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骨质疏松发生一氧化氮机制及雌激素调控 

作用研究 

李 昂 卿茂盛 薛延 

【摘要】 目的 研究骨质疏松发生的一氧化氮机制及雌激素防治骨质疏松作用的一氧化氮通 

路，深入理解骨质疏松症病理过程中一氧化氮作用环节。方法 45只 SD雌性大鼠分为①假手术组 

(Sham组)；②卵巢切除组(OVX组)；③OVX+倍美力治疗(Premarin组)。进行 iNOS原位杂交及 iNOS、 

eNOS免疫组化研究，测定其平均灰度值及平均积分光密度(ODI)作统计指标。结果 iNOS原位杂交 

实验结果显示 ：正常大鼠去卵巢后 ，骨髓腔内及骨小梁表面 iNOS mRNA有强阳性表达，差异有非常显 

著性(P<0．01)，iNOS免疫组化实验结果也显示 OVX组 iNOS阳性表达明显较 Sham组增加；而 Pre． 

marin组 iNOS表达强度较 OVX组明显降低(P<0．05)。OVX组与 Sham组 eNOS表达差异无显著性 ， 

Premarin组较 OVX组 eNOS表达强度则明显增加(P<0．05)。结论 NO是调节 OB、OI2功能活动的一 

种重要效应因子 ，NO导致细胞因子诱导性骨吸收增强与绝经后雌激素缺乏 OP密切相关。雌激素可 

下调 iNOS mRNA表达，抑制 iNOS蛋白合成，从而减轻功能亢进的 OC性骨吸收，而对骨组织正常生理 

活动中的 eNOS合成，有适度促进作用。有利于骨组织的重建及骨量的恢复 ，从而重建骨形成．吸收新 

平衡 偶联 。 
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【Abstract】 Objective To explore the effect of nitric oxide on osteoporosis and the relationship between 

estrogen treatment and nitric oxide．Methods Forty-five SD rats，1O-month-old，were shanl—operated(Sham )or 

surgically ovariectomized(OVX)or OVX+ estrogen(Premarin)treated．The rats were sacrificed at 12 weeks post- 

surgery．／n situ hybridization WaS used to detect the expression of iNOS mRNA，immunnohistochemistry was used to 

study the expression of iNOS or eNOS，and image analysis Was done to measure the gray scale an d average integral 

optical density(ODI)．Results In the OVX group，the expression ofiNOS mRNA and the synthesis ofiNOS sig- 

nificanfly increased，compared to that in Sham  group(P<0．01)。In the premarin group，the expression ofiNOS 

Was significan tly decreased．Th ere Was no significan t difference in the expression of eNOS be tw een OVX group and 

Sham  group，but the expression of eNOS significantly increased in the Premarin group(P<0．05)． Condusion 

Nitric oxide(NO)induction by nitric oxide synthase(NOS)is not only a physiological mediator，but also a patho- 

logic factor；it plays an important role in the process of osteoporosis．Decreased expression of estrogen and increased 

expression of proinflammato~ cytokines will stimulate bone resorption by induction of NOS to generate NO．Estro- 

gen Can  protect the osteopo rofic rats from bone loss by NOS ways，facilitating the coupling of bone formation an d 

resorption． 
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· 论 著 · 

一 氧化氮(nitric商de，NO)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。由于其合成易于调节，作 

为高级生物体调节的有效信号在循环、呼吸、消化及 

册阚 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


20 中国骨质疏松杂志 2003年 2月第 9卷第 1期 Chin J Osteoporos,Feb．2003 Vol 9,No．1 

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 氮合酶 (nitric oxide synthase，NOS)在 

参与和促进骨质疏松症(osteoporosis，OP)病理生理过 

程 中也 占有举足轻重的作用 ，NO导致 细胞 因子诱导 

性骨吸收增强与绝经后雌激素缺乏妇女 OP密切相 

关 。 

材料和方法 

1．实验动物：健康 10月龄 sD雌性大鼠，体重 

(289．71±23．6)g，广东省实验动物中心提供。给标 

准饲料，自由饮水，随机选取 60只行双侧卵巢切除， 

1％戊 巴比妥钠 (50 mg／kg)腹腔麻 醉 ，无菌条件 下取 

腰椎两侧切口进入腹腔背侧，完整摘除双侧卵巢，假 

手术组仅切除腹腔内小段肠系膜 ，止血缝合。成功 

的卵巢切除在卵巢切除后 5 d连续 阴道涂片无周期 

性变化，尸检时子宫明显萎缩。 

2．实验方法：大鼠摘除双侧卵巢后随机分为 3 

组 ，每组 15只，均用 1％戊 巴比妥钠(50 mg／kg)腹腔 

麻醉，经双侧腹部小切口暴露双侧卵巢。分组为：① 

假手术 组 (Sham 组 )；② 卵 巢 切 除 组 (OVX组 )；③ 

OVX+倍美力治疗组(Premarin组 )摘除双侧卵巢后 ， 

倍美力(Wyeth．1ederle中国有 限公司生产)0．125 mg／ 

kg灌 胃，每 日 1次。 

3．实验取材 ：各组大 鼠 90 d后处死 ，无 RNA酶 

条件下，取第 2，3，4腰椎椎体 ，剥离周围软组织，抽 

去脊髓，去除椎弓根。4％多聚甲醛 0．1 mol／L PBS 

(pH7．4，含 1％。DEPC)液 中固定 2～3 h，常规脱水 、透 

明、浸蜡、包埋、连续切片5～7 m。 

4．主要试剂 ：iNOS原位杂交检测试 剂盒(内含 

iNOS地高辛标记 cDNA多相寡核苷 酸探针杂交液 ， 

杂交稳定液 A、B，封闭液，兔抗地高辛抗体，生物素 

化山羊抗兔抗体)，链酶亲和素．生物素．过氧化物酶 

(SABC)试剂盒 ，DAB显色试剂盒 ，AEC显色试剂盒 ， 

以上均购 自博士德公司；DEPC：Sigma公司；兔抗大 

鼠cNOS抗体，兔抗大 鼠 iNOS抗体 (Santa Cruz公 

司)。 

5．原位 杂交：石蜡切 片放 置涂有 防脱 片胶 

(APES)的载玻片上，常规脱腊 ，3％H2O2处理 ，3％柠 

檬酸稀释的胃蛋 白酶消化 ，加入 iNOS寡核苷酸探 

针 ，40℃湿盒中杂交过夜 ，梯度 SSC洗涤 ，封 闭，滴 加 

I抗 、Ⅱ抗 ，PBS洗涤 ，避光显色 ，苏木素复染。封片 

后显微镜下观察 mRNA表达分布情况。以 PBS代替 

探针作阴性对照。 

6．免疫组化：常规脱腊，3％H2o2处理，滴加复 

合消化液，滴加封闭液，加兔抗大 鼠 I抗 (iNOS或 

eNOS)，PBS洗涤，加生物素化山羊抗兔 Ⅱ抗 ，滴加 

SABC，PBS洗涤，避光显色，苏木素复杂，脱水，透明， 

封片，封片后显微镜下观察 mRNA表达分布情况。 

以 PBS代替探针作 阴性对照 。 

7．检测方法：封片后采用 MetaMo~h图像分析 

软件 3．51版本对阳性染色的细胞进行定量分析 ，经 

图像冻结、光密度标定、图像分割、编辑，测定其平均 

灰度值 及平 均 积分 光 密度 (ODI)作统 计 指标。 

SPSSIO．0软件作均值方差分析 ，并作各组间 t检验， 

数据 以 ±s表示 。 

结 果 

1．iNOS原位杂交 ：各组 OVX大 鼠 iNOS原位杂 

交结果见表 1。Sham组 ：骨髓腔内可见有几处细胞 

胞浆红色阳性表达，但表达面积小，且散在分布，其 

余细胞胞浆阴性，复染为浅蓝色。OVX组 ：骨髓内呈 

团簇样红色颗粒的强阳性表达，在骨小梁表面成骨 

细胞胞浆中均分布有大量红色 iNOS阳性表达颗粒。 

Premarin组：红色阳性表达的骨髓基质细胞分布少且 

散在，阳性杂交染色的面积量和强度呈下降趋势，骨 

表面成骨细胞表达强度减少 ，表 明 iNOS表达 明显受 

到抑制。 

表 1 iNOS原位杂交结果(i±s) 

注：与 Sham组 相 比 ， P<0．05， P<0．01；与 OVX组 相 比 ， 

P<0．05，一 P<0．01(下表同) 

2．iNOS免疫组化：各组 OVX大鼠 iNOS免疫组 

化结果见表 2。Sham组 ：骨小梁 表面可见形状 扁平 

的骨衬细胞(1ining cel1)，为成骨细胞完成成骨功能 

后 ，覆盖并静止在骨表面上 ，基本上胞浆 为蓝色 阴性 

表现，有一些散在分布的阳性在髓腔中，但表达量 

小，表达强度低。OVX组：红色阳性颗粒散在分布或 

簇拥成团，成骨细胞也有明显阳性信号，骨吸收活动 

明显 ，成骨活动在破骨性骨吸收刺激下有一定增强， 

呈高转换型表现。Premarin组 ：骨髓腔内有 iNOS表 

达，但表达量较少，强度较低，胞浆内蓝色阴性成骨 

细胞占多数，红色阳性表达成骨细胞为少数，骨小梁 

表面成骨细胞基本未见表达，表明 iNOS合成明显受 

到抑制 。 

～ 糟圜 翻 i 一 ■ 
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表 2 iNOS免疫组化结果(i±5) 

3．eNOS免疫组化 ：各组 OVX大 鼠 eNOS免疫组 

化结果见表 3。Sham组 ：骨髓基 质细胞均可见 有散 

在分布的 eNOS，表达量较低，骨小梁表面的成骨细 

胞未见有明显表达。OVX组 ：骨髓基质细胞 可见有 

eNOS阳性表达，阳性表达细胞胞浆可见染色为棕黄 

色，细胞核复染为蓝色。同时骨小梁稀疏 ，髓腔相对 

扩大，骨质较薄，表面粗糙不平。Premafin组：eNOS 

表达强度和表达面积增加 ，骨髓 腔 内及骨表 面成骨 

细胞可见有明显 eNOS分布，有较多棕黄色颗粒分布 

在细胞胞浆中，骨髓腔内细胞增生及向成骨细胞分 

化明显，骨小梁表面细胞为立方形、圆形、柱状 ，表 明 

有较旺盛的成骨活动。 

表3 eNOS免疫组化结果(i±s) 

讨 论 

1．NO对骨细胞的生理作用 

NO是由 NOS催化 L．精氨酸脱胍基而产生的， 

目前已证实骨组织中主要存在内皮细胞 NOS(en． 

dothelial NOS，eNOS或 NOS3)及 诱 生型 (Inducible 

NOS，iNOS或 NOS2)⋯。正常生理状态下，eNOS产 

生低浓度的 NO(pmol级)，具有生理性作用。iNOS 

为非 ca2 依赖性，在细胞因子、脂多糖等刺激诱导 

下，iNOS将被大量诱导产生(来源于骨髓巨噬细胞、 

成骨细胞、破骨细胞等)，活性可持续达 20 h，合成纳 

摩尔．微 摩 尔 (nanomole—micromolar)水 平 的 NO，比 

eNOS合成的 NO浓度高的多，体内高出生理浓度的 

NO一般都是 iNOS被活化的结果L2j。 

细胞因子在骨代谢过程中的变化与 OP产生密 

切相关，OP或雌激素缺乏患者其外周血及骨组织中 

细胞 因子 IL一1B、IL一6、TNF—a释放水平较 同年龄 

组正常人群升高，并随年龄增加有逐步上升趋势 ； 

Kasten J证实 iNOS产生的 NO对体内破骨细胞(Oc) 

骨降解活性起重要作用，去卵巢大鼠(OVX)IL-I~3、 

TNF—a也将增加，体内细胞因子水平发生改变后将 

造成 NO浓度的升高，增强了 OC骨吸收活性，从而 
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成为 OP病理生理过程中重要因素。 

成骨细胞(OB)同时存在 eNOS及 iNOS mRNA表 

达 ]。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，正常生理情况下，eNOS所 

生成的低浓度 NO在维持 OB正常功能及介导雌激 

素防止骨丢失中发挥重要作用。但过高浓度 NO也 

将产生毒性，抑制 OB的成熟、分化及其功 能，如 

TNF—a、IL-I~3和 IFN一7联合作用于体外培养人 OB 

可显著抑制其对 H．胸腺嘧啶( H．TdR)的摄入，使该 

培养基中 OB增殖不如对照组的 10％，并抑制 OB前 

体增殖 ，影响 OB生成 ，促进成熟 OB凋亡 J。 

雌激素缺乏状态下，骨髓单核细胞分泌 IIJ-1和 

间质细胞分泌 IL-6都增多 J，造成骨吸收亢进。如 

Pacific J发现绝经后骨质疏松患者 IIJ-1的浓度 明显 

高于对照组，用雌激素治疗后，亢进的 IIJ-1可降低到 

对照组水平。Gowen等L9 J发现，卵巢切除组 TNF—a 

的产生增多，加用雌激素补充治疗组 TNF．a恢复到 

正常水平。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。雌激素经证实可升高体外培养人 OB 

及内皮细胞的 eNOS基因表达及其活性，在实验中， 

雌激素可增强 NOS活性 2倍以上，并证实主要是通 

过 eNOS通路u 。 

2．骨质疏 松发 生一 氧化氮 机制及 雌激 素调控 

作用 

本实验大鼠 iNOS原位杂交 、iNOS免疫组化实验 

结果显示 ：OVX大鼠不仅在骨髓 内呈 团簇样 的强 阳 

性表达，在骨表面活跃成骨细胞胞浆中也有阳性表 

达，表明正常大鼠去卵巢后，iNOS表达及合成 明显 

升高(灰度值及积分光密度与 Sham组比，P<0．O1)， 

升高的致炎细胞因子在 TNF—a、IL一16、IFN．7等作 

用下 ，iNOS的表达增加 ，可明显刺激 OC的骨 吸收活 

性，从而造成骨吸收大于骨形成，BMD下降。OVX 

大鼠属于高转化型骨质疏松动物模型，在 OC骨吸 

收时，骨基质钙释放，形成局部高钙环境，刺激 OC 

iNOS高水平表达，则可合成过高浓度的 NO，而 NOS 

和 NO对 OC功能呈双向性调节，高浓度的 NO将反 

馈性的抑制骨吸收，由于 OB对高浓度 NO的耐受性 

高于 OC，故可相对地更多抑制 OC骨吸收活性 ，这也 

可能是 OC骨吸收的反馈性调节方式之一。 

骨代谢过程中，在雌激素水平降低的情况下， 

TNF—a、IL．16、IFN一7、IL一6等细胞因子促进骨吸 

收，骨代谢转换亢进，但骨吸收超过骨形成，从而导 
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致骨量减少 ；此时补充雌激素 ，骨量减少明显受 到抑 

制。本实验结果显示 ：应用雌激 素后 ，Premarin组红 

色 iNOS阳性表达颗粒散在分布在髓腔中，骨表面骨 

细胞表达强度也相应减少，灰度值及积分光密度值 

降低，表明 NO生成明显受到抑制，OC骨吸收活动 

减弱，这与雌激素抑制卵巢切除后的致炎细胞因子 

产生有关 ，从而减少了骨髓腔及骨小梁表面 iNOS表 

达，降低了骨内微环境升高的 NO浓度 ，减少了亢进 

的 OC骨吸收活动，从而使骨量减少受到抑制。 

适度的 NO浓度，是骨细胞系正常生理活动发 

挥所必须 的，而在正常 生理情况下 ，NO的生成主要 

来自于 eNOS合成，而非炎性细胞 因子刺激下 iNOS 

的升高_l̈。大鼠骨组织切片 eNOS免疫组化试验结 

果显示，正常情况下，骨组织中均可见有散在分布的 

eNOS，卵巢切除后 ，eNOS生成未见有明显改变(P> 

0．05)，Premarin组 eNOS表达强度和表达面积则 明显 

增加 ，骨髓腔 内可见 明显 eNOS分 布 ，骨小梁表面成 

骨细胞也有棕黄色颗粒分布在细胞胞浆中，灰度值 

及积分光密度与 OVX组比较明显上升(P<0．05)， 

骨髓腔内细胞增 生及 向成骨细胞分化 明显 ，骨小梁 

表面细胞为立 方形 、圆形 、柱状 ，表 明有较 旺盛的成 

骨活动 ，这与 以往雌激素促进细胞 内 eNOS表达 的研 

究发现相符合 _l 。与炎性 细胞 因子刺激 iNOS表达 

生成大量 NO不同，eNOS生成 NO浓度较低，且 eNOS 

表达与合成过程可较好地受机体调控，故可认为 

eNOS生成 NO，主要 与促进骨 细胞 系维 持正 常生理 

活动相关，而非 iNOS诱导生成较多 NO后而明显刺 

激 OC骨吸收活动。 

3．小结 

(1)OVX大鼠原位杂交、免疫组化实验显示 NO 

是调节 OB、OC功能活动的一种重要效应因子，雌激 

素生成减少，细胞 因子水平发生改变后造成 NO浓 

度升高，增强了 OC骨吸收活性，从而成为 OP病理 

过程 中重要环节。Premarin对 iNOS mRNA表达有明 

显的下调作用，抑制 iNOS蛋白合成 ，提示 Premarin 

可从 mRNA转录水平调控 NOS的活性 ，从 而减轻 功 

能亢进的 OC性 骨吸 收，而对 骨组织 正常生 理活 动 

中的 eNOS合成 ，有适度促进作用，有利于骨组织的 

重建及骨量的恢复，从而重建骨形成．吸收新平衡偶 

联。 

(2)本实验也表 明 ：NO导致细胞 因子诱导性 骨 

吸收增强与绝经后雌激素缺乏 OP密切相关，骨质疏 

松的一氧化氮机制及雌激素防治骨质疏松的一氧化 

氮通路在骨质疏松症生理、病理过程中发挥着重要 

影响 。 

(3)在活体，NO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。目前 ，一些研究认为调控 

NO药物将可能成为具有广阔前景 的 OP治疗药 

物[12，l 。 
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