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去势大鼠股骨组织中Wntlob的表达
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摘要：目的观测去势大鼠骨质疏松模型中股骨组织Wntlob的表达。方法20只SD雌性大鼠随

机分为去势组和对照组两组。大鼠切除双侧卵巢去势诱发骨质疏松症。术后3个月腹主静脉取血，

用放射免疫法测定各组大鼠血清E：水平。从股骨中提取总RNA和蛋白，分别采用RT—PCR和免疫

印迹的方法检测wntlOb在mRNA和蛋白表达水平上的变化。结果 去势组大鼠血清E，含量为

10．228±4．094 pmoL／L；对照组血清E2含量为21．975±3．021 pmoVL。经RT—PCR和免疫印迹检测

发现，与对照组相比，去势大鼠Wntlob的mRNA和蛋白水平表达量均降低。结论 去势大鼠骨质疏

松模型体内股骨组织中Wntlob的mRNA和蛋白表达水平均下降，以上结果提示Wntlob可能在大鼠

去势诱发骨质疏松模型中通过调节成骨等过程参与了骨质疏松的发展过程。
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Abstract：0bjective To observe and measure the expression level of Wntlob in the femur of

ovariectomized osteoporosis rat model．Methods Twenty female SD rats were randomly divided into 2

groups：the ovariectomized group and the model control group．The rats were ovariectomized to induce

osteoporosis．After 3 months，blood was withdrawn from the cardinal vein and serum E2 was using

immunoradiological method．Total RNA and protein were collected from the femur．Expression of Wntlob

mRNA and protein was detected using RT·PCR or Western bloting．Results The concentration of serum E2

was 10．228±4．094 pmoVL in ovafieetomized group．and 21．975±3．021 pmoUL in teh model control

group，respectively．The mRNA and protein expression of Wntlob in rats of ovafiectomized group was lower

than those of model control group．Conclusion Both mRNA and protein expression of WntlOb were lower

in rats of ovariectomized group，indicating that Wntl Ob might play an important role in ovariectomized rats to

induce the development of osteoporosis through regulating bone formation．
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骨质疏松症是导致老年人伤残和影响老年人生

活质量最常见的因素之一。随着社会的进步，我国

人口老龄化已经日趋明显。而绝经后骨质疏松是目

前导致全世界老年妇女发生骨折的重要因素。临床

上用于预防和治疗骨量丢失的传统方法是抑制骨吸

收；这种治疗能够减缓骨量的继续丢失，但是不能改

善骨的质量也不能恢复已经丢失的骨量⋯。骨质
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·论著-

疏松症发生的根本性原因是骨重建平衡被打破并向

骨吸收方向倾斜，但有关作用机理仍有待深入研究。

因此，进一步探讨骨质疏松相关细胞内的信号转导

过程，发现其中的关键环节和关键信号转导分子，对

于深入理解骨质疏松的发生发展具有重要的理论意

义和临床指导作用。Wnt信号系统在成骨以及骨细

胞的发育及分化过程中扮演重要角色¨一。，我们通

过建立去势大鼠骨质疏松模型，研究动物模型股骨

中Wntlob在基因和蛋白水平上的表达，从而为绝

经后骨质疏松的信号传导通路研究增加新的内容，

同时指导临床药物治疗。
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1材料和方法
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1．1 材料

3周龄SD雌性大鼠(西安交通大学医学院动物

中心提供)，体重(270+15)g；蛋白电泳仪(Bio—

Rad)公司；PTC—IOOTM PCR(MJ Research公司)；凝

胶成像系统-，J、鼠抗人Wntlob单克隆抗体(Abeam

公司)；HRP标记兔抗小鼠二抗(北京中杉)；蛋白

定量试剂盒；DNA maker(DL2000)(TAKARA公

司)。RNA提取试剂盒、反转录以及PCR试剂盒购

自TaKaRa公司。凝胶回收试剂盒购自上海博亚生

物技术有限公司。引物合成及序列测定由北京三博

远志生物技术有限责任公司完成。

1．2方法

1．2．1血清E，检测：将健康雌性SD大鼠20只随

机平均分为两组，每组10只：去势组和对照组。去

势组在无菌条件下行卵巢切除术，对照组进入腹腔

仅切除少量脂肪后缝合皮肤。实验动物术后观察均

可正常饮食与活动，生长状况良好。术后3个月分

别检测两组大鼠体重，用0．1％的戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉，分别从腹主静脉取血和获取双侧股骨，室

温1 h，4℃过夜，3000 r／min离心15 rain，吸取上清，

用放射免疫法检测E：水平(西安交通大学第一附

属医院检验科)。

1．2．2细胞总RNA提取(Trizol法)：取术后3个

月大鼠，用0．1％的戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，取股

骨组织100—200 mg，放进经DEPC处理过的研磨器

中在液氮下研磨，加入1 mL Trizol液，静置5 min。

加入0．2 mL氯仿后剧烈震荡，使其充分混合，室温

放置5 min；12000 r／min 4℃离心15 min使之分为水

相和有机相两层，小心取出RNA所在的水相(上

层)，加入0．5 mL异丙醇，轻轻混匀，室温放置10

rain；12000 r／min 40C离心10 min，弃上清；加入用不

含RNA酶的水配制的75％乙醇1 mL，洗涤沉淀1

次；7500 r／min 4。C离心5 rain，弃上清；室温干燥

RNA 5—10 min；取10恤L不含RNA酶的水加入离

心管中溶解RNA；核酸定量分析仪检测A260／A280

及RNA含量。

1．2．3 逆转录合成eDNA反应(RT)：在12斗L的

反应体系中加入提取的总RNA(0．5～1 ixg)、Oligo

(dT)1斗L、dNTP 2斗L和DEPC水，放置于65℃水

浴中5 min，然后置于冰上。将4斗L cDNA合成缓

冲液、l p,LDTY、1wL RNaseOUT(40 U／mL)、1斗L

DEPC水和l“L反转录酶混合(共8肛L)，再加入上

述12斗L反应体系中，并充分混合，50。C孵育30—

60 min；850C孵育5 min；加入1 iLL的RNaseH并于

37℃孵育20 min即可得到cDNA。eDNA产物可以

于一20℃保存或立即进行PCR反应。

1．2．4 PCR反应检测Wntlob的mRAN表达：建立

25斗L的反应体系，分别加入TaqDNA聚合酶1 trL，

10×PCR反应缓冲液2．5斗L，25 mmol／L MgCl2 1．5

IxL，dNTP 2 IxL，上下游引物各0．5 trL，eDNA产物5

灿L和水12．5肛L，进行PCR反应。反应条件为：

95℃预变性5 min，94。C变性30 s，58℃退火30 s，

72℃延伸30 s。共进行30个循环。最后一个循环

72℃ 保温 15 min。 正向引物： 5’一

AGACAGTGGTAGAGAGGTTT一3’。反向弓I物：5’-

AGTATGATAAATTATCCCTT一3 7，共220 bp。取PCR

产物进行1．5％琼脂糖凝胶电泳。

1．2．5蛋白提取：取术后3个月大鼠，用0．1％的

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，获取股骨组织，用手术刀

轻轻刮掉骨膜，把骨膜放人离心管中加入2×载样

缓冲液，水煮3 rain，12000 r／min离心15 min，小心

吸取蛋白(最上层)进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS．

PAGE)。

1．2．6免疫印迹：SDS．PAGE结束后，按Bio-Rad

产品说明，凝胶靠近阴极一侧，硝酸纤维膜(NC膜)

靠近阳极一侧，置转移缓冲液中(25 mmol／L Tris，

192 mmol／L Glycine，20％甲醇)，100 V恒压1 h，将

蛋白从凝胶电转移至NC膜上，电转移结束后，取出

NC膜，用洗涤液TBST(含0．02 mol／L pH 7．4 TBS，

0．4％Tween20)室温洗3次，浸入封闭液(含2％

BSA的TBST)中37℃，1 h，洗涤液(TBST)室温洗3

次，加小鼠抗人Wntlob单克隆抗体，37℃孵育1 h，

TBST室温洗膜3次，加入兔抗小鼠HRP标记二抗，

37。C孵育1 h，TBST室温洗膜3次，再用TBS洗3

次，NC膜浸入ECL荧光显色液中，室温避光显色l

rain，置暗盒内，压片曝光。

2 结果

2．1血清E：水平的检测

用放免方法分别检钡4去势组和对照组大鼠血清

中E：的含量，经统计学分析，去势组血清中E：的含

量显著低于对照组的含量，P<0．05(结果见表1)。

表1 去势大鼠血清E：检测结果
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2．2 PCR检测

分别检测去势组和对照组左侧股骨中WntlOb

的mRAN表逃水平。经、#定城RT—PCR检测，去势

组WntlOb的mRAN袅选低于对照组。结果见图I

和2。RT．PCR结果经三博远志公司测序．与预期结

果一致。

目2 B·aclin琼脂钳接腔t诛月

I∞￡*q．2*”月m

2．3免疫印迹

分别梭测去势组和时雕组右侧股骨中WntlOb

蛋白表达水平。经免疫印迹榆测．去势组中WntlOb

蛋fl表达水平低干对照组结果见阿3所示=

3讨论

人类遗传学和动物研究表明：Wnt／LRPS／6是

骨量形成的最饔调节哪f经临床研究证实Wnt

受体复台物的突变q悄密J堑的改变和骨脆性的发生

啊3免疫印迹结果

密切丰H荧．LRP5哭击功能的突变将导致骨质疏松·

性性神经胶质瘤综合征《osteoporosis·pseudo曲oma

syndrome，OPPG)“，而获得功能的突变将导致高骨

量(high bone⋯，HBM)的表型’。；有芷Wnt通
路组分基凼敲蟓和转墓嗣鼠模型也表明经典Writ

通路嘲节成骨细胞的分化、丹基质的形成厦矿化等

环节井影响破骨细胞的发生和骨吸收等”。

Wnt信号通路通过调节成骨细胞的增殖、分化

和功能等影响H{生后个体骨组织的生长和发育。上

调或下渊这条途径r¨*盖因子的表达或改变它们的

功能将导致成骨细胞功能的改变及骨量的变化：并

谭过涸节OPG／PRANKI的袤达，『可接调节礁骨细胞

的功能。田此．Writ通路中的组分已成为抗骨质疏

松治疗的靶点．受到科学家们的关注。然而．骨质琉

橙这类慢性疾病的治疗需要严格的安全措施，而

Wn!通路的激活与癌症的发生密切相关。所以，靶

向请化骨组棼{特芹Wnl通路的作用机碑仍待进一

步证实和研究，

Christina等。发现WnllOh信号传导通路能够

促进成骨细胞’E成而抑钳脂肪细胞的生成．而且

WnllOb能够抑制PPART的表达使骨生成增加．反

之．罗格列酮、15dPGJ2和GW0072叉能几乎完全抵

消WmlOb的表达凡抑制其合成从而阻止骨生

成”。

我们通过建立击势大鼠骨质疏橙模型，研究动

物模型股骨中WmlOb在基因和蛋白_dc平t的表

逃。结果证实去势大鼠骨质疏桧模型体内殷骨组织

中WntlOh的mRNA和蛋rl表达水平均下降．以上

绱粜提示WntlOb可能拄九鼠去井诱发’t骨质疏橙

模型中通过凋苷成骨等丑程参与r骨质琉橙的发展

i=￡穆，通廿谊一研究．为绝经后骨质疏松的信号传

导通路增臻r新的内容．J司时指导腼床药物治疗。
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激可抑制TGF．B基因转录。这充分说明，TGF—B可

能参与了介导PTHl．34的促成骨作用。而BMP-7

作为TGF．B家族成员之一也具有相同功能，且可能

也是通过PTHl—34上调BMP一7基因转录而促进成

骨细胞增殖及分化。

BMP．9也是BMPs家族中发挥重要作用的一

员，其在成骨细胞分化中是最具潜能的诱导因子之

一。在近期研究中，Ifelm等旧一。发现应用重组的腺

病毒载体表达嵌合的BMP-9基因显示有明显的诱

导成骨效应。Dumont等归。最近也研究表明人骨髓

间充质干细胞体外复合BMP-9能有效地在啮齿类

诱导脊柱融合。以上实验充分说明BMP一9在成骨

作用方面发挥着重要作用，然而BMP-9介导的成骨

信号转导机制尚不明确，而且rhPTH(1-34)是如何

通过增强BMP．9的表达来促进骨形成的机制也需

要进一步的深入研究。但目前BMP一9仍可以做为

一种有效的骨形成物质。

综上所述，rhPTHl．34可以通过多种因子的协

同作用，促进成骨细胞的增殖及分化。而其作用机

理需要更过深入的研究。
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