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雌激素对正常及骨质疏松症大鼠骨髓基质

细胞增殖分化的影响
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摘要：目的 研究正常 89大鼠与骨质疏松症 89大鼠骨髓基质细胞（:;8<=）增殖分化的差异，以及
雌激素对正常 89大鼠及骨质疏松症 89大鼠的 :;8<=增殖分化的影响。方法 以雌性 89大鼠构建
骨质疏松症模型，并通过生化和病理分析，确定骨质疏松症模型的建立。取骨质疏松症 89大鼠及正
常 89大鼠的 :;8<=进行研究，检测两者增殖分化的差异及其对雌激素的反应。结果 原代培养时，
细胞集落样生长，集落大小不等，细胞形态长梭形。;>>法检测增殖发现第 %代假手术组（8-)(组）
的 :;8<=增殖缓慢，其碱性磷酸酶（?@A）合成量显著低于卵巢切除术组（BCD组），对雌激素的反应亦
不如 BCD组明显。结论 两组细胞都具有成骨细胞特性；同是第 %代 :;8<=，BCD组比 8-)(组生长
活跃，合成 ?@A的量也远多于 8-)(组，对雌激素的反应亦更为明显。
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绝经后骨质疏松症（A;BA）是临床上常见疾病
之一，也是其他某些疾病，如骨折、牙周病发生的重

要相关性因素。雌激素替代疗法已在世界范围内普

遍应用，它具有增加患者骨密度、预防骨质疏松症和

改善更年期综合征等作用［#］。目前有关骨质疏松症

机体骨髓基质细胞（ 3F/H ()KKFM =IKF()+ 7H++=，
:;8<=）的增殖分化能力与正常者相比是否存在差
异，以及药物对两种细胞作用差异的研究尚较少。

本实验拟建立雌性 89大鼠的骨质疏松症模型，观
察正常及骨质疏松症 89大鼠 :;8<=的增殖分化差
异，同时观察雌激素对正常及骨质疏松症 89 大鼠
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!"#$%增殖分化的影响。

! 材料和方法

!"! 材料
普通级 &月龄健康雌性 #’大鼠 ()只（福建医

科大学动物实验中心提供），体重为（(*) + ,-）.，普
通饮食；胎牛血清（ /!#；0123456，7#8），’"9"
（:;<24，7#8），雌激素、=>;?45 @A,))和 "==粉（均购
自 #;.BC，7#8），碱性磷酸酶（C3DC3;56 EF4%EFC?C%6，
8GH），检测试剂盒（贝克曼公司，7#8）。
!"# 方法
!"#"! 骨质疏松症动物模型的建立：将健康雌性
#’大鼠 () 只随机分为两组：手术组（IJ@ 组）,&
只，行卵巢切除术（4KC>;62?4B1，IJ@术），其中一只
因麻醉过量致死；假手术组（#FCB组）*只，即进入腹
腔仅切除少量脂肪就缝合关闭皮肤。实验动物术后

均可正常饮食与活动，生长状况良好。

术后 L周测两组大鼠体重；眼底动脉取血，分离
血清测定雌激素、钙、磷及血清碱性磷酸酶（8GH）、
骨钙素（!:H）含量；取 IJ@组与 #FCB组 #’大鼠的
单侧股骨作病理切片并比较分析，以确认建立 #’
大鼠骨质疏松症模型。

!"#"# !"#$% 的体外培养：采用全骨髓法培养
!"#$%。无菌条件下取术后 L 周 #’大鼠的单侧股
骨、双侧胫骨，以肝素钠 ’"9"培养液（肝素钠 -) 7M
B3）冲洗髓腔，收集细胞，,-)) >MB;5离心 ,) B;5，弃
上清，’"9"培养液（含青霉素 ,)) 7MB3，链霉素 ,))
B.MG，,*N /!#）重悬，& 瓶 (- B3 培养瓶分装，置
&*O、-N$I(、饱和湿度的二氧化碳孵箱中培养。&
P后首次换液，之后每隔 & P换液 ,次。原代细胞培
养待细胞集落处细胞密集，以 )Q(-N胰酶加等量
)Q,N9’=8消化传代培养。
!"#"$ 不同药物浓度作用下两组细胞增殖分化能
力的比较：!药物配制：取 )Q)(*( . ,*"A雌二醇（,*"A
6%?>CP;43，9(），加入 RR))#3酒精和 L))#3 ’"#I的混
合液中振荡使充分溶解，得到 )Q)( B43MG的浓缩液，
称原液。大鼠循环中的雌激素浓度为 ,)S ,) B43MG，
与其结合受体的 TP值 )QL。故本实验使用雌激素
浓度为 ,)S U B43MG和 ,)S ,, B43MG的含血清培养液。

$增殖分化能力比较：分别以 9( 浓度为 ,)S U B43MG、

,)S ,, B43MG 的含血清培养液培养两组细胞即 IJ@
组及 #FCB组 #’大鼠的 !"#$%，两组细胞皆设立不
含 9( 的对照组，共计 L 个实验组：#FCB组，#FCB V

,)S ,, B43MG 9( 组，#FCB V ,)S U B43MG 9( 组，IJ@组，

IJ@ V ,)S ,, B43MG 9( 组，IJ@ V ,)S U B43MG 9( 组。

取生长良好的第 &代 IJ@组及 #FCB组 #’大
鼠的 !"#$%以 R W ,)R 个MB3的浓度，每孔 ())#3接
种于 UL孔板。L个实验组每组接种 ,-孔。
接种后 (R F，按以上分组情况换以相应培养液

培养，此后每 (天换液 ,次，每次换液 (R F后即接种
后第 (、R、L、X天在 RU( 5B波长下测各组 "==值，每
组每次测 &孔，取均值，检测细胞增殖情况。
细胞用药后第 - 天，吸弃培养液，H!# 冲洗 (

遍，加入 )Q,N=>;?45@A,))细胞裂解液 ,-)#3，RO冰
箱过夜。吸取细胞裂解上清液，全自动生化分析仪

测定 8GH，每组 &孔，取均值。

# 结果

#"! 骨质疏松症模型的建立
术后 L周 IJ@ 组 #’ 大鼠体重明显大于 #FCB

组。经方差齐性检验后，对 9(、$C进行 ! 检验，对体
重、!:H、8GH、H进行近似 ! 检验，发现两组 #’大鼠
体重及血清中 9(、!:H含量有显著差别，而血清中

8GH、$C、H含量无统计学意义（表 ,）。
表 ! 术后 L周两组 #’大鼠的体重及
血清中 9(、!:H、8GH、$C、H含量（!" + #）

指标 IJ@组（$） #FCB组（$） %值
Y（.） &-&ZR(（,(）+ ,*ZX* &,- Z,R（*）+ ,)ZUL [ )Z),
9(（E.MB3） ((Z,U（U） + ,ZXR &R ZL,（*）+ *ZRX [ )Z),
!:H（5.MB3） *Z&R（U） + ,ZR* R ZXR（*）+ ,Z*, [ )Z),
8GH（7MG） ,*)Z()（-） + -XZ,U ,&( Z))（-）+ R*ZX( \ )Z)-
$C（BB43MG） (Z-U（-） + )Z(( ( ZL(（-）+ )Z,- \ )Z)-
H（BB43MG） (ZR)（-） + )Z*& & Z)L（-）+ )ZL* \ )Z)-

骨组织切片（图 ,）IJ@组骨小梁或纤细或断
裂，排列稀疏，形态结构完整性差，骨髓腔连接成片。

#FCB组骨小梁粗壮、饱满，形态结构完整，连接成网
状，切片上髓腔孤立散在点状分布。

#"# !"#$%体外培养的观察
收集两组实验动物的细胞，离心后可发现 IJ@

组所得细胞量明显少于 #FCB组。原代培养中发现
#FCB组细胞较 IJ@组细胞易于贴附，伸展较早，成
纤维细胞集落形成比较早，比较密集，面积亦较大。

但以 "==法观察第 &代 #FCB组细胞增殖时却发现
#FCB组细胞增殖缓慢。
#"#"! 细胞增殖能力比较："==法观察 #FCB组与
IJ@组细胞增殖差异时，我们发现在最初 R P #FCB
组细胞的增殖速率略高于 IJ@组细胞，但不明显。
此后 #FCB 组细胞进入增殖几乎停滞的阶段，而
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图 !" !"#组骨组织切片 $%染色（ & ’((）

图 !# )*+,组骨组织切片 $%染色（ & ’((）

图 $ )*+,组与 !"#组第 -代 ./)01增殖能力的比较

!"#组细胞依然增殖旺盛（图 2）。
)*+,组第 -代 ./)01无论是否加用雌激素皆

增殖缓慢，用药组细胞量略高于未用药组，但差异无

统计学意义（ ! 3 (4(5）（图 -）。!"# 组第 - 代
./)01在前期无论是否加用雌激素增殖皆不显著，
用药组的细胞量略高于未用药组，但接种后第 2、6、
7天并无统计学意义。接种 7 8后细胞增殖加快，第
9天 !"# : ’(; < ,=>?@ %2 组的细胞量与另两组有统

计学差异（! A (4(’），而 !"# : ’(; ’’ ,=>?@ %2 组的

细胞量与未用药的对照组无统计学意义（! 3 (4(5）
（图 6）。

图 % 雌激素对 )*+,组第 -代 ./)01增殖的影响

图 & 雌激素对 !"#组第 -代 ./)01增殖的影响

$’$’$ 细胞分化比较：对各组 B@C的检测结果（表
2）进行析因分析。分析表明 )*+,组 B@C合成显著
低于 !"#组（! A (4(’）。雌激素对细胞 B@C 合成
有影响：未用药的 !"#组及 )*+,组细胞 B@C合成
量都低于用药者（! A (4(’）；!"#组用药细胞之间
B@C合成量无显著性差异（! 3 (4(5），)*+,组用药
细胞之间 B@C合成量有差异，但不显著（! A (4(5）。

表 $ 雌激素浓度（D?@）

组别
雌激素（%2）

’( ; < ,=>?@ ’( ; ’’ ,=>?@ ( ,=>?@
)*+, 7，5，5 6，5，6 2，2，2
!"# 29，27，2< 27，2E，2E ’2，’(，’’

% 讨论

骨质疏松症是以骨量减少、骨组织显微结构退

化为特征，以致骨脆性增高及骨折危险性增加的一

种全身性骨病。正常情况下机体骨组织处于不断进

行骨吸收与骨形成的动态平衡中。雌激素是女性体
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内的一种重要激素，具有调节成骨细胞和破骨细胞

的骨形成和骨吸收作用，雌激素缺乏将破坏骨吸收

与骨形成之间的平衡，导致骨质疏松症的发生［!］。

目前研究骨代谢状况的方法包括组织学、影像

学和生化技术。组织学方法可用于确诊和鉴别诊

断。生化指标检测具有简便、快速、无创伤的特点，

在疗效观察、预防性诊断方面独具优势［"］，其中常用

的骨形成指标包括骨钙素及碱性磷酸酶含量。

骨钙素是由成骨细胞和成牙骨质细胞合成的特

殊骨蛋白。血中骨钙素浓度和羧化程度可以反映骨

中骨钙素的状态［#］。女性绝经后雌激素水平下降，

骨转换加快，可导致 $%&升高［’］。本实验中 ()*组
+,大鼠的 -! 含量显著低于 +./0组，$%&含量高于

+./0组，可以知道 ()*组 +,大鼠的骨转换率高于
+./0组。12&是以往常用的骨形成指标，但本实验
检测的结果为两组 +,大鼠血清中 12&含量无统计
学差异，其原因有待进一步探讨。股骨组织切片显

示 ()*组骨小梁或纤细或断裂，骨髓腔连接成片。
+./0组骨小梁粗壮、饱满，骨髓腔孤立散在分布。
说明 +,大鼠的骨质疏松症模型已成功建立。
骨髓中的 $3+45在维持骨量、骨强度及骨结构

的完整性方面发挥重要作用。$3+45可分化为成骨
细胞及成脂肪细胞。一般认为各种原因（增龄、雌激

素缺乏等）引起的骨质疏松症，与骨髓中的脂肪细胞

增多有关［678］。

$9:/;/.<等［=］的研究表明雌激素缺乏将导致
$3+45更多地分化为成脂肪细胞。(>/?/>@ 等［A］的
体外实验发现 $3&7! 可促进 $3+45同时向成骨细
胞、成脂细胞分化，而雌激素促进其向成骨细胞分

化，抑制向成脂细胞分化。本次实验的结果表明了

雌激素具有很强的促 $3+45 向成骨细胞分化的作
用，这在 ()*组表现得尤为明显。
在细胞增殖方面，3BCDBE5>@ 等［F］对 ()* 组、

()* G -! 组及 +./0组大鼠术后 A、"、6个月的成骨
细胞增殖率进行比较发现 ()*组细胞的增殖率高
于 +./0组及 ()* G -! 组。陈世璋等

［AH］的相关研究

表明，骨质疏松症患者牙槽骨细胞生长较快，可多次

传代，生长活跃，而正常人的牙槽骨细胞传到第 8代
就开始老化，生长速度减慢。我们的实验结果亦说明

骨质疏松症大鼠 $3+45的增殖更较假手术组活跃。
有研究认为雌激素可促进破骨细胞凋亡［AA，A!］，

延缓成骨细胞凋亡［A"］，雌激素减少将引起骨细胞大

量凋亡［A#］；但雌激素不促进正常机体成骨细胞的增

殖［A’，A6］。本实验结果发现，雌激素对骨质疏松症大

鼠 $3+45的促增殖更明显，而假手术组 $3+45的用
药组与对照组增殖无明显差异。

什么改变了成骨细胞的增殖分化能力？IB>B59
等［!］的实验认为应是 ()*术大鼠的血清中除胰岛
素样生长因子7A（J%K7A）、J27A、J276之外的系统生长
因子促进成骨细胞的增殖。

结合以往研究可以认为，雌激素缺乏导致破骨

细胞生长活跃，成骨细胞代偿性增殖加快，这种增殖

加快是由血清内所含因子如某种有丝致裂原的增

加，及成骨细胞本身的变化如细胞上某种受体的增

加引起，这使体外同样培养条件下 ()*组细胞生长
更比 +./0组细胞活跃。但尚需要进一步的实验才
能证实。

在体内这一变化可以因雌激素的运用而纠正，

那么在体外呢？雌激素的长期作用是否将纠正骨质

疏松症大鼠 $3+45的增殖速率，或者对其可传代次
数及传代细胞的形态维持有所影响？雌激素长期作

用于体外的 +./0组 $3+45时，它的作用又将怎样？
雌激素在体外引起 $3+45变化，或者不引起与体内
同样变化的原因都值得进一步研究。
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!" # !$岁以及女性 %" # %$岁和 &" # &$岁 ’个年龄
组中铅暴露组的骨密度值明显低于对照组（ ! (
")"!）；左髋部股骨颈男性 &" # &$ 岁以及女性 %" #
%$岁和 &" # &$岁年龄组中铅暴露组的骨密度值明
显低于对照组（! ( ")"!），说明铅暴露可对全身许
多部位的骨矿含量产生明显的影响；但在腰椎部位

除男性 ’" # ’$岁组外，其他各铅暴露组与对照组比
较差异（! * ")"!）无统计学意义，考虑在骨密度的
检查时应尽可能多检查一些部位（至少两个以上）。

使用我国人骨质疏松诊断标准诊断，男性铅暴露组

的骨质疏松发病率明显高于对照组（! ( ")"!，见表
%），而女性铅暴露组与对照组比较差异无统计学意
义（! * ")"!）。本研究结果表明铅暴露人群骨密度
值明显低于对照组，但其骨质疏松症的发生是否均

明显高于非铅暴露人群还有待进一步研究。

!"! 重视铅的危害
随着全球工业化和城市化进程的加快及现代交

通的迅猛发展，铅污染逐渐成为突出的问题。测血

铅是目前国际上检测人体内铅含量的通用方法，是

反映近期铅接触的重要指标。但是，血铅水平只与

环境铅暴露水平呈平衡关系，而不能直接反映体铅

负荷量的高低［+，$］。骨骼是铅的主要储存地，体内约

,!- # $!-的铅均存于骨中［.］。我们是否能通过测
量骨密度来判定研究对象沉积在体内的铅浓度还有

待进一步研究。但在骨质疏松的防治工作中，我们

有必要考虑铅暴露等容易被忽视的潜在的因素，同

时加强职业性健康监护，进行定期的健康检查，及时

进行驱铅治疗，无论是对劳动者的保护还是预防骨

质疏松都有着深远的意义。
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