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双膦酸盐对骨形成蛋白诱导骨骨吸收 

抑制作用的研究 

宫琳 唐伟华 宫宁 

· 药 物 研 究 · 

摘要：目的 研究双膦酸盐 (bisphosphonate YM 175)对骨形成蛋白 (bone morphogenetic protein． 

简称BMP)诱导骨骨吸收的抑制作用。方法 42只大白鼠背部植入BMP，诱导出异位骨后，将大 

白鼠分成2组，即投药组和对照组。投药组在BMP植入后第3w至第7w，双膦酸盐 (YM 175)每 

周投药 3次，剂量 1(~g／kg．d)。对照组按同样的方式给予等量的生理盐水。在 BMP植入第 3w、 

4w、7w和 10w，将 BMP诱导骨取出，采用 TRAP和 cathepsin K染色方法来观察双膦酸盐对破骨 

细胞的作用。结果 BMP诱导骨 3w时 (即未投双膦酸盐药前)，在 BMP植入体周边形成编织骨 

(woven bone)，大量破骨细胞出现在新生骨组织表面。在 4 W时，双膦酸盐投药组和对照组，新生 

骨组织均向BMP植入体内生长，但双膦酸盐投药组的破骨细胞较对照组有减少。在 10 W时，双膦 

酸盐投药组和对照组均可观察到骨细胞变小并且有规律地排列的板层状骨 (1amellar bone)的特 

征。而双膦酸盐投药组，破骨细胞死亡，与对照组比较，破骨细胞数目明显减少。结论 双膦酸盐 

对破骨细胞性骨吸收有明显的抑制作用。 

关键词：骨形成蛋白；双膦酸盐；破骨细胞 

Effect of bisphosphonate YMi75 inhibition on bone resorption of ectopic bone induced by bone morphoge— 
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Abstract：0bjective To determine the inhibited effects of bisphosphonate YM1 75 on bone resorption 

induced by bone morphogenetic protein (BMP)．Methods Ectopic bones were induced by recombi— 

nant human BMP一2 implanted subcutaneously on the back of 4 2 rats．Bisphosphonate YM17 5 1 g／ 

kg．d was administered to the rats three times per week，from the 3rd to 7th week after implantation 

(bisphosphonate group)．Aliquots of phosphate buffered saline were administered in the same protocol 

without bisphosphonate to the control group．On the end of 3rd，4th，7th or 10th week，the BMP-in- 

duced bones were removed and observed by enzyme histochemistry for tartrate-resistance acid phospha— 

tase(TRAP) and immunohistochemistry for cathepsin K．Results Before bisphosphonate being ad— 

ministered，woven bones had formed in the periphery of the BMP pellets， while osteoclasts were atta— 

ched to these bones．At the end of 4th week，bone formation advanced to the implanted bones in both 

groups．But few osteoclasts were observed in the bisphosphonate group than that in the control at the 4 

and 10 weeks． Both groups showed the characteristics of lamellar bones． Conclusions Osteoclast—me— 

diated bone resorption was inhibited by the bisphosphonate administration． 

Keywords： Bone morphogenetic protein； Bisphosphonate； Osteoclast 
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BMP)，并且发现 BMP能够在活体组织内诱导出 

软骨和骨组织 。1988年 Wozney等[2]利用克隆技 

术成 功地克 隆 了多种 BMP，称 为 BMP家族 

(BMPs)。所 以，基 因重组 BMPs已经做 为一种 

药物用来治疗先天性、外伤性和肿瘤性骨缺损疾 

病。但是，由于 BMP植人体内易被吸收而消失。 

所以，一种 BMP缓慢释放系统即 BMP载体是必 
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要的。BMP载体能够使 BMP诱导巨噬细胞向成 

骨转化 。许多学者[44 3就 BMP载体进行了大量 

的研究，如胶原、骨基质、纤维蛋 白、多聚酸 

等[8-10]。研究发现 BMP和其载体构成的 BMP植 

入体能够诱导形成与植入体大小相同的诱导骨。 

但是，这种 BMP诱导骨会发生骨转换 (bone 

turnover)及快速骨吸收，表现 出骨质疏 松。因 

此 ，解决 BMP诱 导骨骨吸收的问题就成为 BMP 

应用于临床急待解决的问题之一。双膦酸盐 (bi— 

sphosphonate)具有抑制破 骨细胞性骨 吸收的作 

用。动物实验表明，双膦酸盐有预防骨吸收等作 

用 ¨。在临床上，双膦酸盐被应用于治疗由于骨 

代谢紊乱所致的疾病，如 Paget S病、肿瘤所致 

的骨吸收及低钙血症等 。根据以上的结论，设 

想双膦酸盐也可能对 BMP诱导骨的骨吸收有抑 

制作用。选用双膦酸盐 (bisphosphonate YM175) 

投药于 BMP诱导骨，投药期为 BMP植入后第 3 

周到第 7周 。因为在 这个期 间，骨形成 已经 开 

始，并且形成 了诱 导骨。根据 实验 的设计 ，取 

BMP诱导骨采用 TRAP和 cathepsin K染色方法 

进行观察。 

1 材料和方法 

1．1 BMP植入体制备 

人类基因重组 BMP(rhBMP)由日本 山之内 

制药株式会社提供。在 0．4 ml I型胶原 (小牛新 

鲜皮肤 中提取)溶液中，溶解 5 g rhBMP-2。在 

本研究中，I型胶原做为 rhBMP-2的载体。将 

rhBMP一2和I型胶原的混合液用冻干机冻干后， 

制成直径为 3 mm的球状体备用 。 

1．2 实验设计 

42只Wistar大白鼠 (4周龄，雄性，体重40 

～ 50 g)用戊 巴比妥钠 (5 mg／1O0 g)麻 醉下 ， 

将 BMP植入体植入到大白鼠背部后，将大白鼠 

分成两 组即投药组和对照组。投药组，从 BMP 

植入后 3w到 7w期间，按 1( g／)(kg．d)剂量 

进行腹腔注射双膦酸盐 YM175，每周 3次。在 

BMP植入后 4、7和 1Ow，时，每次处死 6只大 

白鼠。 对照组，按上述方法给予等量生理盐 

水 ，在 BMP植入后 3、4、7和 1Ow时，每次处 

死 6只大 白鼠。 

1．3 组织化学法 

在乙醚吸入麻醉下，将 Wistar大白鼠固定在 

手术台上，用4 9，6的多聚甲醛0．1md／L二甲胂酸 

缓冲液 200 ml进行灌流 固定。20 min后，将 

BMP诱导骨及周围组织切除，标本用 10 EDTA 

在 4℃下脱钙，石蜡包埋 、进行连续切片 ，4“m 

切片采用血浆抗酒石酸盐酸性磷酸酶 (Tartrate- 

resiatantacid phosphatase简称 TRAP)染色法l1 ] 

和 Inaoka 的兔破骨细胞组织蛋 白酶 K (cathep— 

sin K)免疫标记法进行观察。 

2 结果 

对照组 3w时，在钙化的骨基质中骨细胞陷 

窝不规则地 排列，呈现 出编织 骨 (woven bone) 

结构 。在新生骨组织表面有许多 TRAP阳性 

多核细胞 (图 1A)。在连续切片中，这些 TRAP 

阳性多核细胞 cathepsin K免疫标记法在相同区域 

也被标记。这些阳性细胞被证实是破骨细胞 (图 

1B)。对照组 4w时，钙化 的骨基质 区域 内不规 

则排列的骨细胞变得较大 ，渐渐地这些骨细胞变 

得排列有序，形成板层状 骨 (1amellar bone)结 

构_1 。TRAP阳性多核细胞在 BMP诱导骨表面 

和内部均可见。对照组 7 w时，TRAP阳性破骨 

细胞充分地被标记在相对肌肉面的骨表面和骨髓 

内。对照组 10 w时，脂肪化骨髓形成 ，破骨细 

胞的数 目减少 (图 2A)。 

投药组 4 w时，TRAP阳性破骨细胞 与对照 

组对 比变得较小。TRAP阳性破骨细胞这种形态 

的变化在双膦酸盐投药组的每个阶段都是很明显 

的 (图 2B)。与同时期 的对照组 比较 ，双膦酸盐 

投药组，破骨细胞数目明显减少。 

3 讨论 

在本研究中，BMP植入 3w时许多TRAP阳性 

破骨细胞附着在 BMP植入体周边新生编织骨 

(woven bone)的表面，cathepsin K免疫标记也显 

示阳性。这表明破骨细胞对非成熟骨有骨吸收作 

用L1 。以后，在对照组中骨组织逐渐成熟，由编织 

骨向板层状骨转化，并可见骨髓形成。相比之下双 

膦酸盐投药后，与对照组比较，破骨细胞的数目明 

显地减少。研究结果表明，双膦酸盐干扰成熟破骨 

细胞在骨表面的募集；抑制破骨细胞波状缘 (Ruf— 

fled Border)的形成和破骨细胞的激活；影响破骨 
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^对 蛆 1)周一TRAP阳性艘骨兰IH胞在骨髓内和新 

生骨组织表 被观察 哨 所示由TRAP刚性蛔 

脏)B授药盟 I Cl周-破骨蚵膪的数 目明显减少 

BM：骨硝 (箭头所 阃亡破骨细IE) 

图2 第l0嗣耐对照组与投药蛙破 

细胞改变情况 (×1：Ic) 

细胞的形成和活化．减少破骨细胞的数量 “。 J，动 

物实验表明，骨内动态平衡是通过不断地骨重建 

(bone remodeling)来维持 ” I 骨熏建是成熟骨 

组织的一种替换机制，包括骨组织的形成和骨组织 

的重吸收两方面的变化。在骨重建过程中．破骨细 

胞起着的非常重要的作用，破骨细胞的骨吸收先于 

成骨细胞的骨形成，破骨细胞一成骨细胞的偶联代谢 

被推测为破骨细胞吸收骨组织．然后释放镶嵌在骨 

基质中的各种生长因子。这些生长因子激活成骨细 

胞并促进骨基质的形成。在骨生成的早期阶段，骨 

形成占据着优势，但破骨细胞在骨生成的早期阶段 

起着促进骨形成的作用 本研究结果表明，双膦酸 

盐 (YM 1 75)作用于破骨细胞，使破骨细胞凋亡， 

破骨细胞数目减少．对破骨细胞性骨吸收活眭有明 

显地抑制作用 
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OA对骨质疏松性骨折愈合影响的研究来循证骨性 

关节炎与骨质疏松呈负相关，是否会对骨折的愈合 

产生影响以及产生怎样的影响。 

本实验结果表明，虽然 OVX+OA+F与 OVX 

+F比较BMD和骨组织形态计量学参数有所增加， 

但是统计学上差异无显著性，因此尚不能确定骨性 

关节炎是否对骨质疏松性骨折的愈合有促进作用。 

综上所述，骨质疏松不仅延缓骨折愈合过程， 

而且降低骨折愈合质量。虽然有研究表明骨性关节 

炎延缓了骨质疏松的发展，但是，本实验尚未发现 

OA对骨质疏松性骨折的愈合产生确切促进作用。 
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