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摘要：目的 观察大鼠去卵巢后骨髓细胞核因子!D 受体活化子配体（@A!BC）、核因子!D 受体活化

子（@A!B）、护骨素（=>?）以及 *!E-"基因表达的改变和雌激素的影响。方法 健康 $ 3 龄雌性 FG 大

鼠 &) 只，)( 只为假手术对照组，(. 只去卵巢，随机分为去卵巢组和雌激素组，每组 )( 只。分别于去卵

巢后 )、(、0、1) H 每组各取 0 只大鼠骨髓细胞提取 @!A，@*->I@ 半定量分析其表达。结果 与对照组

相比，去卵巢后 ) H，去卵巢组骨髓细胞 *!E-"和 @A!BC 3@!A 表达显著升高（! J ’K’/ L ’K’1），第 ( L
0 H，上述改变达高峰，至第 1) H *!E-"仍呈有意义增高；而 =>? 表达在第 ) L 0 H 则明显降低（! J
’K’1），) L ( H 为最低点；=>?M@A!BC 比值 ) L 0 H 为最低（! J ’K’1），1) H 仍低于对照组。雌激素组以

上各时间 *!E-"和 @A!BC 表达低于去卵巢组（! J ’K’/，! J ’K’1）而 =>? 表达和 =>?M@A!BC 比值明

显高于去卵巢组（! J ’K’1）。各组全程未见 @A!B 基因表达水平有明显变化。结论 雌激素抑制大

鼠去卵巢后骨髓细胞过度表达 @A!BC 和 *!E-"而增加 =>? 的表达。
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雌激素缺乏是绝经后骨质疏松症的主要病因，

但是雌激素缺乏导致骨吸收亢进的原因还不清楚。

上世纪九十年代后期核因子!D 受体活化子配体

（@A!BC）和护骨素（"76+"T"P"6+:+P59，=>?）的发现使

人们对骨吸收的调控机制有了更深入的认识。多种

调节骨代谢的激素和细胞因子通过影响成骨细胞和

骨髓微环境中其他细胞 @A!BC，=>? 的表达发挥作

用。对培养的成骨细胞的研究发现雌激素可以直接

或者通过影响某些细胞因子间接影响 @A!BC，=>?
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的基因表达水平。但是动物去卵巢后 !"#$%，&’(
与这些细胞因子基因表达的动态变化报道不多。我

们曾经报道大鼠去卵巢后骨髓源性破骨细胞的形成

增加与 )%*+ 和 )%*+ 受体 ,!#" 表达增加有关［-］，由

于 )%*+ 具有调节 !"#$%，&’( 的作用，因此去卵巢

后破骨亢进可能与 &’(、!"#$% 变化有关。为了进

一步了解雌激素缺乏导致骨质疏松的机制，我们观

察了大鼠去卵巢后骨髓细胞 &’(、!"#$% 和 !"#$
以及另外一个重要的 &’(、!"#$% 调节因素 .#/*!
基因表达的变化。

! 材料和方法

!"! 去卵巢大鼠模型的建立和药物处理

健康 0 , 龄雌性 12 大鼠 34 只，体重 4-5 6 405 7
（华中科技大学同济医学院实验动物中心提供），48

只作为假手术对照组，89 只经腹手术去卵巢后随机

分为 4 组分别为去卵巢组、雌激素组。雌激素组手

术当天按 5:4 ,7;<7 体重皮下注射苯甲酸雌二醇 -
次，此后每周 - 次。正常对照组、去卵巢组相应时间

皮下注射生理盐水。分别于去卵巢后 4、8、+、-4 =
取每组各 + 只大鼠骨髓细胞作细胞培养和提取总

!#"。

!"# 骨髓细胞基因表达的检测

无菌操作下完整取出一侧股骨，剪断两侧骨骺

端，用 > ,% ’?1 反复冲洗骨髓腔 0 次获得细胞悬液

后用 .!)@&%（美国 ()?A& 公司）提取总 !#"，BCD7B
（E.）作为引物，进行逆转录，逆转录酶为 !BFGH 公司

产品；’A! 引物序列见下表：

基因 引物

&’( 1HIHJ >K*.AA.((A"AA."AA.""""A"(A"*0K

"ILDJHIJH >K*A."A"A.A.A.(A"..A"A...((*0K

!"#$% 1HIHJ >K*AA".A(((..AAA"."""(.A"(.*0K

"ILDJHIJH >K*"""(AAAA"""(."A(.A(A".A.*0K

!"#$ 1HIHJ >K*.A"AA((("A.("""(A"A((.((*0K

"ILDJHIJH >K*.(((A.AA".A"AA".(AA"(A"(*0K

.#/*! 1HIHJ >K*A"AA"A(A.A..A.(.A."A.(""A*0K

"ILDJHIJH >K*AA(("A.AA(.(".(.A.""(."A.*0K

"*MFLDI 1HIHJ >K*""AAA.""((AA""A"(.(""""(*0K

"ILDJHIJH >K*.A".("((."(.A.(.("((.*0K

’A! 反应体系总体积为 45#%，其中 F2#" >5
I7，N74 O 4:> ,,BC;%，E#.’ -#%（-5 ,N），引物各 45
P,BC，.MQ 酶（!BFGH 公司）4:> R;管。按下列条件进

行扩增循环：首先 S> T预变性 8 ,DI；然后 S> T变

性 05 J，各对引物分别 +5 T（&’(，!"#$%，.#/*!，"*
MFLDI）或 +9 T（!"#$）退火 - ,DI，34 T延伸 4 ,DI，

共 05 个循环。扩增产物经 -:>U琼脂糖凝胶电泳后

进行光密度扫描，并以"*MFLDI 为内参照校正作相对

量分析，以"*MFLDI 光密度扫描数值为 -55U，以两者

之积分吸光度比值百分数表示（)N"(V - 图像分析

系统，同济医学院千屏医学影像公司）。

!"$ 统计学处理

数据以均数 W 标准差（!! W "）表示，各组间差异

显著性检验用方差分析，组间两两比较用 # 检验。

# 结果

#"! 去卵巢大鼠骨髓 !"#$%、!"#$ 和 &’( 基因表

达的变化（见图 - 6 0）

图 ! 各组大鼠去卵巢后不同时间骨髓 !"#$% 基因表达

注：与对照组比较，" $ X 5:5>，""$ X 5:5-；与去卵巢组比较，

# $ X 5:5>，## $ X 5:5-

图 # 去卵巢后不同时间骨髓 &’( 基因表达

注：与对照组比较，" $ X 5:5>，""$ X 5:5-；与去卵巢组比较，

# $ X 5:5>，## $ X 5:5-

去卵巢组 !"#$% 的 ,!#" 表达水平在去卵巢

后 4 = 时即比对照组有明显升高（$ X 5:5-）；在 8 6
+ = 时到达高峰水平。与 !"#$% 变化相反，玄卵巢
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图 ! 去卵巢后不同时间骨髓 !"#$%&’() 基因表达相对水平

注：与对照组比较，! ! * +,+-，!!! * +,+.；与去卵巢组比较，

" ! * +,+-，"" ! * +,+.

后 !"# 的 /%’& 表达水平明显降低，在去卵巢后 0
1 2 3 处于低谷水平（与对照组比较 ! * +,+.），第 4
3 虽有所回升但仍显著低于对照组（! * +,+.）；第

.0 3 时则 %&’() 和 !"# 表达均与对照组没有显著

差别。而 !"#$%&’() 比值 0 1 4 3 为低谷水平，2 3
最低（! * +,+.），到第 .0 3 仍较低于对照组。给予

雌激素可以逆转去卵巢导致的上述改变，即抑制去

卵巢后 %&’() 表达增加而促进去卵巢后骨髓细胞

!"# 的表达。以上各组间未见 %&’( 基因表达水平

有明显变化。

"#" 去卵巢大鼠骨髓 5’67!表达的变化（见图 2）

图 $ 去卵巢后不同时间骨髓 5’67!基因表达

注：与对照组比较，! ! * +,+-，!!! * +,+.；与去卵巢组比较，

"" ! * +,+.

去卵巢 5’67!的 /%’& 表达水平在去卵巢后 0
3时即比对照组有明显升高（! * +,+.）；在 2 1 4 3
时到达高峰水平（! * +,+.），单纯去卵巢组第 .0 3
仍高于对照（! * +,+-）。雌激素可以明显抑制去卵

巢后 5’67!的表达增高，除第 2 3 外与对照组没有

显著性差别。

! 讨论

长期以来在研究激素或细胞因子对骨吸收的影

响时发现多种因子调节破骨细胞分化常常需要成骨

$基质细胞的存在，因此，推测他们通过影响某种直

接作用于破骨干细胞的因子发挥作用，这种因子作

为共同通路介导上述激素或者细胞因子的作用［0］。

.889 年由 :;/<=>? 等在对大鼠小肠 @A’& 测序

分析时发现一种 5’6 受体超家族成员，因其具有降

低破骨细胞分化和活性并增加骨密度的功能而命名

为护骨素（<B?><CD<?>E>D;=，!"#）。进一步研究发现了

!"# 的配体（!"#)），是一种可以促进破骨细胞增殖

分化和抑制破骨细胞凋亡的因子，分析其序列发现

就是 %&’()。它是由成骨$基质细胞分泌的一种属

于 5’67!家族的细胞因子，通过其位于前体破骨细

胞和成熟破骨细胞表面的受体 %&’( 发挥调节破骨

细胞分化和凋亡的作用。!"# 作为 %&’() 的诱饵

性受 体（ F>@<G D>@>C?<D），与 %&’() 竞 争 性 结 合

%&’(，从而抑制破骨细胞的分化和成熟，诱导破骨

细胞凋亡。%&’()、!"# 均可由成骨细胞和基质细

胞表达，几乎所有重要的骨代谢相关激素和细胞因

子均可以通过调节 %&’() 和 !"# 的表达发挥调节

骨重建的作用。

雌激素缺乏导致的多种细胞因子分泌异常是导

致绝经后骨质疏松症的重要原因。这些细胞因子在

体外试验中都体现出调节 !"#、%&’() 的作用，提

示后两者可能参与绝经后骨质疏松症的发病。此前

对 绝 经 后 妇 女 血 循 环 和 去 卵 巢 动 物 骨 组 织 中

%&’() 和 !"# 表达水平的研究得到一些有争议的

结果。但是最近的研究证实绝经后妇女的骨髓基质

细胞中存在 !"# 表达降低而 %&’() 表达异常升

高，说明骨髓中 %&’()$!"# 的变化是雌激素缺乏

导致 骨 吸 收 的 主 要 原 因 之 一，使 得 !"#$%&’()$
%&’( 系统的异常在绝经后骨质疏松发病中的重要

性受到重视［H］。但是雌激素水平下降后该系统在整

体的动态变化尤其是早期（2 3 以前）的改变还缺乏

报道。

在本实验中，我们观察到大鼠去卵巢后 0 3 骨

髓细胞 !"# 表达迅速下降，而 %&’() 表达明显升

高，后者在 2 1 4 3 达到高峰，!"#$%&’() 比值在 0
1 4 3 明显低于对照组，其时机和我们报道的大鼠

去卵巢后骨髓源性破骨细胞形成在 2 1 4 3 达到高

峰相一致［.］。去卵巢后立即给予雌激素可以使上述

+2. 中国骨质疏松杂志 0++4 年 2 月第 .0 卷第 0 期 IJ;= K !B?><C<D<B，&CD;L 0++4，M<L .0，’<N0



基因表达的异常恢复到接近正常水平。在去卵巢大

鼠中 !"#、$%&’( 基因表达的改变与人类的变化类

似［)］，说明去卵巢大鼠是研究绝经后骨质疏松症发

病机制的良好模型。通过对去卵巢后的动态观察发

现在去卵巢早期 !"#、$%&’( 表达变化就十分明

显，即使经过较长时间，单独观察 !"# 或 $%&’( 表

达水平已无显著差别时，!"# $%&’( 相对水平仍有

异常，这一结果可以解释我们曾经观察到的去卵巢

后 *+ , 骨髓源性破骨细胞形成仍然高于对照组的

现象［*］。

在雌激素缺乏时，$%&’(、!"# 表达改变涉及多

种机制，一方面已经证实雌激素可以直接通过雌激

素受体调节他们的基因表达［-］，另一方面作为旁分

泌因素促进破骨细胞生成的细胞因子，如：.(/*、.(/0
和 1&2/!也参与对他们的调节。有研究表明 .(/0 由

34*)5 途径介导上调大鼠 $%&’( 6$&% 表达。但是

也有人认为 .(/0 的作用是独立于 !"#、$%&’( 系统

的［7］。我们曾经报道大鼠去卵巢后 + 8 0 , 骨髓 .(/
0 及其受体基因表达上升［*］，这种与 !"#、$%&’( 基

因表达一致的变化趋向可能有助于解释它们的表达

改变。

肿瘤坏死因子/!是另一个重要的骨代谢调节因

子。1&2/!调节骨吸收主要是通过促进破骨细胞的

增殖、分化和功能实现的。早年研究证实 1&2/!可

以促进巨噬细胞集落刺激因子（9/:;2）和 .(/0 的表

达。近年的研究表明 1&2/!不仅可以上调 $%&’(
6$&% 表达、下调 !"# 6$&% 表达，而且 $%&’( 可

显著加强 1&2/!的作用［7］，这可能是 1&2/!促进破

骨的主要作用基础。有研究提示 1&2/!可以直接作

用于破骨细胞，但这种作用弱于通过 $%&’( 发挥的

作用［0］。

在破骨细胞中雌激素受体表达水平很低，因此

目前认为，雌激素对骨吸收的抑制作用主要是通过

调节相关的细胞因子及其信号传递发挥的［<］。这些

受到雌激素调节的主要细胞因子包括促进骨吸收的

.(/*、1&2/!和 .(/0，雌激素可以抑制他们的产生；此

外，雌激素可以增加促进骨形成的 1#2 的产生。最

近有体外研究表明雌激素可以促进 !"# 的生成［=］，

但是在体内的情况报道较少。在本研究中观察到的

雌激素可以逆转去卵巢后 $%&’( 表达上升和 !"#
表达下降，与体外实验的结果一致。同时去卵巢后

其他细胞因子尤其是 1&2/!和 .(/0 表达增高可能也

是导致上述基因表达异常的重要原因。因此在体内

雌激素影响 !"#、$%&’( 的作用是通过影响其他细

胞因子还是直接作用于成骨>基质细胞发挥的，还有

待于进一步研究。
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