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摘要 目的：探讨骨骼发育及矿化过程，构建骨矿化小鼠实验动物模型。方法：采用甲状旁腺激素（PTH）（1-34）经腹腔注射，诱
导 6周龄 NOD-SCID雌性小鼠成骨细胞分化及骨组织矿化，从而构建骨矿化小鼠实验动物模型。进一步应用 Micro-CT检测骨
密度，应用钙黄绿素和盐酸四环素荧光标记检测骨矿化沉积率，应用冯库萨染色鉴定钙盐沉积，并应用马松染色检测骨胶原容

积分数，以鉴定小鼠骨组织矿化水平，确定骨矿化小鼠模型是否构建成功。结果：Micro-CT检测发现，PTH（1-34）诱导 20 d可以
显著增加骨小梁相对体积分数（BV/TV，t=9.473，P约0.001）和骨小梁厚度（Tb.Th，t=18.64，P约0.001），显著减少骨小梁间距（Tb.Sp，
t=7.794，P约0.01）。双荧光标记显示，PTH（1-34）处理后骨矿化沉积率（MAR）显著提高（t=29.99，P约0.001）。冯库萨染色显示，PTH
（1-34）处理组冯库萨阳性面积（VK.A）显著增加（t=2.914，P约0.05）。马松染色显示，PTH（1-34）处理后胶原容积分数（CVF）显著
提升（t=13.94，P约0.001）。结论：PTH（1-34）可有效诱导小鼠骨骼矿化，成功构建骨矿化小鼠实验动物模型。
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Construction and identification of PTH（1-34）-induced bone mineralization experimental animal model in
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Abstract Objective：To investigate the process of bone development and mineralization，and construct an experimental animal model of
bone mineralization in mice. Methods：PTH（1-34）（parathyroid hormone 1-34）was injected intraperitoneally to induce osteoblast dif原
ferentiation and bone tissue mineralization in 6-week-old NOD-SCID female mice，and an experimental animal model of bone mineral原
ization was constructed. Furthermore，micro-CT was used to detect bone mineral density，calcein and tetracycline hydrochloride fluores原
cent labeling was used to detect mineral apposition rate. Von Kossa staining was used to identify calcium salt deposition，and Masson
staining was used to detect bone collagen volume fraction to identify the level of bone tissue mineralization in mice and determine whether
the mouse model of bone mineralization was successfully established. Results：Micro-CT showed that PTH（1-34）induction for 20 days
significantly increased the Bone Volume/Total Volume（BV/TV，t=9.473，P<0.001）and trabecular thickness（Tb.Th）（t=18.64，P<0.001），
while significantly reduced trabecular spacing（Tb.Sp，t=7.794，P<0.01）. The double fluorescent labeling showed that the mineral appo-
sition rate（MAR）of bone mineralization was significantly increased after PTH（1-34）treatment（t=29.99，P<0.001）. Von Kossa stain原
ing showed that the Von Kossa Area（VK. A）was significantly increased in the PTH（1-34）treatment group（t=2.914，P<0.05）. Mason-
ing showed that the collagen volume fraction（CVF）was significantly increased after PTH（1-34）treatment（t=13.94，P<0.001）. Con原
clusion：PTH（1-34）can effectively induce bone mineralization in mice，and successfully construct an experimental animal model of
bone mineralization in mice.
Key words parathyroid hormone（1-34）；bone mineralization；bone mineral density；experimental animal model
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骨骼不仅是人体的支架结构，还在矿物质储 存、造血和机体免疫等方面发挥重要的调控作用。

骨稳态是由成骨细胞骨形成和破骨细胞骨吸收相

互协同从而达到的稳定状态，是成年人骨骼健康的

基础。成骨细胞分化和骨矿化是骨组织形成中的关

键过程。成骨细胞起源于骨髓间充质干细胞，经过
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骨祖细胞、前成骨细胞，逐渐分化成熟为功能性的

成骨细胞[1-2]。分化成熟的成骨细胞大量合成并分泌

骨基质蛋白，随着骨基质的积累，矿化过程随之启

动，羟基磷灰石等无机钙盐沉积在骨基质上，逐渐

形成骨组织矿化[3-4]。终末分化的成骨细胞被矿化骨

基质包埋形成骨细胞，或转化为不活跃的骨衬里细

胞。成骨细胞在中晚期分化阶段释放的基质外囊泡

也能诱导成骨矿化[5]。病理条件下，骨组织细胞的活

性和骨矿化程度可以改变骨微环境，不仅会导致骨

质疏松[6-7]、骨软化症[8]等疾病，还能调控肿瘤细胞在

骨组织中定植和转移[9-11]。

甲状旁腺激素（PTH）是一种由甲状旁腺分泌的
多肽激素，具有调节骨代谢的功能。在正常生理条

件下，PTH能够调节血钙、磷水平，从而维持钙和磷
的代谢平衡，促进正常骨代谢。合成的 PTH（1-34）
由 PTH N端前 34个氨基酸组成，目前主要用于治
疗骨质疏松症[12-13]。PTH（1-34）可提高患有特发性骨
质疏松症的绝经前妇女血清中骨凝集素水平，后者

是一种成骨因子，通过促进成骨分化来维持成人的

骨形成[14]。PTH（1-34）还可通过增加前成骨细胞、成
骨细胞、衬里细胞的数量以及加速成骨分化促进骨

形成，从而使骨量增加[15-17]。PTH（1-34）不仅可以刺
激前成骨细胞和衬里细胞的增殖和分化，还可以通

过减弱破骨细胞的活性来抑制骨吸收[18]，进而促进

骨矿化。PTH（1-34）可能还通过增加骨基质中钙离
子的浓度间接促进矿化[19-20]。为了探讨骨骼发育及

矿化过程，本项研究拟采用 PTH（1-34）诱导小鼠成
骨细胞分化以及骨骼矿化，构建骨矿化小鼠实验动

物模型，以期为骨微环境的生理、病理及疾病治疗

提供动物模型和实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料 6只雌性 6 周龄 NOD-SCID免疫缺陷
小鼠购自江苏南京集萃药康生物科技股份有限公

司，小鼠体重均等，实验动物许可证号：SYXK（津）
2023-0001；PTH（1-34）购自 MCE公司；盐酸四环素
和钙黄绿素购自北京索莱宝科技有限公司；EDTA
脱钙液购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

本研究通过天津医科大学肿瘤医院实验动物伦理

委员会审查（伦理编号：AE-2022093），依据动物伦
理的相关规定实施。

1.2 动物实验 按照简单随机抽样，将 6只小鼠随
机分为两组：对照组和 PTH（1-34）处理组，每组 3
只。PTH（1-34）处理组每天同一时间腹腔注射 PTH
（1-34）100 滋g/kg，持续 20 d。对照组注射等量溶剂

PBS。所有小鼠在处死前第 13、14天，分别皮下注射
盐酸四环素（25 mg/kg）；小鼠处死前第 3、4天，皮下
注射钙黄绿素（5 mg/kg）。小鼠全程饲养于 SPF级动
物实验室，实验地点为天津医科大学肿瘤医院

实验动物中心。在注射 PTH（1-34）20 d后，处死小
鼠，解剖并分离后肢胫骨及股骨，用 4%甲醛固定骨
组织。

1.3 Micro-CT 经腹腔注射 PTH（1-34）20 d后，采
用 Micro-CT检测和分析小鼠骨密度。取固定后的
小鼠右侧股骨，采用 Siemens公司 InveonTM系统的
Micro-CT扫描仪对股骨进行扫描并三维重建骨组
织形态。选择股骨远侧干骺端区域进行骨组织形态

计量学分析。分析骨小梁相对体积分数（BV/TV）、骨
小梁间距（Tb.Sp）和骨小梁厚度（Tb.Th），评价骨密
度和骨量。

1.4 盐酸四环素-钙黄绿素双荧光 小鼠右侧股骨

完成 Micro-CT后，在福尔马林中固定 48 h，之后用
流水冲洗 24 h，进一步用 75%、95%、100%梯度乙醇
进行脱水处理，最后用 Technovit 7200树脂进行样
本包埋。采用德国艾卡特公司硬组织切片机对股骨

进行不脱钙硬骨组织切片，切片厚度为 50 滋m，用
德国 EXAKT400S 磨片机依次使用 320、800、1 200
目砂纸将切片磨至厚度为 25 滋m，最后用 4 000目砂
纸对打磨好的切片进行抛光。采用荧光显微镜

（ZEISS，德国）观察盐酸四环素和钙黄绿素双色荧
光。硬组织切片中的盐酸四环素发出黄色荧光，反

映小鼠处死前 14 d时的矿化骨质形成；钙黄绿素发
出绿色荧光，标示小鼠处死前 4 d时的矿化骨质形
成。在低倍镜下对每只小鼠右后肢股骨切片的远侧

干骺端同一位置拍照（放大倍数 50伊），用 Image J软
件测算钙黄绿素荧光面积（Calcein Area，Ca.A）反映
小鼠临终时的成骨细胞活性和骨质矿化水平。在高

倍镜下（400伊）拍摄小鼠右后肢股骨远侧干骺端盐
酸四环素-钙黄绿素双荧光标记图片，每张切片拍
摄 3个随机视野，采用 Image J软件测量盐酸四环
素和钙黄绿素荧光间距代表小鼠注射两种荧光之

间 10 d的新生矿化骨量，用于计算骨矿化沉积率
（MAR）。MAR=荧光间距/10。
1.5 冯库萨染色（Von Kossa staining） 对小鼠股骨

的硬骨组织切片进行冯库萨染色。后者利用金属置

换反应，用硝酸银溶液中的银离子将组织中的钙离

子置换出来，达到显色效果，从而检测组织中的钙

盐沉积。冯库萨染色由武汉长衍病理科技有限公司

提供技术服务。切片在 Nicon 80i正置显微镜下观察
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并拍摄图片（40伊），并进一步用 Image J软件测算冯
库萨染色阳性（棕色）面积占切片总面积的百分比

（VK.A），以此反映小鼠骨钙化程度。
1.6 马松染色（Masson staining） 取固定后的小鼠

左侧股骨，用 EDTA脱钙液对其进行脱钙处理，每 3 d
更换 1次脱钙液，待脱钙完成后进行石蜡包埋、切
片和染色。马松染色由武汉长衍病理科技有限公司

提供技术服务。染色切片在 Nicon 80i正置显微镜下
观察并拍摄图片（40伊），进一步用 Image J软件测算
马松染色阳性（蓝色）面积占切片总面积的百分比

为胶原容积分数（CVF）。
1.7 实验动物模型构建 成功标准基于上述动物

实验和骨矿化相关方法检测分析多种骨形态学指

标，设定模型构建成功的标准为：（1）成骨细胞活
化，MAR增加。（2）骨胶原和骨基质合成增加。（3）骨
骼钙盐沉积增多。（4）骨密度和骨量增加。
1.8 统计学处理 采用 GraphPad Prism 8.0软件进
行统计学分析，两组间比较采用 t检验分析。P约0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 PTH（1-34）诱导增加小鼠骨量 Micro-CT检
测发现，PTH（1-34）诱导 20 d 后，PTH（1-34）处理
组股骨远侧干骺端 BV/TV（t=9.473，P约0.001）和 Tb.
Th（t=18.64，P约0.001）显著高于对照组，Tb.Sp（t=
7.794，P约0.01）较对照组显著减小（图 1）。
2.2 PTH（1-34）增强小鼠成骨细胞活性、促进骨骼
钙沉积并提高骨矿化率 在荧光显微镜下观察小

鼠的非脱钙骨硬组织切片，发现 PTH（1-34）处理组
骨骼携带的钙黄绿素荧光面积显著高于对照组（t=
29.99，P约0.001，图 2A）。且 PTH（1-34）处理组骨骼
盐酸四环素-钙黄绿素双荧光间距大于对照组（图

2B），通过双荧光间距计算 MAR，发现 MAR显著增
加（图 2C）。对硬组织切片进行冯库萨染色，发现
PTH（1-34）处理组骨骼染色阳性面积显著高于对照
组（t=29.99，P约0.001，图 3）。
2.3 PTH（1-34）促进小鼠骨胶原合成 PTH（1-34）
处理组 CVF显著高于对照组（t=13.94，P约0.001，图4）。

图 1 Micro-CT检测和分析小鼠股骨骨密度和骨量
Fig.1 Bone mineral density and bone mass in the femur of mice

were measured and analyzed using Micro-CT

注：A：对照组和 PTH（1-34）处理组股骨远侧干骺端横截面和纵
截面Micro-CT代表图片（绿色区域标示骨小梁的测量区）；B：两组股
骨远侧干骺端 BV/TV、Tb.Sp、Tb.Th 柱形图；**P约0.01，***P约0.001；
BV/TV：骨小梁相对体积分数；Tb.Sp：骨小梁间距；Tb.Th：骨小梁厚度
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图 2 钙黄绿素和盐酸四环素荧光标记检测小鼠骨组织的成骨细胞活性和骨矿化沉积率

Fig.2 Osteoblast activity and the bone mineralization deposition rate in mouse bone tissue were assessed using calcein and tetracycline
hydrochloride fluorescent labeling

注：A：对照组和 PTH（1-34）处理组股骨钙黄绿素标记代表图片（绿色荧光，50伊）；B：对照组和 PTH（1-34）处理组小鼠股骨盐酸四环素（黄

色荧光）-钙黄绿素（绿色荧光）双荧光标记（400伊）代表图片；C：对照组和 PTH（1-34）处理组股骨 MAR柱形图；***P约0.001；Ca.A：钙黄绿素面
积；MAR：骨矿化沉积率
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3 讨论

骨矿化是骨组织发育和骨重塑过程中的重要

一环，构建骨矿化小鼠模型可以为骨相关疾病和骨

微环境研究提供实验基础和依据，有助于深入了解

骨矿化过程中的细胞和分子机制，从而揭示骨质疏

松症、骨折不愈合等的发病机制。骨矿化动物模型

还能评估新药和治疗方法对骨矿化的影响。此外，

该模型还能够模拟骨微环境，研究骨微环境对肿瘤

细胞迁移、定植和休眠的影响。

本研究采用 Micro-CT检测分析小鼠股骨远侧
干骺端 BV/TV、Tb.Sp 和 Tb.Th，结果提示 PTH（1-
34）处理组小梁骨体积和骨量显著增加，表明 PTH
（1-34）处理 20 d可以显著增加小鼠的骨密度和骨
量，促进小鼠骨骼发生高度矿化。盐酸四环素-钙黄
绿素双荧光标记和冯库萨染色的结果表明，PTH
（1-34）促进钙盐在小鼠骨骼中沉积，表明 PTH（1-
34）通过增强骨组织中成骨细胞活性、促进钙盐沉
积进而促进小鼠骨骼矿化。马松染色结果表明，PTH
（1-34）增加小鼠骨胶原的生成，说明 PTH（1-34）诱
导小鼠 20 d可以显著促进骨胶原和骨基质合成。这
些结果表明，经过 20 d的 PTH（1-34）诱导，小鼠成
骨细胞活性增强，骨量增加，骨矿化率提高，表明该

小鼠骨矿化实验动物模型构建成功，可用于骨相关

疾病的实验研究。

本研究采用的 Micro-CT是一种基于 X射线的
成像技术，能够反映样本结构，并对小鼠骨骼进行重

建，从而定量分析骨密度、矿化程度和表面积等多

种参数。该技术目前广泛应用于多项骨相关研究[21-23]。

Micro-CT不仅适用于离体动物样本，也可用于活体
小动物，可在实验中直接分析实验动物的某些骨骼

结构以及骨密度等参数，从而减少实验动物的使

用。然而，仅在骨骼矿化程度较高时，Micro-CT才能
获得可视化的观察结果。本研究在鉴定骨矿化时，

采用了盐酸四环素-钙黄绿素双荧光标记法，将这
两种染料在不同时间注射入小鼠体内。待小鼠解剖

取出股骨后，在显微镜下可直接观察硬组织切片中

的荧光，最终计算出 MAR。本研究还应用冯库萨染
色法检测小鼠骨组织的矿化程度，这一方法与双荧

光标记法相似，均能在矿化早期检测到骨组织矿

化。然而，这两种方法均需在未脱钙的硬组织切片

上进行，这使得样本制备过程既复杂又耗时，且对

技术要求较高，因此研究人员常常放弃采用硬组织

切片。为此，本研究对骨组织样本进行了马松染色，

染色包括骨组织脱钙、石蜡包埋、切片和染色等步

骤。马松染色能够有效检测骨矿化过程中骨胶原的

含量，且作为胶原纤维染色的标准方法，在检测胶

原含量方面具有权威性。然而，马松染色操作较复

杂，对技术要求较高。总之，本研究中多种骨矿化鉴

定方法各有优缺点，且主要限于影像学和组织学鉴

定，缺乏对骨矿化相关参数的定量生化分析，例如

血清骨特异性碱性磷酸酶水平可反映骨形成、骨钙

素水平可评估矿化过程。具体采用何种鉴定技术应

根据研究目的及实验条件的不同而定。

本研究也存在一定的局限性。生理条件下的骨

矿化受维生素 D[24-25]、雌激素[26-27]、PTH[28]等多种因素

调节，本研究采用 PTH（1-34）诱导模拟小鼠体内骨
矿化，并不能反映除 PTH以外的骨矿化调节通路。
后续研究可以尝试其他因素调节小鼠骨矿化，构建

小鼠实验动物模型。本研究仅采用 PTH（1-34）诱导
小鼠 20 d构建骨矿化模型，后续研究可以设置 PTH
（1-34）浓度梯度或时间梯度诱导产生不同的矿化
程度，用于骨相关疾病和肿瘤骨转移研究。本研究

只在小样本量小鼠中进行实验研究，后续可以结合

构建小鼠骨组织不同矿化程度实验动物模型进行更

大样本量的实验，以期获得更全面的结果。

综上所述，通过构建小鼠骨矿化动物模型，可

以进一步在细胞和分子水平上探索骨矿化机制及

其调控因素，为防治骨质疏松症、骨软化症、肿瘤骨
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图 3 冯库萨染色检测小鼠骨组织钙盐沉积

Fig.3 The deposition of calcium salts in mouse bone tissue was
assessed using Von Kossa staining

注：***P约0.001；CVF：小鼠股骨胶原容积分数

图 4 马松染色检测小鼠骨组织中骨胶原含量

Fig.4 The content of collagen in mouse bone tissue was assessed
using Masson staining
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转移等临床问题提供实验依据。此外，本模型还可

用于评估新药疗效及作用机制，推动临床治疗策略

的开发。因此，进一步优化骨矿化小鼠动物模型和

鉴定方法，不仅有助于基础研究，还能为临床转化

提供有力支持。
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