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摘要：目的 研究荷瘤小鼠在甲状旁腺激素相关蛋白（456-41789）的作用下，骨代谢及骨生物力学等

指标的变化，同时观察肿瘤生长情况。方法 对照组、模型组、实验组 9 ?龄健康雌性 @<A@B3小鼠各
1!只，模型组和实验组采用乳腺癌组织块悬浊液注射法制备小鼠乳腺癌模型，1# C后模型组每日予
以生理盐水腹腔注射，实验组每日予以 456-41789 9##!/BD/体重腹腔注射。用药 8" C后行全身骨 E线

扫描观察骨破坏情况、测全身骨密度（@FG）、骨生物力学以及骨代谢相关血清指标［血清 H’、4、碱性
磷酸酶（<A4）、"型胶原 H7末端交联顶端肽#（#7H5E）骨钙素（@I4）、骨唾液酸蛋白（@J4）］，剥离肿瘤比
较两组肿瘤的体积与质量。结果 E线片显示，与模型组相比，实验组存在明显的溶骨性骨破坏，其
中 1只存在骨折。与对照组和模型组比较，实验组 @FG、生物力学指标显著降低（! K #L#1）。各组 H’
水平差异无统计学意义（! M #L#"）；与对照组和模型组比较，实验组 4、#7H5E、@J4等反映骨吸收的指
标显著升高，总 <A4、@I4等反映骨形成的指标均显著降低（! K #L#1或 ! K #L#"）；与对照组相比，模
型组各指标变化差异无显著性。实验组肿瘤体积和质量显著升高（! K #L#1）。结论 456-41789能够

促进小鼠乳腺癌骨转移，造成溶骨性骨破坏，骨量下降、骨强度降低，同时骨破坏释放的因子可能促进

肿瘤的生长。
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乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，易发生骨

转移造成骨破坏，多种因子参与溶骨性骨破坏的形

成。诸多研究表明甲状旁腺激素相关蛋白

（+(,(-’5,#"1 ’#,$#)%=,%*(-%1 +,#-%") 9:;,9）是主要的
破骨细胞活性介导因子之一，其持续大量的表达能

够刺激破骨细胞的分化和成熟，不仅促进骨转移，也

单独造成溶骨性骨破坏［<］。但也有学者研究表明

9:;,9的表达可以改善预后，降低肿瘤骨转移及骨
破坏活性［@］。本实验以小鼠为对象，从骨密度、A线
照片、骨生物力学指标、血清骨转换标志物等方面观

察 9:;,9<=>?对荷瘤小鼠骨代谢及骨生物力学的影
响，同时观察肿瘤的生长情况，结果显示 9:;,9<=>?能
够促进小鼠乳腺癌骨转移，造成溶骨性骨破坏，骨量

下降、骨强度降低，同时骨破坏可能释放某些因子促

进肿瘤生长。

) 材料和方法

)*) 试剂和材料
? 6龄健康雌性 7BC7D&小鼠 ?@只，体重（<E F

@）4（山东大学医学院实验动物中心）。小鼠乳腺癌
细胞 GB=HI@（中国典型培养物保藏中心=武汉大
学）。9:;,9<=>?（上海吉尔生化）。

)*+ 方法
)*+*) 细胞培养和单细胞悬液的制备：小鼠乳腺癌
细胞株 GB=HI@，用含 <JK胎牛血清的 LGMG 培养
液，放入 >HNO8@ 培养箱中培养，JP@QK胰蛋白酶消
化、传代培养（待培养瓶中细胞 IJK R SJK融合时
传代），选取状态和活性均较好的细胞吹打成单细胞

悬液，97T 洗净，用 97T 调节细胞浓度到 < U <JH

个D$C［>］。
)*+*+ 造模：实验前小鼠适应性喂养 < 6后随机取
?只作为荷瘤种鼠，采用细胞悬浊液法制备乳腺癌
模型［>］，其余 >I只随机分为 <、@、>组（<组 <@只，@、
>组各 <>只）。<组为正常对照组（对照组）。@、>组
采用乳腺癌组织块悬浊液法制备乳腺癌模型［>］，<J
1后以肿瘤长径大于 ? $$做为造模成功鼠，两组各
随机选取 <只，剥离肿瘤块做病理切片证实为乳腺
癌。最后入选的小鼠每组各 <@只。
)*+*, 动物用药与观察指标：造模 <J 1 后开始给
药，@组每日腹腔注射生理盐水（模型组）；>组每日

腹腔注射 9:;,9 ?JJ!4DV4（实验组）；每周测量体重，
根据体重变化调整药物剂量。连续用药 Q 6后摘眼
球取血处死小鼠，留取血清以检测 O(、9、BC9（日立
H<IJ全自动生化分析仪）、骨钙素（!#)% 4*( +,#-%")，
7W9）（放免法，天津九鼎）、"型胶原 O=末端交联顶
端肽#（O#**(4%) -5+% "&,#..=*")V%1 O=-%*#+%+-"1%#，#=
O:A）、骨唾液酸蛋白（!#)% 4*(+,#-%") 7T9）（MC0TB）。
处死前行全身 A线照射，观察骨骼破坏情况；行全
身骨密度测量；留取腰椎、股骨等标本，用万能材料

分析仪行腰椎（CQ）压缩试验及股骨三点弯曲试验。
剥离肿瘤测其大小与重量，体积计算方法为：! X "
U #@ D@（" 为肿瘤长径，# 为肿瘤短径）。
)*+*- 仪器设备：7GL的测量选用美国 Y#,*()1公
司产 +LMAB型 7GL仪（附带小动物扫描软件），仪
器测定质控体模的长期变异系数（OZ）在 JP@SK R
JP>QK之间，扫描速度 <J $$D.，扫描宽度 E &$，扫描
间 JPQ $$ U JPQ $$；腰椎压缩和股骨三点弯曲试验
采用 BW=<T日本岛津万能材料试验仪，试验仪载荷
测量精度 JPJ< Y，位移测量精度 JPJJ< $$，加载速
度 @ $$D$")，跨距 I $$。708=[BL G#1%* EIJ 酶标
仪（日本）；WO=S<<$放射免疫计数器（科大创新
公司）。

)*, 统计学处理
计量资料数据均以!$ F % 表示。组间比较采用

单因素方差分析，率的比较采用四格表资料确切概

率法。所有数据应用 T9TT <>PJ统计软件进行处理
分析，差异显著性水平为双尾 JPJQ。

+ 结果

+*) 小鼠体重、7GL、肿瘤质量与体积（表 <、@，
图 <）
与对照组比较，模型组和实验组小鼠体重增长

明显缓慢，实验结束时体重增长总量均显著低于对

照组（& \ JPJ<），模型组与实验组之间差异无统计
学意义（& ] JPJQ）；与对照组和模型组相比，实验组
7GL显著降低，差异有统计学意义（& \ JPJ<），与对
照组相比，模型组 7GL有降低趋势，差异无统计学
意义（& ] JPJQ）。与模型组比较，实验组肿瘤生长
快、质量、体积大，差异有统计学意义（& \ JPJ<）。
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表 ! 各组小鼠体重（!! ! "）

组别
鼠数

（只）

初重

（"）
体重总增长

（"） #$%

对照组 &’ &( )’* ! &)(+ ( )&, ! &)** (’ )+- ! ’)’’

模型组 &’ &, ).- ! &),/ + )(+ ! &)-& 0 0 (& ).. ! ’)*’

实验组 &’ &( )&& ! &)++ - )/- ! *)./ 0 0 ,+ ).- ! &)1- 0 0""

注：与对照组比较，0 # 2 *3*,，0 0 # 2 *3*&；与模型组比较，""#

2 *3*&

表 " 荷瘤小鼠肿瘤质量和肿瘤体积（!! ! "）

组别 鼠数（只） 肿瘤质量（"） 肿瘤体积（45-）

模型组 &’ *).,1 ! *)&/( ’1/)*/ ! &*( )/*

实验组 &’ &)&’- ! *)&1’"" .’+)&. ! &.1 )/1""

注：与模型组比较，""# 2 *3*&

"#" - 组小鼠全身 6 线骨破坏情况观察（表 -、
图 ’）
模型组与对照组全身 6线片观察比较，除 &只

外其余均未见明显骨破坏现象；实验组有 (只存有
明显的溶骨性骨破坏现象，以胫骨近端为明显，其中

&只左后肢胫骨骨折。模型组与实验组骨破坏率的
比较，用四格表资料确切概率法得出结论：两组荷瘤

小鼠骨破坏发生率差异有统计学意义（# 2 *3*&）。

表 $ 两组荷瘤小鼠溶骨性骨破坏情况（只）

组别 溶骨性骨破坏 无异常 合计 骨破坏率（7）

模型组 & && &’ . )-

实验组 ( ( &’ ,*""

合计 / &/ ’+ ’1 )’

注：与模型组比较，""# 2 *3*&

"#$ -组小鼠骨生物力学指标的变化
与对照组和模型组比较，实验组小鼠股骨最大

载荷、弹性载荷、截面惯性矩、弹性模量、腰椎最大载

荷等指标均降低，差异有统计学意义（# 2 *3*,或 #
2 *3*&）（表 +）。

图 ! 荷瘤小鼠剥离瘤照片
（8、#为实验组，9、%为模型组）实验组明显大于模型组

图 " 各组小鼠 6线照片
（8为对照组，#为模型组，9、%、:为实验组）实验组双侧胫骨近段存在明显溶解性骨破坏现象，

:图示左后肢胫骨中上 &;-处骨折
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表 ! !组小鼠股骨三点弯曲和腰椎（"#）压缩试验的变化（!! $ "）

组别
鼠数

（只）

股骨三点弯曲试验 腰椎压缩试验

最大载荷

（%）
弹性载荷

（%）
截面惯性矩

（&&’）

弹性模量

（()*）
最大弯曲应力

（+)*）
最大载荷

（%）

对照组 ,- ,. /-! $ 0/.1 ,’ /!! $ ,/#’ 0 /,’2 $ 0/0! 1 /33 $ ,/!0 ,’. /-’ $ ,2 /1, ,’ /## $ !/00

模型组 ,- ,. /!3 $ -0/!- ,’ /22 $ -/-! 0 /,’# $ 0/0! 1 /0, $ ,/’, ,#, /#- $ -3 /0! ,- /#’ $ -/1.

实验组 ,- ,# /,0 $ ,/01 4 4"" ,-/1# $ ,/01 4 4"" 0/,-0 $ 0/0- 4 4"" # /03 $ ,/!1 4 4"" ,#-/0- $ -, /,, 2 /#0 $ !/,. 4 4""

注：与对照组比较，4 4 # 5 060,，与模型组比较，""# 5 060,

"#! 血清生化指标（表 #）
!组小鼠间血清 7*水平差异均无统计学意义。

与对照组和模型组比较，实验组血清 )、89)等反映
骨吸收的指标显著升高（# 5 060# 或 # 5 060,）；血

清总 :")、8()等反映骨形成的指标均显著降低（#
5 060#或 # 5 060,）；与对照组相比，模型组血清 )、
89)（# ; 0601’）有升高趋势，:")、8()有降低趋势，
但差异均无统计学意义（# < 060#）。

表 $ 各组小鼠血清生化指标变化（!! $ "）

组别 鼠数（只） 7*（&&=>?"） )（&&=>?"） !@7AB（"C?"） 89)（DC?"） :")（EF?"） 8()（&&=>?"）

对照组 ,- - /0# $ 0/-, - /0! $ 0/!, 0 /,1 $ 0/,# ,3 /03 $ 0/’0 .. /!- $ ,0/-3 1 /!, $ 0/!,

模型组 ,- - /02 $ 0/03 - /,2 $ 0/!- 0 /,. $ 0/,! -0 /.0 $ ’/0. ., /01 $ 3/21 # /32 $ 0/#!

实验组 ,- - /,1 $ 0/,0 - /1. $ 0/!. 4 4"" 0/-. $ 0/,0 4 4"" -!/.2 $ ’/,0 4 4" 1- /,2 $ 3/., 4 4" #/-, $ 0/1, 4 4""

注：与对照组比较，4 # 5 060#，4 4 # 5 060,，与模型组比较，" # 5 060#，""# 5 060,

% 讨论

在本实验之前进行了预试验，分别采用肿瘤细

胞悬浊液注射法和肿瘤组织块悬浊液注射法制备小

鼠乳腺癌模型，以选取较好的荷瘤鼠造模方法。小

鼠乳腺癌细胞 +:@.3- 可以在 8:"8?G 小鼠身上成
功建立乳腺癌模型，肿瘤注射位置为前肢腋下皮下，

其中采用细胞悬浊液注射法成瘤时间不一，且大小

不均；而肿瘤组织块悬浊液注射法可以形成成瘤时

间、大小一致的荷瘤鼠，且成瘤率较前者高，是研究

人类乳腺癌发生、发展、转移等各种机制较理想的动

物模型，这与孙金忠等［!］研究报道结果一致。本实

验中采取肿瘤组织块悬浊液注射法造模。

)AHI)是由 8JIKLM等［’］从与高钙血症相关的恶
性肿瘤组织中分离出的一种具有全身作用的体液因

子，对骨具有双重作用，与肿瘤骨转移和溶骨性骨破

坏也有着密切联系［,，#，1］。临床资料显示 )AHI)阳性
的乳腺癌患者更容易发生骨转移，发生骨转移的乳

腺癌患者 20N表达 )AHI)［.］。9*LK=等［3］用人类乳腺
癌细胞株 +O:@+8@-!, 制备出有高骨转移活性的
+O:@#*亚系，制造裸鼠骨转移模型，结果显示该细
胞高表达 )AHI)、E"@1、E"@3，骨转移率高，造成严重溶

骨性骨破坏，抗人@)AHI),@!’抗体拮抗后可有效地阻

止肿瘤溶骨性骨转移的发生发展。但 HPDQPIM=D
等［-，2］研究报道 )AHI)在乳腺癌原发灶中的表达可
以改善预后，)AHI)阳性患者 #年、,0年存活率均比
)AHI)阴性患者高，不仅降低肿瘤骨转移及骨破坏
活性，还降低其向其他软组织转移的特性。)AHI)
在癌症骨转移及骨破坏过程中所起的作用未完全明

确，近年来成为诸多影响肿瘤骨转移因子中的研究

热点之一。

本实验应用小鼠乳腺癌细胞 +:@.3-和 8:"8?G
小鼠制备荷瘤小鼠模型，腹腔注射大剂量 )AHI),@!’

进行干预，通过对诸多指标的观察比较，研究

)AHI),@!’对荷瘤小鼠骨代谢的影响，同时观察肿瘤

生长情况。与应用人乳腺癌细胞株和裸鼠比较，拥

有一个正常的生理环境，更接近于人体发病机制。

骨生物力学特征是反映骨质量的重要指标，力

学性能降低常导致骨折发生率升高［,0］。腰椎最大

载荷直接反映松质骨的骨质、结构连续性和皮质骨

的强度，是对骨质量的综合反映［,,］。弹性模量用以

测量骨组织的内在硬度，主要反映了骨组织的材料

特性。实验组腰椎最大载荷、股骨弹性模量显著低

于正常组，说明骨组织强度、硬度降低，与 8+O及 B
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片骨破坏情况变化一致。表明实验组小鼠由于

!"#$!%&’(的作用，骨量减少，骨强度降低。
血清 )*、!、!&)"+、,-! 是反映骨吸收的指标。

对乳腺癌患者的研究表明，血清 ,-!增加可以提示
早期骨转移［%.］。’组间 )*水平差异无统计学意义，
可能和体内复杂的内分泌系统调节有关，使其维持

在较稳定的水平。与对照组和模型组相比，实验组

!、!&)"+、,-!水平显著升高，表明存在肿瘤骨转移
及溶骨性骨吸收，模型组 ,-! 有增高趋势，说明肿
瘤可能已存在潜在的骨转移，只是过程缓慢，尚未在

骨 +线上显示出来。/0!主要来源于肝和骨，,1!
是成骨细胞特异性产物，均是成骨细胞活性指标，反

映骨形成。本实验结果表明在 !"#$!%&’(的作用下，
破骨细胞活性大于成骨细胞活性，骨吸收大于骨形

成，造成溶骨性骨破坏。

通过本实验结果可见，单纯的肿瘤对机体、骨转

移以及骨代谢的影响并不明显，当体内持续大剂量

表达 !"#$!时，促使了肿瘤骨转移且使得骨代谢紊
乱，以吸收性骨破坏为主，同时骨吸收释放的一些因

子反过来又促进了肿瘤的生长，实验组肿瘤质量和

体积均增大，进而影响了机体的生长发育，体重增长

缓慢。表明 !"#$!%&’(与骨转移及溶骨性骨破坏有密
切联系，而不是降低肿瘤骨转移及骨破坏活性、改善

预后，为研发抗&!"#$!%&’(抗体来改善肿瘤所致的骨
代谢紊乱奠定了理论基础。!"#$!何种片段对肿瘤
骨转移及骨代谢影响更大，!"#$!表达途径的不同
对机体影响的区别还有待下一步研究。
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