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质疏松有关：。 率研究采用 自然衰老大 鼠来探 

讨晚期糖化终末产物在老年骨质疏松发病 中的 

作 用 。 

l 材料 和方法 

l、l 实验 动物及 处理 

实验 选 用 l 9月 龄 SD 大 鼠 l0只雌 雄 各 

半 ，作 为老龄 大 鼠组 。另选 10只 2月龄 SD 大 

鼠．作为低龄组。常规喂养 1个月后 ，禁食 24h， 

收集 g4h尿液待测 将全部大鼠经股动脉放血 

处死 ，离 心 、收集 血清 。取 腰 2～4做 骨 密度 检 

测 ，取 右 侧 股 骨 和 胫 骨 ，剔 除 软 组 织 ．放 人 
一

70(、冰 箱保 存 ，用 于测 定骨 胶 原 中 晚期糖 化 

终 末 产物 的含量 。 

1．2 骨胶 原 中晚 期糖化终末 产物 的测定 

从 一70C冰箱取出骨标本后，沿骨纵轴剪 

开 ，用 冰冷 的 PBS(pH7．4)冲洗骨 髓 腔数 次 直 

至冲洗液 PBS无红色为止。滤纸吸干水分后 ， 

放 人 液 氮 中 ，30min后 取 出．在 研 钵 中用 力 研 

磨 ，过 20目不锈钢筛．称取 20目以下的骨颗粒 

20mg，置 0 5moI／I EDTA(pH7 4)中，4( 脱 

钙 72h，每 24h换液一次。脱钙骨粉经 5m]氯仿 

；甲醇(2：1，V ：V)脱脂 1 2h 加 入 甲醇 2m1 

蒸 馏水 0 5ml，650g离心 、10min。吸弃上清 ，沉 

淀 经 5ml甲醇洗 2次 ，去离 子水 洗 3次 ．再用 含 

0．1mol／I CaC]2的 0．02mo]／I Hepes缓 冲 液 

(buffer H pH7．5)洗 2次 。Buffer H 中 4 C过 

液 。离心 ，除去 Buffer H，骨 颗粒沉 淀重新悬 浮 

在 1．0ml含 280U VII胶 原 酶 (Sigma公 司 产 

品)的 Buffer H 中，同时加入 2V]氯仿和 2 l甲 

苯 以防细菌 生长，水浴摇床 中 37c消化 24h 

10 000g离心 5min 以激发波长 370nm，发射波 

长 440nm处测定上清中的荧光强度 (日本 时立 

公 司F4500荧光 分光光度 计 )．含肢原 酶 VII的 

buffer H 作 空 白对 照 上清再 经 6N盐酸 l10C 

水解 24h后 ，用 于羟脯 氨 酸的测定 。以胶 原 中羟 

脯 氨酸的 含阜 为 l 4 ．计 算 出胶原 含量 AGEs 

的含量以每毫克胶原中相对荧光强度表示 

1．3 血 、尿 生化 指标 的测 定 ：血 甲状 旁 腺激 素 

(PTH)和降钙素(CT)采用放射免疫分析法 ，操 

作按 试剂说 明书进行 血碱性磷 酸酶 (AI P)采 

用氨基氨替比林测酚法 。羟脯氨酸采用氯氨 T 

氧化法 

1．4 骨 密度 测 定 ：SD l000骨矿 测 定 仪 ，测 定 

大 鼠第三腰椎 骨密度 

1．5 统计学分析 ：所有数据均以 ；±5表示 ，数 

据用计算机统计软件 PSI运算处理 

2 结 果 

2．1 各 组 大 鼠骨 密度 和骨 胶原 中 AGEs含量 

的变化 

从 表 1可 以看 出，老 龄组 大 鼠 与低 龄组 大 

鼠比较 ，骨 密 度明 显降低 (， <0．05)，通过测 定 

骨 胶原 中晚期糖 化终未产物 (AGEs)相对 含 

量 ．老龄 组大 鼠 与低 龄大 鼠 比较 明 显升 高 (P< 

0 001)．两组大鼠血糖相比较差异无显著性。 

2．2 各组 大 鼠血 、尿生 化指 标 的变 化 

老 龄组 大 鼠与低 龄 组 大 鼠 比较 血 清 PTH 

显著升高(P<0．05)，血清 AI P、血钙、血磷和 

血清 CT，两组相比没有统计学差异。老龄组大 

鼠尿 钙 与 尿肌 酐 比值 明显 升 高 (p-<0．02)．尿 

磷与尿肌酐比值老龄组与低龄组 比较显著降低 

(P<o．05)。尿羟脯氨酸与肌酐比值两组之间 

无统计学差异，见表 2和表 3。 

表 1 各组 大鼠骨密度、血糖 骨胶原中 AGEs的变化( = 

洼：老年盘孥组 与低龄组 比较 P<0 O5．一 P<lJ_001 
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往 ：老龄 组 低 啬}卦I比较 。P< lJ．05 

表 3 各组大鼠尿液生化指标的变化 ( ± ) 

毫龄 组 与低 龄组 比较 。，’<f】．nj， ，)<0伽： 

3 讨 论 

老 年性 骨 质疏 松属 低 转换 型 ．即反 映 骨形 

成及骨吸收的指标均偏低 这是 由于随着年龄 

的增 长 ．骨形成 绝对 不 足而 骨 吸收 相对 增 加所 

致 。而决定骨形 成和骨 吸收 的是 成骨细胞 和破 

骨细胞的数量及活性。随着年龄的增加 【起成 

骨细胞活性降低和或数量减少的因素成为决定 

老年性骨质 疏松 的主要原 因。 

许多研究发现一类被称作糖化终束产物的 

物质随着年龄的增加在体内皮肤等组织积累增 

多 。糖化终末产物是体内糖的醛基或酮基与 

蛋白质 、脂类等的自由氨基首先形成可逆的稀 

夫式碱 ，然后经过重排 ，氧化和脱水等反应．最 

后 形成稳定 的具 有特 征性 荧 光的一类 物质 正 

常情况下该类物质是体内组织重建及内环境稳 

定所必需 ，但过度积累则会 I起许 多病生理变 

化 骨胶原是含有较多 自由氨基的长寿命蛋 

白，因此 ，晚期糖化终末产物很容易在此形成并 

积 累。而胶原 蛋 白上 AGE的形成 则改 变 了这 

种 蛋 白质 的 生理 功 能 ．如 细胞 对基 质蛋 白的牯 

附能 力降低 ，而成骨 细胞对 骨 胶原 蛋 白的牯 附 

是成骨作用启动的先决条件 。另一方面 AGEs 

还可以和细胞膜上的特异受体结台促使该细胞 

合成和释放细胞 因子和生长因子 ，如白细胞介 

素一1(IL一1)、白细胞介素一6(1l 6)和胰 岛素样 

生长因子等，从而改变细胞间的信息传递 ，影响 

细 胞 的增殖与 分化 ” 研究表 明高浓 度的 

AGEs蛋 白对 成骨 细胞 的 促增 殖 作 用 减 弱 ．促 

分化作用延迟 ．成骨细胞数量减少．活性降低 ． 

导致骨形成降低 。而 AGEs日I起的 1I 1和 

II 6释 放增加 可导致骨 吸收增 加 本实验通 过 

测 定 大 鼠骨 胶原 中 AGEs的 含量 ．发现 老龄 大 

鼠显 著高 于低 龄 大 鼠 ．而 骨 密度 明 显低 于 3月 

龄大 鼠 

本实 验 发现 ．PTH 在 老 年大 鼠组较 低 龄组 

升高 且 有显 著 差异，但 尿 钙 同 时增 加．说 明 

PTH 分 泌增加 并非 由于低 血钙 所目f起 ．而 是 由 

于其他原因所致 。有研究表明：肾脏 l a羟化酶 

非 酶糖 化 (即生成 AGE 1 羟化 酶 )后 ，因其活 

性 降低．不能使 VitD 转 变为 1，25一(OH) D 

从 而使 1，25一(OH) D 的水平 下 降。作 为 l，25 

(OH) Dj的“促激素”PTH．此 时将反馈性地分 

泌 增加 ，达 到调节 l n羟化 酶活性 的 目的。老年 

大 鼠 PTH 虽 然增 加 ，但 反应 骨 代谢 的 指标 血 

AI P和 屎羟脯 氨酸 并没 有显著 变化 。原 因可能 

是随 着 年龄 的增 加 ，AGEs在 骨 胶 原 上积 累增 

多，使 I型胶原发生交联，这种结构的改变导致 

其对蛋白水解酶高度抵抗- ·。而 PTH促进 

骨 吸收是通 过刺激破 骨细胞 释放各种 蛋 白水 解 

酶 ，分解骨的有机基质 因此 ，虽然 PTH升 

高 ，却不能充分发挥骨吸收作用 ，这也是老年性 

骨 质疏 松 呈低转换 型的原 因。 

综上所述 ，老年性骨质疏松的发病可能是 
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体 内 AGEs的积 累增 加 ，通过 多种途径 使 成骨 

作用降低 ．骨吸收作用相对增加．从而导致骨质 

疏松 
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