
生国量亟堕丛苤查!!!!生!旦箜!!鲞笙!塑垦!堕!Q!!!!￡!竺!!堕!竺!!!!!!!!!!!!堕!：!

!竺曼!!!垫!垒竺璺!!璺!!!!：!璺旦鱼璺曼垒兰堡：!竺竺：!里 璺尘；!Q：!!鱼!』j：!!!坠：!Q旦垒!!Q!：兰Q!!：Q!：QQ!

去卵巢大鼠骨代谢及骨髓细胞OPG、RANKL
基因表达的实验研究
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摘要：目的 观察去卵巢大鼠血清I型原胶原c一端前肽(PIcP)、骨钙素(BGP)和I型胶原交联羧基

末端肽(1cTP)的变化，以及骨髓细胞骨保护素(0PG)和核因子KB受体活化因子配体(RANKL)的基

因表达变化。方法 取3月龄雌性sD大鼠16只，随机分2组：假手术对照组(8只)和假手术组(8

只)。采用双侧卵巢切除术复制骨质疏松大鼠模型。术后12周，应用双能x线吸收仪法(DxA)测骨

密度，E LIsA法测量血清PIcP、BGP及IcTP浓度，qRT—PcR法半定量骨髓细胞0PG和RANKL mRNA

表达量。结果 与假手术组比较，大鼠去卵巢12周后腰椎和股骨骨密度下降显著(Jp<0．01)；血清

PIcP、BGP和IcTP含量显著升高(P<0．01)；骨髓细胞RANKL的mRNA表达量增加(P<0．05)且

0PG／RANKL的比率降低(P<0．01)，而两者0PG的mRNA表达量无显著性差别(P>O．05)。结论

去卵巢12周后的大鼠表现出高骨转换率的特点。OPG／RANK【／RANK系统失衡可能在以破骨细胞

功能亢进为特点的骨代谢中起重要作用。
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Abstract： Objective To obseIve the changes of sellJm procoIlagen type I C—teminal propeptide(PICP)，

osteocalcin(BGP)，and type l collagen cross—linked telopep“de(ICTP)in oVariectomized rats，as well as

the elpression of osteoprotegerin(0PG)and the nuclear factor KB receptor actiVator fhctor ligand(RANKL)

in bone marrow cells． MethOds Sixteen 3一month—old female SD rats were randomly divided into 2 groups：

the sham—operated conn’ol group(n=8) and the ovariectomized group(n=8)． Osteoporosis rat model was

established using bilateral ova“ectomy．Bone mineral density(BMD)was measured using DxA at the 12”

week after the surgery． Serum concentra“ons of PICP，BGP and ITCP were measured using ELISA method．

The elpression of OPG and RANKL mRNA in bone marrow cells was measured using qRT—PCR． Resuns

Compared to those in sham group， BM D of the lumbar vertebrae and the fbmurs in oVariectomized rats

decreased signi“cantly at the 12⋯week after the surgery(P<0．01)．Serum concentrations of PICP，BGP，

and ICTP increased signi6cantly(P<O．01)． The elpression of RANKL mRNA increased significantly(P

<0．05)， and 0PG／RANKL ratio decreased (P<O．01) No significant difbrence was observed in

expression of 0PG mRNA(P>0．05)． Conclusions At the l 2th week after ovariectomy，rats show the

characteristics of high bone turnover ratio． OPG／RANKL／RANK system imbalance may play an imponant

role in bone metabolism characterized by ove卜reaction of osteoclasts．
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·论著·

骨质疏松症是以骨量低下，骨骼的显微结构退

化为特征，继而骨组织的脆性增加和骨折风险度增

加的全身性骨骼系统疾病。原发性绝经后骨质疏松
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症较为常见，其发病机制是由于妇女绝经后卵巢功

能的衰退，体内雌激素水平下降，骨重建过程遭到破

坏，骨吸收和骨形成平衡失调，导致骨量丢失。骨密

度(bone mineral densist，BMD)用来衡量骨折风险和

观察药物治疗效果的金标准，但是也有其局限性。

骨转化标志物包括骨形成标志物骨钙素(BGP)、I

型原胶原c．端前肽(carboxyterminal propeptide of

proc01lagen type I，PIcP)和碱性磷酸酶(ALP)，以及

骨吸收标志物I型胶原交联羧基末端肽(carboxy—

te瑚inal cross—linked telopeptides of type Icollagen，

ICTP或CTx—I)。其不依赖于BMD，且能反映骨折

风险度和药物治疗效果。0PG／RANKL／RANK系统

调节破骨细胞分化及其功能及其重要，体外研究表

明雌激素能通过雌激素受体d刺激大鼠骨髓基质

细胞高表达骨保护素(osteoprotegerin，OPG)。11。为

了进一步探讨OPG／RANKL／RANK调节系统在活

体内对雌激素缺乏所导致的骨质疏松作用，我们观

察了去卵巢大鼠骨髓细胞OPG及核因子KB受体活

化因子配体(receptor activator of NF—KB ligand，

RANKL)基因表达变化趋势。

1材料和方法

1．1实验动物及分组

3月龄健康sPF级雌性sD大鼠16只，体重245

～300 g，购于广东省医学实验动物中心，许可证号

SCxK(粤)2008_0002，饲养于室温24℃一26℃，相

对湿度45％～65％，12 h间隔照明环境中。实验过

程对动物的处置符合中华人民共和国科技部颁布的

《关于善待实验动物的指导性意见》要求，按照体重

标号随机将大鼠分为假手术组和手术组，每组各8

只。

1．2建立去势大鼠骨质疏松模型

7％水合氯醛0．5 ml／100 g腹腔注射，麻醉成功

后取侧卧位。于肋弓下缘1．0 cm、脊柱旁1．0 cm处

脱毛后常规消毒，无菌条件下取双侧纵行长约1．0

cm切口，切开皮肤和肌肉，进入腹腔。无齿镊轻轻

将乳白色脂肪组织提出腹腔，翻开找到粉红色“菜

花样”卵巢组织后钳夹并结扎切除。观察无活动性

出血后将子宫及周围脂肪塞人腹腔并缝合切口。假

手术组找到卵巢后保留卵巢，切除卵巢周围等量脂

肪组织。术后平均4天缝线可自行脱落。各组SD

大鼠给予标准普通饲料喂养，分笼饲养，每笼两只自

由活动，饲养环境和饲料相同。

1．3标本收集以及处理

术后12周将所有大鼠7％水合氯醛0．5 ml／

100 g腹腔注射麻醉后右心室采血处死。血液放于

4℃冰箱静置3小时后，用离心机2500转／分4℃离

心20分钟，吸取上清液分装EP管，存放于一80℃

超低温冰箱保存待ELISA检测。大鼠处死后迅速

取出右侧股骨，将表面的肌肉、韧带等组织清理干

净，酒精冲洗后用无菌生理盐水漂洗3次，用无菌手

术器械无菌条件下将股骨两端削剪，暴露骨髓腔，用

2．5 ml一次性无菌注射器抽取DMEM(塞默飞世尔

生物化学制品有限公司，批号NwK0495)低糖培养

基l m1反复冲洗骨髓腔，将细胞悬液冲人无酶2 ml

冻存管中，放于一80℃超低温冰箱保存待qRT．PcR

检测。取处死后大鼠左侧股骨和第4腰椎，分离周

围软组织，用生理盐水浸润的湿纱布加锡纸包裹，贮

于一20℃冰箱内保存待测骨密度。

1．4 大鼠血清骨转换标志物含量测定

血清标本中PIcP、ICTP及BGP分别用美国RB

分装大鼠PICP ELISA Kit、ICTP ELISA Kit、BGP

ELISA Kit按ELISA试剂盒说明书进行。

1．5骨髓细胞基因检测

将冻存的骨髓细胞经液氮研磨至粉末后采用

Trizol(美国Invitrogen公司)提取法提取总RNA。以

B—actin为内参照，sYBRGreen I(美国Biorad公司)

标记产物。sD大鼠0PG、RANKL及B—actin特异性

引物设计和合成由广州吉塞生物技术有限公司

完成。

表l上述引物设计如下

TabIe 1 Details of prime“
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反应条件：95℃预变性5分钟，95℃变性15秒，

60℃退火15秒，72℃延伸32秒；40个循环(72℃

32秒收集荧光信号)。融解曲线分析：温度60℃～

95℃。以内参B-actin相对定量OPG、RANKL基因

表达。

1．6骨密度测定

将标本送于暨南大学附属华侨医院核医学科，

用美国通用(GE)公司PRODIGY LuNAR双能x线

骨密度仪，各股骨和腰椎摆放位置一致，扫描结果用

附带的小动物软件分析。

1．7统计学分析

统计资料用夏±s表示，用SPSS 17．O for

windows统计软件下进行处理，所有资料先行正态

性和方差齐性检验，两组均数比较采用￡检验。

2 结果

2．1实验动物数量分析

所有大鼠无脱失，未见脱毛等现象，均进入结果

分析。

2．2去卵巢大鼠骨密度变化

去卵巢SD大鼠12w后股骨骨密度较假手术组

有明显下降(P<0．01)；第4腰椎骨密度相对假手

术组也有明显下降(P<0．01)。(见表1)

表l两组大鼠股骨和腰椎

骨密度比较(i±s，n=8，g／cm2)

Table l Compa“son of BMD of the femurs and the

lumbar spine between the two groups(面±s，n=8，g／cm 2)

注：与假手术组比较，’P<0．05，与假手术组比较，一P<O．ol

‘P<O．05，vs．sham—operated gm“p； ¨JP<O．Ol，Vs．sham-

operated group

2．3 去卵巢大鼠血清骨转换标志物变化

去卵巢组血清中反映骨形成的骨转换标志物

PICP和BGP含量较假手术组明显增高(P<0．01)，

反映骨吸收的骨转换标志物IcTP含量较假手术组

也明显增高(P<0．01)。(见表2)

2．4 去卵巢大鼠骨髓细胞OPG和RANKL基因表

达变化

大鼠去卵巢后12周后骨髓细胞RANKL的

mRNA相对表达量为(1．911±0．390)，相对假手术

组(1．426±0．260)，升高差异有统计学意义(P<

O．05)。但是OPG的mRNA去卵巢组基因的相对表

达量是(3．11 1±0．998)，与假手术组(4．405±

209

2．625)相比，并无统计学差异(P>0．05)。而将各

大鼠OPG相对表达量与RANKL相对表达量算出比

值后进行统计学分析，去卵巢组OPG／RANKL为

(1．604±0．306)，相对假手术组(2．938±1．141)，

明显降低(P<0。01)。(见图1和图2)

表2两组大鼠血清PICP、BGP、

IcTP比较(i±s，H：8肛∥L)

Table 2 Comparison of semm PICP，BGP，

and ICTP between the two groups(莺土s，，l=8斗g／L)

注：与假手术组比较，’P<0．05，与假手术组比较，”P<0．Ol

+P<0．05，vs．sham-operated gr0“p；¨P<0．0l，vs．sham—

operated gm“p

OPG

Sh帅GmuD
OVXGroup

图l 骨髓细胞0PG和RANKL mRNA表达变化

注：与假手术组比较，‘P<0．05

Fig．1 hanges of RANKL and OPG mRNA

expression in bone marrow cells

。P<O．05，vs．sham—operated gr0“p

Sham l；roup

图2 骨髓细胞OPG与RANKL比率变化

注：与假手术组比较，”P<0．0l

Fig．2 Changes of 0PG and RANKL ratio

in bone marrow cells

¨P<O．Ol，vs．sham—operated group
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去卵巢大鼠骨质疏松模型最早于19669年由

savill首先建立，现已成为研究绝经后骨质疏松症的

经典动物模型旧J。美国食品与药物管理局(FDA)

和世界卫生组织(wTO)也推荐运用此造模方式研

究绝经后骨质疏松症"。。但不同月龄段的大鼠骨

组织代谢特点不尽相同，选择合适阶段的大鼠对绝

经后骨质疏松的针对性实验研究十分关键。雌性大

鼠2～3月龄已经性成熟，12月龄后进入老年期，骨

重建周期为30～40天H1。本实验选取3月龄大鼠

去卵巢12周后双能x线吸收仪法(DxA)检测腰椎

和股骨骨密度，结果去势组腰椎和股骨骨密度均较

正常对照组显著下降，提示手术造模成功。

DxA是国际学术界公认诊断骨质疏松症的“金

标准”，能够直接反应BMD，但不是所有BMD低的

人群就会发生骨折，仅仅依靠BMD的变化低估了骨

质疏松症骨折的风险度¨1。骨转化标志物(Bone

turnover markers，BTMs)可以初步评估骨折风险及

药物对体内骨代谢微环境治疗的影响，且不依赖于

BMD，被骨质疏松诊疗指南所推荐。但BTMs会受

年龄、性别、绝经时期、疾病、运动量、季节和样品采

集时间等因素影响，有其局限性旧。。评估骨形成的

生化指标主要有BGP、PICP、碱性磷酸酶(alkaline

phosphatase，ALP)，反映骨吸收的主要标志物是

IcTP。在临床和实验研究中，骨转换标志物PIcP、

BGP和IcTP等可能作为诊断和评估药物治疗效果

的指标。人类女性绝经后由于雌激素缺乏，破骨细

胞的骨吸收功能亢进，导致了骨吸收标志物增加。

同时，为弥补多个骨吸收所形成的陷窝，成骨细胞的

骨形成功能反馈性增强，结果导致骨形成标志物也

会增加。在本实验中，我们观察到大鼠去势12周后

血清中PICP、BGP、IcTP水平都比假手术组升高(P

<O．01)。说明去卵巢后雌激素的缺乏会导致骨转

化率增高，这与国外动物实验研究相符合}7一J，也与

人类骨质疏松症表现的骨吸收过强而骨形成相对不

足所致的骨转换失衡相一致‘9’10。。

绝经后骨质疏松症破骨功能明显亢进，而破骨

作用离不开破骨细胞的分化与成熟。在巨噬／单核

细胞系分化成破骨细胞及破骨细胞激活的过程中，

RANKL与核因子KB受体活化因子(receptor

activator of NF—KB，RANK)相结合发挥着重要的作

用。而OPG伴演假受体角色竞争性抑制RANK和

RANKL的结合从而阻止巨噬／单核细胞系向破骨细

胞的分化和阻止破骨细胞激活，达到抑制骨吸收的

目的⋯。。骨髓细胞中造血细胞、T淋巴细胞、B淋

巴细胞、基质细胞和成骨细胞表面表达RANKL，而

OPG由成骨细胞和基质细胞产生¨2’131。我们实验

qRT．PCR结果显示RANKL和0PC定位表达于骨

髓细胞，这与国外研究一致¨2‘“。。qRT-PcR分析显

示与假手术组比较，去卵巢雌性大鼠组骨髓细胞

RANKL mRNA表达量降低(P<0．05)。破骨分化

指标OPG／RANKL比率，去卵巢三个月后明显下降

(P<0．叭)。但是0PG mRNA表达量去卵巢后无

显著下降(P>0．05)。说明在去卵巢大鼠骨质疏松

中，骨髓细胞主要是RANKL的表达增强，致使

OPG／RANKL比率下降，导致造血干细胞向破骨细

胞分化增强及破骨细胞激活增加，最终导致破骨功

能亢进，骨吸收增加。这与我们实验的血清骨转换

标志物变化是相一致的。实验表明在3月龄大鼠去

势12周后，也表现出与人类绝经后相似的0PG／

RANKL／RANK系统失衡、破骨细胞功能亢进为特点

的骨代谢‘1“。

现阶段，许多绝经后骨质疏松的研究的评价大

多集中在以BMD变化为“金标准”的基础上，但是

雌激素减少所致的一系列体内生理生化等代谢的变

化也不可忽视，正是由于体内骨代谢的失衡导致

BMD的下降，最终被检测诊断出骨质疏松。因此对

于研究绝经后骨质疏松症来说，好的去势骨质疏松

动物模型不能仅仅达到骨量下降，能否模拟人类骨

代谢的特点同样重要。本实验经3月龄大鼠双侧卵

巢切除12周后，通过对血清PIcP、BGP、IcTP含量

的对比，表明大鼠去卵巢后主要表现为破骨功能亢

进，骨吸收大于骨形成的高转换骨代谢特点。其中，

0PG／RANKL／RANK系统失衡机制起重要作用。由

于骨髓细胞RANKL mRNA的表达增高造成0PG和

RANKL的基因表达比例失衡，整个平衡系统被打

破，破骨细胞功能亢进，最终导致中轴承重骨骨量丢

失。造模理想，能够成功模仿与人类相似的绝经后

骨质疏松症高转换性骨代谢的特点，为今后药物开

发和机理研究等实验提供了模型理论基础。但骨质

疏松本身就是个复杂的过程，其机制目前尚未完全

了解，仍需我们进一步的研究。
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