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骨质疏松合并肝硬化的动物模型构建及其共病机制初探*
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【摘要】  目的　建立骨质疏松合并肝硬化的动物模型，分析肝硬化对小鼠骨质流失的影响及其机制初探。方法　实

验动物为25只6周龄体质量约20～22 g的C57BL/6雌性小鼠。采用卵巢切除术联合四氯化碳（carbon tetrachloride, CCl4）构

建小鼠肝硬化-骨质疏松共病模型，将小鼠随机分为对照组、肝硬化组、骨质疏松组、肝硬化联合骨质疏松组，每组5只。

通过HE染色、天狼猩红染色、血清肝功能指标检测等观察小鼠肝脏的病理学改变；通过micro-CT、HE染色等观察小鼠骨

质量及骨形态学改变；通过ELISA、Western blot和免疫组化检测小鼠血清和肝脏组织中胰岛素样生长因子-1（insulin-like
growth factor-1, IGF-1）的表达。为探究IGF-1在肝硬化与骨质疏松共病中的可能作用，本研究另外设置IGF-1干预组，通过

micro-CT和HE染色观察小鼠骨质量及骨形态学改变。结果　与对照组和骨质疏松组相比，肝硬化组和肝硬化联合骨质疏

松组小鼠肝组织中有明显的炎症细胞浸润以及胶原纤维沉积，此外，丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase, ALT）、天冬

氨酸转氨酶（aspartate transaminase, AST）、总胆红素（total bilirubin, TBIL）的血清学水平也显著增加（P<0.05）。Micro-
CT和HE染色结果显示，相比于骨质疏松组，肝硬化联合骨质疏松组小鼠股骨远端的骨质量和骨小梁数目减少，且差异有统

计学意义（P<0.05）。ELISA、Western blot和免疫组化结果发现肝硬化联合骨质疏松组小鼠肝脏和血清中IGF-1的表达均明

显降低（P<0.05）。而给予IGF-1治疗后，肝硬化联合骨质疏松小鼠的骨量出现回升（P<0.05）。结论　去卵巢手术联合CCl4

诱导能够成功构建骨质疏松合并肝硬化的小鼠模型，IGF-1可能是介导肝硬化-骨质疏松共病的潜在分子机制和治疗靶点。
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[Abstract]   Objective　 To  establish  an  animal  model  of  osteoporosis  combined  with  liver  cirrhosis  and  conduct
preliminary  investigation  into  the  effect  of  liver  cirrhosis  on  bone  loss  in  mice  and  the  underlying  mechanisms.
Methods　The experimental animals were 25 6-week-old female C57BL/6 mice with a body weight of approximately 20-
22 g. A comorbidity model of liver cirrhosis and osteoporosis was established in the mice by ovariectomy combined with
carbon tetrachloride (CCl4) induction. The mice were randomly assigned to 4 groups (n = 5 in each group), including a
control  group,  a  liver  cirrhosis  group,  an  osteoporosis  group,  and  a  cirrhosis  and  osteoporosis  comorbidity  group.
Pathological changes in the liver were observed via HE staining, Sirius Red staining, and serum liver function indicators.
Bone  mass  and  morphological  changes  were  assessed  using  micro-CT  and  HE  staining.  ELISA,  Western  blot,  and
immunohistochemistry were performed to assess the expression of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) in serum and liver
tissues.  An  additional  IGF-1  intervention  group  was  established  to  investigate  the  potential  role  of  IGF-1  in  the
comorbidity of liver cirrhosis and osteoporosis, and changes in bone mass and morphology were analyzed via micro-CT
and  HE  staining. Results　 Compared  with  the  control  and  osteoporosis  groups,  the  liver  cirrhosis  and  cirrhosis-
osteoporosis comorbidity groups exhibited significant inflammatory cell infiltration and collagen fiber deposition in liver 
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tissues, along with markedly increased serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
and  total  bilirubin  (TBIL)  (P <  0.05).  According  to  the  Micro-CT  and  HE  staining  results,  the  cirrhosis-osteoporosis
comorbidity group showed reduced bone mass and decreased trabecular numbers in the distal femur compared to those
in  the  osteoporosis  group,  with  the  differences  being  statistically  significant  (P <  0.05).  ELISA,  Western  blot,  and
immunohistochemistry  demonstrated significantly  reduced expression of  IGF-1 in  the  liver  and serum of  the  cirrhosis-
osteoporosis  comorbidity  group (P <  0.05).  Notably,  exogenous  IGF-1 treatment  restored bone mass  in  mice  with  liver
cirrhosis  combined with osteoporosis  (P < 0.05). Conclusion　 Through ovariectomy combined with CCl4 induction,  a
mouse model  of  liver cirrhosis  combined with osteoporosis  was successfully  established.  IGF-1 may serve as  a  potential
molecular mechanism and therapeutic target mediating the liver cirrhosis-osteoporosis comorbidity.
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骨质疏松症是一种以骨量减少、骨微结构破坏、骨

脆性和骨折易感性增加为主要特征的全身性代谢性骨骼

系统疾病[1]。近年来，随着老龄化的增加和慢性代谢性疾

病的高发，继发性骨质疏松症的患病率越来越高，尤其好

发于肝硬化和胆汁淤积性肝损伤患者[2-3]。众多研究表明

肝损伤与骨矿物质代谢的改变密切相关，高达75%的慢

性肝病患者存在骨代谢异常 [4-5]。有临床研究显示，肝硬

化患者骨质疏松的患病率为20.3%[6]。虽然流行病学证据

已经证实肝硬化是导致骨质丢失和骨质疏松的关键风险

因素，但其共病机制尚未明确，缺乏能够同时模拟两种疾

病进程的动物模型，这极大限制了机制研究的深入。

肝硬化是一种由于肝细胞永久性损伤和瘢痕（纤维

化）组织形成引起的终末期疾病。持续暴露于炎症、脂肪

沉积等损伤环境不仅能破坏肝脏的再生功能并诱发肝脏

的慢性损伤，还可能通过“肝-骨”轴调控骨代谢稳态[7-8]。

作为人体重要的代谢中心，肝脏能够通过分泌多种信号

分子和代谢物与其他器官如骨、肠等相互作用维持机体

内、外环境的稳态。有研究显示，主要由肝脏细胞合成和

分泌的胰岛素样生长因子-1（insulin-like growth factor-1,

IGF-1）在骨骼发育和骨重塑过程中发挥至关重要的作用[9]。

IGF-1缺乏或过量都会引起骨重塑过程中骨稳态的失衡，

从而导致骨质量的变化[10]。但是，IGF-1在肝硬化与骨质

疏松共病中的作用仍需进一步阐明。

为深入探究肝硬化和骨质疏松的共病机制，本研究

联合去卵巢手术和四氯化碳（carbon tetrachloride, CCl4）

诱导剂，构建了一个新的骨质疏松合并肝硬化小鼠模型，

以期为深入探究肝硬化合并骨质疏松的实验研究提供指

导，进一步明确IGF-1在肝-骨轴中的可能作用。 

1     材料与方法
 

1.1    主要试剂和仪器

CCl4溶液购自天津市天力化学试剂有限公司；小鼠

IGF-1重组蛋白购自索莱宝生物科技有限公司（货号：

P00048）；小鼠IGF-1 ELISA试剂盒（江莱生物，货号：

JL12620-96T）；IGF-1抗体（proteintech，货号：28530-1-

AP）；RIPA裂解液（北京碧云天公司，货号：P0013B）；小动

物micro-CT活体影像系统（NMC-200，中国平生医疗科技

有限公司）；激光共聚焦显微镜（LSM980，德国ZEISS）；多

功能酶标仪（SpectraMax i3x，奥地利Molecular Devices公

司）；化学发光成像系统（Odyssey®  XF 2802，美国LI-

COR公司）；全自动生化分析仪（Chemray 800，深圳雷杜

生命科技）。 

1.2    实验动物

6周龄体质量约20～22 g的C57BL/6雌性小鼠25只，购

自北京华阜康生物科技股份有限公司并饲养于郑州大学

实验动物中心，饲养温度18～26 ℃，湿度40%～70%，明

暗周期相对稳定，经过1周左右的适应性饲养后进行后续

实验。本研究根据实验动物伦理委员会要求，遵循实验

动物3R原则，在保证动物够用的前提下，尽量减少实验动

物的数量，故每组采用5只小鼠。实验过程中的所有动物

模型数据均被纳入研究分析，未采用选择性排除策略。

本研究获郑州大学生命科学伦理审查委员会审批。 

1.3    实验分组及模型构建

C57BL/6小鼠通过计算机生成随机序列分配到对照

（Ctrl）组、肝硬化（CCl4）组、骨质疏松（OVX）组、肝硬化

联合骨质疏松（简称肝硬化骨质疏松，CCl4+OVX）组，每

组5只，确保各组间年龄、体质量等基线特征差异无统计

学意义。肝硬化组：按体质量2.5 mL/kg给小鼠腹腔注射

25%CCl4溶液（溶于橄榄油），每周2次，持续11周；骨质疏

松组：对7周龄小鼠行双侧去卵巢手术，术后继续普通喂

养12周。肝硬化骨质疏松组：对7周龄小鼠行双侧去卵巢

手术，术后1周开始按体质量2.5 mL/kg给小鼠腹腔注射

25%CCl4溶液（溶于橄榄油），每周2次，持续11周；将未经

任何处理的小鼠作为对照组。此外，为探究IGF-1在肝硬

化与骨质疏松共病中的可能作用，本研究另外设置IGF-1

干预组（n=5）：去卵巢术后8周开始，对去卵巢联合CCl4注

射小鼠额外通过皮下注射给予IGF-1重组蛋白（1 mg/kg）

进行治疗，每日一次，持续4周。分别在造模0周、2周、
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4周、6周、8周、10周和12周时记录小鼠体质量的变化。

造模结束后，所有小鼠以异氟烷诱导麻醉，于麻醉状态下

实施眼球摘除术采集血液，采血完成后采用颈椎脱位法

处死小鼠，收集血液、肝组织以及后肢长骨组织用于后续

组织学切片、生化指标、蛋白表达、micro-CT等相关指标

的检测，检测人员不知晓分组信息。 

1.4    组织学切片染色检测肝脏和骨的病理形态学变化

取肝组织或骨组织石蜡切片经烤片、脱蜡、水化后，

进行HE或天狼猩红（Sirius red）染色，随后进行常规脱水、

透明及封片。全自动多功能切片扫描仪对病理切片进行扫

描获取图像，观察肝组织炎症浸润、纤维组织增生情况，观

察骨组织形态学结构改变。采用Image J软件对图片进行

标准化处理，计算矿化骨组织面积占总骨组织面积的比例。 

1.5    Micro-CT检测小鼠骨形态

造模完成后，取小鼠后肢长骨，置于体积分数为

4%多聚甲醛中固定48～72 h，使用micro-CT活体影像系

统（NMC-200）对小鼠股骨远端进行micro-CT扫描。采集

到的图像使用CTAn（v.1.23）和CTvox（v.5.0）软件进行分

析和重建，观察小鼠骨密度（bone minera l  dens i ty ,

BMD）、骨体积分数（bone volume fraction, BV/TV）、骨小

梁数目（ t r a b e c u l a r  n u m b e r ,  T b . N）和骨小梁厚度

（trabecular thickness, Tb.Th）的变化情况。 

1.6    ELISA检测小鼠血清中IGF-1表达

通过摘眼球取血法收集各组小鼠血液，室温静置

1 h后，3 000 r/min离心10 min，上清液4 ℃冰箱保存。对

上清液进行2倍稀释，按试剂盒操作说明，用ELISA法检测

血清中IGF-1浓度。 

1.7    血清生化检测肝功能指标

通过摘眼球取血法收集各组小鼠血液，室温静置

1 h后，3 000 r/min离心10 min，取上清液加入全自动生化

分析仪，通过酶动力学法检测血清中谷丙转氨酶（alanine

a m i n o t r a n s f e r a s e ,  A L T）、谷草转氨酶（a s p a r t a t e

transaminase, AST）以及总胆红素（total bilirubin, TBIL）等

指标并评估肝功能状态。 

1.8    Western blot检测肝脏组织中IGF-1表达

称取约30 mg肝组织于研磨管中，加入RIPA裂解液

（含蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂和PMSF）后进行研磨，

12 000 r/min离心收集组织总蛋白。经跑胶、转膜、封闭、

抗体孵育、ECL化学发光成像后，采用Image J软件分析条

带灰度值，结果以目的蛋白与内参蛋白GAPDH灰度值的

比值表示目的蛋白的相对表达量。 

1.9    免疫组化染色检测肝脏组织中IGF-1表达

取肝组织石蜡切片经烤片、脱蜡、水化后，采用3%

过氧化氢溶液消除内源性过氧化物酶，后置于0.01 mol/L

枸橼酸缓冲液（pH6.0）中进行抗原修复。5%山羊血清封

闭30 min后滴加IGF-1一抗工作液（1∶200稀释）并置于

4 ℃冰箱中孵育过夜。PBS清洗后，滴加二抗生物素标记

二抗，室温孵育30 min后使用DAB进行显色，最后采用苏

木素复染，经常规脱水、透明、干燥后封片。全自动多功

能切片扫描仪对病理切片进行扫描获取图像。采用半定

量评分系统进行免疫组化定量分析，将阳性细胞百分比

得分（0分：无染色；1分：<25%；2分：25%～50%；3分：>

50%）和染色强度得分（0分：无；1分：弱；2分：中度；3分：

强）相乘计算总分（0～9分）。 

1.10    统计学方法

x̄± s

本研究采用GraphPad Prism 9统计软件进行数据分

析。计量数据用 表示，实验数据均来自至少3次重

复。针对骨质量变化的两个独立组别进行比较，采用非

配对t检验；针对血清肝功能、骨质量变化、蛋白表达等

多个独立组别进行比较，采用单因素方差分析，Tukey's

HSD法用于事后两两比较；针对时间-体质量变化的多因

素实验组进行比较，采用多因素方差分析，Tukey's HSD

法用于事后多重比较。所有统计检验均采用双侧检验，

P<0. 05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    小鼠体质量变化

观察各组小鼠的体质量变化（图1），结果显示，与对

照组相比，肝硬化组小鼠体质量无明显变化（P>0.05）。

骨质疏松组小鼠体质量在大多数时间均高于对照组（P<

0.05），而肝硬化骨质疏松组小鼠的体质量在术后2周和

6周时却低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。此
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图 1  各组小鼠体质量变化

Fig 1  The dynamic changes of the body mass of the mice in each group

Ctrl: control group; CCl4: CCl4-induced liver cirrhosis group; OVX:

ovariectomized group; OVX + CCl4: ovariectomy combined with CCl4-induced

liver cirrhosis group. n = 5. * P < 0.05, vs. OVX + CCl4; △ P < 0.05, vs. Ctrl.
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外，本研究观察到，与骨质疏松组相比，肝硬化骨质疏松

组小鼠的体质量降低（P<0.05）。 

2.2    肝组织病理学改变及血清肝功能水平

本研究采用HE染色和天狼猩红染色观察各组小鼠

肝组织的病理学改变。HE染色结果显示，对照组和骨质

疏松组小鼠肝细胞排列整齐，肝索呈放射状，肝小叶和汇

管区形态结构正常，无明显炎症改变。肝硬化组和肝硬

化骨质疏松组小鼠肝细胞明显肿大，排列紊乱，出现明显

的炎症细胞浸润，且伴随着胶原纤维化增生的病理学改

变（图2A）。天狼猩红染色结果进一步证实，肝硬化组和

肝硬化骨质疏松组小鼠肝组织中有显著胶原纤维样增生

的病理学变化（图2B）。此外，小鼠血清中肝功能相关指

标检测结果显示，与对照组相比，骨质疏松组小鼠血清中

肝功能相关的ALT、AST、TBIL水平无明显改变，而肝硬

化和肝硬化骨质疏松组小鼠的血清中A L T、A S T和

TBIL水平均增加（P<0.05）（图2C）。
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图 2  小鼠肝组织病理变化及血清肝功能水平

Fig 2  The pathological changes of liver tissues and serum liver function levels in mice

ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate transaminase; TBIL: total bilirubin. A, HE staining results; B, Sirius Red staining results; C, ALT, AST, and TBIL levels

in the serum of the mice (n = 5). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
 

2.3    骨质量及骨形态学变化

采用micro-CT观察各组小鼠的骨质量变化，结果发

现，与对照组相比，肝硬化组小鼠的骨密度及骨体积分数

无明显变化，但骨小梁数目降低（P<0.05）。而与骨质疏

松组相比，肝硬化骨质疏松组小鼠骨密度和骨小梁数目

均降低，差异有统计学意义（P<0.05）（图3A、3B）。HE染

色结果也显示，与骨质疏松组相比，肝硬化骨质疏松组小

鼠矿化骨的比例降低（P<0.05）（图3C）。以上结果提示，

肝硬化能够加剧骨质疏松小鼠的骨质量丢失。 

2.4    小鼠肝脏和血清中IGF-1的表达

收集各组小鼠肝组织蛋白进行 I G F - 1表达检测，

Western blot结果显示，与对照组相比，骨质疏松组小鼠

肝组织中IGF-1表达无明显变化，而肝硬化及肝硬化骨质

疏松组小鼠肝脏组织中 I G F - 1表达均降低（P<0 . 0 5）

（图4A）。ELISA实验结果证实，持续注射CCl4能降低对照

组和骨质疏松组小鼠血清中IGF-1表达（P<0.05）（图4B）。

免疫组化结果进一步显示，与骨质疏松组相比，肝硬化骨质

疏松组小鼠骨组织中IGF-1表达降低（图4C）。以上结果提

示，IGF-1可能是肝硬化与骨质疏松共病的潜在调控分子。 

2.5    IGF-1减缓小鼠肝硬化状态下的骨质量丢失

为研究IGF-1在肝硬化与骨质疏松共病中的作用，本

研究对肝硬化联合骨质疏松小鼠给予额外IGF-1重组蛋

白进行治疗并观察小鼠骨质量的变化。Micro-CT结果显

示，相比于肝硬化骨质疏松组小鼠，IGF-1干预组小鼠的
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图 3  小鼠骨质量变化与组织学染色

Fig 3  Changes of the bone mass and the histological staining in mice

BMD: bone mineral density; BV/TV: bone volume fraction; Tb.N: trabecular number. A, 3D reconstruction of the bone; B, quantitative statistical chart of BMD,

BV/TV, and Tb.N in the mice (n = 5); C, HE staining results of the distal femur (n = 5). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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图 4  各组小鼠肝组织和血清中IGF-1表达

Fig 4  The expression of IGF-1 in liver tissues and serum

IGF-1: insulin-like growth factor-1. A, The expression and quantitative statistics of IGF-1 in liver tissue were examined by Western blot (n = 5); B, the expression of

IGF-1 in serum was analyzed by ELISA (n = 5); C, the expression of IGF-1 in liver tissues were evaluated by immunohistochemistry (n = 5). * P < 0.05, ** P < 0.01.
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骨密度、骨体积分数、骨小梁厚度及骨小梁数目均增加，

差异有统计学意义（P<0.05）（图5A、5B）。HE染色结果

也证实，IGF-1能显著恢复肝硬化骨质疏松小鼠的矿化骨

质量（图5C）。
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图 5  外源IGF-1对小鼠骨质量的影响

Fig 5  Effects of exogenous IGF-1 on the bone mass in vivo

Tb.Th: trabecular thickness; the other abbreviation are explained in the note to Fig 3. A, 3D reconstruction of the bone; B, quantitative statistical chart of BMD,

BV/TV, Tb.N, and Tb.Th in the mice (n = 5); C, HE staining results of the distal femur (n = 5). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
 

3     讨论

肝硬化作为一种慢性炎症性疾病，是肝纤维化的最

终结局，也是消化系统疾病中最常见的非肿瘤性死亡原

因[11]。近年来，越来越多的研究表明肝脏和骨之间具有

十分密切的联系[12-13]。临床证据显示，肝硬化患者发生骨

质疏松性骨折风险比非肝硬化患者高2倍[14]。但目前有

关肝硬化和骨质疏松相关性的研究多来自临床报道，基

于动物模型的共病机制还鲜有研究。既往动物模型多单

独构建肝硬化或骨质疏松，缺乏模拟两种疾病同时发生

的共病模型。考虑到单一的疾病模型无法揭示二者的病

理交互作用及调控机制，本研究构建了一种新的动物模

型，即在双侧去卵巢手术的基础上，联合腹腔注射CCl4

诱导剂构建肝硬化-骨质疏松共病小鼠模型。CCl4因其强

烈的肝毒性和特定的生化特性常被广泛应用于肝纤维化

和肝硬化诱导，而本研究结果也证实连续腹腔注射25%

CCl4 11周能够显著增加肝组织中的炎症细胞浸润以及胶

原纤维的沉积，升高血清中肝功能相关指标ALT、AST和

TBIL水平。相比于单纯的骨质疏松组，肝硬化骨质疏松

组小鼠的骨质量丢失进一步加剧。这些结果证实本研究

成功构建了肝硬化-骨质疏松共病小鼠模型。

骨质疏松是肝硬化最严重的肝外并发症之一，因此，

肝硬化可能是加剧骨质量丢失的严重危险因素[15]。本研

究通过对肝硬化组与肝硬化骨质疏松组进行比较发现，

两组小鼠的肝组织形态和肝功能指标均呈现明显的肝硬

化特征，但肝硬化骨质疏松组小鼠骨质量丢失的程度更

为显著，说明去卵巢手术联合CCl4诱导能够建立病理表

型更稳定、更显著的肝硬化-骨质疏松共病模型。

基于本研究中的肝硬化骨质疏松小鼠模型，发现肝

硬化能够进一步加剧去卵巢骨质疏松小鼠骨质量的丢

失。但是，肝硬化导致骨质量丢失的机制十分复杂，受到

多种因素的调控。由于肝和骨之间存在解剖结构上的物

理距离，肝脏可能通过分泌信号分子（如蛋白质、酶和细

胞因子等）与骨骼进行交流，这些信号分子能够通过血液

循环到达骨组织进而影响骨骼功能[16]。IGF-1是一种主

要由肝脏细胞合成和分泌的蛋白质多肽，本研究发现，肝
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硬化骨质疏松组小鼠的肝脏和血清中IGF-1表达水平均

明显降低，这可能与肝硬化过程中生长激素受体减少和

肝脏合成功能进行性减退有关[2]。近年来，IGF-1已被证

实在骨重塑过程中发挥重要作用，能够显著促进成骨细

胞的增殖和分化[17]，提示肝硬化引发的IGF-1分泌减少可

能是导致小鼠骨质量丢失加剧的重要原因。本研究进一

步通过对肝硬化骨质疏松小鼠给予外源性IGF-1重组蛋

白进行干预，结果发现小鼠股骨远端的骨质量明显恢复，

揭示了肝脏来源的IGF-1在骨形成中的潜在作用。

综上所述，本研究通过双侧去卵巢手术联合腹腔注射

CCl4成功构建肝硬化-骨质疏松共病小鼠模型，且初步探索

了IGF-1在肝硬化-骨质疏松共病中的潜在作用。这不仅

为深入探究肝硬化合并骨质疏松的实验研究提供了具有

稳定病理表型的动物模型，更有望为以后的肝-骨轴机制

的深入研究提供重要参考。但本研究仍存在诸多不足需

要深入探索。首先，本研究发现肝硬化能加剧骨质疏松小

鼠的骨质量丢失，但动物样本量的限制可能会对结果产生

一定影响，未来我们将通过扩大样本量对该结果进行进一

步验证；其次，本研究初步证实了肝脏来源的IGF-1对于骨

质量丢失的影响，但其具体的调控机制仍需要进一步探

索；此外，肝-骨轴中存在许多内分泌因子，其他内分泌因

子是否参与其中，并扮演何种角色，能否为未来肝硬化和

骨质疏松的治疗提供新的治疗方案仍有待进一步探索。
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