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摘要：目的 观察去势大鼠骨髓源性破骨细胞形成的动态变化和骨髓细胞护骨素（9:;）基因的变

化。方法 健康 C+DE*F 雌性大白鼠 5! 只，分为实验组（去卵巢组）和对照组（假手术组），每组 &! 只，分

别于术后 4、B、5、$ 和 "4 周取去卵巢组和对照组每只大鼠股骨骨髓细胞进行细胞培养，左侧股骨培养

细胞作瑞氏@吉姆萨染色和抗酒石酸酸性磷酸酶（G<>:）染色，观察破骨细胞并计数。右侧股骨培养

细胞提取总 <=>，通过 <G@<H< 来观察去势大鼠骨髓细胞 9:; )<=> 表达强度变化。结果 术后 4、B
周去势组破骨细胞形成数多于同期对照组，5 周去势组破骨细胞形成达到高峰，显著多于同期对照组

! I !J!"。$ 周去势组破骨细胞数较 5 周有所下降，但仍明显高于对照组。骨髓培养细胞 9:; )<=>
表达，术后 4、B 周 9:; )<=> 表达较同期对照组无明显差别，5 周去势组 9:; )<=> 表达明显低于对

照组，$ 周去势组 9:; )<=> 表达与同期对照组比较无明显差异。结论 大鼠去势后可引起破骨细

胞形成数量增多和 9:; )<=> 表达降低，且均在术后 5 周表现明显。
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绝经后骨质疏松症是严重危害妇女健康的严重

疾病，以高骨转换为特征，表现为骨吸收大于骨形

成，小梁骨大量丢失，其最终结果是骨量减少、骨密

度减低以及骨组织微结构破坏，从而导致骨脆性增

加，易发生骨折。雌激素缺乏是导致骨吸收亢进的

主要原因［"］，本研究观察成年大鼠去卵巢后不同时

期骨髓源性破骨细胞分化增殖能力的动态变化及其

骨髓细胞中 9:; )<=> 表达关系的研究。

? 材料和方法

?@? 大鼠去卵巢模型的建立

健康 & 月龄雌性 C+DE*F 大白鼠，体重 44! T 4B!
/，由本院动物实验科提供，随机分为实验组（切除双

侧卵巢组）和对照组（假手术组）。每组 &! 只。实验
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组均行双侧卵巢切除术。术时均予 !"戊巴比妥钠

溶液按 #$% &’(%## ) 体重腹腔麻醉。手术腹侧入路

完整切除双侧卵巢，止血缝合。对照组采用腹侧入

路，仅切除少许皮下组织即关闭。分别于去卵巢后

*、+、,、- 和 %* 周后取去卵巢组和对照组大鼠两侧股

骨骨髓细胞作培养。

!"# 主要试剂和仪器

./010（23)&.），胎牛血清（456，兰州民海），抗酒

石酸酸性磷酸酶染色（789:）试剂盒购自中国医科

院血液病研究所，8;9 抽提试剂盒 8;923<、90= 第

一链 >?;9 合成试剂盒、;7: 03@ABCD、7.E 酶、%##FG
?;9 H.IIDC 0.CJDC 均购自大连宝生物公司。

!"$ 细胞培养

破骨细胞培养，参考夏文芳等［*］方法，主要步骤

包括：无菌操作下完整取下双侧股骨，剪断两端骨骺

端，用 K &’ ./010（含 %#"456，%## L(&’ 青霉素，%##
&)(链霉素）反复冲洗骨髓腔 ! 次，收集骨髓细胞悬

液，将细胞调节浓度为 % M %#N (&’ 加入预先配好的培

养体系，其内含有 *#"456、=3A?!（%#O -0，23)&.）混

匀后加入预置盖玻片的 *+ 孔板内或直径 %## && 培

养皿内，*+ 孔板内培养细胞作破骨细胞染色和鉴

定，培养皿内细胞提取总 8;9 作基因测定。置 5P*

培养箱，在 K"5P*，!N Q条件下培养，! I 换液 % 次，

分别在 *、+、,、- 和 %* 周后，取出玻片进行固定染色

或提取总 8;9。

!"% 破骨细胞染色和鉴定

左侧股骨骨髓培养细胞作破骨细胞染色和鉴

定，在培养的盖玻片上分别作瑞士/吉姆萨染色和抗

酒石酸酸性磷酸酶（789:）染色，以 789: 染色（ R ），

细胞核!! 个核的细胞为破骨细胞标志。对每个随

机视野中的破骨细胞进行计数。每组大鼠计数 %#
张玻片，取均值，结果以细胞数(玻片表示。

!"& 骨髓培养细胞 P:S 基因表达的检测

右侧股骨骨髓细胞培养后提取总 8;9 作 P:S
基因测定，分别在培养的第 *、+、,、- 和 %* 周，参照

7.J.C. 公司试剂盒使用说明提取细胞总 8;9。8;9
溶解于 8;9.2D/TCDD IIU*P 液中 O -# Q保存。在 *##

!H 反应管（冰浴）中加入 8;9*!H（约 *$K!)），’3)<
（I7）%!H，8;.23V/TCDD IIU*P 至 %*!H，87/FBTTDC +

!H，I;7: 03@ *!H，90= 8DWDC2D 7C.V2>C3GA3<V %!H，

混匀离心 ! 2，:58 仪上进逆转录反应，反应条件：+*
Q ,# &3V；N# Q %# &3V。在冰浴 :58 管（含 %#@:58
FBTTDC K!H，I;7: 03@ABCD %!H）中加 >?;9 %!H，上下

游引物各 %!H（表 %），7.E #$!!H，加无菌蒸馏水至

K#!H。混匀，瞬时离心，在 :58 仪上反应，反应条

件：X+ Q !# 2，X+ Q !# 2，,# Q !# 2，N* Q !# 2，!#
个循环后，N* Q延伸 K &3V，结束反应。:58 产物 K

!H 直接上样，在 %K )(H 琼脂糖凝胶电泳。电泳条带

在紫外灯下观察，并用凝胶成像仪器照相并分析灰

度值，观察各基因的表达量。

表 ! :58 引物序列

基因 引物 序列

P:S 6DV2D KY/7557SS95579557999959S59/!Y
9VA32DV2D KY/57959575757S5977595777SS/!Y

!"’ 统计学处理

各数值均采用 6::66 %#$# 版本结果进行 ! 检

验，结果用均数 Z 标准差（"" Z #）表示。

# 结果

#"! 破骨细胞变化

术后不同时期破骨细胞变化见表 *。术后 *、+
周去卵巢组骨髓源性破骨细胞形成数多于同期对照

组；, 周去卵巢组破骨细胞显著多于对照组 $ [
#$#%（图 %）；- 周去卵巢组破骨细胞形成数较 , 周下

降，但仍明显高于对照组 $ [ #$#K。对照组全程骨

髓源性破骨细胞数无明显改变。

图 ! 去卵巢组诱导培养出的破骨细胞

视野中见有多个破骨细胞，箭头示（789: 染色 M +#）

表 # 去势大鼠体外培养不同时间骨髓源性破骨细胞形成数

组别 * 周（个(玻片） + 周（个(玻片） , 周（个(玻片） - 周（个(玻片） %* 周（个(玻片）

实验组 %%$+- Z %$N %,$* Z +$*!# *+$K, Z *$%%## %N$*! Z !$NK# %*$!N Z *$*!
对照组 N$*% Z %$%# %#$%N Z K$%, %%$K+ Z %$NK %*$%! Z %$!# %#$*N Z %$%+

注：与对照组比较，# $ [ #$#K，##$ [ #$#%
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