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选择性雌激素受体调节剂6雷诺昔酚对去势后

大鼠骨组织中 7896!表达的影响

段永宏 杨卫红 刘建

摘要：目的 了解选择性雌激素受体调节剂（:&;<）对去卵巢大鼠骨组织形态计量学指标、骨密度及

松质骨中 7896!表达的影响。方法 将 = 月龄未经产雌性二级 :> 大鼠 ?# 只，随机分为假手术

（:@A<）组、去势（BCD）组、去势 E 雷诺昔酚（BCD E ;AF）组。BCD E ;AF 组大鼠术后第 G 天开始给予

雷诺昔酚灌胃。术后 G# HI 处死各组大鼠，对各组大鼠不同部位骨组织形态计量学指标、骨密度

（J<>）进行检测，并利用免疫组织化学染色及图像分析方法对各组大鼠松质骨切片 7896!表达图像

进行分析，观察 ;AF 对 BCD 大鼠腰椎松质骨中 7896!表达的影响。结果 （"）与 :@A< 组相比，BCD
组大鼠骨小梁体积、骨小梁平均厚度、皮质骨厚度等骨形态计量学指标明显下降（! K #L#"），BCD E
;AF组大鼠骨形态计量学指标明显大于 BCD 组（! K #L#"），接近 :@A< 组水平（! M #L#$）；（G）与

:@A< 组相比，BCD 组股骨近端、股骨干、腰椎 J<> 明显降低（! K #L#"）；;AF 治疗组各部位 J<> 高于

BCD 组（! K #L#" 或 ! K #L#$），接近 :@A< 组水平（! M #L#$）；（?）去势组与 :@A< 组相比较，7896!表

达的灰度值明显降低（! K #L#"）；;AF 组较 BCD 组灰度值明显升高（! K #L#"），经 ;AF 治疗后的去卵

巢大鼠骨小梁周围及髓腔内 7896!阳性表达明显减弱（! K #L#"），接近 :@A< 组水平（! M #L#$）；结论

;AF 可通过抑制破骨性因子 7896!表达来抑制因雌激素缺乏引起的骨密度降低及骨形态结构退

变。
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绝经后骨质疏松症（+"/&>$)"+(,/(! "/&$"+"%"/*/，
ABC）是一种严重危害人类健康的代谢性疾病，其特

点是骨转换加快，成骨与破骨作用失去平衡，骨量减

少和骨组织显微结构受损，继而引起骨骼脆性和骨

折危险性增加。以往主要通过雌激素替代疗法来预

防和防治 ABC，雌激素的骨保护作用主要是抑制破

骨细胞的增殖和活性，减缓和抑制骨吸收，并促进成

骨作用。但长期应用会增加乳腺癌和子宫内膜癌的

危险性［3，D］，使得雌激素替代疗法防治 ABC 受到了

限制。EFG 是选择性雌激素受体调节剂（/$!$-&*=$
$/&%".$) %$-$+&"% >"7,!(&"%，HIEB）的新一代衍生物，

对骨组织具有雌激素样骨保护作用，对乳腺和子宫

则具有拮抗雌激素的作用，在防治 ABC 的同时也避

免雌激素替代疗法对机体产生的副作用。本次实

验，我们通过 EFG 对去势后大鼠骨组织形态计量学

指标、骨密度和松质骨中 9:;<!表达的影响来探讨

HIEB 的骨保护作用机制。

/ 材料和方法

/0/ 主要试剂及仪器

H+%(.,$<J(#!@ 雌性大鼠（第四军医大学实验动

物中心提供）；雷诺昔酚片剂（礼来苏州制药有限公

司，批号：F 1K1LMK）；兔抗大鼠 9:;<!多克隆抗体、

HFNO 免疫组化试剂盒及 JFN 显色剂（武汉博士德

生物工程有限公司）；JAP<QR 型骨密度仪及中小动

物软件系统（G,)(% 公司，美国）；GIQOF JB GF 显微

镜及 G$*-( R<S*) H&()7$% T D2U 全自动图像分析系统

（G$*-( 公司，德国）。

/01 方法

/010/ 分组和处理：V 月龄未经产雌性二级 HJ 大

鼠 U1 只，体重 UD1 W DX .，随机分为 U 组：HYFB 组、

CTP 组、CTP Z EFG 组，每组 31 只，组间大鼠体重无

统计学意义。所有大鼠均以 U[戊巴比妥钠（M1 >.\
].）腹腔内注射麻醉，在无菌条件下手术，取背部切

口。分离、结扎、摘除 CTP 组、CTP Z EFG 组大鼠双

侧卵巢；分离、提出 HYFB 组大鼠双侧卵巢后，放回

腹腔，分层缝合关闭切口。术后第 D 天开始将雷诺

昔酚片剂碾碎制成浓度为 12U .\G 的生理盐水悬液，

按每只 3 >.\（].·7）给 EFG 组大鼠灌胃。假手术组、

去势组大鼠按每只 U >!\].\7 用生理盐水灌胃。术

后 U 组大鼠均在二级环境下分笼饲养，给予标准饲

料，自由摄水。U 组大鼠均于术后 D1 周后处死。

/0101 标本采集制备方法：各组大鼠腹腔内注射麻

醉，取各组大鼠股骨、腰椎用于测量骨密度。取 GD
椎体及股骨髁部置于 M[的多聚甲醛溶液 M ^ 环境

下固定 MV ’，再放入 3X[IJ9F 溶液中脱钙 D 周，每

U 天更换 3 次脱钙液，脱钙完成后，标本经梯度酒精

逐级脱水后，石蜡包埋、切片，切片厚度 M">；股骨

髁部及部分 GD 椎体切片进行 YI 染色，并进行骨形

态学计量分析，部分 GD 椎体切片进行免疫组化染

色。

/0102 免疫组织化学染色：免疫组化染色过程：（3）

切片浸入二甲苯、梯度酒精脱蜡、脱水，在室温 D1 ^
下置于 U >!\G YDCD 溶液中灭活内源性过氧化酶，蒸

馏水清洗 U 次；（D）切片浸入 1213B 枸橼酸盐缓冲

液，用电炉加热至沸腾后熄火，间隔 L >*) 后再反复

加热 D 次，冷却后 ANH 清洗 D 次，滴加 X >!\G NHF 封

闭液，室温下孵育 D1 >*)，甩去多余的液体；（U）滴加

3 _U11（M11）兔抗大鼠 9:;<!多克隆抗体（#抗），在

室温下孵育 D ’ 后用 1213 >>"!\G ANH 清洗 U >*) ‘ U
次；（M）滴加 3 _ U11（M11）生物素化山羊抗兔 Q.a（$
抗），室温下孵育 D1 >*)，1213 >>"!\G ANH 溶液冲洗

D >*) ‘ U 次；（X）滴加 HFNO 试剂，室温下 D1 >*)，

1213 >>"!\G ANH 清洗 X >*) ‘ U 次；（L）JFN 显色，显

微镜下观察有棕黄色物质出现时停止；（K）蒸馏水冲

冼；苏木素复染细胞核，常规梯度酒精脱水、二甲苯

透明，中性树胶封片。

/0103 骨组织形态计量学分析：采用德国 G$*-( R<
S*) H&()7$% TD2U 全自动图像分析系统；采集大鼠 GD
椎体骨组织切片图像（每只 U 张），并对图像进行影

像学处理（附图 3 b U）；通过计算机自动分析系统测

量已处理图像骨小梁基础参数：骨小梁面积（984
F%）、骨小梁周长（984 A>）、皮质骨面积（O& 4 F%）、皮质

骨周长（将皮质骨截面近似的认为是矩形，以皮质骨

外膜周长 A4 A> 代表皮质骨周长）；利用骨组织计量

学公式计算其他骨组织学参数：%骨小梁体积百分

比：NT\9T（[）（即：骨小梁面积\（髓腔面积 Z 骨小梁

面积）‘ [）；&骨小梁平均厚度（984 9’）：（984 F%\
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附图 ! " # 图像处理后 !"#$ 组、%&’ 组、(#) 组松质骨骨小梁结构（ * +,,）

-./01）（!1）；"皮质骨平均厚度（2-）（!1）：（23 / #45
0/ 01）（!1）。

!$%$& 骨密度测量：使用 60’789 型 :,;, 双能 ’ 线

吸收测量平台，通过计算机中小动物软件系统测股

骨粗隆部、股骨干中点及第 < = > 腰椎中点 ?$6。

!$%$’ 图像分析：骨组织形态学及骨免疫组织化学

观察 采 用 )@82# 6$ )# 显 微 镜 及 )ABCD 97EBF
!3DFGA4 &HI< 全自动图像分析系统。组织形态学观

察，光镜下观察 )H 椎体 "@ 染色切片形态学特征。

采用计算机图像分析系统测定免疫组化染色片中

-JK7#表达的平均灰度值。判定方法：灰度值越小，

阳性染色越强，表明免疫反应性越高。结果进行统

计学处理。

!$%$( 统计学方法：采取 !0!! ++I> 软件进行统计

分析，所有参数均以!! L " 表示。组间差异采用方

差分析，)!673 检验。

% 结果

%$! 显微镜下观察

椎体松质骨中 -JK7#主要分布在骨小粱周围的

成骨细胞、骨基质中；胞核及胞质中均有阳性染色；

与 !"#$ 组比较，%&’ 组大鼠松质骨中 -JK7#阳性

反应明显增强；而 (#) 治疗组 -JK7#阳性表达明显

减弱。图 ; = M 分别为对照组、去势组、治疗组腰椎

松质骨 -JK7#免疫组织化学染色（抗体稀释度为 + N
;,,；箭头所指为阳性染色 !#?2 * ;,,）。

%$% 图像分析

去势组与 !"#$ 组相比较，-JK7#阳性细胞灰

度值明显降低（# O ,I,+），而 (#) 治疗组 -JK7#阳

性细胞灰度值高于 %&’ 组（# O ,I,+）（见表 +）。

表 ! 各组松质骨中 -JK7#阳性细胞灰度值对比（!! L "）
组别 !"#$ %&’ %&’ P (#)

灰度值 +Q+IR> L HHIM<" +;>I<M L H>I,M +M,I;> L +RIH>"#

注：与 %&’ 组比较，" # O ,I,+；与 !"#$ 组比较，# # O ,I,+

%$# 术后 H, 周 %&’ 组与 !"#$ 组比较，皮质骨及

松质骨 ?$6 均明显降低。股骨近端粗隆部、股骨

干、第 < = > 腰椎 ?$6 均明显下降（# O ,I,+）；%&’
P (#) 组与 %&’ 组比较，股骨近端粗隆部、第 ;、>

腰椎 ?$6 明显高于 %&’ 组（# O ,I,+），股骨干、第 <
腰椎 ?$6 均高于 %&’ 组（# O ,I,>），%&’ P (#) 组

与 !"#$ 组比较，股骨近端、股骨干、第 < = > 腰椎

?$6 接近 !"#$ 组（# S ,I,>）（见表 H）。

表 % 各组 ?$6 测定值比较（!! L "，T5C1H）

部位 !"#$ %&’ %&’ P (#)
股骨近端 ,I+R, L ,I,H;"" ,I+>R L ,I,H, ,I+QQ L ,I,HH""#

股骨干 ,I+:+ L ,I,+H"" ,I+>H L ,I,++ ,I+M: L ,I,+,"#

)< ,I+RH L ,I,+>"" ,I+M> L ,I,+< ,I+:R L ,I,+M"#

); ,IH,: L ,I,++"" ,I+Q< L ,I,+< ,I+R: L ,I,+,""#

)> ,IHH+ L ,I,+H" ,I+QR L ,I,+H ,IH++ L ,I,++""#

注：与 %&’ 组比较，" # O ,I,>，""# O ,I,+；与 !"#$ 组比较，

# # S ,I,>
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!"# 骨组织形态计量学分析

与 !"#$ 组比较，%&’ 组骨小梁体积、骨小梁

平均厚度、皮质骨厚度显著下降（! ( )*)+）；,#- 治

疗组的上述参数明显高于 %&’ 组（ ! ( )*)+），与

!"#$ 组差异无显著性（! . )*)/）（见表 0、图 1）。

表 $ 各组大鼠腰椎骨组织形态计量学参数比较（!" 2 #）
参 数 !"#$ %&’ %&’ 3 ,#-
4&56&（7） 88*+9 2 0*/: 91*;: 2 0*:" 8+*80 2 0*;#
6<= 6>（!?） 09*@8 2 /*;/ 9+*00 2 8*)+" 9:*1) 2 /*8;#
A6（!?） /9*0; 2 8*18 0@*8) 2 8*)@" 8:*0; 2 0*+:#

注：与 !"#$ 组及 &%’ 3 ,#- 组比较，" ! ( )*)+；与 !"#$ 组比

较，# ! . )*)/

!"% 骨组织形态学观察

腰椎及股骨髁部 "B 切片光镜下观察见：%&’
组骨小梁明显稀疏，皮质骨变薄，小梁及间隙增大，

部分区域骨小梁消失；治疗组与 %&’ 组对比，小梁

相对丰富，骨皮质较厚，小梁间隔较小，接近假手术

组。图 @ C +) 分别为对照组、去势组、治疗组腰椎骨

小粱结构的组织学对比；图 ++ C +0 分别为对照组、

去势组、治疗组股骨髁部骨小粱结构的组织学对比

（ D +))；箭头所指为骨小梁）。

图 & 各组大鼠 -9 椎体骨组织形态计量学参数比较（与 !"#$ 组、%&’ 3 ,#- 组比较，

" ! ( )*)+，与 !"#$ 组比较，# ! . )*)/，$ E +)）

$ 讨论

6FG"（肿瘤坏死因子"）是一种强有力的骨吸收

诱导剂，主要由单核巨噬细胞产生；6FG"具有抑制

骨形成、促进骨吸收的作用；其骨吸收作用主要是通

过增加破骨细胞数量、减少骨基质钙化、抑制成骨细

胞活性来完成的。研究表明，6FG"可直接促进破骨

细胞前体细胞的有丝分裂及破骨祖细胞的分化［0］，

并对成熟破骨细胞的骨吸收功能产生促进作用［8］，

还间接通过介导基质细胞和成骨细胞表达参与破骨

细胞分化所必需的“下游”细胞因子如：巨噬细胞集

落刺激因子（$HA!G）、粒细胞H巨噬细胞集落刺激因
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子（!"#$%&）、白介素#’（() #’）、白介素#**（()#**）等

促进 破 骨 祖 细 胞 的 增 殖，增 强 破 骨 细 胞 活 性［+］。

,-&#!对骨代谢的作用受雌激素的调节，雌激素通

过抑制 ./#* 依赖的转录、调节 0#123 表达以及抑制

0#123 末端激酶磷酸化来抑制和下调 ,-&#!基因的

表达，达到抑制骨吸收的作用［’］。正常的骨组织代

谢是由破骨细胞不断吸收旧骨，成骨细胞沉积新骨

以维护骨正常的质和量，使骨转换始终处于一个动

态平衡中。由于去卵巢后大鼠雌激素水平降低，雌

激素对骨吸收的抑制作用减弱，增强的破骨作用刺

激成骨反应使得骨转换加快，并且骨吸收始终大于

骨形成，最终导致骨质疏松的发生［4］。

雌激素具有抑制绝经后妇女泌尿生殖器官萎

缩、抑制骨转换、防止骨丢失、改善绝经后血脂紊乱

及记忆力下降（老年性痴呆症）等多种作用［5#*6］，对

改善绝经后妇女的生活质量具有积极作用。然而，

雌激素长期应用会导致子宫内膜和乳腺增殖，增加

患子宫内膜癌和乳腺癌的危险性。

%78" 是一类化学结构类似雌二醇人工合成非

甾体化合物，含有多种衍生物，通过与雌激素竞争结

合雌激素受体（78）发挥作用，对女性生殖系统具有

拮抗雌激素的作用，而对骨骼及心血管系统则起保

护作用。8.) 是 %78" 新一代的衍生物，有良好的

组织选择性，对下丘脑、乳腺和子宫内膜无刺激作

用［**#*9］，通过选择性结合位于成骨细胞、破骨细胞及

骨细胞前体上的 78，由 78 介导，刺激成骨细胞，抑

制破骨细胞，调控骨的形成、吸收和骨改建。研究表

明［*+］：78 与雌激素类物质结合后，激活多个位于

:-. 上的应答素（:-. ;<=>?3=< <@<A<3B），如雌激素

应答素及 8.) 应答素，通过应答素来调节基因转

录，影响蛋白合成，如 C=B<?3<0BD3 基因、尿激酶胞质

素原激活基因、特异性神经轴突生长蛋白 !./#9E 基

因及癌胚蛋白 $#"F$ 基因等，这些基因通过调节编

码在骨、心血管和神经系统中起重要作用的蛋白，产

生不同的生物效应。

骨密度和骨组织形态计量学参数是反映骨生长

代谢情况的重要指标，能直接反映骨质量和性能。

去势 G6 周后，CHI 组腰椎、股骨干、股骨近端 J":、

骨小梁体积、骨小梁平均厚度、皮质骨厚度等骨形态

计量学指标较 %K." 组明显下降（! L 6M6*），表明

去势后大鼠皮质骨、松质骨骨量均明显丢失，骨形态

计量学指标数值发生了明显改变，骨显微结构受到

破坏，发生骨折的危险性增加。经 8.) 治疗 G6N 后

的去势大鼠，各部位骨密度无明显减少，松质骨、皮

质骨 J": 大于单纯去势组（! L 6M6* 或 ! L 6M6+），

各骨形态计量学指标数值明显大于 CHI 组（ ! L
6M6*），接近 %K." 组水平（! O 6M6+），说明 8.) 能

够明显延缓和抑制去势大鼠 J": 和骨矿含量的降

低，对维持低雌激素水平情况下骨细微结构有显著

疗效。

去势 G6NP 后大鼠松质骨中 ,-&#!阳性细胞灰

度值较 %K." 组明显降低（! L 6M6*），说明去势大

鼠松质骨中 ,-&#!阳性反应较 %K." 组明显增强；

8.) 治疗组的去势大鼠松质骨中 ,-&#!阳性细胞灰

度值明显高于 CHI 组（! L 6M6*），说明经 8.) 治疗

后的去势大鼠松质骨中 ,-&#!阳性表达受到了明显

抑制。

结合各组大鼠骨组织形态计量学参数、J": 及

松质骨中 ,-&#!阳性灰度值的改变，进一步说明：去

势大鼠雌激素水平的降低，使雌激素对 ,-&#!基因

表达的抑制和下调作用减弱，促进了骨吸收的作用，

加快了骨质疏松的发生及骨微细结构的破坏，而

8.) 起到了类似雌激素的骨保护作用，抑制了去势

大鼠松质骨中 ,-&#!的表达，减弱了由 ,-&#!诱导

而产生的骨吸收，抑制了因雌激素缺乏引起的骨密

度降低及骨形态结构退变。本实验说明：8.) 通过

抑制破骨性因子 ,-&#!表达来抑制因雌激素缺乏引

起的骨密度降低及骨形态结构退变，可能是 %78"
抑制绝经后妇女骨吸收及骨质疏松形成的重要机制

之一，也说明 8.) 是目前防治绝经后妇女骨质疏松

较为理想的类雌激素药物。
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