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摘要：目的 观察大鼠糖皮质激素性骨质疏松模型血清一氧化氮合酶（345）变化及硝酸甘油
（3(<=,>)-2?=(0，3@）对糖皮质激素性骨质疏松的防治作用。方法 健康 A月龄 5B雄性大鼠 A"只，体重
（;C# D #;EC）>，随机分为 A组，每组 #"只。模型组（8）给予生理盐水和地塞米松，实验组（F）给予地塞
米松和硝酸甘油，对照组（G）给予生理盐水。试验 7周后测量各组大鼠第 A腰椎及右股骨中段骨密
度，并行切片 H%染色观察骨组织显微结构，测量大鼠体重、血清一氧化氮合酶（345）、碱性磷酸酶含
量。结果 7周后 A组体重差异明显（! I "E"#），模型组体重低于实验组，实验组低于对照组。实验
组第 A腰椎骨密度值明显高于模型组（! I "E"#）。对照组骨密度值与实验组比较差异无显著性意义
（! J "E"C）。各组股骨骨密度值无明显差异（! J "E"C）。实验组第 A腰椎骨小梁形态结构与对照组相
似，模型组骨小梁稀疏，断裂。模型组 8KL较对照组及实验组明显升高（! I "E"#），345各组差异不
明显（! J "E"C）。结论 血清 345水平不宜作为激素性骨质疏松症的评价指标，硝酸甘油可有效预
防糖皮质激素性骨质疏松的发生。
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糖皮质激素性骨质疏松（!"#$%$%&’($%()*(+)#$,)
%-’,%.%&%-(-，!/*01），是常见的继发性骨质疏松。随
着糖皮质激素广泛用于临床，糖皮质激素性骨质疏

松（!/*21）发病率剧增，目前仅次于绝经后及老年
性骨质疏松症而居第 3位［4］，且常引起病理性骨折，
致残率较高。

近年来，生物医学界发现一氧化氮（50）及一氧
化氮合成酶（506）在参与和促进骨质疏松症的病理
生理过程中起着重要的作用［7］。506 低水平表达
时，合成低浓度 50，促进骨吸收，进而引起骨质疏
松。50供体药物硝酸甘油（5!）对去卵巢大鼠骨质
疏松模型骨密度的影响已经得到试验证实，其可以

预防去卵巢大鼠骨密度的丢失。临床上骨质疏松症

的发病机制复杂，各型骨质疏松发病机理并不完全

相同。50供体药物硝酸甘油对去卵巢大鼠骨质疏
松模型的治疗性作用研究较多，而对激素性骨质疏

松骨密度的影响尚不明确。目前已经证实骨组织主

要存在 ,506和 (506两种亚型［7］，且糖皮质激素可
以造成 ,506 基因的低表达，从而使 ,506 依赖性
50的低表达可能是糖皮质激素性骨质疏松（!/21）
的重要发病机制［3］。故我们推论 50供体药物硝酸
甘油可能具有预防大鼠激素性骨质疏松模型骨丢失

的作用，且试验证实 5!的治疗性作用与 5!的使用
量及使用频率并不成正比，增加用药剂量及用药频

率甚至会起相反作用，引起大鼠骨质疏松模型骨量

的进一步丢失。故我们采用中等剂量硝酸甘油

（5!），间断性给药的方法，观察其对激素性骨质疏
松（!/01）大鼠体重、腰椎骨股骨密度（89:）和血清
506及 ;<1的影响，探讨其对激素性骨质疏松的预
防及治疗性作用。

! 材料和方法

!"! 材料及主要仪器
硝酸甘油注射液（北京益民药业有限公司，批

号：722=277=）；地塞米松注射液（西南药业股份有限
公司，批号：2=2>22=3）；;<1 试剂盒（南京建成生物
工程研究所），506试剂盒（南京建成生物工程研究
所）；双能 ?线骨密度仪（美国 50@<;5:，型号 ?@*
AB），全 波 长 酶 标 仪（美 国 9#"’(-CD+ -.,$’&(#E
FG,&E%）。
!"# 试验动物分组及给药方法
取健康 3 月龄 6: 大鼠 32 只，体重（7>4 H

47I>）CJ（重庆医科大学试验动物中心提供，饲养于
清洁级环境中），自由摄食标准饲料和饮水。随机分

为 3组，每组 42只。模型组（;）隔天 4次腹腔注射
给予等量生理盐水，每周 7次肌肉注射地塞米松，每
次 7I> EJKCJ体重。实验组（8）隔天 4次腹腔注射间
断给予硝酸甘油 2IA EJKCJ体重，每周 7次肌肉注射
地塞米松 7I> EJKCJ体重。对照组（/）隔天 4次腹腔
注射等量生理盐水，每周 7次肌肉注射生理盐水 7I>
EJKCJ体重。各组试验动物每周测量体重变化。试
验 L周后处死动物。
!"$ 大鼠第三腰椎及股骨骨密度测定

42M水合氯醛麻醉动物后置于动物手术台上，
计数大鼠 B腰椎，切取第三腰椎，去除附着的肌肉筋
膜组织、椎间盘及椎孔内神经束，保留完整椎体、棘

突、椎板，置于 42M福尔马林溶液中固定。取大鼠
右侧股骨干，去除附着肌肉组织，置于 42M福尔马
林溶液中固定。立即送检测定骨密度（由重庆医科

大学附属第二医院核医学科骨密度室完成）。采用

美国 50@<;5: ?@*AB型双能 ?线骨密度仪人体感
兴趣部位软 件 测 定（软 件 名 称：5%&"D+) 8%+,
:,+-(’%E,’,&，N%-’ 6%O’PD&, Q,&-(%+：3IRIB，6$D++$,
6%O’PD&, Q,&-(%+：7I3I4），电脑自动分析结果。为统
一测定部位，股骨骨密度取股骨中段测定。

!"% 血清 506、;<1含量测定
大鼠下腔静脉取血 > E"，A S过夜，3222 &KE(+

离心机上离心 4> E(+分离血清，按照试剂盒说明书
进行测定操作，全波长酶标仪测定样品管和标准管

消光值，计算 ;<1、506含量。测定由重庆医科大学
附属第一医院神经外科实验室完成。

!"& 骨组织形态学观察
取大鼠第 3 腰椎及右股骨中段于 42M福尔马

林溶液中固定 AL G后，2I>M硝酸脱钙，每天更换 4
次脱钙液，直至大头针可刺入为止，流水冲洗 7A G，
梯度酒精脱水，透明石蜡包埋，切片由重庆医科大学

组织胚胎学教研室完成，常规 NT染色，依据病理学
骨质疏松症镜下诊断标准定性观察骨小梁结构大体

形态的改变。

!"’ 统计学处理
数据均以均数 H标准差（?（ U）!! H "）表示，所

有数据先行正态性（小样本 V检验）和方差齐性检
验（<,+W,+, 检验），各组间比较采用单因素方差分
析，样本均数间的两两比较采用 <6: 方法检验，统
计软件 6166 43I2 O%& V(+)%P-。

# 结果

#"! 两组大鼠以体重作为基线资料比较，各组间差
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模型组 ! 与实验组 " 相似，其股骨干髓腔较
大，皮质较薄。对照组 #骨皮质较厚，股骨干髓腔
较小。

! 讨论

一氧化氮（$%）是一种生物信息传递体，具有第
二信使和神经递质作用，在体内介导和调节多种病

理生理反应。$%的研究引起了世界医学界的普遍
关注，研究证明 $%在骨的吸收与重建中也起着重
要作用。

$%在体内由 $%前体物质 &’精氨酸在一氧化
氮合酶（$%(）的催化下与氧分子作用生成，其中，
$%(是体内 $%合成的限速酶，其活性与 $%水平直
接相关［)］。而试验也证明，*$%(的合成对骨质疏松
治疗有益［+］。一氧化氮合酶（$%(）有 , 种亚型：神
经元型（ -$%(）、内皮细胞型（ .$%(）和诱生型
（/$%(），分别有不同的基因编码。目前已经证实骨
组织主要存在 .$%( 和 /$%(［0］。正常生理情况下，
.$%(产生低浓度的 $%（1234级）具有生理作用［+］。
/$%(在正常生理情况下不表达，其在炎症因子如
5&’6、5&’7、8$9’:作用下可产生高浓度的 $%，从而介
导炎症性疾病的骨丢失［;］。在长期应用糖皮质激素

情况下，炎症反应被抑制，从而抑制 /$%(依赖的多
种细胞因子的释放，致使 /$%(不表达，只有 .$%(表
达。因此，血清 *$%(的浓度与血清 .$%(浓度呈正
相关。试验证明，糖皮质激素可以导致 .$%( 活性
降低，进而使 .$%(依赖性 $%低表达，是 <#’%=的
重要发病机制［,］。$%是一种小分子气体，尽管其半
衰期较短，但由于其透膜性非常好，所以其作用半径

往往比较大。外源性给予 $%供体产生的 $%，可迅
速弥散至组织局部而发挥作用。极微量的组织局部

$%（1234级）即可起到正常生理作用。试验结果表
明 ,组血清 *$%(无明显差异（! > ?@?+），由于正常
/$%(只在炎症等病理状态下表达，从而血清 *$%(
含量与 .$%(呈正相关，血清 *$%( 与血清 .$%( 正
相关。血清 *$%( , 组无明显差异，其原因可能为：

!.$%(在其他组织细胞如内皮细胞中也存在，骨组
织 .$%(的低达程度尚不足以引起血清 .$%( 含量
的重大变化，因此血清 *$%(也没有太大变化；"试
验时间较短，数据表明实验组血清 *$%( 已有下降
趋势，如延长试验时间实验组血清 *$%( 浓度可能
与正常组存在差异。因此，血清 *$%( 变化并不是
反应糖皮质激素性骨质疏松疾病程度的敏感指标，

不宜用来评价糖皮质激素性骨质疏松的治疗效果。

硝酸甘油已被多次试验证明对去卵巢大鼠骨质

疏松有很好的治疗性作用，其作用机制跟 $<在体
内产生的 $%有关。硝酸甘油是治疗心血管疾病的
传统药物，其在临床上的应用表明，在连续应用时极

易形成耐受性，导致后期治疗过程中药效减弱甚至

消失，这可能也是造成研究中实验结果不一致的原

因。研究也表明，增加 $<的使用量及频率对去卵
巢大鼠骨质疏松的治疗性作用上并没有增强，甚至

会起相反作用［A］。临床上预防或减缓硝酸甘油耐受

性可以采取调整用药剂量、减少用药频率或间歇用

药的方法，但间断给药对预防 <5%= 骨丢失的治疗
性效果尚不得知。本次试验采用隔天给药的方式，

结果表明，采用隔天给药的方式，其可在一定程度上

抑制大鼠体重的减轻，实验组 "体重明显要高于模
型组 !（! B ?@?+）但低于对照组 #（! > ?@?+），其具
体机制尚不清楚。给药 A周后，实验组大鼠第三腰
椎骨密度及股骨骨密度与模型组差异有显著性（!
B ?@?6），而与对照组无明显差异（! > ?@?+），从而表
明，间断性给予 $<可明显增加实验组大鼠腰椎骨
密度，预防糖皮质激素引起的骨丢失。模型组及实

验组股骨骨密度明显低于对照组（! B ?@?6），模型
组与实验组股骨骨密度无明显差异（! > ?@?+），但
实验组股骨骨密度均值要高于模型组。其原因可能

为，硝酸甘油主要对松质骨作用明显，而对皮质骨的

作用显效较慢。

大鼠血清 !&=模型组较实验组及对照组明显
升高（! B ?@?6），血清 !&=主要来自于骨及肝脏，小
部分来自小肠及其他组织。血清 !&=与骨钙素的
变化呈正相关，与骨密度呈负相关，与以往研究报道

相一致。

组织学观察显示，模型组腰椎骨小梁骨呈骨质

疏松表现，股骨皮质变薄，而实验组小梁骨组织纤维

结构与对照组相似。由此可见，硝酸甘油在增加骨

密度的同时，也明显的改善了腰椎松治骨的微结构，

从而能更加有效的防止骨折并发症的发生。

本实验表明，间断性给予硝酸甘油，对大鼠激素

性骨质疏松具有明显的增加腰椎骨密度，改善松质

骨微结构的作用。而且可在一定程度上阻止大鼠体

重的减轻，改善了其生活质量。采用间断性给药的

方式，在保证治疗效果的同时，不仅可起到减缓硝酸

甘油耐受性的发生，而且降低了低血压、搏动性头痛

等不良反应的发生，提高了用药的安全性。$%供体
药物在治疗激素性骨质疏松还有许多待解决的问

（下转第 );?页）
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题，比如如何解决 NB多靶向问题引起的不良反应，
控制 NB供体药物在体内持续释放低浓度的 NB，以
及 NB供体药物合理的给药途径，则是我们下一步
研究的重点。
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