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摘要： 目的　观察巴戟天含药血清对原代破骨细胞 ＲＡＮＫ和 ＣＡ ＩＩ ｍＲＮＡ 表达的影响。 方法　取 ＳＰＦ 级大鼠 ４８
只，随机分成正常组 １２只和去势组 ３６只，正常组切去卵巢周围部分脂肪，去势组切除卵巢。 ３个月后测定两组雌激
素水平并将去势组随机分为骨质疏松组，骨质疏松＋雌激素组，骨质疏松＋巴戟天含药血清组。 采用机械分离法提
取各组的破骨细胞，培养 ５ ｄ后，ＴＲＡＰ染色及电镜扫描骨片等的方法鉴定破骨细胞。 最后用雌激素或巴戟天含药血
清干预 ３ ｄ，以 ＲＴ-ＰＣＲ法检测各组 ＲＡＮＫ和 ＣＡＩＩｍＲＮＡ表达。 采用单因素方差分析或多样本均数两两比较进行统
计分析。 结果　去势组后大鼠雌激素水平低于正常组（P＜０畅０１）。 骨质疏松组破骨细胞 ＲＡＮＫ和 ＣＡＩＩ表达均高于
正常组（P＜０畅０５，P＜０畅０５）；巴戟天含药血清可降低骨质疏松后大鼠破骨细胞 ＲＡＮＫ和 ＣＡ ＩＩ的表达（P＜０畅０５，P ＜
０畅０５）。 结论　巴戟天和雌激素均可降低骨质疏松大鼠破骨细胞 ＲＡＮＫ和 ＣＡＩＩ的表达，从而达到抑制骨质疏松的作
用。
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ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈａｔ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ
ｓｔｒｅｓｓ ｈａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＣＡＩＩ ｉｎｐｏｌａｒｉｚｅｄ ｒａｔ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ［８］．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ＣＡＩＩ ａｐｐｅａｒｓ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ａｂｓｏｒｂｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ
ａｆｆｅｃｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ．

Ｔｈｅ Ｒｏｏｔ ｏｆ Ｍｏｒｉｎｄａ Ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｈｏｗ （ ＲＭＯ），
ｎａｍｅｄ “Ｂａ-ｊｉ-ｔｉａｎ”， ｉｓ ａ ｆａｍｏｕｓ ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ
ｗｏｍｅｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｅｓｔｒｕｓ ａｎｄ ａｓ ａ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｏｆ
ｓｅｘ ｄｒｉｖｅ ｆｏｒ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｎｏｕｒｓｈｉｎｇ ｋｉｄｎｅｙ ［９］．

Ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＲＭＯ ｅｘｔｒａｃｔ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ， ｐｒｏｂａｂｌｙ ｖｉａ ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ，ｂｕｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｗｉｔｈ
ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ．［１０］．Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ＲＭＯ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｅ-ｂｉｎｄｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ α１ （ Ｃｂｆα１ ） ｉｎ ｂｏｔｈ ｍｏｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ
（ ＢＭＳＣｓ ）［１１］ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ［１２］ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＡＬＰ） ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ［１３］． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｉｔ ｃｏｕｌｄ
ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ-β１［１４］．Ｈｏｗｅｖｅｒ， ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＲＭＯ ｏｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ
ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｔｕｄｉｅｄ ｆｏｒ ｍａｎｙ ｙｅａｒｓ，ｔｈｅ ｍａｎｎｅｒ ｉｎ ｗｈｉｃｈ
ＲＭＯ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ａｎｄ ｉｎ爆ｕｅｎｃｅ ｔｈｅｉｒ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｐｏｏｒｌｙ ｕｎｄｅｒｓｔｏｏｄ．Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｗｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＲＭＯ-ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ ａｎｄ ＣＡＩＩｍＲＮＡ ｉｎ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ．
METHODS
Animals

Ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ （ＳＰＦ） ａｔ ３ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｗｉｔｈ ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ２９５ ±３５ｇ ｗｅｒｅ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｍｅｄｉｃａｌ
ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｘｉａｍｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ
Ｃｅｎｔｅｒ， Ｘｉａｍｅｎ， Ｃｈｉｎａ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｈｏｕｓｅｄ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ ｉｎ ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＳＰＦ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ （２０ ±
２℃），ｗｉｔｈ ａ １２-ｌｉｇｈｔ／ｄａｒｋ ｃｙｃｌｅ （ ｌｉｇｈｔｓ ｏｎ：０８：００-２０：
００）， ａｎｄ ｕｎｌｉｍｉｔｅｄ ａｃｃｅｓｓ ｔｏ ｓｔａｎｄａｒｄ ｒａｔ ｆｏｏｄ ａｎｄ
ｗａｔｅｒ．
Reagents ang drugs

Ｔｈｅ３８７Ａ-１ ｋｉｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
（Ｓｉｇｍａ ｃｈｅｍｉｃａｌ ＵＳＡ ）；Ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｍｅｄｉｕｍ
ａｌｐｈａ ｍｅｄｉｕｍ （α-ＭＥＭ）， ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ （ ＦＢＳ）
ａｎｄ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ-ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ｗｅｒｅ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｉｂｃｏ
（ＵＳＡ）； Ｅ２ （ ｐｒｅｍａｒｉｎ ｏｒ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｅ２，Ｆａｖｏｒ-ｃｌａｎ
ＨｅｃｔｏＰａｌａｃｅ Ｐｈａｒｍａ ｃｅｕｔｉｃａｌ Ｆａｃｔｏｒｙ， Ｓｏｏｃｈｏｗ； Ｂａｏ
Ｄａｉ Ｌｕ Ｎｏ．４， Ｓｏｏｃｈｏｗ， Ｊｉａｎｇ Ｓｕ，Ｃｈｉｎａ）； Ｍｏｒｉｎｄａ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｇｒａｎｕｌｅ （Ｔｈｅ Ｎｏｎｇ’ ｓ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｇｒａｎｕｌｅｓ， ＰｕｒａＰｈａｒｍ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ （Ｈ．Ｋ．）
Ｌｔｄ， Ｋｅ Ｙｕａｎ ＤａＤａｏ Ｎｏ．４６， Ｈｉｇｈ-ｔｅｃｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ａｒｅａ ｏｆ Ｎａｎ Ｎｉｎｇ，Ｇｕａｎｇ ｘｉ，Ｃｈｉｎａ）．
Ovariectomy

Ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｅｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ４８ ｈｅａｌｔｈｙ
ｆｅｍａｌｅ ＳＰＦ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ．
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万方数据



Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｌｕｄｄｅｄ １２ ｒａｔｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｒｅｔｒｏｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｆａｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍａｓｓ ａｓ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉｅｓ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ
ｕｎｄｅｒ ｇｅｎｇｅｒａｌ ａｎａｅｓｔｈｅｓｉａ ｗｉｔｈ ５％ ｃｈｌｏｒａｌ ｈｙｄｒａｔｅ
（０畅６ｍｌ／１００ｇ）．Ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｂｉｌａｔｔｅｒａｌｌｙ
Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｕｎｄｅｒ ｓｉｍｉｌａｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．Ａｆｔｅｒ １２
ｗｅｅｋｓ， １畅５ｍｌ ｂｌｏｏｄ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｔｈｅ ｒａｔｓ
ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｒｕｍ
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ（Ｅ２）．
Preparation ofRMO-containing serum and E2-
containing serum

Ｔｗｅｎｔｙ ｈｅａｌｔｈｙ ｆｅｍａｌｅ ＳＰＦ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｏｒａｌｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｒｅｍａｒｉｎ （０畅０６５ｇ·
ｋｇ －１） ｏｒ ＲＭＯ （０畅１ｇ· ｋｇ －１ ） ｂｙ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ
ｓｅｖｅｎ ｄｏｓｅｓ， ｔｗｉｃｅ ａ ｄａｙ．Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｆａｓｔｅｄ ｆｏｒ
１２ｈ ｂｕｔ ｇｉｖｅｎ ｗａｔｅｒ ａｄ ｌｉｂｉｔｕｍ ｂｅｆｏｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｒｕｍ．Ｓｉｓｔｙ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｆｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ，ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ
ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｅｔｈｅｒａｎａｅｓｔｈｅｓｉａ ， ｔｈｅｉｒ ｂｌｏｏｄ ｗｅｒｅ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｏｎｅ ｂｙ ｏｎｅ ｖｉａ ｔｈｅ ｃｈａｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ
ｕｎｄｅｒ ａｓｅｐｔｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ ａｔ
２５００ｒｐｍ ｆｏｒ １５ｍｉｎ．Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｍｉｘｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ ａｎｄ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ０畅２２μｍ
ｆｉｌｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ｔｅｒｍｅｄ ａｓ Ｅ２-Ｓ ａｎｄ ＲＭＯ-Ｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －８０℃ ｕｎｔｉｌ ｕｓｅ．
Hormone Measurements

Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｅ２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ａ Ｃｅｎｔａｕｒ ａｕｔｏｍａｔｉｃ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ａｐｐａｒａｔｕｓ（ＢａｙＣｏ．Ｇｅｒｍａｎｙ）ａｎｄ ｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｗｉｔｈ ａ ＸＨ-６０１０ ｇａｍｍａ ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｎ ｐａｒａｌｌｅｌ ｄｏｕｂｌｅ-
ｔｕｂｅｔｅｓｔｓ．Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｂａｔｃｈ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｂａｔｃｈ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ （ ＣＶｓ ） ｏｆ Ｅ２ ｗｅｒｅ ４５畅２％ ａｎｄ ２６畅１％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Osteoclast Cell Formation in Rat Marrow Cultures

Ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ １２ ｗｅｅｋｓ
ａｆｔｅｒ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｃｈａｍｂｅｒ ａｎｄ
Ｍａｇｎｕｓ［１５］ ｗｉｔｈ ｍｉｎｏｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｆｏｒ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ
ａｎｔｉｓｅｐｓｉｓ，ｔｈｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｏａｋｅｄ １０ ｍｉｎ ｉｎ
７５％ ａｌｃｏｈｏｌ．Ａｆｔｅｒ ｒａｐｉｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｕｎｄｅｒ
ａｓｅｐｔｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａ ａｎｄ ｔｉｂｉａｅ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｎｅｄ
ｔｗｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ （ＰＢＳ，ｐＨ７畅４）．
Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｒｉｎｓｅｄ ｔｗｏ ｔｉｍｅｓ ｗｉｔｈ α-ＭＥＭ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ．Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏｔｈ
ｆｅｍｏｒａ ａｎｄ ｔｉｂｉａｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳＰＦ ｒａｔｓ ｂｙ 爆ｕｓｈｉｎｇ ｔｈｅｍ
ａｒｒｏｗ ｓｐａｃｅ ｗｉｔｈ α-ＭＥＭ（α-ＭＥＭ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １５％ ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ［ＦＢＳ］，Ｃｉｂｃｏ） ａｎｄ ｓｅｅｄｅｄ ｉｎｔｏ ６-ｗｅｌｌ

ｃｈａｍｂｅｒｓｌｉｄｅｓ Ｎｕｎｃ， Ｎａｐｅｒｖｉｌｌｅ，ＩＬ，ＵＳＡ） ａｔ ２ｍＬ ｃｅｌｌ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ／ｗｅｌｌ ｉｎ α-ＭＥＭ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＦＢＳ．Ｂｏｎｅ ｓｌｉｃｅｓ
ａｎｄ ｇｌａｓｓ ｓｌｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ．Ａｆｔｅｒ ５ｈｒ， ｎｏｎａｄｈｅｒｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ｗｉｔｈ α-ＭＥＭ．Ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ
ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ ｗｉｔｈ ｆｒｅｓｈ ｍｅｄｉｕｍ ，ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｗａｓ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ．
Mature Osteoclast-like Cell Activity Assay

Ａｆｔｅｒ ６ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ，ｃｅｌｌ ｃｒｅｅｐｉｎｇ ｓｉｌｃｅｓ ｗｅｒｅ
ｒｅｍｏｖｅｄ ａｎｄ ｄｒｉｅｄ ａｔ ｒｏｏｍ ｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｆｉｘｅｄ ｉｎ２畅５％ （ｖ／ｖ） ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ ａｔ ４℃ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ．
ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ 爆ｕｉｄ ｗａｓ ａｄｄｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ３７℃ ｆｏｒ ａｎ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ６０ ｍｉｎ．Ａｆｔｅｒ
ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｔｈｅ ＴＲＡＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅ ｐｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄ
ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ａｉｒ-ｄｒｉｅｄ．Ｔｈｅ
ｓｌｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅａｌｅｄ ｗｉｔｈ ｇｌｙｃｅｒｏｇｅｌａｔｉｎ． Ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ ， ｓｉｚｅ， ａｎｄ
ｎｕｃｌｅｉ， ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．ＴＲＡＰ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ａｌｓｏ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ １０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ．

Ａｆｔｅｒ １０ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ａｓ
ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ａｂｏｖｅ， ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｓｌｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ａｎｄ
ｃｌｅａｎｅｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｌｌｙ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ ｅａｃｈ ｉｎ ａ
０畅２５Ｍ ＮＨ４ＯＨ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｍｏｖｅ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｙ
ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｒｉｎｓｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ， ｆｉｘｅｄ ｉｎ ２畅５％ （ ｖ／ｖ）
ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ， ｐｏｓｔｆｉｘｅｄ ｉｎ １％ ｏｓｍｉｕｍｔｅｔｒｏｘｉｄｅ，
ｄｅｈｙｄｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｌｃｏｈｏｌ ｓｅｒｉｅｓ ， ａｎｄ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｉｎ
ａｌｃｏｈｏｌ ｗｉｔｈ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｂｕｔａｎｏｌ．Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｓｌｉｃｅ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＣＯ ２ ｃｒｉｔｉｃａｌ-ｐｏｉｎｔ ｄｒｙｉｎｇ ａｎｄ
ｇｏｌｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｖｅ ｌａｃｕｎａｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ ＳＥＭ， Ｊｅｏｌ ｍｏｄｅｌ
１００Ｓ， Ｊａｐａｎ） ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｔ ２０ ｋＶ．
Experimental Protocols

Ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｎｄ ｅｑｕａｌｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＯＶＸ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＯＶＸ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒ ２４ ｈｒ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ，
ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｌａｔｅｓ （ ６ ｗｅｌｌ ） ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＯＶＸ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｐｌａｓｔｉｃ
ｓｈｅｌｖｅｓ （ｍｉｍｉｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ） ｗｉｔｈｉｎ
ａｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５％
ＲＭＯ-ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ａｓ ＯＶＸ ＋ＲＭＯ ｇｒｏｕｐ， Ｅ２-
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ａｓ ＯＶＸ ＋ Ｅ２ ｇｒｏｕｐ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ．
ＲＡＮＫ ａｎｄ ＣＡ ＩＩ ｍＲＮＡ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ．Ｔｈｅ ＯＶＸ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｇｒｅｗ ｉｎ ａｎｏｔｈｅｒ
ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ａｄｄ ５％ ＦＢＳ，ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＲＡＮＫ ａｎｄ
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ＣＡ ＩＩ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｓｓａｙｅｄ．
Real-Time Polymerase Chain Reaction Analysis

Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｔｒｉｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ
（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ ）， ｔｈｅｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ＤＥＰＣ
（ ｄｉｅｔｈｙｌｐｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ ）-ｔｒｅａｔｅｄ ｗａｔｅｒ， ｑｕａｎｔｉｔａｔｅｄ ｂｙ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｔ ２６０ ｎｍ． Ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １畅８ ａｎｄ ２畅０．Ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ （ ｕｇ／ｕｌ ） ＝ＯＤ２６０ ×ｄｉｌｕｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ×４０／１０００．Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡｓ （ｃＤＮＡ） ｗｅｒｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｋｉｔ （ ＴＯＹＯＢＯ）．
Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ β-ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ．Ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ
ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （Ｃｈｉｎａ，Ｔａｂｌｅ１）．

Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｉｘｔｕｒｅ ｗａｓ ｆｉｌｌｅｄ ｕｐ ｗｉｔｈ
ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ （ Ｒｏｃｈｅ，
Ｇｅｒｍａｎｙ） ａｎｄ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ｔｏ ａ ｆｉｎａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ
５０ｕｌ．ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ａｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ｃｙｃｌｅｒ （ＡＢＩ７５００，ＵＳＡ） ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ
（ＳＤＳ Ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ）．Ｔｈｅ ｐｒｏｇｒａｍ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ａｎｄ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｉｎａｌｌｙ ａｓ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ １０ｍｉｎ ａｔ ９５℃，ａｎｄ
ｔｈｅｎ １５ｓ ａｔ ９５℃， ６０ｓ ａｔ ６０℃ ｆｏｒ ４０ ｃｙｃｌｅｓ．Ｆｏｒ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ， ２ －△△ｃｔ

ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ．Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ＝２ －ΔΔＣｔ ×Ｃｏｎｔｒｏｌ，ΔΔＣｔ
＝（ Ｃｔｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ Ｃｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ） ｔｒｅａｔ ｇｒｏｕｐ-（ Ｃｔｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ －
Ｃｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ）ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ［１６］

Table 1　Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ， ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＲＴ-ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’-３’） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ （ｂｐ）
ＲＡＮＫ ＴＴＡＴＧＡＧＣＡＴＣＴＣＧＧＡＣＧＧＴＧＴＴ

ＧＧＴＡＧＣＣＡＧＣＣＧＴＧＣＡＡＧ １９６ 滗

ＣＡＩＩ ＧＣＴ ＣＴＧ ＡＧＣ ＡＣＡ ＣＣＧ ＴＧＡ ＡＣＡ
ＧＧＡ ＡＧＡ ＡＧＧ ＧＡＧ ＣＡＡ ＧＧＡ ＴＣＡ ２４４ 滗

β-ａｃｔｉｎ ＧＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧ
ＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣＡＣＡＧＣ １０４

Statistical Analysis
Ａｌｌ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ．Ｏｎｅ-

ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＬＳＤ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ＳＰＳＳ １１畅０ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｐａｃｋａｇｅ．P＜０畅０５ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．
REAULTS
Serum sex hormones

Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｅ２ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ
（６２畅９３ ±２３畅８１ ｐｇ／ｍｌ ｖｓ ２４畅６９ ±９畅１０ ｐｇ／ｍｌ） （P
＜０畅０１）．
Identification of Osteoclast Cells

Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ ａｆｔｅｒ ｐｌａｔｉｎｇ ｏｕｔ．
Ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｆｉｒｓｔ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｔ ｄａｙ
３ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｐｅｒｉｏｄ．Ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ， ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ， ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍｓ， ａｎｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ． Ａｆｔｅｒ
ｎｏｎａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄ ｏｕｔ ， ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｏｒ ｍｏｒｅ ｎｕｃｌｅｉ ａｐｐｅａｒｅｄ
ｔｏ ｈａｖｅ ｐｓｅｕｄｏｆｏｏｔ-ｌｉｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （ Ｆｉｇｕｒｅ １ ）．Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ， ＴＲＡＰ-ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-

ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ（Ｆｉｇｕｒｅ ２）．Ａｆｔｅｒ １０ ｄａｙｓ， ｔｈｅ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｌｌ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ， ｂｕｔ ｔｈｅ ＴＲＡＰ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｐｐｅａｒｅｄ ｆａｉｎｔｌｙ ｒｅｄ． Ｉｎ ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｓｔｕｄｉｅｓ， ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｓｌｉｃｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｅｘｃａｖａｔｅｄ ｐｉｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｔ ｄａｙ １０．Ｔｈｅｓｅ ｌａｃｕｎａｅ ｗｅｒｅ
ｒｏｕｎｄ， ｅｌｌｉｐｔｉｃａｌ， ｏｒ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ （Ｆｉｇｕｒｅ ３）．

Fig．1 　 Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｍｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｒａｔ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ３ ｏｒ ｍｏｒｅ ｎｕｃｌｅｉ （ ×２００）．
　

Regulation of RANK and CA II mRNA Expression
Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
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Fig．2 　 Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｍｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｒａｔ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ
ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔａｒｔｒａｔｅ-ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
（ＴＲＡＰ） ｏｎ ｃｈａｍｂｅｒ ｓｌｉｄｅｓ （ ×４００）．
　

Fig．3　Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ
ｂｏｎｅ ｓｌｉｃｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ １０
ｄａｙｓ．Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｐｉｔ ｗａｓ ｃｌｅａｒｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ （ ×
１４００）．
　

ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ．Ｔｈｅ
Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ
ａｎｄ ＣＡＩＩ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ＯＶＸ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （ ｐ ＜
０畅０５）．Ｍｏｒｉｎｄａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ-ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ Ｅ２
ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ ａｎｄ ＣＡＩＩ ｍＲＮＡ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＯＶＸ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｆｉｇｕｒｅ ４ ａｎｄ Ｆｉｇｕｒｅ
５）
DISCUSSION

Ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｂｅｌｉｅｖｅｓ ｔｈａｔ ｂｏｎｅｓ ａｒｅ ｇｏｖｅｒｎｅｄ ａｎｄ ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｋｉｄｎｅｙ，ｗｈｉｃｈ ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｂｏｎｅｓ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，Ｓｔｒｏｎｇ
“ｋｉｄｎｅｙ” ｃａｎ ｎｏｕｒｉｓｈ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｍａｋｅ ｉｔ 爆ｏｕｒｉｓｈ，ｂｕｔ

Fig．4　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＭＯ ａｎｄ Ｅ２ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＲＡＮＫ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＡＮＫ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ．ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ａｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｆｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｓ １，
ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｒｅａｓｏｎ ｎｏ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．ＲＡＮＫ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ ＯＶＸ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．倡 P ＜０畅０５ ａｎｄ 倡倡 P ＜０畅０１
ｖｓ．ＯＶＸ-ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．（ｎ＝１２ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎ
＝３６ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ）．
　

Fig．5　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＭＯ ａｎｄ Ｅ２ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＡＩＩ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ-ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＡＩＩ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ．ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ａｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｆｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｓ １，
ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｒｅａｓｏｎ ｎｏ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．ＣＡＩＩ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ＯＶＸ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ （ P ＜０畅０５ ） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｈａｍ，ＯＶＸ-ＲＭＯ ａｎｄ ＯＶＸ-Ｅ２ （ n ＝１２ ｉｎ ｓｈａｍ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ n＝３６ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ）．
　

ｔｈｅ ｗｅａｋ “ｋｉｄｎｅｙ”ｍａｋｅｓ ｂｏｎｅ ｐｅｒｉｓｈ ［１７，１８］．Ｂａｓｅｄ ｏｎ
ａｂｏｖｅ ｔｈｅｏｒｙ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ，ａ Ｓｅｒｕｍ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ
ｔｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｄｄｒｅｓｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＲＭＯ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ ａｎｄ ＣＡＩＩ ｉｎ
Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ Ｒａｔ Ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ Ｃｅｌｌ． “ Ｓｅｒｕｍ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ”ｗａｓ ｆｉｒｓｔ ｐｕｔ ｆｏｒｗａｒｄ ｂｙ Ｔａｓｈｉｎｏ ［１９］ ａｎｄ
ｈａｓ ｗｉｄｅｌｙ ｂｅｅｎ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｉｎ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ａｓｉａｎ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ，
ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ａｎｉｍａｌｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｈｅｒｂａｌ
ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｔａｉｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ［２０］．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｓｅｒｕｍ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｈａｓ
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ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ ｂｅｅｎ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ａｎｉｍａｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇｓ ｗａｓ ｕｓｕａｌｌｙ
ｃａｌｌｅｄ ｄｒｕｇｓ-ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ．

ＲＡＮＫＬ ｉｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＴＮＦ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ａｎｄ
ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ．Ｔｈｅ ｃｏｇｎａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ
ＲＡＮＫＬ，ＲＡＮＫ， ｉｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ａｎｄ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ．ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｓ ａｂｌｅ
ｔｏ ｒｅｃｒｕｉｔ ｓｏｍｅ ａｄａｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＴＲＡＦ-６，ＴＡＢ-
２，ＩＲＡＫ １-３ ａｎｄ Ｓｒｃ ｔｈａｔ ａｃｔｉｖａｔｅ Ａｋｔ，ＡＰ-１ ａｎｄ ＮＦ-
κＢ［２１］．ＣＡＩＩ ａｆｆｅｃｔｓ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｉｖｅｓ ｒｉｓｅ ｔｏ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｂｏｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ．Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ
ｐｈａｓｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｐｒｅｃｅｄｅｓ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ．ＣＡＩＩ ａｎｄ
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