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摘要：目的 通过建立 )D大鼠激素型骨质疏松模型，研究肝脏铁调素（E;F>3<3?）基因表达在模型形
成过程中的变化趋势，探讨其与骨质疏松形成的相关性。方法 选 )D大鼠 B!只，按随机法分为实验
组和对照组，分别为 0!只。实验组于每周第 (、0天肌肉注射地塞米松（!G’" 1HI(!! H），连续 ,周建立
大鼠骨质疏松模型，对照组用等量生理盐水肌注。实验组和对照组都用 @J/KL@法观察第 (0、’(、’0、
’B、&(、&"、&B、0’天肝脏铁调素的基因表达。结果 与对照组相比，实验组大鼠肝脏铁调素基因表达
在不同时间点存在明显不同：实验组第 (-天铁调素表达量明显上升，第 ’(天至 &B天呈水平波动，第
&B天至 0’天又呈现显著上升。结论 模型中肝脏铁调素基因的表达升高与骨质疏松的形成存在一
定的联系，为临床上研究骨质疏松症的发病机制和诊断指标提供了新的依据。
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随着人类寿命的延长和人口出现老龄化，骨质

疏松症（8MN;8F8P8M3M）的防治已经成为 ’(世纪世界重
要的卫生问题之一。近几年来越来越多的研究发现

体内铁贮存与骨质矿化有着密切的联系：’!!"年南

非学者 )>E?3NW4;P 等［(］研究非洲黑人股骨颈骨折患
者的骨质疏松情况时发现患者的骨密度（O8?;
13?;P24 <;?M3N7，%ZD）与铁超载（[P8? 8R;P482<）之间有
密切的相关性。同年 Z26P;P 等［’］在研究绝经女性
骨质疏松治疗时也发现铁的摄入与骨的矿化密度呈

正相关。在 ’!!(年由 K2PT等［&］从人尿中分离得到
的铁调素［0］（+;F>3<3?）在铁代谢中可作为激素样物
质调节铁旁路途径［"］的吸收、利用、贮存和再利用

（肝脏和巨噬细胞），因此，铁调素干预铁代谢、骨质

疏松就成为一个很有价值的研究课题，那么在“铁调
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素!骨质疏松”关系中最重要的问题是骨质疏松模型
是否存在铁调素的相关变化，这也必是该研究假说

的关键所在。

"##$年马勇等［$，%］报道了维甲酸骨质疏松模型
中存在肝脏铁调素基因表达的相关变化，但在临床

实践的应用中，骨质疏松的病因不同，相应的模型制

作方法也不同。为此，本研究将以激素型骨质疏松

模型为材料，了解该模型中大鼠肝脏铁调素基因表

达的变化，为丰富这一方面研究提供实验依据。

! 材料与方法

!"! 实验动物与分组
&’实验大鼠 (##只（苏州大学动物中心提供），

$个月鼠龄，雌性，体重 ""# ) "$# *。随机分为 "组：
激素实验组 +#只，对照组 +#只。分组情况见表 (。

表 ! 不同组别、不同时间大鼠的分组情况（只）

组别 ( , % , (- , "( , "- , ". , /( , /+ , /. , -" ,
实验组 + + + + + + + + + +
对照组 + + + + + + + + + +

!"# 模型制作方法
!"#"! 实验组：肌肉注射地塞米松 #0"+ 1*2(## *
（体重）；部位：大鼠后肢大腿，左右交替；时间：每周

第 (天和第 -天，连续 $周。
!"#"# 对照组：注射与实验组等量生理盐水，部位、
时间与实验组完全相同。

两组动物注射后均分笼饲养，正常昼夜节律。

!"$ 34’测定
!"$"! 设备：’56789:;<全身双能量（=射线）骨密度
测定仪（美国 >?@?ABC公司），由上海复旦大学附属
中山医院提供。

!"$"# 时间：实验组和对照组大鼠分别于第 (、%、
(-、"(、".、/(、/+、/.和 -"天测定。
!"$"$ 方法：/0$D水合氯醛腹腔麻醉后放置与骨
密度仪下，应用小动物软件进行骨扫描，测定34’
值。

!"$"% 测定部位：大鼠 @( 椎体和股骨上 (2/。

!"% 肝细胞 >:E75,5F的 1GHI表达
!"%"! 时间：本研究中由于模型骨密度在 (- ,前无
显著差异，故实验组和对照组肝组织取材从 (- ,组
开始，具体时间为第 (-、"(、"-、".、/(、/+、/. 和 -"
天。

!"%"# 取材方法：/0$D水合氯醛腹腔麻醉大鼠后
先心脏放血，再予以 J3& 液心脏灌洗，取肝右叶组
织 (## 1*。

!"%"$ 1GHI表达方法：（(）GHI抽提：将大鼠肝组
织，依次加入 K;5L8M试剂、氯仿、异丙醇、%+D酒精，通
过一系列操作得到总 GHI。通过紫外分光光度仪
测定 !"$#和 !".#的吸光度（ !）值，!"$# 2!".#在 (0% )
"0(之间，计算得到 GHI 的含量（!*2!M）。（"）逆转
录：样本取 "!* GHI，依次加入 ?M5*8（,K）(+ E;51:;、
+倍 NOPP:;、(# 118M ,HKJ6、GFQ65F、4!4@R GK，以总
GHI为模板逆转录获得 7’HI，逆转录条件：%#S +
15F，-S + 15F，-"S ( T。（/）JCG：取 7’HI (!M，加
入 (# 倍 NOPP:;、"+ 118M 4*CM"、(# 118M ,HKJ6、

>:E75,5F引物、"!Q7U5引物、KQV酶，进行 GK!JCG反应
获得 ’HI，JCG反应条件 W-S - 15F，W-S -+ 6，$#S
-+ 6，%"S ( 15F，循环 /# 次，%"S + 15F。引物序列
见表 "。（-）电泳：取少量 ’HI 做琼脂糖电泳获得
>:E75,5F和"!Q7U5F条带。
表 # >:E75,5F和"!Q7U5F引物序列和扩增产物大小

基因 上游引物 下游引物
扩增产物

（NE）

>:E75,5F ICIAIIAACIIAIKAACICK AIIAKKAAKAKCKCACKKCC "#(

"!Q7U5F AIAIAAAIIIKCAKACAKAIC CIKCKACKAAIIAAKAAICI -+%

注：>:E75,5F基因是目的基因，"!Q7U5F基因是内参照

!"%"% 设备：匀浆机，高速低温离心机，分光光度
仪，JCG 仪，XG!"## 紫外与可见光分析装置。K;5L8M
试剂（BF95U;8*:F公司），?M5*8（,K）(+ E;51:;，,HKJ，KQV
酶，GFQ65F，4!4@R GK（以上均是 J;81:*Q公司）。
!"& 数据收集
骨密度：将各组数据收集后取平均值表达。

JCG 产 物 电 泳：将 各 组 电 泳 条 带，通 过
&1Q;U95:Y!"##(生物电泳图像分析软件进行吸光度
分析，可得到实验组与对照组各个时间点 >:E75,5F
1GHI的相对表达量。
!"’ 统计学处理
采用 &J&& (#0#进行数据处理，数据以!" Z # 表

示，行双样本均数间 $ 检验，% [ #0#+认为差异有统
计学意义。

# 结果

#"! 骨密度
对照组大鼠的 34’从第 (天至第 -"天基本呈

现水平波动，前后组比较无明显差异（% \ #0#+），实
验组大鼠的股骨与腰椎 34’与对照组同时间相比
在 (- ,后开始出现有下降趋势，股骨上 (2/ 34’下
降明显（% [ #0#+），见图 (。而 @( 椎体的 34’下降
更为显著（% [ #0#(），见图 "。
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图 ! 激素组股骨 !"#改变

图 " 激素组腰椎 !"#改变

"#" 肝细胞 $%&’()(*的 +,-.表达
对照组：第 /0、1/、10、12、3/、34、32 和 01 天的

$%&’()(*的 +,-.表达在 045 6&凝胶电泳条带中亮
度基本不变，无上升或下降，呈水平趋势，见图 3。
实验组：$%&’()(*的 +,-.表达在 17/ 6&凝胶电泳
条带中从第 /0天开始亮度逐渐增加至第 01 天，呈
逐渐升高趋势，见图 0。通过灰度扫描半定量分析
各时间点肝细胞 $%&’()(*和!89’:(*的吸光度比值，
对照组比值随时间的延长，各时间点之间无明显变

化（! ; 7<74），在 7<037至 7<0=0水平。实验组吸光
度比值随时间的延长逐渐增加，在 7<201 到 /<047
范围，与对照组各时间点相比存在明显差异（! >
7<7/），见图 4。

图 $ 对照组肝细胞 $%&’()(*的 +,-.表达在凝胶电泳
条带中亮度随时间的延长基本不变

图 % 实验组肝细胞 $%&’()(*的 +,-.表达在凝胶电泳
条带中亮度随时间的延长逐渐增加

$ 讨论

作为骨质疏松症最主要研究载体的动物模型主

要有去卵巢［2］、激素注射［?］和维甲酸灌胃［/7］3 种造
模方式。其中由于激素注射型造模周期短、成功率

图 & 不同组别不同时间肝细胞 $%&’()(*和!89’:(*的
吸光度比值随时间的延长的变化

高和骨质疏松表现典型，因此本实验选择激素型作

为研究平台来探讨铁调素与骨代谢之间的联系更有

临床意义。最新的一些研究发现铁代谢与与 @91 A

存在着密切的联系，BCDE9)F%等［//］在 1771年对肝细
胞研究中发现 G%1 A 能诱导大鼠肝细胞线粒体的钙
离子瞬时释放。同时期在对于 H4=1细胞的研究中，
"IJ(KLCE9等［/1］和 @( 等［/3］先后发现：细胞铁摄入很
大程度受到胞内钙离子浓度的调节，胞内游离钙离

子升高会加速铁摄入的初始效率，从而全面提高细

胞铁摄入能 力。而 M9NL 等［3］发 现 的 铁 调 素
（$%&’()(*），使得对于铁代谢调节的认识有了突破性
的进展。1771年 -(’CK9J等［/0］报道铁调素缺乏导致
小鼠进行性组织铁积聚，而铁调素高表达的转基因

鼠则出现严重的铁缺乏。O(*等［/4］和 PNILJ9等［/=］在
1775年相继报道了铁调素与骨形成蛋白（!"M）1、0、
?之间存在着正相关，由此影响到骨代谢。徐又佳
等［/5，/2］和马勇等［=，5，/2］报道了在维甲酸型骨质疏松

模型上铁调素改变的最新研究进展，证实了铁调素

影响骨代谢。

所有这些研究均提示铁调素在机体铁代谢调节

中起着重要的作用，可能与体内铁代谢存在相关。

通过前期的预实验以及本实验所做的大鼠骨密

度（!"#）的测定发现：大鼠的 !"#在激素注射后的
第 /0天至第 1/天出现一个比较明显的下降趋势，
见图 /、图 1。同时英国学者 "9)%*等［/?］在 1771 年
发现在大鼠中使用超生理剂量的糖皮质激素可直接

抑制成骨细胞的活性，在使用后最早 /7 )，最晚 02
周出现明显的骨丢失。因此本实验将肝细胞

$%&’()(*的 +,-.测定时间选择从第 /0天开始，即
与 !"#下降的时间相一致，这样才能更为准确的观
察到 $%&’()(*的 +,-.表达变化。
激素型大鼠的肝组织 $%&’()(*的 +,-.表达量

与造模时间存在着一定的相关性。表现为 $%&’()(*
的 +,-.表达量随造模时间的延长也逐渐增加，呈
现出逐渐上升的趋势，但又不是线型相关，而是分成

3个阶段："上升期：造模后开始至第 /0 天，+,-.
表达量表现为明显的上升，吸光度比值从 7<041 上
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升到 !"#$%（! & !"!’）。!平台期：从第 ’$ 天至第
(#天，)*+,表达的上升趋势较前明显减慢，吸光度
比值围绕在第 %’ 天的 !"#-$ 处呈水平波动（ ! .
!"!/）。"上升期：第 (#天至第 $%天，)*+,表达又
呈现出显著的升高，吸光度比值从 ’"!0! 上升到
’"$/!（! & !"!’）。
同时研究发现对照组大鼠肝组织 12345657 的

)*+,的表达量则并没有随时间的延长而改变，吸
光度比值在 !"$/!水平波动（! . !"!/）。
大鼠肝脏细胞 12345657的 )*+,表达出现上述

变化趋势可能存在以下解释：#在激素型骨质疏松
模型的形成过程中出现肝细胞 12345657的基因表达
变化，充分证明了铁调素作为铁代谢调节重要因素

与骨代谢异常疾病8骨质疏松症之间有一定的相关
性。!实验结果显示铁调素与骨质疏松的程度之间
存在正相关的联系，即骨质疏松程度越明显，铁调素

的基因表达就越高。

马勇等［/，-］对铁调素在维甲酸灌胃型大鼠骨质

疏松模型的基因表达进行了研究，发现铁调素的基

因表达也存在着变化趋势，但是其变化趋势与本研

究不尽相同，这可能与以下因素有关：第一，激素型

与维甲酸型相比，由于激素对于炎性因子有抑制作

用，所以激素型受到炎性因子的影响更小，更接近于

正常生理性骨质疏松症。第二，激素型的造模时间

为 -周，而维甲酸型造模时间只有 ’$ 6，激素型造模
时间远较维甲酸型长，所以激素型能使铁调素的基

因表达更为完整和明显。第三，激素与维甲酸至骨

质疏松机制不同，所以对 12345657表达的影响也不
相同，导致其表达也存在差异。

通过这个实验我们初步证实了铁调素与骨质疏

松之间存在着一定的联系，但是这还不能作为确定

骨质疏松的标准，只能作为一个可能存在的影响因

素，因为与骨质疏松动物模型相比，人骨质疏松症的

影响因素更多，也更为复杂。但是这个研究的发现

对于我们将来应用铁调素作为干预铁代谢的手段，

进而干预骨代谢提供了一定的依据，为进一步预防

和治疗骨质疏松症提供了新的思路和方法。
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