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摘要： 目的　研究糖尿病大鼠骨质疏松发病过程中骨桥蛋白的表达。 方法　２４ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
随机分成 ２组，糖尿病大鼠组 １２只，空白对照组 １２只，饲养 ４月后处死动物，检查骨桥蛋白 ｍＲＮＡ水
平表达。 结果　糖尿病组骨桥蛋白总 ＲＮＡ提取及 ＲＴ-ＰＣＲ、琼脂糖凝胶电泳显示，糖尿病组大鼠在骨
质疏松发病过程中，骨桥蛋白在骨组织中高表达，与空白对照组相比，差异具有显著性。 结论　骨桥
蛋白在糖尿病大鼠骨组织有显著性改变，推测骨桥蛋白参与调节骨质疏松发病过程。
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　　糖尿病发病率在全球范围内呈上升趋势，糖尿
病合并骨质疏松是一种常见的危害性很大的糖尿病

慢性并发症。 骨质疏松一旦发生，不可逆转，所以重
在预防。 了解它的发病机理，提前治疗就显得非常
重要。 本实验研究糖尿病大鼠继发骨质疏松骨组织
中骨桥蛋白的的表达情况，探讨骨桥蛋白在糖尿病
继发骨质疏松过程中的调控机制。

1　材料和方法
1畅1　实验动物与试剂

２４只成年健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠（河南省实验动
物中心提供），月龄 ２ 月，重量 ２００ ±１０ ｇ。 实验试

剂：Ｔｒｉｚｏｌ、 ＲＴ 试剂盒、 ＰＣＲ 试剂盒、 Ｍａｋｅｒ 均由
Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ 公司提供，ＤＥＰＣ 由 Ｓｉｇｍａ公司提供，引物
由北京博大泰克公司提供，
大鼠骨钙素试剂盒由上海西唐生物科技有限公

司提供。
1畅2　实验模型的建立

随机选用 １２只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，禁食 １２ ｈ，一
次腹腔注射 ＳＴＺ ５５ ｍｇ／ｋｇ（溶于柠檬酸缓冲液中，
ｐＨ４畅５），７ ｄ 后测定血糖，以空腹血糖水平 １６畅７
ｍｍｏｌ／Ｌ（３００ ｍｇ／ｋｇ）为糖尿病模型成功的标准。 术
后不使用抗生素，任其自由活动，统一条件喂养，每
周称量动物体重 １ 次。 对照组 １２ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠，注射等量柠檬酸缓冲液，普通饲料喂养，自由饮
用自来水，其余条件同观察组。
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1畅3　指标观测
1畅3畅1　骨密度测定

剔除股骨和胫骨表面的软组织，以 Ｌｕｎａｒ
Ｐｒｏｄｉｇｙ 双能 Ｘ线骨密度仪测定右侧胫骨和股骨的
骨矿物密度，用小动物分析软件进行分析。
1畅3畅2　尿钙（Ｃａ）、尿肌酐（Ｃｒ）及 Ｃａ／Ｃｒ

实验进行 ４ 个月后，各组实验大鼠实验完毕当
晚置代谢饲养笼饲养 １２ｈ，次晨收集 １２ｈ空腹尿液，
经自动生化仪测定尿钙（ ｃａｌｃｉｕｍ， Ｃａ）与尿肌酐
（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， Ｃｒ），计算出 Ｃａ／Ｃｒ比值。
1畅3畅3　血钙、骨钙素

眼球摘除法取血，置于 ３７℃水浴 ３０ ｍｉｎ加速血
液凝固，然后置于３０００ ｒ／ｍｉｎ离心机上离心２０ ｍｉｎ，
用吸管吸取上层血清按试剂盒操作说明在全自动测

定仪上检测血钙。 酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）测定血清骨
钙素（ｂｏｎｅ ｇａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＢＧＰ），批内及批间 ＣＶ 小于
１０％，单位 ｎｇ／ｍＬ。
1畅3畅4　ＲＴ-ＰＣＲ法检测骨桥蛋白 ｍＲＮＡ水平表达

组织中 ＲＮＡ 的提取采用 Ｔｒｚｉｏｌ 试剂盒提供的
方法，具体步骤为：

（１）研磨组织：将高温消毒的研钵置冰上，取一
小块骨（至研钵内，加入液氮研磨成细颗粒状后加
入 Ｔｒｉｚｏｌ １ ｍＬ，边研磨边加入液氮至组织完全研碎。

（２）分离 ＲＮＡ：将组织转移至 ０畅１％ ＤＥＰＣ处理
过的 ＥＰ 管，室温静置 ５ ｍｉｎ。 加入氯仿 ０畅２ ｍＬ，剧
烈混匀 １５ ｓ，室温静置 ３ ｍｉｎ；４ ℃ １２０００ ｒ／ｍｉｎ离心
１５ ｍｉｎ，上清液中即含有所需之 ＲＮＡ。

（３）沉淀 ＲＮＡ：取上清液至另一 ＥＰ 管，加入等
体积异丙醇，颠倒混匀，室温静置１０ ｍｉｎ；４ ℃ １２０００
ｒ／ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ。

（４ ） 洗涤 ＲＮＡ：弃上清，加入 ７５％冷乙醇
（ＤＥＰＣ水配制）１ ｍＬ，颠倒混匀，清洗、悬浮沉淀，
４℃ ９０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，室温晾干。

（５）溶解 ＲＮＡ：将 ＲＮＡ溶于 ３０ μＬ ＤＥＰＣ水中，
－８０℃保存或进行后续实验。

（６）测定 ＲＮＡ 浓度：取 ５ μＬＲＮＡ 样品，加入
ＤＥＰＣ水 １畅５ ｍＬ，于紫外分光光度计上测定 ２６０ ｎｍ
和 ２８０ ｎｍ波长处的 ＯＤ值，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ 在 １畅６ ～
２畅０之间为所需 ＲＮＡ 纯度，ＲＮＡ 浓度计算公式如
下：

提取 ＲＮＡ 浓度（μｇ／μＬ） ＝ＯＤ２６０ 值×０畅０４ ×
稀释倍数

ｃＤＮＡ的合成及 ＰＣＲ ＲＴ反应：反应体系如下：

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｖｏｌｕｍｅ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ／ｍＲＮＡ ５０ ｎｇ～５ μｇ／５ ～５００ ｎｇ
Ａｎｃｈｏｒｅｄ Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１ｓ（０ ##畅５ μｇ／μＬ） １ μＬ
ｏｒ Ｒａｎｄｏｍ Ｐｒｉｍｅｒ（Ｎ９）（０ KK畅１ μｇ／μＬ） １ μＬ
ｏｒ ＧＳＰ ２ ｐｍｏｌ
２ ×ＥＳ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ １０ μＬ
Easy Script ＲＴ／ＲＩ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ
ＲＮａｓｅ-ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ｔｏ ２０ μＬ

轻轻混匀，４２℃孵育 ３０ ｍｉｎ，８５℃加热 ５ ｍｉｎ。
取 ２μＬ进行后续扩增，其余－８０℃保存。

ＰＣＲ扩增：取逆转录产物 ２μＬ，按以下体系加
入，

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｖｏｌｕｍｅ Ｆｉｎａｌ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ＜０ 槝槝畅５ μｌ ａｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ
Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ（１０ μＭ） １ ～２ μＬ ０ ��畅２ ～０ ^畅４ μＭ ｅａｃｈ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ（１０ μＭ） １ ～２ μＬ ０ ��畅２ ～０ ^畅４ μＭ ｅａｃｈ
１０ ×Easy Taq Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２ ＋） ５ μＬ １ ×
２ 舷舷畅５ ｍＭ ｄＮＴＰｓ ４ μＬ ０ 趑趑畅２ ｍＭ
Easy Taq ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０ 剟剟畅５ μＬ ２ 鬃鬃畅５ ｕｎｉｔｓ
ｄｄＨ２Ｏ ｔｏ ｆｉｎａｌ ｖｏｌｕｍｅ ５０ μＬ Ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ

其 中 ＯＰＮ 引 物 序 列 为： Ｓｅｎｓｅ： ５′-
ＴＧＡＡＣＴＣＧＧＡＴＧＡＡＴＣＴＧＡＣＧ-３′， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ： ５′-
ＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴＧＡＴＡＧＣＣ-３′，扩增长度：２６４ ｂｐ，
退火温度为 ５６ ℃。 内参 β-ａｃｔｉｎ 的引物序列为 β-
ａｃｔｉｎ， ｓｅｎｓｅ： ５′-ＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＡＧＡＧ-３′，
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′-ＣＡＴＴＧＣＣＧＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴ-３′，扩增
长度为：１３７ ｂｐ，退火温度为：５５ ℃。 扩增条件如
下：９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，１个循环；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，共３５个循环；７２ ℃总
延伸 ６ ｍｉｎ。
琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物：取 ５ ｕＬ扩增产

物与缓冲液混合后加入琼脂糖凝胶的加样孔中，进
行电泳。 电泳条件为 ２％琼脂糖凝胶，电压 ４ ～１０
Ｖ／ｃｍ。 ＥＢ染色，在紫外线投射仪下观察电泳条带，
用 Ｄ-１４０ 图像记录分析系统进行分析，目的基因
ＯＰＮ ｍＲＮＡ的表达量以 ＯＰＮ的 ＤＮＡ条带和β-ａｃｔｉｎ
的 ＤＮＡ条带灰度值比值计算。
1畅3畅5　骨组织形态学观察

取出大鼠左侧股骨近端在 １０％Ｆｏｒｍａｌｉｎ液中固
定，０畅５％硝酸脱钙，每天更换 １次脱钙液，直至大头
针可刺入为止，流水冲洗 ２４ｈ以后，以梯度酒精逐渐
脱水，透明石蜡包埋，切片，常规 ＨＥ染色，观察骨组
织显微结构的改变。
1畅4　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１５畅０统计分析软件。 均采用双侧检
验，取检验水准 α＝０畅０５。 对服从合正态分布的计
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量资料采用均数±标准差（珋x ±s）进行统计描述；对
不服从正态分布的计量资料采用中位数±四分位数
（M±Q）进行统计描述；分类变量采用频数（率／构
成比）进行统计描述。 两组计量资料的比较采用独
立样本 t检验。

2　结果
2畅1　Ｌｕｎａｒ Ｐｒｏｄｉｇｙ双能 Ｘ线骨密度仪测定

饲养 ４ 月后，观察组股骨骨密度显著低于对照
组组（P＜０畅０５），结果见表 １。

表 1　大鼠左股骨干骨密度值（ｇ／ｃｍ２ ，珋x±s）
组别 n ＢＭＤ
对照 １２  ０ ゥゥ畅２１７ ±０ 靠畅０２２
实验 １２  ０ ゥゥ畅１７３ ±０ 靠畅０３１

　　注：t ＝４畅００９７， P ＝０畅０００６ ＜０畅０５

2畅2　尿钙 （Ｃａ）、尿肌酐 （Ｃｒ）及 Ｃａ／Ｃｒ、血清钙
（Ｃａ）、血清骨钙素（ＢＧＰ）检测

图 1　不同组别大鼠骨组织中骨桥蛋白 ｍＲＮＡ的表达
（Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：实验组；２：对照组）

尿钙（Ｃａ）、尿肌酐（Ｃｒ）及 Ｃａ／Ｃｒ 水平：尿钙
（Ｃａ）、尿肌酐（Ｃｒ）及尿 Ｃａ／Ｃｒ 水平观察组明显增
高，与正常对照组比较，有显著性差异（P＜０畅０１）。

血清钙（Ｃａ）含量：血清钙含量观察组与正常对
照组比较，无显著性差异（P＜０畅０５）。

血清骨钙素（ＢＧＰ） 含量：血清骨钙素观察组明
显降低，与正常对照组比较，有显著性差异（P ＜
０畅０１）

结果见表 ２。
表 2　不同组别雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠（珋x±s）

组别 n ＢＧＰ（ｎｇ／ｍＬ） １ 尿钙（ｍｍｏｌ／Ｌ）２ Ｃａ／Ｃｒ３
对照 １２ �４３ 後後畅２７ ±４ 佑畅５８ １ ]]畅５９ ±０ O畅４８ ０ 哪哪畅１５６ ±０ 揶畅０８２
实验 １２ �３８ 後後畅５１ ±３ 佑畅９２ ２ ]]畅１８ ±０ O畅６１ ０ 哪哪畅１６２ ±０ 揶畅１３７

　　注：t１ ＝２畅７３５２， P１ ＝０畅０１２１ ＜０畅０５；t２ ＝２畅６３３１， P２ ＝０畅０１５２ ＜

０畅０５；t３ ＝０畅２１６２， P３ ＝０畅８２６９ ＜０畅０５

2畅3　骨桥蛋白 ｍＲＮＡ水平表达
观察组骨桥蛋白 ｍＲＮＡ高于对照组，组间差别

在α＝０畅０５ 水准上有显著的统计学意义 （ P ＜
０畅０５），结果见表 ３，图 １。
表 3　不同组别雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ＯＰＮｍＲＮＡ表达量（珋x±s）
组别 n ＯＰＮｍＲＮＡ
对照 １２ 抖０ ss畅１２６ ±０ 崓畅０１１
实验 １２ 抖０ ss畅５４３ ±０ 崓畅０３７

　　注：t ＝３７畅４２２６， P ＝０畅０００１ ＜０畅０５

经统计学分析，两组大鼠骨桥蛋白 ｍＲＮＡ在骨
骼表达水平，原始数据均呈正态性分布，且方差齐。
2畅4　光学显微镜结果

对照组：骨小梁粗壮饱满，着色较深，形态结构
完整，相互连接成网，粗细一致，分布均匀，无断裂，
骨髓腔相对较小，拱状结构完整，骨板层结构致密，
排列有序，无吸收陷窝。
观察组：骨皮质变薄，骨小梁分布稀疏，排列杂

乱扭曲，粗细不等，着色淡，形态结构不完整，连续性
差，大量断裂现象，骨髓腔大小不匀，吸收陷窝明显。

3　讨论
由于我国近些年膳食结构发生了很大变化，糖

尿病（ＤＭ）的发病率增加，随着医疗卫生条件的提
高，ＤＭ患者生存寿命越来越高，ＤＭ 的并发症也越
来越多。 糖尿病并发骨质疏松症是近几年才开始被
医学界认识，事实上，糖尿病合并骨质疏松是一种常
见的糖尿病慢性并发症。
糖尿病性骨质疏松发病率较高 （ ２４％ ～

５２％）［１］ 。 容易导致骨折（常见于腕部、椎体、髋关
节），致残率很高。 骨质疏松一旦发生，不可逆转，
所以了解它的发病机制，提前预防治疗就显得非常
重要。
关于糖尿病诱发骨质疏松的机理，目前报道的

有：１．胰岛素缺乏：胰岛素缺乏可导致骨基质成熟和
转换下降，骨基质分解，引起骨质疏松［２］ ；胰岛素缺
乏可影响维生素 Ｄ 的代谢［３］ ，导致骨密度下降。
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２．胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）：ＩＧＦ可以增加成骨细胞
数目；同时抑制骨胶原降解，对于骨量的维起重要作
用

［４］ 。 高血糖抑制 ＩＧＦ 合成和释放。 ３．钙磷代谢
异常：高血糖时渗透性利尿作用将大量钙、磷、镁离
子排出体外，并阻止肾小管对钙、磷、镁的重吸收，加
重骨盐丢失。 ４．其他：激素水平的变化，晚期糖基化
终末产物，瘦素，骨保护素，脂代谢紊乱等等。

综上所述，ＤＭ并发骨质疏松（ＯＰ）的机制和原因
错综复杂，目前尚无统一意见，有些实验研究得出的
结论相差很远，甚至互相矛盾。 因此，深入开展研究，
进一步明确 ＤＭ与 ＯＰ的关系，了解其糖尿病继发骨
质疏松的发病机理对于骨质疏松的防治至为重要 。

Ｊｕｎａｉｄ等［５］报道，高糖培养可通过 Ｐ１３Ｋ 途径
诱导肾小管细胞骨桥蛋白（ＯＰＮ）的表达。 高糖刺
激血管平滑细胞骨桥蛋白的表达上调的可能机制：
高糖浓度可激活蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ），可进一步激活
ＲＨＯ／ＲＨＯ激酶系统；其次葡萄糖的终末代谢产物
氨基已糖增加亦可使 ＲＨＯ／ＲＨＯ 激酶系统激活，
ＲＨＯ／ＲＨＯ 激酶活化→激活细胞外信号调节激酶
（ＥＲＫ） →有丝分裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫ）激活
→ＡＰ-１，ＡＰ-１作为 ＤＮＡ结合蛋白，可与平滑肌细胞
中骨桥蛋白基因启动子结合，促进 ＯＰＮ 基因表
达［６］ 。 我们试验中发现，糖尿病大鼠胫骨骨组织中
ＯＰＮ ｍＲＮＡ含量相比对照组明显增高，差异具有统
计学意义。

骨桥蛋白首先于 １９８６ 年在成骨细胞中发现。
ＯＰＮ翻译后加工主要是通过 ＯＰＮ 的磷酸化过程掺
入唾液酸和硫酸盐基［７］ ，磷酸化的 ＯＰＮ可调节成骨
细胞和破骨细胞的功能，对其与各种细胞的结合能
力也有一定的影响

［８］ ，从而影响了骨重建-破坏的平
衡。 ＯＰＮ对于破骨细胞的生理功能非常重要，它可
促进破骨细胞与骨基质的黏附，诱导破骨细胞的破
骨过程。 Ｕｅｍｕｒａ 等［９］

证实 ＯＰＮ 可通过与αｖβ３ 整
合素受体间相互作用来上调破骨细胞的活性，ＯＰＮ
可诱导破骨细胞表达金属蛋白酶-９、组织蛋白酶-Ｋ

和 ＴＲＡＰ来降解骨基质。 这可能是糖尿病继发骨质
疏松重要的发病机制。
综上所述，糖尿病大鼠继发骨质疏松是多因素、

多环节，相互影响共同诱发。 其中糖尿病高血糖可
以引起的 ＯＰＮ 的高表达，从而上调破骨细胞的活
性，可以单独、或与其他致病因子共同引起骨质疏
松。 这可能是糖尿病继发骨质疏松的关键点。
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