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89:;<=>?@ 在青少年特发性脊柱侧凸患者

低骨量发生机制中的作用
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摘要：目的 从骨髓间质干细胞（ABCD）水平探讨 89:;< 及 >?@ 与青少年特发性脊柱侧凸（9EB）患者

骨量降低的关系。方法 F# 例 &% G &$ 岁志愿者分为 % 组，其中 9EB 组 !" 例，年龄 &% G &$ 岁，平均

&FH& 岁。正常对照组 &# 例，年龄 &% G &$ 岁，平均 &FH$ 岁。9EB 组 <23I2 & 型 &F 例，% 型 % 例，! 型 # 例，

J 型 ’ 例。% 组均采用双能 K 线吸收测量仪测量 LAM，测量部位包括非优势侧股骨近端及腰椎。分别

从 % 组志愿者髂前上棘处骨穿刺抽取 &"), 骨髓，肝素抗凝。体外密度梯度离心法分离培养 ABCD，扩

增至 ?! 代行表型鉴定，8NO?C8 法检测 % 组 ABCD 中 89:;< 及 >?@ 的 )8:9 表达强度。结果 9EB 组

腰椎（<% G <F ）及股骨近端的 LAM 值明显低于正常对照组。9EB 组 89:;< 的 )8:9 表达显著强于对

照组（! P "H"&），而 >?@ 的 )8:9 表达显著低于对照组（! P "H"&）。结论 89:;< 及 >?@ 在 ABCD 水

平表达强度的异常可能与 9EB 骨量降低的分子机制相关。
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青 少 年 特 发 性 脊 柱 侧 凸（!"#$%&’%() *"*#+!),*’
&’#$*#&*&，-./）作为脊柱侧凸最常见的形式，病因及

发病机理至今尚未阐明［0，1］。有文献报道 -./ 患儿

在青春发育期除表现为生长发育异常外，还普遍存

在骨密度下降、骨量减低的现象［2］。但该现象发生

的确切分子机制目前尚不清楚。分子生物学研究表

明核因子 34 受体活化子配体（ 5%’%+)#5 !’)*6!)#5 #7
8934 $*:!("，;-8<=）及骨保护蛋白（#&)%#+5#)%:%5*(，

>?@）是 调 控 破 骨 细 胞 分 化 成 熟 的 两 个 关 键 分

子［ABC］。两者在骨质疏松的预防、发病以及治疗领域

中作用的研究已取得阶段性进展，但迄今鲜见其在

-./ 骨量减低分子机制方面的相关文献报道。为此

我们设想从骨髓间质干细胞（D%&%(’,ED!$ &)%D ’%$$&，
F/G&）水平检测 ;-8<= 及 >?@ 的 D;8- 表达，探求

-./ 骨量减低的可能分子机制。

! 材料和方法

!"! 一般资料和实验分组

本组共 AH 例志愿者，实验组 2I 例，均为 -./ 患

儿，均为女性，年龄 01 J 0K 岁，平均年龄 0AL0 岁。

正常对照组 0H 例，为同年龄非脊柱侧凸患儿，均为

女性，年龄 01 J 0K 岁，平均年龄 0ALK 岁。对于 -./
患者均需行全脊髓 F;. 检查排除可能存在的中枢

神经系统病变。本实验研究排除就诊前接受过任何

形式（如支具、手术等）治疗的 -./ 患儿。实验组侧

凸 G#MM 角 AIN J 0ION，平 均 O1LKN。=%(3% 分 型［P］：

=%(3% 0 型 0A 例（=%(3% 0 -B2 例，=%(3% 0 -8 型 2 例，

=%(3% 0 4B0 例，=%(3% 0 48 H 例，=%(3% 0 G8 0 例），

=%(3% 1 型 1 例（=%(3% 1 -8 0 例，=%(3% 1 48 0 例），

=%(3% 2 型 H 例（=%(3% 2 4 Q 0 例，=%(3% 2 G8 O 例），

=%(3% O 型 C 例（=%(3% O G Q 0 例，=%(3% O G8 K 例）。

根据 ?RFG 分型［0I］则可分为!型 0K 例（! ! 型 P
例，!M 型 O 例，!’ 型 2 例），"型 02 例（"! 型 1
例，"M 0 型 A 例，"M 1 型 2 例，"’ 0 型 1 例，"’ 1
型 1 例）。正常对照组系非脊柱畸形住院治疗的患

者，由同一名脊柱外科医生负责体格检查以排除脊

柱侧凸、生长发育障碍及其他慢性疾病。其中股骨

干骨折 A 例，骨盆骨折 1 例，腰椎间盘突出症 2 例，

发育性腰椎管狭窄症 1 例，骨囊肿 1 例，股骨干骨折

术后 0 例，腰椎间盘炎 0 例，左臂丛神经损伤 0 例。

实验组及对照组均采用双能 S 线吸收测量仪（"T!$B
%(%5:E SB5!E !M&#5+)*#D%)5E，UVS-）测量骨密度，测量

部位包括非优势侧股骨近端及腰椎，且实验组中每

名 -./ 患儿骨密度与本实验对照组平均骨密度差值

均低于 0LI &（符合骨量减少诊断标准）［00］。所有研

究对象均排除恶性肿瘤，血液系统疾病，器质性内分

泌疾病，神经系统疾病及骨代谢疾病，无长时间活动

受限或过量运动者，且近年未用过影响骨代谢的药

物（如降钙素、氟化物、活性维生素 U 制剂、皮质激

素等）。麻醉成功后手术开始前，无菌条件下于志愿

者髂前上棘处行骨穿刺抽取 0I D$ 骨髓，肝素抗凝。

!"# 主要仪器和试剂

胎牛血清（?-- 公司），IL1OW 胰酶（XE’$#(% 公

司），9*’#$$B?!YT% 分离液（0LIKK Z 0I2 :[= -D%5&,!D
公司），低糖 UFVF 培养基（含青霉素、链霉素各 0II
T[D$）（XE’$#(% 公司），荧光标记小鼠抗人抗体 GUAO B

9.\G、GU1P B9.\G、GUAA B9.\G、GU0A B?V、GU2A B?V、GU0IO B
?V、X=-BU;B?V（4U 公司），9-G/G!$*MT5 型流式细胞

仪（4%’)#( U*’3*(&#( 公 司 ），G< AI 相 差 显 微 镜

（>$ED+T& 公司），F%:!7T:% 0LI; 冷冻离心机（X%5!%T&
公司 ），\5*]#$ ;%!:%()（ .(6*)5#:%( 公 司 ），琼 脂 糖

（?5#D%:! 公司），电泳仪（4*#B;%" 公司），F^B0II 型

?G; 仪（F^ 公司），;\B?G; 试剂盒（4U 公司），双能

S 线吸收测量仪（=T(!5 公司）。

!"$ F/G& 的体外分离、培养、扩增

将 0I D$ 抗凝骨髓分装入两支 0O D$ 离心管中，

?4/ 洗涤 1 J 2 次，每次洗涤后 0HII 5+D 离心 H D*(。

9*’#$$B?!YT% 分离液与骨髓以 A _ H 的比例混合。1OII
5+D 离心 2I D*(。将白膜层吸至另一 0O D$ 离心管

中 ?4/ 洗涤 1 次。反复吹打制成单个细胞。分装入

O D$ 低糖 UFVF 培养体系中（含胎牛血清 0IW）。

培养瓶置入 2K‘、OW G>1 饱和湿度的条件下培养。

接种后 1A , 和 K1 , 各换液 0 次，以后每隔 1 J 2 天

换液 0 次。待原代单个核细胞铺满瓶底后用 IL1OW
胰酶消化，按 0 _2 比例传至 ?2 代，培养条件同原代。

!"% F/G& 的表型鉴定［H］

待 ?2 代单个核细胞铺满瓶底后，细胞铲将其刮

下，相差显微镜下记数板记数。取 0 Z 0IH 个细胞，

9-G/G!$*MT5型流式细胞仪行表型鉴定。选用荧光

标记小鼠抗人抗体 GU 1PB9.\G、GU AAB9.\G、GU AOB
9.\G、GU 0AB?V、GU 0IOB?V、GU 2AB?V、X=-BU;B?V。

!"& F/G& 总 ;8- 的抽提［02］

取 0 Z 0IH 个细胞，0 D$ \5*]#$ 孵育 O D*(（0O J
2I‘）。IL1 D$ 氯仿，孵育 2 D*(。A‘0IIII : 离心 0O
D*(。取上层水相，ILO D$ 异丙醇，孵育 0I D*(（0O J
2I‘），摇匀。A‘ 0I III J 01 III : 离心 0I D*(，见

;8- 沉淀。KOW酒精 0 D$ 震摇混匀，A‘ KIII : 离

OKA中国骨质疏松杂志 1IIK 年 K 月第 02 卷第 K 期 G,*( ^ >&)%#+#5#&，̂T$E 1IIK，a#$ 02，8#LK



心 ! "#$，重复 % 次。风干酒精，去离子水重悬 &’(
沉淀，比色法测定样本 )*%+, -)*%., 值，计算总 &’(
浓度。

!"# &/012& 反应及琼脂糖凝胶电泳［34］

采用 5* 公司的 /#67$#8"/9一步法 &/012& 试剂

盒在 9:0%,, 型 12& 仪上进行 &/012& 反应，&(’;<
上游引物序列为：!=0(>2>/2>222/>//2//2/(04=，
下游 引 物 序 列 为：!=0(/>>>(/>/2>>/>>2(//(0
4=。扩增产物为 4?4@A。)1> 上游引物序列为：!=0
222//>222/>(22(2/(2/(04=，下 游 引 物 序 列 为：

!=0>2//>2(22(2/22(((/2204=。扩 增 产 物 为 %3,
@A。两者 &/012& 反应条件相同均为：!,B 3 C，D?B
! "#$，D?B ?! E，!.B 3 "#$，F%B3 "#$，再循环 %D 次

（从第 4 步始），F%B 延伸 3, "#$，3%B结束。12& 扩

增产物在浓度为 %G的琼脂糖凝胶上进行电泳，/5H
缓冲液终浓度为 ,I! J 。采用 K"7L6M#NO %,,3 生物电

泳图像分析系统对电泳条带灰度值进行半定量分

析。

!"$ 统计学处理

全部数据处理均采用 K1KK 34I, 统计软件。组

间差异比较使用独立样本 ! 检验，" P ,I,! 差异有

统计学意义。

% 结果

%"! 59* 检测结果

(QK 组腰椎（<% R <?）及股骨近端的 59* 值明显

低于正常对照组，两组各部位 59* 结果见表 3。

表 ! (QK 组与 ’ 组腰椎及股骨近端 59*（S-T"%，!# U $）

分组 腰椎 股骨颈 大转子 V7LWXE 三角

(QK 组（ % Y 4,） ,Z.+ U ,Z3% ,Z., U ,Z,D ,Z+. U ,Z,D ,ZF% U ,Z3%
’ 组（ % Y 3+） ,ZD. U ,Z3! ,ZD? U ,Z3! ,Z., U ,Z3F ,Z.D U ,Z3?

! 值 [ %Z3++ [ ?Z3,! [ 4Z3?, [ 4Z!,3
" 值 ,Z,4! P ,Z,3 P ,Z,3 P ,Z,3

%"% 9K2E 体外培养结果

(QK 组及 ’ 组均分离培养、传代成功。

%"& 9K2E 的形态学特点

培养 %? C：有较多圆形单个核细胞贴壁（图 3）。

培养 F% C：单个核细胞由圆形向梭形转化。部分细

胞两极伸出细长胞浆突起，集落样生长（图 %）。

%"’ 14 代 9K2E 表型鉴定结果

% 组 9K2E 2* 3?01H、2* 4?01H、2* ?!0\Q/2、

]<(0*&01H 检 测 均 为 阴 性，2* %D0\Q/2、2* ??0
\Q/2、2* 3,!01H 检测均为阳性。与文献报道一致［+］

（图 4）。

图 ! 1, 代培养 %? C 9K2E：较多

圆形单个核细胞贴壁（ J %,,）

图 % 1, 代培养 F% C 9K2E：单个核细

胞由圆形向梭形转化（ J %,,）

%"( &/012& 检测结果

% 组抽提的总 &’( 经比色法测定其 )*%+, -)*%.,

比值 均 在 3I. R %I, 范 围 内。(QK 组 &(’;< 的

"&’(表达显著强于对照组（ ! Y FIF,3，" P ,I,3）

（图 ?），)1> 的 "&’( 表达显著低于对照组（ ! Y [
?ID%4，" P ,I,3）（图 !），经计算 (QK 组 &(’;<-)1>
比值显著大于对照组（ ! Y +IF4%，" P ,I,3，表 %）。

表 % 各组 9K2E &(’;<、)1> 及 &(’;<-)1>
表达强度（!# U $）

分组 &(’;< )1> &(’;<-)1>
(QK 组（% Y 4,） +% Z%4 U !Z. ?F Z?? U 4Z?. 3 Z43 U ,Z%3
’ 组（% Y 3+） 4F Z!F U ?Z. !? Z%. U 4Z?+ , Z+3 U ,Z%,

! 值 FZF,3 [ ?ZD%4 + ZF4%
" 值 P ,Z,3 P ,Z,3 P ,Z,3
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图 ! !"#$ 表型鉴定结果图

图 " %&" 与 ’ 组 (%’)* +(’% 表达强度

! 讨论

%&" 作为一种复杂的脊柱三维畸形，除表现为

青春期生长发育异常外，还普遍存在全身性骨量减

低的现象。早在 ,-./ 年 012342［,5］就率先报道 %&"

图 # %&" 与 ’ 组 678 +(’% 表达强度

患儿存在骨量降低的现象。近年的研究发现，%&"
患儿的骨密度（9:34 +;342<= 43$;>?，0!@）显著低于同

年龄健康者，这不仅表现在病变部位，甚至在非病变

部位也是如此。#A43B 等［C，,D］通过对 CE, 名（%&" .,
例，同年龄正常对照 //E 名）,/ F ,5 岁青少年腰椎

GG5中国骨质疏松杂志 /EEG 年 G 月第 ,C 卷第 G 期 #A;3 H 6$>4:I:2:$，H1=? /EEG，J:= ,C，’:KG



及双侧股骨近端 !"# 检测发现，$%& 患儿 ’ 个年龄

段 !"# 值均低于正常对照。吴洁［()］在进行了类似

的研究后同样发现，$%& 患儿各部位的 !"# 值均明

显低于对照组。本组 ’* 例 $%& 患者 !"# 测量结果

与上述文献报道一致，但该现象发生的确切分子机

制目前尚不清楚。

近年来临床上 $%& 患儿身材瘦高以及四肢纤细

修长的现象正引起越来越多学者对 $%& 生长发育异

常本身及 $%& 骨量降低与生长发育异常之间存在关

系的关注。+,-./0.-［(1］通过对 (2** 例芬兰 $%& 女孩

的研究发现，她们的矫正身长也要显著高于 (( 3 (2
岁健康女孩的平均身长。其中 (( 3 (’ 岁，身高甚至

无需矫正都要高于同年龄对照组。而发育成熟后她

们的 身 长 优 势 与 对 照 组 相 比 不 复 存 在。45678
等［(2，(9］在检测发现 $%& 组 ’ 个年龄段 !"# 值均低

于对照组的同时也发现 $%& 患儿肢体长度明显超过

正常组的儿童。上述现象说明，$%& 患儿体内可能

存在以软骨内化骨形式完成的骨纵向生长加速造成

的生长发育不平衡，且 $%& 患儿存在的以骨量减低

为特征的骨代谢异常与生长发育异常之间可能存在

相关性。

正常骨代谢是通过骨吸收和骨重建过程维持动

态平衡的。其中破骨细胞（/0:6/;,<0: =4）的分化和

成熟是骨吸收的中心环节。分子生物学研究表明，

>$?@A 又称为骨保护素配体（=BCA）或破骨细胞分

化因子，是调控 =4 分化成熟的关键分子，主要在

"&40 及成骨细胞（/0:6/D,<0: =!）中表达，其后与 =4
膜上 >$?@A 配体 >$?@ 结合，刺激 =4 分化、活化并

抑制其凋亡，从而维持骨生长发育的动态平衡［(E］。

=BC 又称为破骨细胞生成抑制因子，被 "&40 作为

局部因子表达的同时作为 >$?@A 的特异性抑制物，

通过与 >$?@A 的结合，竞争性抑制 =4 的分化和活

性［F*GFF］。由此可知，骨吸收的关键是 =4，而调控 =4
分化和成熟的关键分子 >$?@A 和 =BC 主要是由

"&40 表达的。作为中胚层起源的原始细胞，"&40
不仅具有很强的自我更新能力，而且体外分离培养

时遗传背景稳定，传 F 3 ’ 代后也不会丧失其正常的

核型及端粒酶活性［F’GFH］，更为重要的是 "&40 经传代

后细胞数量已能满足分子生物学检测的需要。为此

我们设想从 "&40 水平探讨调控 =4 分化成熟的分

子机制，通过检测细胞因子 >$?@A 和 =BC 的核酸

表达水平，从分子水平揭示 $%& 患儿骨量减低的可

能原因。

本实验中实验组中每名 $%& 患儿骨密度与对照

组平均骨密度差值均低于 (I*0，换言之本组 ’* 例

$%& 患儿均存在骨量减低的现象。结果显示，$%& 患

儿 "&40 中 >$?@A 的核酸表达强度显著高于同年龄

对照组。我们推测 $%& 患儿骨骼生长发育时，"&40
聚集区相对高表达的 >$?@A 可优势启动破骨前体

细胞的信号转导过程，最终导致 =4 分化的增强，这

是一种上调作用。&5-/:<7- 等［F2］在体外培养小鼠成

骨细胞和骨髓细胞时发现，>$?@A 可诱导破骨前体

细胞分化为有功能的 =4，这说明 >$?@A 与 =4 的分

化和成熟直接相关，它能刺激 =4 活化并抑制其凋

亡。此外，>$?@A 与 >$?@ 结合促使 =4 中许多基

因表达，如血小板衍生生长因子G!、胰岛素样生长因

子G( 等，而这些因子都有促进 =! 增殖分化 的 作

用［F)］，而增殖的 =! 又可通过分泌 >$?@A 发挥其正

反馈作用。由此我们得知 $%& 患儿 "&40 中高表达

的 >$?@A 可增强其活化 =4 的能力，加速诱导破骨

前体细胞分化为成熟的 =4，从而使得 $%& 患儿骨吸

收程度较同年龄正常儿童有显著增强。这与 $%& 患

儿临床中骨密度降低的现象一致。

!/J,6等［F1］研究发现，过度表达 =BC 的转基因

小鼠骨质坚硬，骨髓腔变小，呈明显的大理石样骨病

表现；相反，敲除 =BC 的小鼠会发生严重的骨质疏

松。据此他认为体内 =BC 含量的多少与骨量变化

密切有关。近年研究表明，采用 =BC 抑制 >$?@A
活性可以阻断其对于 =4 的激活作用［F9］。本实验结

果显示，$%& 患儿 "&40 中 =BC 的核酸表达强度显著

低于同年龄对照组。我们推测 $%& 患儿 "&40 聚集

区相对低表达的 =BC，可使其作为一个饵受体拮抗

>$?@A，从而对 =4 分化和成熟的阻断效应较同年

龄正常对照组明显下降，导致 =4 分化成熟的能力

相对增强。45678 等［FE］在对 $%& 骨组织形态学研究

也证实，$%& 患者骨小梁连续细长，骨小梁厚度降

低，骨细胞数量减少，骨形成不活跃，少见成骨细胞。

徐琳及曾天舒等［(F，’*］认为，骨微环境中 >$?@A
和 =BC 表达量的相对比值决定着骨代谢的方向，对

于骨质疏松的患者 >$?@AK=BC 比率显著增加。本

实验结果显示，$%& 患儿 "&40 中 >$?@A 的核酸表

达强度显著高于对照组，=BC 的核酸表达强度显著

低于对照组，这说明在转录水平 >$?@A 表达强于同

年龄青少年而 =BC 表达弱于同年龄青少年。同时

$%& 组患儿 "&40 中显著高表达的 >$?@A 以及相对

低表达的 =BC 使得 >$?@AK=BC 的比值显著增加。

一方面 >$?@A 表达增加，由它启动的 =4 分化、成

熟和激活的信号加强；另一方面，=BC 表达下降，对
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!"#$% 的抑制作用减弱，可以强化 !"#$% 与 !"#$
的结合及随后的信号传递过程，二者对 &’ 强势调

控的最终结果导致 "() 患儿 &’ 活性显著加强，骨吸

收程度强于骨形成，导致骨密度降低。此外，由于骨

的生长存在吸收和重建的动态平衡，因此本研究中

骨吸收的增强可能也意味着骨重建同时有所增强，

这与临床所见的 "() 患者身材瘦高及四肢修长等软

骨内成骨增强的现象符合，同时也验证了 ’*+,-［./］

的研究结果，"() 组 012 值明显低于对照组的同时

"() 患儿肢体长度超过正常组的儿童。这说明 "()
患儿的骨吸收与骨重建可能均有加强，只是骨吸收

的程度强于骨重建，造成 "() 患者在软骨内成骨增

强的同时出现骨矿化不足，骨强度不够，骨密度降

低。二者可能都是 "() 患儿生长发育不平衡的一部

分。

过去学者们对 "() 骨量减低的研究多见于大体

测量学方面。至今尚未见有从分子生物学水平研究

"() 骨量异常的文献报道。本实验从 &’ 分化的分

子机制入手，推测细胞因子 !"#$% 及 &34 的表达

与 "() 骨量减低的分子机制间可能存在相关性。但

骨骼的吸收和重建是一极其复杂的过程，存在众多

相互影响的调控通路，细胞因子 !"#$% 及 &34 对

&’ 分化和活化的调控只是其中的一个环节，导致

"() 患者低骨量也肯定存在着其他的机制。因此本

实验所揭示的分子生物学证据在 "() 骨量减低的致

病机理中所起的作用可能微不足道，但这项开拓性

的基础研究无疑会给 "() 患者骨量降低的病因学更

深层次的研究带来新的思路和启发。
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