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steriods deficiency induces the increase in number of peripheral blood monocytes and the decline of 
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chanicM strength ERT able to inhibit bono absorption by modt1[ating the monocytes and its effects 

through the ER in the monocytes 
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单核细胞数 明显增多，ER阳性 单核 细胞数 目 

减少，而接 受雌 激素替 代治疗 (ERT)无此变 

化 。 。这提 示单核 细胞 ER 的表 达量 与体 内雌 

激素的变化有一定相关性 本实验采用逆转录 

一 聚合酶链 反应 (RT—PCR)直接检测单核细胞 

ER—mRNA的表达，以进一步探讨外周血单核 

细胞 ER mRNA 的表达与绝经后骨质疏松发 

生 相关性 。 

l 资料 和方法 

1．1 研究对象：选取 3月龄雌性 SD大鼠(普 

通级)30只，体重(21 7±5)g，随机分为 3组 ，每 

组 10只 经 2 戊巴比妥钠 40mg／kg体重腹腔 

内 注射 麻醉 后 ，一组 行双 侧 卵巢 切除 (oVX 

组 )，对 照组单 纯行 开 、关腹 (Sham 组 ) 另一组 

行 双 侧 卵 巢 切 除 后 给 Premarin替 代 (ERT 

组)。各组间大鼠体重无统计学差异。术后置大 

鼠在室温下饲养，自由摄水和食物 。术后 5 d，切 

口愈合后开始给药。ERT组 Premarin按人 鼠 

剂 量换算 以无菌 生理 盐水配 成混悬 液、以 

2ml／只／日灌 胃给药 ，OVX组及 Sham 组均 以 

无菌生理盐水 2ml／只／日灌 胃处理。连续用药 6 

周后处死。在处死前 1 0d及前 3d分别给与盐酸 

四环素 20mg／kg体重腹 腔 内注射 服药后 6 

周 ，采大鼠心脏血 6 ml，作单核细胞培养、单核 

细胞的 ER—mRNA 的表达水平及血清雌 激素 

水 平测 定，同 时分离 双侧 股骨 远端 干骺 段 1 

Gm，作骨 组织计量 形 态学测 量 。 

1．2 方法及检测指标 ：(̈ 单 核细胞分离及培 

养 ：参见文献 ；(2)外周血单核 细胞 总 RNA 

提取 ：高纯 RNA 分离试剂盒购 自德国宝灵曼 

公 司 ，按 说 明书操 作 ；(3)RT—PCR：应 用一 步法 

RT PCR试 剂 盒购 自德 国宝灵 曼公 司 。引物序 

列 如 下 ；P ：5’一GGA GAT ATG AGA GCT 

GCC AA一3’；P：：5’CCA GCA ACA TGT 

CAA AGA TC一3’；扩增 片段 长 439bp，位 于雌 

激素结合区及部分 DNA结合区编码序列 。内 

参 actin引物序列由上海生物工程公司合成 ．参 

照 文献 j P ：5’一AGA GAG AAG ATG ACA 

CAG ATC ATG TTT GAG一0’：P． 5’r； 、A 

GAC TTT GCG GTG GAC AAT GGA 3’；根 

据扩增 带荧光强度分为 阳性 弱 阳性 阴性 3 

种 (4)半定量 RT—PCR：除 R'I’PCR为阳性结 

果外，其余的样 品于反应体系中另加入 acfiit引 

物 P ．P 各 20pmo1．置 人 45C恒温 水浴 箱 3O 

min，行 逆 转 录 反应 后 ，进行 电泳 分 析 ，将 各 胶 

面于紫外灯下经 Beckman DU一70扫描仪扫描 ， 

储存于计算机中，经计算机全 自动图像分析系 

统分析．以每个体系中内参光密度为对照 ，半定 

量测算各个体系中扩增产物的量。(5)血清雌二 

醇测定 ：放射免疫法测定，试剂盒购 自天津九鼎 

医学生物工程有限公司，回收率 95 ～104 ， 

批内变异系数 3．8 ，批问变异系数 4．8 ，灵 

敏度 4pg／ml。 

1．3 骨组织形 态计量 学测量 ：取 大 鼠股骨 远 

端干骺端 1 cm长骨组织 ，丙酮脱水、脱酯、低温 

塑料包埋，4c冰箱聚合，用德国 JUNG型硬切 

骨机作 20t~m 和 5 m 不脱钙切片，5 p-m 切片 

用甲苯胺兰染色 ，其 中 2O p-m切片直接在荧光 

显微镜下用网状微尺测算各个参数值，5 p．m切 

片通过计算机全 自动图像分析系统测算有关参 
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数值+各个测量参数均采取高倍视野 ，每个标本 

取 5个视野测量参数值后取平均值．其中视野 

面积 定 为 31 5699．8 m。．经 换 算处 理 ，测 量 指 

标如下 ：骨小梁面积百分 比( )、皮质骨面积百 

分 比( )、骨小粱平均宽度 ( m)、骨小梁 间距 

( m)、骨小梁游离末端数(个 )、骨小粱表面破 

骨细胞数 (10 。N／pm)、骨小粱骨矿化率(I~rfi／ 

D)、矿化缘 长度 ( ) 

1．4 统计学处理：等级资料组间差异采用秩和 

检验 ，计量资料所有参数均 均数 ±标准差表 

示．组间差异采用方差分析 ，显著性 检验 。 

2 结果 

2．1 外周血雌二醇含量及单核细胞数变化 

OVX 组 外 周 血 雌 二 醇 含 量 显 著 低 于 

Sham组(P<0．∞)．而单核细胞数(PBM)显著 

高 于 Sham 组 (P< 0．01)，ERT组 外 周 血雌 二 

醇 与 Sham 组相 比差异无显著性 (P<0．05)， 

且单桉细胞数未见明显增多，与 Sham 组相 比 

无显著 差异 (P<0．05) 

表 1 外周血 E z及单棱细胞数( ± ) 

指标 t)VX Sham ERT 

E2(pg．im1) 0 768 0 】∞ 6 767土 0．1 62 6．623± 0．143 

PBM <1× 10 ／m1) 4 5土 0 2 3 02土 0．15 2．g7二 0 1 7 

{主|各组 n— l0 

2．2 外周血单核细胞 ER—mRNA表达改变 

RT PCR 产物经 电泳结果 显示 ．Sham 组 

lO只大鼠全部 出现 阳性扩增带 ，ERT组 10只 

中 8只出现阳性扩增带，另两只弱阳性 ，OVX 

组 10只中 8只出现弱 阳性带，2只阴性+未经 

逆转录过程的 RNA样品，无 1例 出现 阳性扩 

增带 ，可以排除残留 DNA扩增 。经秩和检验 ． 

OVX 组 与 Sham 组 间 差 异 有 显 著 性 (P< 

0．05)，OVX组与 ERT组问差异亦有 显著性 

(P< 0_05)，见 图 1。 

2．3 外周血单核细胞 ER—mRNA半定量分析 

结果 

经扫描及计算机分析显示，OVX样品扩增 

量 明显低 于 Sham 组及 ERT组 (P<0．01)，而 

Sham 组 与 ERT 组 间 差 异 无 显 著 性 (P> 

0．05)。 

表 2 半定 量 R'Il_PCR结 果 (；± 

2．4 骨组织 形态计 量学测量 参数结 果 

OVX 组 骨 矿 化 率 、骨 小 粱表 面破 骨 细 胞 

数 、矿 化 率长度 、骨小梁 间距较 Sham 组显 著增 

加 (P<0．05+尸<0．01)；骨 小粱 面积 、骨小 梁平 

均 宽度、皮 质 骨面 积、骨小 梁 游 离 末端 数 较 

Sham 组 显 著 减 少 (P< 0．01)，而 ERT 组 与 

Sham组间各参数均无统计学差异(，J>0．05)。 

裹 3 骨组织形态计量学参数结果 (；土 ) 

指标 OVX Sham ERT 

骨小 梁平 均宽 度 ( m) 70．3±7 5 86．3二7．1 8 4．1=6 3 

骨小粱间距 m) 203土18 1 1 48土20 2 1j8±1 9 5 

骨 小 巢裤 离末 端数 (n) 2 2 0 27 2．81土0．3 3．7 0 26 

骨 小 桀 面积 百分 比( )30 】土4．1 45 2士3．6 43 1士4．} 

皮质骨 面积百分 比( )l_93土0．41 2．8】土0．茹 2 76土0．38 

骨小 梁袁 面破 骨细 胞 1 3士0．3 0 58±0 2 0 60士0 3 

数 (1 0 ， m) 

骨 舞矿 忆 率 ( m，D) 】6T二O 2̈ 18土O 2 1．1 5士O 23 

骨 小梁 矿 化缘 长度 ( )61．1土l0 5 43．2± 6 8 44．5二6 3 

注 ：各 组 一10 

3 讨 论 

3．1 外周血单核细胞 ER表达及其与骨质疏 

松 的关系 

1984年有学者证明外周血单核细胞移行 

到骨表 面可相互融 合 +形成 破骨细胞 ，提 出单核 

细胞为破骨细胞 的前体细胞”。 本研究结果显 

示大鼠双卵巢切除 6周后 ，外周血雌二醇含量 

显著低于 Sham组 ，而外周血单核细胞数 明显 

增多，骨组织形态计量学测量结果骨小梁表面 
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的破骨细胞数 比 Sham 组有显著增加 ．提示雌 

激素对破骨细胞的合成 、分化过程有调节作用 。 

雌激素是通过受体起作用的 ，体外培养破 

骨细胞证实其表面有雌激素受体存在 ，说明雌 

激素可通过受体调节破骨细胞 的活性 ，Ou rsler 

MJ ’ 等证实在破骨细胞培养基 中加入不同剂 

量雌 激 素 ，显 示破 骨 细胞 吸收骨 量 的能 力 随雌 

激素量的增多而下降．说 明破骨细胞为雌激素 

作用的靶器官 。雌激素是通过其受体起作用的， 

那么单核细胞为破骨细胞的前体细胞 ，是否表 

达 ER，文献未见报道 。本实验选用 RT—PCR法 

检出单核细胞有 ER—mRNA的表达，且单核细 

胞 ER—mRNA 的表 达 量与 骨小 梁表 面破 骨 细 

胞数呈负相关 ，提示单核细胞形成破骨细胞的 

能力受雌激素抑制 ，单核细胞表达 ER减少 ，导 

致破骨细 胞形成增多 ．骨 吸收增加 。 

3．2 激素替代治疗的作用 

激素替代是治疗绝经后骨质疏松的基本手 

段 ，本实验 表明 ERT组 外周血雌二醇含量与 

Sham组无明显差异 ，且单核细胞 ER—Mrna的 

表达及骨组织形态计量学各项指标均与 Sham 

组无明显差异 ，反映雌激素在维持骨量方面有 

确切的疗效。雌激素长期用可能产生不必要的 

影 响 ，现 已有研 究表 明采用 选择 性 ER调 节剂 

如 Ratoxifene‘ ，仅对骨组织及心血管系统有 

雌激素作用，对其他组织则起雌激素拈抗作用 · 

可避免长期用药的不 良影 响，这是受体学说的 

延伸 ，其机制尚进一步探讨。 
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