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绝经后骨质疏松症与血清 IL一6，TNF—a 

浓度关系的临床研究 

周丕琪 沈霖 杜靖远 扬艳萍 谢晶 高兰 刘保平 

【摘要J 目的 研究绝经后骨质疏松症与血清 IL一6及 TNF—a浓度关系。方法 选择绝经后 

骨质疏松患者 30例．采用 El 检测其血清中 IL一6．TNF一口水平．并与正常青年妇女对照。 结果 

绝经后骨质疏松症患者 IL一6．TNF—a水平较正常组明显升高(P均 <0 O1)。且与骨密度呈负相 

关。螭论 绝经后雌激素减少，导致末梢血单接细胞产生的 儿一6及TNF—a等细胞因子过量，而 lL 

一 6及 一a过量分泌会刺激破骨细胞性骨吸收活性．导致骨质疏松症的发生。 
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【Abstract】 0hj蜘 To studythe relal~onship between posm~enopausal osteoporoeis and serumIL一6 

and TNF—alevels．Methodts s町um IL一6 andTNF一口levelsin 30 patients withpostmenopausal csteopomsis 

weIe me丑sured by EL1SA，and e蜘 Ⅱared with those in 30 healthy w0men．Results TI seruⅢ 儿 一6 and TNF 

—alevelsin thepatients were sign~c．antlyInsh~ thanth0se inthe healthy women(P <O．O1) Atthe 8岫 e 

time，the~rt]lll IL一6 and TNF—a levels wereⅡe州 wb correlated with bone mineral density．omd 

Pc~tmenopausal diminution of eBuat3~erl may bring abom esce~ive secretion of IL一6 and TNF— d by pe~pbe ral 

blood monoIIl】clear leucocytes while IL一6 and TNF—a s mu~．te osteocl~stic bone res0 们 ． 
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骨质疏松症是一种老年性常见疾病，尤以绝经 

后妇女为甚，其所引起的驼背畸形，全身骨痛以及骨 

质疏松性骨折，已经严重影响了中老年妇女的正常 

生活和身体健康。研究表明，随着妇女绝经后雌激 

素水平降低，导致一系列细胞因子如白细胞介素 1 

(IL一1)，自细胞介素6(IL一6)，肿瘤坏死因子(TNF) 

等在体内分秘增多，由此推测，雌激素减少后出现的 

骨吸收增强最先是由IL一6启动的。由IL一6诱导 

的破骨活性增强，溶骨所释放的产物激活巨噬细胞 

产生更多的细胞因子包括 TNF，后者反过来增加和 

扩大溶骨的应答。因此 IL一6及 TNF—a近年来被 

认为是病理条件下调节骨吸收的重要因子，它们与 

雌激素的关系更是研究的热点。为此本研究采用酶 

联免疫检测法，对 30例临床确诊为骨质疏松症的绝 

经后妇女血清中 IL一6及 TNF—n水平进行检测 ，并 

与正常青年妇女对照，以探讨绝经后骨质疏松症与 

血清 IL一6及 TNF—n水平的关系。 
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临床资料 

· 论 著 · 

1．病例选择 

本组 30例绝经后妇女均在临床上确诊为骨质 

疏松症，病例选择参照 骨质疏松症综台分析诊断评 

分指标”⋯。评分均 ≥6分。患者年龄最大为 59 

岁，最小为 52岁，绝经时间最长为 l0年，最短为 5 

年。3O例青年妇女临床诊断排除骨质疏橙症，年龄 

最大33岁，最小 28岁。以上对象均排除患有慢性 

肝、肾、胃肠疾病和各种内分秘疾病，免疫系统疾病， 

白血病。骨髓瘤，淋巴瘤；也排除了患有精神病，老年 

性痴呆，神经官能症；过度嗜烟(≥20支／日)或过度 

饮酒()70 ml，d)者不人选。一般情况见表 1。 

寰 1 绝经后骨质疏松症妇女与正常妇女一般情况(j±5) 

2．实验材料及仪器 

(1)标本收集：抽取检测对象的静脉血 2 ，置 

无菌带塞试管中离心(4OOO r-min～，10_I1in)分离出 
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血清，标本放置于低温冰箱(一30℃)中保存，避免反 

复冻融，待标本收集齐后统一测试。 

(2)试剂：夹心法 Elisa检测 IL一6试剂盒由北 

京邦定生物医学公司提供，批号为971027，敏感性可 

达 100 Pg·Ⅱd～。人肿瘤坏死因子酶联免疫检测盒 

由北京邦定生物医学公司提供，批号为970921，灵敏 

度可达 100 60O Pg·ml～。抗 TNF—a抗体包被酶 

联板由军事医学科学院四环医学高技术开发部生 

产。 

(3)主要仪器：美国Hologic 2O0O PLUS型双能x 

线骨密度仪。美国ELXS00酶联检测仪。 

3．检测方法 

(1)IL一6检测操作步骤：①包被：将稀释好 的 

包被抗体加入 Elisa板 100 ，孔，4℃放置 48 h。② 

加待检标本：洗涤液冲洗 Elisa板3次，加待测样品， 

阴性对照及倍比稀释的标准品，100 孔，37℃，1 h， 

标准品稀释方法 ：取 rHuIL一6，先用稀释液做 4倍 

稀释，再倍比稀释为 9个浓度：20 ng·Inl～，lO I1g- 
～

，
5 ng’ml～ ，2．5 ng’ml一 ，1．25 ng‘ml～ ，0．625 

lIg’Ⅱd～ ，0．312 ng’ml～ ，0．156 ng‘Inl～ ，0．078 og‘ 

Ⅱd～。③加酶标抗体：洗板3次，加入稀释好的酶标 

抗体，100 孔，37℃，1 h。④显色：洗板 3次，加入 

配好的 ABT8显色液，100 f孔，室温或 37℃显色 l5 

— 30 nlin。⑤ELXS00酶联仪读数测 410 nlfi处 OD 

值，绘制标准曲线。 

(2)TNF—a检测实验步骤：①TNF标准品配制： 

取 TNF标准品 l0 fll加样品稀释液 99O ，即配制成 

浓度为 1 p-g·ml。。的A溶液；取A溶液 100 加样品 

稀释液900 ，即配制成浓度为 100 ng·ml 的 B溶 

液；取 B溶液2OO 加样品稀释液 800 l，即配制成 

浓度为20 ng·ml 的溶液；依此方法，分别配制浓度 

4 ng·ml～．800 Pg·ml～．160 Pg。Inl～，32 Pg·ml 标准 

品溶液。②使用前将板取出至室温后打开。③加 

TNF标准品和样品 100 孔，同一样品和标准品要 

加 2孔，放湿盒内室温(18—25℃)2 h。④去掉孔内 

液体，注满洗板液，3 min后去掉，共洗3次。⑤加稀 

释好的酶标 兔抗”TNF，100 孔，湿盒内，室温 l 

h。⑥洗板 3次，每次3 min。⑦加新配制底物液 100 

孔，室温反应直至标准曲线明显时终止，约 10— 

15 min。反应时将板加盖蔽光。⑧加 100 gt孔终止 

液，终止反应。⑨450 nlfi酶联仪测定结果，将 2孔 

OD值平均。 

(3)骨密度测定：采用美国产Holo~ic 2000 PLUS 

型双能 x线骨密度仪测腰椎椎体前后位 BMD。受 

试者平卧仪器床上，骨密度仪对其腰椎进行测量检 

查，骨矿含量等参数值由仪器计算机自动打印输出。 

结 果 

1．绝经后骨质疏松症妇女组与正常青年妇女 

组腰椎骨密度比较：BMD值表示骨矿物密度，T值表 

示被测人的骨密度与同性g9年轻人对照组之差别 ， 

z值是表示被测人的骨密度与同性别、同年龄对照 

组的平均骨密度之差别。绝经组 BMD值、T值、z值 

均明显低于正常青年妇女组，两组问差异非常明显 

(P均 <0．O1)，见表 2。 

寰 2 绝经后骨秘组与正常组最椎骨密度比较( ±s) 

2．绝经后骨质疏橙症妇女与正常青年妇女血 

清 IL一6及 TNF—口水平比较}绝经组血清 IL一6及 

TNF—a水平均明显高于正常青年妇女组，显示两组 

问均有明显差异(P<O．01)，见表 3。 

寰 3 绝经后骨秘组与正常组血清 IL一6及 TNF—a比较 

(i±j) 
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3．绝经后骨质疏松症妇女与正常青年妇女血 

清 IL一6及 TNF— 水平与骨密度比较 ：绝经后妇女 

的血清 IL一6含量为(420．3±87．4)pg·Hd～，TNF—q 

含量为(331．7±35．92)Pg·nd～，骨密度为(0．631± 

0．091)g·cm～。统计显示：IL一6与 BMD呈负相关 

(r=一0．844)，TNF—q与 BMD呈负相关(r=一 

0．850)。而正常青年妇女血清 IL一6及 TNF—a水 

平与骨密度无明显相关性。 

讨 论 

正常骨代谢周期，其骨吸收和骨形成维持在一 

种动态平衡状态。破骨细胞的骨吸收活动和成骨细 

胞的骨形成活动相互偶联，不断进行着骨重建。一 

旦偶联被打破，平衡失衡．破骨细胞的骨吸收活动相 

对增强或成骨细胞的骨形成活动相对减弱，骨吸收 

大于骨形成发生骨质丢失，导致骨质疏松。 

女性绝经后骨质疏松，多发生在绝经后 5—1O 

年内。众所周知，雌激素的缺乏是绝经后骨质疏橙 

症发病中的重要因素。临床上应用雌激素替代疗法 

能减少骨质疏橙的发生。但是雌激素防止骨质疏橙 

的机理一直不很清楚。 

目前．已经证实在骨微环境中产生大量的免疫 

及造血因子，这些复杂的、作用相互重叠的因子影响 

骨的形成和吸收 ，其中主要包括白细胞介素 I(IL一 

1)，白细胞介素6(IL一6)，肿瘤坏死因子(TNF)，巨噬 

细胞集落刺激因子(CM—CSF)，颗粒一巨噬细胞集落 

刺激因子(GM—CSF)。雌激素调节骨髓细胞，骨细胞 

产生细胞因子，细胞因子调控骨改建的过程。 

几一1与 TNF不仅是最强的骨吸收促进剂，而 

且抑制骨的形成，几一1与TNF通过作用于成骨细 

胞间接激话成熟的破骨细胞，并抑{5j破骨细胞的凋 

亡 。另外，它们都可通过直接刺激前破骨细胞增 

殖，增强基质细胞中前破骨源性细胞的活性来促进 

破骨细胞的形成 】。几一1，TNF作为诱导剂，可调 

节破骨细胞前体细胞分化为成熟破骨细胞的 IL一6 

等因子的分泌。Ⅲ一6促进人和小鼠破骨细胞的早 

期形成，IL一6在富舍前破骨细胞的胎鼠的掌骨培 

养中促进骨吸收 。体内外大量实验证实．IL一6增 

加破骨 细胞形 成，刺激骨 吸收。早 在 1990年， 

Noriyosh~．" 研究发现 IL一6可刺激长时间人骨髓培 

养中的破骨细胞多样核细胞形成。Roodman也证实 

了这一点，并报道加人 IL一6抗体可抑制破骨细胞 

形成吸收陷窝 。用 IL一6基因缺失的小鼠进行实 

验，切除这些小鼠卵巢后未出现骨量丢失，而正常小 

鼠去势后很快出现骨量下降 。这是因为正常小鼠 

去势后，雌激素下降，使 几一6的表达增加，增强骨 

质吸收。破骨细胞起源于骨髓造血干细胞，具体地 

说 ，起源于粒细胞／巨噬细胞克隆形成单位(CFU— 

GM)，其形成包括由CFU—GM经过增殖形成单核破 

骨细胞前体，后者融合形成多核巨细胞，再经过活化 

后形成成熟的破骨细胞。IL一6主要作用于破骨细 

胞形成的早期阶段，通过增加 CFU—GM形成、增加 

破骨细胞早期前体的分裂，加强破骨细胞骨吸收而 

在骨质吸收中发挥重要作用。 

TNF— 是一种强有力的骨吸收诱导剂，可使破 

骨细胞括性增强．人类 TFN— 基因转染的中国田 

鼠细胞可持续产生 TNF— ，并使操鼠破骨细胞的骨 

吸收作用增强，出现高钙血症。TNF可刺激长期人 

类骨髓培养中的类破骨细胞形成。TNF可刺激类破 

骨细胞的前体增生并分化为破骨细胞。RTtPCR技 

术研究表明 ，绝经后骨质疏橙骨折妇女、正常绝 

经后妇女及绝经后采用雌激素替代疗法妇女 TNF— 

q mRNA的表达分别为 63％、60％和 1O％。 

IL一6在体内通过 IL一1、TNF、PTH等由骨原细 

胞基质细胞产生，亦可借助 T淋巴细胞和细胞粘附 

作用，由骨原细胞诱生。其功能是促进破骨细胞生 

成，可使 GM—CFU增生，与其他骨吸收因子共同作 

用，促进骨吸收；几一6作为分化诱导因子，使骨髓 

细胞分化诱导单核 巨噬细胞，并促进巨噬细胞产生 

IL一1，从而加速破骨细胞形成，促进骨吸收，由巨细 

胞瘤而来的破骨细胞样细胞所分泌 IL一6，具有 自 

分泌性、旁分泌性多样调节作用，其中有促进破骨细 

胞活性作用。 

TNF既可由骨原细胞产生 ，又可由IL一6、GM— 

CSF(粒细胞／单核细胞集落刺激因子)诱导产生，在 

骨髓中，TNF通过自分泌和旁分泌作用，作用于骨原 

细胞巨噬细胞，即是说 TNF可诱发骨原细胞产生 IL 
一 1，IL一6，从骨髓基质细胞产生 几一11。 

绝经后骨质疏松的病因是雌激素减少，雌激素 

水平降低，导致 几一6及 TNF等骨吸收细胞因子产 

生过量。血清中IL一6水平与血清中雌激素水平呈 

负相关，已被实验所证实 ，我们观察也发现绝经 

后骨质疏松症妇女血清中IL一6及 TNF—a水平不 

仅明显高于正常青年妇女，而且与骨密度呈负相关， 

从临床上证实了 几一6及 TNF—a参与了绝经后骨 

(下转第 8页) 
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鼠足肿胀，抑制佐剂性关节炎，对胶原及花生四烯酸 

造成的小鼠凝集致死也有抑制作用，推测淫羊藿中 

可能存在抗炎成分并能阻断与花生四烯酸代谢有关 

的环氧葺蓐1⋯，这些很可能与 EKF影响骨代谢有关。 

骨形态计量学结果表明，EKF组 TRS％、TFS％等较 

模型组明显降低，TBV％明显提高，提示其能抑制去 

卵巢大鼠的骨高转换率。详细的作用机理有待进一 

步证实。 

致谢 ：本文大鼠骨密度承蒙北京中日友好临床医学研究 
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质疏松症的发病机制。这一结果与报道相一致 ， 

同时亦表明，血清 IL一6及 TNF— 水平检测可反映 

绝经后妇女骨代谢状况 ，在临床上具有实用价值。 
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