
·论著·

基金项目：全军科研基金课题资助项目（!"#$!!%）

作者单位：&’!!(! 兰州大学医学院（周胜虎）；兰州军区兰州

总医院骨科（刘兴炎、白孟海、葛宝丰、薛云）

通讯作者：刘兴炎，)*+：（!,’"）%,&($&%

去势大鼠骨髓细胞 -./0 基因表达

及骨组织学变化观察

周胜虎 刘兴炎 白孟海 葛宝丰 薛云

中图分类号：1’" 文献标识码：2 文章编号："!!0/&"!%（$!!%）!"/!!$%/!’
摘要：目的 观察去势大鼠骨髓细胞白细胞介素/0 基因表达和骨组织学的变化。方法 健康 ’ 月龄

雌性 34 大鼠 5% 只，$5 只作为假手术对照组，$5 只手术切除双侧卵巢。分别于去卵巢后 5、0、%、"$ 周

取去势组和对照组各 0 只大鼠骨髓细胞提取 162（左侧股骨）。781 方法检测 -./0 基因表达和骨组织

学（右侧股骨）观察。结果 术后 5 周，实验组骨髓细胞 -./0 基因均呈弱表达，0 周呈强表达，% 和 "$
周表达水平较峰值下降，但仍高于对照组。去势后对照组各时间段 -./0 基因表达水平未见变化。术

后 5、0 和 % 周实验组骨组织学未见明显变化；"$ 周骨髓腔扩大，骨皮质变薄，骨小梁变细，见断裂现

象。结论 绝经后骨质疏松的发生与 -./0 基因水平增强有一定的关系。
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骨质疏松是一种老年性常见病，绝经后骨质疏

松的发生主要与增龄所致的体内性激素突然减少及

生理性退变有关。雌激素缺乏是导致骨吸收亢进的

主要原因。现代研究表明骨髓微环境中某些细胞因

子如白细胞介素 0（-./0）水平升高在雌激素缺乏所

致骨丢失中起着重要作用［"，$］。本研究观察大鼠去

卵巢后不同时期骨髓细胞 -./0 基因表达水平和骨

组织学的变化。

B 材料和方法

BCB 去势大鼠模型的建立及分组

健康 ’ 月龄雌性 34 大鼠 5% 只，体重 $!! V $$!I
（本院动物实验科提供，动物合格批号：38SW/!!/
!!"$，饲养于本院动物实验科，标准固体饲料喂养，

饮用兰州自来水，明 "$:X暗 "$:。随机分为假手术

组和实验组，每组 $5 只。实验组经腹手术切除双侧

卵巢。分别于去卵巢后 5、0、% 和 "$ 周取每组各 0
只大鼠股骨骨髓细胞提取总 162（左侧）和进行股
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骨骨组织学观察（右侧）。术时均予 !"戊巴比妥钠

溶液按 #$% &’(%## ) 体重腹腔麻醉。

!"# 主要试剂和仪器

!"戊巴比妥钠（上海化学试剂采购供应站分装

厂），*+,- 引 物 合 成（大 连 宝 生 物），./0 酶（美 国

12345），671 扩增仪明基 8-9（杭州生产）。

!"$ 骨髓细胞基因表达检测

细胞总 1:; 于术后 <、-、= 和 %> 周采用 .?@A2’
（6?2&5)/）一步法分别提取两组骨髓细胞总 1:;，将

1:; 的浓度调至 %!)(!’ 备用。取 >!’ 总 1:; 进行

反转录，反应体系含 B C 1DEFGG5? B!’，>## H(!’ 的

II+J1.I 酶 %!’，1K/L@K %!’，#$B!)(!的 M’@)2（N.）

%!’，%# K&2’(+ 的 N:.6L <!’，加入去 OP67 水补至

>B!’。充分混凝匀，!Q R反应 -# &@K。 S ># R保

存。取 %!’ 3O:; 作为模板于 >B!’ 反应体系中行

671（即聚合酶链反应，62’T&5?/L5 34/@K ?5/3D@2K），所

用引物为；上游引物：BU,777;;7;;99;99;9;;9.,
!U；下游引物：!U,99.;.9;;9.997;;;.79,BU反应

条件：8< R预变性 B &@K，进入 671 循环：8< R !# L，
-# R !# L R，Q> R !# L，!# 个循环后 Q> R延伸 Q
&@K，结束反应。< R保存。用功 %"琼脂糖凝胶，取

反应产物 =!’ 电泳，溴化乙锭染色。利用凝胶成像

系统（V@2,1/N 95’ O23 >###）中扫描，分析各目的基

因条带的光密度值。

!"% 骨组织病理学观察

将股骨（右侧）置 %#" PO.; 溶液内脱钙，取股

骨远端沿髁间窝纵切 %$B 3& 的骨组织，常规石蜡包

埋，切片，WP 染色，光镜观察。

# 结果

#"! 去卵巢后不同时间 *+,- 基因的表达

实验组术后 < 周骨髓细胞 *+,-&1:; 呈弱表

达，- 周达到高峰（图 %），=、%> 周时 *+,- 基因表达开

始从峰值下降。但仍高于对照组织。

图 ! 骨髓细胞 *+,- 基因表达

#"# 骨组织学观察结果

去卵巢后不同时间骨组织变化，实验组术后期

<、- 和 = 周与对照组织比较无明显变化，%> 周时实

验组骨质变薄，骨髓扩大，骨小梁分布稀疏，骨小梁

变细，见断裂现象（图 >）。对照组骨小梁粗细一致，

分布均匀，无断裂现象（图 !）。

图 # 实验组，骨髓腔扩大，骨小梁变细，骨小梁稀疏 WP C >##

图 $ 对照组，骨小梁粗细均匀一致，无断裂现象 WP C >##

$ 讨论

绝经后骨质疏松症是目前发病率较高的骨代谢

性疾病，现在对其发病机制及药物治疗效果的研究

多依赖于动物实验，切除卵巢是复制骨质疏松模型

的经典方法，与临床绝经后骨质疏松极为相似。随

着老年人雌性激素水平降低，体内一些细胞因子分

泌增多，其中 *+,- 受雌激素的调节，是导致绝经后

骨质疏松最主要的细胞因子［!］。

*+,- 作为人体内多种细胞分泌的一种多功能生

物活性因子，在骨组织中，成骨细胞、骨细胞、破骨细

胞、骨基质细胞、单核巨噬细胞均可分泌 *+,- 并增

加破骨细胞形成和诱导破骨细胞活性增强，介导各

种激素和局部因子对破骨细胞发挥作用。早在 %#
多年前人们就开始认识到 *+,- 是一个重要的促进

破骨细胞分化增殖的因子［<］。*+,- 即可以促进骨形

成也可以促进骨吸收。*+,- 通过其受体发挥作用。

骨形成蛋白,% 是反映了成骨细胞的活性的生化标

8>中国骨质疏松杂志 >##= 年 % 月第 %< 卷第 % 期 74@K X MLD52Y2?2L，X/KF/?T >##=，J2’ %<，:2$%



志物，该蛋白诱导新骨的形成。!"#$ 和 !"#$ 受体联

合使用可显著提升大鼠成骨细胞骨形成蛋白#% 导

致的碱性磷酸酶活性的升高以及促进骨形成蛋白#&
’()* 的表达［+］。!"#$ 可通过破骨细胞上的受体直

接作用于破骨细胞，也可以通过促进成骨细胞分泌

细胞核因子 ,- 受体活化因子配基（(*)."）促进破

骨细胞前体分化形成破骨细胞，提高破骨细胞的活

性，促进骨吸收［$］。雌激素能抑制造骨微循环环境

中产生 !"#$，绝经后女性雌性激素水平下降会导致

!"#$ 基因表达失控，血清 !"#$ 水平升高，骨吸收增

强，这也是绝经后骨质疏松症发病的原因之一［/］，有

人报道雌激素替代治疗可以使血清 !"#$ 水 平 下

降［0］。本研究以去卵巢大鼠作为绝经后骨质丢失模

型，去除双侧卵巢后，大鼠体雌激素水平下降，!"#$
水平明显增加，而对照组血清 !"#$ 水平变化较小。

本实验观察到，去卵巢组不同时间骨髓细胞 !"#$
’()* 水平表达在术后 1 周呈弱表达，$ 周表达达最

高峰，0 和 %2 周 !"#$ ’()* 表达开始从峰值下降。

绝经后导致骨质疏松组织学变化主要是骨小梁

结构改变和骨微结构破坏。本研究观察到，去卵巢

组不同时间骨组织学变化，术后 1、$ 和 0 周骨组织

学观察与对照组比较无明显差别，术后 %2 周去卵巢

组骨皮质变薄，骨髓腔扩大，松质骨骨小梁变细，骨

小梁数目减少，并见有断裂现象。骨组织学的变化

与 !"#$ 基因水平变化比较出现较晚，骨组织学变化

发生在术后 %2 周，推测绝经后骨质疏松症发生，先

是 !"#$ 基因水平增高，后骨组织发生变化。本研究

表明，大鼠去卵巢后可导致骨髓细胞 !"#$ 基因水平

表达增高，骨组织学发生异常变化，骨组织学变化较

!"#$ 基因水平高表达晚，推测绝经后导致骨质疏松

发生，首先是 !"#$ 水平增高，之后是骨组织学发生

改变。因此，绝经后骨质疏松的预防早期效果更加

理想。
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