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去势大鼠血清及骨组织中白细胞介素6 

与其骨组织计量学参数变化的关系 

蔚 荒 李佛保 

目的 利用骨组织计量学方法，从骨吸收与骨形成活动的组织计量学参数的变化情况 

了解实验动物血清和骨微环境中IL一6与绝经后骨质疏橙的关系。方法 40只雌性4月 

龄SD大鼠，随机分为实验组和对照组=分别于术后4 10、16、22周处死一组太鼠。用 

ELISA方法测得血清和骨组织培养液中IL一6的浓度。利用计算机图像分析系统考察不 

脱钙骨组织切片的TBv MTT FS、RS、LS、和MAR。结果 相关关系分析提示：血中 

IL一6仅与RS呈正相关。而骨组织培养液中IL一6变化与RS、FS呈正相关。与MTT和 

TBV呈负相关。依据相关系数的大小．我们发现：骨组织中IL-6浓度与骨形态计量学 

参数的相关程度RS>MTT>FS>TBV。结论 本研究采用骨组织计量学的方法，在 

组织学水平上证实了绝经启血清和骨组织中IL一6的水平增高，使破骨细胞的骨吸收活动增强t导致了 

骨质疏松的发生。同时也为利用分子生物学技术．如使用IL一6及IL 6受体拮抗剂等方法治疗绝经后骨 

质琉松症提供了研究的方法 
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Abst~ct Objective To explore the relation between IL一6 in of serur~or bone 

and pathogenesis of postmenopausa[osteeporosis in ovariectomized rats，we measured the IL一6 levels in 

setUIr~and bone culture liquid and investigated the changes in bone histomorphometric data．MeIh0ds 

Forty female SD rats were randomly divided into 4 groups，each consisting of 5 ovariectomized(0V)sad 

5 sham—operated as controls．At postoperativeweeks 4，10，16．22·the rats ofOVX groups and sham_oD— 

erated groups were sacrificed．The Ii一6 levels in serum and bone culture were measured by ELrsA．We 

obserred the data of bone histomorphometry including TBV．MTT．FS．RS．IS．and MAR with automatic 
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imaging analysis system．Results Correlation analysis showed that in the OVX groups there was 

positive correlation he*ween seTum IL一6 le~ds and RS．But the levels ofⅡ 一6 in the bone we弛 positively 

col"一 

related with RS and FS．and negatively correlatied with TBV and MTT．According to the values of cot- 

relation coefficients of OVX groups，the correlation degree between IL 6 levels in bone and data of bone 

histomorphometry ranked in the following decreasing order：RS>MTT>FS>TBv．Conchtslon The 

results of bone histomorphometry demonstrated that the increase of IL一6 levels in serum and bone mi— 

croenvironment can imporove the osteocalcetie resorption and enhance the RS．When the RS increased． 

the FS also Inereased，but the extent of increase n FS was Iower the that in RS．so that part of hone 

mass was lost in a cycle of bone remo[ding．After several cycles．TBV and MTT decreased and osteo- 

porosis occurred． 

Key words Ovariectomy Rat IL一6 Bone histomorphometry Osteoporosis 

骨质疏松的病理过程是持续性进行性加重 

过程。近年来细胞因子在骨质疏松中的作用正 

逐步被研究者们所发现。在骨微环境中多种细 

胞因子的相对稳定状态被破坏，将影响到骨改 

建活动的内在平衡，引起骨代谢活动的紊乱，导 

致骨质疏松的病理过程出现。白细胞介素6 

’ (IL一6)是最近发现与绝经后骨质疏松症发病机 

制关系密切的细胞因子 ]。本研究考察了去势 

SD大鼠在不同时期血清和骨组织的培养液中 

IL一6浓度的变化，并用计算机图象分析系统对 

同期不脱钙骨组织切片进行骨形态计量学检查， 

获得其骨结构、骨形成、骨吸收和骨动力学参数的 

动态变化情况。运用统计学方法分析，比较和判断 

其变化及其相关关系。以了解IL一6在骨改建活动 

中对骨吸收与骨形成动态平衡的影响。 

1 材料与方法 

1．1 动物实验 

实验动物分组：4O只4月龄雌性SD大鼠， 

体重220士15克，随机分为4组，每组lO只鼠， 

在每组中再分实验组5只，对照组5只。各组动 

物分笼喂养，自由饮水，室内温度25士2℃。 

动物手术：3 戊巴比妥钠腹腔内麻醉。实 

验组经腹行双侧卵巢切除术，对照组开腹后将 

卵巢提出腹腔后还纳关腹。按术前分组分笼喂 

养。 

1．2 标本收集与制作 于术后 4、10、16、22 

周，心脏穿刺抽血处死一组动物，在处死动物前 

l3天和 3天分别接 30mg／kg腹腔注射四环 

素。 

血清标本的收集：心脏穿刺抽血离心，上层 

血清于～70'C保存。 

骨组织培养：无菌切取大鼠右侧股骨和胫 

骨，剪碎为lmm。的碎块、称量2克骨碎块，置 

入3ml RPMI 1640培养液里，常规条件下培养 

48小时，培养液离心，上清液一70U储存备用。 

不脱钙骨标本制作：大鼠左侧胫骨上端，中 

性福尔马林固定，乙醇梯度脱水，丙酮脱脂，二 

甲苯透明。在3 t 7的甲酯和丁酯混合物中包 

埋。用Lizte切片机切出1O m和7 m的切片， 

7 m切片1 甲苯胺蓝染色，中性树脂封片。 

lO m切片直接用中性树脂封片。 

1．3 IL一6检测 

使用鼠IL一6 ELISA试剂盒(美国Gen— 

zyme公司产，96KT，灵敏度<5pg／m1)。按照 

ELISA检测的标准程序，检测各组血清及骨组 

织培养液中IL一6的浓度。 

1．4 骨组织形态计量学检查 

用计算机图像分析系统，对骨生长线下面 

Imm的范围，选择2～3个视野，检测下述参 

数。骨小梁体积比(TBV， )、骨小梁平均厚度 

(MTT， m)、骨形成表面(FS， )、骨吸收表面 

(RS， )、四环素标记百分比(IS， )、骨矿化 

沉积速率(MAR，gin／d)。 
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1．5 统计分析方法 

利用 Windows 95 Spss统计软 件在 

IBM586微机上，对实验结果进行t检验、方差 

分析、相关关系分析。 

2 结果 

2．1 血清及骨组织培养液中IL 6的测定结果 

(图1) 

在术后第4周实验组无论血清还是骨组织 

中IL一6浓度就大于对照组(P<0．05)，并且在 

其后的时间内一直保持较高的浓度(P< 

0 05)。在实验中我们分别比较实验组和对照组 

在不同时间内II 6的水平后发现：骨组织培养 

液中IL一6浓度高于血清中IL 6的浓度(P< 

0．001)。实验组血清和骨组织培养液中IL一6浓 

度的变化无显著性差异。 

4 1O 16 

时问(周) 

围1 血清及骨组织培养渣中IL一6浓度的变化 
一 ●一0V—B【ood；一◇--Sham-Bood{ 

一 ▲--Or Cu]tureI一△一S m—Culture 

2．2 骨组织计量学参数的测量结果 

2．2．1 骨小粱体积比的测量(图2) 

TBV测得值在术后，实验组均低于对照组 

(P<0．002)。在术后对照组大鼠TBV逐步增 

加，经方差分析差异有显著性(P<0．05)。而实 

验组却逐步下降(P<0．05)。 

2 2．2 骨小梁骨形成表面的测量(图2) 

FS在术后第10周实验组逐渐高于对照组 

(Pd0．05)。对照组FS从术后第4周缓慢下 

降，在第22周才与第4周有差异(P<0．05)， 

而实验组术后第4周至第10周上升缓慢，差异 

无显著(P>O+05)，在第16周上升加快并与前 

两周有显著性差异(P<O．02)。 

2．2．3 骨小梁骨吸收表面的测量(图2) 

实验组的RS从术后第4周起一直高于对 

照组(P<O．02)。无论实验组还是对照组其RS 

在术后的22周内的变化均无显著性意义(P> 

O．05)。 

2．2．4 四环素标记百分比的测量(图2) 

实验组的LS在术后4、10、16、22周中，只 

有第 16周与对照组问差异有显著性(P< 

0．05)，而其余三周其差异无显著性(P> 

0．05)。术后22周内LS在实验组和对照组内 

各周间无明显变化(P>0．05)。 

围2 TBV、RS、LS、FS的测定结果及变化 
一

●一TBV—Ov}一令一TBV—sHI—●一RS43V’一▲ 

LS—OVI一△一Ls_SH，一●--FS-OVI一●一FS_SHI 

一 0一Rs_sH 

2．2．5 骨小梁平均厚度的测定(图3) 

MTT测得值实验组在不同时期内均低于 

对照组(P<0．002)。对照组MTT在术后逐步 

上升，第22周与第4周经方差分析差异有显著 

性(P<O 05)。实验组MTT于第4周开始逐步 

下降，且各周间差异有显著性(P<0．05)。 

2 2．6 骨矿化沉积速率的计算(图4) 

实验组与对照组间MAR无明显差异(P 。 

>0．05)。初步观察发现：实验组的MAR从第 

∞ ∞ ∞ 蚰 ∞ ∞ 0 
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围4 两组MAR的变化趋势 

2．3 实验组内血清和骨组织中IL一6的水平与 

其骨形态计量学参数间的相关分析 

通过计算两者的相关系数后发现：血清中 

的IL一6水平仅与RS呈正相关(r一0，5279，P 

=0．017)，而与其它参数间无相关关系。在实验 

组内骨组织中IL一6与其RS和FS呈正相关(r 
一 0．7506，P= 0．000和 r= 0．4765，P = 

0．034)，与 TBV和 MAR呈负相关(r一一 

0．4643，P一0．039和 r一一6035，P一0，005)。 

与LS和MAR无相关关系(r一0．1002，P一 

0．647和r一一0．2814，P一0．229)。另外根据 

其相关系数绝对值的大小，推断骨组织中IL一6 

与各参数间的相关程度依次为：RS)MTT) 

FS)TBV。 

3 讨论 

绝经后骨质疏松是生理性疾病。它表现在 

女性绝经后的前10～15年内，骨量迅速地不可 

逆地丢失，其主要危害是骨折危险性的增加。该 

病的危害正为人们所重视。到目前为止虽经过 

多年的研究，仍未能发现既能增加骨矿密度，又 

降低骨折发生率且副作用较小的药物。正困这 

样详细了解绝经后骨质疏松的发病机制，已成 

为采取更为积极和更为理想的方法，预防和治 

疗绝经后骨质疏松症的前提。最近，在绝经后骨 

质疏松发病机制的研究中，IL一6被认为起了重 

要作用 。 

骨组织计量学是新近发展起来的一种骨组 

织学定量研究方法，它将骨组织切片中二维图 

象展示的骨组织形态转化为数量资料可以从组 

织和细胞水平了解骨结构的变化情况 ]。找们 

的实验结果提示，正常大鼠随月龄增加，骨随生 

长发育而逐步成熟，骨改建速度逐渐减慢。而去 

势后大鼠骨形成和骨吸收活动均强于正常大 

鼠。在切除双侧卵巢后第4周，RS和FS大于 

同期的对照组，而在实验组内RS大于 FS，提 

示骨吸收活动大于骨形成活动，而致TBV和 

MTT下降，低于同期对照组，出现骨质疏松。 

白细胞介素6是机体细胞因子网络中一种 

重要的组成部分，它在机体防御反应机制中起 

关键作用 ]。最近Ohsaki应用聚合酶链反应、 

原位杂交、免疫组化技术证实了破骨细胞上在 

有IL一6R口]。目前研究IL一6对骨改建的影响， 

很多是依靠细胞和骨组织的体外培养系统。IL一 

6在绝经后体内的变化究竟怎样?我们的结果 

提示：去势大鼠血清中和骨组织中的IL一6水平 

升高，尤其是骨组织中的IL一6水平升高，使骨 

吸收表面增加，反映了破骨细胞的数量和活性 

增强，随着骨吸收的增强，机体骨组织中的成骨 

细胞分泌和合成类骨质的成骨活动亦代偿性增 

(转 39页) 
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强，但是由于骨吸收活动增加程度大于形成活 

动增加程度，使骨小梁上在每一个骨改建周期 

后所遗留的骨吸收表面始终大干骨形成表面， 

尽管这种变化是极其缓慢的，但最终仍会导致 

了骨小梁体积降低和骨小梁平均厚度减少，出 

现了骨质疏松。 
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