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OVX—OP大鼠腺垂体 FS细胞中S一100蛋白 

表达的共聚焦显微镜研究 

马兴 李起鸿 王奎平 吕荣 王春梅 

【摘要】 目的 探讨神经组织蛋白S一100在去卵巢致骨质疏松症大鼠(OVX—OP)腺垂体滤泡 

星形细胞( 细胞)中的表达。方法 采用适龄 sD大鼠4O只，随机均分为卵巢切除(OVX)组和假性 

手术对照(Sham组) 于术前和术后 6周末测量大鼠全身及腰椎骨密度(BMV)。取垂体，应用免疫荧 

光组织化学法结合激光扫描共聚焦显微镜(t．SCM)分析技术，检测 细胞中S一100表达。培果 术 

后6周末 OVA组大鼠全身及腰椎 BMD均明显低于 Sham组值(P(0．O1，P(0 O1)。S一100阳性荧 

光标记物定位于 细胞的胞浆中。 细胞具有典型的细胞突结构、与腺垂体中丰富的血窦直接相 

邻、结成了腺垂体中发达的活性细胞网络、在结构上与多种腺垂体内分秘细胞密切相连。两组间 S 

一 100荧光强度和表达阳性率无显著差异(P>O．05)。结论 sD大鼠OVX术后 6周出现骨质疏松 

变化， 细胞在形态结构和定位上的特征及其在数量上的稳定性可能是中枢调节骨代谢因素作用 

的一个细胞基础。 
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【Abstract】 Ob~-a,,e Toinvestigatethe expression of nelpitetissue proteinS一100(S一100)in adenoby- 

pophyseal follieulc-stellate cells(FScs)in ovaricetomizcd 08te0po ic rats．Methods Ostcopomfi~rat i'llodels 

wel~．obtained bilateral ovariectomy．40 female rats we equally randomized imo ovariectomized group(OVX 

group)~d sham-oporatied control group(sham g~oup)．Total skeletal and spinal bone mineml density(BMD)of 

each rat vwa'e measured b，DEXA The expression of S一100 in adennbypo#wseal glands was detoetcd by immun- 

0nuore~em hi~o~hanist~ using laser searming eonfoeal mJezosoopy(LsCM) Results Total skeletal BMD snd 

BMD of ratsin OVX groupwere significantlylowerthanthosein sham group(P(0．0l，P(0．01)．S一 

100一positive F~Cttinanterior pimiL~ (AP)we~ indented bytheir uniquefean】reB：cytoplasmic proeesses be- 

tween the endnc'fine cells and adjacent to blood sinuses．There w＆B 130 difference in fluorescence and positive rate 

ofS一100inthe cytoplasms offsca between OVX group and sham group(P>0 05)．Ce~clmion Osteoporo- 

s in OVX rats can be detennined hv signifieandy decreased BMDs． ~~roscobic ehmmc~dsfics and qumntitm- 

fiveidentity of FSCsin either group revealed hy detecting S一100 could presumablyform 日ce~ularhesis ofbone 

“日  KBm in AP． 

【Key WOrdS】 Nerve tissue protein S一100； lmmunofluorescent histoehemis ； scanning confo- 
cal microscopy 

腺垂体 滤泡星形细胞 (folliculo-stellate cells／ 

cS，简称为 细胞)虽然不是中枢内分泌细胞，但 

是 细胞的表型和数量变化参与下丘脑一垂体一 

性腺轴多种内分泌活动的调控 。因此近年来探 

讨 细胞在内分泌活动中的作用的研究方兴未艾。 

但有关 与骨质疏松内分泌相关性研究却鲜有报 

道。神经组织蛋白S一100作为 细胞特异的标记 

· 论 著 · 

物分子，是 细胞表型和定量分析的重要参标 。 

本研究 旨在应用免疫荧光组织化学法结台激光扫描 

共聚焦显微镜 (1aser scanning confocal microscopy， 

LscM)分析技术，探讨去卵巢致骨质疏松(ovarieeto． 

mized osteoporosis，OVX—OP)大鼠腺垂体 细胞中s 

一 100蛋白表达及其生物学意义。 

材料和方法 

轰喜孟 嚣 l．实验动物：选用10月龄、未孕产、cL级(清洁 起鸿)；第四军医大学西京医院骨科(王全平 B荣)；第四军医大学基 ’ 例：J 厂口 月时、 J山 飘、1月l口 
础部(王春梅) 级，由第四军医大学动物实验中心提供)sD雌性大 
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鼠柏 只，体重(337±23)g 动物购进后饲养于第四 

军医大学西京医院骨科实验室，适应性喂养2周后， 

被随机均分为卵巢切除(ovarieetomized，OVX)组和假 

性手术对照(sham．operated，Sham)组。 

2．仪器：美国 Lu玎a『DPX—IQ型双能 x射线骨 

密度仪，附小动物骨密度(BMD)测量软件(第四军医 

大学西京医院骨科提供)。 

3．试剂来源：兔抗 S—100 (美 国Zymed公 

司)，FITC标记的羊抗兔 I片G(美国Jackson公司)。 

4．模型建立和标本制备：应用 1％戊巴比妥钠 

对两组大鼠行腹腔 内麻醉(30 mgtkg)，应用双能 x 

射线骨吸收测量法(dual—energy X-ray absorptiometty， 

DEXA)检测大鼠全身 BMD。取下腹部切口，OVX组 

行双侧卵巢切除术，Sham组仅行开腹后关腹术。术 

后各组大鼠分笼饲养。动物在 24±2℃，湿度 60％ 

～ 70％．定期紫外线消毒、通风，lO h／14 h间隔照明 

的条件下自由摄取标准实验室饲料和消毒蒸馏水。 

于术后 6周末在上述相 同的麻醉条件下，应用 

DEXA检测两组大鼠全身 BMD。经左心室灌注 4％ 

多聚甲醛，取两组大鼠腰椎 4—6(L}． )，应用DEXA 

检测 L一 BMD。取垂体，标本经 4％多聚甲醛后固 

定，脱水，常规石蜡包埋，制备成4 m厚切片。 

5．间接免疫荧光标记：每例标本切片常规脱蜡 

至水，3％ H20 灭活内源性过氧化物酶 30 1TIiI1，dd 

0振洗，lO％正常山羊血清封用 30 min，倾去血 

清，每例标本滴加兔抗 S—100 pAb(1：500)，37℃孵 

育 l h，0．01 moltL PBS振洗 10 min 3次。加入 FITC 

标记的羊抗兔 Is~(1：200，37℃孵育 30 mill，PBS振 

洗，5O％无荧光甘油缓冲液封片。 

6．LSCM定位和定量分析：实验选用 Bio．Rad 

MRC一1024型 LSCM，备用 Zeiss 100显微镜，用 于 

FITC的激发波长为 488 nm，共聚焦系统由Bio．Rad 

公司软件控制，数值孔径(NA)为 1．3，图像存为 5l2 

x 512相紊类型，图像采集的显微镜物镜 为 Plan． 

Neofluar 40×油浸镜，扫描激发值选择3％。 

7．对照实验：以胞浆出现绿色荧光信号为阳 

性，根据反应强度和范围分为：阴性(一)：阳性细胞 

<5％；阳性 (+)：阳性 细 胞 ：5％ ～5O％；强 阳性 

(++)：阳性细胞 >50％。设表达S一100蛋白的正 

常垂体后叶组织为阳性对照，分别以无关抗体和 

PBS代替一抗为特异性对照和阴性对照，省略一抗 

作为空白对照。 

8．统计学分析：BMD参数值用均数 ±标准差 

(i±s)表示，组间差异性比较用 检验。S—100蛋 

白表达结果行四格表精确概率检验。结果经 NoSa 

统计学软件分析，P<O．05为有显著性差异。 

结 果 

1．骨密度测量：术前 OVX组大 鼠全身 BMD 

[(0．381±0．018)异，c ]与 Sham组 值 [(0 378± 

0．010)异，c ]差异无显著性(P>0．05)。术后 6周 

OVX组大 鼠全身 BMD[(0．346±0．007)异，c ]及 

k BMD[(O．193±0 0O6)g，c ]均明显低 于 Sham 

组全身 BMD[(0．367±0．009)g，cm2]及 L} BMD 

[(O+2II±0．013)g／era']‘P<0．01，P<0．01)。 

2．LSCM分析 S—100蛋白阳性表达：OVX组与 

sham组 S—100蛋白免疫荧光标记的阳性产物均明 

确定位于 FS细胞的胞浆中，呈绿色荧光(图 1)。大 

量强阳性反应信号密集分布于胞浆中，硝 细胞的胞 

体及细胞突清晰可见。Fs细胞主要分布于腺垂体 

内分泌细胞之间，还与腺垂体中丰富的血窦直接相 

邻。低倍镜下 Fs细胞结成了腺垂体中发达的活性 

细胞网络(图2)。两组S—100蛋白平均荧光强度在 

同一象素线水平。OVX组和sham组S—100蛋白的 

阳性表达率分别是85％和 80％，差异无显著性(P 

>0．05)。 

皤 1 OVX组 s一100蛋白免疫荧光标记物 

定位于 细胞舶胞浆(++) 

M．FⅡc标{己 x 

讨 论 

DEXA是一种灵敏度及精确度高、方便快捷的 

骨密度测定方法，对提示早期骨质疏松变化有重要 
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圈 2 OVX组 S一100蛋 白阳性 的 眄 细胞结戚 r 

腺垂体中发达的活性细胞网络 

Isc ，FITC标记 l ×200 

意义。S Zeni等 报道，SD大鼠OVX术后 5周全身 

BMD显著下降。本研究应用DEXA证实术后 6周末 

OVX组大鼠全身及 L‘ BMD均低于 Sham组值(P 

<0．01，P(0．01)，提示该组太鼠去卵巢后6周出现 

骨质疏松变化。 

LSCM分析技术作为先进的细胞生物学研究手 

段，能将细胞较完整的构像和定量、半定量分析有机 

地结合了起来。本研究以 S一100为检测指标应用 

LSCM技术揭示：FS细胞具有典型的细胞突结构；与 

腺垂体中丰富的血窦直接相邻；结成了腺垂体中发 

达的活性细胞网络，在结构上与多种腺垂体内分泌 

细胞密切相连。 细胞在形态结构和定位上的特 

征为介导和完善。中枢——循环——靶器官”的生物 

学效应及其变化提供了结构和功能基础 。 

有研究结果提示， 细胞数量变化是介导骨质 

疏松相关因素的一个易化环节。具体表现为 Fs细 

胞数量增多能明显干扰腺垂体内分泌细胞对 GnRH、 

TRH和 GH．RF等多种激素和因子的应答，从而导致 

LH、PILL和 GH等分泌的异常 。本研究以S一100 

为检测指标证实两组间 细胞数量无显著差异性。 

细胞在数量上的稳定性可能是机体在中枢水平 

调节骨代谢相关因素作用的一个细胞学特征和细胞 

学基础。这一现象不仅可能与受试对象种属差异性 

相关 ，还可能与腺垂体 细胞有丝分裂的时限 

性、增殖刺澈元的异质性等多因素相关 。其确切 

机理有待进一步探讨。 
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国外学术会议消息 

亚太骨质疏松基金会将在 ∞1年3月初在新加坡举办第二期骨质疏松焦点学习班，拟去学习者请用 E-maR：edithloa@cu- 

hk．eda．Ilk联系。 

第一届国际骨矿学会和欧洲钙化组织学会联合会议将于2001年 6月 5日至 10日在西班牙马德里举办。论文截止 日期 ： 

2000年 l2月 1日。提前注册日期；2001年6月 1日。E-mltil~BEAPBMRC@263．ne1． 
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