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摘要：目的 建立绝经后骨质疏松（952:&;+59’<2’) 52:;595=52(2，>?@>）的大鼠模型，研究雷洛昔芬
（=’)5*(A;+;，6BC）对卵巢切除大鼠腰椎组织中护骨素（@>D）基因 &678表达水平的影响，探讨其治疗
>?@>的作用机制。方法 E月龄未交配健康雌性 FG大鼠 H"只，随机分为假手术（FI8?）组，卵巢切
除（@JC）组，@JCK戊酸雌二醇（%/）组和 @JCK 6BC组。灌胃 !0周后处死动物，第四腰椎行骨组织形

态计量指标测定，第二腰椎采用 6LM>N6方法，对 @>D &678表达水平进行检测。结果 @JC组大鼠
较 FI8?组骨小梁体积百分比（LOJP）显著下降；类骨质体积百分比（@FJP）明显升高（! Q "R"$）；%/

和 6BC组大鼠的 LOJP明显升高，@FJP明显下降；@>D &678表达水平在 @JC大鼠组织中下调，与
FI8?组相比有显著性差异（! Q "R"$），%/ 和 6BC均可上调 @JC大鼠骨组织 @>D &678表达水平（!

Q "R"$）。结论 实验成功制造了大鼠 >?@>模型；%/ 和 6BC均可抑制骨转换；>?@>的发生与 @>D
有关，6BC和 %/ 一样，其抗骨吸收效应很可能是通过 @>D介导的。
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妇女绝经后骨吸收相对大于骨形成，导致骨量

减少，从而引起 >?@>。雌激素替代治疗能有效地
预防和治疗 >?@>症已得到理论和实践的证实［!］，
而且体内外实验均表明雌激素的抗骨吸收效应是由

@>D介导的［/，0］，6BC作为选择性雌激素受体调节剂
（2;);4:(V; ;2:=5-;+ =;4;9:5= &5U<)’:5=，F%6?），也可以

/!E 中国骨质疏松杂志 /""E年 !/月第 !/卷第 E期 NS(+ \ @2:;595=52，G;4;&T;= /""E，J5) !/，753E



有效的预防和治疗 !"#!，同时它对子宫和乳腺无
刺激生长作用，规避了雌激素的部分风险，成为近年

来治疗 !"#!药物中研究的热点之一，本文以卵巢
切除大鼠作为 !"#!症模型，研究 $%&对腰椎 #!’
($)*表达的影响，进而探讨其是否与雌激素一样
通过 #!’ 发挥治疗 !"#! 的作用，从而为临床上
!"#!症的诊治提供理论依据。

! 材料和方法

!"! 研究对象
+月龄未交配健康雌性 ,-大鼠共 ./ 只，由中

国科学院遗传与发育生物学研究所动物中心提供，

体重 01/ 2 3// 4。将大鼠随机分为 . 组（每组 5/
只），*组：假手术（,6*"）组；7组：卵巢切除（#8&）
组；9组：#8&加 :0 /;< (4=>4=?（协和药厂）组；-组：

#8&加 $%& 1 (4=>4=?（美国礼来公司）组。实验期
间所有动物置于同一室内，二级环境分笼饲养，由北

大医院动物室专人负责饲养，每日进食 0/ 4 左右，
自由饮水，室温（05 @ .A），光照 50 B，黑暗 50 B。
!"# 方法
!"#"! 动物实验：大鼠适应性喂养 5周后，以 1C戊
巴比妥钠 /;5 (D=>4行腹腔内麻醉，完整切除双侧卵
巢，即建立 #8&去势动物模型，假手术组则在找到
卵巢后即分层缝合，关闭伤口。术后 3周起用以上
药物灌胃 53周后在 1C戊巴比妥钠 /;5 (4=>4麻醉
下，仰卧位固定，剖取子宫，精密称量，并计算子宫重

量系数（子宫重量=体重）。然后断头处死动物，第四
腰椎剔除软组织后置于 E1C乙醇溶液中供组织计
量学观察；第二腰椎剔除附件、椎间盘、脊髓及肌肉

软组织，砸碎腰椎、生理盐水冲洗后迅速保存于液氮

中，随后转移至 F </A冰箱保存，供骨标本 $)*的
提取。

!"#"# 骨组织形态计量指标测定
!"#"#"! 在中国人民解放军总医院骨科研究所病
理室制作不脱钙骨切片：处死大鼠后取四腰椎剔除

软组织，立即放入 E1C乙醇，逐级脱水、浸透包埋、
用碳化钨钢刀切片、用 G1C乙醇展片后移至载玻
片，./ 2 1/A烤箱过夜，次日取出保存。不脱钙普通
切片用甲苯胺兰染色。

!"#"#"# 在上海第二医科大学第九人民医院骨科
生物力学研究室进行图象分析：将制作好的切片置

于光学显微镜下观察，启动 H$::!%I,软件将图象
摄入数码相机储存，最后启动 H$::"*& 进行骨组
织形态参数的测量。形态计量参数包括骨小梁体积

百分比（J78C）和类骨质体积百分比（#,8C）。
!"#"$ 骨标本 $JK!9$：取出 F </A冰箱中保存的
第二腰椎，按 JLMNOD（美国 PQRLO4SQ公司）的说明书提
取 ($)*，用紫外分光光度计测定 $)*浓度。取 0
2 3!4 $)*，加 5!4 $TQ?O( ULM(SL（美国 !LO(S4T公
司），加入无 $)*酶水至 51!D，E/A 1 (MQ后立即放
在冰上冷却 0 (MQ，以使 $)*的二级结构打开。再
加 0// I "K"%8逆转录酶（美国 !LO(S4T公司），3EA
+/ (MQ，G.A 1 (MQ，最后置于冰上完成 V-)*第一链
合成反应。根据核酸序列应用引物设计软件设计引

物序列，委托上海申能博彩生物科技有限公司合成

引物（见表 5）。
表 ! $JK!9$引物序列

引物名称
扩增片段

长度（WU）
引物序列

#!’ .3/ %:HJ !$P":$ 1XKRVTVRR44VVRVVR4VRTTR
$P’6J !$P":$ 1XKV4RVR444VR4TRVRRVRRV

"KTVRMQ 0G/ ,SQYS 1XKTRVR44VTVVTVTVVRRV
*QRMKYSQYS 1XKT4VVT44RVVT4TV4VT

分别取不同标本的组织的单链 V-)*为模板进
行目的基因的扩增。采用 01!D反应体系，JTZ多聚
酶 0;1 I（美国 !LO(S4T公司），"KTVRMQ和 #!’的反应
体系中 01 (" "49D0 分别为 5;1!D和 0;/!D。反应
条件为：G1A预变性 1 (MQ，变性 G1A 3/ ,，退火 1<A
3/ ,，延伸 E0A 3/ ,；于 !9$仪内分别扩增 31个循
环，最后延伸 E0A E (MQ。取 !9$产物 1!D与 5!D
上样缓冲液混合后上样，0C琼脂糖凝胶电泳分离
!9$产物，将琼脂糖胶放入 *DUBT P(T4SLJ"00//图像
分析处理系统，利用 *DUBT :TYS ./软件，电脑直接扫
描测定条带积分光密度值（31/ Q(），每份样本均以

"KTVRMQ表达量为标准，比较每份样本中 #!’ ($)*
的相对表达量（#!’="KTVRMQ）。
!"$ 统计学处理
采用 ,!,, 5/;/统计软件对资料进行统计学分

析。实验结果用均值 @标准差（!! @ "）或中位数 "
（最小值，最大值）进行描述。用单因素方差分析

*)#8*及 %,-检验对各指标的组间差别进行比较，
不符合参数检验条件的指标改用多组秩和检验

（[L\Y>TDK]TDDMY法），当 # ^ /;/1 时认为组间差异有
统计学意义。

# 结果

#"! 经用药后，不同组大鼠子宫重量指数间存在差
异，:0 组大鼠的子宫重量指数明显高于 #8& 组但
低于 ,6*"组（# ^ /;/1），$%& 组大鼠的子宫重量
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指数明显低于 !"#$组和 %& 组与 ’()组接近（见
表 &）。
!"! 对大鼠椎体的组织形态计量学研究发现，’()
组大鼠与 !"#$组相比骨小梁体积百分比（*+(,）
明显下降（! - ./.0），类骨质体积百分比（’!(,）明
显增加，%& 和 12)组的骨小梁体积百分比（*+(,）
较 ’()组均明显增加，接近 !"#$组，而类骨质体
积百分比（’!(,）明显低于 ’()组（见表 &）。
!"# 经 1*3451实验，&/0,琼脂糖凝胶电泳后，可
见 67. 89和 &:. 89的两条带，分别代表 ’4; <=>#
和!3?<@AB <=>#的扩增产物，与预期结果相符。67.
89的条带经奥科公司测序证实为 ’4;基因。它们
在各组大鼠腰椎组织中的表达情况见图 C 与表 &。
’()组大鼠 ’4; D1># 表达水平显著低于 !"#$
组大鼠，%& 和 12)组大鼠的 ’4; D1>#水平显著高
于 ’()组（! - ./.0）。
表 ! 各组大鼠子宫重量指数、*+(,、’!(,和 ’4;

组别 "
子宫重量指数

（C. E 6 FGF）
*+(,（,） ’!(,（,） ’4;

!"#$组 C. 76（&.，0H） 76/77 I 7/&C 7/.7 I ./J6 ./77.7J（./C0&，&/.JJ）
’()组 C. 0（7，:） C0/&C I 7/7K! K/6J I &/J6! ./C760.（./.J:，./CH7）!
%& 组 C. C6（K，&7）!" 77/.0 I &/HK" 7/K: I C/J&" ./6..&.（./C7.，./KCK）"

12)组 C. 0（7，C.）! &:/J6 I 7/CK!" &/:& I ./K" ./667K0（./C0C，C/..7）"

注：与 !"#$ 组比较，! ! - ./.0，用药组与 ’() 组比较，
" ! - ./.0

图 $ 各组大鼠 ’4;表达情况（$为 =># D?LMNL；!为 !"#$组；

’为 ’()组；%为 %& 组；1为 12)组）

# 讨论

骨质疏松症是骨强度削弱导致患者发生骨折风

险增加为特征的一种骨骼疾病［6］。严重影响绝经后

妇女的健康，我国 H.岁以上老年妇女中 4$’4症发
生率为 &K/H,［0］。4$’4的发生与雌激素缺乏密切
相关。近年来研究发现，体内诸多激素和因子（包括

雌激素）都是通过影响 ’4;31#>O231#>O系统对骨
代谢发挥作用的［H］。’4;31#>O231#>O 系统是近
年来发现的在破骨细胞分化过程中的一个重要信号

传导通路，是骨骼生理研究领域的重大进展。包括

护骨素（’P@NQ9LQ@NFNLAB，’4;）、细胞核因子3"+ 受体
活化因子 1#>O（LN<N9@QL ?<@AR?@QL QS >T"+）和细胞核
因子3"+ 受体活化因子配基 1#>O2（ 2AF?BU QS
LN<N9@QL ?<@AR?@QL QS >T"+）。成骨细胞及骨髓基质细
胞表达 1#>O2，与破骨细胞前体细胞或破骨细胞表
面上的 1#>O结合后，促进破骨细胞的分化及骨吸
收活性。成骨细胞及骨髓基质细胞分泌表达 ’4;
与 1#>O2竞争性结合，阻止 1#>O2与 1#>O之间
的结合，进而抑制破骨细胞的活化及骨吸收活性，导

致破骨细胞凋亡来抑制骨吸收。也就是说，’4;3
1#>O231#>O系统是成骨细胞和骨髓基质细胞调
控破骨细胞分化和活性的关键环节。

本实验中，’()组大鼠较 !"#$组子宫重量指
数显著下降（! - ./.0），这是由于子宫是雌激素的
靶器官，缺乏雌激素，子宫逐渐萎缩，提示手术成功

造成了人工绝经。对大鼠椎体的组织形态计量学研

究发现，’() 组大鼠与 !"#$ 组相比，类骨质体积
百分比（’!(,）明显增加（! - ./.0），说明大鼠卵巢
切除后成骨细胞活性增强，骨重建活跃，骨形成加

速，而反映骨小梁基本结构特点及其骨组织量的参

数 *+(,反而下降，表明骨转换加快，骨吸收大于骨
形成，呈骨量丢失状态，提示大鼠切除卵巢后，骨转

换（包括骨形成和骨吸收）加速，但骨吸收大于骨形

成，最终导致骨丢失、骨量减少。这些特征与妇女

4$’4的骨骼改变类似，表明本实验中制作的 H 月
龄 !=大鼠去卵巢 7个月后的骨骼状况能较好地反
映妇女 4$’4 的特征，提示手术成功造成了人工
4$’4模型，可以用于对 4$’4的研究。

12)是通过 %1发挥治疗 4$’4作用的，这一点
目前已经达成共识［J］。为研究 12)影响骨代谢的
分子机制，(ANLN<M等［K］研究发现 12)可使人成骨细
胞（V’+）中 ’4; D1># 表达和蛋白分泌均增加，
5VWNBF等［:］研究了 12)对原代 V’+和具有 V’+特
征的人骨髓基质细胞的无限细胞系（"55 C）1#>O2
和 ’4;蛋白表达及 1#>O2和 ’4; D1># 的影响，
结果发现，12) 可使 1#>O2G’4; 比值显著下降提
示 12)的抗骨吸收作用至少部分是通过对 1#>O2G
’4;的调节实现的。但目前国内外均尚无关于 12)
在体内对 ’4;表达的影响情况的研究结果发表，鉴
于体内环境的复杂性，体外条件下所得出的结论并

不一定能推广到体内，为证实多项体外实验中的结

论在体内环境下是否依然成立，我们进行了该项研

究，结果显示，12)与 %& 一样，可使 ’()大鼠腰椎
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!"# $%&’水平明显升高（! ( )*)+）。从而在体内
实验中发现，%,- 可以上调 !.- 大鼠腰椎 !"# 基
因的表达，从而抑制破骨细胞分化和活性，使骨吸收

降低，进一步阐明并证实了其抑制破骨细胞骨吸收

的分子机制，提示 %,-的抗骨吸收效应是通过 !"#
介导的。

但是，%,-和雌激素调节 !"#表达的分子途径
可能并不相同。/0120等［3］用稳定转染的方式使 /45
3细胞过度表达人类 6%!，则 78"563 上调 !"#；而过
度表达 6%"不但没有上调反而逆转了 78"563 对

!"#的诱导作用，提示 78"563 是通过 6%!上调 !"#
的。/6%9:在 6%"存在时激活 ’"5; 路径最有效，
6%"在人和大鼠发育中的松质骨骨细胞中的表达明
显［7)］，!.-大鼠骨丢失主要发生在松质骨上，从而
推测在骨骼中通过 6%"激活 ’"57路径可能是 %,-
能够预防 "9!"的主要原因。因此，%,-和雌激素
可能分别是通过两种不同的 6%亚型对 !"#的表达
发挥作用的。此外，<0=> 等［77］研究表明，%,-对骨
的作用是通过 6%的 %,-反应元件（%%6，?0;@A1BC=C
?C:D@=:C C;C$C=E）上调 4#F"G的基因表达实现的，不
需要 6%的 H&’结合区。可见，虽然 %,-和雌激素
都是通过上调 !"#的表达发挥治疗 "9!"的作用，
但它们可能分别是通过两种不同的 6%亚型、作用
于不同的反应元件，以不同的方式传导信号以调节

!"#基因转录的，具体分子机制还有待进一步研究。
总之，本实验提示，%,-通过抑制 !.-大鼠骨

转换发挥治疗 "9!" 的作用；"9!" 的发生与 !"#
下调有关，%,-和 63 一样，通过上调 !"#的表达治
疗 "9!"，但还需要进一步的研究以阐明具体的分
子通路。此外，%,-组大鼠的子宫重量指数明显低
于 /I’9组和 63 组，而与 !.-组接近，提示其对子
宫表现为抗雌激素样作用，体现出了它作为 /6%9
的组织选择性作用，与文献报道是一致的［73］。
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