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去卵巢大鼠胫骨形态计量学与一氧化氮的 

关系 

石少辉 章明放 张文治 邱爽 李晋平 

摘要：目的 初步探讨去势后不同时期大鼠骨髓基质细胞上清液一氧化氮(NO)与胫骨形态计量学 

变化的关系。方法 4月龄雌性 Wistar大鼠 36只，随机分为 6组：假切 1月组(I组)，假切 4月组(Ⅱ 

组)，去势 1月组(Ⅲ组)，去势4月组(Ⅳ组)，去势 7月组(V组 )，去势 l2月组(Ⅵ组)。各组大鼠处死 

后取左侧胫骨 、股骨体外培养骨髓基质细胞，测定各组大鼠上清液 中 NO浓度的改变；取右侧胫骨近 

端制备不脱钙的骨切片，观察各组大鼠胫骨形态计量学的变化。结果 与假切对照组比较去势组大 

鼠上清液中NO浓度降低，平均骨小梁体积减小，成骨表面和类骨质表面等成骨指数降低；破骨细胞、 

吸收表面等骨吸收指数升高；去势 4、7、12月组 NO浓度改变无统计学意义。结论 在骨质疏松患者 

骨的代谢过程中破骨细胞的数目增多，活性增强与NO浓度改变有关。 
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Relationship between nitric oxide and tibia histomorphometry in ovariectomised rats SHI Shaohui，ZHANG 

Ming~ang，ZHANG Wenzhi，et al，Department ofPathology，Tianfin Medical University，Tianfin 300070，China 

Abstract：Objective To investigate the relationship between the changes in nitric oxide(NO)and the tibia in 0一 

variectomized rats．Methods Sixty—six female Wistar rats were divided into six groups randomly，The first group 

was sham—ovariectomized for one month，and the second group for four months．The third group was ovariectomized 

for one month，and the fourth for four months，the fifth for seven months，and the sixth for one year．All rats were 

killed at the end of experiment．Their right proximal tibia were processed into undecalcified sections，and the bone 

nalTow stromal cells of left tibia and femora were cultured in vitro．Then the concentration of NO in supernatant of 

culture and the changes in histomorphometry were examined．Results The NO concentration and trabecular bone 

volume in ovariectomized groups were significantly lower，and the osteoblast surface and the osteotoid surface were 

smaller than those in sham—operated groups，while the number of osteoclasts and erosion surface were significantly 

greater．Condusioas NO plays an important role in bone resorption，and may be related to that the increase in 

number and the enhancement in activity of osteoclasts during osteoporosis． 
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骨质疏松是以骨量减少、骨组织结构退变为特 

征，骨的脆性增高而导致骨折危险性增加的一种代 

谢性骨病，好发于绝经后妇女和老年男性 ，其发病机 

制尚未完全明了。近年来实验研究发现一氧化氮 

(Nitric Oxide，NO)和一氧化氮合酶(Nirtric Oxide Syn— 

thase，NOS)在骨的代谢过程 中起重要作用llI2 J。体 

内NO主要来源于成骨细胞及骨髓细胞l3 J，而骨髓 

基质细胞是成骨细胞的主要来源。本研究通过观察 
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体外培养大鼠去势后，不同时期骨髓基质细胞上清 

液中 NO浓度的变化，探讨 NO在骨质疏松发病过程 

中的变化及意义。 

l 材料和方法 

1．1 实验动物：选取 4月龄雌性 Wistar大鼠 36只 

(中国军事医学科学院实验动物研究所)，随机分为 

6组：假切 1月组(I组)，假切 4月组(Ⅱ组)，去势 1 

月组(Ⅲ组 )，去势 4月组(Ⅳ组 )，去势 7月组(V 

组)，去势 l2月组(Ⅵ组)，每组 6只。实验开始时， 

每只大鼠以 10％的水合氯醛 3 ml／kg腹腔麻醉，经 

背部开口，去势组摘除双侧卵巢，假切组切去卵巢附 
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l4 舞疏协 20(~5 2 J J帮 II世戮 l。训 I：hï ( 一 !， - ． 堡 Ill， 

近部分脂肪，并1：实验终止I 断预处 

1．2 仪器搜试剂：sakuka Tissue rEK VIP脱水机(日 

本1，1．eica EG 1l60 f 蚶也埋 讥(澳 人利业)，Ix~i(-a 

15l6切片机(澳大利 )．。一MEM培养甚(Gib e：t 蛰剐， 

美国)，胎牛血清【Itycl cⅢ公司．荚【西J， 苯胺I性(_l’l{1) 

试剂公司)Fl1蟮阿烯陵 乙基脂( rBD试制公司1， 

A100 rI Ll镜网丰杆【_J小 

1．3 骨髓基质细胞培养：处北前 30 lnirl每}J人鼠腹 

注射 肝索钠 30{)0 u(约 O 2-n1 ，断 i处北后 f̈ 

75％酒精浸泡IO nilII． 无菌条件下般左侧腚- ‘ 股 

骨，再崩 MEM液冲洗骨髓腔(。一Ⅷ!M液-l r 20％ 

f BS．100 IU／ml青礞素，100-tg／ml铣霉素)．再以200 

U铜『坷过滤冲洗液 过滤后的 洗敞 6孔板【l1．每 

CL)'Jtl八的 Ⅱ一MEM 2 ml：倒置拈黻镜观察后 6孔扳 

5％ CO 培养艄I}I，辐 lj换 a—MEM培养被 第 l3 

兀术吸取细胞培养被置冷藏僻 I{I．一20℃冰辅一l一保 

仔．最 培养 } 清澉IlI []浓度f1]们 还原酶法测 

定 

1．4 骨卦l织标水制舒及观察：人鼠处孛E后取 侧胫 

骨 锑度洒精脱水，l1I基丙烯醢羟 毖脂包埋，地 

织切片机切成5 f 厚．每例标水备切2张．分圳以 

甲苯胺俄染色和 lie染色 ftI推胺 染也川于目 肜 

怠汁 观察．HE染色厢于破骨细胞汁敬 所冉数 

槲采川 100¨ 镜̈fl司格， 200倍觎野下 骺板 1～ 

3．5 HillI处进行 ‘量 

I．5 缆汁学处理：所柯数师 均以均数 拆准 l ± 

)＆ ．数槲采H1 SPSS forWindos~s II．5软件包进行 

处理，采 】̈ 篪分析厦两两比较的 【 r)一 捡骑 

2 结果 

2．1 骨蛆 {病 学改变：l 苯胺 染色．r i织 

物喷 探监乜，类骨质 浅螗色 凡鼠上势 随If,J 

闸的蜒长胫骨 哥皮质逐渐变薄，骨小架圳小稀照 H． 

l善减少．骨髓腔增宽(1羽I) 

2．2 各组夫鼠舱骨平均骨小架体秘 歧‘H 指教和骨 

髓辅厩邹胞 r消液 NO浓暖政童 表 I， 

表 I 凡鼠 骨骨街垭 成骨指数厦 NO 的删定 

州 I Jj __ 较 ’P( 05．’ <I1 0 

囤 l 甘鲋蜘箱用学政 

^ 甲荤胺溘 鱼×4(I韫 I J】组 钳主H纵矿物埔 成雠临色； B I1I革胺蓝染也 x 40 上势 7 J J蛆 骨皮质奄薄骨小粱细少稀 

琥 明硅碱步 骨髓I 增宽； c 堆l接蓝蛰色 x401．1 骨小桨边缘被疆坡骨细胞和破骨细胞； D HE 色 骨小槊我帕f破骨细胞 
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各组大鼠胫骨骨吸收指数见表 2。 

表 2 大鼠胫骨吸收指标( ±s) 

注：与 I组比较 P<0．05，一 P<0．O1；与I1组比较 P<0．01 

3 讨论 

NO又称内皮来源的舒张因子，是体内一种含 自 

由基的气体。No性质不稳定，极易扩散，是广泛存 

在于细胞间、细胞内的重要信息分子，体内 NO是由 

L．精氨酸经合成酶催化而生成的。成骨细胞 、骨细 

胞和破骨细胞均能表达 NOS，这为 NO作为一种信 

息分子调节骨的代谢提供了一种可能性。在动物实 

验中发现，正常雌性大鼠静脉注入 NOS抑制剂 8周 

后，破骨细胞数 目增多，骨吸收增强，骨密度显著降 

低_4 ；卵巢切除后大鼠血清 NO水平明显降低 J，而 

当补加雌激素或 NO供体药物硝酸甘油后可防治骨 

质的丢失[6-8]。提示 NO有类似雌激素作用，防治由 

雌激素缺乏所致的骨质丢失，雌激素对骨量的维持 

可能相当程度上由 NO信使分子来介导。 

基础浓度的 NO是维持破骨细胞正常功能所必 

需的，适当低浓度的NO可促进破骨细胞前体细胞 

向破骨细胞分化；较高浓度的 NO不仅可促使破骨 

细胞前体细胞大量凋亡，抑制培养的骨组织或体外 

培养破骨细胞的骨吸收活动，而且还能抑制破骨细 

胞形成的骨陷窝的体积和数 目_9，m J。本实验结果显 

示，与对照组比较去势后大鼠平均骨小梁体积减小， 

骨髓基质细胞上清液 NO浓度显著降低；但破骨细 

胞数 目增多，骨吸收表面增大。这提示去势后雌激 

素水平降低，雌激素对成骨样细胞和内皮细胞 NOS 

活性的激活作用减弱_l ，导致 NO生成减少，破骨细 

胞的抑制作用降低而促使骨质疏松的发生。 

骨质疏松主要是由于骨形成与骨吸收脱偶联， 

骨吸收大于骨形成所致。经实验证实，破骨细胞前 

体细胞分化为成熟的破骨细胞必须依据成骨细胞的 

存在 引，而成骨细胞增殖，及其分泌骨基质功能正 

常水平的发挥必需依据适当浓度 NO的存在。超过 
一

定阈值浓度的 NO不仅对破骨细胞有抑制作用， 

而且还能抑制成骨细胞的成熟及其功能，并通过环 

氧酶旁路抑制成骨细胞碱性磷酸酶活性 ，阻断前列 

腺素对成骨 细胞的作用及抑制骨基质矿化[13,14]。 

本实验中去势 4、7、12月骨髓基质细胞上清液中 NO 

浓度改变无统计学意义；成骨表面、类骨质表面等成 

骨指数在老龄和去势后降低。已知骨质疏松是一种 

高转换率骨病，去势后成骨表面 、类骨质表面等成骨 

指数也可增加。这说明老龄及去势后雌激素和 NO 

仍然对骨代谢的调节起重要作用，而其他微环境因 

素，如：IL．1、IL．6等细胞因子，也叮能通过某种机制 

共同参与调节骨的代谢 ，其具体机制还有待于进一 

步实验研究。 
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