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香豆雌酚对去卵巢大鼠成骨细胞 56"7558
和 69587"基因表达的影响
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摘要：目的 通过观察香豆雌酚（:-+&0;.<-)）对去卵巢骨质疏松模型大鼠成骨细胞膜型基质金属蛋
白酶7"（56"7558）及其抑制因子 69587"（.(;;+0 (4=(>(.-<; -? &’.<(, &0.’))-@<-.0(4’;07"）基因表达的作用，
探讨香豆雌酚治疗绝经后骨质疏松的可能的分子机制。方法 利用去卵巢大鼠骨质疏松（ABC）模
型，观察香豆雌酚对骨密度和骨组织形态计量学参数的影响；行原位杂交检测 ABC大鼠胫骨近端成
骨细胞中 56"7558、69587" &DEF表达，免疫组化检测骨组织 56"7558、69587"蛋白表达。结果
:AG组大鼠（经 3-+&0;.<-)处理）第 H I J腰椎骨密度（#K"LJ M #K#"J）较 ABC组（#K"NH M #K#"N）明显增
加，骨小梁体积比（H!KO M OK$）厚度（NHKH M LKO）和数目（JKJ M #K$）分别较 ABC组（$KO M HKH）、（HJKO M
PK"）、（!KJ M #KL）明显升高，:AG组骨小梁间隔（"LJKN M !OK"）较 ABC组（J$"K" M ""HKP）明显减小；:AG
组成骨细胞 56"7558 &DEF与蛋白质表达上调，而 69587"基因表达无差异。结论 56"7558低表
达是发生绝经后骨质疏松的分子机制之一，香豆雌酚可使成骨细胞 56"7558 基因表达上调，对
69587"表达无明显影响。
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绝经后骨质疏松症（@-;.&04-@’+;’) -;.0-@-<-;(;，
85A8）是老年女性的一种常见病、多发病。雌激素

水平的下降或缺乏是导致 85A8的重要因素之一。
成骨细胞作为雌激素作用的重要靶细胞，可分泌多

种基质金属蛋白酶（&’.<(, &0.’))-@<-.0(4’;0; 558;），
后者在骨重建的各环节中发挥调控作用。雌激素替

代治疗（0;.<-R04 <0@)’30&04. .<0’.&04. %D6）是经典的
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防治绝经后骨质疏松症的治疗方法，但由于其具有

较多的副作用，在临床上的长期应用中还存在着较

多的禁忌症和疑虑。植物雌激素新近被提出用于骨

质疏松症的药物治疗。香豆雌酚（!"#$%&’(")）是香
豆素的典型代表，其化学结构与 *+,!雌二醇相似，
都含有多个羟基，可以与雌激素受体（-.）结合，且
在植物雌激素中 !"#$%&’(")与 -.的亲和力最大，但
由于 !"#$%&’(")结构上不含有甾环结构和具有对 -.
的选择性，其对生殖系统的副作用弱于雌激素，因

此，作为植物雌激素的一种，!"#$%&’(")对骨代谢的
作用值得关注［*,/］。我们利用去卵巢大鼠骨质疏松

模型，观察了香豆雌酚对去卵巢大鼠胫骨成骨细胞

中 01),002 及其抑制因子 1302,* 表达水平的改
变，旨在探讨 2042的防治中香豆雌酚作用的分子
机制。

! 材料和方法

!"! 实验动物
/5只 5 月龄雌性 67(89#%,:8;)%<（6:）大鼠（东

南大学实验动物中心提供，合格证号：=>=?@@=A），重
量（ @?5 B @>C/） 9。随机分为去卵巢模型组
（"D8(E%F’"$EG%H，4IJ），香豆雌酚组（F"#$%&’(") 9("#7，
!4K），*+!,雌二醇组（*+!,%&’(8HE")，-@）和假手术组

（&L8$ 9("#7，6MN0），每组各 A只。只行手术不切除
卵巢为 6MN0组；其余大鼠均行双侧卵巢切除，其中
不予药物处理为 4IJ组；!4K组、-.1组大鼠于术
后每日分别予以 F"#$%&’(")（美国 6E9$8公司）、-@（南

京建成生物制剂公司）各 *=="9OP9灌胃
［?］。术后继

续饲养 *5周，分别于处死前 *? H和前 ? H，在大鼠腹
腔内注射 =C>Q钙黄绿素 =C* $)O*== 9体重，最后用
/Q戊巴比妥 =C* $)O*== 9体重麻醉后，颈椎脱臼处
死大鼠［>］。

!"# 骨标本塑料包埋及切片处理
取大鼠右侧胫骨近端 *O/，剔除周围肌肉结缔组

织。将骨组织置于 ?Q多聚甲醛溶液（7M +C?，含
=C*Q :-2R）中固定 @? L，其后在 =C* $")OS 2T6 缓
冲液（7M +C?）浸洗 *@ L。脱水程序为 +=Q乙醇 @ H，
A>Q乙醇 @ H，*==Q乙醇 @ H，二甲苯 @ H。接着，标
本依次在塑料聚合液#液、$液、%液中各浸润 /
H［5］。以上固定、脱水和浸润过程均在 ?U环境中进
行。其后，将 ?==") V，V二甲基一对苯甲胺（V，V,
HE$%’L<),7,’")#EHEW%）（6E9$8公司）加入到 *== $)预冷
（?U）%液中，搅拌数分钟后，迅速倒入 @= $)玻璃
包埋瓶中，再放骨标本。用 !4@ 排空包埋瓶中氧

气，密封瓶塞后，置于 X @=U冰箱中低温聚合 / H。
之后，将组织块修成 @C> F$ Y *C> F$ Y @ F$大小，暴
露骨组织面。重型切片机（M0 /5=，德国 Z%E&&公司）
沿胫骨纵向非连续切片，普通切片厚 ?"$，荧光观
察切片厚 *="$。切片贴附于明胶一铬矾处理过的
载玻片，/+U烤 /5 L后备用。
!"$ 骨密度（T0:）分析与骨组织形态计量学参数
测量

大鼠处死前用扇形束 :-JN 骨密度仪（美国
-7&"W)<F"公司）及所附小动物梯级标准模型和分析
软件行腰椎扫描，自动分析得出大鼠各腰椎（S/,>）的

T0:，仪器精密度（!"）为 =C?5Q。
骨标本切片用 1!6,62型激光扫描共聚焦显微

镜（S6!0，德国 S%EF8公司）观察钙黄绿素的荧光标
记。应用随机附带软件进行图像测量分析骨计量学

静态和动态指标。静态指标包括骨小梁面积百分

率、骨小梁厚度、骨小梁数目以及骨小梁间隔；动态

指标包括骨形成率、矿物质沉积率和标记百分数。

以上指标均采用国际通用的标准骨组织形态计量学

术语命名和计算［+］。

!"% 原位杂交
地高辛标记的 01*,002和 1302,*寡核苷酸探

针及检测试剂盒由南京建成生物试剂公司设计和提

供。其中：01*,002序列：>[,RNR1R !!1RN !!!1R
R1R!! 11RN1 !NR1R R1RR1,/[，>[,NRR!1 !!RNR
NNN1R !NR1! 1N1!1 1RN1! RN11!,/[。1302,*序
列：>[,N!!N! !11N1 NR!NR !R11N 1RNRN 1!NNR
N1RN!,/[，>[,!N!NR R1!!! N!NN! !R!NR !RNRR
NR111 !1!N1,/[。切片脱塑水化，行预处理，杂交
（探针浓度为 / W9O")，/+U \ ?=U杂交 *] L），杂交后
处理，N-!显色。用省去探针的杂交液代替探针作
阴性对照，用已知的阳性片作阳性对照。

!"& 免疫组化
切片脱塑水化，用 /Q M@4@ 阻断内源性过氧化

物酶活性后，置于 =C=* $")OS的拘椽酸盐缓冲液（7M
5C=）中抗原微波修复 *> $EW；山羊抗血清封闭 *=
$EW，其后分别滴加兔抗 01),002（* ^ @=）和 1302,*
（* ^/=）多克隆抗体 /=")（美国 6E9$8公司），?U孵育
过夜。接着滴加生物素化的山羊抗兔 39R（二抗）室
温下孵育 /= $EW，=C* $")OS 2T6冲洗；6NT!室温下
孵育 /= $EW，=C* $")OS 2T6冲洗；N-!显色，苏木素
复染，水溶性封片剂封片。用正常胎盘组织作阳性

对照，以 2T6代替一抗作阴性对照。成骨细胞胞浆
呈红色为阳性细胞，在 @==高倍镜视野下计数阳性
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染色的成骨细胞数和整张切片的成骨细胞数，两者

比值为阳性表达百分数［!］。

!"# 统计学处理
用 "#"" $$%& 软件包进行统计分析。结果用

!! ’ "表示，组间用方差分析，两均数用 # 检验。

$ 结果

$"! ()*和骨组织形态计量学
+,-组大鼠 ./01 ()*与 "23)组比较显著减少

（$ 4 &%&1），5+6组较 +,-组 ()*明显升高（$ 4
&%&1），但 5+6组较 78 组 ()*降低，两者间差异有
显著性（$ 4 &%&1）。在骨形态计量学静态指标中，
+,-组大鼠骨小梁体积百分比较 "23) 组下降
$89（$ 4 &%&1），骨小梁厚度降低、数目减少以及间
隔增宽与 5+6组比较差异有显著性，而 5+6 组与

78 组差异无显著性。动态指标分析结果显示 +,-
组骨形成率、矿物质沉积率和标记百分数较 "23)
组、5+6组明显上升（$ 4 &%&1）。以上结果表明本
实验 :月龄大鼠去卵巢手术后 $:周有明显的松质
骨丢失，伴骨形成加速，骨转换率增加，呈 #)&#动
物模型的特点；5+6组骨转换率与 "23)组差异无
显著性（$ ; &%&1）。（见表 $ < 8）。

表 ! 大鼠腰椎 ()*测定结果（!! ’ "，=>?@8，% A B）

组别 ./ .C .1
+,-组 &D$C8 ’ &D&$8 & D$CC ’ &D&$/ & D$C1 ’ &D&$E

"23)组 &D$:B ’ &D&$: & D$E/ ’ &D&$E & D$E8 ’ &D&$!

5+6组 &D$:8 ’ &D&$C & D$:E ’ &D&$8 & D$:: ’ &D&$1
78 组 &D$E$ ’ &D&$1 & D$E1 ’ &D&$: & D$E1 ’ &D&$B

注：与 "23)组比较，$+,- 4 &%&1；与 +,-组比较，$5+6 4 &%&1；

与 78 组比较，$5+6 4 &%&1

表 $ 大鼠胫骨近端骨计量学测定结果（!! ’ "，% A B）

组别 +,-组 "23)组 5+6组 78 组

骨小梁体积比"（9） BDE ’ / D/ 8$ DE ’ C D: /8 DE ’ E DB // DC ’ E DE

骨小梁厚度"（!@） /1DE ’ ! D$ C/ D! ’ : D! C/ D/ ’ : DE C/ DB ’ ! D&

骨小梁数目"（个>@@） 8D1 ’ & D: C DC ’ & D1 1 D1 ’ & DB 1 D: ’ $ D8

骨小梁间隔"（!@） 1B$D$ ’ $$/D! 818 D/ ’ /BDC $:1 DC ’ 8E D$ $E& D$ ’ /8 D/

骨形成率""（9） :&ED/ ’ 8E8DC 8!C DE ’ $C! D! 8E! DB ’ !C DC 8&B DC ’ !/ D$

矿物质沉积率""（!@>F） $DB ’ & DC $ D8 ’ & DC $ D8 ’ & D1 $ D& ’ & D8

标记百分数""（9） 8$DB ’ E D/ $1 DB ’ C D8 $1 D: ’ C D$ $$ D/ ’ / D$

注：与 "23)组比较，" $+,- 4 &%&1；与 +,-组比较，$5+6 4 &%&1；与 "23)组比较，""$5+6 ; &%&1

$"$ 原位杂交与免疫组化
+,-组与 5+6 组相比，表达 )G$0))# @HI3

和蛋白的成骨细胞数目差异有显著性（$ 4 &%&1），
但表达 GJ)#0$的成骨细胞阳性率无明显改变，见表
/。除成骨细胞外，部分衬里细胞和骨髓腔中一些散
在单核细胞中也有 )G$0))# 和 GJ)#0$ 的阳性
表达。

表 % 不同处理组 ))G0))#和 GJ)#0$ @HI3和
蛋白表达水平（!! ’ "，9，% A B）

组别
)G$0))#" GJ)#0$""

@HI3 蛋白 @HI3 蛋白

+,-组 $CD! ’ /D: $: D& ’ C D$ 8/ DB ’ C DE 8C D1 ’ 1 D!
"23)组 8$D1 ’ /D$ 8/ D/ ’ 8 DE 8$ D: ’ / D8 8C D: ’ C D/
5+6组 /CDB ’ CD8 /E D& ’ 1 D/ 8/ DE ’ 1 DC 8C DC ’ C D/
78 组 /:DC ’ 1D1 /B D& ’ : D8 88 D$ ’ 1 DB 88 DB ’ / D8

注：与 "23) 组比较，" $+,- 4 &%&1；与 +,- 组比较，$5+6 4

&%&1；与 +,-比较，""$5+6 ; &%&1

% 讨论

绝经后骨质疏松症（#KLM@NOKPQRL KLMNKPKSKLTL，

#)+#）是指绝经后妇女由于体内卵巢功能低下，雌
激素明显减少，骨偶联过程失衡，导致骨量减少，骨

强度降低，骨脆性增加，易于发生骨折的代谢性骨

病。雌激素替代治疗是经典的防治绝经后骨质疏松

性疾病的治疗方法，此疗法对减少绝经后的快速骨

丢失，降低骨折发生率，缓解骨质疏松症造成的疼

痛，改善更年期症状均有肯定的效果。但是，以雌二

醇为代表的雌激素在靶细胞中的代谢产物 C0羟基雌
酮和 $:"0羟基雌酮可与染色体 *I3结合使其损伤
并进行错误修复，从而使雌激素靶组织肿瘤的发生

率增高，与雌激素对靶细胞的促增殖作用相结合增

加了乳腺癌及子宫内膜癌的发生率［B］。植物雌激素

（PUVMKNLMSK=NO）是一种由植物来源的非甾体类雌激
素物质，属于选择性雌激素受体调节剂（LNWN?MTXN
NLMSK=NO SN?NPMKS @KFRWQMKSL，"7H)L），主要包括香豆
素类、异黄酮类和木酚素类。5KR@NLMSKW 是香豆素的
典型代表，其化学结构与 $E#0雌二醇相似，都含有多
个羟基，可以与 7H结合，具有雌激素样作用，但由
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于 !"#$%&’(")结构上不含有甾环结构和具有对雌激
素受体的选择性，!"#$%&’(") 在保留雌激素治疗作
用的同时，去除其治疗中的副反应，尤其是指对抗雌

激素对子 宫 内 膜、乳 腺 组 织 的 刺 激。因 此，

!"#$%&’(")的研究与开发为更年期综合征与绝经后
骨质疏松的防治提供了新的思路。

金属基质蛋白酶（**+&）是多种锌离子依赖性
酶组成的能降解细胞外基质蛋白的酶系家族，至今

包括 ,- 个成员。膜型基质金属蛋白酶.,（*/,.
**+）是最近发现的一种由成骨细胞表达的 **+，
可降解活性肿瘤坏死因子.!（/01.!）成无活性的小
片断，在骨吸收的调控中起重要作用［2］。近年报道

,-".雌二醇可诱导成骨细胞 */,.**+表达，提示绝
经后雌激素不足可减少成骨样细胞 */,.**+
表达［,3］。

为了探讨雌激素缺乏性骨量丢失的病理机制，

我们对 4月龄去卵巢骨质疏松模型大鼠进行了 ,4
周的观察研究。通过骨形态计量学分析表明，567
组大鼠与 89:*组相比，骨代谢的静态学指标如骨
小梁数目、骨小梁体积百分比分别下降了 ,;< 个=
$$和 ,>?，骨小梁间隔则由 >@>;A#$上升至 @<,;,

#$，提示 567大鼠胫骨近端骨量大量丢失。同时，
骨代谢动力学参数如骨形成率、矿物质沉积率和标

记百分数分别升高 B>>;4?、3;-#$=C 和 4;3?，说
明 567 大鼠骨代谢活跃，处于高骨转换状态，而
!5D组、E> 组大鼠则能有效地抑制因卵巢切除所造

成的骨计量学参数的改变。

骨组织的 /01.!主要由成骨细胞、基质细胞和
单核细胞产生，以 >4333前体蛋白形式由细胞膜进
一步裂解为 ,-333成熟蛋白，向细胞外分泌。/01.!
对骨代谢的影响是通过影响破骨细胞的增殖、分化、

融合及成熟来介导的。/01.!刺激巨噬细胞集落刺
激因子（*.!81）、粒一巨细胞集落刺激因子（F*.
!81）、GH.4的分泌，后者促进破骨祖细胞的增殖；还
可通过前列腺素（+F）E> 诱导 I:0JH的表达并降
低 5+F的表达，促进破骨细胞前体分化及成熟破骨
细胞的功能，从而使骨吸收增强。*/,.**+的重要
功能为降解 /01.!。KL5(’M"等［,,］发现 */,.**+首
先将 >4333 /01.!前体蛋白裂解为 ,-333 的 /01.!
成熟蛋白，然后迅速将其分解为 ,A333 的无活性小
分子物质。因此，*/,.**+可通过降解 /01.!在骨
吸收过程中起抑制作用。绝经后雌激素减少，*/,.
**+表达也减少，对 /01.!的降解作用减弱，/01.!
刺激形成的破骨细胞和活性破骨细胞增多，致骨吸

收和骨量丢失加速，成为导致 +*5+ 的因素之一。
原位杂交及免疫组化结果表明：567大鼠成骨细胞
*/,.**+ $I0:与蛋白质表达下调；香豆雌酚诱导
体外培养成骨细胞 */,.**+表达。香豆雌酚增强
成骨细胞 */,.**+表达，从而使表达于成骨细胞、
基质细胞和单核细胞膜表面和细胞外的 /01.!被
*/,.**+降解增多，导致骨组织中 /01.!减少，从
而抑制了骨吸收。

/G*+&为 **+&特异性抑制因子，己经确认的 B
个相关蛋白包括 /G*+.,、>、A、B。/G*+.,是 **+&活
性的主要调节者，受多种生长因子和细胞因子调节；

其 !端肽链可以与 **+.,、**+.>、**+.A、**+.-、
**+.2、**+.<、**+.,3、*+.,,、**+.,>、**+.,A、
**+.,4按 , N,比例结合成高亲和力的酶聚合体，使
**+无法与胶原相结合，从而抑制了它们的酶解活
性［,>］。本实验发现 !5D组与 567组相比，成骨细
胞中 /,*+., 的表达水平无明显改变，提示香豆雌
酚、,-".雌二醇对 /G*+., $I0:无明显调节作用，可
能是因为 /G*+.,并非 */,.**+的特异性抑制剂。
实验中发现骨小梁表面的部分衬里细胞中也有

*/,.**+和 /G*+.,的阳性表达。DOMPCQ *等［,A］认
为衬里细胞与成骨细胞具有同源性，是成骨细胞处

于静止期的形态表现，因此衬里细胞中表达的

**+&可能也参与了骨重建的过程。此外，在骨髓
腔中的少量单核细胞也有 */,.**+和 /G*+.,的阳
性表达。上述细胞的性质还不清楚，可能是多能间

充质细胞向成骨细胞分化中的一些前体细胞或祖细

胞，已初具成骨细胞的表型特征。

本实验研究表明，因雌激素水平下降，导致其对

成骨细胞 */,.**+ $I0:表达的促进作用减弱，同
时对骨吸收刺激因子 /01.!的抑制作用降低，骨重
建过度激活，骨转换率增加，骨量丢失增加，该途径

可能是绝经后骨质疏松发病的又一重要机制。成骨

细胞可分泌多种 **+、/G*+，应对其作全面检测，以
清楚了解骨吸收机制，探索治疗 +*5+的最佳方法。
严继承等［,B］报道部分雌激素对细胞间隙连接通讯

（RQS T#UO’P"UQ) PU’%(O%))#)Q( O"$$#UPOQ’P"U，FVG!）有一
定的影响，而 FVG!功能与肿瘤的关系十分密切，且
与肿瘤的恶性化程度相关，大部分肿瘤细胞 FVG!减
弱甚至完全消失。所以 !"#$%&’(") 对成骨细胞是否
具有毒性作用以及其用于治疗 +*5+时的剂量依赖
关系，将是我们今后研究工作的重要内容。
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