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大鼠骨质疏松模型骨组织形态测量△

刘雨晴，李 璐，黄 虎，张树鹏*

（山东第一医科大学第二附属医院病理科，山东泰安 271000）

摘要：［目的］观察去卵巢大鼠术后不同时期腰椎与股骨骨微结构的组织学变化。［方法］ 50 只 12 周龄雌性 SD 大鼠采用

随机数字表法分为两组，去卵巢组（ovariectomy, OVX） 25 只，假手术（sham operation, SO） 25 只。于术后 1、4、8、12 和 16
周每组分别处死 5 只动物，取 L5及股骨干骺端制备 4 μm 切片，HE 染色，采用 NIS-Elements D 显微图像处理软件，测量骨小

梁宽度、骨小梁间隔距离、皮质骨厚度。［结果］随时间推移，OVX 组骨小梁宽度显著下降（P<0.05），骨小梁间隔距离显著增

大（P<0.05）；而皮质骨厚度无显著变化（P>0.05）。相比之下，SO 组的骨小梁宽度、骨小梁间隔距离及皮质骨厚度均无显著变化

（P>0.05）。相应时间点比较，术后 1~8 周两组间骨小梁宽度、骨小梁间隔距离差异均无统计学意义（P>0.05）；术后 12、16 周

OVX 组骨小梁宽度显著低于 SO 组（P<0.05），骨小梁间隔距离显著大于 SO 组（P<0.05）；两组间皮质骨厚度的差异无统计学意

义（P>0.05）。［结论］切除卵巢后，大鼠腰椎及股骨骨微结构均出现明显的骨质疏松化，且腰椎的改变早于股骨，小梁骨的改

变早于皮质骨。病理形态计量学有一定的诊断意义。
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Abstract: [Objective] To observe the histological changes in terms of bone microstructure of the lumbar spine and femur in ovariecto⁃

mized rats. [Methods] A total of 50 12-week-age female SD rats were divided into two groups by random number table method, 25 of them
underwent ovariectomy (OVX) , while the remaining 25 animals received sham operation (SO) . At 1, 4, 8, 12 and 16 weeks after operation, 5
animals in each group were sacrificed, and 4 μm sections were made from the L5 vertebral body and the femoral metaphysis with HE stain⁃
ing. The trabecular width, the distance between the trabecular interval and cortical bone thickness were measured by usign NS-Elements D
microscopic image processing software. [Results] The width of trabecular bone significantly decreased (P<0.05) , whereas the distance be⁃
tween trabecular bone significantly increased (P<0.05) , and the cortical bone thickness remained unchanged in the OVX group over time (P>
0.05) . By contrast, the trabecular width, the distance between trabecular and cortical bone thickness remained unchanged in the SO group
(P>0.05) . In term of comparison between two groups, there were no significant differences in the width of bone trabecular and the distance
between the two groups at 1-8 weeks after surgery (P>0.05) , while the OVX group had significantly lower width of trabecular bone, greater
distance between trabecular bone than the SO group at 12 and 16 weeks after surgery (P<0.05) . However, there was no significant difference
in cortical bone thickness between the two groups (P>0.05) . [Conclusion] After ovariectomy, the rat has significantly osteoporotic bone mi⁃
crostructure variations, which in lumbar vertebrae is earlier than that in the femur, and in the trabecular bone earlier than that in cortical
bone. The bone morphometry has certain diagnostic significance.

Key words: osteoporosis, trabecular bone, cortical bone, ovariectomy, bone microstructure

骨质疏松症是一种全身性骨病，其特征为骨量低

及骨微结构退化，导致骨脆性增加和骨折易感

性［1，2］。骨质疏松症分原发性和继发性，原发性骨质

疏松症又分为 I 型 （绝经后型） 以及 II 型 （老年

型）［3］。骨质疏松症主要发生在中老年人，尤以绝经

后妇女较常见［4］。

骨质疏松症是一个全球面临的问题，随着人口趋

于老龄化，低骨密度及骨质疏松患者人数呈上升趋
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势。在中国，老年人骨质疏松症的平均患病率估计为

15.7%，预测到 2050 年，低骨密度及骨质疏松患者

数量可能达到 2.12 亿［5］。这不仅会影响患者的生活

质量，还将为其造成巨大的经济负担［6］。

3~6 个月龄大鼠是目前研究者认为进行去卵巢术

后观察骨微结构变化的最佳时期，是研究绝经后骨质

疏松症较为理想的实验动物模型［7，8］。随着骨组织形

态计量学在骨质疏松症中的开展与使用，通过软件系

统获取骨微结构相关静态参数及动态参数可以较准确

地反映骨组织形态结构的变化［9，10］。经查阅发现，大

多数研究者常通过测量骨密度、生化指标及影像学检

查等方法协助判断骨质疏松症及其骨折风险［11，12］。

在临床病理方面，对骨质疏松症的诊断，大多仍

是从组织形态进行分析描述，很少对组织切片进行组

织形态计量学测量。骨质疏松性骨折好发于椎骨、股

骨近端和前臂远端［13］。骨折处的活检主要是鉴别肿

瘤转移及其他原发疾病所致病理性骨折，但对于可能

存在的骨质疏松常易漏诊，对于骨髓穿刺样本的评估

仍是简单估计，主观性较强，缺乏客观指标。现有研

究均为动物实验数据，对于大鼠骨骼部位的选择不

一，单独观察椎体及股骨的相关内容较多［14，15］。对

于椎体与股骨结合观察骨组织形态计量学方面的研

究相对较少。因此，本文通过探讨骨组织形态计量

学方法测量雌激素缺乏对腰椎与股骨骨微结构的客

观数据，为病理学的准确诊断提供数据支持，并对

将来人工智能辅助诊断技术在病理形态学上的引入

打好理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

12 周龄雌性 Sprague-Dawley （SD）大鼠 50 只，

由北京维通利华实验动物技术有限公司提供。采用随

机数字表法分为两组，去卵巢组 （ovariectomy,
OVX） 25 只，假手术 （sham operation, SO） 25 只。

动物实验已获批准，且实验程序都是按照相关的制度

规定进行。

1.2 手术处理

术前 12 h 均禁食水。0.3%戊巴比妥溶液，以 30
mg/kg 腹腔注射麻醉，仰卧位固定，于腹正中线脱毛

后用碘伏及 75%酒精行术前消毒，铺巾后切开皮肤

暴露腹腔。OVX 组：切除双侧卵巢，分层缝合肌肉

与皮肤。SO 组则只行腹部切开后缝合，不切除双侧

卵巢。

待动物完全苏醒后，将其放回笼中饲养。实验室

的温度、光线、食物和环境条件相同。

1.3 标本获取与处理

于术后 1、4、8、12、16 周分别处死两组雌鼠中

各 5 只动物。然后取出 L5及股骨干骺端。置于 10%
中性缓冲福尔马林中固定 24 h，后浸泡于浓度约 6%
的硝酸脱钙液中 24 h，流水冲 2 min。修剪，逐级脱

水，石蜡包埋。制 4 μm 切片，苏木素-伊红（HE）
染色及封片。

1.4 组织形态测量

将组织切片置于显微镜下，选择主要特定区域，

L5为椎体中心部，股骨干骺端为距离骨骺生长板约 4
mm 处。以 200×放大率观察骨组织形态变化。将所选

定的视野同步到与显微镜相连接的 NIS-Elements D
显微图像处理软件，锁定当前视野，把鼠标的运行轨

道转换为距离、周长、宽度及面积等参数，即可以测

量所需数据。本次实验所选用参数为骨小梁宽度：每

个骨小梁之间的平均距离；骨小梁间隔距离：小梁与

小梁之间的平均距离；皮质骨厚度：内外皮层的平均

宽度，单位均为 μm。为了减少实验误差，每张切片

除测量特定所选区域，还以其为中心适当扩大测量范

围，均测量 2 次，求平均值。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析。计量资料

以 x̄ ±s 表示，资料呈正态分布时，两组间比较采用

独立样本 t 检验，组内不同时间点间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 LSD 法。资料呈非正态分

布时，采用秩和检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 镜下形态描述

L5 椎体及股骨 SO 组骨小梁相互连接呈网状结

构。与 SO 组相比，OVX 组大鼠 L5 椎体及股骨骨小

梁间的连通性逐渐丧失，骨小梁数目减少，间隔增

大，游离盲端增多，见图 1。
2.2 测量结果

两组大鼠 L5骨组织形态测量结果见表 1。随时间

推移，OVX 组骨小梁宽度显著下降（P<0.05），骨小

梁间隔距离显著增大（P<0.05）；而皮质骨厚度无显

著变化（P>0.05）。相比之下，SO 组的骨小梁宽度、

骨小梁间隔距离及皮质骨厚度均无显著变化 （P>
0.05）。
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相应时间点比较，术后 1~8 周两组间骨小梁宽

度、骨小梁间隔距离差异均无统计学意义 （P>
0.05）；术后 12、16 周 OVX 组骨小梁宽度显著低于

SO 组 （P<0.05），骨小梁间隔距离显著大于 SO 组

（P<0.05）；术后 8 周 OVX 组的皮质骨厚度显著低于

SO 组（P<0.05），其他时间点两组骨皮质厚度差异无

统计学意义（P>0.05）。
两组大鼠股骨骨组织形态测量结果见表 2。随时

间推移，OVX 组骨小梁宽度显著下降（P<0.05），骨

小梁间隔距离显著增大（P<0.05），皮质骨厚度无显

著变化（P>0.05）。相比之下，SO 组的骨小梁宽度、

骨小梁间隔距离及皮质骨厚度均无显著变化 （P>

图 1 两组动物镜下组织形态（HE，×100） 与术后 1 周相比，术后 16 周时 OVX 组骨连通性明显丧失，骨小梁数目减

少， 而 SO 组无明显变化

1 周时 L5椎体 16 周时 L5椎体 1 周时股骨干骺端 16 周时股骨干骺端

OVX
组

SO
组

表 1 两组大鼠 L5骨组织形态测量结果（μm， x̄ ±s）与比较

指标

骨小梁宽度

骨小梁间隔距离

骨皮质厚度

时间点

术后 1 周

术后 4 周

术后 8 周

术后 12 周

术后 16 周

P 值

术后 1 周

术后 4 周

术后 8 周

术后 12 周

术后 16 周

P 值

术后 1 周

术后 4 周

术后 8 周

术后 12 周

术后 16 周

P 值

OVX（n=5）
56.27±16.55
53.85±12.44
49.14±4.02
45.52±3.81
32.33±8.96

0.041

138.08±20.73
161.60±23.51
166.50±24.91
170.88±19.85
192.59±11.39

0.020

437.97±59.27
450.15±56.75
444.72±37.31
457.84±56.01
443.35±32.94

0.706

SO 组（n=5）
57.56±15.76
57.70±5.66

60.95±10.87
54.77±2.20
54.38±9.24

0.705
136.39±24.32
120.89±38.71
138.54±14.95
121.46±19.18
125.80±13.18

0.565
409.02±88.86
490.55±35.32
491.40±31.75
483.35±26.35
449.88±39.50

0.274

P 值

0.903
0.547
0.052
0.002

0.005

0.909
0.079
0.064
0.016

<0.001

0.561
0.214
0.008

0.394
0.784
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0.05）。
相应时间点两组间比较，术后 1~12 周，两组骨

小梁宽度、骨小梁间的间隔距离及皮质骨厚度差异

均无统计学意义（P>0.05）。术后 16 周，OVX 组骨

小梁宽度显著小于 SO 组（P<0.05），而骨小梁间隔

距离显著大于 SO 组（P<0.05）；相应时间点两组皮

质骨厚度差异无统计学意义（P>0.05）。

表 2 两组大鼠股骨骨组织形态测量结果（μm， x̄ ±s）与比较

指标

骨小梁宽度

骨小梁间隔距离

骨皮质厚度

时间点

术后 1 周

术后 4 周

术后 8 周

术后 12 周

术后 16 周

P 值

术后 1 周

术后 4 周

术后 8 周

术后 12 周

术后 16 周

P 值

术后 1 周

术后 4 周

术后 8 周

术后 12 周

术后 16 周

P 值

OVX（n=5）
65.82±12.79
65.84±7.20
63.98±5.43
57.71±9.24
49.39±7.06

0.032

122.51±31.17
163.99±53.90
167.59±50.54
189.17±51.84
227.97±42.98

0.029

383.43±54.04
375.56±41.04
373.59±39.06
381.58±41.58
383.74±46.76

0.994

SO 组（n=5）
68.20±10.83
65.94±3.73
65.55±1.11
61.57±9.88
65.59±8.05

0.911
121.50±36.28
109.32±21.72
140.31±23.22
154.13±52.66
131.62±25.88

0.311
404.74±75.34
381.44±59.83
426.93±68.28
389.03±23.98
380.38±55.53

0.704

P 值

0.760
0.980
0.559
0.541
0.010

0.964
0.069
0.305
0.320
0.003

0.621
0.861
0.168
0.737
0.920

3 讨 论

去卵巢后的大鼠雌激素缺乏使骨代谢处于负平衡

状态。这种变化与绝经后妇女骨代谢变化相似［16］。

大鼠在 2.5 个月龄时达到性成熟［17］。本实验选择 3 个

月龄大鼠，在术后 1、4、8、12、16 周分别观察骨微

结构的变化，具有连续观察性。

本实验结果显示，OVX 组 L5椎体于术后 12 周出

现明显的骨质疏松化，与同一时段 SO组相比，骨小梁

宽度下降 16.95%，骨小梁间隔距离增加 40.69%。而同

时段股骨，骨小梁宽度下降 6.27%，骨小梁间隔距离增

加 22.72%。到了术后 16 周，股骨骨质疏松化的程度

才更为显著。由此可知，去卵巢大鼠术后 12 周股骨虽

有骨小梁微结构的变化，但是明显晚于 L5椎体出现骨

质疏松化的时间。该结果也提示，腰椎对雌激素缺乏

比股骨更敏感。原因可能为椎骨、长骨的组成及机械

负荷不同，每只大鼠活动和安静的状态不一，就会使

消耗的骨量存在差异。

OVX 组 L5椎体及股骨随着去势时间的延长，与

术后 1 周比较，术后 16 周差异最为显著。L5椎体骨

小 梁 宽 度 下 降 42.55% ， 骨 小 梁 间 隔 距 离 增 大

39.48%。证明随着雌激素缺乏，骨质疏松化也愈加

明显，这也证实本次大鼠模型模拟绝经后骨质疏松妇

女的骨微结构变化具有一定参考价值。股骨的变化趋

势同 L5椎体。

本次大鼠造模时间截止到术后 16 周，存活时间

相对较短，结果大鼠的皮质骨变化并不明显。有文献

显示，小梁骨比皮质骨更早且更广泛地出现骨质疏松

化［18］。邱宇等［19］认为，若是仅仅通过卵巢切除手术

观察骨微结构的变化，皮质骨不太适宜与小梁骨同期

观察。可以适当延长造模时间，以监测皮质骨的变化

情况。

骨组织形态计量学目前所统计的指标大约有几十

种，不但能提供与骨密度仪 BMD 测定和微计算机断

层扫描（micro-CT）测定相似的静态参数结果，而且

更突出的是可以通过测量细胞水平等动态参数反映骨

组织发生静态变化的相关机制 ［20］。韩天雨等［21］通过
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micro-CT 检测，3 个月龄雌鼠的腰椎在去卵巢 12 周

时，骨质疏松症状明显体现，这与本实验中使用骨组

织形态计量学测量 3 个月龄雌性大鼠腰椎去卵巢术后

12 周出现明显骨质疏松化的趋势相似。但不可否认

的是，在骨微结构的测量技术上，影像学中 micro-
CT 的使用率明显高于病理学中骨组织形态计量学的

应用，可见病理诊断加入数字化及人工智能的必要

性。卞修武等［22］认为“下一代诊断病理学”是可以

使病理诊断从数据到智能的转变。因此，希望通过这

种自动/半自动化测量，可以为将来人工智能辅助诊

断提供实验数据支持。由于本次实验侧重于骨组织的

静态测量，后续会对细胞活性水平展开进一步探究。

本研究的局限性在于：由于设备限制，本文未采

用硬组织切片机或骨磨片制片，而是使用常规组织切

片机，所以取材过程中只能采取轻脱钙措施，这会使

骨微结构的完整性发生轻微改变［23］。但为了防止出

现较大误差，本次实验通过测量多张切片并扩大测量

视野范围，其测量的结果与预期趋势相符，具有真实

性及参考价值。另外，此种方法的好处是只依据常规

病理制片技术，不再引入特殊的设备与工序，方便快

捷，能更好地将实验结论向临床一线转化使用。

综上所述，通过组织形态计量学测量 L5 椎体与

股骨骨微结构形态变化，是可以对雌激素缺乏导致骨

质疏松症骨微结构的改变做出有意义的判断和分析。

并且，从实验结果可知，腰椎出现骨质疏松化的时间

早于股骨，小梁骨的改变早于皮质骨。这为将来研究

骨质疏松病理诊断及人工智能辅助诊断提供可靠的参

考指标，也为临床诊疗和药物评用提供更准确的理论

及实验依据。
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