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已知雌激素减少是绝经后骨质疏桎的土要 

原匿．f=}；【雌澈索通过阿种机制影响骨代鲥仍未 

阐明。近年来．主由单核巨噬细咆分泌的 些细 

咆因子在骨代谢及骨匝疏松发病机制中的作用 

引起广泛关注。本文用去势大鼠脾脏巨噬细胞 
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糙测其分泌臼细咆介素1(II 1)、肿瘤坏死因 

子( FNF。)和自细豫介素5(11 6)的改变，探讨 

其在骨质 论中的作用 

l 材料和方法 

1 l 动生匆实验：20}I平均体重183‘±1 2)克雌 

性Wistar大鼠．随机分为切除双侧卵巢组 

(OVX组．10，L￡ 和假性切除双侧卵巢对照组 
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(sham O-,iX组，10只)。()VX 21t／1 1【，_醚麻醉 

下，背部进路切除双侧卵巢．s n ()VX组只 

行单纯开腹术。实验期问．各组大鼠f1 摄食标 

准固体饲料和饮用自来水 术后第26恩求，大 

鼠经股动脉放血处死．取血清用敬免法测雌二 

醇水平。 

1．2 脾脏巨噬细胞制备：参照Sal0等 法， 

无菌条件下取大鼠脾脏，浸在Hanks液中剪碎 

井经细胞筛研磨后弃击组织碎块． 细胞的液 

体离心(1000r／rain，10分钟、 次打声去L清 

液。加入含 0 胎牛血清(NCS，巾 慝斟院血 

液学研究所产品)的RPMI l 640培 液(甍国 

Gibco公司产品)混匀后罱3 7 c 、5 CO 孵育 

箱过夜后，清洗击除非粘附细胞 获睥脏巨噬 

细胞。收集巨噬细胞，用含10 LS的RPMI 

1640培养液调整细胞浓度为1×1 个 ml，加 

入24孔培养板，同时加入细菌脂多话(1lPS．北 

京生物制品所产品．20F-g m【)， 3 7【’、5 

CO。孵育箱培养48小时后L 集卜{告披待删。 

1．3 lL 1、TNF 和 1L-6衙性测定：测定用 

Wehi 164．13细胞株、LBRM—IA 和HI、2细 

胞株和KD。。细胞株均为北京医科火学陈慰峰 

教授惠赠 标准品人重组lI 1 chrll 一1，1× 

10 U／ra1)、人重组IL 6(hrI1 6．1×l 0 U．／mi1、 

人重组TNF (hrTNF ，1×1O tJ,．"m1)和人重组 

Il 一2(hrlI 2．5×lO m1)均为美 DNAX分 

子和细胞生物学研究所赠送．1 甲基偶氮唑盐 

(MTT)为美国Sigma公闭产品 

TNF 活性测定参 Mosma1311的MTT 

方法 。取T F 敏感的Wehi164．1l细胞(5× 

10‘个／m1)，置于96孔培养板内(1̈0 u】 孔)，然 

后加入倍比稀释的hrTNFa或待测 巳清液， 

37 c、5 cO 条件下培养d0小时 离心弃上 

清，加入MTT液(100 l 孔)再培养4小时．离 

心弃上清后加入盐酸异丙醇(1： 1I，1oot4／ 

孔)，振荡1 5分钟后用酶标仪倚测O1)值(波长 

570nm)。绘制标准曲线并求出样 r I'NF 活性 

单位，结果以U／m[表小 详组： 浊町参阔文 

献 IL一6活性测定H』KD 细胞(1×】0 个 

m1)，hrIL一6做标准品，步骤同Tl＼F 测定 IL一1 

e性 则定}}j If 】敏感帕J BRM lA 细跑(1 

^1 0 个 『1I1)，加入 6孔投【50d．．．"gL)， 加入 

植物 凝素(1 HA． 州 L所产品．50uI／"4L)， 

加几倍 稀释hrl1 1或样品．37(、5'GCO 培 

养24小时 取l荇孔j 清移八l，{一9目孔板中，加 

八HT 2细胞(t×1I1个．ml，100,,d 孔)．37 c、 

j (’()=培养如 小时．其余步骤同TNF 活性 

测定 

1．4 统计学处理 俭洲数据用双侧f检验比 

较两组有 显著性蔗 

2 结果 

血清雌 醇水半及II 1、 FNF 和II 6活 

性测定结果见附轰 

OVX组犬鼠去势第2 6周末、血清雌二醇 

水f显著低f sham—OVX组大鼠【P<0．01 。 

OVX组大鼠脾脏H噬细咆分泌II 1水平显著 

高于sham OVX组火鼠·，j<Lj．05) OVX组大 

鼠的TNF 和lI 6球半较sham一()VX组大鼠 

增高 尢统计学[ 礓著 毪差异 

附表 血清雌_ 醇(E )阳睥脏臣噬细胞lI．【、 

FNF．和11 6分泌水平测定结果 士 ) 

虬制 E rfI E加LlIlL I IU／ml Y~NF。(u，m1)IL一6( ，m1) 

3 讨论 

主要由单核巨噬细胞系来源的细胞分泌的 

II 一1、 I'NF 和lI -6是近年来逐渐被认识的几 

种具有激素样作用的活性物质，在体液和骨髓 

微环境中通过自分泌或旁分泌与骨代谢密切相 

关“：。雌激素减少致骨转换率加快，骨吸收超过 

骨形成，骨量减少 在此过程中，破骨细胞数量 

增多和活性增强已得到证实。在破骨细胞生成． 

增l牛、抒化、成热过程及活化过程中．1I 一l、 

TNF 和11 一6发挥重要作用。雌激素抗骨吸收 

的作用据推测就是抑制了I1 1、TNF 和IL一6 
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及某些参与骨吸收的细胞因子的分泌 。而骨 

丢失加速，骨量减少正是由于这种抑制作用的 

解除。 

雌性大鼠去势后短期内(<8周)脾脏巨噬 

细胞或骨髓基质细胞1L—l、TNF 和IL一6分泌 

增加已有报道，且给予雌激素替代治疗或II l 

受体拮抗剂(IL—Ira)或抗IL一6抗体(20F3)可减 

缓或完全阻断雌激素减少所致的骨丢失 ’ ：。 

至于去势较长时间后这些因子的分泌情况尚未 

见报道。 

本实验结果表明，雌性大鼠去势第26周 

末，脾脏巨噬细胞1L—1分泌水平显著高于相应 

的对照组大鼠，TNF 和IL一6分泌亦有某种程 

度的增加。此与该时期骨吸收增加的形态学结 

果相一致 ]．表明骨丢失与这些细胞因子分泌 

水平增高的某种内在联系。 

以往的研究多侧重一种细胞因子分泌的改 

变，IL 1、TNF．和IL 6三者间的相互作用机制 

仍不清楚。目前认为雌激素减少后1L l和 

TNF 首先增加，其在刺激破骨细胞成熟和破 

骨作用增强的同时，诱导并促进II 一6的分泌， 

IL一6再进而促进破骨细胞的成熟。本实验中， 

TNF。和IL一6增加程度低于IL—l，是否表明在 

骨丢失相对缓慢时期这三种细胞因子非一致性 

显著增加，而以1L 1的增加为主要特征，或由 

于IL一6分泌水平相对降低反馈性促使1L—1分 

泌增多，以经常补充寿命只有2，5天、不断更新 

的破骨细胞。 

11 一l、TNF 和IL 6的详细作用机理和相 

互作用机制仍需更多的研究，本实验只是一次 

性测定，有必要动态观测某种围子在较长时间 

内的分泌规律并探讨其相互调节作用。 
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