．D）， and the structure model index were evaluated using Micro-CT．Results　Compared with those in
wild type mice， significant increase of BMD of the vertebral bodies， trabecular thickness， and Conn．D was observed in ６ －month
ob／ob mice， while the significant decrease of the trabecular separation and the vertebral structure model index （SMI） were also
observed in ob／ob mice （P＜０畅０１）．Meanwhile， trabecular bone volume fraction （BV／TV）， trabecular number， and the cortical
thickness in ob／ob mice also increased compared with those in wild type mice （P ＜０畅０５）．Conclusion　Leptin may affect the
nutrition supply of the intervertebral disc through its effect on bone metabolism of the vertebra body， thus affecting the intervertebral
disc degeneration．
Key words： Leptin； Micro-CT； Vertebral body； Nutrition； Intervertebral disc degeneration

　　２００７年，Ｇｒｕｂｅｒ等［１］
发现人体椎间盘细胞表达

瘦素。 我们同样发现椎间盘细胞表达瘦素及其受
体，瘦素对体外培养的大鼠椎间盘软骨细胞有增殖
作用

［２］ 。 而最近我们发现，比较正常小鼠，６ 月龄瘦
素缺乏型小鼠的椎间盘退变加速

［３］ 。 这与瘦素在
关节软骨的表现并不相同

［４］ 。 由于椎间盘的营养

主要靠软骨下骨脉管的渗透作用，少部分由纤维环
外周的血管渗透，软骨下骨质的变化可因明显减少
椎间盘的营养供应，从而加重椎间盘退变［５］ 。 而瘦
素对四肢骨及中轴骨的作用不同

［６］ 。 我们拟通过
Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ检测 ６ 月龄瘦素缺乏小鼠（ｏｂ／ｏｂ 小鼠）和
正常野生型小鼠椎体骨质的差异，以期了解瘦素对
椎体骨质退变的影响，从而影响椎间盘的退变可能。
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1　材料和方法
1畅1　实验动物及标本准备

选择 ２ 月龄雄性野生型 Ｃ５７ＢＬ 小鼠及 ｏｂ／ｏｂ
小鼠（瘦素缺乏小鼠）各 ６ 只，购自上海斯莱克动物
中心。 分别 ＳＰＦ级别和清洁级喂养，保证明暗周期
为 １２ ｈ，室温 ２３ ±２ ℃，自由摄食，饮水。 实验和操
作程序经所在单位的动物实验伦理委员会审核通

过。 （实验动物合格证号：ＳＹＸＫ（沪）２００８-００５２）动
物喂养 ４个月，在 ６ 月龄时过量麻醉处死，分离第五
腰椎（完整腰椎），尽量清除干净周围软组织，然后
在 ７０％乙醇溶液里固定，直至实验开始。
1畅2　Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ原理扫描方法

表 1　野生及瘦素缺乏小鼠腰 ５椎体 ｍｉｃｒｏ-ＣＴ测量结果
Table 1　Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ５ ｔｈ ｌｕｍｂａｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｌｅｐｔｉｎ-ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｉｃｅ

项目
长度
（ｍｍ）

骨矿物
含量 （ｇ）

骨密度

（ ｇ／ｃｍ２ ）

皮质骨
厚度
（ｍｍ）

小梁骨
厚度
（ｍｍ）

小梁骨
间隙

（Ｔｂ．Ｓｐ；ｍｍ）
小梁骨
含量

（Ｂｖ／Ｔｖ ×１００）
结构模型
指数
（ＳＭＩ）

连接性
骨密度

（Ｃｏｎｎ．Ｄ；
ｍｍ －３ ）

小梁骨数量
（Ｔｂ．Ｎ；
倡／ｍｍ）

ＷＴ
（n ＝６）

３ yy畅２５
（０ y畅１２）

０ ��畅０２５
（０ �畅００３）

０ 櫃櫃畅０４４
（０ 櫃畅００２）

０ 33畅０８１
（０ 3畅００３）

０ 构构畅０４３１
（０ 构畅００１４）

０ ゥゥ畅１８００
（０ ゥ畅０２０１）

２２ 33畅９
（６  畅０）

１ 沣沣畅７２５
（０ 沣畅１２５）

１６２   畅６７
（１５ 鼢畅１２）

３ 珑珑畅１６
（０ 珑畅６５）

ｏｂ／ｏｂ
（n ＝６）

３ yy畅３７
（０ y畅１１）

０ ��畅０３４
（０ �畅００３）

０ 櫃櫃畅０５２
（０ 櫃畅００２）

０ 33畅０９１
（０ 3畅００６）

０ 构构畅０５２０
（０ 构畅００１１）

０ ゥゥ畅１４９１
（０ ゥ畅０１２１）

３０ 33畅１
（５  畅０）

０ 沣沣畅７３８
（０ 沣畅１１２）

２０５   畅８７
（１６ 鼢畅３４）

３ 珑珑畅８９
（０ 珑畅８５）

p ＜０ ⅱⅱ畅０５ ＜０ <<畅０１ ＜０ 种种畅０１ ＜０ pp畅０５ ＜０   畅０１ ＜０ 鲻鲻畅０１ ＜０ 44畅０５ ＜０   畅０１ ＜０   畅０１ ＜０   畅０５

所有标本采用高分辨率微型计算机断层成像系

统 （ ｍｉｃｒｏ-ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ ｓｙｓｔｅｍ ） μ-ＣＴ８０
（Ｓｃａｎｃｏ Ｍｅｄｉｃａｌ ＡＧ，Ｚǘｒｉｃｈ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）以此前文献
报道的多层连续性、标准模式进行扫描［７］ 。 扫描
时，将标本沿长轴垂直固定于固定器内，周围填塞少
许医用纱条，加入 ７０％乙醇作为扫描介质。 以 Ｆｌｕｒｏ
方式选择扫描区。 同时扫描标准体模，校正 ＣＴ 值。
扫描完成后，手工校正旋转中心及 ＣＴ 值，以 ４１畅０
μｍ×４１畅０ μｍ ×４１畅０ μｍ ｖｏｘｅｌ 的各向同性分辨率
完成扫描标本的整体结构重建。 行松质骨分析时手
工选取感兴趣区域（ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ），行皮质
骨分析时选取椎体表层厚 ０畅１６ ｍｍ 骨组织为感兴
趣区域（ＲＯＩ）行 ８畅０ μｍ ×８畅０ μｍ ×８畅０ μｍ ｖｏｘｅｌ
三维重建，以计算机自动生成域值提取图像信息。
应用显微 ＣＴ 自带的 Ｍｉｃｒｏ ｖｉｅｗ ２畅０ ＋ＡＢＡ 软件对
重建图像进行定量分析。
1畅3　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １６畅０统计学软件处理，所有测定数值
均使用平均值±标准差（ｍｅａｎ ±ＳＤ）表示，数据采用
独立样本 t检验，p ＜０畅０５ 表示差异有统计学意义。

2　结果
比较 ６ 月龄 ｏｂ／ｏｂ 小鼠，正常野生型小鼠的椎

体三维成像显示，骨量减少，骨小梁更薄，松散，结构
呈“杆状”变化（图 １）；比较野生型小鼠，比较野生
型小鼠骨密度及小梁骨厚度增大，椎体连接性骨密
度（Ｃｏｎｎ．Ｄ）明显增加；椎体骨小梁间隙明显减少；
椎体结构模型指数（ＳＭＩ）明显减小，两者比较差异
有统计学意义（P ＜０畅０１）；其小梁骨体积（（ ＢＶ／
ＴＶ）、皮质骨厚度增大；小梁骨数量增加，两者比较
差异有统计学意义（P ＜０畅０５）（表 １，图 ２）。

图 1　与 ｏｂ／ｏｂ小鼠（ａ）的椎体相比，正常野生型
小鼠（ｂ）的椎体三维成像显示：骨量减少，骨小梁
更薄，松散，结构呈“杆状”变化
Fig．1　Ｃｏｍｐａｒｅ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂ／ｏｂ ｍｉｃｅ （ａ）， ｔｈｅ
３-ｄｅｍｅｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｉｎ
ｎｏｒｍａｌ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ （ ｂ ） ｒｅｖｅａｌｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ａｎｄ ｌｏｏｓｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｒｏｄ-
ｓｈａｐｅｄ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．
　

3　讨论
瘦素这个 １６ｋＤａ 的多肽类激素是在小鼠肥胖

基因自然突变体（ｏｂ／ｏｂ小鼠）中发现的。 目前已经
证实瘦素受体除下丘脑外，还广泛存在于许多组织，
骨骼系统就是其重要的作用部位。 人们发现瘦素受
体在多个骨骼细胞类型中都存在，包括骨髓间充质
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图 2　与野生型小鼠比较，６月龄 ｏｂ／ｏｂ小鼠的椎体骨密度及小梁骨厚度增大，椎
体连接性骨密度（Ｃｏｎｎ．Ｄ）明显增加；椎体骨小梁间隙明显减少；椎体结构模型指
数（ＳＭＩ）明显减小，两者比较差异有统计学意义（P＜０畅０１）；其小梁骨体积（（ＢＶ／
ＴＶ）、皮质骨厚度增大；小梁骨数量增加，两者比较差异有统计学意义（P ＜
０畅０５）。
Fig．2　Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ， ＢＭＤ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｉｅｓ ， ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ａｎｄ Ｃｏｎｎ．Ｄ ｉｎ ６-ｍｏｎｔｈ ｏｂ／ｏｂ ｍｉｃｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ， ｗｈｉｌｅ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｅｘ （ＳＭＩ） ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
（P ＜０畅０１）．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ （ ＢＶ／ＴＶ）， ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｎｕｍｂｅｒ， ａｎｄ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｉｎ ｏｂ／ｏｂ ｍｉｃｅ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ （P ＜０畅０５）．
　

细胞
［８］ 、成骨细胞［９］ 、造血干细胞［１０］ 。 然而瘦素对

骨骼的作用仍然存在争议：有研究者发现，在活体内
瘦素起到合成代谢作用，它可以刺激成骨细胞合成
与分化，同时抑制破骨细胞破骨化作用［１１］ 。 然而有
的研究者发现瘦素可以通过中枢性神经系统作用从

而消极的影响骨骼成骨作用，直接在第三脑室注射
瘦素，可以引起脊柱骨量的丢失，以及体重的明显降
低

［１２］ 。 对于瘦素缺乏情况下，啮齿类动物的骨骼表
型同样存在争议，尽管许多研究者发现 ｏｂ／ｏｂ 小鼠
表现为骨密度降低

［１３］
以及骨量的减少

［１４］ ，但仍有
些高骨量的报道

［１５］ 。

我们通过高分辨率的 Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ 对了 ６ 月龄的
瘦素缺乏小鼠（ｏｂ／ｏｂ小鼠）和正常野生型小鼠的腰
５ 椎体进行检测发现，与野生型小鼠相比，ｏｂ／ｏｂ 小
鼠的椎体表现为长度增加、骨密度的增加，同样发现
其骨小梁厚度增加。 这与 Ｈａｍｒｉｃｋ［１６］

等的报告相一

致。 与 Ｈａｍｒｉｃｋ等用组织形态学检测方法检测的结
果不同，我们应用更先进的高分辨 Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ 检测发
现椎体的骨皮质增厚，我们考虑这也可能与椎体退
变后局部的骨赘出现有关。 Ｍａｉｌｅｒ Ｒ 等［１７］

发现与

组织形态学检测方法相比 Ｍｉｃｒｏ-ＣＴ 是一种更快速、
更准确、又不损伤样本内部结构的有效的检查方法。
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在检测中我们发现 ｏｂ／ｏｂ 小鼠椎体表现为 ＢＭＣ 及
骨密度和小梁骨容量的增加。 Ｋａｆｉ Ｎ等［１８］

通过生物

力学及双能源 Ｘ 线机检测发现，ｏｂ／ｏｂ 小鼠椎体的
ＢＭＣ及骨密度降低，我们认为其矛盾可能在于动物
的时间点选择不同，他们选择的是 １０ 周的小鼠，而
我们是 ６月龄小鼠，Ｄｕｃｙ等［１９］

的研究发现 ４ －６ 月
龄左右是小鼠骨密度的高峰时段。
在对骨的微结构进行 ｍｉｃｒｏ-ＣＴ 分析时我们发

现，比较正常野生型小鼠，ｏｂ／ｏｂ小鼠的小梁骨厚度
增加，小梁骨间隙减少，骨体积分数增大，而连接性
较高。 结构模型指数减小。 Ｌｅｕｎｇ［２０］

等运用 ｍｉｃｒｏ-
ＣＴ在骨质疏松动物模型中发现，骨体积分数（ＢＶ／
ＴＶ）、小梁数目（Ｔｂ．Ｎ）及连接性（Ｃｏｎｎ．Ｄ）下降，而
小梁间隙和结构模型指数（ＳＭＩ）增加，涉及骨关节
炎方面，多数学者认为骨关节炎的骨体积 （ＢＶ／
ＴＶ）、小梁数目（Ｔｂ．Ｎ）及连接性（Ｃｏｎｎ．Ｄ）增加［２１］ 。
实验中发现，与正常野生小鼠比较，ｏｂ／ｏｂ 小鼠椎体
的退变表现为骨性关节炎样变化，而正常野生小鼠
的椎体退变则表现为骨质疏松样变化。 一般认为虽
然骨关节炎和骨质疏松都与骨代谢及身体衰老过程

密切相关，却属于性质完全不同的两类疾病。 研究
者甚至提出两者相反关系的假说

［２２］ 。 众所周知，瘦
素对骨的影响有中枢性抑制和外周成骨样作用。 我
们的实验结果表明对于野生型小鼠，瘦素对其椎体
骨质可能存在中枢性抑制作用。 这与 Ｈａｍｒｉｃｋ
等

［１６］
的研究相一致，他们认为瘦素信号的改变对骨

产生的效应在中轴骨和四肢骨、皮质骨、小梁骨是不
同的，而瘦素这种对不同部位骨骼作用不同的原因，
跟股骨和脊柱周围的肌肉量以及骨髓内脂肪细胞数

量明显有差别有关。
椎间盘退变和骨性关节炎是肌肉骨骼系统最常

见的退变性疾病，关节软骨和椎间盘的细胞外基质
主要有 ＩＩ型胶原和蛋白聚糖组成，他们细胞外基质
退变的生化表现非常相像，均是通过金属蛋白酶
（ＭＭＰｓ）和 ＡＤＡＭＴｓ 的分解实现的［２３］ 。 两者在临
床上和放射学上同样可以显示出来。 疼痛是最重要
的临床症状，在放射学上表现为关节间隙增宽、椎间
盘高度减低，骨赘形成以及软骨下硬化。 软骨下骨
的增厚可以因为阻止营养物质的扩散从而对软骨的

营养供应产生不利影响
［２４-２５］ 。 此外软骨下骨质的

僵硬因为增加软骨上的剪切力，从而引起 ＯＡ 的开
始以及随后的退变发生

［２６-２７］ 。 同样我们经常可以
观察到椎间盘软骨终板的钙化以及软骨下骨的变

化。 在放射片中我们常常可以看到椎间盘终板的硬

化而且这是椎间盘退变的标志
［２８］ 。 由于椎间盘的

营养主要靠软骨下骨脉管的渗透作用，少部分由纤
维环外周的血管渗透，软骨下骨质的硬化、钙化可因
明显减少椎间盘的营养供应，从而进一步加重椎间
盘退变

［５］ 。 因此为了解椎体骨质的变化，上述试验
中，我们特意在选择椎间盘下作为兴趣区。 而测定
结果发现，比较野生型小鼠，ｏｂ／ｏｂ小鼠的椎间盘下
ＢＶ／ＴＶ明显增高，骨小梁厚度增加，而连接性轻度
升高。 这与文献报道的随着年龄增长软骨下骨的骨
化、硬化的表现相一致［２８］ 。 众所周知，椎间盘的营
养供应会因为终板的钙化而减少。 目前有研究者通
过动物模型已经证实，退变椎间盘的渗透性与其与
终板表面骨髓接触点的表面通道有明显相关性

［３０］ 。
研究者发现在脊柱侧凸，终板的硬化可以明显减少
椎间盘的营养扩散

［３１］ 。
尽管我们不清楚上述退变椎间盘软骨下骨质变

化的具体机制，但我们认为软骨下骨这一形态学退
变可能会减少椎间盘营养物质的供应。 从而进一步
影响椎间盘退变。
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