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摘要：目的 建立并评价高血脂骨质疏松症动物模型。方法3月龄sD雌性大鼠20只，平均随机分成对照组(control，Cont)

与高血脂组(hyperlipidemia，HLP)。两组每隔3d分别注射生理盐水(1 mI／109)和泊洛沙姆407(poloxamel407，P407)(392

mg／kg)。12 w后，心脏取血处死并收集血清、胫骨、股骨及腰椎。血清用于血脂生化指标检测；股骨和腰椎用于骨密度、骨生

物力学及Micro—CT测定；胫骨用于免疫组织化学及HE染色。结果 HLP组血脂指标(Tc、TG、LDL)明显高于Cont组(P<

0．05)。HLP组骨密度与cont组相比无明显变化，但股骨骨生物力学性能(EL，BRC)明显下降(P<O．01)，骨微结构指数

(BV／TV，conn．D，Tb．Th，Tb．N)低于cont组(P<0．01)，且骨小梁数量减少，骨组织中BMP2表达下降，PPARl表达上升。结

论P407所致高血脂可有效导致大鼠骨质疏松症。
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Abstract： ObjectiVe To establish and eValuate the hyperlipoidemia—induced osteoporosis animal model．Methods Twenty 12一

week—old f色male SD rats were randomly diVided into contIDl group (Cont) and hyperlipoidemia group (HLP)． Rats were

intraperitoneally injected with saline(1 mL／10 g Bw)or P407(392 mg／kg BW)twice per week．After 12·week administration，

the se邝m was collected for biochemical assays． The femurs and me 5th lumbar venebrae were dissected for bone mineml density

(BMD)dete咖ination，bone biomechanical properties test，and trabecular micro—CT analysis． The proximal tibia metaphysic was

used for immunohistochemistry and HE staining． Results The semm concentrations of TC，TG，and LDL in HLP group were

higher tlIan those in Cont group(P<O．05)．Although BMD was constant in both groups，bone biomechanical propenies(BRC and

EL)of the femur decreased and micmarchitecture of me trabecular(BV／TV，Conn．D，Tb．Th，and Tb．N)decreased in HLP

group．Immunohistochemistry and HE staining results showed a decrease of BMP2 expression and number of bone trabecular，and an

increase of PPAR—y expression in HLP group．Conclusion Hyperlipoidemia induced by P407 effectively results in osteoporosis in

ratS．
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骨质疏松症(osteoporosis，0P)是以骨量减少，
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骨微结构退化为特征，导致骨脆性增加，骨折风险增

大的全身性代谢性骨骼疾病⋯。研究表明，高血脂

是引起OP的一个危险因子，在OP的发生与发展中

扮演着重要的角色⋯。目前建立高血脂性骨质疏
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松动物模型采用脂肪乳剂灌胃"1，但由于脂肪乳剂

的制备比较复杂，探究操作简单的高血脂性骨质疏

松模型建立方法意义重大。

P407由约70％乙烯氧化物和30％丙烯氧化物

组成，是聚氧乙烯．聚氧丙烯．聚氧乙烯的三嵌段共

聚物。因具有特殊的方向热凝胶性质，小剂量P407

原位凝胶多被用于温敏型药物载体，具有毒性低，刺

激性小，生物相容性好等特点¨’51。近年来，高剂量

P407腹腔注射已广泛应用于实验动物高血脂模型

的建立∞+“。本实验通过腹腔注射P407建立大鼠

HLP模型，评价其骨密度，骨生物力学及骨微结构

的变化，探讨HLP与OP之间的关系，为进一步建立

稳定的高血脂骨质疏松动物模型提供实验依据。

1材料和方法

1．1材料和试剂

注射用P407生产于浙江八达通精细化学品有

限公司(批号：130507)；低密度脂蛋白(LDL)、甘油

三酯(TG)、总胆固醇(TC)检测试剂盒购于南京建

成生物工程研究所；骨形态发生蛋白2(BMP2)、过

氧化物酶体增殖物激活受体^y(PPARl)抗体购于武

汉博士德生物有限公司。其他试剂为分析纯。

1．2动物实验及分组

3月龄雌性sD大鼠20只，体重为200±20 g，

由广东医学院实验动物中心提供。室温条件下标准

饲料饲养，自由饮用自来水。实验过程对动物的处

置符合科技部《关于善待动物的指导性意见》要求。

20只大鼠随机分成2组，分别是对照组和高血脂

组，每组10只，每周一称重。

1．3给药方法

分组适应性喂养3 d后，对照组每隔3 d腹腔注

射生理盐水(1 mL／10 g)，高血脂组每隔3天腹腔注

射P407(392 mg／kg)。实验进行12 w心脏取血处

死大鼠，收集血清和双侧股骨及第五腰椎(一80℃

保存备用)及胫骨(70％乙醇保存备用)。

1．4血清中血脂水平检测

检测方法按照南京建成LDL，TG，TC试剂盒提

供的说明书操作。样品准备好后采用全波长酶标仪

(Biotec，USA)测定，并按说明书提供的计算方法得

出血清中血脂水平。

1．5骨密度、骨生物力学检测

把左侧股骨及腰椎粘附的肌肉剃干净后，独立

分装在灌有生理盐水、无水乙醇比例为1：1混合溶

液的EP管中，送往上海生物力学研究所检测。其

中股骨和腰椎均进行骨密度(BMD)，股骨进行骨生

物力学检测，包括弹性载荷(EL)，最大载荷(ML)，

断裂载荷(BL)，骨刚度系数(BRC)。

1．6 Micro-CT扫描

将大鼠股骨固定于扫描管中，沿骨长轴方向利

用Micro—CT(vivaCT40，scANCO，瑞士)在电压50

kVp，电流160斗A，分辨率为2048×2048下进行扫

描。扫描完毕后选取生长板下1 mm×4 mm为松质

骨重建区域，重建阈值均为125。重建完毕后可得

骨组织体积分数(BV／TV)，结构指数(sMI)，连接度

(Conn．D)，骨小梁厚度(Tb．Th)，骨小梁数目(Tb．

N)，骨小梁分离度(Tb．Sp)等反应骨微结构指数及

图片。

1．7 HE染色

样本准备遵循本课题组前期报道¨】。石蜡切

片4¨m用于苏木素．伊红(HE)染色。石蜡切片经

二甲苯脱蜡后，再经高浓度至低浓度酒精，最后人蒸

馏水。将已入蒸馏水的切片放人苏木素中染色数分

钟，随后酸水及氨水中分色，数秒后用流水冲洗1 h。

70％和90％酒精脱水10 min后用伊红染色2～3

min。随后脱水透明，树胶封片后显微镜(E400，

Nikon，Japan)下观察拍照。

1．8骨免疫组织化学

骨免疫组织化学染色按照本课题组前期报

道喁1以及试剂说明书操作。

1．9统计学处理

所有结果用统计学软件SPSSl7．0进行统计分

析，数值以面±s显示，P<O．05认为是有统计学意

义。

2 结果

2．1体重

结果如图1所示，两组间大鼠体重无显著性差

异(P>0．05)
3【H
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图l 实验大限体重变化H

Fig．1 The change of body weight of the rats
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2．2大鼠血清血脂指标

HLP组血清中总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、

低密度脂蛋白(LDL)水平均明显高于Cont组(P<

669

0．01)(图2)。结果说明长期使用P407能使大鼠血

脂紊乱，出现高血脂症。

图2 实验大鼠血清m脂浓度

1j×t照自【fI{【E．～P<()()1

Fig．2 The serum concentrations of LDL，TG，and TC

¨P<O．01 vs Cont

2．3股骨及腰椎骨密度

骨密度结果如图3，经P407处理后，HLP大鼠

股骨骨密度相较于C⋯、t组无明湿变化(P>O．05)，

iL多if
图3实验人鼠股骨jj腰椎骨密度

Fig．3 The BMD of the femur and the lumbar venebrae

2．4股骨骨生物力学指数

与Cont相比，HLP组大鼠BL和ML未见显著

性差异，但BRC与EL均明显低于Cont组(P<

0．05)(图4)。结果说明P407引起的HLP可降低

大鼠股骨骨生物力学性能。

饵l
干

圣：I幢二

k至：薯童二
图4 实验人鼠股，嗣～泞生物力‘、≯：指数

与×寸j嫩i儿梓{比．～P<0．Ol

Fig．4 Bone biomechanical pmpenies of the femur

¨P<O．Ol vs Cont

2．5 Micro—CT扫描

在HLP组中，大鼠BV／TV，Conn．D，Tb．N，Tb．

Th均明显下降(P<0．05)，而SMI，Tb．Sp显著上升

(P<0．05)(图5)。3D重建图及各指数说明注射

P407后，大鼠股骨骨微结构出现退化。

2．6胫骨HE染色

从图6可以看出，HLP组中胫骨生长板下方骨

小梁少于Cont组。

2．7免疫组织化学染色

HLP组与Cont组相比，BMP2平均光密度值显

著下降，而PPARl升高明显(P<0．01)，结果见图

7。P407可降低BMP2的表达，而使PPARl表达量

上升。

3讨论

HLP是由于脂肪代谢异常使血浆中一种或几

种脂质高于正常，可表现为高胆固醇血症，高三酰

甘油血症或两者兼有(混合型高脂血症)。P407

可以增加血液中胆固醇以及甘油三酯的浓度，引

起动物血脂紊乱，其作用机制可能是P407可阻断

脂肪酶和肝素可释放脂蛋白脂酶，减少胆固醇向

外周组织转移，抑制甘油三酯水解，增加内生胆固

醇的合成，从而导致高血脂症’9’"1。本实验表明，

P407腹腔注射可增加大鼠血清脂质(TC，TG，

LDL)浓度，证实P407能引起大鼠血脂紊乱从而造

成高血脂症。

骨密度是反应骨量丢失及骨质疏松的一个重要

指标，主要通过双能x线吸收测定法(dual energy

x-ray absorptiometery，DxA)。由Fig．3可知，HLP

组大鼠股骨及腰椎骨密度并未出现显著的变化，可

能的原因是：DxA会将骨组织、骨髓、脂肪和骨外肌

肉均看作矿物质，可能引起骨密度测定出现不准

翠

一j、童，Ⅵ一卜⋯；

i
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图5 实验大鼠骨微结构3D重建及相关指数

‘j对照身I J}H比，’P<0．05，”P<O．Ol

Fig．5 3 I)rec()ns【ruction and the trabecular microarchitecture of the femur

‘P<O．05．¨P<0．Ol vs Cont．

图6胫骨生长板F骨小梁(HE染色，×100)

Fig．6 Tral)ecular 1)()ne in epiph?sis of【he tibia

BMP!

’PARy

确⋯1；实验周期不够长，注射P407的频率不够高。

实验发现，相对于正常组，股骨骨密度出现轻微下

降，我们设想，假如延长实验周期，股骨骨密度的变

化有可能出现统计学意义，这有待于进一步实验的

验证。

研究表明，部分患者骨密度差异不明显，骨折风

险也会增大，如糖皮质激素性骨质疏松，其骨生物力

学和骨微结构出现明显的下降¨21。骨生物力学是

BMI’!

Coll {I。P PPARy

外界作用下的力

图7 免疫组织化学阳性染色及平均光密度值

与对照组相比，”P<O 01

Fig·7 The posi【iVP s【aining images of BMP2 and PPAR．y and quantitative resuIts of immunohistochemist‘y staining

¨P<0．01 vs Cont
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学特性和骨组织在受力后的生物学效应，是对骨质

量进行评定的一种可靠手段‘1“。最大载荷表示骨

断裂前所承受的最大载荷，其值越大说明骨试件

能承受的外力冲击越大；弹性载荷说明骨在弹性

范围所能承受的最大载荷；断裂载荷表示骨断裂

或者碎裂所能承受的载荷值；刚度又称外在硬度，

反应抗变形的能力。Micro-CT可准确、科学、全面

反应骨组织微观结构。SMI是用于评价骨小梁的

形态结构，定义骨小梁板状和杆状的程度，理想板

状结构为0，理想杆状结构为3，发生骨质疏松时，

骨小梁从板状向杆状转变，SMI数值增加¨“。由

Fig．4和5可知，高血脂组中，弹性载荷和刚度下

降，BV／TV，conn．D，Tb．N，Tb．Th均明显下降，而

SMI，Tb．sp”岳上升。3D重建图可以看出，HLP

组骨微结构退化。结果表明，高血脂可降低大鼠

骨生物力学性能，恶化骨微观结构，增加骨折的风

险，与文献报道低密度脂蛋白水平升高会增加椎

骨骨折的风险¨“一致。这可能HLP可抑制骨形

成心o，促进骨髓细胞向破骨细胞分化，促进破骨细

胞的成熟，增加骨吸收¨叫有关。

免疫组化结果显示HLP组BMP2表达少于

cont组；BMP2是转化生长因子B家族成员，可介导

骨形成，BMP2表达下降可使骨形成降低[17]。同时

结果也显示腹腔注射P407能增加PPAR^y的表达。

PPARl大量表达于白色和棕色脂肪组织中，可调控

脂肪分化特异基因，是脂肪形成的关键调控因

子。1“。高表达PPAR^y可降低人或动物的骨量¨9|。

HE染色结果进一步证实了P407引起的HLP可减

少骨小梁数目，降低骨量。

本研究发现P407腹腔注射不仅能导致大鼠

HLP，还能明显的降低大鼠的骨生物力学性能，使骨

微结构退化，降低BMP2的表达，使骨形成下降。该

动物模型能为寻找预防高血脂骨质疏松症药物提供

研究平台。
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