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摘要：目的 制备去卵巢大鼠骨质疏松模型，比较去势 #、? 周后胫骨上 :&9; ’<C=、789 的表达，及

雌激素治疗后的变化。方法 B" 只 # 月龄的 DE 雌性大鼠随机分成 " 组：3FG 组（去势组），H.(’ 组（假

手术组），3FG I &@ 组（雌激素治疗组）；分别在去势后 # 周末和 ? 周末股动脉放血处死大鼠，每组各 ?
只。取右侧胫骨脱钙后，行组织形态学观察及 :&9; 原位杂交和 789 免疫组化镜下观察。结果 去

势 # 周和 ? 周后，可见：（%）789 蛋白表达情况：!789 阳性细胞主要表达在大鼠胫骨的关节软骨细

胞，骺板肥大区软骨细胞，及骺板下初级骨小梁的黏合线上。成骨细胞和骨细胞呈弱阳性表达。骨髓

腔间充质细胞表达弱或没有表达，巨核细胞可有弱阳性的表达；"与 H.(’ 组相比，3FG 组中关节软骨

细胞，骺板肥大区软骨细胞阳性表达有升高趋势；#与 3FG 组相比，3FG I &@ 组关节软骨细胞，骺板肥

大区软骨细胞阳性表达有升高趋势；（@）:&9; ’<C= 表达情况：!:&9; ’<C= 阳性细胞主要表达于

关节软骨细胞、骺板肥大区细胞和增生区细胞、成骨细胞和骨细胞及骨髓间充质细胞和巨核细胞、皮

质外侧的成纤维细胞；"与 H.(’ 组相比，3FG 组骺板肥大区软骨细胞、关节软骨细胞、骨髓间充质细

胞阳性表达有升高趋势；#与 3FG 组相比，3FG I &@ 组关节软骨、骺板肥大区软骨细胞阳性信号有降低

趋势；骨髓间充质细胞的阳性信号有升高趋势。结论 （%）去势后雌激素降低，骨重建加强，骨吸收和

骨形成均增加，789 一过性升高可调节破骨细胞的募集和形成。雌激素治疗后 789 表达增高提示

789 可能具有一定的雌激素依赖性。（@）去势后雌激素降低，:&9; 生成增多，并参与到骨的血管形成

过程中，参与骨丢失。:&9; 可能作为破骨细胞的诱导物，促使破骨细胞形成。给予雌激素治疗后，雌

激素可使 :&9; 参与血管形成过程，调节成骨细胞的骨形成过程。

关键词：789；:&9;；骨质疏松；去势；成骨细胞；破骨细胞；骺板；软骨细胞
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骨质疏松症（D-($&2&’&-;-），尤其是绝经后骨质

疏松症（EGDE）对老年人群健康的影响日益受到世

人的重视。绝经后骨质疏松症为多因素引起的代谢

性骨病，雌激素缺乏是主要原因。但至今对骨质疏

松的详细发病机制仍未能阐明，对于该病的防治仍

未解决。

本实验旨在建立骨质疏松模型，观察去势大鼠

中不同时期胫骨 DE6、4567 %89: 原位表达，来探

讨它们在去势后骨质疏松发病中的作用，以及雌激

素治疗后的变化，为临床防治骨质疏松提供借鉴和

参考。

/ 材料和方法

/0/ 实验动物

J 月龄 KL 大鼠 MN 只（购自中国人民解放军军

事医学科学院实验动物中心）。湿度：NOP Q ROP，

温度：3C Q 3N S。人工照明（明 C3 !T暗 C3 !）。标准

固体饲料及饮水（天津市自来水）。大鼠随机分为：

-!"% 组（假手术组）、&#/ 组（去势组）和 &#/ A 53 组

（雌激素治疗组）。手术前以 COP水合氯醛 N %<T?0
体重腹腔注射麻醉。!-!"% 组（假手术组）：背部切

口，保留双侧卵巢，只切除少许脂肪组织。"&#/ 组

（去势组）：背部切口切除双侧卵巢。#&#/ A 53 组

（雌激素治疗组）：行卵巢切除术，术后第 3 天开始给

予苯甲酸雌二醇皮下注射，3O$0T?0 体重每次，N 天 C
次（苯甲酸雌二醇购自天津金耀氨基酸有限公司）。

实验分别于术后 J 周末和 U 周末行股动脉放血处

死。

/01 实验方法

/010/ 取材与处理：大鼠处死后即刻取右侧胫骨固

定于 RP多聚甲醛液（含 CPL5EI），固定 3R ! 后入

CMP5LV:（乙二胺四乙酸）中性福尔马林液中脱钙

处理 CW 天，用含 CPL5EI 的 EXK 漂洗 M !。最后进

行脱 水、透 明、浸 蜡、包 埋。切 成 M$% 厚 纵 向 骨

切片。

/0101 原位杂交：+L9: 探针原位杂交试剂盒由武

汉博士德生物技术有限公司提供。步骤如试剂说

明书。

/0102 免疫组化：采用 KE 法。山羊抗 DE6 多克隆

抗体（-+FURUJ）由北京中杉生物技术有限公司提供。

/02 统计学处理

每张切片在光学显微镜高倍视野下网格计数，

任取 M 个视野，记取总阳性细胞数，求取平均每个高

倍视野的阳性细胞数。

所有数据均用均数 Y 标准差（!! Y "）表示，采用

方差分析即各组数据之间的两两比较的 ZKLF # 检验

和两样本的 # 检验，$ [ O\OM 为差异有显著性。

1 结果

10/ DE6 免疫组化表达结果（图 C）

10/0/ 组织学：DE6 阳性细胞为胞浆呈棕黄色，复

染后核呈蓝色。DE6 阳性细胞主要出现在大鼠胫骨

的关节软骨细胞，骺板肥大区软骨细胞及骨小梁的

黏合线处。骨细胞和成骨细胞表达呈弱阳性。骨髓

腔间充质细胞表达弱阳性甚至无表达；巨核细胞弱

阳性表达。除此外，骨皮质的外膜处成纤维细胞部
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! 关节软骨细胞；" 骺板肥大区软骨细胞；# 骨小梁黏合线；$ 骨髓腔巨核细胞

图 ! %&’ 免疫组化表达结果（ ( )**）

! 关节软骨细胞；" 骺板肥大区软骨细胞；# 骨髓腔中的巨核细胞

图 " +,’- ./0! 原位杂交表达（ ( )**）

分呈阳性表达。

"#!#" %&’ 免疫组化表达情况（表 1）

"#" +,’- ./0! 原位杂交表达结果（图 )）

+,’- ./0! 阳性细胞为棕黄色，定位在胞浆，

复染后，核呈蓝色。+,’- ./0! 阳性细胞主要表达

于：!关节软骨细胞。"骺板肥大区细胞和增生区

细胞，尤其在肥大区与增生区交接处的肥大细胞尤

为突出，呈较强阳性表达，增生区软骨细胞呈弱阳性

表达。#+,’- ./0! 阳性细胞还表达于成骨细胞

和骨细胞，尤其在小梁骨周围的成骨细胞，皮质内侧

的成骨细胞均有阳性表达。$+,’- ./0! 阳性细

胞还 表 达 于 皮 质 外 侧 的 成 纤 维 细 胞。% +,’-
./0! 阳性细胞还表达于骨髓间充质细胞，尤其巨

核细胞也有弱阳性表达，在骨髓腔中较突出。

表 ! %&’ 阳性细胞表达情况（!! 2 "）

组别
关节软骨细胞（个34&） 骺板肥大区软骨细胞（个34&）

5 周 6 周 5 周 6 周

789. ):;<* 2 1);<= >1;=> 2 6;>1 11;<: 2 ?;)5 1*;6> 2 =;6)

@AB >>;1: 2 15;:) =>;6* 2 1:;?: 1);>* 2 :;?) 1?;:> 2 =;)5

@AB C ,) =*;:: 2 :;>: >:;5* 2 1);5< 1>;)* 2 =;>1 16;)> 2 5;)*"

注：# D 5 例。与 789. 组比较：" $ E *F*?

从切片可看出：!关节软骨细胞、骺板软骨细胞

>??中国骨质疏松杂志 )**< 年 6 月第 1? 卷第 6 期 #8GH I %7JK@L@M@7，!NON7J )**<，+@P 1?，0@;6



!"#$ %&’( 阳性表达在 )*+ 组中有比 ,-.% 组升高

趋势。!与 )*+ 组相比，)*+ / "0 组的关节软骨细

胞、骺板软骨细胞 !"#$ %&’( 阳性表达仍有升高

趋势。"骨髓腔中的间充质细胞在 )*+ 组中，!"#$
%&’( 阳性表达比 ,-.% 组有所增加，而在 )*+ / "0

组中仍表现出增加的趋势。

! 讨论

!"# 12# 免疫组化表达及分析

12# 即骨保护素，是 3’$ 受体超家族成员。它

是一种分泌型糖蛋白，是调节 14$5&(’67 的诱导

受体，与 14$ 竞争同 &(’6 的结合，来调节破骨细

胞分 化。现 在 认 为 在 调 节 骨 代 谢 中 起 着 重 要 的

作用。

迄今，在去势大鼠胫骨上做 12# 免疫组化的报

道较少，且在成年大鼠体内的表达研究就更具价值。

!"#"# 关节软骨：从本研究可以看到各组均有关节

软骨细胞的 12# 表达。)*+ 组 12# 的表达较 ,-.%
组有升高趋势，这与 3)-89 等［:］在 0;;: 年的报道一

致。)*+ / "0 组关节软骨的 12# 阳性细胞数较 )*+
组或 ,-.% 组也都有上升趋势。

据此，去势后大鼠胫骨 12# 的表达出现上升的

趋势，可能与雌激素刺激 12# 产生的通常观点有所

不同，其机制可能是由于雌激素突然降低，使得骨重

建加强，骨吸收和骨形成增加，12# 一过性升高来调

节破骨细胞的募集和形成。

在 )*+ / "0 组中 12# 的表达都较其他两组升

高，考虑雌激素的应用对 12# 的产生起到了一定的

刺激作用，同时也存在去势后 12# 反应性增多的因

素。从而产生 )*+ / "0 组 12# 在关节软骨细胞中的

表达升高的可能。

!"#"$ 骺板软骨：骺板处软骨细胞的表达主要集中

在肥大区，增生区表达很弱。肥大区 12# 阳性细胞

的表达结果同关节软骨表达类似，去势后 12# 表达

较 ,-.% 组有上升趋势，原因可能是去势后，骺板肥

大区软骨细胞一过性分泌 12# 升高，调节骺板软骨

的重建活动。给予雌激素处理后，12# 表达较 )*+
组有升高趋势，可能与骺板肥大区软骨细胞为雌激

素依赖性有关，通过雌激素受体介导机制调节 12#
分泌。

!"#"! 成骨细胞和骨细胞：由本研究可见，成骨细

胞和骨细胞的 12# 表达非常弱，且数量较少。此观

察结果与 <=8).>= 等［0］报道的 12# 免疫组化结果一

致。成骨细胞通过 &(’67 和 12# 的增加或减少来

各自调节破骨细胞形成过程［?］。

!"#"% 黏合线处：在骺板下初级小梁骨处有多处黏

合线 呈 12# 阳 性 表 达，这 可 能 由 于 黏 合 线 处 有

),@A)B)C@=C（骨桥蛋白）和骨涎蛋白，参与 12# 的定

位。因此 12# 结合骨基质蛋白定位于黏合线上［0］。

在功能上，破骨细胞先在该处进行骨基质的吸收，之

后12# 由成骨细胞系的细胞分泌5或者来源于血

清，出现在破骨细胞吸收处，来抵抗破骨细胞进一步

的骨吸收活动［0］。这在骨重建过程中有着重要的

意义。

!"#"& 巨核细胞：骨髓中巨核细胞 12# 呈阳性表

达，)*+ 组与 ,-.% 组相比，巨核细胞阳性数有增加趋

势；雌激素治疗后巨核细胞阳性细胞数较 )*+ 组有

升高趋势，可能与巨核细胞通过 "& 受体介导机制

参与到骨代谢中有关。

骨髓 中 的 造 血 细 胞 紧 密 地 参 与 骨 的 调 节 平

衡［D］。研究显示，雌激素可以引起巨核细胞的形成，

并且诱导人巨核细胞内的蛋白和 %&’( 水平变化。

雌激素上调 12# 和下调 &(’67 参与骨重建。说明

巨核细胞在雌激素引起的骨骼效应中，尤其在雌激

素引起破骨细胞的形成和骨吸收中，发挥了重要

作用［E］。

综上分析，去势后的骨质疏松由于雌激素的缺

乏导致促骨吸收因子，如 F7G:、3’$G#、F7GH 和 IGJK$
等表达增加［H］和5或细胞因子如 3#$G$的直接或者

间接作用［?］，来下调下游 的 12#。从 而 通 过 减 弱

12# 竞争 &(’67G&(’6 的结合，促进破骨细胞的生

成和分化。最终导致骨质疏松的发生。或者，雌激

素的缺乏直接引起 12# 的上调，然后 12# 作为上游

因子直接刺激经 "&#转录活化的成骨细胞5基质细

胞表达 12#。雌激素缺乏最终导致 12# 量下调和

骨生物学效应下降，及 12#7 的生物学作用增加，使

得破骨细胞池扩大和骨吸收增强［L］。所以，12# 在

骨中的异常表达是绝经后骨质疏松症的发生机制

之一。

!"$ !"#$ %&’( 原位杂交情况及分析

血管形成在骨代谢中起着重要的作用，近来也

发现 !"#$ 在破骨细胞形成方面也有不可替代的作

用，因此对于 !"#$ 在骨中表达的研究对于探讨骨

质疏松的发生有着重要的意义。

（:）关节软骨细胞、骺板软骨细胞 !"#$ %&’(
阳性表达在 )*+ 组中有比 ,-.% 组升高趋势。可能

因去势大鼠雌激素水平降低，破骨活动和成骨活动
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增强，尤其破骨活动促使成骨细胞分泌一些细胞因

子，如 !"#!$、%&"，此外，也分泌 ’("#，参与骨的血

管形成过程，引起雌激素缺乏后的血管改变，参与到

骨丢失机制中［)］。另外 ’("# 也能激活成软骨破骨

细胞［*］。

（+）与 ,-. 组相比，,-. / (+ 组的关节软骨细胞、

骺板软骨细胞 ’("# 0123 阳性表达仍表达升高。

这可能是补充雌激素之后，除了弥补了 ’("# 生成

增多 而 引 起 活 跃 的 破 骨 活 动 外，还 促 使 过 多 的

’("# 参与血管形成，调节成骨细胞的骨形成过程。

（4）骨髓腔中的细胞在 ,-. 组中，’("# 0123
阳性表达较 5670 组有所增加，而且在 ,-. / (+ 组中

仍表现出增加趋势。原因可能跟骨髓腔中的细胞成

分多样有关。骨髓腔中除了有基质细胞、成骨细胞

前体、破骨细胞前体、单核巨噬细胞、成骨细胞、破骨

细胞外，还有脂肪细胞、肌源性细胞等，因此骨髓腔

中的 ’("# 由多种细胞产生外，’("# 变化也受到多

种细胞的不同影响。’("# 的产生与间充质细胞的

分化密切相关［$8］。

综上所述，在去势后骨质疏松症中，由于雌激素

缺乏，使得骨重建增强，破骨活动和成骨活动增强。

’("# 由成骨细胞系的细胞分泌，作用于不同靶细

胞发挥不同的作用。一方面，参与骨的血管形成的

过程，引起的血管形态改变［)］，提供了各型细胞募集

所需管道系统，参与到骨丢失的机制中。有文献报

道，’("#$9: 和;或 ’("#$)) 在正常软骨内成骨发育

过程中起到重要作用，它不仅调节血管形成，而且使

肥大软骨细胞、成骨细胞、内皮细胞和破骨细胞分

化［$$］。另一方面，’("# 作为破骨细胞的诱导物，促

使破骨细胞的形成［$+］，参与激活骨吸收活动。从而

最终引起骨质疏松的发生。因此，’("# 的异常表

达是绝经后骨质疏松发生的机制之一。

!"! %&" 和 ’("# 在骨中的表达结果对于临床的

指导意义

%&" 和 ’("# 在骨吸收、骨形成及骨髓为环境

中细胞之间相互作用的机制中发挥一定的作用，调

节骨转化过程。

综上结果分析，%&" 在给予雌激素治疗后各部

位的表达均升高，提示雌激素可以促进 %&" 的表

达［$4］，从而抑制骨吸收，为临床运用雌激素治疗骨

质疏松提供了指导依据。另外有文献报道，将重组

%&" 注入到去势大鼠中，可见骨量的增加，破骨细胞

数的减少提示 %&" 可以用来预防或减少雌激素减

少引起的骨丢失［$:］。%&" 在破骨细胞产生、分化方

面发挥着重要的作用，是调节骨转化方面不可缺少

的耦联因子。因此，%&" 在骨质疏松的预防和治疗

方面开创了一条新途径。

本试验还表明，’("# 在去势后的减少和雌激

素治疗后的增加，说明通过去势减少 ’("# 表达，激

活破骨细胞形成参与骨丢失活动［$+］；而给予雌激素

治疗后，’("# 表达增加，不仅激活破骨细胞而且也

可调节成骨细胞活性［$<］，从而调节骨转化过程，最

终达到骨重建，对于临床运用雌激素治疗骨质疏松

提供了一定的指导依据。
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《中华糖尿病杂志》创刊新闻发布会在京隆重召开

#GGP 年 Y 月 #$ 日，《中华糖尿病杂志》创刊新闻发布会在北京国际饭店隆重召开，来自中华医学会、在京

各大医院、国际知名医药公司及新闻传媒的 !#G 余位代表共同参加了这一盛会。

发布会上，中华医学会罗玲副秘书长代表吴明江副会长宣读了卫生部陈竺部长和中华医学会钟南山会

长专为庆祝《中华糖尿病杂志》创刊题写的贺词。陈竺部长的贺词是：传承知识，推动糖尿病学研究；以人为

本，提高全民健康水平。钟南山会长的题词是：立足中华，促全民糖尿病防治；放眼世界，创一流学术期刊。

揭幕仪式后，中华医学会白书忠副会长发表了热情洋溢的讲话。他指出，中华医学会系列杂志历经百年薪火

传承，已发展为我国医药卫生领域数量最多、影响最大、权威性最强的学术期刊群，为我国学术期刊界树立了

一面光辉旗帜，并因此得到广大医务、科研人员的广泛认可和高度赞扬。《中华糖尿病杂志》作为新的一员，

将秉承中华医学会百年办刊经验，以糖尿病相关临床及科研人员为读者对象，坚持中华医学会系列杂志理论

与实践、普及与提高相结合的办刊方针，及时报道我国糖尿病领域最新科研成果，积极促进国内外糖尿病学

术交流，在社会各界人士的共同努力下逐步打造成一本有特色、有活力的医学名刊。中华医学会杂志社游苏

宁社长兼总编辑在会上做了题为“科技期刊的社会责任”的精彩发言。他指出，科技期刊不仅是科技信息传

播的窗口和学术交流的平台，更是引导学术研究方向、推动行业发展、促进生产力转化和科技进步、服务经济

社会发展的媒体。在新世纪里，中华医学会杂志社将恪守办刊准则，以更高的视角和更广阔的胸怀承担办刊

人的社会责任，努力做到：发挥学术导向作用，在大灾面前做出快速反应；净化学术园地，预防和揭露学术造

假、抄袭、剽袭等科学不端行为；借助大众媒体传播普及医学知识，提升全民科学文化素养；积极为广大读者

和作者提供全面、周到的服务；参与科技期刊评价体系、数字化出版等问题的研究。他殷切期望，《中华糖尿

病杂志》能以建设和谐社会为契机，在杂志社、编辑部及医药界同仁的不懈努力下，力争办成社会效益与经济

效益完美结合的“双效”期刊以及读者和作者都喜爱的“双爱”期刊。

中华医学会糖尿病学分会主任委员兼《中华糖尿病杂志》总编辑杨文英教授亦就我国糖尿病发病现状与

趋势以及创办《中华糖尿病杂志》的必要性和办刊原则做了重要讲话。她指出：据不完全统计，我国城镇和富

裕农村糖尿病患病率已高达 !G[，中年男性患者数量较 !Y 年前增加了 % 倍。糖尿病前期患病率迅猛增长，

较糖尿病高出 HG[。据此估算，我国很有可能成为全球糖尿病人群数量最多的国家。糖尿病业已成为我国

公共卫生领域一大热点、难点问题，对我国医院卫生事业构成巨大挑战。《中华糖尿病杂志》生蓬其时。与会

代表深信：这本新刊将带着无限的激情和活力，博观而约取，厚积而薄发，在不远的将来必将成为中国糖尿病

研究领域最有价值的学术交流平台，并在国际大舞台上发出中国响亮的声音！

（顾佳 供稿）
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