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血管内皮生长因子对尾吊大鼠后肢胫骨骨丢失的影响
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摘要：目的　 探究血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）对废用性骨丢失的影响。方法　 建
立尾吊大鼠的动物模型，并随机平均分为尾吊盐水组、尾吊ＶＥＧＦ组、对照盐水组、对照ＶＥＧＦ组。实验过程中，每
周两次对大鼠右腓肠肌注射ＶＥＧＦ或者等量的生理盐水，４周后通过ｍｉｃｒｏＣＴ对大鼠胫骨近端进行扫描，以松质骨
和皮质骨骨密度（ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）、骨体积分数（ＢＶ ／ ＴＶ）、骨小梁数量（Ｔｂ． Ｎ）、骨小梁间距（Ｔｂ． Ｓｐ）和
结构模型指数（ＳＭＩ）等松质骨微结构参数以及皮质骨厚度作为评价指标，探讨ＶＥＧＦ对尾吊大鼠后肢胫骨骨丢失
的影响。结果　 与对照组大鼠相比，尾吊组大鼠松质骨表观ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｎ以及皮质骨厚度均显著降低，
Ｔｂ． Ｓｐ与ＳＭＩ显著升高，尾吊会造成大鼠的骨丢失，而注射ＶＥＧＦ能够缓解尾吊大鼠松质骨的骨丢失。结论　 血供
的改变可能与骨重建之间存在着一定的联系，改善血供有助于对抗废用性的骨丢失。
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　 　 力学刺激对于维持骨骼生长与吸收的动态平衡
具有非常重要的作用。在失重、卧床等情况下，外界
力学载荷的缺失会引发废用性的骨丢失，即缺乏力
学刺激所引起的骨量降低与骨微结构改变。骨丢失
能产生许多不利的影响，例如宇航员经过一段时间
的太空飞行后，会因为骨量的严重丢失而增加骨折
风险，进而限制其在低重力环境下的工作时间。长
期卧床患者也会因为运动不足而发生骨丢失，增加
康复的难度，并有可能在其下地后造成骨折。运动
锻炼是缓解此类骨丢失的常用措施。然而，有研究
表明，尽管锻炼可以在一定程度上减轻宇航员与卧
床病人骨丢失的程度，但并不能将其完全消除［１２］。
动物实验也发现，振动等力学刺激可以有效减轻但
不能完全消除大鼠因尾吊而引起的废用性骨丢
失［３４］。此外，值得注意的是，无论是在日常生活还
是在太空飞行、长期卧床等情况下，颅骨都不承重，
但是颅骨骨密度（ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）却在
这些情况下有所增加［２］。上述研究表明，除了外界
的力学载荷，还有其他因素影响失重环境下的骨重
建。因此，为了更好地对抗骨丢失，有必要对这些因
素进行研究。

太空及卧床情况下血液的重分布可能是上述骨
量变化的原因之一。Ｒｅｖｅｌｌ等［５］通过结扎大鼠后肢
静脉使后肢得到更多的血液分布，并发现静脉结扎
能够促进骨生长并加速骨愈合。Ｂｕｒｇｕｌａ等［６］采用
该方法也成功地降低了尾吊大鼠的骨丢失。虽然这
些研究在一定程度上揭示了血供和骨丢失之间的关
系，但是静脉结扎不可避免地会引起创伤等问题，以
此为基础的应用空间有限。因此，需要在无创情况
下，进一步研究改变血供和对抗骨丢失之间的关系。

血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是血管内皮细胞特异性的分裂刺激
剂，可以促进血管生长，从而增加局部血供。由于
ＶＥＧＦ的促血管作用，有学者开始研究ＶＥＧＦ对骨
折愈合的作用。动物实验发现，使用ＶＥＧＦ可以明
显促进骨损伤修复［７］。而细胞学实验发现，应用
ＶＥＧＦ同样会明显促进骨生成［８］。而当抗体阻滞
ＶＥＧＦ受体时，血管再生受到抑制，骨生成也会降
低［９］。此外，使用ＶＥＧＦ能够增加成骨细胞的迁移
和分化［１０］，与ＶＥＧＦ有关的基因表达能够诱导骨生
成［１１］。

上述研究提示，ＶＥＧＦ对于骨组织的修复具有
促进作用。但是，目前尚不清楚ＶＥＧＦ是否也有助
于对抗力学刺激不足所引起的骨丢失。尾吊（ｔａｉｌ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ，ＴＳ）大鼠是一种典型的模拟废用性骨丢
失的动物模型，能够在无创条件下，使大鼠后肢骨产
生明显的骨丢失。因此，本课题组采用该动物模型，
以ｍｉｃｒｏＣＴ扫描得到的大鼠胫骨近端ＢＭＤ和微结
构参数作为评价指标，研究ＶＥＧＦ对废用性骨丢失
的对抗作用。
１　 材料与方法
　 　 选用４０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ鼠，７ ～ ８周鼠
龄，体重２０９ ～ ２５３ ｇ。本实验由北京航空航天大学
动物实验伦理委员会批准。

大鼠自购买之日起在实验室正常饲养５ ｄ后，
随机分为尾吊组和对照组。其中，尾吊盐水组（ＴＳ
＋ Ｓａｌｉｎｅ）１０只，组内大鼠进行连续尾吊并注射生理
盐水；尾吊ＶＥＧＦ组（ＴＳ ＋ ＶＥＧＦ）１０只，组内大鼠进
行连续尾吊并注射ＶＥＧＦ；对照盐水组（ＣＯＮ ＋
Ｓａｌｉｎｅ）１０只，正常饲养并注射生理盐水；对照ＶＥＧＦ
组（ＣＯＮ ＋ ＶＥＧＦ）１０只，正常饲养并注射ＶＥＧＦ。所
有大鼠均在相同的灯光和温湿度条件下独笼饲养，
并饲喂标准鼠粮和饮水。实验中尾吊大鼠自由进
食，每天记录其进食数量，并据此采用配对饲养法控
制对照组的能量摄入。尾吊的具体操作沿用本课题
组之前研究中所采用的方法［１２］。实验过程中，每周
两次对大鼠右腓肠肌注射２． ８ ｍｇ ／ Ｌ的ＶＥＧＦ或者
等量的生理盐水，每次注射０． １ ｍＬ，并在第４周结
束时采用ｍｉｃｒｏＣＴ（ＳｋｙＳｃａｎ１０７６，比利时）对其胫
骨近端进行扫描。两个对照组中各有１只大鼠未能
完成实验，两个尾吊组中大鼠均完成实验。

采用ｍｉｃｒｏＣＴ对大鼠胫骨近端进行扫描时，大
鼠水平置于样品腔中，后肢用泡沫塑料固定，沿着身
体长轴方向扫描。扫描参数为７０ ｋＶ、１４０ μＡ，分辨
率为１８． ７９ μｍ。对大鼠进行扫描前，先扫描０． ２５
和０． ７５ ｇ ／ ｃｍ３ 羟基磷灰石标准件，以便对ＢＭＤ分
析进行校准。

松质骨的分析域开始于１、２级松质骨的分界
处，并从该分界线所在的图像层开始，向骨干方向延
伸８０层（１． ５０３ ｍｍ）。在横截面图上，沿着皮质骨
边界描画出松质骨所在区域作为分析域。在选取同
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一样本的皮质骨分析域时，为保证数据分析的一致
性，仍以１、２级松质骨分界处为基准，向骨干方向延
伸的第３００层为起始层，再延伸至第３５０层为结束
层。在横截面图上，沿皮质骨描画出皮质骨分析域
（见图１）。

图１　 松质骨、皮质骨分析域示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｆｏｒ

ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ

　 　 确定松质骨分析域之后，对图像进行二值化，选
取灰度为７５ ～ ２５５的部分作为松质骨。采用ＣＴ
Ａｎａｌｙｚｅｒ软件计算松质骨ＢＭＤ与微结构参数。根
据羟基磷灰石标准件的扫描结果，标定图像灰度与
ＢＭＤ之间的关系后，计算分析域内表观ＢＭＤ
（ａｐｐａｒｅｎｔ ＢＭＤ）和骨质ＢＭＤ（ｍａｔｅｒｉａｌ ＢＭＤ）。表观

ＢＭＤ为分析域内全部骨量除以分析域体积，是表征
骨丢失的一个重要参数；骨质ＢＭＤ为骨质本身的平
均密度，表征骨的材料属性。利用Ａｎａｌｙｚｅｒ软件３Ｄ
分析工具，计算松质骨的微结构参数：骨体积分数
（ＢＶ ／ ＴＶ）、骨小梁数量（Ｔｂ． Ｎ）、骨小梁间距
（Ｔｂ． Ｓｐ）和结构模型指数（ＳＭＩ）。其中，ＢＶ ／ ＴＶ与
Ｔｂ． Ｎ是表征松质骨体积以及骨小梁数量的重要参
数，ＢＶ ／ ＴＶ可以反映松质骨中棒状骨与板状骨的相
对比例，而Ｔｂ． Ｓｐ则对尾吊大鼠的骨丢失具有较高
敏感性［１３］。对于皮质骨，分析其平均厚度（ｃｏｒｔｉｃａｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ）和骨质ＢＭＤ。

所有数据用均值±标准差表示。采用ＳＰＳＳ ２０． ０
进行单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。Ｐ ＜ ０． ０５
时认为差异具有统计学意义。
２　 结果
　 　 实验末，各组内的大鼠体重均有所增加，组间差
异不显著（见表１）。

图２所示为各组大鼠分析域内骨小梁的三维结
构。两个尾吊组大鼠松质骨出现明显的骨丢失，且
ＴＳ ＋ Ｓａｌｉｎｅ组骨丢失最为严重。

表１　 实验开始和结束时每组中大鼠平均体重
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ａｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

时间
体重／ ｇ

ＴＳ ＋ Ｓａｌｉｎｅ组 ＴＳ ＋ ＶＥＧＦ组 ＣＯＮ ＋ Ｓａｌｉｎｅ组 ＣＯＮ ＋ ＶＥＧＦ组
实验开始时 ２３２． ７１ ± ４． ３１ ２２４． ００ ± ２． ７５ ２３２． ０３ ± ４． ００ ２２６． ９６ ± ２． ６５

实验结束时 ２８４． ２４ ± ３． ８１ ２８１． ２０ ± ５． ９５ ２８９． １８ ± ６． ４０ ２８０． ４０ ± １１． ６６

图２　 实验结束时各组分析域内骨小梁的三维视图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ３Ｄ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 图３所示为松质骨ＢＭＤ与微结构参数的统计
结果。与对照组相比，两个尾吊组均出现明显的骨
丢失，但ＴＳ ＋ ＶＥＧＦ组的表观ＢＭＤ显著高于ＴＳ ＋

Ｓａｌｉｎｅ组，这与图２中的定性结果相一致；而４组间
的骨质ＢＭＤ无显著性差异，说明骨丢失主要是由结
构变化引起，骨质本身的骨矿材料变化不明显。在
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图３　 松质骨ＢＭＤ和微结构参数的统计分析（Ｐ ＜０． ０５）
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ＢＭＤ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

微结构参数上，两个尾吊组之间ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｎ、ＳＭＩ
存在显著性差异，且尾吊组与对照组相比，各参数均
存在显著性差异，但ＣＯＮ ＋ ＶＥＧＦ组与ＣＯＮ ＋ Ｓａｌｉｎｅ
组之间无显著性差异。
　 　 图４所示为皮质骨厚度与骨质ＢＭＤ的统计结
果。对于皮质骨而言，尾吊使得皮质骨厚度出现显
著性降低，但ＴＳ ＋ Ｓａｌｉｎｅ组与ＴＳ ＋ ＶＥＧＦ组之间皮
质骨厚度没有显著性差异。皮质骨的骨质ＢＭＤ组
间差异同松质骨类似，也不存在显著性差异。由于
在图像上皮质骨和松质骨骨质的灰度不同，故计算
得到的皮质骨的骨质ＢＭＤ大于松质骨的骨质
ＢＭＤ。

图４　 皮质骨骨质ＢＭＤ及厚度的统计分析（Ｐ ＜０． ０５）
Ｆｉｇ． ４ 　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ＢＭＤ ａｎｄ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

４　 讨论
　 　 本研究分析了ＶＥＧＦ对尾吊大鼠后肢废用性骨
丢失的对抗作用，以探索血液循环系统对骨重建的
影响。根据ｍｉｃｒｏＣＴ扫描图像，计算得到胫骨近端
松质骨表观ＢＭＤ、骨质ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｎ、Ｔｂ． Ｓｐ
和ＳＭＩ等参数以及胫骨骨干处皮质骨厚度与骨质
ＢＭＤ。实验结果表明，ＶＥＧＦ能够缓解尾吊大鼠松
质骨的骨丢失，但对皮质骨的骨丢失作用不显著。
不论是对于松质骨还是皮质骨，各组间骨质ＢＭＤ都
没有显著性变化。因此，尾吊大鼠的骨丢失主要体
现在结构的变化上。另外，在正常饲养情况下，
ＶＥＧＦ对骨生成并没有显著的促进作用。

有关ＶＥＧＦ对抗废用性骨丢失的机制，分析如
下：首先，ＶＥＧＦ作为血管生成的诱导剂，能够促进
血管生成。新生血管促进营养物质的供应和废物的
清除，从而提高骨组织的代谢活动。在尾吊情况下，
大鼠的血液发生了重分布，下肢供血减少［６］，新生
血管的物质输运效果就相对而言显得较为重要。其
次，ＶＥＧＦ可能通过提高血管的渗透性影响骨细胞
周围的流体动力学环境。众所周知，骨细胞浸润在
骨间隙液里。骨间隙流来源于毛细血管的动脉端，
流过骨陷窝及骨小管网络，最终汇入静脉或外周淋
巴系统［１４］。这种骨间隙液流可能是骨细胞感受力
学刺激的一个机制［１５１８］。随着血管渗透性的增加，
骨间隙液的流速可能会增加，流量也可能会增大。
虽然这种渗流的幅值小于外界载荷引发的流动幅
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值［１９２０］，在正常情况下渗流并不发挥主要作用，但
是在不承载情况下，由外界力学刺激所引起的骨间
隙液流会减小甚至消失，此时由于渗透性改变所产
生的渗流变化的影响就可能会比较突出地显现出
来。这与本实验中ＶＥＧＦ可以对抗尾吊引起的骨丢
失但在正常饲养情况下却没有显著性影响的结果相
一致。最后，虽然ＶＥＧＦ是血管内皮细胞的特异性
生长刺激剂，但是其对成骨细胞［７，１０］和破骨细胞［２１］

的转移和分化也会产生一定影响，其具体的机制目
前尚不明确。但从本实验的结果可以看出，缺少外
界力学刺激并不会阻断ＶＥＧＦ的作用。

此外，虽然外界力学刺激的缺失并不会阻断
ＶＥＧＦ对抗骨丢失的作用，但是却会影响ＶＥＧＦ的
表达。已有研究发现，尾吊大鼠的骨髓及骨膜内
ＶＥＧＦ表达会降低［２２］。另外，在保持后肢不负重情
况下，肌肉内ＶＥＧＦ受体的表达受到抑制［２３］。由于
肌肉不是关注的重点，本文没有进行定量的分析，但
根据已有文献可知，尾吊可以引起肌肉的萎缩［２４］。
因此，血流环境的变化与肌肉的适应性改变也值得
后续开展研究。

本研究存在一定的局限性。首先，因实验条件
限制，血管渗透性等参数未能直接测量，虽然相关数
据可以参考已有文献，但如果有实际测量的数据，无
疑能更有效地说明问题。其次，虽然证实了ＶＥＧＦ
对废用性骨丢失具有对抗作用，但该对抗作用对于
年龄以及激素变化引起的骨丢失是否仍然有效还有
待进一步研究。并且需要注意的是，与太空特殊力
学环境下的骨丢失不同，对于临床上常见的骨质疏
松病人而言，椎体松质骨的骨丢失最为明显，故血供
对椎体骨丢失的影响也需要更多的研究才能说明，
后续可以通过四环素或者钙黄绿素进行标记而更好
地分析骨重建的过程。此外，虽然证实了ＶＥＧＦ对
废用性骨丢失的对抗作用，但并未阐明其机制，无法
说明这种对抗作用是因为改变了骨细胞周围的力学
微环境，还是因为ＶＥＧＦ及其相关产物对骨细胞造
成了刺激。进一步说明这一问题，将有助于更好地
了解血液循环系统与骨重建之间的关系。最后，实
验中的分析域为手工描画，这是因为自动识别技术
通常存在参数高估的问题，如果能够有可靠的软件
对数据进行自动分析，将有助于提高数据的准确性。

综上所述，本研究发现ＶＥＧＦ能够缓解尾吊大

鼠的废用性骨丢失，提示血管系统及其血供可能对
骨重建有重要作用。ＶＥＧＦ对尾吊组的影响显著，
但对对照组的影响不显著，其原因还有待进一步研
究。此外，未来还需要分析在不承载情况下ＶＥＧＦ
对抗骨丢失的机制。
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