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· 论 

卵巢切除大鼠垂体ACTH细胞免疫细胞化学 

_ 韩利华王全平刘建王虹 究 目的探讨促肾上腺皮质激素在绝经后骨质疏松症发病机制中的作用。方法 40其SD雌性大鼠分为去势组和对照组，分别于术后第6周末和第l2周末处死，行 血、尿生化检查，取大鼠垂体行ACTH免疫细胞化学染色。光镜下观察垂体ACTH 
阳性细胞形态、分布并计数，通过计算机图像分析仪测定其灰度及阳性染色面积。 

结果 去势组大鼠血钙、碱性磷酸酶、尿钙、尿羟脯氯酸均高于对照组(P<0．05)． 

去势组大鼠垂体ACTH细胞数明显高于对照组(P<0．01)．ACTH细胞染色增强， 

灰度高于对照组(，J<o 05)，而阳性染色面积明显高于对照组(P<0．O1)。结论 雌 

性大鼠去势后ACTH分秘明显增强，提示AcTH在绝经后骨质疏松症发病机嗣中 

起一定作用。 
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Immunocytoehemical study oll ACTH cells of pituitary in ovariectomized rals 

Han Lihua，Wang Quanping—Liu Jhn and Wang Hong 

Institute of Orthopaedics and Traumato[ogy of PLA，XiSng Hospitalt 

The Fourth M~itary Medical University，Xi’an 710032tChina． 

Purpose To study the rotes of ACTH in postmenopausal osteoporosis．Methods 4O female SD 

rats randomly di~ded into ovariectomized(OVX)group and sham-operated group．The rats were 

sacrificed at 6 weeks and l2 weeks after operation．The sections of the pituitary were stained by ABC 

technique．The morphology，distribution and numbers of ACTH ceils of the pituitaries were observed 

and quantified under microscope．The light values and areas of ACTH cells were measured with image 

armlyser．Results The numbers of ACTH cells in OVX rats were significantly bigher than those in 

sham-operated rats(尸<0 O1)．The light values of ACTH cells in OVX rats are higher than those in 

sham—operated rats(，J< 0．05)．Conclusions ACTH secretion in OVX rats was significantly higher 

than that in sham—operated rats．The results show that ACTH can be related to the onset of postmen- 

topausaI osteoporosis． 
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垂体是内分泌中枢的重要组成部分，垂体 

前叶古有多种垂体前叶激素，对内分泌系统许 

多激素的合成和分泌起调控作用。临床研究表 

明：给予超生理剂量皮质类固醇或ACTH的长 
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期治疗会产生骨量的减少，各年龄组椎骨压缩 

性骨折的发病率都会提高 。但对于ACTH在 

骨质疏松时的变化及其作用的研究国内外尚未 

见报道。我们用雌性大鼠去势建立绝经后骨质 

疏松症的动物模型，用免疫细胞化学法和计算 

机图像分析技术，观察去势后大鼠垂体ACTH 

细胞的变化，以探讨ACTH在绝经后骨质疏松 

症发病机制中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 动物的分组和处理 

选用Sprague Dawly雌性大鼠，9月龄，体 

重350土25g，共40只，随机分为去势组和对照 

组。每组又分为6周和12周两个时间组。各组 

大 鼠均用 1 戊 巴比妥钠腹腔 内麻醉 

(30mg／kg)，下腹部切El，去势组行双侧卵巢切 

除术，而对照组仅行开腹术。各组大鼠分笼饲 

养，标准大鼠饲料，自由进水、进食。 

1 2 标本采集及制备 

各组动物处死前收集24h空腹尿标本，一 

2o℃冰箱保存。1 戊巴比妥钠腹腔内麻醉，经 

左心室采血，离心后取上清液做血标本。经左心 

室、主动脉灌注生理盐水 100ml，再用 4 多聚 

甲醛500ml灌注固定，取垂体入该固定液后固 

定4h(4℃)，2o 蔗糖过夜(4℃)，用冰冻切片 

机切贴片，厚2o m。 

1．3 血清、尿液生化指标测定 

血、尿钙用邻甲酚酞络合比色法，血、尿磷 

用钼酸铵法，血碱性磷酸酶用速率法，尿肌苷用 

碱性苦味酸法，均用意大利产BPC半自动生化 

分析仪测定。尿羟脯氨酸(HOP)采用氯胺T氧 

化比色法 

1．4 免疫细胞化学染色及观察 

采用ABC技术，兔抗鼠ACTH抗血清及 

ABC试剂盒均为Vector产品 兔抗鼠ACTH 

抗血清，工作浓度 1：3000，在4℃反应48h，加 

生物素标记一IgG，室温下孵育4h，加ABG复合 

物室温下4h后，进行常规葡萄糖氧化酶、DAB 

显色，硫酸镍铵反应 30rain，脱水透明后封片。 

用正常羊血清代替一抗进行对照试验，结果为 

阴性。在光学显微镜下观察ACTH细胞形态、 

分布并计数。图像放大400倍，用显微目测微尺 

(网形)利用推进尺自左至右均匀地检查整个切 

片，每张切片固定选 1o个视野，每个视野面积 

0．01ram ，观察ACTH细胞数，取其平均值作 

为该大鼠单位视野内ACTH细胞的数值。 

1．5 图像分析 

由第四军医大学神经科学研究所协助，采 

用Quantiment 570图像分析仪，其输入装置为 

Aristoplan高分辨率显微镜和JVC CCD摄像 

头，显微放大倍数40×，Quic图像分析软件，测 

定阳性细胞灰度值及阳性染色面积，每只大鼠 

取两个切片，每个切片固定选5个视野，测定其 

灰度值及阳性染色面积，取其平均值作为该大 

鼠ACTH细胞灰度值及阳性染色面积。 

1．6 统计学处理 

t检验用于组间差异比较。 

2 结果 

2．1 血清、尿液生化指标测定见表1。 

表1 血、尿生化指标测定(三士 ) 

注J 6周及l2周两组组内对照．*P<0．05，**尸<0-O1 
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结果显示去势6周及12周组血Ca，ALP， 

尿HOP／Cr均明显高于对照组(P<O．01)，尿 

Ca／Cr高于对照组(P<0．05)，血P、尿 P／Cr 

与对照组相比无显著差异(P>0．05)。去势与 

菲去势组内第 6周与第 12周之间无显著 

差异。 

2．2 各组大鼠垂体ACTH细胞数、灰度及阳 

性染色面积见表2。 

表2 ACTH细胞数、灰度、阿性染色面积( 士 ) 

注：6周及12周两组组内对照，*P<O．o5，**P<o．Ol 

圈1 对照组6周垂体ACTH细胞染色(ABC，x100) 圈3 对照组6周垂体ACTH细胞染色(ABC，×400) 

圈2 去势6周垂体ACTH细胞染色(ABC，×100) 圈4 去势6周垂体ACTH细胞染色(ABc，×400) 

结果显示去势6周、12周组垂体ACTH 

细胞数明显高于对照组(P-<0。01)。ACTH细 

胞染色增强，灰度高于对照组(P<o．o5)，而 

ACTH细胞阳性染色面积明显高于对照组(P 

<o．01)。去势与非去势组内第6周与第12周 

之间无显著差异。 

2．3 光镜观察结果 

垂体中间叶几乎所有细胞均呈ACTH阳 

性，ACTH细胞染色深、排列紧密。垂体后叶染 

色均为阴性。垂体前叶ACTH细胞散布于整个 

芦，，r ． 
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前叶，呈卵圆形、三角形及多角形，核周细胞质 

中有阳性颗粒，且细胞内阳性颗粒密集地沿胞 

膜下分布。而去势组大鼠ACTH细胞数量明显 

增多，染色变深，细胞内阳性颗粒增加，且细咆 

核内亦出现阳性颗粒，而去势组与对照组6周 

与12周之间比较结果类似。 

3 讨 论 

本实验结果显示去势 6周、1 2周大鼠血 

钙、碱性磷酸酶明显升高，提示骨形成增加，而 

尿钙、尿羟脯氨酸增加，提示骨吸收增加，说明 

去势6周后绝经后骨质疏松症动物模型已建 

立，且为高转化型绝经后骨质疏橙症动物模型， 

去势组垂体ACTH细胞数、灰度及染色面积均 

明显高于对照组，说明去势后垂体ACTH分泌 

明显增强。ACTH染色面积增加约4O ，而细 

胞数增加约 1 ，说明不仅有 ACTH细胞数 

量的增加，而且主要以细胞内阳性颗粒增加为 

主，其结果与光镜观察相一致， 

ACTH主要作用是促糖皮质激素的分泌， 

也可以促进肾上腺皮质释放雄激素和少量雌激 

素。糖皮质激素在病理情况下可直接抑制骨的 

生成，固为它使RNA、蛋白质、胶原纤维及透明 

质酸酶的合成减慢，还可以直接刺激破骨细胞， 

刺激骨吸收作用，使尿中羟脯氨酸排量增多。另 

外糖皮质激素还可加强甲状旁腺激素对骨的作 

用，使骨质吸收增快。但ACTH及糖皮质激素 

在生理情况下对骨代谢的影响，目前尚不清 

楚眦。 

ACTH的分泌受多种激素及神经肽类的 

调控，其中促肾上腺皮质激素释放激素(CRH) 

是调节AcTH最主要的因素。自Besedevsky 

等【”在1986年首次发现小鼠外周给予IL一1引 

起ACTH及糖皮质激素明显升高，人们对于细 

胞固子与下丘脑一垂体一肾上腺轴(HPA轴)的 

关系进行了广泛的研究。已经证明垂体前叶在 

神经一免疫一内分泌网络中处在十分重要地位， 

垂体前叶激素与免疫系统之间有着双向调节作 

JH jI 而细咆 ．特别 11．1 TI 6则 两者 

之间发挥重要作用。IL一1、IL一6可通过下丘脑、 

垂体、肾上腺三个水平激活HPA轴的功能 ]。 

II _l、IL一6也可以直接作用于肾上腺，促进其释 

放糖皮质激素，而糖皮质激素一方面作用于靶 

细胞产生生理效应，另一方面起负反馈作用，抑 

制免疫活性细胞产生IL 1、IL一6，抑制下丘脑释 

放CRH和垂体分泌ACTH。细胞固子与HPA 

轴的相互作用可以用下丘脑一垂体前叶一肾上 

腺皮质与单核一巨噬系统环路来说明。其环路 

中心为 CRH—ACTH—GC—IL一1，这些环路工作 

方式是正、负反馈和前馈，有调节精确、放大效 

应、整合效应、自限性及级联反应等特点 ]。 

IL一1无论在体内或体外都具有明显的促 

进骨吸收作用 ，甚至1L一1促进骨吸收作用是 

II，6、TNFa等其它骨吸收因子作用乘积的总 

和 ]。Pacific报道高转换的绝经后骨质疏松症 

患者外周血单核细胞产生的IL 1比相同年龄 

非绝经后骨质疏松症患者高，而经过雌激素治 

疗后又很快减少，该变化与骨吸收标志的变化 
一 致 。RalstonIl1]用逆转录PCR发现骨质疏 

松妇女骨组织中IL—la、[3mRNA和1L一6mRNA 

的表达明显高于非骨质疏松妇女。以上研究均 

显示IL一1、IL一6在高转换绝经后骨质疏松症的 

发病中起重要作用。Mantagas等” 研究认为 

雌激素抗骨吸收的作用可能是抑制了IL一1、 

1L一6、TNF 及某些参与骨吸收的细胞因子的 

分泌，而绝经后骨质疏松症的发病机制可能是 

这种抑制作用的解除使骨微循环中1L一1、IL一6 

以及TNF 等刺激骨吸收的细胞固子增加的 

结果，我们推测大鼠去势后细胞因子特别是 

IL一1、IL一6的增加是ACTH分泌增加的主要原 

因之一。 

细胞因子的增加可直接作用于州)A轴， 

或者通过某些细胞产生其它细胞固子以旁分泌 

形式作用于 HPA轴，使雌性大鼠去势后 

ACTH分泌明显强，ACTH一方面抑制细胞因 

子的产生，进而抑制细胞因子的骨吸收作用，又 

可促进糖皮质激素的释放，进而引起骨吸收。说 

(下转第1I贾) 
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变。悬吊大鼠弹性桡度显著低于对照组大鼠，与 

矿盐密度增加有一定关系。骨强度是与骨折密 

切相关，反映骨矿盐质量的一项指标。尽管悬吊 

大鼠T 矿盐密度显著增加，但其最大强度和骨 

硬度显著降低．表明骨矿盐质量是低下的。表明 

虽然矿盐密度增加，但增加的骨矿盐并未有效 

地沉积在骨基质中。悬 吊大鼠Te相对骨小梁 

面积显著降低支持此观点。推论增加的矿盐可 

能沉积在骨小梁网的间隙中。 

骨的弹性变形强度一方面反映骨胶原的质 

量，另一方面反映骨矿盐质量。 

悬吊大鼠T 弹性变形强度显著降低，一方 

面与异常增加的矿盐有关，同时也提示胶原蛋 

白质量降低。骨弹性桡度降低也支持该观点。骨 

胶原质量降低是否与骨矿盐再分布有关尚不清 

楚。本实验的结果表明悬吊模拟失重大鼠骨矿 

盐含量的增加是一种非生理性增加，骨结构和 

骨材料力学性能的降低表明该增加的矿盐质量 

是低下的。 
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明骨质疏松症的发病与细胞因子以及HPA轴 

有着密切的关系。 

本实验表明，在绝经后骨质疏松症动物模 

型中ACTH分泌增加，提示ACTH在绝经后 

骨质琉松症发病机制中起一定作用，但ACTH 

在绝经后骨质疏松症发病机制中的作用尚需进 

一 步研究。 
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