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低强度脉冲超声对骨质疏松症小鼠模型的作用
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摘要： 目的　低强度脉冲超声具有促进成骨细胞增殖和矿化的作用，本实验在以往细胞实验的基础上，探究一定参数的超声
对骨质疏松症小鼠模型的作用。 方法　采用 ８周龄 ＳＰＦ级 ＢａｌＢ／Ｃ雌性小鼠，对其实施双侧卵巢切除术建立小鼠骨质疏松症
模型，并确定建模成功。 实验设置空白对照组、阳性对照组（雌激素灌胃）和超声实验组。 阳性对照组给予含结合雌激素
（１畅２４ μｇ／只）的超纯水溶液灌胃。 超声组选用频率为 １畅５ ＭＨｚ强度为４０ ｍＷ／ｃｍ２ 的超声照射脊柱 ５ ｍｉｎ，每周５次，持续８ ｗ
后检测脊柱区域骨组织密度和生物力学性能。 结果　建模后小鼠血清中雌二醇含量降低，并且骨密度明显下降。 经过后续
干预治疗后，雌激素治疗组和超声组骨密度有一定提高。 生物力学测试结果显示雌激素组和超声组较对照组而言，脊柱最大
载荷和最大位移均有所提高。 实验后对模型小鼠五脏进行病理切片，未见血点，细胞结构完整。 结论　本实验成功建立了小
鼠骨质疏松症模型，低强度脉冲超声能够提高骨质疏松症小鼠模型的骨密度，增加骨强度和骨韧性且该参数的超声具有良好
的生物安全性。
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Abstract： Objective　 Low-intensity pulsed ultrasound （ LIPUS） promotes osteoblast proliferation and mineralization．This
experiment explores the effect of LIPUS on mouse osteoporosis model on the basis of our previous cell experiments．Methods　
Eight-week-old healthy female BalB／C mice （ SPF grade） were ovariectomized bilaterally to establish the mouse osteoporosis
model．After the models were established， mice were divided into blank control （CON）， positive control group （estrogen group，
ESG）， and LIPUS group．The mice were gavaged １畅２４ μg estrogen containing distilled water each in the ESG．The mice were
irradiated on the spine using ultrasound （１畅５ MHz， ４０ mW／cm２ ） for ５ minutes in the LIPUS group．Each mouse was treated ５
times per week for ８ weeks．Eight weeks later， bone mineral density and biomechanical properties around the irradiated spine were
measured．Results　Serum estradiol and bone mineral density decreases obviously after establishing the osteoporosis model in
mice．After the follow-up intervention treatment， bone mineral density increased in a certain extent in LIUPS and ESG．
Biomechanics detection showed that the maximum load and maximum displacement improved in ESG and LIUPS compared with
those in CON．No bleed points were observed and the cell structure was intact in organ histological section after the experiments．
Conclusion　We successfully establish the mouse model of osteoporosis．The results show that low-intensity pulsed ultrasound is a
safe method that can improve bone mineral density in osteoporotic mice and enhance bone strength and bone tenacity．
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　　低强度脉冲超声（ＬＩＵＰＳ）是一种声压波，其强
度范围 １ ～５０ ｍＷ／ｃｍ２ ，通过高频压力波的形式将
机械能传递入生物体内，达到对生物体的刺激作用，
引起介质内分子的震荡和碰撞，从而在细胞间产生
微机械作用力，进而诱导发生一系列的细胞水平的
生化反应［１-３］ 。 小鼠成骨细胞株（ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１）实验
证实 ＬＩＰＵＳ具有促进该细胞增殖分化和矿化的作
用［４］ 。 本实验使用细胞实验筛选出的最佳超声参
数———１畅５ ＭＨｚ，４０ ｍＷ／ｃｍ２ 的超声进行动物实验，
进一步验证 ＬＩＰＵＳ的有效性和安全性。

1　材料和方法
1畅1　实验材料
1畅1畅1　动物来源：８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢａｌＢ ／Ｃ 小鼠 １８
只，体重 ２０ ～２２ ｇ，由清华大学生物医学测试中心实
验动物平台提供并饲养。 采用小鼠标准饲料饲养，
自由进食饮水，１４／１０ ｈ 明暗交替，环境恒温 ２０ ～
２６℃，恒湿 ４０％ ～７０％。 所有动物实验均通过清华
大学动物使用与管理委员会审查批准。
1畅1畅2　药物与试剂：红丽来结合雌激素片（新疆新
姿源生物制药有限责任公司）、小鼠雌二醇（Ｅ２）酶
联免疫试剂盒（北京博奥森生物技术有限公司）、苏
木素伊红（ＨＥ）染色试剂盒（北京蓝博斯特生物技
术有限公司）、戊巴比妥钠（北京化学试剂公司）、青
霉素（华北制药股份有限公司）、甲醛溶液（西陇化
工）。
1畅1畅3　设备与器材：超声试验仪（清华大学工程物
理系自主研发）、双能 Ｘ 射线骨密度仪（Ｍｅｄｉｌｉｎｋ
Ｏｓｔｅｏｖｉｅｗ，北京大学体检中心骨密度室提供）、光学
显微镜及倒置照相系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ-５１，ＤＰ７０）、电
子万能试验机（Ｚｗｉｃｋ ２００５，清华大学机械工程系提

供）、石蜡包埋机 （ＬＥＩＣＡ ＥＧ１１５０ Ｓｙｓｔｅｍ）、冰冻切
片机（ＬＥＩＣＡ ＣＭ１９００）、手术器械（手术刀柄刀片，
组织剪，线剪，缝合针线，止血钳，无菌巾单等购于科
普家实验仪器有限公司）。
1畅2　实验方法
1畅2畅1　建立小鼠骨质疏松症模型：手术器械高温高
压灭菌，铺无菌巾单，小鼠腹腔注射 １％戊巴比妥钠
麻醉，侧卧位固定，剔除背部肋缘下、脊柱两侧背毛，
皮肤局部使用 ７５％酒精擦拭消毒，于末肋下 １ ｃｍ
与脊柱外侧 ２ ｃｍ交叉处做平行于脊柱的 １ ｃｍ纵行
切口，将皮肤牵向一侧，切开筋膜，钝性分离肌肉。
进入腹膜，在肠系膜脂肪中找到呈红色红豆大小的
卵巢，在子宫角上用丝线结扎输卵管，切断输卵管。
夹起卵巢，丝线结扎其周围相连组织，切除卵巢。 将
组织复位，依次缝合肌肉层、皮肤层。 将切下的卵巢
固定于 １０％中性甲醛溶液中保存。 使用相同的方
法切除对侧卵巢。 术后给予小鼠腹腔注射 ４０ 万 Ｕ
青霉素。
1畅2畅2　血清雌二醇检测：在术前 ３ ｄ和术后 ４ ｗ分
别对小鼠进行眼底静脉丛采血，取血量 ０畅２ ｍＬ，静
置数分钟，之后以转速３ ０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，取上
清液于 ４℃保存，用于血清雌二醇检测评价建模效
果。
1畅2畅3　动物分组及干预治疗：１８只小鼠随机分为 ３
组：对照组（ＣＯＮ）、雌激素组（ＥＳＧ）、低强度脉冲超
声组（ＬＩＰＵＳ）（表 １）。 将结合雌激素片研成细粉溶
于超纯水，配置成 ４畅１３ μｇ／ｍＬ的溶液，ＥＳＧ 组每日
定时灌胃 ０畅３ ｍＬ；ＬＩＰＵＳ 组固定小鼠四肢于解剖板
上，背部毛发剔除干净，在裸露的脊柱区皮肤上涂抹
超声导入胶，并将超声探头紧密固定于其上，打开超
声试验仪，每日定时照射脊柱 ５ ｍｉｎ。

表 1　动物实验参数
Table 1　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别
（Ｇｒｏｕｐ）

数量（只）
（Ｎｕｍｂｅｒ）

建模方式
（Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ）

干预剂量／参数
（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒ）

对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ６ 篌摘除卵巢

（Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ） ———

雌激素组（Ｅｓｔｒｏｇｅｎ） ６ 篌摘除卵巢
（Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ）

雌激素溶液灌胃 ０   畅３ ｍＬ／只
５ ｄ／ｗ，共 ８ ｗ
（Ｇａｖａｇｅ ｗｉｔｈ １ ⅱ畅２４ μｇ ｅｓｔｒｏｇｅｎ，５ ｄ／ｗ，８ ｗ）

低强度脉冲超声组
（ＬＩＰＵＳ） ６ 篌摘除卵巢

（Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ）
１ 挝挝畅５ ＭＨｚ，４０ ｍＷ／ｃｍ２ ，５ ｍｉｎ超声照射
５ ｄ／ｗ，共 ８ ｗ
（１ �畅５ ＭＨｚ， ４０ ｍＷ／ｃｍ２ ， ５ ｍｉｎ ＬＩＰＵＳ，５ ｄ／ｗ，８ ｗ）

1畅2畅4　骨密度检测：术前 ３ ｄ、术后 ４ ｗ及干预完成 分别使用双能 Ｘ 射线骨密度检测仪对小鼠脊柱骨

８５６ 中国骨质疏松杂志　２０１５ 年 ６ 月第 ２１ 卷第 ６ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｊｕｎｅ ２０１５，Ｖｏｌ ２１， Ｎｏ．６



进行扫描检测分析。
1畅2畅5　生物力学测试：实验干预周期完毕，将小鼠
安乐死，解剖取脊柱并将附着的肌肉等组织剔除干
净，用使用生理盐水浸润过的无菌纱布包裹备用。
使用电子万能试验机对小鼠脊柱骨进行三点弯曲试

验，两支点间跨距 ２４ ｍｍ，选取标定载荷 １０ ｋｇ，加载
速度 ２ ｍｍ／ｍｉｎ，直至骨折，记录最大载荷、脊柱骨断
裂时的最大位移及载荷-位移曲线。
1畅2畅6　安全性评价：小鼠安乐死，取脊柱同时取出
心、肝、脾、肺、肾，分装与 １０％的中甲醛固定，制备
病理切片，ＨＥ染色镜下观察。
1畅3　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计软件分析，所有数据采用
均数±标准差（珋x ±s）表示，通过单因素方差分析
（ｏｎｅ-ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ）判定其差异
有无显著性。 显著性差异的水平定为 P＜０畅０５。

2　结果
2畅1　血清雌二醇（Ｅ２）浓度检测

术后小鼠血清中雌二醇含量为 ２８畅３８ ｐｇ／ｍＬ，
而手术前为 ６４畅７２ ｐｇ／ｍＬ（P＜０畅０５），统计学分析表
明建模后雌二醇水平显著下降（表 ２）。

表 2　小鼠血清雌二醇浓度
Table 2　Ｓｅｒｕｍ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

雌二醇（ｐｇ／ｍＬ）
（Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ）

建模前
（Ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ）

建模后
（Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ）

６４ 鲻鲻畅７２ ±９ 梃畅３７ ２８ 趑趑畅３８ ±１０  畅２６倡

　　注：与术前正常值相比，倡 P ＜０畅０５。
Ｎｏｔｅ：倡P ＜０畅０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅ-ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．

2畅2　小鼠骨参数评价

图 1　小鼠脊柱区骨密度对比
Fig．1　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅ

ａｒｅａ ｉｎ ｍｉｃｅ　

手术后小鼠脊柱区高骨密度区域面积（绿色部
分）较手术前明显减少，而低骨密度区域面积（红色
部分）相应增加（图 １）。 定量分析骨密度（ＢＭＤ）、
高骨密度区域面积（Ａｒｅａ）、骨量（ＢＭＣ）结果显示，
手术后骨密度和骨量较手术前都有明显降低（表
３）。 干预过程中，因意外，ＬＩＵＰＳ 组小鼠死亡一只，
其余各小鼠生长良好，并进入后续结果检测。 ＥＳＧ
组和 ＬＩＵＰＳ组高骨密度区域面积有一定增加，数据

定量分析结果显示，ＬＩＰＵＳ 组的骨密度和骨量值较
对照组有所提高（P ＜０畅０５），其余各组无明显差异
（表 ３）。

表 3　小鼠脊柱区骨密度定量分析
Table 3　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅ ａｒｅａ ｉｎ ｍｉｃｅ
项目 ＢＭＣ（ｇ） Ａｒｅａ（ｃｍ２） ＢＭＤ（ ｇ／ｃｍ２）

手术前
（ｐｒｅ-ｏｐｅｒａｔｉｏｎ） ０ XX畅３９３ ±０ O畅０４８ １ ss畅７５ ±０ G畅１６ ０ HH畅２０３ ±０ ?畅００５

手术后
（ｐｏｓｔ-ｏｐｅｒａｔｉｏｎ） ０ XX畅３４７ ±０ O畅０５３倡 １ ss畅６８ ±０ G畅１９ ０ HH畅１８９ ±０ ?畅００７倡

治疗后 ＣＯＮ
（ＣＯＮ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ） ０ XX畅３５１ ±０ O畅０５２ １ ss畅８４ ±０ G畅１３ ０ HH畅１９１ ±０ ?畅００４

治疗后 ＥＳＧ
（ＥＳＧ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ） ０ XX畅３１１ ±０ O畅０４７ １ ss畅３３ ±０ G畅２１ ０ HH畅２３４ ±０ ?畅００３倡

治疗后 ＬＩＰＵＳ
（ＬＩＰＵＳ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ） ０ XX畅３８１ ±０ O畅０５４ １ ss畅７０ ±０ G畅１４ ０ HH畅２２４ ±０ ?畅００４倡

　　注：与术前正常值相比，倡P ＜０畅０５。

Ｎｏｔｅ：倡P ＜０畅０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅ-ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．
2畅3　脊柱骨生物力学检测

三点弯曲试验结果显示，ＥＳＧ组和 ＬＩＵＰＳ组的
最大载荷和最大位移均较对照组有提高 （ P ＜
０畅０５），提示骨强度和骨韧性在雌激素灌胃治疗和
低强度脉冲超声治疗后均有一定增强。

表 4　生物力学检测结果
Table 4　Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

组别

（ ｇｒｏｕｐ）
最大载荷

（Fｍａｘ， Ｎ）
最大位移

（dｍａｘ， ｍｍ）
对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ） １ ΖΖ畅９２ ±０ 槝畅１６ ５ ]]畅７ ±０ '畅４
雌激素组（Ｅｓｔｒｏｇｅｎ） ２ ΖΖ畅６２ ±０ 槝畅１３倡 ６ ]]畅７ ±０ '畅７倡

低强度脉冲超声组（ＬＩＰＵＳ） ２ ΖΖ畅８１ ±０ 槝畅１４倡 ６ ]]畅９ ±０ '畅６倡

　　注：与术前正常值相比，倡 P ＜０畅０５。

Ｎｏｔｅ：倡 P ＜０畅０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅ-ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．
2畅4　安全性评价

取经干预后的 ＬＩＰＵＳ 组小鼠的各主要脏器
（心、肝、脾、肺、肾）做病理切片，ＨＥ 染色后在镜下
进行组织学形态观察，发现各脏器外观完整、色泽正
常，无病理学改变，无非正常血点，细胞结构较完整，
无异常现象（图 ２）。 说明该参数的脉冲超声具有一
定的安全性。

图 2　主要脏器病理切片
Fig．2　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｏｒｇａｎｓ
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3　讨论
骨质疏松是一种以骨量减少，骨脆性增加为特

点的病症，是老年人及绝经后妇女引发骨折的主要
原因之一。 建立合适的骨质疏松动物模型，是开展
研究骨质疏松防治的关键步骤。 小鼠是医学实验中
最广泛常用的实验动物，近年来陆续有学者将其用
于研究骨质疏松症的相关治疗［５-７］．双侧卵巢摘除法
是常用的建立骨质疏松动物模型的方法，去势雌鼠
能够很好的模拟人类闭经后骨质疏松状态。 在卵巢
切除后的 ２ ～３ ｄ，由于雌激素缺乏子宫发生萎缩，
ＯＶＸ后 １ ｗ足以消除雌激素影响［８，９］ 。 故本实验在
术前 ３ ｄ和术后 ４ ｗ 分别取血，比较手术前后血清
Ｅ２水平变化，发现 ＯＶＸ 组 Ｅ２ 水平显著下降，从而
确定手术成功，实验继续进行。
常用于动物实验的 ＬＩＰＵＳ 的强度一般设置为

３０-５０ ｍＷ／ｃｍ２ ［１０-１２］ ，这个强度被认为对生物组织
几乎不造成机械损伤，仅产生极微量的温热效应，
但可产生稳定的空化效应和声冲流。 已有文献初
步证实 ＬＩＰＵＳ 能够有效预防动物骨质疏松性骨
折［１３，１４］ ，揭示了临床应用潜力。 低频率的超声对
骨组织衰减率更低，穿透骨组织的能力更强，输出
同样的能量到达骨组织深处的更多。 本实验使用
１畅５ ＭＨｚ，４０ ｍＷ／ｃｍ２ 的超声照射骨质疏松小鼠的

脊柱，发现 ＬＩＰＵＳ 组骨密度和生物力学参数均有
一定提高，提示 ＬＩＰＵＳ 应用于临床防治骨质疏松
的可行性。
本实验成功建立了骨质疏松症小鼠模型，并证

明了 ＬＩＰＵＳ对于卵巢摘除所致骨质疏松模型提高
骨密度增加骨量有较好的效果。 但由于本实验为
ＬＩＰＵＳ的早期尝试，尚存诸多不完善之处，有待进一
步研究中改进：骨组织代谢活动缓慢，研究周期较
长，所以 ＬＩＰＵＳ防治骨质疏松症的相关实验研究需
要建立长期稳定的实验模式，以便更充分地研究骨
组织的细微变化。 ＬＩＰＵＳ的最优参数及施加剂量如
频率、强度、时间等仍需大量实验摸索，其作用机制
仍需进一步探索。
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