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1 7 13一雌二醇对去势胰岛素抵抗大鼠骨代谓于
及OPG／RANKL表达的影响

陈穗生 皮佑辉 夏暴权 罗晓嘉 周寿红
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摘要：目的探讨17B-雌二醇对去势胰岛素抵抗大鼠骨代谢生化指标及OPG／RANKL表达的影响。

方法36只雌性大鼠卵巢切除后用高果糖饲料喂养12周，诱导胰岛素抵抗产生，大鼠随机分为模型

组、雌激素替代组和溶媒对照组，另设正常对照组大鼠12只，用普通饲料喂养】2周。检测各组大鼠

动脉收缩压(SBP)、血清雌二醇(E，)、空腹血糖(FBS)和空腹血清胰岛素(FSI)水平，并计算胰岛素敏

感指数(IsI)。测定尿钙、尿脱氧吡啶啉(Dpd)、血清骨钙素(BGP)水平。采用实时定量PCR和

Western Blot检测股骨组织中护骨素／细胞核因子KB受体活化因子配体(OPG／RANKL)的表达。结

果 与对照组相比，模型组大鼠SBP、FBS、FSI、尿钙和尿Dpd水平均显著性升高(均P<0．05)，IsI、血

清雌二醇和血清BGP水平显著性降低(均P<0．05)，股骨中OPG mRNA和蛋白的表达显著性降低

(均P<0．05)，而RANKL mRNA和蛋白的表达碌著性升高(均P<0．05)；与模型组相比。1713一雌二醇

替代逆转了上述改变(均P<0．05)。结论 17B一雌二醇抑制去势胰岛素抵抗大鼠股骨中骨吸收和促

进骨形成，其作用机制可能与1713一雌二醇能上调骨组织中OPG的表达而降低骨组织中RANKL的表

达有关。

关键词：雌二醇；去势；胰岛素抵抗；骨钙素；护骨素；细胞核因子KB受体活化因子配体
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Abstract·Objective To investigate the effects of 1713一estradiol on bone metabolism and OPG／RANKL

expression in ovariectomized rats with insulin resistance．Methods Thirty-six ovariectomized female rats

were fed with high fructose diet for 1 2 weeks tO induce insulin resistance．The rats were randomly divided

into model group(M)，l 76·estradiol replacement group(E)，and vehicle control group(VC)．The rats in

normal control group(NC)were fed with normal diet for 12 weeks．Systolic blood pressure(SBP)，serum

estradiol(E2)，fasting blood sugar(FBS)，and fasting serum insulin(FSI)were measured．Insulin

sensitivity index(ISI)was calculated accordingly．Levels of urine calcium，urine deoxypyridinoline(Dpd)，

and serum bone Sis protein(BGP)were measured．The expressions of osteoprotegerin(OPG)and receptor

activator of nuclear factor kappa B ligand(RANKL)in the femur were measured using real·time PCR and

Western blot．Results The leve|s of SBP。FBS。FSI。urine calcium and urine Dpd were increased

significantly in rats of model group，compared to those in normal control group(尸<0．05)．The levels of

ISI，E2，and BGP were decreased significantly in rat of model group compared to those in noiTnal control

group(P<0．05)．The mRNA and protein expressions of OPG in the femur were decreased significantly and

the expression of RANKL in the femur was increased significantly in the model group compared to those in

normal control group(P<0．05)．Compared to the model group，the above effects were reversed by 1713一

estradiol in 1713一estradiol replacement group．Conclusion 1713-estradiol inhibited bone resorption and
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promoted bone formation in the femur of ovariectomized rats with insulin resistance．The mechanism might be

related to the increase of OPG expression and the decrease of RANKL expression induced by 1713一estradi01．

Key words：Estradiol；Ovariectomized；Insulin resistance；Osteoprotegerin；Receptor activator of nuclear

factor kappa B ligand

糖尿病(diabetes mellitus，DM)是一种严重危害

人体健康的常见慢性终身疾病，其中2型DM占

90％以上，而胰岛素抵抗(insulin rsistance。IR)是2

型DM的初始原因和主要的病理生理过程¨一o。文

献报道糖尿病患者中有50％合并骨质疏松p1。2型

糖尿病和骨质疏松症皆为老年疾病，而绝经后骨质

疏松(postmenopausal osteoporosis，PMO)是老年妇

女常患的一种代谢性骨病一⋯。随着我国人121的老

年化及糖尿病发病率的增加，绝经期妇女，由于雌激

素水平降低，骨质疏松更易发生，因此绝经后糖尿病

合并骨质疏松越来越成为医学研究的热点。

骨重建和骨形成是骨缺损和骨损伤得到修复的

重要过程，而成骨细胞是该过程的主要功能细胞。

成骨细胞细胞中护骨素(osteoprotegerin，OPG)／细

胞核因子KB受体活化因子配体(receptor activator

of nuclear factor kappa B ligand，RANKL)是调节骨

重建和骨形成的重要途径¨J o。因此本研究用高果

糖饲料喂养去势大鼠诱导胰岛素抵抗，模拟绝经后

糖尿病合并骨质疏松情况，进一步观察17一B-雌二醇

的替代作用以及对OPG／RANKL系统的影响。

1材料和方法

1．1主要仪器及试剂

鼠尾动脉血压仪(HX-II型)由中南大学湘雅医

学院生理学教研室提供。ECG-6511型心电图机由

上海KOHDEN医疗仪器厂生产。HITACH717全自

动生化分析仪由日本日立公司生产。全自动^y计

数仪由上海第二仪器厂生产。微量核酸测量分析系

统为Et本岛津公司产品。MRXII型酶标仪为美国

Dynex公司产品。1713-雌二醇(the 1713一estradiol，

17．B—E：)购自Sigma公司。胰岛素放免法检测试剂

盒、雌二醇放免法检测试剂盒和骨钙素放免法检测

试剂盒由北京东雅生物工程公司提供。尿钙邻甲酚

酞络合酮法检测试剂盒(南京天鼎生物技术研究

所)。脱氧吡啶啉ELISA法检测试剂盒(上海亿欣

生物科技有限公司)。D一果糖由上海生工生物工程

有限公司生产，普通大鼠饲料由南华大学实验动物

学部提供。

1．2动物模型制备和分组

清洁级成年雌性sD大鼠48只，3个月龄，体重

(220±20)g，由南华大学实验动物学部提供。大鼠

适应性喂养普通饲料1周后，于术前禁食过夜，自由

饮水；其中36只用1％戊巴比妥钠(30／13-s／kg)腹腔

注射麻醉后，仰面固定，无菌状态下，做腹正中切口，

找到双角子宫，分别沿每侧子宫找到卵巢，分离周围

脂肪组织，充分暴露卵巢，在卵巢与子宫相连接处结

扎，切除卵巢。术后未用抗生素，自然清醒。双侧卵

巢切除后随机分成三组：模型组(12只，M)；17 3-雌

二醇替代组(12只，E)：将17-13一E：溶于无水乙醇

中，按30“g／kg体重(参考Horvath KM等的剂

量’91)用微量注射器进行皮下注射，每日一次；溶媒

对照组(12只，VC)：每天给予相同量的无水乙醇皮

下注射。以上三组大鼠同时喂养高果糖饲料12周，

高果糖饲料配方参照Reaven等。1叫的方法加以改

进，高果糖饲料中三大能量物质按热卡计算：果糖占

60％，脂肪占1l％，蛋白质占29％。其余12只大鼠

为正常对照组(12只，NC)，喂养普通饲料12周。

大鼠由专人饲养，自由进食水，12 h光照，温度在

22℃±3℃，每笼6—8只。

1．3大鼠体重、动脉收缩压、血清雌二醇和胰岛素

敏感指数的测定

果糖喂养后第12周末，各实验组大鼠在清醒状

态下用尾套法(尾动脉血压计与心电图机相连)测

量尾动脉的收缩压(systolic blood pressure，SBP)。

各组大鼠于实验前禁食、禁水12 h，1％戊巴比妥钠

(30 mg／kg)腹腔注射麻醉后，仰面固定，打开胸腔，

充分暴露心脏，用16号针头直接从心尖插入左心室

采血制备血清。放射免疫法测定血清雌二醇(E，)

浓度；HITACH717全自动生化分析仪测定空腹血糖

(fasting blood sugar，FBS)和血清甘油三脂

(triglyceride，TG)、总胆同醇(total cholesterol，TC)、

低密度脂蛋白胆固醇(10w density lipoprotein

cholesterol，LDL—C)和密度脂蛋白胆固醇(high

density lipoprotein cholesterol，H DL—C)水平；放射免

疫法测定空腹胰岛素(fasting serum insulin，FSI)水

平，具体操作按试剂盒说明进行；按照李光伟等⋯1

的方法计算胰岛素敏感指数ISI(Insulin sensitive

index，ISI=一In(FBS×FSI)，当ISI≤-4．88说明产生
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了胰岛素抵抗)。

1．4骨代谢生化指标测定

大鼠处死后，取膀胱中的尿液测定尿钙和脱氧

吡啶啉(deoxypyridinoline，Dpd)，同时心脏放血取

血清测定血清中骨钙素(bone gla protein，BGP)水

平。尿钙采用邻甲酚酞络合酮法；Dpd采用ELISA

方法，结果以每mmol肌酐(Cr)表示；BGP采用放免

法。

1．5实时定量PCR分析

大鼠处死后，无菌条件下，取右后肢股骨干箭

端，剥离附着的肌肉及结缔组织，老虎钳将股骨头钳

碎，将一半股骨组织放人装有1 ml Trizol液中，按

Trizol试剂盒说明提取股骨组织总RNA。以提取的

总RNA为模板，按试剂盒说明进行逆转录反应，合

成cDNA第一链，一20℃保存。选取cDNA样品进

行10倍梯度稀释，分别进行Real．time PCR反应，反

应体系25仙l，含Hot Star Taq Master Mix(2×)12．5

trl，PCR上下游引物及探针(10 tLmol／L)各0．3¨l，

cDNA 4¨l，灭菌去离子水补足25斗l。PCR扩增程

序为：95℃10 min激活Hot Star Taq DNA合成酶，

扩增循环94℃40 8，60 oc 70 S，共50个‘循环。

Real．time PCR反应在ABl7500实时定量PCR系统

上进行。引物由上海生物工程有限公司合成，OPG

弓I物：上游：5’．TGGCACACGAGTGATGAATGCG一3’，

下游：5’一GCTGGAAAGrrI’GCTCTrGCG-3’：RANKL

引物：上游：5’一CTGTGCCTACCAAGATTA．3’，下游：

5 7-GCCAlfrIYI'CAAGAGCC．3’；GAPDH引物：上游：5’．

ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’， 下 游： 5’一

TCCAACCACCCTGTTGCTGTA一3’。

1．6蛋白质印迹检测

取剩下的股骨组织200 mg，加0．6 ml细胞裂解

液Buffer匀浆机匀浆。4℃，12000 r／min，离心1 h，

取出上清液置试管内备用。按试剂盒说明提取股骨

7

组织总蛋白。BAC法进行蛋白质定量。取50斗g蛋

白质样本加入2×SDS凝胶加样缓冲液中，煮沸使

蛋白质变性。用6％SDS一聚丙烯酰胺凝胶进行电泳

分离，60—100 mA 1 h将蛋白质用半干转膜仪转移

至PVDF膜上，丽春红染色观察转移效果，并确定

蛋白质分子质量标准位置。5％脱脂牛奶室温封闭

2 h，加入l：150一抗，4℃过夜。TBST洗膜3次，

每次5—10 min。加入辣根过氧化物酶标记的二抗，

4℃4—8 h，TBST洗膜3次。蛋白质印迹荧光检测

试剂盒显示于x线片，显影、定影后凝胶图像分析

系统对胶片扫描，以对照组的面积灰度值为100％

与实验组进行比较和半定量分析。、

1．7实验数据采用面±s表示，两组间比较采用方

差分析及t检验，用SPSS 14．0统计软件完成，P<

0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 高果糖饮食和1713-雌二醇对各组大鼠的SBP、

血清FBS和FSI以及ISI的影响

如表l所示：与正常对照组相比，模型组大鼠

SBP、FBS水平均显著性升高(均P<0．05)，FSI水

平非常显著性升高(P<0．05)，ISI显著性降低(P<

0．05)；与模型组相比，1713一雌二醇替代组大鼠SBP、

FBS水平均显著性降低(均P<0．05)，FSI水平显

著性降低(P<0．05)，ISI显著性升高(P<0．05)；溶

媒对照组与模型组相比以上指标无显著性差异。

雌性的卵巢切除的S—D大鼠高果糖饲料喂养

12周，同时给予17B一雌二醇处理。测量收缩压

(SBP)、空腹血糖(FBS)和空腹胰岛素(FSI)水平，

并计算胰岛素敏感指数(ISI)。NC：正常对照组；M：

模型组织组；E：173-雌二醇替代组；VC：溶煤对照

组。

表1各实验组SBP、FBS、FSI和ISl的变化

注：与正常对照组比较’P<0．05；与模型组比较’．P<O．05

2．2高果糖饮食和1713-雌二醇对各组大鼠骨代谢 显著性降低(P<0．05)；而1713一雌二醇替代组大鼠

生化指标的影响 血清雌二醇水平与模型组相比显著性升高(P<

模型组大鼠血清雌二醇水平与正常对照组相比0．05)，而与正常对照组无显著性差异(表2)。与正
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常对照组相比，模型组大鼠尿钙和尿Dpd水平显著

性升高(均P<0．05)，而血清BGP水平显著性降低

(P<0．05)。与模型组相比，1713一雌二醇替代组大

鼠尿钙和尿Dpd水平显著性降低(均P<0．05)，而

血清BGP水平显著性升高(P<0．05)。溶媒对照

组与模型组相比以上指标无显著性差异(表2)。

雌性的卵巢切除的s．D大鼠高果糖饲料喂养

12周，同时给予1713·雌二醇处理。测量血清雌二

醇、尿钙、尿脱氧吡啶啉／肌酐(Dpd／Cr)和血清骨钙

素(BGP)水平。

表2 各实验组血清雌二醇、尿钙、尿脱氧吡啶啉／肌酐和血清骨钙素水平的变化

注：与正常对照组比较’P<0．05，’’P<0．01；与模犁组比较。P<0．05，+。P<0．Ol

2．3 高果糖饮食和1713-雌二醇对各组大鼠股骨组 (P<0．05)；与模型组相比，17B．雌二醇替代组大鼠

织中OPG和RANKL mRNA表达的影响 股骨组织中OPG mRNA的表达显著性升高(P<

结果显示(图1A、B)：与正常对照组相比，模型 0．05)，而RANKL mRNA的表达显著性降低(P<

组大鼠股骨组织中OPG mRNA的表达显著性降低0．05)。

(P<0．05)，而RANKL mRNA的表达显著性升高

簦◆鹱
图1 高果糖饮食和1713一雌二醇对各组大鼠股骨组织中OPG和RANKL mRNA表达的影响

注：与正常对照组比较7P<0．05；与模型组比较。P(0．05

鞭龇n骶㈨枷
万方数据
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雌性的卵巢切除的S．D大鼠高果糖饲料喂养

12周，同时给予1713．雌二醇处理。采用实时定量

PCR测定大鼠股骨组织中OPG和RANKL mRNA的

表达。

2．4高果糖饮食和17B．雌二醇对各组大鼠股骨组

织中OPG和RANKL蛋白表达的影响

与正常对照组相比，模型组大鼠股骨组织中

OPG蛋白的表达显著性降低(P<0．05)，而RANKL

蛋白的表达显著性升高(P<0．05)；与模型组相比，

17B一雌二醇替代组大鼠股骨组织中OPG蛋白的表

达显著性升高(P<0．05)，而RANKL蛋白的表达显

著性降低(P<0．05)(图2A、B、C、D)。

雌性的卵巢切除的S．D大鼠高果糖饲料喂养

12周，同时给予178．雌二醇处理。采用Western

Blot技术测定大鼠股骨组织中OPG和RANKL蛋白
●

的表达。

3 讨论

随着我国人口老龄化的加剧及糖尿病发病率的

增加，糖尿病合并骨质疏松越来越受到人们的关注。

糖尿病是全身性代谢紊乱性疾病，不仅包括糖、脂、

蛋白质三大营养物质的代谢紊乱，也涉及水盐电解

质及骨矿代谢异常H2|。糖尿病患者本身由于高渗

性利尿可造成钙镁磷大量丢失，导致骨量减少和骨

质疏松，同时由于胰岛素不足或胰岛素抵抗，蛋白质

合成代谢障碍、骨基质合成减少，最后导致骨密度下

降HL“J。本实验显示雌性S．D大鼠卵巢切除后高

果糖喂养12周导致动脉收缩压升高、高胰岛素血

症、胰岛素敏感性降低(ISI<4．88)，说明存在外周

胰岛素抵抗，胰岛素抵抗模型是成功的。同时血清

中雌激素的水平显著性降低。但是同时给予17B一

雌二醇却降低了动脉收缩压升高，降低了空腹血糖

和空腹胰岛素水平，增加了胰岛素敏感性，血清中雌

激素的水平也显著性增加，这提示17 J3．雌二醇能拮

抗高果糖饮食诱导胰岛素抵抗产生的效应。

骨代谢生化指标反映骨代谢情况，骨吸收和骨

形成两者紧密关联，可反映骨重建，预测骨丢失。

Dpd是骨内I型胶原重要组成成分，是骨的特异性

标志物，在骨胶原合成过程中参与胶原分子间交叉

连接，使分子间形成稳定的共价交联。骨骼更新期

间，骨溶解。骨胶原蛋白水解，此时可释放出这些胶

原，Dpd以游离状态进入血液，并以原形从肾脏直接

排出，是目前反映骨吸收的重要指标之一¨L”1。骨

组织中含有大量的钙，骨吸收时钙被释放，进入到血

9

液中，可以从尿中排出，使尿钙增高，因此尿钙水平

可反映骨钙丢失和骨吸收状态HL埔3。骨钙素是一

种维生素K依赖性钙结合蛋白，由成骨细胞合成，

与骨基质结合后部分释放人血，是反映骨形成速率

的特异性指标之一¨钆”1。本实验显示雌性S．D大

鼠卵巢切除后高果糖喂养12周，使大鼠的尿钙和尿

Dpd水平显著性升高，而血清BGP水平显著性降

低，这提示去势胰岛素抵抗大鼠骨骼中存在着骨钙

丢失、破骨作用增强和成骨作用减弱。但是同时给

予17B一雌二醇却降低了大鼠的尿钙和尿Dpd水平，

增加血清BGP水平，这说明17B．雌二醇具有抗去势

胰岛素抵抗大鼠中骨吸收和促进骨形成的作用。

护骨素(OPG)是由成骨细胞分泌的蛋白质分

子，它属于TNF受体超家族的成员之一¨“。OPG

的配体细胞核因子KB受体活化因子配体

(RANKL)，又称破骨细胞分化因子也一种主要由成

骨细胞分泌的蛋白质分子_“。OPG／RANKL系统

在成骨细胞刺激破骨细胞熟的过程中起着十分主要

的作用。RANKL与破骨细胞表面的RANK结合后，

通过激活核因子(NF．KB)和c—Fos、c-arc、c—Jun N．末

端激酶、c．myc、钙调磷蛋白磷酸酶和p38以及丝氨

酸一苏氨酸激酶Akt／PKB途径引起破骨细胞内一

系列酶促级联反应，使破骨细胞前体分化、存活、融

合为成熟破骨细胞，活化并抑制其凋亡[23,24]。

RANKL对破骨细胞的形成，进而促进局部骨质的重

吸收，都起到关键性作用。而成骨细分泌的可溶性

蛋白OPG，由于其结构与RANK十分相似，从而竞

争性抑制RANKL与破骨细胞膜上的RANK结合，

抑制破骨细胞前体的分化、存活与融合，抑制成熟破

骨细胞活化及骨吸收活性，导致破骨细胞凋亡。

RANKL和OPG的比例决定了破骨细胞介导的骨质

破坏的发生、程度和过程[25,26]。周玮一¨等报道高糖

环境可导致成骨细胞中和RANKL表达增多而OPG

的表达减少，从而导致骨质疏松。而雌二醇对高糖

环境下的MG63细胞中上述因子的表达可产生一定

的对抗效应。我们的结果显示去势胰岛素抵抗大鼠

股骨组织中OPG mRNA和蛋白的表达显著性降低，

而RANKL mRNA和蛋白的表达显著性升高；但是

同时给予178．雌二醇却增加了大鼠股骨组织中

OPG mRNA和蛋白的表达，降低了RANKL mRNA

和蛋白的表达。这些结果说明17B-雌二醇拮抗去

势胰岛素抵抗大鼠中骨吸收和促进骨形成的作用可

能是通过OPG／RANKL系统实现的。

总之，17B．雌二醇能拮抗去势胰岛素抵抗大鼠
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中骨吸收和促进骨形成，其作用机制可能与17B-雌

二醇能上调骨组织中OPG的表达而降低骨组织中

RANKL的表达有关。
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