
高脂饮食诱导脂肪肝小鼠骨微结构改变的研究

浦祥玲 1，2，崔 冉 3，盛 辉 1，3*，曲 伸 3

1南京医科大学第四临床医学院，江苏 南京 210029；2昆山市第二人民医院内分泌科，江苏 苏州 215300；3上海市第十人

民医院内分泌代谢科，上海 200072

［摘 要］ 目的：观察高脂饮食诱导的脂肪肝小鼠骨组织微结构的改变及可能机制。方法：20只4周龄C57雄性小鼠随机分

成2组，标准饮食组（control，n=9）喂食标准饮食，高脂饮食组（HFD，n=11）喂食高脂食物诱导小鼠脂肪肝模型。12周实验结束

后采集小鼠的血液、肝脏、股骨、胫骨样本。检测血浆丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天门冬氨酸氨基转移酶（AST）浓度；肝脏组织

经HE和油红O染色，测定肝脏的甘油三酯（TG）及总胆固醇（TC）含量；采用micro⁃CT高分辨率扫描模式对两组骨样本数据进

行比较，数据包括：骨总体积（TV）、骨量（BV）、骨体积分数（BV/TV）、连接密度（Conn.D）、结构模型指数（SMI）、骨小梁数目（Tb.
N）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁间距（Tb.Sp）、表观密度（Ap.Dens）、实质密度（Mat.Dens）及各向异性程度（DA），部分股骨HE染

色测量骨髓脂肪含量。结果：高脂饮食组小鼠均成功建立脂肪肝模型；与标准饮食组比较，高脂饮食组小鼠的股骨具有低TV
［（2.128 ± 0.591）mm3 vs.（3.570 ± 0.330）mm3，P < 0.001］、Tb.N［（1.769 ± 0.218）/mm vs.（2.284 ± 0.726）/mm，P=0.030］、SMI（2.950
± 0.242 vs. 3.820 ± 0.729，P=0.004）以及较高的Tb.Sp［（0.595 ± 0.083）mm vs.（0.472 ± 0.116）mm，P=0.013］；高脂饮食组胫骨TV
［（1.127 ± 0.338）mm3 vs.（1.741 ± 0.683）mm3，P=0.017］和 SMI（2.431 ± 0.501 vs. 3.188 ± 0.465，P=0.003）也低于标准饮食组。骨

髓组织形态分析后发现高脂饮食组小鼠骨髓中每mm2脂肪滴的数目（AD）显著高于标准饮食组（5.5 ± 2.2 vs. 2.6 ± 0.5，P=
0.042），AD的多少与TV显著相关（股骨：r=-0.756，P=0.030；胫骨：r=-0.771，P=0.025）。结论：脂肪肝对小鼠的骨微结构有着不

良影响，而骨髓的脂化可能是导致这一病理现象的潜在原因。
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［Abstract］ Objective：To evaluate the effect of fatty liver induced by high fat diet in C57 mice on bone microstructures and the
possible mechanism. Methods：A total of 20 C57 male mice（4 weeks old）were enrolled and divided into two groups，fed for 12 weeks
either with standard chow（control；n=9）or with high⁃fat diet to induce fatty liver（HFD；n=11）. Blood，femur，tibia and liver samples
were collected after sacrifice. Plasma alanine aminotransferase（ALT）and aspartate aminotransferase（AST）concentration were
examined. The liver was stained with H&E and Oil red⁃O to determine if the mice were suffering from fatty liver and to measure the
amount of triglyceride（TG）and total cholesterol（TC）. The bone samples were scanned using a micro⁃CT system in a high⁃resolution
scanning mode. Total volume（TV），bone volume（BV），total bone volume fraction（BV/TV），connectivity density（Conn.D），structural
model index（SMI），trabecular number（Tb.N），trabecular thickness（Tb.Th），trabecular spacing（Tb. Sp），apparent density（Ap.Dens），

material density（Mat.Dens）and degree of anisotropy（DA）were compared between control and HFD groups. The number of marrow fat
drops was measured by some of the femur with HE staining. Results：In the HFD group，all mice were proved with fatty liver by liver
H&E and oil red O staining. Compared to the control group，the HFD group had lower levels of TV［（2.128 ± 0.591）mm3 vs.（3.570 ±
0.330）mm3，P < 0.001）］，Tb.N［（1.769 ± 0.218）/mm vs.（2.284 ± 0.726）/mm，P=0.030）］，SMI（2.950 ± 0.242 vs. 3.820 ± 0.729，P=
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非酒精性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease，
NAFLD）与骨密度（bone mineral density，BMD）的关

系尚不明确。之前有些学者研究发现患有NAFLD
的成人［1-2］或青少年［3］相对于正常人群有着较低的

BMD，然而也有另外一些学者发现没有确凿证据

显示 BMD的含量在 NAFLD患者与正常人之间有

差异［4］。迄今为止还没有针对性研究NAFLD对骨

骼影响的实验结果。骨骼的强壮程度不仅取决于

骨量，更取决于骨质。骨折是由于骨骼变得脆弱所

导致。骨强度代表了骨的韧性及载荷能力，其结构

基础是骨微结构的材料及其内部的构成关系。骨

组织从微结构发生改变到骨密度下降是长期的过

程。微型电脑X线断层扫描（micro⁃CT）技术能够清

晰地呈现骨微结构［7］。本实验通过喂食C57小鼠高

脂饮食，建立小鼠脂肪肝模型，运用micro⁃CT观测骨

微结构，评估脂肪肝对骨微结构的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

C57雄性小鼠由上海同济大学实验动物中心提

供，饮食由上海 SLAC实验动物有限公司提供。HE
染色剂（BBC化学公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物模型建立

所有动物实验均符合美国国立卫生研究院颁

布的实验动物实用指导（NIH 85⁃23 1996修订版）的

伦理审查，将实验动物的痛苦减低到最低。20只4周
龄小鼠随机分为标准饮食组（control，n=9）和高脂饮

食组（HFD，n=11）。饲养于同济大学实验动物中心

清洁实验室（室温22 ℃，湿度50%，12 h昼夜节律照

明），自由获取食物和水，小鼠和食物定期称重。高

脂饮食（D12451）包括 24% 蛋白质，42% 葡萄糖和

24% 脂肪。喂养12周处死立即心脏采血，测定血浆

丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天门冬氨酸氨基转移酶

（AST）浓度，收集大鼠肝脏、股骨和胫骨标本，储存

在-80 ℃冰箱备用。

1.2.2 Micro⁃CT测量骨微结构

75%酒精溶液固定收集好的股骨、胫骨。运用

micro⁃CT（μCT⁃80，Scanco Medical，瑞士）扫描，扫描

分辨率 10 μm，像素 1 024×1 024。三维图像重建辅

助软件进行骨体积和骨结构分析。骨微结构的参

数：骨总体积（TV）、骨量（BV）、骨体积分数（BV/
TV）、连接密度（Conn. D）、结构模型指数（SMI）、骨

小梁数目（Tb.N）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁间距

（Tb.Sp）、表观密度（Ap.Dens）、实质密度（Mat.Dens）
及各向异性程度（DA）。
1.2.3 肝脏病理学分析

HE染色法：收集每只实验小鼠肝脏，放置于

10%的中性福尔马林溶液中固定。5~7 μm切片后

经HE染色，无水乙醇彻底脱水透明，中性树胶封固

切片，光学显微镜观察。

油红O染色法：新鲜收集的肝脏标本液氮中冷

冻。冰冻切片8 μm，10%福尔马林溶液固定30 min，
新鲜制备的油红O染色30 min。异丙醇（60%）漂洗

除去多余染料，苏木精复染 1 min，封片。光学显微

镜观察肝脏结构并拍照。

1.2.4 测定肝脏的甘油三酯及胆固醇含量

肝脏脂质的提取采用Folch法。将100 mg新鲜

的肝脏组织均匀剪碎，加入20倍氯仿和甲醇2∶1混
合溶液。4 ℃静置 1夜，12 000 r/min离心 20 min。
收集上层组织并风干后溶解在1%的有机异丙醇溶

液中。甘油三酯（TG）及总胆固醇（TC）测定分别使

用美国Genzyme公司和日本Wako公司试剂盒。

1.2.5 骨髓脂肪滴定量测定

彻底清除股骨上附着的肌肉和肌腱，10%福尔

马林溶液固定24 h后储存在70% 酒精中。4% EDTA
脱去骨质，然后脱水、清洗和浸润，石蜡包埋，横断面

切片厚5 μm，部分HE 染色测量骨髓脂肪量［8］。距骺

0.004）and higher levels of Tb.Sp［（0.595 ± 0.083）mm vs.（0.472 ± 0.116）mm，P=0.013］in femur. The HFD group also had lower
levels of TV［（1.127 ± 0.338）mm3 vs.（1.741±0.683）mm3，P=0.017］and SMI（2.431 ± 0.501 vs. 3.188 ± 0.465，P=0.003）in tibia. Bone
marrow histomorphological analysis showed that the number of adipose drop（AD）per mm2 bone marrow was significantly higher in the
HFD group compared with control mice（5.5 ± 2.2 vs. 2.6 ± 0.5，P=0.042）. AD was positively with TV（Femur：r= -0.756，P=0.030；
Tibia：r= -0.771，P=0.025）. Conclusion：Our results suggest an adverse effect of fatty liver on bone microstructure in C57 mice. Bone
marrow adiposity may be a factor underlying this physiopathologic process.
［Keywords］ fatty liver；bone microstructure；micro⁃CT；bone mineral density；bone marrow adiposity

［Acta Univ Med Nanjing，2018，38（04）：458⁃463］
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板2 mm确立2~3 cm2感兴趣区，计数骨髓脂肪滴数。

1.3 统计学方法

计量资料数据以均数±标准差（x ± s）表示，行

Kolmogorov Smirnov和Levene检验呈正态分布，方差

齐，行 t检验；否则行秩和检验。对骨体积与脂肪肝

的关系进行多元回归分析，并用简单线性相关分析

骨微结构参数与脂肪细胞数的关系；P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组小鼠体重变化

开始实验时两组小鼠的平均体重之间差异无

统计学意义［（18.08 ± 0.72）g vs.（18.70 ± 0.63）g，P=
0.054］；喂食12周以后高脂饮食组小鼠的平均体重

显著高于标准饮食组，两组比较差异有统计学意义

［（24.31 ± 2.04）g vs.（20.68 ± 2.25）g，P=0.001，图1］。
2.2 肝脏病理学染色和脂质含量、肝功能测定

经HE染色和油红O染色后发现，高脂饮食组

小鼠的肝脏含有大量脂肪空泡并且脂肪肝呈进展

状态，其数量及大小显著高于标准饮食组小鼠，提

示高脂饮食组小鼠肝脏的脂肪含量较高（图2）。
标准饮食组血浆 ALT［（25.12 ± 2.19）U/L vs.

（51.28 ± 13.87）U/L，P < 0.001］、AST［（28.75 ± 4.10）
U/L vs.（47.18 ± 4.53）U/L，P < 0.001］，肝脏组织 TG
［（12.60 ± 5.28）mg/g vs.（21.30 ± 5.16）mg/g，P=
0.002］及 TC［（16.35 ± 5.94）mg/g vs.（42.56 ± 5.34）
mg/g，P < 0.001］均显著低于高脂饮食组（图3），这些

结果表明高脂饮食导致脂肪在肝脏堆积和肝细胞

炎症反应，但两组小鼠均未见肝纤维化。

2.3 两组骨微结构的改变

表 1显示两组骨微结构测量结果，股骨的数据

图1 两组小鼠在实验0周和12周体重比较

Figure 1 Weight of the mice in two groups at week 0 and
week 12

体
重
（
g）

30

20

10

0
时间（周）

0 12

control（n=9）
HFD（n=11）

P=0.001

图2 12周两组肝脏的HE染色和油红O染色的图像（×100）
Figure 2 Images of HE staining and oil red O staining of

the liver in the two groups at week 12（×100）
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图3 12周血ALT、AST和肝脏TG、TC
Figure 3 ALT，AST，TG and TC in the liver at week 12
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表明高脂饮食组小鼠的 TV、Tb.N、SMI均低于标准

饮食组，而Tb.Sp则较高；胫骨数据表明高脂饮食小

鼠有着较低的 TV和 SMI；而 Tb.Th、Tb.Sp、Ap.Dens、
Mat.Dens两组间比较差异无统计学意义。

Micro⁃CT扫描重建的 2D和 3D图像显示，与标

准饮食组相比，高脂饮食小鼠骨结构小梁排列紊

乱，数目减少，结构松散、稀梳、断裂（图4）。
2.4 骨总体积和脂肪肝模型的相关性

以所有的参数体重（模型1）、ALT（模型2）和肝

脏TG（模型 3）建立 3个模型，以多元回归分析骨总

体积和脂肪肝的相关性（表 2）。在所有的模型中，

脂肪肝是影响骨组织结构的重要因素，这种相关性
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主要表现在股骨而非胫骨。

2.5 骨髓的组织形态学分析

为探讨其可能机制，对各组股骨切片进行骨髓

组织学分析。高脂饮食组相比标准饮食组小鼠有

着更严重的骨髓脂肪沉积（图 5A、B）。HE染色显

示，高脂饮食组每mm2的骨髓脂肪滴数显著大于标

准饮食组（5.5 ± 2.2 vs. 2.6 ± 0.5，P=0.042，图5C）。
2.6 骨微结构参数与实验小鼠骨髓脂肪滴数的相

关性研究

为了研究骨髓脂肪化是否是解释脂肪肝对骨

微结构影响的潜在机制，进一步分析骨微结构参

数与脂肪细胞数之间的相关性。分析股骨发现高

脂饮食组小鼠的 TV含量显著低于标准饮食组，与

脂肪细胞数目显著负相关（r=-0.756，P=0.030）；Tb.
N 与脂肪细胞数目负相关趋势（r= - 0.686，P=

A：标准饮食组股骨的图像；B：高脂饮食组股骨的影像；C：标准饮食组胫骨的图像；D：高脂饮食组胫骨的影像。

图4 标准饮食组和高脂饮食组2D（黑底）、3D（蓝底）的骨微结构CT图像

Figure 4 Representative two⁃dimensional（black ground）and three⁃dimensional（blue ground）micro⁃CT images of the bone
structure in the control and HFD groups

DC

BA

表 1 两组股骨和胫骨显微CT骨结构参数

Table 1 Micro⁃CT characters in femur and tibia in the control and HFD groups （x ± s）

骨微结构参数

TV（mm3）

BV（mm3）

BV/TV
Conn.D（1/mm3）

SMI
Tb. N（1/mm）
Tb. Th（mm）
Tb. Sp（mm）
Ap. Dens（mg HA/cc）
Mat.Dens（mg HA/cc）
DA

标准饮食组

003.570 ± 0.329
0.100 ± 0.049
0.028 ± 0.016
2.455 ± 3.724

003.820 ± 0.728
002.284 ± 0.726
000.054 ± 0.006
000.472 ± 0.116
086.686 ± 62.813
912.209 ± 74.772
001.507 ± 0.195

高脂饮食组

02.128 ± 0.590
00.084 ± 0.039
00.041 ± 0.021
05.358 ± 4.358
02.950 ± 0.242
01.769 ± 0.218
00.060 ± 0.008
00.595 ± 0.083

074.691 ± 28.095
935.947 ± 58.845
01.587 ± 0.258

P值

<0.001
0.621
0.342
0.305
0.004
0.030
0.090
0.013
0.576
0.437
0.458

标准饮食组

01.740 ± 0.683
00.080 ± 0.094
00.039 ± 0.028
05.383 ± 7.587
03.188 ± 0.465
01.809 ± 0.674
00.051 ± 0.007
00.619 ± 0.180

073.077 ± 34.633
920.457 ± 78.332
02.313 ± 0.366

高脂饮食组

01.127 ± 0.338
00.058 ± 0.019
00.053 ± 0.016
05.376 ± 3.289
02.431 ± 0.501
02.397 ± 1.632
00.058 ± 0.008
00.536 ± 0.193

061.546 ± 26.735
952.606 ± 62.173
02.541 ± 1.345

P值

0.017*

0.849
0.179
0.998
0.003*

0.326
0.073
0.339
0.411
0.319
0.425*

股骨 胫骨

模型1：调整体重、脂肪肝；模型2：调整体重、脂肪肝和ALT；模
型3：调整体重、脂肪肝、ALT和TG。

表2 多元回归分析骨总体积与脂肪肝之间的关系

Table 2 Relation between bone total volume and fatty liv⁃
er by multiple regression analysis

模型

模型1
模型2
模型3

R2

0.709
0.755
0.833

β

-0.895
-0.649
-1.504

P值

<0.001
<0.001
<0.001

R2

0.277
0.291
0.459

β

-0.538
-0.677
0.344

P值

0.063
0.129
0.044

股骨 胫骨
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A：标准饮食组骨髓图像；B：高脂饮食组骨髓图像；C：两组骨髓中的脂滴数量（x ± s）。

图5 两组骨髓脂肪变化（HE，×400）
Figure 5 Bone marrow adiposity in two groups（HE，×400）

0.060），但 Tb.Sp含量与脂肪细胞数目却呈正相关趋

势（r=0.679，P=0.064）。与股骨一致，胫骨的TV与脂

肪细胞数目同样呈负相关（r=-0.771，P=0.025），Tb.N
与脂肪细胞数目呈负相关趋势（r=-0.685，P=0.061，
表3）。

3 讨 论

小鼠［5］和斑马鱼［6］是研究脂肪肝最适宜的动物

模型，由于斑马鱼骨骼体积较小，我们选择小鼠作

为实验活体。本研究发现高脂饮食诱导的脂肪肝

损害了骨组织微结构，表现为骨总量和骨小梁数减

少，骨小梁间距增大。既往多项研究表明脂肪肝的

患者骨量或骨质有下降［1-3］；在绝经后妇女的样本

中，脂肪肝患者的腰椎骨密度水平较低［1］；在另一项

研究中，与非酒精性脂肪肝相比，肥胖儿童的骨骼

健康状况较差［3］。这些研究结果与本研究结果相

符。虽然既往的研究表明 BV/TV和 Tb.Th、Conn.D

之间有正相关，本研究没有发现Tb.Th 和 Conn.D在

两组间的显著差异，这可能是因为样本量较少。

SMI是评价小梁骨为杆状或板状的一项指标，松质

骨中理想化的杆状骨小梁 SMI是 3，而理想化的板

状骨小梁SMI是0。对于既有板状骨小梁又有杆状

骨小梁的标本而言，其SMI为0~3，骨小梁板状结构

较杆状结构能够承受更多的应力，骨小梁由板状结

构向杆状结构转化，骨小梁的力学性能逐渐下降，

SMI评分越高表明骨微结构改变越明显，骨强度减

弱［9］。与既往研究不一致，本研究标准饮食组的

SMI水平高于高脂饮食组，与理想骨小梁形态完全

相反，我们对此没有明确的解释。股骨组织形态学

分析发现，相对于标准饮食组，高脂饮食组骨髓中的

脂肪滴数目明显增加，因此，推测在高脂饮食小鼠中

骨髓脂肪过多是使其骨组织受损的原因之一［10］。肝

脏中积累的脂质越多，骨髓的脂肪就会越多。在骨

髓中，成骨细胞和脂肪细胞来自一个共同的多潜能

的间充质干细胞。随着骨髓中脂肪细胞的增多，骨

髓间充质干细胞向成骨细胞的分化受到抑制。此

外，脂肪细胞分泌的一些细胞因子如TNF⁃α、IL⁃1β、
IL⁃6、脂联素和瘦素能通过RANKL/RANK/OPG通路

下调成骨细胞［11］。脂肪肝与多种炎症反应有关，其

中可能包括骨桥蛋白水平的增加和骨钙素、护骨素

水平的降低［12］。骨桥蛋白是一种非胶原质骨基质蛋

白，在NAFLD中表达过度，对骨骼系统产生直接影

响［13］。脂肪肝多与胰岛素抵抗并存，胰岛素在骨吸

收中起重要作用，在成骨细胞中缺乏胰岛素受体的

老鼠体内的循环羧化骨钙素降低导致成骨细胞数

量的减少而骨量下降［14］。成骨细胞发生胰岛素抵

抗时，骨钙素分泌减少，骨骼形成减少。一项肥胖

小鼠骨微结构研究中，脂肪细胞核因子对 OPG/
RANKL/RANK/系统作用，RANKL/OPG 比率增多，破

骨细胞前体RANK表达增加，破骨细胞生成增多［15］。

表3 骨微结构参数和实验小鼠骨髓脂肪细胞数量相关性

Table 3 Correlation between bone microstructure param⁃
eters and adipocyte number in the bone marrow
in HFD mice

骨微结构参数

TV
BV
BV/TV
Conn.D
SMI
Tb. N
Tb. Th
Tb. Sp
Ap. Dens
Mat. Dens
DA

r值

-0.756
-0.642
-0.484
-0.614
-0.077
-0.686
0.210
0.679

-0.509
0.191

-0.134

P值

0.030
0.086
0.224
0.106
0.855
0.060
0.617
0.064
0.197
0.650
0.752

股骨 胫骨

r值

-0.771
-0.473
-0.006
-0.273
-0.649
-0.685
0.302

-0.395
-0.022
0.434
0.563

P值

0.025
0.237
0.989
0.513
0.082
0.061
0.467
0.333
0.959
0.283
0.146

··462



总之，高脂饮食诱导的小鼠对周围骨微结构确

有损伤，骨髓脂化可能是其病理生理机制之一。本

研究中有一些局限。首先，虽然骨髓脂肪过多可能

是骨组织受损的一个重要因素，但还可能有其他相

关的一些未知机制。骨形成蛋白 2（bmp2）和成骨

特异性转录因子 2（runx2）是骨、软骨发育和成骨细

胞分化的重要因子，应该进行进一步的实验，以评估

表型特异基因标记的表达，探讨这种损害是影响骨形

成还是骨吸收。其次，高脂肪饮食本身可能会影响骨

骼质量，特别是在腰椎［16］。然而，Lu等［17］发现胫骨骨

密度，包括小梁和皮质骨密度在HFD和标准饮食组

之间没有变化，但骨密度与体脂负相关。因此，我

们建立了高脂饮食诱导的脂肪肝动物模型，研究

NAFLD对外周骨骼的影响，而对于轴骨的影响尚需

今后进一步研究 。
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