[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK32][bookmark: OLE_LINK33]急性高原低氧模拟暴露诱导大鼠高转换型骨代谢紊乱的实验研究
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[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK9]摘要 目的：通过建立急性高原低氧模拟暴露大鼠模型，探讨急性高原低氧暴露对骨代谢平衡的影响，明确是否诱导高转换型骨代谢紊乱及其早期特征。方法：将12只健康雄性SD大鼠随机分为常氧对照组和低氧暴露组（n=6）。低氧组置于低压低氧舱内模拟海拔8000米 m高原环境（FiO₂≈8%），持续暴露12 h；对照组于常压常氧条件下同期饲养。暴露结束后，采集血液样本，通过全自动血液分析仪检测红细胞计数（Red blood cell，RBC）、血红蛋白浓度（Hemoglobin concentration，HGB）和红细胞比容（Hematocrit，HCT）以评估低氧应激状态；采用高频小动物超声系统检测舒张期室间隔厚度（Interventricular septal thickness at end-diastole，IVSTd）、左室后壁厚度（Left ventricular posterior wall thickness，LVPWT）和左室舒张末期内径（Left ventricular end-diastolic dimension，LVEDD），综合评价急性低氧模型建立效果。采用酶联免疫吸附测定法（Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清骨代谢标志物，包括代表骨形成的骨钙素（Osteocalcin，OC）和Ⅰ型前胶原氨基端前肽（Procollagen type I N-terminal propeptide，P1NP），以及代表骨吸收的β-胶原降解产物（β-cross-linked C-telopeptide of type I collagen，β-CTX）和抗酒石酸酸性磷酸酶（Tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP）。结果：与常氧对照组相比，低氧暴露组大鼠的RBC、HGB和HCT均显著升高（P＜0.05）；心脏超声显示低氧组IVSTd、LVPWT增厚，LVEDD减小，符合急性低氧应激所致的心肌肥厚早期改变。与低氧暴露前相比，低氧暴露组 血清骨形成标志物OC和P1NP水平分别显著降低了27%和21%（P＜0.01），血清骨吸收标志物β-CTX和TRAP水平则分别显著升高了28%和20%（P＜0.01）。结论：急性低氧暴露抑制骨形成并促进骨吸收，引发“高转换型”骨代谢紊乱，表明骨代谢系统对低氧应激高度敏感。
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Acute Simulated High-Altitude Hypoxia Exposure Induced High-Turnover Bone Metabolic Disorder in Rats
Zhao Zhi-jie¹, Wen Ji-rui²△
(1 Emergency Surgery, Xuchang People’s Hospital, Xuchang 461000, Henan, China;2 Deep Underground Medicine Center, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, Sichuan, China)
Abstract Objective: To investigate the effect of acute high-altitude hypoxia exposure on bone metabolic balance by establishing a rat model of simulated acute high-altitude hypoxia, and to determine whether it induces high-turnover bone metabolic disorder and its early characteristics. Methods: Twelve healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into a normoxic control group and a hypoxia exposure group (n = 6). The hypoxia group was placed in a hypobaric hypoxia chamber simulating an altitude of 8000 meters (FiO₂ ≈ 8%) for 12 hours, while the control group was housed under normobaric normoxic conditions for the same period. After exposure, blood samples were collected, and red blood cell count (RBC), hemoglobin concentration (HGB), and hematocrit (HCT) were measured using an automated hematology analyzer to assess the hypoxic stress response. Diastolic interventricular septum thickness (IVSTd), left ventricular posterior wall thickness (LVPWT), and left ventricular end-diastolic diameter (LVEDD) were detected using a high-frequency small animal ultrasound system to comprehensively evaluate the establishment of the acute hypoxia model. Serum bone metabolic markers, including bone formation markers osteocalcin (OC) and procollagen type I N-terminal propeptide (P1NP), as well as bone resorption markers β-cross-linked C-telopeptide of type I collagen (β-CTX) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results: Compared with the normoxic control group, RBC, HGB, and HCT in the hypoxia group were significantly increased(P<<0.05). Cardiac ultrasound revealed increased IVSTd and LVPWT, and decreased LVEDD in the hypoxia group, consistent with early myocardial hypertrophy changes induced by acute hypoxic stress. After hypoxia exposure, serum levels of bone formation markers OC and P1NP in the hypoxia group were significantly decreased by 27% and 21%(P<<0.01), respectively, while serum levels of bone resorption markers β-CTX and TRAP were significantly increased by 28% and 20%(P<<0.01), respectively, compared with the control group. Conclusion: Acute hypoxia exposure can inhibit bone formation and promote bone resorption, leading to high-turnover bone metabolic disorder, indicating that the bone metabolic system is highly sensitive to hypoxic stress. 
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[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16]高原低氧环境对人体和动物机体构成严峻的生理挑战，其对心血管、神经和呼吸系统的影响已得到广泛研究[1, 2]。然而，低氧环境对骨骼系统，特别是急性暴露下的早期效应，其研究相对缺乏且机制尚未完全阐明。骨骼作为一个高度活跃的动态组织，其稳态维持依赖于成骨细胞介导的骨形成与破骨细胞介导的骨吸收之间的精密平衡[3]。现有研究表明，慢性缺氧可能与骨质疏松症的发生发展密切相关[4]，但急性低氧暴露作为初始应激因素，如何迅速影响这一平衡，仍是理解高原性骨代谢疾病起源的关键。
[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK17]高原暴露或模拟高原环境可诱发一系列复杂的生理和病理生理反应，包括炎症反应激活、氧化应激增强以及激素水平变化等，这些因素都可能直接或间接地干扰骨代谢[5]。探索急性低氧暴露对骨代谢的即时影响，有助于从源头上揭示高原骨丢失的启动环节。本研究通过建立大鼠急性低氧（模拟海拔8000米）暴露模型，在综合血液学和心脏学指标严格验证模型有效性的基础上，重点聚焦于12小时 h短时程暴露对血清骨代谢标志物的影响，旨在阐明急性低氧暴露诱导骨代谢紊乱的早期模式与特点，为后续分子机制研究与早期干预策略提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 实验动物与分组
SPF级健康雄性SD大鼠12只，8周龄，体重220±20 g，所有大鼠适应性饲养1周 w，环境温度控制在22±2℃，湿度50%±10%，12/12小时 h明暗交替，自由摄取标准饲料和饮用水。适应性饲养结束后，采用随机数字表法将大鼠分为两组：（1）常氧对照组（n=6）；（2）低氧暴露组（n=6）。所有动物操作程序均严格遵守动物福利伦理审查准则。
[bookmark: OLE_LINK6]1.2 急性高原低氧模拟暴露大鼠模型建立与暴露方案
低氧暴露组大鼠被置于低压低氧动物实验舱内，通过抽真空的方式调节舱内压力，模拟海拔8000米m的高原环境（大气压约为36 kPa，吸入氧浓度FiO₂≈8%）。舱内环境温度维持在22±2℃，湿度55%±5%。低氧暴露持续时间为12小时 h，期间动物可自由获取饲料和水。常氧对照组大鼠则在相邻的常压常氧（FiO₂≈20.9%）饲养室内进行同期饲养，其他环境条件与低氧组保持一致。
1.3 模型效果评估方法
低氧暴露结束后，立即对所有大鼠进行麻醉（使用2%戊巴比妥钠腹腔注射，40 g·*kg-1）。首先使用高频小动物超声成像系统进行心脏超声检测并记录以下参数：舒张期室间隔厚度（Interventricular septal thickness at end-diastole，IVSTd）、舒张期左室后壁厚度（Left ventricular posterior wall thickness，LVPWTd）和左室舒张末期内径（Left ventricular end-diastolic dimension，LVEDD），以评估心脏结构和功能对急性低氧的应激反应。心脏超声检查完毕后，经腹主动脉采血。将采集的血液分装于两个试管中：一份注入EDTA-K2抗凝管中，轻轻颠倒混匀，于2 2 hh内使用全自动血液分析仪完成血常规检测，重点分析红细胞计数（Red blood cell，RBC）、血红蛋白浓度（Hemoglobin concentration，HGB）和红细胞比容（Hematocrit，HCT）。另一份血液注入普通促凝管中，室温静置30 min后，3000 rpm离心15 min，分离上层血清，分装并于-80℃超低温冰箱中保存备用，用于骨代谢指标的检测。
1.4 骨代谢标志物检测
采用商品化的酶联免疫吸附测定（Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，中国），包括大鼠骨钙素（Osteocalcin， OC）ELISA试剂盒、大鼠Ⅰ型前胶原氨基端前肽（Procollagen type I N-terminal propeptide，P1NP）ELISA试剂盒、大鼠β-骨胶原交联（β-cross-linked C-telopeptide of type I collagen，β-CTX）ELISA试剂盒和大鼠抗酒石酸酸性磷酸酶（Tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP）ELISA试剂盒，严格按照说明书操作流程，检测血清中四项骨代谢标志物的浓度。简要步骤如下：将冻存血清样本于4℃解冻，恢复至室温；在预包被了特异性抗体的酶标板孔中依次加入标准品、待测样本；经过温育、洗板后加入生物素化抗体；再次温育、洗板后加入辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素；加入底物TMB显色，最后加入终止液终止反应。立即使用酶标仪在450 nm波长下测定各孔的吸光度（OD值）。根据标准品浓度和OD值绘制标准曲线，并计算各样本的浓度值。
1.5 统计学分析
[bookmark: _Hlk133414176][bookmark: _Hlk117680773][bookmark: OLE_LINK11]所有数据均采用GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析。计量资料以均值±标准差（[image: 2]±SD）表示，组间比较采用非配对样本t检验（Student's t-test）。以P＜0.05为差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 急性高原低氧模拟暴露大鼠模型的评估
与常氧对照组相比，经历12 h模拟8000米 m海拔暴露的低氧组大鼠，其血液学指标发生了显著变化，RBC、HGB和MCV均显著升高（P<＜0.05），见表1。
[bookmark: _Hlk211249130]表1 急性低氧对SD大鼠血液学指标的影响（[image: 2]±SD，n=6）
	组别
	白细胞（109•L-1）
	红细胞（1012•L-1）
	血红蛋白浓度（g•L-1）
	平均红细胞体积（fL）

	血小板（109•L-1）


	[bookmark: OLE_LINK24]常氧组
	7.65±2.18
	6.15±0.52
	[bookmark: OLE_LINK22]132±14.67
	62.5±5.63
	269±70.71

	低氧组
	7.74±1.87
	9.22±1.06
	[bookmark: OLE_LINK23]242±3.54
	77.7±2.06
	358±28.28


注：与对照组相比，*P＜0.05。
[bookmark: OLE_LINK7]心脏超声结果（图2）显示，心脏结构发生适应性改变，表现为舒张期室间隔厚度（Interventricular septal thickness at end-diastole，IVSTd）和左室后壁厚度（Left ventricular posterior wall thickness，LVPWTd）明显增厚，左室舒张末期内径（Left ventricular end-diastolic dimension，LVEDD）则显著减小。
[image: ]图1 急性低氧情况下SD大鼠心脏超声的结果图
2.2 骨代谢标志物检测结果
血清骨代谢标志物的ELISA检测结果（表2）揭示了急性低氧暴露对骨代谢的影响。骨形成方面，代表成骨细胞活性和骨形成状态的两种关键标志物均大幅下降。低氧组血清OC浓度降至32.8 ± 4.7 ng•mL-1，较对照组45.2 ± 5.1 ng•mL-1降低了约27.4%（P<＜0.01）。血清P1NP浓度从对照组的120.5 ± 15.3 ng•mL-1降至低氧组的95.6 ± 12.8 ng•mL-1，降幅达20.7%（P<＜0.01）。
骨吸收方面，代表破骨细胞活性和骨吸收水平的两种标志物则显著上升。低氧组血清β-CTX浓度升高至15.8 ± 2.9 ng•mL-1，较对照组12.3 ± 2.1 ng•mL-1升高了约28.5%（P<＜0.01）。血清TRAP 活性也从对照组的3.5 ± 0.6 U•L-1升高至低氧组的4.2 ± 0.8 U•L-1，升幅为20.0%（P<＜0.01）。
表2 急性低氧对SD大鼠骨代谢指标的影响（[image: 2]±SD, n=6）
	组别
	骨钙素（ng•mL-1）
	Ⅰ型前胶原N-端前肽（ng•mL-1）
	β-骨胶原交联（ng•mL-1）
	抗酒石酸酸性磷酸酶（U•L-1）

	常氧组
	32.8 ± 4.7
	120.5 ± 15.3
	12.3 ± 2.1
	3.5 ± 0.6

	低氧组
	45.2 ± 5.1
	95.6 ± 12.8
	15.8 ± 2.9
	4.2 ± 0.8



3 讨论
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK19]骨代谢平衡依赖于成骨细胞与破骨细胞功能的协调配合。本研究结果显示，急性低氧暴露对这两种细胞的功能产生了方向相反但具有协同效应的失衡作用：成骨细胞活性受到显著抑制，具体表现为血清骨钙素（OC）与Ⅰ型前胶原氨基端前肽（P1NP）水平明显降低。既往研究表明，成骨细胞对低氧高度敏感，低氧可能通过激活HIF-1α信号通路抑制其分化及关键成骨基因（如Runx2）的表达[6]。此外，低氧所诱导的活性氧（ROS）及炎症因子（如TNF-α、IL-6）也可能进一步损害成骨细胞功能[7]。
相反，破骨细胞活性则显著增强，体现为血清β-CTX和TRAP水平上升。低氧可能直接激活破骨细胞，HIF-1α在其前体细胞中的稳定表达对细胞分化和存活具有重要作用[8,9]。另一方面，低氧应激所引起的系统性反应，如交感神经兴奋、糖皮质激素水平升高以及全身性炎症反应，也被认为是促进破骨细胞活化及骨吸收的核心机制[10,11]。
因此，急性低氧暴露同时抑制骨形成并促进骨吸收，破坏了骨代谢平衡，呈现典型的高转换型骨代谢紊乱。这种改变可能是机体在极端应激状态下的一种代谢重编程策略，以牺牲骨稳态为代价优先保障生存需求。本研究观察到仅12小时 h低氧暴露即可引发显著改变，提示骨骼系统对低氧应激具有高度敏感性及快速响应能力。
然而，本研究仍存在一定局限性：仅为期12小时 h的短期观察，未评估后续恢复过程或更长暴露时间的影响；机制阐述多基于现象描述与相关性分析，具体信号通路与分子机制尚需通过基因敲除、抑制剂干预等实验进一步验证。
4 结论
采用低压舱模拟8000米海拔高原环境对SD大鼠进行12小时 h急性低氧暴露，可成功建立急性低氧应激模型。该模型不仅诱发预期的血液学与心脏代偿反应，更迅速引发显著的“高转换型”骨代谢紊乱，表现为骨形成标志物（OC, P1NP）下降和骨吸收标志物（β-CTX, TRAP）升高。这一结果证实骨代谢是低氧应激的早期敏感靶点，为理解高原低氧暴露导致的骨丢失提供了实验依据，并为后续机制研究及高原骨质疏松的早期防治策略奠定了基础。
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