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骨质疏松的一氧化氮机制研究 

萧劲夫 李昂 薛延 

一 氧化氪(nitric oxide．NO)极易透过生物膜，是细胞间、 

细胞内的信使分子，其扩散速度 穿透细胞膜的能力、内在不 

稳定性等特征极为显著。由于其音成易于调节 作为高级生 

物体调节的有效信号在循环、呼吸、消化及内分泌代谢等系 

统中发挥着重要影响。近年来发现 NO及其一氧化氪合成酶 

tnitric oxide symhase，NOS)在参与和促进骨质疏松症(osteopo— 

rosis，OP)病理生理过程中也占有举足轻重的作用。 

一

、NO、NOS合成与代谢 

通过免疫组化及更灵敏的逆转录酶聚合酶链反应(RT- 

Pen) 目前已证实骨组织中存在 NOS全部 3个亚型 (见表 

1)：神经元型(nNOS NOS-I)、诱生型(iNOS，NOS-2)、内皮型 

(cNOS，NOS-3) 破骨细胞(osteoelast，0(2)及破骨细胞前体 

(osteoelast progenitor)、成骨细胞tosteoblast OB)和骨细胞 (0s— 

teoc
．vte)均既能表达 eNOS 又能表达 iNOS。骨细胞维持其正 

常功能需一定浓度eNOS存在，eNOS以静止状态存在 于骨细 

胞谱系中，激恬后酶恬性持续时间很短，其恬性依赖于 c 

· 综 述 · 

和钙调蛋白(ealmodulin caM)，如 OC胞质 c 浓度的波动， 

可调节其 eDOS的活性 J 骨细胞谱系 iNOS的活性不依耪 

于钙 在生理条件下一般不表达，在细胞因子、脂多糖(1ipopo． 

1ysaechat44e LPs)等刺激诱导下 iNOS也将被大量诱导产生 

(来源于骨髓巨噬细胞、OB、0(2等)，以不依鞍于 cä 的方式 

与 CaM不可逆结合，诱导生成大量 NO J。在骨组织中，cNOS 

水平相对恒定，而 iNOS诱 导生成 NO的能力远高于 eNOS的 

诱导作用．细胞因子刺激 NO的生成主要是通过激活 iNOS的 

合成 nNOS在骨组织中存在，但 OB、OC体外培养 中未发 

现⋯，可能其来 自分布于骨组 织内血管 中膜的神经组绢。 

NOS诱导生成 NO不仅对 OB、OC增殖、迁移、分化、功能等有 

直接作用，井可通过对细胞因子的相互影响施加间接影响 

一 般认为低水平(pmol或 final水平)NO主要发挥细胞信息传 

递效应，高水平(nmo]水平)NO通过刺激环鸟苷酸(cGMP)括 

性可以起细胞毒作用 

裹 l NOS结构、功能比较 

NO的生物合成主要受 NOS调节，而多种细胞因子可影 

响 NOS活性，所以 NO的产生在很大程度上受细胞因子的调 

节，它们主要作用于转录水平 。。根据对 NO作用方向可分 

为两类：一娄可上调 NO合成，如肿增坏死因子，n(tumor necⅢ 

si9factor， n)，白介索一1B(interleukin，IL-IB)，干扰素一 (1nle 

ferae,-'／．IFN)及 l腭 ；另一类可下调 NO合成，如 IL-4、IL-10及 
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转化生长因子一口(transforming~mwth factor beta，TGF，B) 目前 

在骨骼生长发育、OP的发生等问题以及对骨组织微环境中 

骨细胞阊相互作用、骨吸收、骨再建等的研究中发现：影响骨 

细胞功能状态的多种细胞因子，需通越 衄 以及骨髓基质途 

径对 Oc诱导生成起作用 ，但对将分化发育信息传递给 Oc 

前体细胞及增进 0c括性的细节目前尚未清楚 ，一些学者提 

出，Ⅱ，l、IL-6、TNF—n、粒一巨噬细胞集落刺激因子(gnmalocy 

maemphage colony stimulating factor，GM—CSr)、TG-F-~等因子借 

助改变 OB或 Ot3内的 NO水平是实现它们调节功能的方式 
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=、NO与 OC关系 

通过黄递酶 NADPH染色，OC呈强阳性，证实了 OC自身 

可生成 NO 在 OP病理基础上．无论绝经后 OP(I型 OP)还 

是老年性 OP(Ⅱ型OP)，均体现为 OC骨吸收能力大于 OB骨 

形成能力．所以，OC骨吸收性是影响骨密度(bone mineral den— 

sity BMD)变化的根本因素。研究发现 NO根据浓度不同而 

对 OC体现出多重作用： 

基础浓度 NO是维持 OC正常骨吸收功能所必需，适当 

低浓度 NO可促进 OC前体向 OC转化，低浓度 NO还可增强 

IL-l~、TNF-a诱导的 Oc骨吸收，如 IL-IO、TNF-~联合作用产生 

的{瑶浓度 NO，对骨吸收有显著刺激作用 i低浓度的 NO供 

体 s_亚硝基乙酰青酶胺(S-nitrvso-acetyl penicillamne，SNAP)可 

增强 I lG诱导的骨吸收 j。 

细胞因子诱导下过量表达的 iNOS．可造成 NO的生成量 

高于正常 l0倍以上，而高浓度 NO可强烈抑制培养骨组织或 

体外培养 Oc的骨吸收活动，拮抗 tL-l~、TNF-a引起的 Oc性 

骨吸收 。高浓度 NO对 OC对抑制作用可被 NOS抑制剂 

硝基糖氨酸甲醑(I广 ．nitric-L-m'6nkae-m*t lester，L-NAME) 

或 单甲基精氨酸(L-N。．mor~omethy1．L-arg~ine，DNMMA)等 

阻断，可以刺激恢复高 NO浓度下功能活动受抑制的 OC骨 

吸收活性 ，但加^ NO供体药物硝普钠 (s 帅 nltroprusside， 

sNP)后 ，OC骨吸收活性又在一定程度上被抑{6I。体外实验 

中观察蓟 ：高浓度 NO可减少培养基中存活 OC数量，抑制 

培养条件下 OC功能括诂，抑制 OC在骨基质上的牯附和质 

子泵分撼 H 功艟，并直接抑{6I OC牯附机{6I，特别是整合紊 

(kate n) 岛表达，引起 OC收缩和从骨吸收表面脱离，类似 

降钙紊的R技应(retraction action) 。由于 NO可使 OC形态 

发生变化，所以有学者提出 NO作用机理可艟通过某些蛋白 

(如蛋白澈酶 c)影响 OC细胞骨架而起作用“ 蛋白澈酶 c 

(p~．nin kka~．e C，PKC)属于以肌醇磷脂代谢为基础的脱氧鸟 

苷酸(deoxyguanoskae，dG)／PKC信号传递途径，应用 PKC澈活 

剂佛波脂(pI．0rb0l ester)同时还能增加 OB内生成 NO浓度及 

NOS活性 ，抑制 OC功能活动，PKC抑制荆则可对抗细胞西子 

刺激 NOS活性增强作用。 

在 OC骨吸收时，骨基质中钙被释放，形成局部高钙环 

境，刺激 Oc台成 NO，较高浓度的NO即可反馈抑制 OC骨吸 

收，NO不仅抑制 OC所形成的骨稿窝的体积，而且明显抑制 

骨陷窝的数量 。高浓度 NO还可使 OC前体细胞(c6"teoclast 

progenitor)大量凋亡，由于 OC前体细胞对 NO变化极为敏感， 

NO对 OC前体细胞的凋亡作用大大高于其对成熟 OB、0C的 

影响。实验中发现：在细胞因子诱导 OB、OC共培养条件下， 

tL-ll~、TNF-a及 IFN- 联合作用下可刺激生成 50—7o倍 NO， 

NO经证实主要来自OB系及骨髓细胞m ，在实验早期，加^ 

NOS抑制；i|后，也不能完全恢复 OC的骨吸收活动，原因主要 

是高浓度 NO造成了 Oc前体细胞的大量凋亡，使其后生成 

成熟 0c不足；在共培养后期，高浓度 NO对骨吸收抑制作用 

主要体现在抑制成熟 OC活砖性及其骨吸收活性。高浓度 

NO使 Oc的生成及骨吸收活砖几乎完全被抑制，但在该浓度 

下．未引起明显 OB凋亡，表明高浓度 NO对成熟 OC的抑制 

性也大于其对 OB的抑{6I性。 

在鸟类、哺乳动物及人 OC在细胞因子作用下体外培养 

中均观察到 ：选择性 iNOS抑{6I氮基驱(sminoguanidin，AG) 

可明显促进 OC骨吸收活动，非选择性 NOS抑制荆 ~NMMA 

(可同时抑{6I iNOS、eNOS)作用下 OC骨吸收活砖则被抑制， 

但在高 NO环境下，NOS抑{6I剂又可起到刺激恢复 OC骨吸 

收活性作用。以上实验研究显示：适当浓度 NO，特别是 cNOS 

活性在维持 OC正常吸收功艟方面具有重要作用，并具有拮 

抗细胞因子刺激下过量表达的 iNOS其抑制 OC功能活诂的 

作用 还有实验观察到 ：IL-I B、TNF-a弓I起的 0c性骨吸收 

可被 NO抑制剂所拈抗，但若无细胞因子诱导作用下，单独给 

予 NO供体药物生成同样高浓度 NO后，对 OC前体细胞凋亡 

或抑制 OC活性作用并不太明显，说明内环境 中生成的 NO 

目涉及多个生理过程，从而具有更高活性；同时也经实验证 

实，细胞因子通过 NO开导后对 0C细胞产生的影响，超过细 

胞因子本身对 0C直接作用 ，表明NO是细胞因子诱导 0C 

前体细胞两亡的介质之一，OC凋亡在相当程度上是由 NO介 

导的，而 OC抑制自身活性可艟通过白分泌产生 NO、升高 NO 

音量来调节 0 。 

如 OP治疗药物降钙紊(ealcitonin，cr)，抑制 OC括性的 

过程认为是与 OC膜上 cr受体结台后，澈活腺苷酸环化酶 

(adenylate cyelase)，催化 cAMP产生，而使 NOS mRNA半衰期 

延长，增加 iNOS的表达和 NO产生 

IFN-T是抑{6I OC形成及 OC吸收作用的强有力的细胞 

因子。1L-I~、TNF-a单独或二者共同作用时均未观察到体外 

培养条件下 OC两亡，而 11％1． 单独作用就可引起较明显的 

OC凋亡，但若 [FN Ⅱ广lG、TNF-Ⅱ三者共同作用ji!J可迷一步 

促进 Oc凋亡，超过 IFN-~单独作用 j。由于 IFN． 、1L-I~、 

TNF-a均可上调 NO合成，但 IFN． 刺激 NO生成的生物效应 

远大于I IB、TN q，可艟在 0P发生机制中，l 1日、TNF- 刺 

激生成少量 NO增强了 OC骨吸收活性，而 IFN． 作用下，则 

生成了较高浓度 NO，反而陴低 OC功能活础，从 而可有效对 

抗 1L-ll3、TNF-a引起的 OC性骨吸收。 

TGF-13可下调 NO合成，是由 OB以自分撼的形式产生， 

对 OB的复制与基质合成、OC骨吸收活砖根据不同浓度体现 

出双向调节作用。在鼠骨髓培养基中，低浓度 TGF．G能促进 

0c的增殖，而在高浓度时则抑制其生成“ ，可能因为 "mF-~ 

在较低浓度下可使促炎因子诱导生成一定浓度 NO，但又被 

适座”抑{6I而不致过高，放刺激了 OC骨吸收活性 但高浓度 

TGF-13会过分抑制 NOS活性而使 NO低于正常生理浓度，从 

而抑制 OC骨吸收活性 

细胞因子在骨代谢过程 中的变化与 OP产生密切相关， 

0P或雌激素缺乏患者其外周血及骨组织中 1L-ll3、IL-6、TNF-a 

释放水平较同年龄组正常人群升高，并随年群增加有逐步上 

升趋势，同时 "mF-~产生下降 ；OP大鼠动物模型去卵巢 

(ovafiectomy，ovx)后骨髓细胞分秘的IL-ll3、TNF-~也将增加 ， 
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可能体内细胞因子水平发生改变后造成 NO浓度在一定程度 

内的升高增强了OC骨吸收活性．从而成为OP病理生理过程 

中重要因素 

三 、NO与 Oil关系 

OB的增殖及其骨基质分泌功能的正常发挥依赖于适 当 

浓度 NO存在，超过一定阈值过高浓度 NO也可产生毒性 抑 

制0B的成熟 分化厦其功能。 。如 ~NMMA可抑制人或鼠 

OB的增生、并呈剂量依赖性，而增加 l广精氨酸(L-at#nine，L- 

Arg)的浓度或补克 NO供体药物后阻止这种效应。 

OB同时存在 cNOS及 iNOS mRNA表达，正常生理情况 

下 ，cNOS的表达与 OB系的分化有明显相关．cNOS所生成的 

低浓度 NO在维持 OB正常功能厦介导雌激素防止骨量丢失 

中发挥重要作用。自然状态下测定培养 中的正常人松质骨 

(cancellous bone)来源 OB的 NO基础水平低 但在 IL-10、TNF- 

a、IFN-Y等促受因子的作用下能产生 NO OB若在其中 

一

、两种细胞因子作用下可产生中等量的 0，如在多种因子 

联台作用下则产生 NO数量猛增。细胞因子激恬后诱导产生 

较高浓度的 NO的机理可以解释在促炎因子介导的骨量丢失 

过程中的骨形成降低。 

OB生成 NO的调节因素有细胞因 子、LPS及机械应力 

等 体外研究发现 ，人和鼠的 OB，在基础状态即表达少量 

的iNOS，抑制骨吸收的细胞因子如 IFN y境进一步促进其合 

成 NO，并呈时间和剂量依赖方式。但细胞因子诱导下 iNOS 

若生成过高浓度 NO则可抑制 OB生长厦其功能活动，如 

TNF-~、IL-I~和 IFN．Y联合作用于体外堵养人 0B可显著抑制 

其对 H．胸腺嘧啶( H TdR)的摄人 使谆堵养基中 OB增殖还 

不如对照组的 10％，并抑制 OB前体增值，影响 OB生成，促 

进成熟 OB嗣亡；TGF-~则可减少过量表达 iNOS mRNA翻译 

木平，增加 iNOS蛋白的降解，NOS抑制剂 L-NMMA也可使高 

浓度 NO下 OB的设抑制效应减轻，可见剂量依赖性增加细 

胞 H—TdR摄 人“ ；N0还 能通 过环 氧酶(cyclooxygenase． 

COX)旁路抑制 OB碱性磷酸酶(ALP)活性井 阻断前列臃素 

(prostaglmadin，PG)对 0B的作用 ．井抑制 0B合成反映其活 

性的标记物骨钙素(bone Gla．conlaining protein．BGP)．从而抑 

制骨质矿化 。OB的 NO生成还受机械应力变化的调节． 

在一定机械应力刺激下 NO的生成可迅速而短暂增加 

经骨髓细胞培养已证实前体细胞分化发育为成熟 OC是 

OB调节的结果 在骨形成．吸收偶联中，OB在 OG激活和 OG 

性骨吸收的调控方面居中心地位(如通过衬里 OB收缩、降解 

骨表面未骨化基质等途径)，IL-I~、TNF-a和 IFN．Y等因子通 

过 NO浓度影响 OC性骨吸收作用的主要靶细胞为 OB 对 OC 

的诱导效应多需通过 OB以及骨基质途径介导或放大 。 

由于 OB单独培养生成的 NO浓度接近于 OB、OC共培养下 

NO浓度 ．但百倍于骨髓细胞系培养生成的NO浓度，所以．认 

为OB是共培养下 NO生成的重要来源，也是骨组织 NO生成 

的主要来源之一 ，0B在诸日子的作用下台成释放 NO可能有 

助于自身活性及 OC活性的调节。NO在 OB与 OC的信号传 

导过程中发挥着重要作用 虽一些具体方式途径不清，但现 

在认识到借助改变 OB或 OC内的 NO水平是 ~L-19、IL-6、TN 

口、GM．CSF、tGr-~等因子作用的主要方式之一 。 。N0、NOS 

是目前我们未充分认识到而在骨形成．吸收偶联中起关键作 

用的因素之一。 

OB、OC活性与 NO问关系也表明：过高浓度 NO对 OB、 

OC均具有细胞毒作用，体内需要一个对 OB形成有促进作用 

但同时也可较好抑制过亢 OC骨吸收活性的 NO水平梯度范 

围，在一定范围内适度升高 NO水平可起到抑制 OC骨吸收 

的作用。 

四 、NO与 OP 

低水平 NO导致细胞因子诱导性骨吸收增强与绝经后雌 

搬紊缺乏妇女 OP密切相关 。在活体，H0作为一种细胞 

因子诱导的骨代谢调节剂提供了一个可能性，即用 NO合成 

抑制剂或刺激剂来影响骨转化，一些研究也表明调控 NO药 

物将可能成为具有广阔前景的 OP治疗药物 

NO供体药物硝酸甘油(nitroglycerin．NG)不仅可减轻 0P 

动物模型去卵巢(ovarlectomy，OVX)太鼠骨量丢失，还可对抗 

皮质类周醇引起的老年雄性大鼠骨量丢失 一  。 

选择性 iNOS抑制剂 AG可使雌性大鼠脊柱和肌骨 BMD 

降低。动物实验观察到 ：正常雌性太鼠静脉输人 AG8周 

后，太鼠脊柱和股骨 BMD显著降低；同样．对 OVX太鼠，则可 

进一步加重其已降低的腰椎及肌骨 BMO(P<0．05)。组织形 

态学显示正常大鼠骨髓腔内表面光滑，而应用 AG的太鼠， 

Oc细胞数量增加，骨吸收增强 ，骨髓腔呈粗糙不平的外观 

实验表明：骨质内 NO生成减少，浓度过低 导致 OC性骨吸 

收增强．BMD降低。 

OVX太鼠皮下注射雌二醇(estradiol E，)和 NO供体 NG． 

均能使腰椎 BMD显著增加(P<0们 及 P<0．05)，达到正常 

大鼠木平．表明适当提高 NO水平将起到类似于补充 B 防治 

OP作用，境抑制 OC性骨量 丢失；但若给予 OVX大 鼠 cNOS 

抑制剂 L-NAME则可完全阻断 NO或 B 增加 OYX太鼠椎骨 

BMD的作用，骨量丢失情况与对照组相比差异无显著性(P 

>0．05) 另一项实验中．OVX大鼠分为 NG组、Ei组及 

NG+B3组用药 12周后 ．3组之间 BMD与假手术对照组之 

间差异无显 著性，且 3组间 BMD也差异无显著性 (P> 

0．05)．表明 NG、 使 OVX太鼠丢失骨量恢复到正常水平的 

作用相似．但 NG+ 并不体现出协同增强效应 。以上研 

究提示 NO可防治雌激素减少所致骨量丢失．具有类似雌激 

寨替代疗法的作用 ；NOS抑制剂则可抑制雌激素对骨量保护 

作用；雌激素对骨量的维护作用可能在相当程度上是 NO依 

赖性或通过 NO介导的。 

过去．对 OP患者应用雌激素治疗后发现．其心血管疾病 

发病率也随之降低．现已证实雌激素对心血管保护作用是由 

雌激素诱导 内皮细胞释放 NO所引起 雌激 素在提高 

BMD、防治 OP的同时，对分布于骨组织内血管内皮细胞也应 

发挥同样作用．如 E2的一项重要作用经证实是可升高体外 

培养人OB及内皮细胞的eNOS基因表达及其活性 ’ 】，在实 
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验中，B 町增强 NOS括性 2倍以上．并证实主要是通过 eNOS 

通路。OP治疗新一类药物选择性雌激素受体调节剂雷洛昔 

芬(ratoxifene)只抑制骨吸收．不抑制骨形成．也有类似促进 

NO生成作用 ”。闭经的女运动员认为类似绝经后妇女，具 

有低雌激枣．-f、 及唾椎骨质稀 疏(osteopenia)，其 OP发生潜 

在危险 度较高 ，在一项对 照研 究 中发 现 ：闭经 的女运动员 

虽束升高骨转换率，但在正常硝酸盐饮食条件下，与绝经后 

妇女均具有低 NO代谢的特征。从这些结果可推断 NO在雌 

激素介导的维持骨量及骨强度的机制中起到了重要作用。 

合理适量的体育锻炼，以适当应力刺激促进骨质代谢． 

经多年临床宴践证明对预防或治疗 OP有较 大益处 ．而 NO 

还能作为骨对机械应力适应的生理调节剂．骨的机械负荷增 

加可引起 NO快速短暂的释放 。 

74名英国女性 OP患者间歇性应用 2年 NG后．髋部及 

跟骨 BMD比对照组有显著提高，分别增加2 6％及 5 3％，同 

时骨折率下降 ．预测未来将呵通过 NO诱导剂或 NO抑制 

剂的方式对包括OP在内的骨代谢疾病进行治疗及预防。 

五 、小结 

OB、OC问相互影响及细胞因子问或协同或拈抗作用往 

往是双向的，从而表现出一定复杂性，而 OP的发生，是这些 

因素共同作用下的最终结果。通过对 NMDA—NO-cGMP通路 

在生物体内普遍存在的证实，对内质细胞衍生舒张因子(曲一 

dothelium derived relaxingfactor，EDRF)本质就是 NO的揭示 州． 

目前对 NO的递质作用与生物效应已有了较多认识，但 NO 

在 OP研究中却是非常“年轻的分子 ，目前对 NO及 NOS的 

骨吸收调控机村及在OP发生过程中作用的认识仍主要是观 

察性或推理性的．同发现雌激素缺乏在 OP发病过程中的重 

要作用后所造成的对 OP患者治疗、预防、药物研制、治疗观 

念改变等的巨大社会影响相比较 ，现在对 NO、NOS与 OP的 

认识还是初步的．有待进一步探索 开拓、研究其整个作用过 

程 和机 制。 
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物歧化酶等 这些酶参与骨组织中粘多糖的合成， 

从而影响骨骼发育和骨折愈合。研究表明，锰缺乏 

时出现干骺端软骨的骨化异常，造成骨骼的发育障 

碍 J。另有研究发现，缺锰时，血清钙磷含量增加， 

认为缺锰 可导致 钙盐动员 ，与骨质疏 松 的发生有 

关 。 

本研究 中发现老年髋部骨折患者骨骼中镁含量 

显著降低。镁占骨骼灰重的0．5％ ～1％，每公斤灰 

重人类骨骼 中镁含量约为 200 mmo|左 右，所 U有人 

认为在骨骼 中镁不能被称为微量元素 。通过其本 

身的直接作用，以及与具有骨调节作用的激素或其 

它体液因子的共同作用，镁对骨矿和骨基质代谢均 

有影响。研究显示，骨质疏松症、慢性酒精中毒 U 

及糖尿病患者，骨中镁的含量降低，并且随着增龄骨 

中镁的含量减少，本研究结果与此相 同。一定程度 

的镁的耗减对骨代谢的所有阶段都有负面影响 在 

大鼠可 导致成骨细胞减少和活性降低，进而导致 

骨形成和骨量减少。但是在镁严重缺乏时，前述抗 

同化作用不再显著，反而表现为对骨吸收的显著抑 

制，皮质骨增厚而非骨量减少 。造成 前述现象的 

机理仍不清楚，其在骨质疏松症发病机制中的作用 

和临床意义也有待进一步阐明。 

总之 ，本研究对髋部骨折患者橙质骨 中微量元 

素的变化进行了初步研究。进一步的研究工作包括 

在严格的病例控制基础上扩大样本量，明确无机元 

素的改变与饮食、环境的关系，以及骨骼中无机元素 

与血液、头发中无机元素之间的相关性，阐明其在骨 

质疏松症发病机制中的作用，以提高髋部骨折预测 

及疗效评定的准确性，并指导治疗。 
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