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　　【摘要】　目的　用左旋甲状腺素 (L2T4)制备实验性甲状腺功能亢进 (甲亢)大鼠模型 ,以探讨甲亢

大鼠的胫骨和椎骨对外源性甲状腺激素的反应性 ,为临床监测长期 L2T4 治疗提供依据。方法　9周龄

雄性 Sprague2Dawley(SD)大鼠 18只 ,随机分为甲亢组 11只、对照组 7只。甲亢组予 L2T4 腹腔内注射 ,

对照组予生理盐水注射 ,连续注射 3周后取大鼠的胫骨近端、第四腰椎用非脱钙骨组织形态计量法进行

同期观察和研究。结果　在胫骨甲亢组的骨小梁数量降低 ,骨形成表面、吸收表面均增加 ,但骨吸收表

面增加更明显 ,骨小梁平均宽度、骨纵向生长率降低 ,而骨矿化率增加。椎骨未观察到此变化。结论　

L2T4 引起继发性胫骨骨量减少 ,骨转换增加 ,椎骨无反应 ,表明不同部位的骨骼对甲状腺激素的反应存

在异质性。
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【Abstract】　Objective　To determine the skeletal response in different sites to exogenous thyroid hor2
mone in rat models of hyperthyroidism by administrating levo2thyroxine (L2T4 ) Methods　18 male Sprague2
Dawley (SD) rats of 9 weeks old were randomly divided into hyperthyroid group (n = 11) and control group

(n = 7) . After 3 weeks of L2T4 treatment of hyperthyroid group ,histomorphometric parameters of trabecular

bone remodeling were assessed in the proximal tibia and in the fourth vertebra. Results　In tibia ,trabecular

bone volumes ,mean trabecular thickness ,and longtitudinal bone growth rate were decreased ,trabecular forma2
tion surfaces and resorption surfaces increased significantly. Whereas these change were not apparent in the

vertebra. Conclusion　It is concluded that L2T4 caused secondary bone loss ,in tibia ,associated with increased

bone turnover. There exists some heterogeneity in the different parts of skeleton in response to thyroid hor2
mone.
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　　世界人口日益老龄化 ,骨质疏松症已跃居世界常见病、多

发病的第七位[1 ]。在英国 ,目前有超过两万的骨质疏松患者 ,

仅英格兰和威尔士 ,骨质疏松性骨折总医疗费用即高达 6114

亿英镑[2 ]。在美国 ,每年总的医疗费用估计为 100亿美元 [3 ]。

目前骨质疏松症已是一项日益严重的公众健康问题。1947

年 Albright等明确指出甲亢可以有骨质疏松 ,到 70年代已明

确甲亢引起的代谢性骨病在组织学上有明显的特征 [4 ] ,但至

今对甲状腺激素与骨的关系仍未完全阐明。

甲亢时 ,过高的内源性甲状腺激素使骨转换增加 ,出现钙

负平衡 ,骨量减少[5 ]。

近年来 , Paul[6 ]、Ross[7 ]、Greenspan[8 ]等先后发现外源性

左旋甲状腺素 (L2T4)使股骨骨密度 (BMD)降低 1218 % ,桡骨

BMD降低 9 % ,而椎骨 BMD无改变。对于长期服用 L2T4 治

疗的病人 ,是否不同部位的骨骼对外源性甲状腺激素的反应

存在异质性 ,尚不完全清楚。于 1998年 9月～1999年 4月 ,

我们制备了实验性甲状腺功能亢进 (甲亢)的大鼠模型 ,用骨

组织形态计量学的方法 ,观察了大鼠胫骨、椎骨对 L2T4 的反

应性。

1　材料和方法

111　实验动物 　雄性 Sprague2Dawley ( SD)大鼠 18 只 ,9 周

龄 ,体重 150～200g ,由北京医科大学动物中心提供。每只鼠

分别饲养在代谢笼中 ,每日给予 10小时光照 ,自由摄食。饲

料由北京医科大学第一医院动物室提供 ,其中钙含量约

112 % ,磷含量约 018 %。

112　实验分组　新购 SD大鼠适应本实验条件喂养 1周后 ,

随机分为对照组 7只、甲亢组 11只 ,实验前所有鼠用毛细管
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留取眼眶内眦静脉血置 - 20℃保存。

113　实验方法

11311　动物模型制备 　甲亢组每日给予 L2T4 ( Sigma公司)

250μg/ kg体重腹腔内注射 ,对照组每日仅给予生理盐水腹腔

内注射 ,所有鼠每周测量体重一次。连续注射 L2T43周后处

死。每只鼠于处死前 6 天给予盐酸四环素 ( Promega 公司)

30mg/ kg体重腹腔内注射 ,间隔 3天后 ,再重复注射一次。处

死前 ,用苯巴比妥麻醉 ,心脏取血后 ,迅速取出右胫骨 ,第四腰

椎置 70 %乙醇中固定。

11312　T3、T4、TSH测定 　放射免疫法 (中国原子能科学院

401所)

11313　非脱钙骨标本制备　大鼠骨经不同浓度乙醇脱水 ,制

成不脱钙骨标本 ,用甲基丙烯酸甲酯包埋后 ,用 Polycuts B型

切片机 (West Germany)平行于骨的纵轴行非连续切片 ,普通

切片厚度为 5μm ,荧光检查切片厚度为 10μm ,厚切片不脱塑

直接封片行荧光检查 ,薄切片经脱塑后 ,用甲苯胺蓝染色封

片。

11314　骨组织形态计量测定 　分别用目镜内装有 A100 单

方格网格尺和直线测微尺的 OPTON Ⅲ RS ( West Germany)

显微镜在 400倍视野下作形态计量测定。测定区域限定在距

骺板下缘 1mm以外的干骺端 ,每只动物测定面积为 16mm2 ,

采用的参数如下 : (1)骨小梁体积百分比 ( TBV %) :骨小梁体

积占被测骨髓腔总体积的百分比。(2)类骨质体积百分比

( TOV %) :类骨质体积占骨小梁体积的百分比。(3)骨小梁

表面百分比 ( TBS %) :骨小梁表面占被测量总表面的百分比。

(4)类骨质表面百分比 ( TOS %) :类骨质表面占骨小梁表面的

百分比。(5)骨小梁形成表面百分比 ( TFS %) :有成骨细胞覆

盖的类骨质表面占骨小梁表面的百分比。(6)骨小梁吸收表

面百分比 ( TRS %) :不规则 ,凹凸不平的骨小梁表面占骨小梁

表面的百分比。(7)骨小梁平均宽度 (MTPT) :骨小梁两侧面

之间的平均距离。(8)纵向骨生长率 (LB GR) :平行于骺板的

荧光标记带至骺板上缘的平均距离除以最后一次标记至处死

的天数。(9)骨小梁矿化率 (MAR) :骨小梁表面荧光双标记

带的距离除以两次标记相间隔的天数。

骨小梁计量参数 LB GR、MAR均用荧光显微镜测得。

114　统计学处理　结果用 �x ±s表示 ,组间差异用 t检验。

2　结果

211　大鼠体重的变化 　用 L2T4 制备的甲亢组 SD大鼠 ,在

第一、二周内体重增加虽较缓 ,但与对照组相比 ,差异无显著

意义 ;第三周 ,甲亢组 SD大鼠体重 (302136 ±38163) kg增加

缓慢 ,与对照组体重 (323157±25161) kg相比 ,有显著性差异

( P < 0105)。

212　大鼠甲状腺功能的测定　3周后 ,甲亢组 SD大鼠的甲

状腺功能与对照组相比 ,血清 T4 水平明显增高 ( P < 0105) ,

血清 T3 水平也增高 ( P < 0105) ,均有显著性差异。

213　大鼠胫骨骨组织形态计量　甲亢组与正常对照组相比 ,

骨小梁数量明显减少 ( P < 0105) ,类骨质数量减少 ( P <

0105) ,骨样组织接合面增加 ( P < 0101) ,骨小梁表面无明显

变化 ,而骨小梁形成表面增加 ( P < 0105) ,吸收表面也明显增

加 ( P < 0101) ,二者增加的幅度分别为 47137 % ,112177 % ,以

吸收表面增加更明显。骨小梁平均宽度降低 ( P < 0105) ,四

环素标记的纵向骨生长率下降 ( P < 0101) ,骨矿化率增高 ( P

< 0105)。见表 1。

表 1　甲亢组( n = 11)与对照组( n = 7)大鼠胫骨骨组织形态计量 ( �x±s)

组别 TBV
( %)

TOV
( %)

TBS
( %)

TOS
( %)

TFS
( %)

TRS
( %)

MTPT
(um)

LBGR
(um/ d)

MAR
(um/ d)

甲亢组 16. 01±4. 10 0. 81±0. 61 11. 31±3. 31 1. 55±1. 25 0. 77±0. 50 1. 95±1. 05 21. 19±0. 47 42. 41±24. 52 3. 05±0. 84
Hyper

thyroid
对照组 22. 38±3. 29 0. 28±0. 35 17. 74±2. 01 0. 97±0. 99 0. 33±0. 15 1. 12±0. 91 31. 63±6. 01 66. 25±16. 19 2. 30±0. 38
Control

P < 0105 < 0105 < 0105 < 0105 < 0105 < 0105 < 0105 < 0105 < 0105

214　大鼠椎骨骨组织形态计量　甲亢组与正常对照组相比 ,

骨小梁数量、类骨质数量、骨小梁表面、骨小梁形成表面、吸收

表面、骨小梁平均宽度、四环素标记的骨纵向生长率、骨矿化

率均无明显变化 ,类骨质表面增加 ( P < 0105)。见表 2。

表 2　甲亢组( n = 11)与对照组( n = 7)大鼠椎骨骨组织形态计量(均值±标准差) ( �x±s)

组别
TBV
( %)

TOV
( %)

TBS
( %)

TOS
( %)

TFS
( %)

TRS
( %)

MTPT
(um)

LBGR
(um/ d)

MAR
(um/ d)

甲亢组 31. 10±4. 60 0. 36±0. 28 18. 15±1. 57 1. 45±0. 81 0. 53±0. 40 1. 45±0. 81 19. 47±2. 64 38. 74±15. 95 2. 24±0. 61
Hypert
hyroid
对照组 30. 55±2. 76 0. 59±0. 34 16. 80±1. 91 1. 08±0. 57 0. 38±0. 30 1. 10±0. 61 19. 53±1. 81 44. 50±4. 38 2. 03±0. 57
Control

P N N N < 0105 N N N N N
　　N : P > 0105

3　讨论

　　已经有许多的临床研究和动物实验证实甲亢合并骨矿代

谢紊乱 ,内源性甲状腺激素可导致骨量减少[9 ] , BMD 降

低[10 ]。但对于长期服用甲状腺激素治疗的患者 ,是否外源性

的甲状腺激素对其骨骼的完整性有负面的影响 ,增加骨质疏

松的危险 ,目前尚有争议。临床长期服用 T4 治疗的患者有两

类。一类是甲状腺功能减退患者的替代治疗。此外尚有许多

患者服用抑制剂量的甲状腺片或 L2T4 治疗 ,以收缩或抑制异
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常的甲状腺组织的生长 ,如甲状腺结节、弥漫性或结节性甲状

腺肿、甲状腺良性或恶性病变外科手术后的患者。他们有可

能服用剂量较高的 T4 ,处于亚临床甲亢或临床甲亢状态。目

前只有极少量的实验同步研究不同部位的骨骼对外源性甲状

腺激素的反应。

本实验对 SD大鼠连续注射 L2T4 (250ug/ kg/ d)制备成外

源性甲亢大鼠模型 ,经 3 周观察 ,甲亢组 SD大鼠在第一、二

周体重虽增长缓慢 ,但与对照组相比无明显差异。在第三周

甲亢组 SD大鼠体重增长明显减慢 ,与对照组相比有显著差

异 ,且血清 T3、T4 是增高的。这表明用外源性 L2T4 制备的甲

亢大鼠模型是成功的。

对骨组织形态计量的研究表明 ,甲亢大鼠胫骨有继发性

骨小梁数量减少 ,类骨质数量减少 ,骨样组织接合面、骨形成

表面和骨吸收表面均增多 ,但以骨吸收表面增多更明显 ,而椎

骨并未观察到明显的骨量减少及骨转换的增加。Balena等对

T4 所致的甲亢大鼠的研究证实 ,桡骨骨小梁体积减少 45 % ,

而 T4 对椎骨却无此影响。这些与 Eriksen等[11 ]对内源性甲

状腺激素的研究相符 ,甲状腺激素使激活频率增加 ,吸收时间

缩短 ,骨吸收率增加。也与国内赵新宇等[12 ]的临床观察相

符 :甲亢存在骨量丢失 ,前臂远端 1/ 3和 1/ 10部位的低骨量

和骨质疏松的比例明显高于中轴骨。

内源性或外源性甲状腺激素对骨骼的作用存在异质性。

许多年前就知道甲状腺激素可能影响骨细胞的活性 ,对大鼠

骨肉瘤成骨样细胞系 ROS17/ 218、前成骨细胞系 UMR106、

小鼠骨肉瘤成骨细胞系 MC3 T32E的研究表明 [13 ] ,成骨细胞

是甲状腺激素作用的靶细胞 ,它有甲状腺激素的核受体。这

能解释我们观察到的外源性甲状腺激素导致大鼠胫骨骨形成

增加。Allain[14 ]、Abu[15 ]等证实破骨细胞上有甲状腺激素受

体。外源性甲状腺激素通过作用于破骨细胞 ,引起骨吸收增

强 ,在每一重建周期中吸收超过形成 ,导致骨量负平衡。

Ongphiphadahanakul等[16 ,17 ]报道 ,对大鼠使用 3周或 12

周的 L2T4 降低股骨 BMD ,而椎骨 BMD无变化。在股骨 ,代

表成骨细胞活性的碱性磷酸酶、骨桥蛋白、骨钙素 ,以及代表

破骨细胞活性的抗酒石酸酸性磷酸酶的 mRNA的水平均增

高 ,而在椎骨 ,各 mRNA的水平却无改变 ,非骨性细胞的变化

不可能改变这些细胞特异性基因的表达。

对骨细胞上甲状腺激素受体 ( T3 R)的研究表明 ,在股骨

和椎骨均有 T3 R各亚型的表达。Kang等[18 ]对骨髓细胞核苷

酸序列测定发现 ,在椎骨成骨细胞上有 cerbAα2 mRNA的表

达 ,且高于股骨成骨细胞。这表明不同部位骨骼的确存在异

质性。这可能是造成 T4 所致的甲亢大鼠胫骨、桡骨与椎骨骨

组织形态计量不一致的根本原因。

本实验从组织学上证实了过量外源性甲状腺激素致胫骨

骨转换增加 ,骨吸收大于骨形成 ;而椎骨变化不大。外源性甲

状腺激素对外周骨和中轴骨的影响不一致。

临床不能用某一部位骨骼的变化来说明全身骨骼的状

况。临床对长期服用 L2T4 治疗的患者应密切监测甲状腺功

能 ,防止亚临床甲亢或临床甲亢的产生 ,最终防止继发性骨质

疏松的出现。
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