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摘要：目的 观察辛伐他汀体内给药对大鼠骨量和骨髓基质干细胞增殖、分化的影响。方法 0$ 只

6 周龄雌性 78 大鼠按体重随机分成 " 组，每组 & 只：第 0 组（90），对照组，每天蒸馏水灌胃（:）；第 " 组

（9"），实验组，辛伐他汀灌胃 "# );·<;= 0·>= 0（7"# ），持续 ’ 周，于最后 0 次灌胃的第 " 天处死所有大

鼠，取右侧股骨行骨密度和骨组织形态计量学测定；取左侧股骨和胫骨骨髓细胞分别向成骨、成脂方

向诱导培养，并作如下检测：（0）成骨组：采用 !?,, !3/@A+@; B+AC&（!!BC&）法检测定向成骨分化中的骨髓

基质干细胞的增殖能力；细胞培养第 0$ > 和 "& > 分别检测碱性磷酸酶（DEF）比活性、DEF 染色和 G3@
B322*染色；细 胞 培 养 第 0$ >，提 取 总 H:D，采 用 H?*,CA+)? HICF!H 检 测 骨 形 态 发 生 蛋 白C"（J3@?
)3KL.3;?@?A+5 LK3A?+@C"，MNFC"）、碱性磷酸酶（DEF）、破骨细胞分化因子（HD:BE）)H:D 的表达；（"）成脂

组：采用 !!BC& 法检测定向成脂分化中的骨髓基质干细胞的增殖能力；细胞培养第 0&>，检测 EFE 比活

性，并提取总 H:D，采用 H?*,CA+)? HICF!H 检测脂蛋白脂酶（EFE）)H:D 的表达。结果 辛伐他汀体内

给药干扰 "0 > 后大鼠骨量和骨密度无显著变化。体外培养骨髓基质干细胞所有检测基因 )H:D 水

平、细胞增殖能力、矿化能力（G3@ B322* 染色）、DEF 比活性、DEF 染色、EFE 比活性两组间差异均无显著

性。结论 辛伐他汀体内给药 ’ 周对大鼠骨量及骨髓基质干细胞的增殖和分化无显著作用。

关键词：辛伐他汀；骨组织形态计量学；骨密度；骨髓基质干细胞；H?*,CA+)? F!H
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<=== 年 0>$%5 等［<］发现他汀类药物可增强成

骨细胞系的骨形成蛋白9?（/0;9?）的表达，并能有效

地刺激骨形成。随后，;5&.)@ 等［?］证实辛伐他汀可增

加正常及去卵巢大鼠的骨量，AB.>$% 等［C］进一步证

实辛伐他汀在促进骨形成增加密质骨骨密度的同

时，也抑制松质骨骨量的丢失。临床回顾性研究也

表明，服 用 他 汀 类 药 物 可 以 增 加 血 清 中 骨 钙 素

（,#&(,7".7)$，A2D）的 水 平［E］，并 降 低 骨 折 的 发 病

率［F，G］。我们先前的实验也证实辛伐他汀可以部分

阻止去卵巢大鼠骨量的丢失，并可以促进体外培养

的 /012 向成骨细胞分化［H，I］，但 0"+)&J 等［=］的实验

却发现他汀类药物可降低正常大鼠的骨密度，促进

骨转换。本实验在采用骨组织形态计量学进一步验

证辛伐他汀对大鼠骨量影响的同时，参照已建立的

大鼠 /012 体外培养模型［<K］体外培养大鼠 /012 探

讨辛伐他汀对其增殖与分化的影响。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 动物：清洁以上级 = 周龄雌性 1L 大鼠 <G
只，（北京维通利华实验动物养殖中心提供，动物合

格证号 12MN（京）?KK?9KKKC 号）体重（?GF O ?K）P。
)*)*+ 试剂和仪器：L0Q0 培养基（R)S7,），辛伐他

汀（商品名：西之达，国药准字 T ?KKKKKKH，浙江瑞邦

药业有限公司生产），脂蛋白脂酶检测试剂盒、碱性

磷酸酶检测试剂盒、考马斯亮蓝试剂盒（南京建成生

物制品有限公司），22N9I（日本协和化学研究所），

:+)J,.（ U$4)&+,P($），V)$(9R($(!荧 光 定 量 ;28 系 统

（WXL9GG Y，杭州博日），090VZ 逆转录试剂盒（//U
公司），8(".&)!( ;28 0"#&(+0)B（:A[A/A 公司），引

物由上海生工生物工程有限公司合成。

)*+ 方法

)*+*) 实验动物分组和给药：所有大鼠均置于 ?K\
左右和自然光照的动物房中饲养 < 周适应环境，根

据体 重 随 机 分 成 ? 组（每 组 I 只 大 鼠）：第 < 组

（R<），对照组，每天用蒸馏水灌胃；第 ? 组（R?），实

验组，辛伐他汀 ?K !P·@P] <·%] < 灌胃（1?K），持续 C
周。每周称体重 ? 次，根据体重计算新的给药量。

处死前 << %、E % 分别皮下注射盐酸四环素 CK !P·
@P] <和钙黄绿素（7".7()$）F !P·@P] <。

)*+*+ 标本采集与处理：所有实验动物于最后 < 次

给药第 ? 天脱颈致死，在无菌条件下取右侧股骨，E
\避光保存在 HK^酒精中，以备测量骨密度和制作

硬组织切片，取左侧股骨和胫骨，收集骨髓细胞进行

细胞培养。

)*+*, LQMY 测量骨密度：应用 D,+."$%9M8 CG 双能

M 线骨密度测量仪（LQMY，美国），测量股骨骨密度

（/,$( 0)$(+". L($#)&5，/0L）。依据骨密度测量仪实

际扫描测量的股骨长度，分别测量整体骨密度（&,&".
/,$( 0)$(+". L($#)&5，&/0L），近 端（上 <_E）骨 密 度

（;+,B)!". /,$( 0)$(+". L($#)&5，-/0L），中段（中 <_?）

骨密度（!)%%.( /,$( 0)$(+". L($#)&5，!/0L），远端（下

<_E）骨密度（%)#&". /,$( 0)$(+". L($#)&5，%/0L）。

)*+*- 骨组织形态计量学骨标本制作和测量方法：

（<）骨组织不脱钙制片：处死大鼠后截取股骨下

端固定于 HK^酒精，经甲基丙烯酸甲酯包埋、不脱

钙切片，Z,$ N,##" 及 R)(!#" 染色。用 V()7" L0V/ ?
荧光_光学显微镜及 V()7" L2 CKK 数码摄像系统进行

观察与摄取图像。（?）骨计量学测量指标及方法：骨

组织形态计量学的动态和静态参数在股骨远端干骺

端生长板上 < !! 至 E !! 范围内的次级松质骨中

测量，分内、中、外 C 点随机选取图像录入微机，每个

标本采用两种观察方法，每种 = 个图像（组织学观察

用 R)(!#" 染色、普通光源；类骨质观察用 4,$ N,##"
染色），然后采用 V()7" X‘)$ 多功能彩色病理图像分

析软件进行骨组织形态计量学参数测定。

)*+*. 骨髓基质干细胞的体外培养：脱颈处死大鼠

并于无菌条件下取其左侧股骨和胫骨，去除附着肌

肉和结缔组织。用完全 L0Q0 培养液（青霉素 <KK
a·!V] <，链霉素 <KK"P·!V] <，<KK !V·V] < 胎牛血

清，）反复冲洗骨髓腔，收集细胞于离心管中，<KKK +_
!)$ 离心 <K !)$，弃上清，细胞重悬后反复吹打成单

细胞悬液，接种于培养瓶中（? 瓶_只），FK !V·V] <（体

积分数）二氧化碳，CH\温箱中培养。?E ’ 后换液，

以后每 ? b C % 更换培养液，弃掉未贴壁的悬浮细

胞。细胞大致融汇至 IK^后加入条件培养基，分别

向成骨细胞（维生素 2 FK"P·!V] <，#9甘油磷酸钠 <K
!!,.·V] <）和脂肪细胞（吲哚美辛 KcF"!,.·V] <、氢

化可的松 GK"!,.·V] < ）诱导分化，细胞融汇成致密

单层后消化、计数并分别接种于培养瓶、=G、<?、G 孔
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板和 !" ## 培养皿中。

!"#"$ 细胞增殖的测定：第 $ 代细胞以 " % $&! ’#(
密度接种于 )* 孔培养板，每组 $&& 孔，每孔培养基

总量为 $&&!(，次日起每天每组选择 +& 孔细胞，

,,-./ 法连续测 " 0。计算当天（第 $ 天除外）所测

吸光度值与前 $ 天所测吸光度值的比值。

!"#"% 1234.56#2 17.8,1：骨髓基质干细胞在体外诱

导培养 $* 0（成骨组）和 $/ 0（成脂组）后，采用 796:;4
一步法提取细胞总 1<=，1<= 定量后反转录合成第

一链 >?<= 后，用 (@<A.BA<A"荧光定量 8,1 系统

（CD?.** =，杭 州 博 日）进 行 8,1 反 应，内 参 基 因

（B=8?E）与待测基因同批扩增，梯度稀释内参基因

法制定相对标准曲线，根据扩增产物的 ,5 值（扩增

产物的荧光信号达到设定的阈值时所经过的扩增循

环次数）及相对标准曲线求出各标本所含该基因的

模板量，并与其内参量作比，采用溶解曲线法和凝胶

电泳法鉴定产物特异性和片段大小。8,1 反应体

系：总体积 "&!(，包括：123456#2 8,1 F3G529F6H +"

!(，引物（$&!#;4·(I $ ）各 +!(，>?<= 模板 "!(。

8,1 反应条件："& J + #6K，)" J $& #6K；)" J $"
G，*& J $ #6K，L& 个循环。成脂组检测 (8(，其余为

成骨组检测基因。引物序列见表 $。

表 ! 基因引物序列

基因 896#29G
产物长

度（MN）

B=8?E G2KG2 "O.BB=7,7B=,=7B,,B,,7BB=B .!O，
3K56G2KG2 "O.BB7BB==B==7BBB=B77B,7B77B.!O $"L

PF8.+ G2KG2 "O.==BB,=,,,777B7=B7B7B7BB.!O，
3K56G2KG2 "O.,=7B,,77=BBB=7777BB=.! $/)

=(8 G2KG2 "O.B=B,=BB==,=B==B777B,.!O，
3K56G2KG2 "O.B77B,=BBB7,7BB=B=B7=.!O +&+

1=<-( G2KG2 "O.,,=7,BBB77,,,=7===B7,=B7.!O，
=K56G2KG2 "O.===B,,,,===B7=,B7,B,=7,7.!O L&Q

(8( G2KG2 "O.7,,=B===,,=B7=BBB,=7B.!O，
3K56G2KG2 "O.BB===B7B,,7,,=77BBB.!O "$

!"#"& 细胞 =(8 比活性测定：成骨诱导组细胞培养

第 $* 0，$+ 孔板中的细胞消化、离心收集并裂解细

胞，取上清用碱性磷酸酶试剂盒检测细胞 =(8 活

性；考马斯亮兰测定盒行蛋白定量。用 =(8 活性数

值比蛋白量，得到细胞 =(8 比活性数值。

!"#"’ =(8 染色：成骨组细胞诱导培养第 $* 0，取

预置有盖玻片的 $+ 孔板，8PR 冲洗，采用磷酸萘酚

=R.FS，固定 71 法，作碱性磷酸酶染色，细胞核染为

红棕色，=(8 阳性细胞胞浆为蓝色（具体步骤参照试

剂盒说明书）。

!"#"!( T;K -;GG3 染色：成骨诱导组细胞培养第 +/

天，取已接种细胞的 !" ## 培养皿 8PR 液冲洗，LU
多聚甲醛固定 " #6K，加入 "U硝酸银溶液，开盖在紫

外灯下 $ V，加入 "U硫代硫酸钠溶液中和残留的硝

酸银溶液，室温晾干，L J保存。

!"#"!! (8( 比活性：成脂诱导组细胞培养 $/ 0，收

集 $+ 孔板中的细胞裂解，取上清（方法同 =(8 比活

性测定）用脂蛋白脂酶试剂盒检测细胞 (8( 活性；考

马斯亮兰测定盒定量蛋白。用 (8( 活性值比蛋白

量，得到细胞 (8( 比活性。

!") 统计学处理

实验数据以均值 W 标准差表示，采用 R8RR $$X"
统计软件进行单因素方差分析，! Y &X&" 表示差异

有显著性。

# 结果

#"! 骨密度测量结果

两组间各段骨密度差异均无显著性，! Z &X&"，

见表 +。

表 # 骨密度测量结果

组别 5PF?（[’>#+） NPF?（[’>#+） 0PF?（[’>#+） #PF?（[’>#+）

<（ " \ /） &X$+Q! W &X&&!" &X$+/" W &X&&/+ &X$+$" W &X&&"Q &X$L/+ W &X&$&$
R+&（ " \ /）&X$+)Q W &X&&/! &X$!") W &X&&/! &X$+&& W &X&$$/ &X$"$+ W &X&$&)

#"# 骨组织形态计量学结果

两组间所有的静态参数与动态参数差异均无显

著性，! Z &X&"，见表 !。

表 ) 骨组织形态计量学结果

项目 <（" \ /） R+&（" \ /）

P]’7]（U） !)X&L W !X/+ !QXL! W QX+$
7M^ 7V（!#） )$X/) W $&X)! )&X+L W $/X/&
7M，<（ _ ’##） $$X&& W $X+! $$X"$ W +X"&
7M，RN（!#） $L!X/! W $*X$L $"&X// W +&XQ*
U(^ 8#（U） /X+& W $X// /X /Q W +X&$
PC1’PR（!#’0!$&&） /X$Q W $X!* /X"$ W $X+/
PC1’P]（U’‘239） LQX!! W )X"* "+X!/ W $!X&Q
F=1（!#’0） $X&) W &X$! $X$+ W &X$L
A9 ^ 8#（U） $X)" W &XQ* +X$* W &XQ+
a^ 8#（U） +X$* W &XL) +X+L W &X"!
a>^ <（ _ ’##+） $X&+ W &X"L $XL* W &X"*

#") 细胞培养形态观察结果

骨髓细胞接种初期可见大量悬浮细胞，而沉淀

细胞中可见到体积较大的单核细胞，+L V 后可见少

数细胞伸角变形。随培养时间延长，未贴壁的悬浮

细胞死亡或随细胞液丢弃，贴壁的骨髓基质细胞呈

典型梭形或多角形的成纤维细胞样生长。细胞培养

Q b / 0，融汇至 /&U左右。成骨组细胞随传代生长

逐渐变大并变形为三角形或多边形，随胶原积累和

钙盐沉积而出现矿化小结；成脂组细胞生长相对较
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慢，胞浆可见折光性强的脂滴并逐渐增多。

!"# 细胞增殖能力检测结果

原代细胞传代接种于 !" 孔板后 # 到 $ 天增殖

最为显著，以后逐渐减慢，成骨组细胞和成脂组细胞

增殖能力两组间 差 异 均 无 显 著 性（ ! % &’&(），见

图 )。

图 $ 细胞增殖能力检测结果

图 % *+, 染色结果（ - )&&）

!"& ./01 234/ .56,7. 结果

两 组 间 检 测 基 因 *+,、89,6#、.*:;+、+,+
4.:*的表达水平差异均无显著性（! % &’&(），见

图 #。

图 ! *+,、89,6#、.*:;+、+,+ 的 4.:* 表达水平

!"’ *+,、+,+ 比活性

成骨组细胞培养第 )" 天和成脂组细胞培养第

)< 天分别检测 *+, 和 +,+ 比活性，两组间差异无显

著性（! % &’&(），见表 =。

表 # *+, 和 +,+ 比活性检测结果

>?@AB :（" C <） D#&（" C <）

*+, 0E23F32G（HIJB?@2） "=’&( K ))’$# "<’L# K )&’!<
+,+ 0E23F32G（HIJB?@2） #’#L K &’ "" #’(" K &’()

!"( *+, 染色：细胞培养第 )" 天，两组 *+, 染色阳

性细胞（胞浆蓝黑色）比例均在 $&M左右（:：&’#< K
&’)#，D #&：&’$) K &’&!）差异无显著性（! % &’&(），见

图 $。

!") N@O ;@PP0 染色

成骨组细胞培养至 #< 天，经 F@O ;@PP0 染色可

发现大小不等染为黑色的钙化点，两组间差异无显

著性，见图 =。

% 讨论

本实验研究发现用 #& 4J·QJR )·SR )辛伐他汀口

服给药 $ 周，不能显著影响大鼠骨量以及体外培养

的 89D7 的增殖与分化，表现在：两组间大鼠股骨各

段骨密度差异均无显著性，股骨远端骨组织形态计

量学观察差异亦无显著性，骨形成和骨吸收的参数

都较低，骨转换不活跃，骨量稳定；体外诱导培养的

大鼠 89D7 的增殖能力两组间差异无显著性；89,6
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图 ! !"# $"%%& 染色结果（ ’ ())）

*、+,-、.+/$,、,-, 0./+ 的表达水平两组间差异

无显著性，+,- 比活性、,-, 比活性、矿化能力（1"#
$"%%& 染色）两组间差异亦无显著性。

骨髓基质干细胞具有多向分化潜能，如何能有

效的刺激骨髓基质细胞（2345）向成骨细胞分化，和

（或）抑制其向其他方向分化，在骨组织工程学和骨

质疏松治疗学方面，具有重要价值。骨形态发生蛋

白 *（23-6*）属于 7896!超家族成员，不仅可以促进

成骨细胞及其前体细胞的增殖，而且能够促进成骨

细胞的分化，碱性磷酸酶（+,-）在成骨细胞分化过

程中活性特异性增高，也是成骨细胞分化的一项重

要指标，破骨细胞分化因子（.+/$,）由成骨细胞分

泌，可促进破骨细胞的分化，脂蛋白脂酶（,-,）则是

脂肪细胞分化的特异性标志之一。目前除关于辛伐

他汀促进成骨分化的报道外，另有实验发现辛伐他

汀可抑制破骨细胞或脂肪细胞的分化［()，((］。而在本

实验中，两组间以上所有基因的 0./+ 水平差异均

无显著性，+,- 比活性、,-, 比活性和矿化小结的检

测结果与此一致。而我们用 55$6: 法检测定向诱

导分化中的骨髓基质干细胞的增殖能力也没有发现

组间差异，因此我们未能发现短期口服辛伐他汀对

大鼠骨髓基质干细胞的增殖和分化的影响，虽然我

们在先前的实验中证实两种剂量（() 0;·<;= (·>= (，

*) 0;·<;= (·>= (，给药 ? 周）辛伐他汀可部分阻止去

卵巢大鼠骨量的丢失［@，:］，但本实验以正常大鼠为研

究对象，且给药周期更短。

目前国内外大多实验研究肯定了辛伐他汀的成

骨潜能［A6B，@，:，()，(*］，但也有部分实验得出不同结论，

4"#"CD 等［(A］在以地塞米松（() E : 0"F·,= ( ）为阳性

对照的前提下，同时检测 A 种相同剂量他汀类药物

（氟伐他汀、辛伐他汀、普伐他汀）对体外培养大鼠

2345 的作用并发现，A 种他汀类药物均不能显著增

强基质矿化、+,- 活性及 G5/ 的表达，3&HIJK 等［L］的

实验更加细致地分析了口服 (* 周 A 种他汀类药物

及不同剂量的辛伐他汀对正常和去卵巢大鼠骨密度

及骨量的影响，结果发现：他汀类药物降低鼠的骨密

度，高剂量（*) 0;·<;= (·>= ( ）的辛伐他汀同时刺激

骨形成和骨吸收，而在去卵巢大鼠则无类似发现，辛

伐他汀对骨转换和骨代谢确实有刺激作用，但不能

阻止去卵巢大鼠骨量的丢失。4JDMN"O 等［(?］的实验

同样对辛伐他汀体内给药能否刺激骨形成提出了质

疑，在对小鼠行去卵巢术后 B 周口服辛伐他汀（()
0;·<;= (·>= (）: 周后发现，辛伐他汀既不能促进骨

形成，亦不能增强成骨细胞活性。不可否认的是，口

服辛伐他汀经代谢后到达骨组织的药物浓度太低，

作用较弱，这也是目前动物实验结论不一致的原因

之一，尤其是短期应用或治疗而不是预防骨质疏

松［(?］，要明确辛伐他汀对骨代谢的影响尚须进一步

探讨最佳的给药方式和时间，+PQ<&O& 等［(B］研究发

现腹膜下给予辛伐他汀（() 0;·<;= (·>= (）可促进植

入钛周围骨形成的影响，在兔的顶骨缺损处植入含

有辛伐他汀的胶原移植物可诱导骨形成［(R］。

总之，我们的实验发现短期口服辛伐他汀对大

鼠骨量和骨髓基质干细胞的增殖和分化没有显著影

响，辛伐他汀的成骨潜能有待进一步证实。
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［G#］ P28838 9)，/3 K，T*. S824?*B 1，28 -+ ! N)9UR6V)9UW: X.*4X *C8
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*782*=+-78*D2.2737 -., @<*>*83*. *; -@*@8*737 *; *782*=+-787 -.,

*782*4A827 =A D+C4*4*<834*3,7! P*82.83-+ >24?-.37>7 *; 8?23<
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