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摘要：目的 探讨 5671、897!"和骨形成标志物（?<6@ 和 ?A@）在大鼠骨质疏松模型中的表达水平和

在骨质疏松发病中的特征。方法 将 1# 只 > 月龄雌性 BC 大鼠随机分为对照组、假手术组和卵巢切

除组。在术后第 "、.、!、>、1 月，每组随机取 ! 只大鼠检测 ?DC、5671、?<6@ 和 ?A@。用实时定量 :E7
@F: 检测其骨组织中的 5671 和 897!"的基因表达水平。结果 术后第 !、>、1 月卵巢切除组大鼠的骨

密度（! G #2#/）与假手术组和对照组相比显著降低，血清 5671 水平在术后第 " 至 1 月明显升高（! G
#2#/），血清 ?<6@ 和 ?A@ 于术后 !、>、1 月显著增高（! G #2#>）。实时定量 :E7@F: 分析表明卵巢切除

组大鼠 5671 和 897!"的 %:8< 表达水平随时间而增加，且与骨密度呈负相关，5671 和 897!"为正相关。

结论 本研究表明骨质疏松大鼠的 5671、897!"和骨形成标志物水平明显增高。这些分子在骨质疏松

发病中具有重要作用。
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骨质疏松症（WLMK4O4P4L’L，W@）是一种以骨量减

少、骨组织显微结构退化为特征、骨脆性增高、骨折

危险性增加的一种代谢性骨病［/，"］。随着人口老龄

化，因骨质疏松造成的病理性骨折给社会和家庭带

来了沉重的负担。

由于本病的发病机制仍未完全阐明，预防和治

疗尚有困难。因此，深入研究骨质疏松的发病机制，

对本病的早期诊断和早期预防有至关重要的意义。
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血清骨特异性碱性磷酸酶（!"#$%&’$()*)( +,-+,)#$
’."&’.+/+&$，!012）和骨钙素（3"#$ "&/$"(+,()#，!42）

是骨形成的特异性和敏感性指标［5，6］。致炎细胞因

子白细胞介素%7（(8/"-)#$ )#/$9,$:-)# 7，;1%7）可改变

破骨细胞的功能，诱导骨吸收［<］。=>%!"在应激和病

原体的刺激下，能迅速在细胞内被激活。它的抑制

因子可诱导成熟的破骨细胞凋亡，在体外抑制骨吸

收［7，?］。体外研究已证实 ;1%7、=>%!"、!012 和 !42
与骨代谢和骨质疏松的发病相关，而它们在体内的

关系却少有报道。笔者旨在研究 ;1%7、=>%!"和骨形

成标志物（!012 和 !42）在大鼠骨质疏松模型中的

表达水平及其在骨质疏松发病机制中的意义。

! 材料和方法

!"! 实验分组及处理

取 < 月龄雌性 @A 大鼠 7B 只，体重 CCB D C<B E，
由湖北省郧阳医学院实验动物中心提供（许可证号：

@FGH（鄂）CBB<%BBBI）。每笼养 < 只，在恒定的环境

中［（CC J C）K，湿度（<B J <）L，MC . 昼N夜循环］可

自由摄食进水。随机分为对照组（F 组）、假手术组

（@ 组）、卵巢切除组（OPG 组）5 组，每组 CB 只。所

有试剂均为分析纯试剂。

!"# 骨质疏松模型复制

环境适应期过后，OPG 组大鼠行双侧卵巢切除

术。以 C< QEN-E 的硫喷妥钠腹腔注射麻醉后，在下

腹正中做一长 BR< D M(Q 的纵行切口，切除卵巢。@
组仅手术暴露，不切除卵巢。以尸检未发现卵巢组

织和子宫明显萎缩确认卵巢切除成功。术后连续

5S 肌注青霉素预防感染。

!"$ 骨密度测定

大鼠经腹腔麻醉后称重，四肢展平置于 A2GC1
型 1:#+9 双光子骨密仪（郧阳医学院附属太和医院

生命科学研究所协助）上，通过计算机系统软件测量

每只大鼠全身骨密度（!TA）［I］。

!"% ;1%7 和骨生成标志物的生化测定

在术后 C、5、6、<、7 月测定各组大鼠血清 ;1%7、

!012 和 !42 水平。血清 ;1%7 采用 U1;@0 法（F+/+,"E
V H0FMC7M，!)"&":9($ ;#/$9#+/)"#+,，;#(，F+Q+9),,"，
F0，W@0），敏感度为 5’ENQ1。血清 !012 按照 U;0
法（0,-’.+&$%!；T$/9+ !)"&8&/$Q&， 2+," 0,/"，F0，

W@0）测定，批内分析和批间变异系数分别为 6RML
和 <RCL。血 清 !42 用 竞 争 U;0 法（="X"F+,()#；

T$/9+ !)"&8&/$Q&，2+," 0,/"，F0，W@0）测定，批内分

析和批间变异系数分别为 6RBL和 <R5L。

!"& Y=0 提取

动物处死后，快速冲洗掉股骨腔内的骨髓，将股

骨至于液氮中速冻后，用 AU2F 水将样本制成细胞

悬液，用预冷的 Z9)[",（1)*$ Z$(.#","E)$&，;#( \）提取

样本 细 胞 总 Y=0，在 紫 外 分 光 光 度 计 上 测 0C7BN
CIB#Q 来定量。

!"’ ;1%7 和 =>%!"表达水平的实时定量 YZ%2FY
测定

用 @]!Y!Y 49$$# 2FY T+&/$9 T)^ 和 YZ%2FY 试剂

盒按照说明进行实时定量 YZ%2FY 分析，"%+(/)# 作为

内参，;1%7 的特异性引物：上游引物：<_%004 ZF4
404 4FZ Z00 ZZ0 F0F 0Z4 Z%5_，下游引物：<_%004
Z4F 0ZF 0ZF 4ZZ 4ZZ F0Z 0F0%5_，长度为 77M 3’。

=>%!"引 物：上 游 引 物：<_%0F4 0ZF Z4Z ZZF FFF
ZF0 ZF%5_，下 游 引 物：<_%Z4F ZZF ZFZ FFF F04
400 Z0%5_，长度为 CCM 3’。"%+(/)# 上 游 引 物：<_%
FZ4 Z4F FF0 ZFZ 0Z4 044 4Z%5_，下游引物：<_%
F04 Z40 44F F04 40Z 040 4F%5_，长度为 <C7 3’。

反应体系：CB #E Y=0，MB#1 C ‘ @]!Y 49$$# 2FY
T+&/$9 T)^，7RC< W T:,/)@(9)3$ 逆转录酶，MB W Y=0
酶抑制剂 +#S BRM#T 引物。总反应体积 CB#1，反

应条件：a6K M Q)#，<<K M Q)#，?CK M Q)#，?C K?
Q)#，共 57 个循环。

通过测序鉴定 2FY 产物并与序列库对比。扩

增的条带经密度分析进行定量，每个结果测量 5 次，

用"! J " 表示。实验重复 5 次。

本实验使用 ]+&Q)#+ b:+99+#[ 等［a］的相对定量方

法，并将靶片段的数量与内参对比。使用公式为

Cc$$F/，表示处理组特定基因表达与对照组的 = 倍差

异表达，其中 F/ 是平均阈值循环。$F/ 代表靶基因

与"%肌动蛋白 F/ 值的差异，$$F/ 表示对照组与每

个处理组之间的 F/ 差别。扩增产物大小用电泳方

法确定。

!"( 统计学处理

所得数据用"! J " 表示，采用单因素方差分析

与 ’"&/%."( Z:-$8d& 法配对比较。用 @’$+9Q+# 等级相

关分析计算 ;1%7、=>%!"、!012、!42 和 !TA 表达水

平的相关性。

# 结果

#"! 骨密度测定

表 M 显示 OPG 组大鼠从术后 6 月股骨骨密度

开始明显下降，比 @ 组（BRBa? J BRBB6）和 F 组（BRMB?
J BRBBM）分别低 MIL和 5BL（# e BRB<，# e BRB<）。
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在第 ! 个月比 " 组和 # 组骨密度显著下降（ ! $
%&%’，! $ %&%’）。

!"! ()*! 和骨生成标志物的生化测定

血清 ()*! 和骨生成标志物水平见表 +。" 组的

数值略高于 # 组，但无统计学差异。,-. 组的血清

()*! 水平在术后第 + / ! 月显著升高（+%01 2 3&!4 /
+30! 2 1&!0 5678)，! $ %&%’），与其他两组相比有显

著差异（! $ %&%3，! $ %&%’），术后 9、3、! 月 ,-. 组

:;)< 和 :=< 与 其 他 两 组 相 比 有 显 著 差 异（ ! $
%&%3，! $ %&%’）。

表 # 不同组别骨密度值变化（!" 2 #，67>8+）

组别 $ 第 + 月 第 1 月 第 9 月 第 3 月 第 ! 月

# 组 9 %&’%3 2 %&%%+ %&’%+ 2 %&%%1 %&’%? 2 %&%%’ %&’%1 2 %&%%? %&’%4 2 %&%%!

" 组 9 %&’%% 2 %&%%’ %&%04 2 %&%%3 %&%0? 2 %&%%9 %&%0? 2 %&%%’ %&%03 2 %&%%?

,-. 组 9 %&%0! 2 %&%%1 %&%0’ 2 %&%%! %&%4+ 2 %&%%3@> %&%?1 2 %&%%+A> %&%!’ 2 %&%%3AB

注：与 # 组比较，@ ! $ %&%3；与 # 组比较，A ! $ %&%’；与 " 组比较，> ! $ %&%3；与 " 组比较，B ! $ %&%’

表 ! 不同组别血清 ()*!、:;)< 和 :=< 在不同时期水平变化（!" 2 #）

组别 $ 第 + 月 第 1 月 第 9 月 第 3 月 第 ! 月

()*!（5678)）

# 组 9 ’4!! 2 4&%0 ’430 2 4&’’ ’44? 2 !&+4 ’4+0 2 1&!3 ’4?+ 2 1&1?

" 组 9 ’0%’ 2 ?&40 ’0+% 2 ?&?+ ’01! 2 3&9% ’0!’ 2 9&?! ’041 2 +&34

,-. 组 9 +%01 2 3&!4@> +’’3 2 3&%?@> ++04 2 !&11A> +9%’ 2 9&+9AB +30! 2 1&!0AB

:;)<（C7)）

# 组 9 ?+&11 2 %&’0 ?+&!4 2 %&?’ ?1&4? 2 %&9+ ?!&+’ 2 ’&%9 4%&+1 2 %&+?

" 组 9 ?+&9+ 2 %&+’ ?1&0’ 2 %&!+ ?3&?? 2 %&3’ ?0&+4 2 ’&’? 4+&1? 2 %&30

,-. 组 9 ?+&3% 2 %&9! 44&%! 2 ’&%’@> ’’4&%’ 2 %&+!AB ’1?&!0 2 %&’0AB ’3!&44 2 %&?1AB

:=<（D678)）

# 组 9 ’+&+3 2 %&%+ ’+&1? 2 %&%? ’+&9+ 2 %&%1 ’+&!? 2 %&%+ ’+&0% 2 %&’’

" 组 9 ’+&1! 2 %&%3 ’+&9’ 2 %&%1 ’+&34 2 %&%’ ’+&0! 2 %&%? ’1&%? 2 %&%4

,-. 组 9 ’+&91 2 %&%+ ’+&?3 2 %&%9 ’!&%? 2 %&%4A> ’4&30 2 %&’+AB +%&’? 2 %&%1AB

注：与 # 组比较，@ ! $ %&%3；与 # 组比较，A ! $ %&%’；与 " 组比较，> ! $ %&%3；与 " 组比较，B ! $ %&%’

!"$ ()*! 和 EF*!"的 8GE; 表达

,-. 组的 ()*! 和 EF*!"表达水平从术后第 + 月

开始逐月升高。在卵巢切除术 + 月后与 # 组和 " 组

相比，,-. 组 ()*! 和 EF*!"8GE; 的表达增加了 ’&3
/ + 倍；在第 9 和 ! 个月分别增加 + / 1 倍和 9 / 3
倍。1 组之间 ()*! 和 EF*!"的 8GE; 表达有显著差

异（! $ %&%’ 和 ! $ %&%3，图 ’）。此外，"5H@I8@D 相

关分 析 表 明，,-. 组 的 ()*!（ %# J K %&34，! J
%&%+1）、EF*!"（ %# J K %&30，! J %&%+%）、:;)<（ %# J
K %&91，! J %&%1’）、:=<（ %# J K %&90，! J %&%+4）的

表达水平与 :LM 呈负相关，同时，()*! 表达水平与

EF*!"呈正相关（ %# J %&!!，! J %&%+3）。

$ 讨论

骨是运动系统中与钙、磷代谢直接相关的器官。

由于衰老和绝经，这两种物质代谢失衡就会导致骨

质疏松。骨密度下降和骨转换加快，会造成骨脆性

和骨折的危险性增加［’%*’3］。另外，老年骨质疏松患

者患下列疾病的风险也增加：高血压、钙代谢异常疾

病、癌症、糖尿病［’!*’4］。因此，本实验通过研究 ()*!、

EF*!"和骨生成标志物（:;)< 和 :=<）在骨质疏松活

体内的表达，探讨该病诊断和治疗的检测方法。

卵巢切除大鼠是研究绝经后骨质疏松公认的良

好模型。原因有二［’0，+%］：首先，卵巢切除后的大鼠由

于骨量丢失加快造成了骨重建的负平衡。其次，该

模型的骨量丢失与绝经后骨质疏松有相似的病理生

理学机制。基于以上几点，本实验采用大鼠作为模

型，术后第 9 月 ,-. 组大鼠的骨密度下降。近来研

究表明，骨密度下降是骨流失和骨折风险增加的标

志。结合骨密度下降和骨小梁变少的病理切片，可

以确定骨质疏松大鼠模型复制成功。

EF*!"可以激活 ()*! 转录，许多细胞核受体可

以拮抗 EF*!"的活性，如糖皮质激素受体、雄激素受

体、黄体酮受体、过氧化物酶体增生物激活受体。大
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图 ! 定量 !"#$%! 分析检测 &’#( 和 )*#!"的基因表达

+ , %：卵巢切除术后 -、.、( 个月血清中 &’#( /01 )*#!"2!)+ 的表

达。从卵巢切除术后 - 个月起，345 组 &’#( 和 )*#!"的表达水平

呈时间依赖性的增加，与对照组和假手术组比较有统计学意义

（! 6 7879 和 ! 6 787:）

量证据表明，为了提高骨吸收和骨转换，)*#!"可以

抑制#受 体 介 导 的 雌 二 醇 激 活，刺 激 &’#( 的 表

达［-9#-;］。目前认为 &’#( 与骨重建和骨质疏松的发病

有关，它能够刺激破骨细胞的生成，调节骨吸收。近

来的研究证实雌激素能够减少 &’#( 在间质细胞<成
骨细胞中的表达，通过破坏 &’#( 基因的方法可逆转

大鼠因卵巢切除导致的骨质流失［-.，-:］。另外，在其

他一些以骨量过度减少为特点的疾病也发现 &’#(
水平增高，如类风湿性关节炎、牙周病、多发性骨髓

瘤和甲状旁腺功能亢进症［-(#-=］。然而，以前一些关

于 &’#( 在骨质疏松患者或动物模型中如何改变的

研究得出了矛盾的结果。不同的研究发现无论是用

免疫测定法还是半定量的 !"#$%! 技术测定卵巢切

除大鼠的血清 &’#( 蛋白，都不能发现 2!)+ 表达的

细微差异［->，;7］。因此，为了提高结果的可靠性，我

们联合运用生化测定和实时定量 !"#$%!（?@/0ABABCD
ED/F#AB2D !"#$%!）技术来检测 &’#( 和 )*#!"在骨质

疏松大鼠模型中的表达水平。

本研 究 表 明 345 组 大 鼠 血 清 &’#(、G+’$ 和

GH$ 水平比其他两组显著增高（表 -），345 组大鼠

&’#( 和 )*#!"的 2!)+ 水平比 I 组明显增高。导致

这样结果的原因可能为：雌激素可以通过抑制蛋白

质与 )*#!"位 点 结 合 起 到 使 &’#( 表 达 减 少 的 作

用［;9］；另外，与 345 组大鼠相比，I 组大鼠能分泌更

多雌激素，这一点可以解释为什么在 345 组大鼠的

&’#( 和 )*#!"2!)+ 水平均上调。这些研究结果亦

与 &’#( 能通过刺激破骨细胞形成来促进骨吸收相

一致。$JFB 等［;-］和 GDFFB1J 等［;;］证实 &’#( 缺乏大鼠

去势后发生骨量减少的几率小。本研究 IKD/E2/0
相关分析证实这 . 个指标与 GLM 呈负相关。

总之，本实验证实了 &’#(、)*#!"、G+’$ 和 GH$
在骨质疏松发病中的变化，这些分子在骨质疏松发

病机制中起到了重要作用。
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