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&对原发性骨质疏松大鼠

骨髓脂肪形成的作用#方法!
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只
?

月龄雌性
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大鼠随机均分为假手术组%
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CV̀ a

雌二醇组%
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&和
CV̀ a<J@

组#分别于基线(术后第
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和
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周对各组大鼠行
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扫描!

测量股骨骨髓脂肪分数%
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&!并采用双能
`

线吸收测量法测量腰椎及股骨的骨密度%

]:B

&#检测血

清
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(骨形成标记物
U<NU

(骨吸收标记物
JÒ

#左侧股骨骨髓
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染色行脂肪细胞定量分析#结果!

术后第
$

和
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组腰椎骨丢失率为
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和
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!股骨则分别为
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和
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干预

组各时间点
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&与
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"?5%Y
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"%5>Y
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组
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值随时间呈进行性增高!
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值在每两个时间点间的差异均有统计学意义%
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&$在第
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和第
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周

时
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值分别较基线时增高
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和
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周(第
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周时
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高
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和
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组较
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组亦明显增高#
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组中脂肪细胞的面积百分比(平均直径(密

度和周长较
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个指标与
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&#结论!淫羊藿苷抑制骨髓脂肪形成也是其抗骨质疏松的可能

机制!多回波
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对药物抗骨质疏松骨髓脂肪的机制研究能提供补充信息#
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#在骨的代谢过程中具有双

重作用!即促进骨形成及抑制骨吸收'

"A>

(

$有证据表

明!

<J@

可促进间充质干细胞成骨分化&抑制其成脂分

化'

?A=

(

$提示研究骨髓脂肪具有现实意义!但绝大多数

研究仍停留在细胞层次!在活体动物上探讨其作用的

相关研究较少$

磁共振波谱成像"

:;F

#是普遍认可的定量评估

脂肪及其代谢物的一种安全&准确&无创的影像检查技

术$但
:;F

也存在不足之处!如一次扫描仅能获得

覆盖较小感兴趣区域的代谢物信息!匀场及扫描时间

长!图像后处理复杂&繁琐&耗时!而且在小动物成像方

面受到诸多限制$化学位移编码"

01/*,0+-21,WH/9A

06M/

!

JF)

#水
A

脂分离
:;<

!尤其是多回波
O

>

&校正技

术可准确定量分析脂肪!得到真正意义上的质子密度

脂肪分数!但需考虑
O

"

偏倚&噪声偏倚&

O

>

&衰减及多

脂峰模型等混杂因素$

O

>

&校正衰减效应对定量分析

骨髓或肝脏质子密度脂肪分数"

G

76H69M/92,H

3

W+H

W7+0H,69

!

UB__

#十分重要'

!A$

(

$因此!本研究拟在活体

水平利用
JF)A:;<

技术探讨
<J@

对骨质疏松大鼠骨髓

脂肪的作用!为
<J@

应用于临床实践提供理论依据$

材料与方法

"K

实验动物及分组设计

=&

只
?

月龄雌性
FB

大鼠适应环境
"=

天后!随机

均分为
=

组%假手术"

21+*A6

G

/7+H/M

!

FI@:

#组&去卵

巢"

6L+7,/0H6*,̂/M

!

CV̀

#对照组&

CV̀ a

雌二醇"

/2A

H7+M,6-

!

)>

#对照组及标准剂量
<J@

干预组"

CV̀ a

<J@

#$术后
'

天开始给药"目的是使
CV̀

大鼠血清

雌二醇水平明显降低'

'

(

#$

<J@

干预组给予
<J@

灌胃

"

<J@

标准品!高效液像色谱证实纯度
#

%&Y

#!剂量为

每天
">!*

8

,

E

8

'

&

(

$

CV̀ a)>

对照组则给予
)>

!剂

量为每天
>!

%

8

,

E

8

!生理盐水配制$

FI@:

组及

CV̀

组则给予等量去离子水!给药时间&次数与前
>

组相同$实验前及实验后每周记录各组实验大鼠的体

重!以便于调整给药剂量!给药剂量每周按体重调整一

次!给药持续时间
">

周!每周给药
$

次$

>K

双能
`

线吸收测量仪骨密度检测

采用双能
`

线吸收测量仪进行检查!随机配置有

小动物成像分析软件$利用小动物模式进行扫描!获

取实验大鼠腰椎"

R

=

"

R

!

#及左侧股骨的密度"

T69/

*,9/7+-M/92,H

3

!

]:B

#!单位为
8

,

0*

>

$每天扫描前

常规完成一次
B̀ @

质量保证测试$本研究期间!其

变异系数在
#5?=Y

"

#5$#Y

范围内波动$

?KJF)A:;<

检查

使用
F,/*/92L,7,6?5#O:;<

扫描仪和
=

通道相

控阵大鼠专用线圈$俯卧位!常规行左侧股骨冠状面

O

>

P<

扫描后!采用
?BAS;)O>

&

衰减校正
$

回波水
A

脂分 离 成 像 技 术$扫 描 参 数%

O; !5%" *2

!

O)

>5=!*2

,

'

?5$'!*2

!层厚
"5!**

!视野
"=0*e
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!翻转角
%f

!矩阵
"%>e"%>

!带宽
$!#Î

,像素!

激励次数
>

!扫描时间
!=2

$扫描结束后!多回波
JF)A
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数据采用商业
:@OR@]
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P67E2

!
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#进行处理$选择经过股骨中线的

图像!在股骨远端手工绘制
;C<

!避开骨皮质$每个样

本测量
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次!计算骨髓脂肪分数"

*+776QW+HW7+0H,69

!
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#!取其均值作为最终分析结果$
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及骨代谢标志物

应用
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骨髓脂肪细胞定量分析

左侧股骨远端使用
=Y

多聚甲醛固定
>=1

后!使

用
"#Y

乙二胺四乙酸脱钙液"

UI'5?
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=g

脱钙$每
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M

?5?Yh>5=Y #5"&=h#5##'

+

!

M

!

/

'5#Yh#5&Y ?5'Yh>5?Y

!

CV̀ a)> #5"%%h#5##$ #5>#>h#5##' "5=Yh#5'Y

#5>#=h#5##$

T

!

M

>5!Yh#5$Y "5"Yh"5#Y

!

CV̀ a<J@ #5"%'h#5##$ #5"%!h#5##' "5>Yh#5'Y #5"%=h#5##&

0

!

W

"5!Yh#5%Y #5'Yh"5?Y

注"同时点不同组比较"与
FI@:

组比较!

+

!

"

#5##"

!

W

!

"

#5#!

$与
CV̀

组比较!

T

!

"

#5##"

!

0

!

"

#5#!

#同组不同时间点比较"与基线%

#

周&

比较!

M

!

"

#5#!

$与前一时点比较!

/

!

"

#5#!

#

&

]:B"

代表较基线水平的变化率!

&

]:B

为较前一个时间点的变化率#

表
>

!

各时点四组大鼠骨髓
__

值及组间比较

组别
基线
__

$

周

__

&

__"

">

周

__

&

__"

&

__>

FI@: "?5>Yh>5#Y "=5"Yh"5'Y

M

'5&Yh?5>Y "=5'Yh>5?Y

/

""5"Yh?5"Y ?5!Yh>5%Y

CV̀ "?5%Yh>5$Y

"%5>Yh>5#Y

+

!

/

=#5#Yh!5!Y

>?5>h>5!Y

+

!

/

!

8

$%5=Yh$5=Y >"5'Yh=5?Y

CV̀ a)> "!5!Yh"5!Y"=5%Yh>5#Y

T

!

M

=5?Yh"5%Y "=5"Yh>5=Y

0

!

M

!

W

%5=Yh?5>Y !5?Yh>5&Y

CV̀ a<J@ "=5'Yh"5!Y

"!5>Yh>5&Y

T

>5%Yh=5>Y

"!5%Yh"5%Y

0

!

M

!

W

'5&Yh"5=Y !5&Yh?5$Y

注"同时点不同组比较"与
FI@:

组比较!

+

!

"

#5##"

$与
CV̀

组比较!

T

!

"

#5##"

!

0

!

"

#5##"

#同组不同时间点比较"与基线
#

周比较!

M

!

"

#5#!

!

/

!

"

#5#"

$与前一时点比较!

W

!

"

#5#!

!

8

!

"

#5#"

#

&

__

代表
>

个时间点之间
__

值的变化率#

两天更换新的脱钙液!

>&

天后脱钙结束$之后进行包

埋!在冠状面方向切取
=

%

*

厚薄片!

I)

染色!中性树

胶封片$采用
R/,0+dAQ,9U-42

图像分析系统对脂肪

细胞进行定量分析!每张切片上下&左右随机选择
!

个

>##

倍光镜视野!进行骨髓中脂肪细胞的定量计数!包

括脂肪细胞平均直径"

%

*

#&每个视野内脂肪细胞密度

"个,
**

>

#及脂肪细胞总面积,骨髓面积"除骨小梁外

的所有区域#的百分比"

Y

#!将
!

个视野内各指标测量

值的均值作为最终分析结果$

$K

统计学处理

使用
<]:FUFF>?5#

统计软件包!采用
F1+

G

,76A

P,-E

检验判断数据的正态性!符合正态性分布的计量

数据采用均数
h

标准差来表示!

__

值及
]:B

的组间

比较采用重复测量方差分析!通过球形检验的结果判

断重复测量数据之间是否存在相关性后!采用重复测

量的多元方差分析模型对时间与分组的交互作用进行

分析!其它研究参数在多组间的比较采用单因素方差

分析"多重比较
]69W/7769,M

#$以
!

"

#5#!

为差异具

有统计学意义$

结
!

果

"K

大鼠一般情况

在造模过程中及
?

次
:;<

&

B̀ @

扫描过程中因

为麻醉意外引起的大鼠死亡情况%

FI@:

组
?

只!

CV̀

组
>

只&

CV̀ a)>

组
"

只&

CV̀ a<J@

组
>

只$

在整个给药过程中!不明原因死亡%

CV̀ a)>

组
"

只!

CV̀ a<J@

组
"

只$骨标本处理不当引起标本不

能使用%

CV̀

组
"

只&

CV̀ a)>

组
"

只$因此!剩余

?$

只动物有完整的实验数据$

>K

大鼠
]:B

变化

表
"

为各组大鼠腰椎及股骨
]NB

的动态变化$

二元重复测量方差分析显示!

CV̀

组腰椎或股骨

]:B

随时间推移呈明显渐进性降低!与基线相比!在

第
$

周时!腰椎及股骨
]:B

分别降低
?5?Y

&

!5>Y

)

在第
">

周时!则分别降低
%5$Y

&

'5#Y

$

CV̀

组腰

椎骨丢失率从第
$

周的
'5!Y

增加至第
">

周的

"=5"Y

!股骨骨丢失率则分别为
!5=Y

&

"#5'Y

$二元

方差分析提示!同一时间点不同组别比较!至第
">

周

时!

CV̀

组与
FI@:

组
]:B

差异存在统计学差异$

)>

治疗!腰椎及股骨
]:B

值基本恢复至
FI@:

组

水平$

<J@

治疗!可在一定程度上恢复由于雌激素缺乏

所致的骨丢失!但
]:B

不能恢复至
FI@:

组水平$

?K

四组大鼠不同时间点股骨
__

值的变化

在各时间点四组大鼠股骨
__

值的测量值及组间

比较结果见表
>

$在基线水平!四组
__

值的差异无统

计学意义"

"i>5?%?

!

!i#5$&=

#)而第
$

周和
">

周

时!四组间
__

值的差异具有统计学意义"

"i%5$%>

!

!

"

#5##"

)

"i?#5=!$

!

!

"

#5##"

#$图
"

为大鼠股骨

各个时间点
JF)A:;<

图像$重复测量方差分析示!

CV̀

组骨髓
__

值随时间进程呈明显增高!

__

值在

$D#$

放射学实践
>#"%

年
">

月第
?=

卷第
">

期
!

;+M,6-U7+0H,0/

!

B/0>#"%

!

V6-?=

!

N65">



图
"

!

FI@:

组第
">

周大鼠股骨
JF)A:;<

!测量
__i"?5$Y

#

+

&脂像$

T

&水像 #

!

图
>

!

CV̀

组第
#

周

大鼠股骨
JF)A:;<

!

__i"=5%Y

#

+

&脂像$

T

&水像#

!

图
?

!

CV̀

组第
$

周大鼠股骨
JF)A:;<

!

__i

>#5#Y

#

+

&脂像$

T

&水像#

!

图
=

!

CV̀

组第
">

周大鼠股骨
JF)A:;<

!

__i>'5"Y

#

+

&脂像$

T

&水像#

图
!

!

CV̀ a)>

组第
">

周大鼠股骨
JF)A:;<

!

__i"=5#Y

#

+

&脂像$

T

&水像 #

!

图
$

!

CV̀ a<J@

组第

">

周大鼠股骨
JF)A:;<

!

__i"!5$Y

#

+

&脂像$

T

&水像#

图
'

!

骨髓组织病理图%

e>##

!

I)

&#

+

&

FI@:

组!可见骨髓腔内有散在分布的脂肪细胞及骨小梁 $

T

&

CV̀

组!可见脂肪细胞明显增多(增大!骨小梁稀疏$

0

&

)>

组!脂肪细胞减少(体积缩小$

M

&

<J@

组!可见脂肪细胞

减少!体积缩小!骨小梁结构较
CV̀

组增多#

表
?

!

各组动物血清雌二醇及骨代谢指标的比较

指标
FI@: CV̀ CV̀ a)> CV̀ a<J@ "

值
!

值

)>

%

G8

'

*R

&

=$5%h!5= "!5=h"5!

+

?%5?h'5"

T

>&5%h?5'

T

!

0

'#5?#&

"

#5##"

U<NU

%

%

8

'

R

&

%5"!h"5'&

">5?=h"5%?

+

">5"%h>5#"

+

"!5#&h>5>"

T

!

0

>?5&#>

"

#5##"

JÒ

%

9

8

'

*R

&

>!5$h=5" =>5&h&5#

M

>'5"h=5>

/

>&5'h=5=

/

"%5>#!

"

#5##"

注"

+与
FI@:

组比较!

!

"

#5#"

$

T与
CV̀

组比较!

!

"

#5#"

$

0与
)>

组比较!

!

"

#5#!

$

M与
FI@:

组比较!

!i#5##"

$

/与
CV̀

组比较!

!

"

#5#"

#

每两个时间点的差异均有统计学意义)

CV̀

组在第
$

周&第
">

周时
__

值分别较基线时增高
=#5#Y

&

$%5=YY

!而且第
">

周较第
$

周增高
>"5'Y

$二元

方差分析示!在第
$

周和
">

周!

CV̀

组
__

值较

FI@:

组明显增高$

)>

治疗后!

__

呈现时序性降

低)给予
<J@

治疗后!各时间点
__

值与
CV̀

组比

较!差异均有显著统计学意义)而
FI@:

组的
__

值

与
CV̀ a)>

和
CV̀ a<J@

组间在各个时间点的差

异均无统计学意义"

!

#

#5#!

#$

=K

四组大鼠血清
)>

及骨代谢标记物变化

四组大鼠血清
)>

及骨代谢标记物的测量值及组

间比较结果见表
?

$

CV̀

术后!

)>

水平明显下降!外

源性补充
)>

!可维持血清
)>

水平$与
FI@:

组相

比!

CV̀ a)>

组血清
)>

水平无明显差异$给予
<J@

治疗!血清
)>

水平高于
CV̀

组而低于
FI@:

组和

CV̀ a)>

组"

!

均
"

#5#!

#$与
FI@:

组相比!

CV̀

组的
U<NU

和
JÒ

水平均升高"

!

"

#5#"

#!且
JÒ

增高的程度比
U<NU

显著$与
CV̀

组相比!

CV̀ a

#D#$

放射学实践
>#"%

年
">

月第
?=

卷第
">

期
!

;+M,6-U7+0H,0/

!

B/0>#"%

!

V6-?=

!

N65">



表
=

!

各组动物骨髓脂肪细胞定量分析结果

指标
FI@: CV̀ CV̀ a)> CV̀ a<J@ "

值
!

值

密度%个'
**

>

&

"!#h?# >?$h>$

+

"=#h==

T

"=$h"&

T

"%5"&$

"

#5##"

直径%

%

*

&

?#5>h>5$

?%5"h?5#

+

?"5'h>5"

T

?>5$h"5&

T

>=5#=>

"

#5##"

面积比
">5?Yh?5>Y ?>5=Yh"5%Y

+

">5"Yh>5$Y

T

"?5&Yh"5"Y

T

"$>5#!?

"

#5##"

周长%

%

*

&

"=#h>=

"%$h>?

+

"?'h"$

T

"='h%

T

"%5='%

"

#5##"

注"

+与
FI@:

比较!

!

"

#5##"

$

T与
CV̀

比较!

!

"

#5##"

#

<J@

组的
U<NU

增高&而
JÒ

降低"

!

"

#5#"

#$

!K

四组大鼠骨髓脂肪细胞定量分析

四组大鼠骨髓脂肪细胞定量分析结果见表
=

&图

'

$与
FI@:

组相比!

CV̀

组骨髓脂肪细胞
=

个指标

值均明显升高"

!

"

#5##"

#!分别增高
"$?Y

&

>%5!Y

&

!'5?Y

和
=#5#Y

)与
CV̀

组相比!

CV̀ a)>

组和

CV̀ a<J@

组骨髓脂肪细胞
=

个指标值均明显降低

"

!

"

#5##"

#)骨髓脂肪细胞
=

个指标值在
CV̀ a)>

及
CV̀ a<J@

组间的差异无统计学意义"

!

#

#5#!

#$

讨
!

论

JF)A:;<

在评估脂肪组织方面不仅可提供定量

及定性信息!而且考虑了骨髓内脂肪组织空间分布不

均质性的问题$而且!

JF)A:;<UB__

还能反映骨髓

脂肪组织空间分布的不均质性'

!

(

$

O

>

&校正对
JF)A

:;<

准确定量分析脂肪含量相当重要!尤其是骨髓腔

内因骨小梁的存在可导致局部磁场不均匀!缩短水和

脂肪的
O

>

值'

%

!

"#

(

$多数
JF)A:;<

研究中!假定水及

脂肪具有相同
O

>

&值!以此对
O>

&

进行校正!提供对

脂肪定量的准确性'

""

(

$它适于肝脏脂肪的定量分析!

因为在肝脏中脂肪含量相对来说比较低$实际上水及

脂肪具有各自特定的
O

>

&值!尤其是在脂肪丰富区域!

如骨髓腔'

$

!

">

(

$

X+7+*

G

,962

等'

"?

(利用先前测定的骨

髓水及脂肪
O

>

值!利用
O

>

&校正方法消除由于
I

>

C

及脂质子
O

>

&差异所导致的测量腰椎骨髓
UB__

时的

误差$本研究中!基于
O

>

&校正方法采用
$

回波采集

方式!较好的平衡了
O

>

&衰减效应及采集时间!获得真

正含义上的质子密度脂肪分数"

UB__

#$

本研究发现!

CV̀

术后给予
<J@

干预
">

周!可

提高
CV̀

大鼠血清
U<NU

水平!并降低
JÒ

水平!与

以往研究结果相一致!即
<J@

可促进骨形成&抑制破

骨细胞活性作用而降低骨吸收'

"=

(

$

近期的一些研究中也提出!

<J@

可以调控干细胞

的成脂分化'

"

!

?

(

$谢小伟等'

?

(证实了
<J@

可以在一定

程度上减少超生理剂量糖皮质激素对
P9H

信号通路

的抑制作用!进而促进间充质干细胞的成骨分化&抑制

其成脂分化$然而!目前的绝大多数研究数据仍然是

停留在离体细胞水平!其组织细胞的生存环境在很大

程度上有异于体内!离体研究所得结果尚需要得到活

体研究结果的支持$正因为此!本研究将利用
JF)A

:;<

技术从活体水平论证
<J@

对
CV̀

骨髓脂肪的

作用$

本研究中在给予
CV̀

大鼠
<J@

治疗后!基于

JF)A:;<

技术测量骨髓
__

值的动态变化!结果显示

<J@

组骨髓脂肪含量在实验过程中与
FI@:

组比较

无明显差异$而且!骨髓组织病理切片的结果进一步

表明应用了
<J@

后!不论是骨髓脂肪细胞面积百分比

还是脂肪细胞周长&密度及直径均减小!提示脂肪细胞

的生成得到抑制$总之!上述结果表明!

<J@

能够很好

的逆转由于
CV̀

引起的骨髓脂肪增多$

来源于老龄鼠的原代骨髓基质细胞中的成骨性标

志基因的表达下降同时伴随
UU@;A>

的表达上升$相

反!抑制间充质干细胞成脂则可增强骨的形成$例如!

给予
UU@;A>

拮抗剂在抑制间充质干细胞成脂分化的

同时!可促进其成骨分化!使得骨形成增多'

"!

(

$已经

证实骨髓脂肪组织可分泌许多脂肪细胞因子或炎性因

子如
ON_A

'

&瘦素和脂联素等)其次!骨髓脂肪细胞也

能产生脂肪酸!对成骨细胞表现出脂毒性作用'

"!

!

"$

(

$

临床研究也表明!骨髓脂肪含量与骨量&骨质量存在负

性相关!骨髓脂肪增多被视为骨脆性的标志'

"'

(

$反

之!降低骨髓脂肪容积可看成是骨质量增高的标

志'

"$

!

"&

(

$

骨骼与脂肪组织的关系非常复杂!虽然大量的数

据包括细胞基因水平&组织病理学和临床研究都证实

骨髓脂肪与骨质量存在*此消彼长+的关系!骨髓脂肪

组织形成增多可负性调节骨的形成!降低骨髓脂肪含

量则可促进骨的形成$然而!骨及骨髓脂肪可能存在

着各自独立的调节机制!即在某些情况下!骨的代谢与

骨髓脂肪的有无和多少无明显相关性$例如!虽然很

多动物物种如限制热卡的小鼠或大鼠表现出骨髓脂肪

异常增多伴有骨质受损'

"%

(

!但新西兰大白兔同样限制

热卡也可出现骨质丢失!然而并不出现骨髓脂肪肥

胖'

>#

(

$骨髓脂肪细胞基因敲除的雌性小鼠!出现骨髓

脂肪缺失!但并不能阻止
CV̀

导致的骨质衰退'

>"

(

!这

也提示*无脂+并不能维持或促进骨形成$

综上所述!雌激素缺乏状态下骨髓脂肪容积增多!

早期给予
<J@

干预可逆转上述病理状态$这提示

<J@

抗骨质疏松的机制除了其双重作用"即促进成骨

HD#$

放射学实践
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年
">

月第
?=

卷第
">

期
!

;+M,6-U7+0H,0/

!

B/0>#"%

!

V6-?=

!

N65">



及抑制破骨#外!抑制雌激素缺乏所致的骨髓脂肪形成

也是其抗骨质疏松的可能机制之一$多回波
JF)A

:;<

对药物抗骨质疏松相关的骨髓脂肪的机制研究

提供补充信息$
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