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摘要：目的 研究护骨素（DHAI@JK@AI=IK7<，DEF）基因敲除纯合子小鼠（?@5@L9=@MH DEF N<@CN@MA 57CI，
DEFO P O 57CI）骨质疏松发生情况，为 DEFO P O小鼠骨质疏松模型的应用提供依据。方法 非频密繁殖

法获得 DEFO P O小鼠，E,G技术进行 DEF基因表型鉴定。0#周龄 DEFO P O 子代小鼠和 0#周 DEF野生
型小鼠各 0"只，采用双能 Q线骨密度测量仪（$-Q&）测定全身骨密度（R@<I 57<IK68 SI<H7A9，RT$）、万能
材料试验机测定股骨生物力学强度；骨组织形态计量学分析 3) 椎体骨小梁结构；实时荧光定量 E,G
检测 30 椎体骨组织中 RTE/!、GM<U! 5G+&表达水平。结果 DEFO P O 子代小鼠和亲代纯合子小鼠表

现出相同的 DEF基因缺失表型。与同龄野生型小鼠比较，0#周龄 DEFO P O小鼠全身骨密度、股骨承受

最大载荷、股骨结构刚度、腰椎椎体骨小梁数目、腰椎椎体骨小梁厚度显著下降（ ! V )W(*"，#W"#X，
#W1)X，#W1X0，’W))1，" Y "W"0）；股骨承受破裂载荷、腰椎椎体骨小梁体积分数下降（ ! V ’W0)(，’W’!X，
" Y "W")）；股骨承受载荷后的最大位移、破裂位移显著增加（ ! V O ’W1#1，O ’W!(#，" Y "W"0）；腰椎椎
体骨小梁分离度增加（ ! V O !W)()，" Y "W")），腰椎椎体 GM<U! 5G+&表达升高（ ! V O ’W(’1，" Y
"W")）；腰椎椎体中 RTE/! 5G+&表达升高不明显，差异无统计学意义（ ! V O 0W)1X，" Z "W")）。结论
DEFO P O小鼠表现出明显的骨质疏松，是一种理想的骨质疏松模式动物。
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骨保护素（!-0)/+/,/0)6),’1，!"#），又称为破骨细
胞生成抑制因子（/-0)/(4*-0/6)1)-’- ’1;’<’0/,= >*(0/,，
!?@A），对破骨细胞生成具有重要的调控作用。!"#
基因敲除小鼠由于破骨细胞生成过多，表现为骨质

疏松［B，C］。本研究通过观察 !"#$ % $ 小鼠全身骨密

度、股骨生物力学性能、腰椎椎体骨组织形态计量学

以及骨骼中诱导成骨的局部生长因子 D9"EC 及转
录因子 F813C基因表达情况，探讨 !"#$ % $小鼠骨质

疏松发生的机制，为 !"#$ % $小鼠骨质疏松动物模型

的应用提供依据。

/ 材料和方法

/0/ 实验动物
G"A级［合格证号：G?HI（沪）CJJKEJJJK］BL周龄

!"#$ % $小鼠 L 只，（雌雄各半）及 !"#M % M 雌性小鼠

BJ只，购于上海南方模式生物中心。
/01 主要试剂
基因组 NO:提取试剂盒（D’/2).，中国）、",)&’3

P3 Q*RQ9（Q:I:F:，日本）、QF@S!T（#’<(/，美国），
U8*10 F).),-) Q,*1-(,’+0*-) 逆转录试剂盒（Q@:O#PO，
中国），高质纯化 NO: 胶回收试剂盒（#PO9PN，美
国）。盐酸氯胺酮注射液（批准文号：VKCJCCWCJ，江
苏恒瑞医药股份有限公司）。

/02 主要仪器
N@G?!XPFY双能 H 线骨密度仪（V!T!#@? 公

司，美国），?9@G:EZZD图像分析管理系统，万能材料
试验机（岛津，日本），DP?I9:ON[WJJ 紫外分光光
度计（DP?I9:O公司，美国）、#@G 凝胶图像处理系
统，F/0/, #)1) KJJJ荧光 "?F仪（F/0/, #)1)，美国）。
/03 交配与繁殖
采用非频密繁殖法对 !"#$ % $ 小鼠进行繁殖。

雌鼠产仔哺乳 CB 2后，将母鼠移出，与雄鼠合笼进
行下一次交配，子鼠雌雄分开，K \ ] 只%笼饲养。
!"#M % M小鼠饲养条件同上。

/04 遗传性状鉴定
子鼠 B月龄时，随机抽提雌、雄子代及亲代小鼠

各 B只尾巴 NO:。基因组 NO:抽提按试剂盒说明
操作，然后进行两步法 "?F 扩增。反应体系为 CJ

!4，扩增仪中 Z^_ ] &’1，再扩增（Z^_变性 BJ -，]W_
退火 C] -，‘C_复性 ^J -）KJ个循环，最后在 ‘C_下

延伸 ] &’1。用琼脂糖凝胶电泳，图像处理系统扫
描，拍照。

/05 全身骨密度测定
BL周龄雌性 !"#$ % $与 !"#M % M小鼠各 BJ只，麻

醉（氯胺酮 JaJC &4%只肌肉注射）后，用 N@G?!XPFY
双能 H线骨密度仪测定全身 D9N。
/06 股骨生物力学测定
小鼠断颈处死，取下其左侧股骨全长，置于万能

材料试验机上进行三点弯曲试验，跨距为 B (&，加
载速度 B &%&’1。最大载荷、最大位移、破裂载荷、破
裂位移直接输出，结构刚度由最大应力%最大位移计
算得出。

/07 T] 椎体硬组织切片及骨形态计量学分析
取下 T] 椎体，放入 BJb甲醛溶液中固定 C^ ;

以上，然后乙醇逐级脱水，二甲苯透明，最后甲基丙

烯酸甲酯包埋。硬组织切片，苦味酸E品红染色，采
集完整的腰椎图像，病理图像分析仪测定骨组织面

积（Q5 :,）、骨小粱面积（Q<5 :,）、骨小梁周长（Q<5
"&），按黎氏法［K］换算出骨小梁体积分数（Q<5
:,b）、骨小梁数目（Q<5 O）、骨小梁厚度（Q<5 Q;）和
骨小梁分离度（Q<5 G+）。
/08 TB 椎体总 FO:提取及 D9"EC、F813C &FO:的
表达

采用实时荧光定量 "?F方法。TB 椎体分离后
参照文献［^］提取总 FO:，进行两步法扩增。"?F反
应体系为 CJ!4，扩增仪中 Z]_ BJ &’1，再扩增（Z]_
变性 CJ -，LC_退火 ] -，‘C_复性 C] -）̂J 个循环，
‘C_延伸 BJ &’1。制备标准曲线后，用 F/0/, #)1)
LaJ软件自动进行绝对定量分析，以每一样体所含
目的基因的拷贝数和其 <)0*E*(0’1 内参基因的拷贝
数的比值表示目的基因的表达量。其引物序列及参

照物 D)0*E*(0’1引物序列由大连宝生物公司合成，引
物序列见表 B。

表 / D9"EC、F813C &FO:、D)0*E*(0’1引物序列

名称 Ac F) <+
D9"EC ]dE#:Q?Q#Q:??#?:##?:?Q?EKd ]dEQQ???:?Q?:Q?Q?Q##::#QQEKd B^J
F813EC ]dE?:QQQ#?:?Q###Q?:?:?#Q:EKd ]dE#::Q?Q##??:Q#QQQ#Q#?Q?EKd B]Z
D)0*E*(0’1 ]dE#:Q?Q#Q:??#?:##?:?Q?EKd ]dE:Q#Q?:?#?:?#:QQQ??EKd CBW

/0/9 统计学处理
数据以均数 e 标准差（!! e "）表示，采用 G"GG
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!!"#及 $%&’( )### 统计软件分析，两组间数据比较
应用两样本 ! 检验。" * #"#+为差异有统计学意义。

! 结果

!"# ,-./ 0 /小鼠子代繁殖情况

交配后，雌鼠正常受孕后 )! 1左右产仔。哺乳
)! 1后与母鼠分笼，小鼠可自由摄食、水，正常发育。
!)周以后，仔鼠生长发育稳定。
!"! 遗传性状鉴定结果
子代小鼠同亲代小鼠一样，表现为 ,-.基因缺

失，出现同样的 2)# 34条带（图 !）。

!：亲代雌鼠；)：亲代雄鼠；5：子代雌鼠；6：子代雄鼠

图 # 子代小鼠遗传形状 -78鉴定结果

!"$ 全身骨密度检测结果
与 ,-.9 0 9小鼠全身骨密度（#"#:;: < #"##)!6）

=0&>) 比较，,-./ 0 / 小鼠全身骨密度（#"#;)) <
#"##!2）=0&>) 显著降低，差异有统计学意义（ ! ?
+";6#，" * #"#!）。
!"% 生物力学检测结果
与 ,-.9 0 9 小鼠股骨的最大载荷（!:"@;2# <

!"#!5;）A、破裂载荷（!+"@62; < )"#22;）A 比较，
,-./ 0 /小鼠承受的最大载荷（!!"#::# < #":!5+）A、
破裂载荷（:":+55 < #"::#@）A显著降低，差异有统
计学意义（ ! ? 2"#2@，5"!+;；" * #"#+）。与 ,-.9 0 9

小鼠股骨的最大位移（#":!;! < #"!):6）>>、破裂位
移（#";66# < #"!6:!）>>比较，,-./ 0 / 小鼠股骨发

生的最大位移（!"@6;6 < #")2)+）>>、破裂位移
（!"@2); < #"56!)）>>明显增加，差异有统计学意义
（ ! ? / 5":2:#，/ 5");2#；" * #"#!）。股骨结构刚度
（最大载荷0最大位移），与 ,-.9 0 9 小鼠（))")5+: <
)"+#+!）A0>>相比，,-./ 0 / 小鼠（2")@!6 < #"225#）
A0>>显著下降，差异有统计学意义（ ! ? 2":+@，" *
#"#!）。
!"& B+ 椎体硬组织切片染色及骨形态计量分析

结果

,-.9 0 9小鼠 B+ 椎体骨小梁致密，骨皮质较厚

（图 )C），,-./ 0 / 小鼠腰椎骨小梁严重稀疏，骨皮质

变薄（图 )3）。与 ,-.9 0 9 小鼠骨小梁数目、骨小梁

厚度、骨小梁体积分数［（)2":525 < !")#!)）D0>>，
:"#6@5 < !")2+@）!>，（))"!2#+ < 6"656@）E］比较，
,-./ 0 /小鼠均明显下降［（!!")+:: < !";25)）D0>>，
（6")5:+ < #")6#;）!>，（;":)@@ < #"@#6:）E］，差异
有统计学意义（ ! ? 2":@!，5"5)@，5"++:，" * #"#+）。
骨小梁分离度，与 ,-.9 0 9 小鼠（)@"+!;6 < )"::2@）

!>比较，,-.
/ 0 /小鼠（+6"+62+ < :");26）!>明显增

加，差异有统计学意义（ ! ? / )"+;+，" * #"#+）。

图 ! 小鼠腰椎硬组织切片

!"’ B! 椎体 FG-H)和 8ID%)表达情况

,-./ 0 / 小鼠 B! 椎体 FG-H) 表达量（#")26: <
#"##@）与 ,-.9 0 9小鼠（#"));! < #"#)!;）比较，上升，
但差异没有统计学意义（ ! ? / !"+:@，" J #"#+）；
8ID%)表达量（#"#)5!!# < #"##!+652）与 ,-.9 0 9小鼠

（#"#!6+ < #"##!;）比较，明显上升，差异有统计学意
义（ ! ? / 5";5:，" * #"#+）。

$ 讨论

,-. 属于肿瘤坏死因子受体（ KI>LM D’&MLKN&
OC&KLM M’&’4KLM，PAQ8）超家族成员之一。由成骨0基质
细胞以旁分泌方式发挥作用，作为一个“诱饵”受体，

竞争性与细胞核因子HRF 受体活化因子配基
（8’&’4KLM C&KNSCKLM LO DI&(’CM OC&KLM RF (N=CD1，8TAUB）
结合，封闭 8TAUB与细胞核因子HRF受体活化因子
（8’&’4KLM C&KNSCKLM LO DI&(’CM OC&KLM RF，8TAU）的结合，

:! 中国骨质疏松杂志 )##:年 !月第 !6卷第 !期 7VND W ,XK’L4LMLX，WCDICMY )##:，ZL( !6，AL"!



抑制破骨细胞分化、成熟。因此，!"#$%&’() 浓度
比是调节破骨细胞分化、成熟的决定性因素。’()
浓度下降或基因缺失，将不能抑制 !"#$%与 !"#$
的结合，最终导致破骨细胞生成过多而发生骨质

疏松。

骨质疏松症（’*+,-.-/-*0*）是人类最为常见的
一种代谢性骨病，其发病率己经跃居各种常见病的

第七位。原发性骨质疏松症是以骨量减少、骨组织

显微结构退变为特征，以致骨的脆性增高而骨折危

险性增加的一种全身代谢性骨病。目前骨质疏松研

究常用的动物为大鼠、山羊等，最常用的造模方法为

切除大鼠双侧卵巢模型［1］。由于小鼠基因组结构、

组织细胞学特征与人类相近，在动物实验研究中得

到了广泛的使用。

2334年 5 月，60789- 等［2］和 :8;<= 等［>］分别报
道 ’()基因敲除纯合子小鼠可以存活，表现出严重
的骨质疏松症。近年来，’()? & ?小鼠作为动物模型

在研究中得到应用的报道陆续发表［@A22］，国内研究

中的应用刚刚起步［2>］。

我们实验中发现，’()? & ? 小鼠可以繁殖，且子

代能够成活，遗传性状同亲代一样，表现为 ’()基
因缺失。2> 周龄以后，生长发育良好，但全身骨密
度逐渐下降（另文发表），与同龄 ’()B & B 小鼠比较，

全身 :6C及股骨承受载荷的能力明显下降。实验
结果表明，’()? & ? 小鼠股骨最大位移（反映股骨脆

性）较野生型明显增加，而结构刚度（反应股骨抗变

形能力）明显下降。因此，’()? & ?小鼠骨量减低，脆

性增加，韧性下降，骨质疏松表现明显。

硬组织切片显示，’()? & ? 小鼠 %1 椎体骨小梁
严重丢失，骨皮质变薄。形态计量学分析表明，

’()? & ?小鼠腰椎椎体骨小梁数目、骨小梁厚度、骨

小梁体积分数下降，骨小梁分离度增加，从而进一步

从形态学方面反映了 ’()? & ?小鼠发生了骨质疏松。

:6(A>可以诱导成骨前体细胞分化为成熟的成
骨细胞，促进骨形成，其表达水平反应了骨形成的能

力。!89D> 位于 :6(A> 信号转导通路的下游，是成
骨细胞形成的必备转录因子，同时也是成骨细胞发

育程度的标志物之一。我们实验研究发现，’()? & ?

小鼠较 ’()B & B 小鼠 %2 椎体骨组织中的 :6(A>、

!89D> E!#"表达上升，从基因水平表明 ’()? & ? 小

鼠成骨能力增加，为一种高转换型骨质疏松，与其他

研究结果一致［F，2F］。而 ’()基因敲除通过什么途径
影响 :6(A>的信号转导通路，还有待进一步研究。

’()? & ?小鼠随年龄增加而骨质疏松加重，相对

于其他各种诱导因素导致的继发性骨质疏松动物模

型来说，具有全身骨质疏松发生情况稳定、动物本身

未受外界因素干预等优点，是一种良好的原发性骨

质疏松动物模型。该小鼠与老年性骨质疏松这种原

发性动物模型比较，具有骨质疏松发生早（2> 周即
可表现出明显的骨质疏松）的显著优点，并且可以繁

殖。该小鼠一经建立，即可在短时间内扩大种群数

量，为开展研究提供充足的实验动物，是一种理想的

骨质疏松动物模型。
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