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去卵巢大鼠肌肉衰减症模型构建及雌激素补充治疗的实验研究

黄昱彬，凌　丽，熊正爱　　40001 0 重庆，重庆医科大学附属第二医院妇产科

　　［摘要］　目的　建立 SD大鼠绝经后肌肉衰减症模型，观察雌激素补充对肌肉衰减症的治疗作用。
方法　①44只 1 2周龄雌性 SD大鼠（体质量 220±20 g）按体质量分层随机抽样分为假手术（SHAM）组、
去卵巢（ovariectomized，OVX）组，每组 22只。OVX组行双侧卵巢切除术，SHAM组行假手术，监测体质
量，电子抓力仪测量大鼠前肢抓力，1 2 周后通过双能 X 射线分析仪（DXA）分析身体成分，通过相对瘦
质量判定建模是否成功，而后每组各处死 1 0 只取腓肠肌，用腓肠肌质量／体质量得出肌肉衰减症指数
（sarcopenia index，SI），HE 染色观察腓肠肌肌纤维横截面积，电镜下观察肌原纤维超微结构。②余下大
鼠进一步分为假手术（SHAM）组、假手术＋油剂注射（SHAM＋O）组、去卵巢（OVX）组、去卵巢＋雌激素补
充（OVX＋E2）组，每组 6 只，OVX＋E2 组每日予以 1 7β-雌激素腹部皮下注射，SHAM＋O 组每日予以 1 0%
DMSO＋90%芝麻油皮下注射，监测体质量、前肢抓力，干预 8 周后 DXA 分析体成分，ELISA 法测量血清
E2、FSH，HE 染色观察腓肠肌肌纤维横截面积，电镜下观察肌原纤维超微结构，免疫荧光染色分析 Bax、
Bcl-2的表达。结果　①建模 1 2周后，OVX组相对瘦质量显著降低（P＜0.001），提示建模成功，体质量
（P＜0.001）、体脂率显著升高（P＜0.001），相对抓力（P＜0.001）、SI 值、肌纤维横截面积显著降低（P＜
0.01），电镜下线粒体密度降低（P＝0.01 2）。②经雌激素补充治疗后，OVX＋E2 组抓力、相对瘦质量、体
质量、体脂率、肌纤维横截面积、电镜下线粒体密度均恢复到 SHAM组水平；免疫荧光显示 OVX 组较
SHAM与 OVX＋E2 组 Bcl-2／Bax显著降低（P＜0.01）。结论　成功建立了大鼠绝经后肌肉衰减症模型，
雌激素补充治疗能显著改善去卵巢大鼠的肌肉衰减，可能与雌激素抑制肌细胞凋亡有关。

　　［关键词］　肌肉衰减症；雌激素替代疗法；大鼠模型；卵巢切除术；凋亡
　　［中图法分类号］　R589.305；R71 1.51；R977.1 2 ［文献标志码］　A

［通信作者］　熊正爱，E-mail：docxza@1 63.com

2097-0927／Copyright © 2022，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循 CC BY许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Establishment of rat model of sarcopenia by ovariectomy and estrogen replacement
therapy
HUANG Yubin，LING Li，XIONG Zheng’ai 　　Department of Gynecology and Obstetrics，the Second Affiliated
Hospital of Chongqing Medical University，Chongqing，40001 0，China

　　［Abstract］　Objective　To establish a rat model of postmenopausal sarcopenia and explore the
therapeutic effect of estrogen supplementary therapy on the disease.Methods　① Forty-four 1 2-week-old
female SD rats （220±20 g）were randomly divided into sham group and ovariectomized （OVX）group by
stratified random sampling based on body weight，with 22 rats in each group.The rats of the OVX group were
given bilateral ovariectomy，while those of the SHAM group underwent sham surgery.The body weight was
monitored，and the grip strength of the forelimb was measured using an electronic grip strength meter.In 1 2
weeks after surgery，the body composition was analyzed by X-ray absorptiometry （DXA）to identify the model
establishment by relative lean mass.Ten rats in each group were sacrificed to harvest the gastrocnemius，and
then sarcopenia index （SI）was calculated as the ratio of gastrocnemius mass to body weight.HE staining and
transmission electron microscopy were applied respectively to observe the cross-sectional area of the muscle
fibers and the structure of myofibrils were determined.② The remaining rats were further divided into SHAM
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group，SHAM＋O group，OVX group and OVX＋E2 group，with 6 rats in each group.1 7β-estradiol was
injected subcutaneously in OVX＋E2 group，while control solvent （1 0% DMSO＋90%sesame oil）was injected
subcutaneously in SHAM＋O group.The grip strength and body composition were measured and body
composition was analyzed.ELISA was used to measure the serum levels of E2 and FSH，HE staining was
employed to observe the cross-sectional area of gastrocnemius muscle fibers， electron microscopy was
conducted to observe the ultrastructure of myofibrils，and immunofluorescence staining was applied to analyze
the expression of Bax and Bcl-2.Results　①After 1 2 weeks of modeling，the rats in the OVX group had
significant lower relative lean mass （P＜0.001），indicating the successful establishment of sarcopenia model，
and had obviously increased body weight （P＜0.001）and body fat rate （P＜0.001），but decreased relative
grip （P＜0.001），SI value，average cross sectional area of the muscle fibers （P＜0.01），and mitochondrial
density （P＝0.01 2）.② Estrogen supplementary therapy resulted in similar body weight，body fat rate，grip
strength，relative lean mass，SI value，average cross sectional area of the muscle fibers，and mitochondrial
density in the rats in OVX＋E2 group when compared with those of SHAM group.Immunofluorescence assay
revealed that OVX group had a notably lower Bcl-2／Bax ratio than the SHAMand OVX＋E2 groups （P＜0.01）.
Conclusion　A rat model of postmenopausal sarcopenia is successfully established.Estrogen supplementary
therapy can significantly improve the muscle mass loss in ovariectomized rats，which may be associated with
estrogen inhibiting myocyte apoptosis.
　　［Key words］　sarcopenia；estrogen replacement therapy；rat model；ovariectomy；apoptosis
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　　肌肉衰减症是一种严重危害老年人健康及生理功
能的老年综合征，是当今社会重要的公共健康问题。

亚 洲 肌 少 症 工 作 组 （Asian Working Group on
sarcopenia，AWGS）将肌肉衰减症定义为与增龄相关的
进行性、全身肌量减少和／或肌强度下降或肌肉生理功
能减退［1 －2］。肌肉衰减症是环境和遗传因素共同作用

的复杂疾病，炎症、免疫抑制、合成代谢抵抗和氧化应

激程度增加与肌肉衰减症的发生相关［3］。目前对于

肌肉衰减症的研究更多聚焦于衰老因素，而绝经后性

激素缺失引起女性肌肉衰减的相关研究较少，但性激

素的作用不可忽视。

　　绝经后女性是肌肉衰减症的高危人群，老年女性
比老年男性肌肉衰减症患病风险更高［4－5］。这与女性

绝经后性激素的变化密切相关［6］，当女性进入更年期

后，由于激素水平衰退与衰老的共同作用，其肌肉质

量、肌力和躯体功能会加速衰减［7］，然而其潜在的分

子机制仍未阐明，有研究认为雌激素在骨骼肌中能够

发挥抗炎、抗凋亡、调节蛋白质合成分解、改善胰岛素

抵抗、维护线粒体功能稳定的作用，并有助于肌肉卫星

细胞的维持、增殖、分化，促进肌肉再生［8－9］，但雌激素

补充对肌肉衰减症的疗效仍有争议［1 0－1 2］。因此，研究

绝经后激素变化对肌肉组织衰减的发生发展很有必

要，亟需建立较为成熟的动物模型。

　　目前肌肉衰减症动物模型常采用衰老模型、去神
经支配模型、免疫系统异常模型、废用模型、转基因模

型等［1 3－1 4］，系统描述肌肉衰减症的去卵巢动物模型的

研究较少。为了建立绝经后肌肉衰减症的动物模型，

探讨雌激素对肌肉衰减症的影响，本研究通过双侧卵

巢切除术建立育龄期 SD 大鼠绝经模型，观察低雌激
素状态对育龄期大鼠肌肉力量、质量、肌原纤维超微结

构的影响；建模成功后进行雌激素补充治疗，观察其对

绝经后肌肉衰减症的改善作用，为进一步的机制研究

提供实验依据。

1　材料与方法

1 .1　实验动物
　　44 只 1 0 周龄 SPF 级雌性 Sprague-Dawley （SD）
大鼠，体质量 （220±20）g，购于重庆医科大学动物实
验中心［动物合格证号：SCXK （渝）201 8-0003］。喂
养及手术于重庆医科大学动物实验中心 SPF屏障设施
内。实验室温度为（22±2）℃，湿度 60%，光照 1 2 h
（8：00～20：00）。本研究获得重庆医科大学附属第二
医院伦理委员会批准（2023-1 1）。适应性喂养至 1 2 周
龄时建模，期间通过阴道涂片确定大鼠动情周期是否

正常。

1 .2　实验试剂与仪器
　　1 7β-雌二醇购自美国 Med Chem Express 公司。
FSH ELISA试剂盒、E2 ELISA 试剂盒购自上海江莱生
物科技有限公司。苏木精-伊红（HE）染色试剂盒、Bax
兔单克隆抗体、Bcl-2兔单克隆抗体、HRP 标记山羊抗
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兔 IgG、Alexa Fluor 488标记山羊抗兔 IgG、CY3、EDTA
抗原修复液（pH8.0）、BSA、DAPI 染液均购自武汉赛
维尔生物公司。酶标分析仪（Rayto RT-61 00）购自深
圳雷杜生命科学股份有限公司。大小鼠抓力测量仪

（SA41 5）购自安徽赛昂斯医疗科技有限公司，双能 X
射线（DXA）分析仪购自美国 Hologic 公司。
1 .3　方法
1 .3.1　动物模型的建立　　将 44只大鼠按体质量分
层随机抽样，分为假手术 （SHAM）组、去卵巢
（ovariectomized，OVX）组，每组各 22只。OVX组行双
侧卵巢切除术：用 2%戊巴比妥钠（0.2 mL／1 00 g）麻醉
后，将大鼠取仰卧位置于手术台上，固定四肢，备皮，消

毒，沿腹正中线切开皮肤，逐层进腹，沿 Y 字形子宫找
到双侧呈黄豆大小的粉红色卵巢，结扎韧带和血管后

切除卵巢，缝合皮肤。SHAM组：相同方法麻醉、进腹，
暴露与模型组相似手术时间后缝合皮肤。术后给予青

霉素预防感染，手术后每周监测体质量及摄食量，在术

后 1 2 周行抓力测量及 DXA 检查，而后 2 组大鼠各处
死 1 0只称取腓肠肌湿质量，透射电镜观察腓肠肌超微
结构改变，以相对瘦质量为判定绝经后肌肉衰减症模

型是否成功建立的 金 标 准，以 肌 肉 衰 减 指 数

（sarcopenia index，SI）、抓力为辅助判定指标。SI 值定
义为靶骨骼肌的质量（mg）／体质量（g）。
1 .3.1.1　前肢抓力测量　　将大鼠前肢平放在抓力
测量仪感应杆上，当大鼠抓牢感应杆后，平行向后拖拽

大鼠尾巴直至其松开抓力杆为止，抓力测量仪自动记

录最大抓力。重复测量 3 次，记录最大值为绝对抓
力。通过相对抓力（绝对抓力／体质量）判断大鼠肌
力变化。

1 .3.1.2　体成分分析　　大鼠腹腔注射 2%戊巴比
妥钠（0.2 mL／1 00 g）麻醉后，将其俯卧置于 DXA设备
上进行全身扫描及体成分分析，获得大鼠体脂率与瘦

质量。通过相对瘦质量（瘦质量／体质量）差异评估肌
肉质量变化，判定肌肉衰减症建模效果。

1 .3.1.3　样本收集与处理　　大鼠腹腔注射 2%戊
巴比妥钠（0.2 mL／1 00 g）麻醉后，心脏取血处死大鼠
后迅速分离双侧腓肠肌组织，称取湿质量计算 SI 值，
作为判断大鼠肌肉衰减症模型是否成功以及判断雌激

素补充治疗效果的辅助指标［1 5］；取部分腓肠肌固定于

戊二醛液中，透射电镜下进行结构观察；剩余腓肠肌放

入多聚甲醛溶液中固定，石蜡包埋后切片、HE 染色后
显微镜下观察，通过 Image-pro-plus软件测量肌纤维横
截面积，每个标本测量 600～800 个肌纤维，计算平均
肌纤维横截面积。留存血清，利用 ELISA 试剂盒测定
血清 E2、FSH水平，450 nm 波长下依序测量各孔光密

度值。

1 .3.1.4　透射电镜观察腓肠肌超微结构　　每组随
机选择 4只大鼠进行实验，于腓肠肌中段表面切取约
2 mm×2 mm且尽量薄的组织固定于戊二醛液中，进一
步行脱水、包埋、固化与超薄切片，通过透射电子显微

镜（日本日立）观察肌原纤维超微结构；每个标本随机

拍摄 9 张图（×7 000），在单位视野下计数线粒体，线
粒体密度＝线粒体个数／44.443 6 μm2，统计得出总体
的线粒体密度；另外，每个标本随机选择 3 张图，每张
图随机选取 3 个肌节单位，测量肌小节、明带、暗带、H
带等肌原纤维超微结构的长度。

1 .3.2　建模后雌激素补充疗效观察　　判断建模成
功后，将所剩的 24只大鼠进一步分为假手术（SHAM）
组、假手术＋油剂注射（SHAM＋O）组、去卵巢（OVX）
组、去卵巢＋雌激素补充（OVX＋E2）组。其中，OVX＋E2
组进行连续 8 周的 1 7β-雌二醇腹部皮下注射，
20 μg／（kg／d）［1 6－1 7］，雌二醇溶于 1 0% DMSO 与 90%
芝麻油的混合溶剂中。SHAM＋O 组每日予以相同剂
量的对照溶剂（1 0% DMSO＋90%芝麻油）皮下注射。
　　治疗期间每周监测体质量及摄入量，治疗 8周后，
行抓力测量及 DXA 检查，而后处死所有大鼠，比较各
组肌肉质量及超微结构的差异，判断治疗效果。具体

方法除 1 .3.1 所述外，每组各随机取 3 只大鼠对腓肠
肌石蜡切片行免疫荧光染色，显微镜下观察。

1 .3.3　同源免疫荧光双标技术检测腓肠肌 Bax、Bcl-2
表达　　石蜡切片脱蜡至水，置于盛满 EDTA 抗原修
复缓冲液（pH 8.0）的修复盒中于微波炉内进行抗原
修复，中火 8 min，停火 8 min，转中低火 7 min，PBS 洗
涤后放入 3%双氧水溶液，室温避光孵育 25 min，封闭
内源性的过氧化物酶；PBS 洗涤后 3% BSA封闭 30 min；
滴加 PBS 按 1 ∶5 000 配好的兔 Bax 抗体，湿盒内 4 ℃
孵育过夜；洗涤后滴加 HRP 标记山羊抗兔 IgG，室温
孵育 50 min；洗涤后滴加 CY3，避光室温孵育 1 0 min；
洗涤后进行抗原修复，滴加 PBS 按 1 ∶200 配好的兔
Bcl-2抗体，湿盒内 4 ℃孵育过夜；洗涤后滴加 Alexa
Fluor 488标记山羊抗兔 IgG，避光室温孵育 50 min；洗
涤后滴加 DAPI 染液，避光室温孵育 1 0 min，洗涤后荧
光淬灭剂封片，正置荧光显微镜下采图。Bax 显红色
荧光，Bcl-2显绿色荧光，细胞核显蓝色荧光。未活化
的 Bax主要位于细胞质中，收到凋亡信号时被活化，改
变构象并转移到线粒体外膜上；Bcl-2 一般位于线粒
体、内质网及核膜上［1 8］；骨骼肌线粒体主要集中于肌

膜下，因而红色荧光主要集中于肌膜，并弥散分布于细

胞浆，绿色荧光主要集中于细胞核与肌膜，并弥散分布

于细胞浆。每个标本随机采 5 张图进行分析。
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1 .4　统计学分析
　　实验数据由 Excel、SPSS 25.0和 Graphpad Prism 7.0
统计软件处理。结果均采用 ■x±s 表示，并用单尾 t 检
验与单因素方差分析比较组间差异。P＜0.05 为差异
有统计学意义。

2　结果

2.1　绝经后肌肉衰减症模型的建立
2.1.1　体质量及摄食变化　　如图 1 所示，建模后，
随年龄增长，两组大鼠体质量均逐渐增长，但 OVX 组
大鼠的体质量增长速度明显高于 SHAM组，建模 2 周
后即有统计学差异，3 周后差异更加显著（P＜0.001）。
而两组摄入量并无明显差异，在建模手术后 1 周内，大
鼠处在麻醉与手术创伤恢复期，摄入量一过性下降，而

后波动在 20 g／d 左右。

2.1.2　抓力测量　　如表 1 所示，在建模 1 2 周后，
OVX组大鼠较 SHAM组绝对抓力显著降低（P＜0.001），
经体质量校正后，相对抓力降低更加明显（P＜0.001）。
2.1.3　体成分分析　　如表 1 所示，在建模 1 2 周后，
OVX组大鼠相对瘦质量显著低于 SHAM组（P＜0.001），
且 OVX组相对瘦质量低于 SHAM组 2个标准差以上，
符合肌肉衰减症大鼠肌肉量减少的诊断标准。同时，

OVX组大鼠体脂率显著高于 SHAM组（P＜0.001）。
2.1.4　腓肠肌质量的变化　　如表 1 所示，与假手术
组相比，在建模 1 2 周后模型组大鼠腓肠肌 SI 值显著
降低（P＝0.003）。
2.1.5　腓肠肌肌纤维横截面积　　HE 染色的腓肠
肌横切面显示，SHAM组平均肌纤维横截面积显著高
于 OVX组（P＝0.002，图 2）。
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图 1　建模期间两组大鼠体质量（A）、摄入量（B）变化

表 1　建模终点两组大鼠抓力、体成分、SI值比较　（■x±s，n＝22）

组别 绝对抓力／gf 相对抓力／（gf／g） 相对瘦质量 体脂率／% SI值／（mg／g）
SHAM组 1 303±49.22 4.01 ±0.28 0.783±0.026 1 0.81 ±2.96 6.095±0.322
OVX组 1 1 52±76.07 3.1 7±0.1 7 0.686±0.059 21.1 1 ±7.34 5.585±0.392
t值 5.277 8.231 4.781 4.1 1 4 3.1 79
P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 0.003
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A：HE 染色观察大鼠腓肠肌横切面；B：腓肠肌平均肌纤维横截面积　a：P＝0.002，与 SHAM组比较

图 2　建模终点两组大鼠腓肠肌肌纤维横截面积的改变
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2.1.6　腓肠肌超微结构　　如图 3 所示，在建模 1 2周
时，与 SHAM组相比，OVX 组大鼠骨骼肌肌纤维间线
粒体大小不一、数量减少、分布不均，部分线粒体肿胀、

双膜结构模糊或消失，核糖体弥散、减少，部分视野见

肌浆网大量扩张，部分视野可见线粒体自噬小体，这是

肌细胞清除受损线粒体的标志。如表 2 所示，OVX 组
大鼠线粒体密度显著降低（P＝0.01 2），而肌小节、明
带、暗带、H带长度无明显改变。

2.2　建模后雌激素补充疗效观察
2.2.1　体质量及摄食变化　　如图 4所示，雌激素补
充期间，SHAM组、SHAM＋O 组体质量稳定，OVX 组体
质量缓慢上升，OVX＋E2 组体质量在用药 2 周内快速
下降，在第 7 周时降至 SHAM组水平，与 OVX 组相比
差异有统计学意义（P＜0.05）。摄入量除 OVX＋E2 组
在用药 5 周内有所下降，其余各组摄入量均稳定且无
明显差异。

1 μm 1 μm

A

SHAM组 OVX组

1 μm 1 μm

1 μm
B

A：电镜下两组大鼠腓肠肌的典型表现；B：OVX组部分视野下可见自噬小体　红色箭头：线粒体；红色大箭头：肿胀、膜结构模
糊的线粒体；黄色箭头：肌浆网；蓝色箭头：弥散的核糖体；绿色箭头：自噬小体

图 3　透射电镜观察建模终点两组大鼠腓肠肌超微结构

表 2　建模终点两组大鼠腓肠肌肌原纤维超微结构定量分析 （■x±s，n＝36）
组别 线粒体密度／44.443 6 μm2 肌小节长度／μm 明带长度／μm 暗带长度／μm H带长度／μm
SHAM组 27.73±1 0.23 1.895±0.1 1 6 0.477±0.1 05 1.490±0.079 0.1 47±0.022
OVX组 21.60±1 3.46 1.872±0.1 46 0.472±0.1 09 1.461 ±0.1 1 8 0.1 45±0.022
t值 2.291 0.739 0.200 1.235 0.403
P值 0.01 2 0.463 0.842 0.221 0.688
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图 4　治疗期间各组大鼠体质量（A）、摄入量（B）变化
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2.2.2　抓力、身体成分及腓肠肌质量　　如表 3 所
示，OVX组较 SHAM组绝对抓力、相对抓力、相对瘦质
量明显降低（P＜0.01），体脂率明显升高（P＜0.01），SI
值降低。OVX＋E2 组抓力、相对瘦质量、体脂率均恢复
到 SHAM组水平，且 SI值显著高于 OVX 组（P＜0.01）。
说明雌激素补充能有效改善卵巢切除后大鼠的肌力和

肌肉量的丢失。

2.2.3　腓肠肌肌纤维横截面积　　HE 染色的腓肠
肌横切面显示，SHAM组与 OVX＋E2 组平均肌纤维横
截面积显著高于 OVX组（P＜0.01，图 5）。
2.2.4　腓肠肌超微结构　　如图 6 所示，在建模 20周

时，与 SHAM组相比，OVX 组大鼠骨骼肌肌原纤维间
线粒体大小不一、数量减少、分布不均，部分双膜结构

模糊或消失，核糖体弥散、减少，部分视野见肌浆网扩

张。OVX＋E2 组肌纤维间线粒体数量较 OVX 组明显
增加，恢复到 SHAM组水平，多个视野下可见数个线
粒体融合成长条状的现象，提示线粒体融合代谢旺盛；

核糖体与肌浆网等蛋白质合成相关器官较 SHAM组
无变化。如表 4 所示，OVX 组较 SHAM组线粒体密度
降低（P＜0.01），肌小节、明带、H 带显著变长（P＜
0.01），暗带无明显变化，而 OVX＋E2 组较 SHAM组无
明显改变。

表 3　治疗终点各组大鼠抓力、体成分、SI值比较 （■x±s，n＝6）
组别 绝对抓力／gf 相对抓力／（gf／g） 相对瘦质量 体脂率／% SI值／（mg／g）
SHAM组 1 457±1 32.1 0 4.53±0.70 0.784±0.042 1 4.93±5.71 5.842±0.235
SHAM＋O组 1 426±1 03.70 4.67±0.35 0.829±0.039 　8.08±3.61 5.777±0.491
OVX组 1 293±1 6.63ab 　3.39±0.47ac 0.648±0.064ac 27.65±7.1 2ac 5.288±0.428c

OVX＋E2 组 1 41 6±55.98 4.41 ±0.63 0.794±0.1 02 1 3.85±8.05 6.278±0.751

a：P＜0.01，与 SHAM组比较；b：P＜0.05，c：P＜0.01，与 OVX＋E2 组比较
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A：HE 染色观察各组大鼠腓肠肌；B：腓肠肌平均肌纤维横截面积　a：P＜0.01，与 SHAM组比较；b：P＜0.01，与 OVX＋E2 组比较

图 5　治疗后各组大鼠腓肠肌肌纤维横截面积的改变

表 4　治疗后各组大鼠腓肠肌肌原纤维超微结构定量分析 （■x±s，n＝27）
组别 线粒体密度／44.443 6 μm2 肌小节长度／μm 明带长度／μm 暗带长度／μm H带长度／μm
SHAM组 1 8.30±7.1 5 1.846±0.1 29 0.41 6±0.1 05 1.438±0.057 0.1 37±0.01 8
SHAM＋O组 1 6.59±5.84 1.808±0.369 0.496±0.1 40 1.385±0.043 0.1 75±0.076
OVX组 1 2.00±4.51 ab 2.1 47±0.1 96ab 0.647±0.1 74ab 1 .51 0±0.052 0.226±0.1 1 2ab

OVX＋E2 组 1 7.81 ±9.1 2 1.766±0.267 0.382±0.1 77 1.389±0.1 35 0.1 43±0.008

a：P＜0.01，与 SHAM组比较；b：P＜0.01，与 OVX＋E2 组比较
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SHAM组 SHAM＋O组

OVX组 OVX＋E2组

红色箭头：线粒体；黄色箭头：肌浆网；蓝色箭头：弥散的核糖体

图 6　透射电镜观察治疗后各组大鼠腓肠肌超微结构　（透射电镜×7 000）

2.2.5　性激素水平　　如表 5 所示，卵巢切除术后大
鼠 E2 水平显著降低，FSH升高，经过雌激素补充后，E2
水平与 SHAM组一致，FSH有所降低。

表 5　治疗终点各组大鼠性激素对比 （■x±s，n＝6）
组别 E2 ／（pmol／L） FSH／（IU／L）
SHAM组 1 2.69±1.25 1.26±0.26
SHAM＋O组 1 3.00±0.81 1.34±0.25
OVX组 7.74±1.88bc 1 .78±0.34a

OVX＋E2 组 1 2.71 ±1.76 1.47±0.22

a：P＜0.01，b：P＜0.001，与 SHAM组比较；c：P＜0.001，与
OVX＋E2 组比较

2.2.6　腓肠肌 Bax、Bcl-2 免疫荧光　　荧光强度显
示，与 SHAM组、OVX＋E2 组相比，OVX 组 Bax 表达增
多（P＜0.01），Bcl-2／Bax 降低（P＜0.01）。见图 7、
表 6。

表 6　免疫荧光染色组间相对荧光强度对比 （■x±s，n＝1 5）
组别 Bax Bcl-2 Bcl-2／Bax
SHAM组 9.91 1 ±1.575b 1 1 .486±1.265 1.1 70±0.1 04b

OVX组 1 7.461 ±2.060 1 1.240±0.802 0.652±0.089
OVX＋E2 组 1 2.1 21 ±1.894bc 1 2.840±1.542ac 1 .080±0.1 81 b

a：P＜0.001，与 OVX组比较；b：P＜0.01，与 SHAM组比较

3　讨论

　　随着平均寿命的增加，全球人口老龄化已经成为
一个严峻的挑战，肌肉衰减症是一种严重危害老年人

健康及生理功能的老年综合征，是当今社会重要的公

共健康问题。中老年女性因绝经后性激素缺乏更易引

发肌肉衰减症［6］，因而女性激素相关的肌肉衰减症值

得更多的关注。既往研究发现，雌激素在骨骼肌中能

够发挥抗炎、抗凋亡、调节蛋白质合成分解、维护线粒

体功能稳定的作用，并有助于肌肉卫星细胞的维持、增

殖、分化，促进肌肉再生［8-9］；雌激素能促进能量内稳

态，改善体脂分布，减少胰岛素抵抗和炎症发生［1 9］，而

胰岛素抵抗与炎症环境被认为是肌肉衰减症发病机制

汇总的核心环节［3］，但雌激素在肌肉衰减症发生发展

中的具体作用机制尚未完全阐明，亟需建立较为成熟

的动物模型，以研究绝经后激素变化对肌肉组织的作

用。目前肌肉衰减症动物模型常采用衰老模型、去神

经支配模型、免疫系统异常模型、内分泌系统异常模

型、废用模型、转基因模型等［1 3-1 4］，鲜有研究整体系统

地报道肌肉衰减症的去卵巢动物模型。本研究为绝经

后肌肉衰减症的动物模型提供参考，为探索绝经后肌

肉衰减症的发生机制与治疗方法提供基础。
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图 7　各组大鼠腓肠肌 Bax、Bcl-2免疫荧光观察

　　本研究中雌激素补充能够有效缓解去卵巢大鼠的
肌肉衰减，在一定程度上表明去卵巢大鼠肌肉衰减的

发生是雌激素变化的结果，而不是去卵巢后其他继发

因素的影响。本研究对 1 2 周龄育龄期大鼠行去势手
术模拟绝经状态，目的是排除衰老对绝经后肌肉的影

响，同时尽量避免大鼠生长发育对肌肉衰减的干扰。

建模时机与建模周期对绝经后肌肉衰减症模型的构建

十分关键［1 4］，在快速生长发育期建模可能观察不到肌

肉萎缩的现象；肌肉衰减是个累积的过程，建模周期过

短同样无法出现肌肉萎缩改变。本实验在去势手术

1 2周后成功建立了大鼠绝经后肌肉衰减症模型，在此
基础上也可以对模型进行优化，如选择月龄更大但未

衰老的动物或延长建模时间，更容易观察到肌肉衰减

症的典型变化。此外，本研究中大鼠自由活动，但未记

录大鼠活动量，以后的研究中可以对此进行改进以排

除大鼠运动量因素对肌肉衰减模型的干扰。

　　临床上肌肉衰减症诊断标准主要包括两个方面：
骨骼肌质量的下降与骨骼肌肌力的减退［1］，这也是建

立肌肉衰减症动物模型的依据［1 3］。利用 DXA 测定肌
肉质量是目前临床上首选用于评估肌肉衰减的方

法［20］。因为个体体型差异，直接测得的瘦质量并不能

准确反映肌量的多少，临床上需要用身高或体质量指

数（BMI）校正［2］，而动物实验中则以体质量校正得到

相对瘦质量。在动物实验中尚无统一的肌肉衰减症诊

断标准，在既往研究中常用肌肉衰减指数（SI 值）粗略
判定肌肉衰减症的模型［1 5］，本研究选用 DXA 检测肌
量，参考亚洲肌少症工作组（AWGS）临床肌少症诊断
标准之一，即肌量较青年成人降低 2个标准差［2］，以相

对瘦质量在组间存在统计学差异且模型组平均值低于

对照组平均值 2个标准差为诊断依据，同时 SI 值作为
辅助指标也可部分反映全身肌量。本研究还通过抓力

检测评估肌肉功能。201 8 年欧洲老年人肌少症工作
组（EWGSOP）发布的共识强调，低肌力是肌肉衰减症
的关键特征，肌肉数量和质量降低是其诊断依据；在预

测不良后果方面，肌力比肌量更重要［21］。此外，通过

HE 染色进一步发现 OVX大鼠骨骼肌肌纤维平均横截
面积减少，经雌激素补充治疗后得以改善。本实验结

果显示对育龄期 SD 大鼠行双侧卵巢切除术 1 2 周后
成功建立了绝经后肌肉衰减症模型，验证了雌激素缺

乏对于育龄期大鼠肌力、肌量的明显损害作用，且通过

雌激素补充能显著改善绝经后肌肉衰减大鼠肌力、肌

量，甚至接近绝经前水平。

　　肌力反映的是肌肉收缩功能，肌原纤维是骨骼肌
细胞的收缩单位，由构成暗带的粗肌丝（肌球蛋白）和

构成明带的细肌丝（肌动蛋白）组成，肌原纤维的组成

成分直接影响着肌肉的生物学功能。研究发现，当老年

性肌肉衰减症发生时，肌原纤维出现相应的老化改变，

表现为肌小节长度增加、暗带不变、明带长度增加［22］；
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本研究中大鼠在切除卵巢 1 2 周时并没有观察到肌小
节、明暗带发生改变，而在切除卵巢 20 周后出现了腓
肠肌肌小节、明带、H带变长，暗带不变的现象，符合老
年性肌肉衰减症的表现，而雌激素补充阻止了此改变。

说明雌激素对肌肉的影响虽低于衰老带来的影响，但

这一影响可随建模时间的延长而出现积累效应，达到

与衰老相似的萎缩性改变。这表明绝经后肌肉衰减症

不仅仅是衰老引起的肌肉衰减症的一部分，雌激素的

缺乏会额外增加老年女性患肌肉衰减症的风险。

　　线粒体是细胞产生能量和细胞信号传递的关键细
胞器，在广泛的细胞生理过程中起着至关重要的作用。

线粒体功能障碍在肌肉衰减症的发生中起着重要作

用。所有含有线粒体的细胞，包括骨骼肌细胞，通过以

下途径来维持线粒体的健康，如线粒体生物发生、线粒

体衍生囊泡、线粒体动力学（线粒体的融合和分裂过

程）和线粒体自噬（通过自噬负责清除线粒体的过

程）［23］。研究表明，线粒体动力学异常及线粒体自噬

异常参与了肌肉衰减症的发生［23］。CAPLLONCH-
AMER等［1 9］的实验证明，雌激素可以通过上调 PGC-1α
的表达促进大鼠骨骼肌线粒体的生物合成。RIBAS
等［24］发现在肌肉特异性 ERα敲除（MERKO）小鼠中
骨骼肌线粒体形态异常、线粒体动力学受损、肌肉氧化

代谢能力下降。本研究中，去卵巢大鼠骨骼肌的线粒

体密度下降、自噬小体出现表明线粒体受损，肌浆网、

核糖体等蛋白质合成器官受损，经雌激素补充治疗后

可以改善，且雌激素补充治疗后去卵巢大鼠出现明显

的线粒体融合现象，而线粒体的融合与线粒体功能恢

复密不可分［23］。通过对腓肠肌超微结构的观察，本研

究发现雌激素缺乏会引起肌肉能量代谢与蛋白质合成

功能障碍，解释了去卵巢大鼠的显著肥胖、肌肉衰减改

变，而雌激素补充可改善以上损伤。

　　雌激素可以在各种组织中发挥抗凋亡作用［25］，但

在骨骼肌组织中雌激素如何发挥抗凋亡作用尚不明

确。研究发现雌激素可以通过 p53、Bcl-2 和 FoxO 家
族抑制 H2O2 诱导的 C2C1 2 成肌细胞凋亡

［26］。B 淋
巴细胞瘤-2基因 （Bcl-2）家族主要通过线粒体途径调
控细胞凋亡。在骨骼肌中，Bcl-2家族蛋白通过联合细
胞内 Ca2＋信号、JNK 通路、p53 基因、泛素蛋白 Atg1 2，
以及 Caspase 酶等对细胞内的自噬和凋亡进行双向调
控［27］，Bcl-2 是家族中的抗凋亡蛋白，Bax 是家族中的
促凋亡蛋白，二者的比值是反映组织细胞凋亡的敏感

指标。本实验通过免疫荧光染色发现 OVX 组骨骼肌
中 Bcl／Bax显著降低，经雌激素补充治疗后改善，提示
雌激素补充可以抑制绝经后大鼠的骨骼肌细胞凋亡。

　　综上所述，对育龄期 SD 大鼠去势 1 2 周后成功建
立了绝经后肌肉衰减症模型，雌激素补充治疗能显著

改善去卵巢大鼠的肌量、肌力、骨骼肌超微结构以及骨

骼肌能量代谢功能，这可能与雌激素抑制肌细胞凋亡

有关。本研究结果为进一步研究雌激素在绝经后肌肉

衰减症的发生中的作用机制提供了实验基础。
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