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【摘要】 目的 研究 17．p雌二醇(E2)对成骨细胞间质胶原酶 MMP-8、MMP-13和组织基质金属蛋 

白酶抑制剂TIMP-I的调控作用，探讨绝经后骨质疏松的发病机制。方法 利用去卵巢大鼠骨质疏松 

(ovx)模型，观察 治疗对骨组织形态计量学参数的影响；采用免疫组化和原位杂交的方法，检测其 

胫骨近端成骨细胞中 MMP-8、MMP-13、TIMP-I mRNA和蛋 白表达水平的改变。结果 OVX组大鼠与 

E2治疗组相比，骨量丢失明显 ，成骨细胞 中 MMP-13 mRNA和蛋 白的表达水平显著升高，而 MMP-8、 

TIMP-I mRNA与蛋 白的表达无 明显改 变。相关分析 表 明 MMP-13蛋 白表达水 平与 骨小梁 间隔 

(，Ib．sp)、骨小梁类骨质表面积(OS／TBA)呈正相关，与骨小梁数 目(，Ib．N)、骨小梁 占全部骨组织体积 

比(TBV／Trv)呈负相关。结论 MMP-13在雌激素缺乏性骨量丢失中起重要作用。雌激素可通过下 

调成骨细胞中MMP-13的表达，抑制骨吸收，降低骨转化率，防治绝经后骨质疏松症的发生。 

【关键词】 17．8雌二醇；骨质疏松症；间质胶原酶；组织基质金属蛋白酶抑制剂 
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【Abstract】 Objective To characterize the effects of 17一p estradiol(E2)on the expression of interstitial 

collagenases MMP-13，MMP-8 and tissue inhibitor of metalloproteinase TIMP-I in osteoblast of bone tissue in order 

to elucidate the molecular mechanism of postmenopausal osteoporosis．Meflaods The aduh ovariectomized rat 

(OVX)models with osteoporosis were used in this study to investigate the changes of bone histomorphometric pa— 

rameters after treatment tll E2．The expressions of MMP-13，MMP-8，TIMP-I mRNA and protein were analysed， 

respectively by immunohistochemistry and s缸l‘hybridization．Results Compared witll E2-treated mrs．the ex— 

pression of MMP-13 mRNA and protein but not MMP-8 or TIMP-I in OVX mts increased significantly，accompa— 

nied by la学 quantity of bone loss in trabecular bones．Furthermore，the expression of MMP-13 protein showed 

positive correlation witll Ib．sp and IBV／ 兀’、r．and negative correlation with Th ．N an d OS／TBA． Conclusion 

Overexpression of MMP-13 plays an important role in the estrogen-deficient bone loss．Estrogen inhibits bone re— 

sarption and decreases the bone tumover rotes by d0wI卜regIllgliIlg the MMP-13 expression in osteoblast to pmve~ 

and treat osteoporosis． 
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绝经后骨质疏松症(postmenopausal osteopomsis， 

PMOP)是老年女性的一种常见病、多发病，以骨量减 

少、骨微结构退变和骨脆性增加为主要 的病理特 

征[ 。雌激素水平的下降或缺乏是导致 PMOP发病 
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的重要因素之一。成骨细胞作为雌激素作用的重要 

靶细胞，可分泌多种基质金属蛋白酶(matrix metallo． 

proteinases MMPs)，后者在骨重建的各环节中发挥调 

控作用。间质胶原酶(imemfifiM collagenase)是 MMPs 

家族中的重要成员，可表达于成骨细胞中，但雌激素 

对其调节作用 目前还不清楚，因此我们利用去卵巢 
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大鼠骨质疏松模型，观察了雌激素治疗前后去卵巢 

大鼠胫骨成骨细胞中间质胶原酶 MMP-8，MMP-13及 

其抑制因子TIMP-1(tisssue inhibitors of matrix metallo— 

protemase)表达水平的改变，旨在探讨 PMOP的发病 

中雌激素作用的分子机制。 

材料和方法 

1．实验动物 

18只 7月龄雌性 Sprague—Dawley(SD)大 鼠，重 

(257±28．5)s，随机分为去卵巢模型组(ovariectomized 

group，OVX)，17一p雌二醇(17—13estradiol，E2)，补充治疗 

组(E2一treated group，ERT)和假手术组 (sham group， 

s姒M)，每组各 6只。ERT组大鼠于术后每日予以 

E2(北京四环制药厂)100 vg／(ks·d)灌胃。继续饲养 

大鼠35周，分别于处死前 14 d和前 4 d，在大鼠腹腔 

内注射 0．5％钙黄绿素 0．1 ml／100 g体重，最后用 

3％戊巴比妥 0．1 ml／100 g体重麻醉后，腹主动脉放 

血处死大鼠。 

2．骨组织塑料包埋 

取大鼠右侧胫骨近端 1／3，仔细分离周围附着的 

肌肉结缔组织。将骨组织置于 4％多聚甲醛溶液 

(pH 7．4，含 0．1％DEPC)中固定 24 h，其后在 0．1 

mol／L PBS缓冲液(pH 7．4，含 10％蔗糖)浸洗 12 h。 

脱水程序为70％乙醇 2 d，95％乙醇 2 d，100％乙醇 2 

d，二甲苯2 d。接着，标本依次在塑料聚合液 I液、 

Ⅱ液、Ⅲ液中各浸润 3 d J。其中 I液：100 ml甲基 

丙烯酸甲酯(methylmethacrylate，MMA)+35 rnl甲基丙 

烯酸丁酯 (butyl methacrylate)+5 rnl苯 甲酸 甲酯 

(methylbenzoate)+1．2 ml聚乙二醇 4OO(polyethylene 

,too)(Sigma公司)；11液：I液 +0．4 g干燥过氧化苯 

甲酰；Ⅲ液：I液 +0．8 g干燥过氧化苯 甲酰。以上 

固定、脱水和浸润过程均在 4~C进行。其后，将 40O 

l N，N二甲基一对一苯 甲胺(N，N—dimethyl—P—toluidine) 

(Sigma公司)加入到 100 ml预冷(4℃)Ⅲ液中，用磁 

力搅拌器搅拌数分钟后，迅速倒入20 rnl玻璃包埋瓶 

中，再放入骨标本。用 C02排空包埋瓶中氧气，盖紧 

瓶塞后，置于 一20℃中低温聚合 3 d。 

3．切片脱塑处理 

用磨轮机将组织修块成3 cm×2 cm×2 cm，暴 

露骨组织面。重型切片机(HM360，德国 Zeiss公司) 

沿胫骨纵向非连续切片，普通切片厚4 ttm，荧光观察 

切片厚 10 ttm。切片贴附于明胶一铬矾处理过的载玻 

片，37℃烤片 36 h，其后于 2一甲氧基乙酸乙酯(2一 

methoxyethylacetate)(上海化学试剂厂)中脱塑 1 h，蒸 

馏水冲洗 ；0．1 mol／L Tris盐酸缓冲液(pH 7．4)中水 

化 5 min，备用。 

4．Goldner’8 Massion trichrome染色与荧光观察 

脱塑水化后的切片在 1：1的苏木素与氯化铁混 

合染液中染色 7 min，温 自来水冲洗两次；1％丽春红一 

酸性品红染色液中染色 2 min，1％乙酸冲洗；1％磷 

钼酸中分化 6 min，1％乙酸冲洗 ；0．1％亮绿黄 sF 

(Sigma公司)染色 5 min，1％乙酸冲洗。室温干燥后 

中性树胶封片。 

荧光观察切片不经脱塑处理直接置于激光共聚 

焦显微镜(Bio．Rad 1024，美国伯乐公司)下 ，观测钙 

黄绿素的荧光标记。 

5．骨形态计量学参数测量 

骨形态计量学参数用 Bioquant98图像分析软件 

测量计算。参照李红等【3]方法，取胫骨骺板下 1舢  

外为观测范围。每个测量参数于×200高倍镜下随 

机观测 10个视野。测量参 数包括：骨小 梁厚度 

(11)．Th)，骨小 梁 与全部 骨组织 体积 之 比 (TBV／ 

Trv)，骨小梁间隔(Tb．Sp)，骨小梁数 目(11)．N)，矿 

物质沉积率(MAR)，类骨质的厚度(0．Th)，骨小梁类 

骨质表面积(Os／11BA)。 

6．免疫组化 

切片脱塑水化 ，用 3％ H2O2阻断内源性过氧化 

物酶活性后 ，置于0．01 mol／L的枸橡酸盐缓冲液(pH 

6．0)中抗原微波修复 10 min；山羊抗血清封闭 10 

min，其后分别滴加兔抗 MMP一13(1：25)，MMP一8(1： 

25)和TIMP-1(1：30)多克隆抗体30 (武汉博士德公 

司)，4℃孵育过夜。接着滴加生物素化的山羊抗兔 

IgG(二抗)室温下孵育 30 min，0．1 mol／L PBS冲洗； 

SABC室温下孵育30 min，0．1 mol／L PBS冲洗；AEC 

显色，苏木素复染，水溶性封片剂封片。用正常胎盘 

组织作阳性对照，以PBS代替一抗作阴性对照。 

成骨细胞胞浆呈红色为阳性细胞 ，采用 Langab 

等L4J介绍的方法，在×200高倍镜视野下计数阳性染 

色的成骨细胞数和整张切片的成骨细胞数，两者比 

值为阳性表达百分数。为保证结果的可重复性 ，在 

骨组织包理块上以 1 mln间隔分别制备两组切片(A 

组和 B组)做同一指标的计数。由于该间隔距离大 

于骨小梁平均厚度 (0．1 mm)和骨髓腔间隔(0．25 

mm)及一个骨重建单位(0．4 mm)三者之和，即两套 

切片代表了不同骨空间位点。 

7．原位杂交 

原位杂交探针及检测试剂盒均购 自武汉博士德 

公司。其中，MMP-13探针序列：5'．CCTCG C 他 
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GAGIFG CCTGA CAGTG G’】FGGT·3 ．5_-ACTCC TCTGA 

CCCTGGTGCC TI．cAT GTAC．3 ． 5 ．CAGGT ACTTC 

TGGAG AAGGC A FCCT CAGCT．3 ；MMP-8序列：5 ． 

AGGC．r CCGAG AAATG CAGTC 11TrCT TCGGC．3 ．5 一 

TGATC m AA AGACAGATFC ．丌CTG GCGCC．3 ．5 一 

CATAC AGqTIT GAATh CAGCA TCTGG AGtu．3 ：TIMp- 

1序 列 ：5 一ACCAC c1’rAT ACCAG CGTTA TGAGA 

TCAAG ATGAC．3 ．5 一CACAO CTCCCACAAC CGCAG 

CGAGG AG1’丌’C FCAT．3 。 

切片脱塑水化，用 3％ H：O 阻断内源性过氧化 

物酶活性，0．1 mol／L PBS冲洗；滴加 3％拧檬酸稀释 

的胃蛋白酶37℃消化 30 min，0．5 mol／L PBS冲洗； 

加人20 Jtl的预杂交液于37℃孵育2 h，冉滴加 20 

杂交探针于37℃杂交 12 h。其后依次经2×SSC，0．5 

×SSC，0．2 x SSC洗涤 15 min。利用试剂盒中地高辛 

显色系统进行信号检测：以正常肝脏组织作阳性对 

照，用预杂交液代替杂交液作阴性对照 

成骨细胞胞浆呈红染为阳性细胞，阳性成骨细 

胞百分比的计数方法同免疫组化。 

8．统计学处理 

数据用 SPSS10．0统计软件处理．：均数组间比 

较用单因素方差分析，两两比较用 SNK(Student．New． 

m丑n—Keuls)法；MMP一13蛋白与骨形态计量学参数间 

进行相关分析 

结 果 

1．骨形态计量学参数 

骨计量学参数表明，OVX组与 ERT组相 比，骨 

小梁与全部骨组织体积之比(TBv／Trv)、骨小梁数 

目(Tb N)、骨小梁间隔(Tb．sD)、骨小梁类骨质表面 

积(OS／TBA)和矿物质沉积率(MAR)差异均有显著 

性(P(0．05) 而骨小梁厚度( ．Th)和类骨质的厚 

度(0．Th)差异无显著性．见表 1与图 1A一图 1B。 

表1 不同处理组蚴大鼠胫骨近端形态计量学参数(i±s) 

注：与SHAM革l1朋T组比鞍 ．。P‘0．05 

OVX蛆(A)与 ERT纽(B)相比．骨小梁数14减少，骨髓腔间隔增宽，垦骨质酉I【杜样改变 

盈 1 大鼠旺骨骺下骨小梁结构 G0Id f s trleh~ 染色 x 100 

2．免疫组化与原位杂交 

OVX组与 ERT组相比，表达 MMP一13 mRNA和 

蛋白的成骨细胞数目(图 2A—D)差异有显著性(P< 

O．05)，但表达 MMP．8与 T1MP．1的成骨细胞阳性率 

无明显改变，见表 2。在代表不同骨结掏位点(A组 

和 B组 )的两套切片中．MMP．13，MMP．8与 TIMP—l 

tuRNA和蛋白的表达无明显差异，见表 3。除成骨细 

胞外，部分衬里细胞和骨髓腔中一些散在单校细胞 

中电有 blMP一13、MMP-8和TIMP-1的阳性表达： 
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襄 2 不同处理组 MMP-13、M'dP-8和TIMP-1mRNA和蛋白表达水平 ( ±s)％ 

注：与SHAM组和ERT组l相比．‘P<0 05 

圈2A-2B 成骨细哥色巾 MMP-I3蛋白住OVX组(̂)和ERr组<B)中的表选．OVX蛆中表选 MMP．13蛋白的成骨细胞教量增加 

AEC甚色x 2o0 

圈2C‘2D 戒骨细胞中MMP-13 mP~NA在OVVx组(c)和 ERrgt(D)中的表达．0vx组中轰达 MMP．13 mRNA的成骨细晦数量 

增加 AEC显色x 200 

裹 3 A组与B组问 MMP．13．MMP-8和TIMP-ImRNA和蛋白表达水平 ( ： )％ 

3．MMP-I3蛋白表达与骨形态计量学参数相关 体积比(_rHv／Trv)呈负相关(P<0
．05)，见表 4 

性分析 

MMP一13蛋白的表达水平与骨小粱间隔(Tb．SP) 

和骨小梁类骨质表面积(OS／TBA)呈正相关(P< 

O．05)，与骨小梁数目(Tb．N)、骨小梁占全部骨组织 

讨 论 

老年女性骨质疏橙的发生与体内雌激素水平的 

下降密切相关 l 6 。为了探讨雌激素缺乏性骨量丢 
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失的病理机制，我们对 7月龄去卵巢骨质疏松模型 

大鼠进行了长达 35周的观察研究。通过骨形态计 

量学分析表明(表 1)，OVX组大鼠与 SHAM组相比， 

骨代谢的静态学指标如骨小梁数 目、骨小梁体积百 

分比分别下降了3．57／mm和 15．99％，骨小梁间隔 

则由101．53 m上升至211．93 m，提示 OVX大鼠胫 

骨近端骨量大量丢失。同时，骨代谢动力学参数如 

类骨质百分比和骨矿沉积率分别升高 8．02 m和 

0．42 t~m／d，说明OVX大鼠骨代谢活跃，处于高骨转 

化状态，而ERT组大鼠则能有效的抑制因卵巢切除 

所造成的骨计量学参数的改变。 

表4 MMP-13蛋白表达与骨计量学参数相关分析 (i±s) 

骨组织表面覆盖着一层未矿化的类骨质屏障， 

主要由I型胶原构成，阻止了破骨细胞与矿化骨基 

质的接触。HoUiday等 J认为，只有当类骨质屏障被 

降解，暴露ave3整和素结合位点RGD(arg—gIy—asp 8e． 

quenee)序列时，才能与破骨细胞上 ave3整和素结合 

而并促进其激活。胶原酶作为 MMPs家族中重要成 

员，主要参与I型、Ⅱ型、Ⅲ型胶原的降解，因此可引 

起类骨质屏障的破坏，在骨重建启动激活及病理性 

骨吸收中发挥着重要的作用【8j。成骨细胞中胶原酶 

的表达存在种属差异，人成骨 细胞 (hOB)可分泌 

MMP-1、MMP一8和 MMP一13三种胶原酶，但大鼠成骨 

细胞中只有 MMP．8、MMP一13而不能分泌 MMP一1 E 。 

我们早期体外细胞培养的研究发现，雌激素能抑制 

MG63成骨样细胞分泌 MMP-1 J，但雌激素对成骨 

细胞胶原酶 MMP-13、MMP-8的调控作用还不清楚。 

我们通过免疫组化与原位杂交的方法，发现与 

ERT组相比，OVX组表达 MMP一13 mRNA和蛋白的 

成骨细胞百分率分别增加 了 9．17％和 11．84％，两 

者差异有显著性(表 2)，但 MMP．8 mRNA和蛋白的 

表达则无明显改变。研究表明 MMP一13可受多种激 

素与细胞因子的调控。Uehida等【10]报道 PTH(1-34) 

诱导的大鼠高钙血症与其颅骨中MMP一13 mRNA和 

蛋白表达水平呈正相关，提示 PTH刺激骨吸收的作 

用可由MMP一13介导。Delang等 l_发现糖皮质类固 

醇激素能延长 MMP一13 mRNA的半衰期，上调大鼠成 

骨细胞中 MMP一13蛋 白的表达。本实验表 明，与 

ERT组相 比，OVX组 MMP．13 mRNA和蛋 白在成骨 

细胞中的表达上调，提示雌激素能抑制成骨细胞中 

MMP-13的表达，但 MMP．13蛋白表达上调的机制是 

通过直接增强 MMP-13 mRNA的转录，还是间接提高 

mRNA的稳定性或两者兼有，还有待进一步研究。 

TIMP-1是能特异性抑制包括胶原酶在 内的多种 

MMPs的活性。本实验发现 OVX组与 ERT组相 比， 

成骨细胞中TIMP-1的表达水平无明显改变，与我们 

早期 的研究 结果相 一致L6j，提 示雌激 素可 能对 

TIMP一1无调节效应。 

MMP-13蛋白与骨形态计量学参数的相关分析 

表明，MMP．13表达水平与骨小梁间隔(11)．Sp)和骨 

小梁类骨质表面积(OS／TBA)呈正相关，与骨小梁数 

目(11)．N)、骨小梁占全部骨组织体积比(，I．Bv／ rrv) 

呈负相关(表 4)。我们还发现 MMP-13 mRNA与矿 

物质沉积率(MAR)间的相关系数为 0．53(数据未列 

出)，两者呈正相关(P<0．05)，但 MMP-13蛋 白与 

MAR间无相关性，继续增加标本量可能会得到阳性 

结果。上述结果表明，MMP-13在雌激素缺乏性骨量 

丢失中起重要的作用 ，MMP-13蛋白表达越高，骨量 

丢失越多，同时伴有骨转换率的上调。 

我们还观察到，在骨小梁表面的部分衬里细胞 

中也有 MMP-13、MMP一8和 TIMP一1的阳性表达，同 

Breekon等  ̈J结果相类似。目前多数学者认为衬里 

细胞与成骨细胞具有同源性，是成骨细胞处于静止 

期的形态表现u ，因此衬里细胞中表达的 MMPs可 

能也参与了骨重建的过程。此外，在骨髓腔中的少 

量单核细胞也有 MMP．13、MMP一8和 TIMP一1的阳性 

表达。上述细胞的性质还不清楚，可能是多能间充 

质细胞向成骨细胞分化 中的一些前体细胞或祖细 

胞，已初具成骨细胞的表型特征。 

本实验研究表明，因雌激素水平下降，使其对成 

骨细胞中MMP一13表达的抑制作用减弱。后者在缺 

乏TIMP-1有效拮抗的前提下，通过降解类骨质屏 

障，导致骨重建过度激活，骨吸收增强，骨量丢失增 

加，该途径可能是绝经后骨质疏松发病的又一重要 

机制。 
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