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ovariectomized group than in coutrol group (P < 0．0 1) Conclusions It took 6 weeks for the 

ovarieetomized rats To show definite osteoporosis by m~an$of significantly low BM D．The noticeable in— 

hibition of Cx43 in FSCs in anterior pituitary glands may contdbute to occurrence of rat osteoporosis in 

this research． 
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骨 质 疏 松 症 (osteoporosis，0P)的 内 分 泌 

机 理复杂 。腺垂体滤 泡星 形细胞 (folliculo—stel— 

late cells／FSCs，简称 为 FS细胞 )，虽 然其 本身 

不 是 内 分泌 细胞 ，但 是 FS细胞 作 为 多种 腺 垂 

体 内分 泌细 胞 的干细 胞 ，除 了在特 定 条件 下能 

分 化为特定 的内分 泌细胞 之外 ，FS细胞还 能通 

过细胞间隙连接、旁分泌等多种方式对腺垂体 

内分泌 细胞 的生 物学行 为和功能进 行着精 细调 

控“ ]。以间隙 连接蛋 白 Cx43(Connexin43)为 

蛋 白分 子组 分所 构成的相邻 细胞膜 上的 间隙连 

接 通道结 构 ，是 垂体 细胞 生命 活 动 的重要 物 质 

基础 J。本 研究 旨在 应用 SP免疫 组 化方 法 探 

讨 Cx43在 OP腺 垂 体 FS细 胞 中的 表 达 规 律 

及其生 物学 意义 。 

1 材料 和方法 

1．1 实 验 动物 ：选 用 10月 龄 未孕 产 SD雌 性 

大 鼠 4O只 ，体 重(337土23)g。动物购进后 先 于 

动 物饲养 室行 适 应性 喂 养 2周 ，而后 随 机分 为 

去卵 巢组 (20只)和对 照组 (20只)。各组大 鼠均 

用 1 戊 巴 比妥钠 行 腹 腔 内麻 醉 (30mg／kg)， 

取下腹部 切 口，去卵巢组行 双侧 卵巢切 除术 ，对 

照组仅行 开腹后 关腹 术。术后 各组大 鼠分笼 饲 

养 。动物在 24土2 C、通 风 良好 、温度 6O～70 

的条 件下用标 准实验室 饲料喂养 ，自由进食 水。 

1．2 仪 器 ：美 国LunarDPX—IQ 型双 能 X 线骨 

密度 仪 ，附小动物骨 密度 (BMD)测量软 件 

1．3 标本 采集与制各 ：于术后 6周末 处死 去卵 

巢 组 和 对 照 组 大 鼠。处 死 前 测 量 大 鼠 全 身 

BMD。用 1％戊 巴 比妥钠行 腹 腔内麻醉 ，经左心 

室灌注 4 多 聚 甲醛 ，取 垂体 ，并 将垂 体标 本经 

4 多聚 甲醛 后固定 ，脱 水 ，常规石 蜡包埋 ，制备 

成 4 m 厚连 续切片 。 

1．4 试剂 来 源 ：Cx43mAb、SP 免疫 组 化 试 剂 

盒及 DAB 染 色 试 剂 盒 为 美 国 Zymed公 司 产 

品 

1．5 免疫组 化染 色 ：标本行 常规脱蜡 至水 ，3 

HzO 灭活 内源性 过氧 化 物酶 ，3O分 钟 ，ddH。O 

振洗 ，10 正常 山羊血 清封 闭 30分 钟 ，倾 去 血 

清 ，加 Cx43mAb(1：500)37℃孵 育 1小 时 ， 

PBS振洗后 滴 加生 物 素 化二抗 (1：i00)37℃ ， 

3O分钟 ，PBS振洗 ，加 辣 根 酶标 记 的链霉 卵 白 

素 (1：100)37℃ ，10分 钟 ，PBS振 洗 ，DAB显 

色 ，苏术精 复染 ，脱 水透 明封片 。 

1．6 对照实 验 ：以胞 浆 内和胞膜上 出现棕 黄色 

信 号 为 阳性 ，根 据 染 色强 度 和 范 围分 为 ：阴 性 

(一)：阳性 细胞< 5 阳性 (+)：阳性 细胞 5 

～ 5O ；强 阳性 (++)：阳性 细胞 >5O 。设 阳 

性对 照和 以 PBS代替 一抗 的阴性对 照。 

1．7 统 计学分 析 ：骨 密度 参数值 用均数 土标准 

(；土s)表示 ，t检验作组间差异性 比较。Cx43免 

疫组 化结果 行 四格表 精确 概率 检验 。P<0．05 

为显著性 水平 。 

2 结 果 

2．1 骨密度测 量 ：术后 6周末 去卵 巢组 大 鼠全 

身 BMD 明显低 于对照组 BMD(P< O．01)见表 

1。 

裹 1 各组 大 鼠 BMD 的变 化 (；士 ) 

注 与对 JfIl组 比较 。‘P<o．o1 
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2．2 免疫 组织 化 学结 果 ：腺垂体 中 Cx43阳性 

表 达 主要 定 位 于相 邻 的 Fs—FS、FS 内分泌 

细胞 中 ．上述 细胞 的胞 浆 和／v-2胞 膜 呈 棕 黄色 

(图 1，2)；FS细 胞 以胞体 或 胞 突与 相 邻 FS细 

固 1 对 照 组标 本 ：Cx43在腺 垂 体 细胞 中阳性 表 达 

主要定 位 于 相邻 的 Fs Fs、FS一内分泌 细 胞 中 ， 

上 述细 胞 的胞 浆 和／或 胞膜 呈棕 黄 色 (一 + )，SP 

× 400 

圈 2 对 照组标 本 Cx43在 腺垂 体 细胞 中 阳性表 

达 主要 定 位 于相邻 的 Fs～ Fs Fs 内分泌 细 胞 中 ． 

上述 细 胞 的胞 浆和 ／或胞 膜 呈棕 黄 色 (+ )，SP×400 

胞及 内分 泌 细胞 相连 ，除 了 FS细胞 有 Cx4 3 

阳性 表 达外 ，与 其相 连 的 内分泌 细胞 的胞 浆 中 

和／或 胞 膜上 也 有棕 黄色 的 阳性 信 号。对 照 组 

Cx43的表 达 阳性 率 为 90 ，而 去 卵 巢组 中腺 

垂 体 Cx43的阳性 表 达率 为 25 ，显 著低 于对 

照组水 平(P<0．O1)(见 表 2)；阳性 表达信号也 

明显减 弱 ，在多 数标 本 中相 邻 的 Fs— FS、FS一 

内分泌细胞 中无 阳性表 达 (图 3)。 

表 2 各 组 Cx43阳性 表 达 比较 

注 ：与 对照组 比较 ‘’ <0 0 

国 3 击卵巢组标 本：Cx43在腺垂体 细胞中无阳性 

表达 (一 )，sP×400 

圈 4 c~43阳性 表 达对 照 ：在垂 体 后 叶 中 c~43阳性 

表达 信 号强 烈 呈 棕黄 色 (+ 4-)，sP×400 

图 5 PBS代 替 一抗 的 阴性 对 照 (一)：垂 体 

前 (A)、间 (I)和后 叶 (P)无 阳性 表选 ，SP×400 
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3 讨 论 

术 后 6周 ，去 卵巢 组 大 鼠全 身 BMD 低 于 

对 照组 BMD(P<O．01)【5一，提 示 本 组 SD 雌性 

大 鼠去卵巢后 6周即建 立 OP模 型 。 

间隙连接是 普遍 存在 于相邻 细胞 间的细胞 

连 接方 式 ，是 相邻 细胞 膜上 的一 种膜 蛋 白通 道 

结 构 ，是 目前 所确认 的 唯一 能够 进行 细 胞 间直 

接的物质和信息交流的细胞连接方式，间隙连 

接 蛋 白 Cx43作为 间 隙连 接 蛋 白多基 因家庭成 

员 之一 ，是问隙连接 重要 的蛋 白分子元 件 ，机体 

对 细 胞 进行 严 密 调控 的重 要 手 段 一 第 二 信 

使 ，是 细胞 内维持 细胞 正 常生命 活动 的关键 环 

节 之 一 ，其 中包 括 了 ：cAMP、Ca 、IP 等 小 分 

子物质。这些小分子物质正是借助于相邻细胞 

间的间隙连接，把调控和协 同的信号逐步传达 

给周 围其 他 的 细胞 ，从 而维 持着 相邻 的多个 细 

胞 的正常功能 与括 性L6’ 。越来越 多的研究 证实 

腺垂体间隙连接蛋白的表达与功能活性是“腺 

垂体一 一 性腺 ”回路 中多个环 节 的 重要 的结构 

和功能枢纽。Kurono C 发现，幼 鼠去卵巢后 

明显抑制 FS细胞 中的 Cx43蛋 白的表达 ，当给 

予性激素替代治疗后 ，FS细胞的 Cx43蛋白表 

达及 其介 导 的细胞 问通讯 功能显著 增强 。Cx43 

蛋 白的表 达还 与雌 鼠的动 情周期 密切相关 。动 

情 间期 的 Cx43蛋 白数量 仅 为动情 前期 和动情 

期数量的一半 一。在雌鼠妊娠晚期腺垂体 FS 

细胞中 Cx43蛋白表达显著高于其在妊娠中期 

的表达水平。究其原因在于性激素水平变化对 

间隙连接 蛋 白的表 达有重 要的调控 作用 。本 

实验发现，去卵巢太鼠 OP动物模型中腺垂体 

间 隙连 接 蛋 白 Cx43表 达 显著 下 降 ，不 仅 从率 

研究 角 度证 实 了腺 垂 体 Cx43表 达 与雌激 素水 

平 密 切相 关 ，而 且提 示 以 Cx43表达 下 降 为物 

质基 础 的 FS细 胞 生物 学 行 为 的 变化 ，可 能 是 

雌激紊缺乏导致大鼠 OP发生的一个环节 ，其 

作用机理 尚待进一步研究。 
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