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维生素K2对SD去卵巢大鼠基质Gla蛋白
(MGP)及腰椎基因表达的影响

陈雪英 姜醒华 闫玉刚 方向南 赖晓阳 吴韦 丁颖 杨雅

中图分类号：R68l 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2011)08-0655-07

摘要：目的研究MGP在绝经后骨质疏松发病机制中的作用及维生素K，对MGP及基因表达的影

响。方法36只10个月龄雌性SD大鼠，随机分成3组，假手术组、去卵巢(OVX)组、去卵巢加维生

素K2干预(OVX+Vitamin K2)组，每组12只。OVX+Vitamin K2组在手术2周后给予维生素K2灌

胃(30mg／kg，每周5次，持续12周)。各组大鼠在术后每3周留取血清及尿液。18周后处死大鼠，酶

联免疫吸附(ELISA)法检测血清及尿液中MGP的浓度；病理切片观察大鼠腰椎组织结构变化，免疫

组化法观察腰椎未羧化MGP的表达；荧光实时定量PCR观察腰椎MGP基因的表达水平。结果

(1)去卵巢18周后，各组血清MGP含量逐渐上升，维牛素K：组上升幅度较假手术组及OVX组大(P

<0．05)，尿液中MGP变化不明显；(2)免疫组化切片中OVX组未羧化MGP(ucMGP)呈阳性染色，维

生素K，组较OVX组表达明显减少；(3)腰椎MGP mRNA的表达：OVX+Vitamin K，组及假手术组明

显低于OVX组(P<0．05)，且OVX+Vitamin K，组高于假手术组(P<0．05)。结论 腰椎组织中

MGP基因表达增高可能是绝经后骨质疏松发生的作用机制之一，调节MGP mRNA表达可能是维生

素K，治疗骨质疏松的一种作用途径。
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Effect of vitamin K2 on the expression of matrix Gla protein(MGP)and gene in the lumbar
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Abstract： Objective To elucidate the mechanism of matrix Gla protein (MGP) in postmenopausal

osteoporosis and tO investigate the effect of vitamin K2 on the expression of MGP in the lumbar vertebra in

ovariectomized rats．Methods Thirty—six 10一month—old female SD rats were allocated into 3 groups

randomly，including sham operation group，ovariectomized(OVX)group，OVX+Vitamin K2 group，with

1 2 rats in each group．Rats in OVX+Vitamin K2 group were administered orally with vitamin K2(30 ms／kg／

d，5 times a week)after 2 weeks of ovariectomy for 1 2 weeks．Serum and urine samples were collected from

all rats every 3 weeks after ovariectomy．All rats were sacrificed after 1 8 weeks．MGP in serum and urine

was determined using enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)．Pathology sections were used tO

observe the tissue structure change in the rat lumbar vertebra．Expression of uncarboxylated matrix Gla

protein(ucMGP)was detected with immunochistochemistry．MGP mRNA expression in the lumbar vertebra

was detected using fluorescent real—time quantitative polymerase chain reaction(Q—PCR)．Results 1)

After 18 weeks of ovariectomy，serum MGP levels increased gradually．Serum MGP increased more in OVX

+Vitamin K2 group than in sham operation group(P<0．01)and in OVX group(P<0．05)．The change

of urine MGP was not obvious．2)ucMGP was positively stained in Immunochistochemical sections in OVX

group．The expression was less in OVX+Vitamin K2 group than in OVX group．3)Expression of MGP
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mRNA was significantly lower in OVX+Vitamin K2 group and in sham group than in OVX group(P<

0．05)，and was higher in OVX+VitaminK2 group than in sham group(P<0．05)．Conclusion Up

regulation of MGP may be one of the mechanisms of postmenopausal osteoporosis．Regulation of MGP mRNA

expression by Vitamin K2 could be a pathway for the treatment of osteoporosis．

Key words：MGP；Postmenopausal osteoporosis；Vitamin K2；Ovariectomized rats

绝经后骨质疏松症与血管钙化是绝经后女性常

见且同时存在的疾病¨⋯。现认为血管钙化是一个

与生理性骨和软骨组织形成过程相似的主动的病理

进程旧1。近十余年研究发现基质Gla蛋白(Matrix'y．

carboxyglutamic acid Protein：Matrix Gla Protein，

MGP)和血管钙化密切相关。MGP是一种维生素K

依赖性循环蛋白，最初从牛骨骼中分离出来，其活化

需要维生素K作为辅酶的1．羧化作用来完成，是软

骨及血管钙化的最主要的抑制蛋白H⋯。MGP是否

参与绝经后骨质疏松的发病机制，维生素K：这种骨

质疏松的治疗药物对去卵巢大鼠腰椎MGP基因表

达的影响如何，尚未见报道。本实验采用酶联免疫

吸附法(ELISA)法检测去卵巢大鼠体液中MGP的

浓度变化，免疫组化法观察ucMGP在腰椎中的表

达，同时用荧光实时定量PCR方法，观察维生素K：

对去卵巢大鼠骨组织MGP mRNA表达的影响，探讨

MGP在绝经后骨质疏松发病中的作用以及维生素

K：治疗绝经后骨质疏松的相关作用机制。

1材料和方法

1．1实验试剂和主要仪器

维生素K：(Sigma，St．Louis，MO)，大鼠基质^y

羧基谷氨酸蛋白(MGP)定量检测试剂盒(购自上海

江莱生物科技有限公司)；基质1羧基谷氨酸蛋白

(未羧化)一抗(购自吉泰生物杭州办事处，ALX一

804-642)；二抗(EliVision 7M试剂盒)；酶标仪(美国

宝特ELX2800型)；PRISM7300PCR仪(美国ABI公

司)；RNAstore样本保存液(TIANGEN，DP408)；

RNAiso Plus(D9108S)；PrimeScript@RT reagent Kit

(Perfect Real Time)(DRR037S)Premix Ex Taq⋯

(Perfect Real Time)(DRR039A)；PCR相关配套试

剂均购自日本TaKaRa公司；其余试剂均为市售分

析纯。

1．2分组与造模。刊

36只10月龄Sprague—Dawly雌性大鼠(江西省

中医学院实验动物中心提JZDW NO：2009旬477)按

照1：2的比例随机分为假手术组与模型组，各组大

鼠称重后，用3％戊巴比妥钠0．1ml／1009腹腔注

射，麻醉后，肋弓下第3腰椎处，脊柱旁1cm，肋弓

下2cm处开一约1．5cm切口，逐层分离至腹腔，翻

开脂肪，找到梅花状的卵巢，切除后1号无菌丝线

结扎。假手术组仅切除卵巢附近的相当于卵巢大小

的一部分脂肪。术后均肌注青霉素40万U，2次／

d，连续3d。术后分笼饲养。饲养2周后将模型组

分为2组，一组为单纯去卵巢(OVX)组、一组为去

卵巢加维生素K：干预(OVX+Vitamin K：)组。

1．3药物干预及标本收集

维生素K用食用油溶解，假手术组和OVX组

给予0．3ml食用油灌胃，OVX+Vitamin K，组给予

维生素K：灌胃0．3ml，每周5次，共12周，给药剂

量为30mg／kg·d，给药剂量每2周按体重调整1

次。从术后l周后每3周收集1次各组大鼠的血清

和尿液(一20℃保存待测)，总收集6次。18周后注

射过量戊巴比妥钠处死动物，迅速剥开动物取腰椎

清除肌肉及结缔组织用PBS冲洗后，第l节一部分

放于入4％多聚甲醛固定液中，一部分放于组织保

存液中保存，2—4节于4℃保存待测。

1．4血清及尿中MGP含量检测

6次血清及尿液中MGP浓度采用ELISA法进

行检测，测定参照试剂盒说明进行，所有标本均为集

中检测。

1．5腰椎中ucMGP的测定

腰椎在4％多聚甲醛固定液中于4℃冰箱过夜

后置人10％EDTA脱钙液中，浸泡至用针刺无阻力

时用流水冲洗24h，用石蜡包埋后切片行免疫组化

测定。石蜡包埋切片及脱水后标本用HE染色观察

组织完整性，做免疫组化(EliVision法)检测ucMGP

的表达，步骤按说明书进行，一抗为anti．Glu MGP，

二抗为EliVisionlm plus试剂盒。

1．6荧光实时定量PCR观察腰椎MGP mRNA的

表达

1．6．1骨组织总RNA提取：从样本保存液中取出，

用滤纸吸干表面液体。将部分腰椎骨(约100 mg)

置于盛有液氮的研钵内，快速研成粉末状；迅速将粉

末移入匀浆器，充分研磨，加入RNAiso Plus(100 mg

组织+2 ml以上)，余按照说明书操作提取中RNA
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后，立即进行相关检测和逆转录。

1．6．2 逆转录合成cDNA：按照试剂盒

(PrimeScript@RT reagent Kit，TaKaRa)要求操作，

取2恤l RNA样本做逆转录反应，反应体系20i山1，反

应条件：37℃15 min，85 oC 5s，1个循环，结束。

1．6．3荧光实时定量PCR反应：(1)引物和探针设

计及合成：管家基凶GAPDH作为内参基因，引物及

探针均有由TaKaRa有限公司(大连)设计合成。
MGP 引 物序列： 上游引 物 5’一

CGCTACGCCCTGATCTACG．3’， 下游弓l物 5’一

GGAATATGAAACCAGAcTCCGTAAC一3’，探针序列：

5’ ( FAM )一ACGCCGCCTAcAACCGCTAcTTCAG

(Eclipse)．3 7；GAPDH序列：上游引物5’一

TGGTCTACATGTTCCAGTATGACT．3’，下游弓l物5’-

CCATTTGATGTTAGCGGGATCTC．3’。探针序列：5’

( FAM )一CcACGGCAAGTTCAACGGCACAGT

(Eclipse)一3IO

(2)荧光定量扩增效率曲线的建立：PCR反应

的体系优化，确立最优的Real Time PCR条件，首先

固定探针浓度，优化引物浓度，确定最佳引物浓度

后，应用优化的引物浓度优化探针浓度。用优化的

引物和探针浓度作目的基因的扩增效率曲线，确定

PCR扩增效率。本实验作相对定量，对于内参基因

同样优化引物浓度，探针浓度及建立扩增效率曲线。

比较目的基因与内参基因的扩增效率的斜率有无显

著性差异。

(3)TaqMan探针法荧光定量PCR检测大鼠骨

组织中MGP mRNA的表达水平：根据最终的优化体

系，对目的基因和内标基因行荧光实时定量PCR反

应。目的基因MGP优化后的反应体系：Premix Ex

Taql”(1x)25ul，MGP上下游引物(10uM)各1．Old，

荧光探针溶液2．0斗l，ROX Reference Dye(50x)

1．0trl，DNA模板2．0斗l，灭菌蒸馏水16．O斗l，总反

应体系为50．0td；内标基因GAPDH优化后的反应

体系：Premix Ex TaqlM(1x)25斗l，GAPDH上下游引

物(10¨mol／L)各0．8斗l，荧光探针溶液1．6斗l，ROX

Reference Dye(50x)1．Oi．d，DNA模板2．0斗l，灭菌

蒸馏水18．0tLl，总反应体系为50．0 tLl。目的基因

MGP和内标基因GAPDH的反应条件均为：预变性：

95。C3s，PCR反应：95℃5s，600C 34s，循环40次。每

标本目的及内参检测都设立复孔。

(4)目的基因相对表达量的计算：ct是代表每

个样本2次重复的平均ct值。比较MGP基因与

GAPDH基因的扩增效率的斜率有无显著性差异。
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如果没有，以GAPDH做为内参照，利用ct值，应用

比较阈值法即2础△c，(2屯“所得结果即表示目的

基因相对于正常对照组的倍数，公式为△△Ct=

(ctMcP—ctc^PDH)实验组一(C tMcp—c tGAPDH)对照

组。)如果有显著性差异，按Rasmussen计算出相对

表达差异"1。

1．7统计学处理

所有结果以均数±标准差(i±s)表示。采用

SPSS 16．0统计软件处理实验数据，不同时间各组

问的比较采用重复测量数据的两因素多水平方差分

析，多组比较采用单因素方差分析，符合方差齐性时

采用LSD法，不符合方差齐性时采用Dunnett T 3

法，两两比较采用SNK检验，P<0．05示差异有显

著性。

2 结果

2．1建模结果

卵巢切除后18周显微镜下观察腰椎脱钙切片

显示：假手术组骨小梁排列整齐、规则，连续性好，

小梁间隙分布匀称(图1A)；OVX组大鼠骨小梁断

裂，不连续，骨髓腔变大(图1B)，而干预组骨小梁

较OVX组规则，连续(图lC)。

2．2各组大鼠血清及尿液中MGP含量结果

血清中MGP含量用折线图表示见图2。

维生素K，干预组血清MGP浓度高于其他两组

(P<0．05)，OVX组高于假手术组(P<0．05)，维生

素R干预组随时间呈上升趋势，OVX组上升至第4

次取血时(即去卵巢后12周)停止上升。假手术组

MGP上升趋势不明显。

尿液中MGP含量用折线图表示其变化趋势见

图3。

维生素K'干预组尿液中MGP浓度高于其他两组

(P<0．05)，OVX组高于假手术组(P<0．05)，维生

素K：干预组随时间呈下降趋势，至第3次尿液(即

去卵巢后9周)不再下降，至第5次尿液(去卵巢后

15周)又稍有上升。OVX及假手术组呈下降趋势。

2．3各组腰椎ucMGP的表达

假手术组无ucMGP的表达。OVX组ucMGP有

阳性表达，呈棕黄色颗粒聚集。OVX+维生素K：组

仅极少量ucMGP的表达(见图4)。

2．4腰椎MGP mRNA的表达

2．4．1扩增效率曲线的建立：优化后的最终扩增效

率及其曲线(表1和图5)。从图5可见两扩增效率

曲线的拟合度比较好，R2均接近1。两曲线的斜率
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圈I建模后18厨时各组腰椎组织学观察(HE染色．200x】(箭女目持为骨小女

圈2各组大鼠6攻取n∞n清中MGP的古量室化

圈，各组太鼠6攻取尿的屎涟中MGP的含量变化

在一3．32附近，从而得到的扩增教宰E=101叫5⋯
是2左右．表明每增加1个循环，产物基本可扩增l

倍。

寰I H的￡目(MGP)％内啬基目(c^PDH)的扩*敷木

2·^2荧光宴时定量PCR检测各组MGP mRNA

表选的变化：用TaqMan实时定黉RT．?CR法进行检
测MGP mRNA，各组骨组织MGP mRIVA相对表达量

见表2：OVX组较其余两组MGP mRNA表达明娃j曾

多，维生素K：+OVX组较艘手术组MCP mRNA击

逃增多(P<0 01)。

寰2 各蛆骨m织Mcp mRNA相对哀选置(⋯)
———'_______-_____-—___-—————-——————'______-———一

目W——————二二———一
cd⋯“

MGP GAPDll (日OVXmE#)

■}$Ⅲ34 30±m 7088 24 39±I 313 0 t03t{0 0982·

OVX目28¨to 54"22 58±0 9120 l·

VK2目28 Mtl 396 21 01±I 415 0 4952±O 2432·

—————————————————’———————————————————————一
＆：§m№#’P‘0 0I

3讨论

许多研究硅示MGP与PMOP具有相关性．如甘

质疏船药物可以诩节血管和成骨细胞MGP的表

达”“．MGP多态性-q骨密度及PMOP相关”。”。

但MGP在PMOP发病机制中的具体作用还不清楚。

现已明确MGP是血管钙化的抑钳制，同时认为血管

钙化是一个与生理性骨和软骨组织肜成过程相似的

●h‘口!l■

●hLo=}*Ⅸ
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目4各组大鼠腰椎未艘化MGP的表达情＆
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的扩增效率帅矬

主动的病理进程”。骨质疏松药物如双膦酸盐、降

钙索等能调节胎球蛋n·MGP矿化复合物(FMC)的

形成“1。胎球蛋白在肝脏中合成．但在骨中有较高

的浓度，其和已羧化的MGP结合“”。现有研究”6

显示已援化MGP和FMC的缺少可徙是骨芫节炎患

者软骨钙化的原蚓，那么如果MGI，在骨中表达增

多，作用增强．是否可以抑制骨的矿化，导致惘质疏

橙'维生素K：高摄人，对保持绝经后妇女骨健康有

利Ⅲ，维生索K足MGP中谷氨酸羧化所必需的辅

酶，可以使其羧化的MGP增多．所以维牛素K缺乏

时谷氨融羧化异常可能屉维生素K缺乏致骨质疏

捂发生的作用机制之一，但其具体的作用机理尚不

明确。本实验从血清学、病理学、分子生物学多方面

现察去卵巢大鼠MGP基四的表达变化．及维生隶

K，对其表达的影响．探讨MGP在绝经后骨质疏松

发病中的作用及维生索K：治疗绝经后骨质疏松的

作H}机理。

雌性大鼠虽没有绝经期．但去卵巢后的身体状

态与绝经后女性相似，是崮际E蛀为常用的一种模

拟妇女绝经后骨质疏橙的模型““。本实验应用lO

个月龄的sD太鼠．更符台绝经后妇女的身体代谢

情M。去卵巢18周后腰椎脱钙切片假手术组显示

小粱排列整齐、规则，连续性好，小粱间隙分布匀

称．1ilj OVx组骨小粱断裂．小连续，骨髓腔变大。

维生索K：干预纽腰椎骨厦破坏程度介于两组之同。

这提示大鼠在土卵粜后雌激素减少使骨结构发生改

变．哥量丢失，而维生紊K，对去卵巢大鼠的骨丢失

有保护作用。这靖『1wamoto等”研究维牛素K：可

增加胫骨矿化丰目·致。同时说明我们的骨质疏松模

型建立成功，维生素K，对OVX大鼠的骨质疏松有

一定的治疗作用。

血清MGP表达的检测发现维生索K，干预组最

高、OVX组其次、假手术组盘低(差异有统计学意

义)，血液中MGP古量随时间的变化呈上升趋势．

维生肃K：维血清MGP水平更高，可能m于维生衷

K：促进其表达引起。血中上升趋势较明鼎，而尿中

MGP变化币明显，町能因屎液中的MGP含量受各

种代谢因素的影响更多，或是尿液中存在和血液中

影响MGP不同机制。

在大鼠腰椎脱钙后免痤组化切片显示OVX组

中ucMGP的戒选明显较假手术组增多。维生索K：

十撷组有少量表达．假手术组中几乎无表达。表明

骨压疏松模型巾腰椎ucMGP增多，维_{￡紊K：f预

使ucMGP的表达减少。MGP是维生素K依植性循

环蛋白，维生紊K是MGP中谷氨酸羧化所必需的

物质，只有MGP中谷氨酸残墓(Glu)援化成1-羧基

符氮酸残基(GIa)后才具有活性，维生素K：干预万方数据
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组ucMGP减少，是其已羧化的表现。而此组的骨质

疏松较轻，说明MGP的谷氨酸羧化异常可能是导致

维生素K缺乏后绝经后骨质疏松的发病机制之一。

实时荧光定量PCR(rQ．PCR)技术是一种新的

体外核酸扩增技术，具有特异性好，灵敏度高，线性

关系好，重现性好等特点，本研究建立了采用

TaqMan探针荧光定量PCR检测腰椎中MGP基因

表达，并利用相对定量公式2““‘来进行基因差异

表达的比较，可以更为客观地反映基因表达水平的

差异情况。本实验显示去卵巢大鼠MGP mRNA表

达升高，而维生素K，可以下调MGP基因的表达，这

与血清中MGP蛋白的表达相反，与腰椎中未羧化的

MGP的表达一致，这与Schurgers等Ⅲ1的报道相一

致，其用维生素K的拮抗剂——华法林干预大鼠，

干预组的血清MGP比正常组下降20％。这说明循

环MGP蛋白和腰椎组织MGP mRNA表达不一致，

可能因为不同部位MGP蛋白及基因的表达机制和

调节因素存在差异，但具体机制有待进一步研究。

结合本实验中各检测指标的变化，大鼠在去卵

巢18周后发生骨质丢失且腰椎中ucMGP的表达及

MGP mRNA的表达水平升高，维生素K2干预使

ucMGP减少，MGP mRNA的表达降低，说明维生素

K，下调MGP mRNA的表达，MGP总蛋白及羧化

MGP蛋白下调，减轻了骨质的丢失，延缓了骨质疏

松的发生。当然也可能是因为维生素K通过其他

途径，如增加骨钙素的羧化促进骨形成，增加前列素

的表达，促进成骨细胞分泌相关蛋白，抑制破骨细胞

凋亡抑制骨吸收等旧¨，来发挥对骨质疏松的治疗作

用的。但本实验没有检测FMC的表达含量，未能明

确MGP是否以FMC的形式参与了骨质疏松的发病

过程。综上所述，腰椎MGP表达增高，抑制骨组织

的矿化可能是绝经后骨质疏松发生的作用机制之

一，调节MGP的表达可能是维生素K：治疗绝经后

骨质疏松的作用途径之一，更详细的调节机制需要

进一步的研究。
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对于预测老年人髋部骨折的危险性是一种简单、实

用的方法，特别是流行病学调查和骨折风险筛查中

更是首选¨⋯。而通过x线测量双侧髋部Singh指

数、皮质骨厚度等参数来评定双侧髋部骨折风险的

高低，这在日后的骨折防治上更有指导意义。当一

侧髋部的Singh指数较对侧低并下降至Ⅳ度或以

下，同时该侧的股骨上段皮质厚度较对侧低时，该侧

的髋部骨折风险明显增大。这时，我们需要给予相

应的全身抗骨质疏松治疗措施外，还需要有针对性

的给予高风险一侧髋部的骨折防治：加强局部的功

能锻炼，加强跌倒的防范¨“，尤其是一侧髋部的保

护；通过局部理疗、针灸等刺激加强局部骨质的强

度，改善骨质疏松的程度；积极治疗关节炎等原发

病，改善肢体功能。这些措施在骨折后康复期同样

重要。

当然，x线的评定有其局限性，还需要配合其他

检查来综合评估骨质疏松的情况，以更好的制定个

性化的预防措施，有针对性的预防高风险一侧髋部

的骨折发生。随着我国社会老年化的进程，骨质疏

松症将会是一个越来越普遍的疾病。髋部骨折作为

其严重的并发症之一，需要引起我们更多的重视，我

们应该将抗骨质疏松治疗和防治骨质疏松性骨折结

合起来，一起进行相关的干预。未病先防，只有这

样，才能减低致死率和致残率，减轻医疗负担，取得

更好的社会效益。
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