
·论著·

作者单位：!"##$! 杭州，浙江省中医院

通讯作者：童培建，%&’()：*+,-("./!0##"1-’2334 53&4 5,

特异性抑制 6789(慢病毒治疗局部骨质疏松
的实验研究

童培建 肖鲁伟 孙益

中图分类号：:;"<=0$; 文献标识码：6 文章编号："##9>;"#/（0##.）#$>#!00>#$
摘要：目的 观察体外筛选出的带有 *(:?6片断的具有高效抑制破骨细胞表达 6789(的慢病毒颗粒
对大鼠局部骨质疏松是否具有治疗作用。方法 健康雌性 @A大鼠 <#只，体重 "/# B 00# C，随机分为
<组，分别为（ D）病毒治疗组、（ E）病毒对照组、生理盐水对照组和空白组，每组 "#只。进行局部骨
质疏松造模，"!周造模检测成功后，开始给药，阳性病毒治疗组用（ D）慢病毒颗粒 "=$ F "#/ 7GH&)右
侧股骨髓腔内注射 !次，每次 #=" &)，阴性病毒对照组用（ E）慢病毒颗粒 "=$ F "#/ 7GH&)右侧股骨髓
腔内注射 !次，每次 #=" &)，生理盐水对照组用生理盐水右侧股骨髓腔内注射 !次，每次 #=" &)，空白
组予假手术处理，给药后 "0周，处死取血清及双侧股骨，分别测定血清指标：血 I’、血 8、6J8，双侧股
骨近端骨密度，并切片处理后，显微镜下作骨形态计量学检测。结果 给药后各组血清指标数据比较

差异无明显统计学意义，右侧股骨近端骨密度测定显示治疗组与对照组比较差异有统计学意义。骨

形态计量学检测显示治疗组与对照组相比骨体积分数、骨小梁厚度、骨小梁间距都具有统计学意义。

结论 体外筛选出的带有 *(:?6片断的具有高效抑制破骨细胞表达 6789(的慢病毒颗粒对大鼠局部
骨质疏松具有一定的治疗作用。
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!"#$%&’$()*+ ,)-./ 01 ,#$2&1&2 &(3&4&) 5678& 9$($ +$()&:&%-, *()& +02*+ 0,)$0#0%0,&, !"#$ %&’(’)*，+,-"
./0&’，12# 3’ 4 45’*&6& 7&8’9’*& :;6<’=)> ’* ?5&(’)*@ %A;B’*9&，:)*@C5;/ !"##$!，I2(,’
54,)%*2)：;4<$2)&:$ 73 (,KL*M(C’ML M2L LNNL5M 3N *OL5(N(5 3*ML35)’*M 5L)) (,2(P(M(3, ’,M(>Q’M )35’) 3*ML3O3Q3*(*4
=$)30., <# @A NL&’)L Q’M*，RL(C2(,C "/# B 00# C，RLQL S(K(SLS (,M3 N3+Q CQ3+O*：（ D）K(Q+* 53,MQ3) CQ3+O，
（ E）K(Q+* 53,MQ3) CQ3+O，,3Q&’) *’)(,L 53,MQ3) CQ3+O ’,S P)’,T CQ3+O，L’52 R(M2 "#= 6, 3*ML3O3Q3*(* &3SL) R’*
L*M’P)(*2LS M2Q3+C2 3K’Q- QL*L5M(3,4 7QL’M&L,M PLC’, ’NMLQ "! RLLT*，（ D）K(Q+* 53,MQ3) CQ3+O +*LS（ D）)L,M(K(Q+*
"=$ F "#/ 7GH&)，（ E）K(Q+* 53,MQ3) CQ3+O +*LS（ E）)L,M(K(Q+* "=$ F "#/ 7GH&)，,3Q&’) *’)(,L 53,MQ3) CQ3+O
+*LS ,3Q&’) *’)(,L #=" &)，’)) MQL’M&L,M CQ3+O* +*LS (,MQ’>P3,L &’QQ3R (,UL5M(3, ’M Q(C2M NL&+Q* N3Q ! M(&L*，P)’,T
CQ3+O S(S ,3M 2’KL 3K’Q- QL*L5M(3,，’NMLQ "0 RLLT*，P3,L &(,LQ’) SL,*(M-（VWA）’,S P(352L&(5’) (,S(5’M3Q
53QQL)’MLS R(M2 P3,L &LM’P3)(*& ’,S P3,L 2(*M3&3QO23&LMQ- RLQL &L’*+QLS4 >$,-+), 72L S(NNLQL,5L* 3N
V(352L&(5’) (,S(5’M3Q* 53QQL)’MLS R(M2 P3,L &LM’P3)(*& ’QL ,3M *M’M(*M(5’))- *(C,(N(5’,5L4（ D）K(Q+* 53,MQ3) CQ3+O
53&O’QLS R(M2 M2L（ E ）K(Q+* 53,MQ3) CQ3+O，,3Q&’) *’)(,L 53,MQ3) CQ3+O，P)’,T CQ3+O，P3,L &(,LQ’) SL,*(M-
（VWA），P3,L 2(*M3&3QO23&LMQ- 2’KL *M’M(*M(5’) *(C,(N(5’,5L4 ?0(2+-,&0( @OL5(N(5 3*ML35)’*M 5L)) (,2(P(M(3, ’,M(>
Q’M )35’) 3*ML3O3Q3*(*4
@$/ A0%.,：X*ML35)’*M 5L)) (,2(P(M(3,；X*ML3O3Q3*(*；VWA；V3,L 2(*M3&3QO23&LMQ-

骨质疏松症（X*ML3O3Q3*(*）是由多种原因引起的
一种骨骼疾病，是以低骨量和骨组织的微结构损伤，

并最终导致骨强度的降低和骨折危险性增加为特征

的一种疾病。目前认为主要与骨形成、骨吸收两者

失平衡有关，即机体的骨重建失衡，其中破骨细胞

（#*ML35)’*M，#I）主要行使去除旧骨即骨吸收的功能，
而成骨细胞（#*ML3P)’*M，#V）主要行使形成新骨即骨
形成的作用，故其发病机制主要是由于骨质吸收的

速度超过骨质形成速度所致［"］。本研究即采用带有

目的基因的慢病毒颗粒即特异性破骨细胞抑制剂进

行局部注射治疗，通过对血清指标、骨密度、骨形态
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计量学的检测来验证其是否具有抑制局部破骨细胞

的破骨作用，从而逆转局部骨重建失衡。

! 材料和方法

!"! 试验动物及药物
动物：健康雌性 !"大鼠 #$只（由浙江省中医药

大学实验中心提供），体重在 %&$ ’ (($ )。药物：
（ * + ,）慢病毒颗粒，由上海吉凯基因化学技术有限
公司根据 -./.01/2 34567基因已知序列（基因编号：
-8：($6#(9）按 :7;<3序列原则设计，（ ,）慢病毒颗
粒所携带的目的基因序列为：=>?@3- AA@ @@A 3A-
-A- 33@ 3BB；（ *）慢病毒颗粒所携带的目的基因
序列为：=>?@A@ A@3 -A- @A3 3A3 -A- 3BB；并已
在体外证实具有抑制破骨细胞骨吸收作用［C］。

!"# 仪器与试剂
"DE?F型双能 E 线骨密度仪：美国 FA<3; 公

司。GHIJK7.L2硬组织切片机，浙江省中医药大学实
验中心提供。计算机自动图像处理系统（8J1).?DHM
DNI: =O$）。全自动生化分析仪（德国拜耳）。
!"$ 造模与分组
按照随机数字表法将 #$只健康雌性 !"大鼠分

成 #组，分别为（ ,）病毒治疗组、（ *）病毒对照组、
生理盐水对照组和空白组，每组 %$ 只。CP戊巴比
妥钠 #$ J)+2)，腹腔内注射麻醉，常规无菌操作，从
下腹部正中切开，结扎后切除双侧卵巢，滴注长效青

霉素 #$万单位 ( JN，逐层缝合。空白组以假手术处
理。各组普通饲料饲养 %C周后开始给药。
!"% 给药方法
阳性病毒治疗组用（ ,）慢病毒颗粒 %O= Q %$&

BA+JN右侧股骨大粗隆下 % LJ髓腔内注射 C次，每
次 $O% JN，阴性病毒对照组用（ *）慢病毒颗粒 %O= Q
%$& BA+JN右侧股骨髓腔内注射 C次，每次 $O% JN，生
理盐水对照组用生理盐水右侧股骨髓腔内注射 C
次，空白组不用任何药物，各组用药时间为 %(周。

!"& 处死及标本获取
用药前摘眼球取血，用药 %( 周后，摘另一侧眼

球取血后处死［9］，分离血清，并取双侧股骨作进一步

分析测定。

!"’ 大鼠血清 @1、D、3FD的测定
血清 @1、D、3FD 的测定均使用全自动生化分

析仪。

!"( 大鼠 0R"的测定
游离大鼠双侧股骨干，去除软组织。用装有动

物骨密度测量软件的双能 E线骨密度测量仪（"E3）
分别沿 3（大粗隆上切线）、0（3线与 @线的中线）、@
（小粗隆下切线）C 线测量双侧股骨干骺端骨密度，
并取其平均值。骨形态计量学检测：取双侧股骨干

骺端骨组织 3?@线范围，置于 %$P中性甲醛固定。
脱钙 %周后，常规脱水，石蜡包埋，行 =!J切片，ST
染色，在低倍（%$ Q %$ 倍）视野下测定，以相同的间
隔移动切片，使所有有效的显微视野均经数码相机

拍摄等量的照片，输入计算机自动图像处理系统

（8J1).?DHM DNI: =O$）处理，设置参数计算各指标：骨
体积分数（0U+BU）V %$$ Q 0W 1H+BW 1H；骨小梁厚度
（BXW BY）V（0W 1H+0W 5J）（"+(）；骨小梁间距（BXW !5）
V（%$$$ Q BW 1H * 0W 1H）+0W 5J［&］。
!") 统计学处理
采用 !D3! %CO$ 软件处理数据，以均数标准差

（!! Z "）表示，样品均数比较用 # 检验，组间比较用
单因素方差分析，$ [ $O$= 为差异有显著统计学
意义。

# 结果

#"! 血清 @1、D、3FD变化
各组血清钙、磷含量均在正常范围，组间比较差

异无统计学意义（$ \ $O$=）；而各模型组 3FD含量
明显高于空白组（$ [ $O$=），而用药前后同组比较
差异无统计学意义（$ \ $O$=）。结果见表 %。

表 ! 血清 @1、D、3FD的变化（!! Z "）

组别
用药前 用药后

@1（JJMN+F） D（JJMN+F） 3FD（A+F） @1（JJMN+F） D（JJMN+F） 3FD（A+F）

空白对照组 CO%= Z $O%(9 (O$( Z $O%6& 66O9 Z %CO6]# CO%( Z $O%(# (O%( Z $O(=% 6#O] Z %9O(C6

生理盐水对照组 CO%( Z $O%%] (O$6 Z $O%6] %6#O( Z C&O=&&" CO%C Z $O%%& (O$6 Z $O$$6 %&]O% Z C]O9&]"

（ ,）病毒治疗组 CO%% Z $O%66 %O9# Z $O%&( %=&O6 Z 6$O&%(" CO%( Z $O%6] (O$C Z $O%]= %&(O% Z C#O%#&"

（ *）病毒对照组 CO%( Z $O%($ (O$# Z $O%=9 %=%O( Z #6O%&9" CO$9 Z $O%%& (O($ Z $O%C= %9=OC Z #$O&CC"

注：与空白组比较" $ [ $O$=
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!"! 大鼠 !"#的测定结果
（ $）病毒治疗组、（ %）病毒对照组、生理盐水对
照组与空白组比较差异有统计学意义（! & ’(’)）；
（ $）病毒治疗组与（ %）病毒对照组、生理盐水对照
组比较差异有统计学意义（! & ’(’)）；对于（ $）病
毒治疗组右侧股骨干骺端 !"# 结果为（’(*)+ ,
’(’)-）./012、（ $）病毒治疗组左侧股骨干骺端 !"#
结果为（’(2-* , ’(*3*）./012，两侧比较差异亦有统

计学意义（! & ’(’)）；结果见表 2。

表 ! 特异性破骨细胞抑制剂对大鼠右侧
股骨干骺端 !"#的影响（!" , #，./012）

组别 大鼠数 !"#

空白对照组 4’ ’(*+3 , ’(’)3

生理盐水对照组 4’ ’(*’’ , ’(’32

（ $）病毒治疗组 4’ ’(*)+ , ’(’)-""

（ %）病毒对照组 4’ ’(2++ , ’(’33

注：与空白组比较" ! & ’(’)；与（ %）病毒对照组比较""! & ’(’)

!"# 骨形态计量学检测结果
光镜观察结果显示空白组骨小梁排列密集，互

相连接成网状结构，骨小梁的厚度大，其间距小；

（ %）病毒对照组、（ $）病毒治疗组左侧与生理盐水
对照组骨小梁明显稀少，同样倍数下骨小梁的连接

中断点多，骨小梁明显变细，间距加宽，甚至在部分

区域出现较大的空白区域。（ $）病毒治疗组右侧比
对照组骨小梁排列密集，之间的连接明显增加，厚度

增宽，间隙变窄，三维结构恢复，与空白组的表现类

似（图 4 5 )）。

图 $ （ $）病毒治疗组右侧 678 4’’

对骨形态计量学检测可以发现（ $）病毒治疗组
右侧与（ $）病毒治疗组左侧、（ %）病毒，对照组、生
理盐水对照组相比有统计学意义（! & ’(’)）的指标
为 !9/:9、:;< :=、:;< >?，但（ $）病毒治疗组与空白
组比较差异有统计学意义（ ! & ’(’)）的指标只有

图 ! （ $）病毒治疗组左侧 678 4’’

图 # （ %）病毒治疗组右侧 678 4’’

图 % 生理盐水组右侧 678 4’’

图 & 空白对照组右侧 678 4’’

:;< >?。结果见表 *、3。

# 讨论

#"$ 特异性破骨细胞抑制剂的作用机理
目前认为骨质疏松主要与骨形成、骨吸收两者
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表 ! 骨形态计量学检测（!! ! "）

组别 "#$%#（&） %’( %)（!*） %’( +,（!*）

空白对照组 -./-0 ! -/12 13/.. ! -/04 4.5/23 ! 64/4.

生理盐水对照组 66/.7 ! -/76 51/15 ! 6/33 664/0. ! .6/1-

（ 8）病毒治疗组 --/67 ! ./5. 15/-7 ! ./04 453/55 ! 40/04""

（ 9）病毒对照组 66/06 ! 5/.7 51/33 ! 5/4- 6-6/27 ! .2/7-"

注：与空白组比较" # : 0/05；与（ 9）病毒对照组比较""# : 0/05

表 " （ 8）病毒治疗组左、右侧骨形态计量学检测（!! ! "）

组别 "#$%#（&） %’( %)（!*） %’( +,（!*）

（ 8）病毒治疗组（右侧） --/67 ! ./5. 11/46 ! 0/-5 453/55 ! 40/04"

（ 8）病毒治疗组（左侧） 6-/.3 ! 4/27 5./2. ! 6/.4 6.-/67 ! 66/-7

注：与（ 8）病毒治疗组（左侧）比较" # : 0/05

失平衡有关，即机体的骨重建失衡，其中破骨细胞

（0;<=>?@A;<，0B）主要行使去除旧骨即骨吸收的功能，
而成骨细胞（0;<=>’@A;<，0"）主要行使形成新骨即骨
形成的作用，故其发病机制主要是由于骨质吸收的

速度超过骨质形成速度所致［4］，故抑制破骨细胞的

破骨作用已成为治疗骨质疏松的重要途径。CD等［6］

通过差异筛选的方法首次克隆了破骨细胞特异性质

子泵亚基 E%F1D，其分子量为 441 GHA的蛋白，是空
泡型质子泵跨膜部分之一，通过将 E%F1D基因敲除，
在小鼠中观察了该基因在破骨细胞骨吸收中的作

用。结果表明，所有的 E%F1D突变纯合体（ 9 $ 9）小
鼠生长迟缓，出现了骨建造及再造缺失的骨质硬化，

牙齿解体，出生后大约 .周龄死亡。酶组化分析表
明，纯合突变子小鼠长骨生长异常，主要缺乏基质孔

腔，生长面扩大，钙化软骨区域延伸。 9 $ 9 型小鼠
的破骨细胞数目正常，可以附着在骨上但是不能形

成吸收陷窝。 9 $ 9型小鼠破骨样多核细胞不能形
成细胞外酸化腔，也不能使骨去矿物化。这些结果

表明 E%F1D基因是破骨细胞特异质子泵的基本组成
部分。该专一性质子泵 E%F1D为破骨细胞在周围产
生一个酸性的环境的重要结构，为其溶解骨的无机

成分；此后分泌组织蛋白酶 I，分解骨的主要有机成
分"型胶原蛋白［.］的重要环节。随着基因工程的迅
速发展，C==等［5］发现 ;DJKE（*D?L>JKE）能通过碱基
配对的方式结合到靶 *JKE（<ALM=<*JKE）上，从而导
致靶基因的表达沉默，基于该原理，利用慢病毒载体

即特异性破骨细胞抑制剂，携带有能表达特异性

E%F1DN;DJKE的目的基因，转染靶细胞即破骨细胞，

从而抑制 E%F1D的表达，使破骨细胞破骨作用失效，
达到逆转局部骨重建失衡，实现治疗骨质疏松的目

的。该特异性破骨细胞抑制剂已在体外证实能特异

性的转染离体破骨细胞，并能抑制破骨细胞的破骨

作用，其为本研究的基本作用机理。

!#$ 制备局部骨质疏松模型的实验依据
成年雌性大鼠有一个规则的发情期，发情期动

物体内雌二醇水平处于峰值，每 .天有 47 )的雌二
醇峰值时间。当不出现雌二醇的峰值时，标志“绝

经”，松质骨骨丢失发生加快，特别在腰椎及股骨干

骺端骨量的丢失尤为明显。本实验取成年的雌性

+H大鼠，卵巢切除以后，松质骨的骨量减少，骨强度
下降。这种特性较好地模仿了人高转换型骨质疏松

发生时的骨量丢失状态，而骨质疏松为一种全身性

的骨量丢失，包括本实验研究的局部右侧股骨干骺

端的骨量丢失，并且处于一种高转换状态，即破骨细

胞的功能亦活跃，使特异性破骨细胞抑制剂具有一

定的作用基础。从本研究的结果可以发现，非去势

的空白组与去势的生理盐水组比较在 ECF、右侧股
骨干骺端 "OH、骨形态计量学检测的各项比较中差
异均有统计学意义（# : 0/05），说明本实验按经典
的去势造模［1］法制备局部骨质疏松是成功的。

!#! 特异性破骨细胞抑制剂对局部骨质疏松的
作用

特异性破骨细胞抑制剂实质上是带有能表达特

异性 E%F1DN;DJKE的目的基因从而抑制 E%F1D的表
达的慢病毒载体，慢病毒载体是由慢病毒改建而来

的，因其高效而稳定的基因转移效率成为近来研究

者们的常用选择。目前已有相关文献报道慢病毒载

体直接应用于动物实验中的基因治疗研究，并取得

了大的突破。本实验即利用能表达特异性 E%F1DN
;DJKE的目的基因的慢病毒载体即特异性破骨细胞
抑制剂，该载体已在体外证实具有抑制破骨细胞骨

吸收作用，本实验将其直接注射到造模后的 +H 大
鼠右侧股骨髓腔内，其载体滴度为 4/5 P 407%Q$*@，
共注射 -次，之后通过对 +H大鼠右侧股骨干骺端骨
密度（"OH）的测定及骨形态计量学检测，并与（ 9）
病毒对照组即不带有表达特异性 E%F1DN;DJKE的目
的基因的慢病毒载体和生理盐水对照组、（ 8）病毒
对照组左侧相比较来评价该特异性破骨细胞抑制剂

的治疗效果。骨密度（"OH）是评价骨丢失程度和药
物防治效果的关键指标［3］，通过对大鼠右侧股骨干

骺端进行双能 R线扫描，以测定骨密度。实验结果
表明：（ 8）病毒治疗组右侧与（ 8）病毒治疗组左侧、
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（ !）病毒对照组、生理盐水对照组比较有统计学差
异（! " #$#%）；从而说明特异性破骨细胞抑制剂具
有减少骨丢失的作用，从而能反应出其抑制破骨，治

疗局部骨质疏松的作用。而与空白组骨密度比较未

见有统计学差异（! & #$#%）。骨形态计量学检测也
是评价局部骨组织结构反应骨丢失程度的重要指

标［’］，对于骨体积分数、骨小梁厚度、骨小梁间距三

个指标的检测表明：（ (）病毒治疗组比对照组骨小
梁排列密集，之间的连接明显增加，厚度增宽，间隙

变窄，三维结构恢复，与空白组的表现类似，均有有

统计学差异（! " #$#%），其进一步说明了特异性破
骨细胞抑制剂的作用，但其作用的途径是否与体外

验证的是否一致，还需要进一步考证。

此外本实验在用药前后对大鼠血清 )*、+、,-+
的全身性的骨代谢基本指标进行了检测，表明除了

而各模型组 ,-+含量明显高于空白组（! " #$#%），
各组血清钙、磷含量均在正常范围，组间比较无统计

学差异（! & #$#%），说明特异性破骨细胞抑制剂对
全身性的骨代谢水平未见明显影响，也显示出该药

物的局限性。

!"# 小结
从本实验可以得出体外筛选出的带有 ./01,片

断的具有高效抑制破骨细胞表达 ,2+3/的慢病毒颗
粒对大鼠局部骨质疏松具有一定的治疗作用。为临

床上治疗因局部骨质丢失而引起的疾病提供了新的

治疗思路，如治疗局部骨不连，锁骨 4*56.病等。但
由于应用慢病毒载体作为媒介，具有其一定的局限

性，其应用前景和意义有待商讨。
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