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摘要： 目的　考察阿法骨化醇对糖尿病小鼠骨组织的作用。 方法　使用腹腔注射链脲佐菌素诱导糖尿病模型。 ＥＬＩＳＡ 方法
检测血清骨代谢指标。 微焦点定量 ＣＴ检测骨密度、并经三维重建获得微观结构。 使用 ＲＴ-ＰＣＲ、蛋白印迹分别检测基因、蛋
白表达。 结果　糖尿病小鼠血清 Ｂ-ＡＬＰ、ＴＲＡＣＰ-５ｂ、尿钙水平升高，股骨远端的骨密度降低，骨组织 ＲＡＳ组分 ＡＧＴ、Ｒｅｎｉｎ-Ｒ、
ＡＮＧ ＩＩ表达显著上调。 阿法骨化醇降低糖尿病小鼠血清 ＴＲＡＣＰ-５ｂ、尿钙水平，提高骨密度，抑制骨组织高 ＲＡＳ活性，显著下
调破骨因子 ＣＡＩＩ、ＭＭＰ-９表达。 结论　阿法骨化醇通过抑制糖尿病小鼠骨组织 ＲＡＳ活性而防治糖尿病性骨质疏松症。
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　　近年基础研究发现，肾素-血管紧张素系统
（ＲＡＳ）组分，如血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）、肾素、血
管紧张素 ＩＩ受体等表达于小鼠近端胫骨［１］ ，这表明
ＲＡＳ存在于骨组织中，进一步研究发现它对骨骼的
生长、发育、代谢发挥着重要的调控作用［２， ３］ 。 此
外，流行病学研究报道，对围绝经期妇女进行的
Ｃｏｈｏｒｔ 研究［４］ 和对中国老年人开展的横断面研

究［５］ ，发现 ＡＣＥ 抑制剂和血管紧张素 ＩＩ 受体抑制
剂具有增加骨量和降低骨折风险的作用。 据此，骨
组织 ＲＡＳ是调控骨代谢的一个重要局部调节系统。

糖尿病可诱导体内多个组织、器官发生局部病
变，即糖尿病并发症。 近来研究显示，这些病变与局
部组织的 ＲＡＳ活性升高相关［６-８］ 。 我们最近研究结
果显示，使用链脲佐菌素 ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠，
其骨组织 ＲＡＳ 活性升高，引起骨代谢异常，骨量丢
失［９］ 。 此外，我们以维生素 Ｄ受体（ＶＤＲ）基因敲除
小鼠为动物模型及取自 ＶＤＲ 小鼠的肾小管细胞为
体外生物模型，研究证实，维生素 Ｄ 信号通路可直
接抑制 ＲＡＳ 活性［１０， １１］ 。 在本实验中，我们研究了
糖尿病小鼠经服维生素 Ｄ药物阿法骨化醇后，是否
能够通过抑制骨组织局部 ＲＡＳ活性，而改善糖尿病
引起的骨代谢异常。
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1　材料与方法
1畅1　动物处理

８周龄 ＤＢＡ／２Ｊ 小鼠，体重 ２０ ～２２ ｇ，由上海市
斯莱克实验动物中心提供。 动物适应环境 １ 周后，
腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ，４０ ｍｇ／ｋｇ），连续 ５ 天。
注射完成后 １ 周，测定空腹血糖 （ ＣＯＮＴＯＵＲ，
Ｂａｙｅｒ）。 根据血糖值，将实验动物随机分成以下 ３
组：正常对照组；糖尿病组；糖尿病＋阿法骨化醇组
（０畅５ μｇ／ｋｇ，ｉｐ），每组 １０ 只动物。 经药物处理 ８ 周
后，测定空腹血糖，称量体重，取血，分离血清，收集
股骨与胫骨，待生物学分析。
1畅2　生化指标测定

使用钙、肌酐检测试剂盒（中生北控，北京，中
国）测定血钙、尿钙、尿肌酐浓度；使用 ＥＬＩＳＡ 试剂
盒结合酶标仪（Ｂｉｏ-Ｔｅｋ，美国），测定血清骨转换指
标，包括骨特异性碱性磷酸酶（Ｂ-ＡＬＰ）和酸性磷酸
酶（ＴＲＡＣＰ-５ｂ）。
1畅3　骨密度测定

使用微焦点定量 ＣＴ（Ｓｃａｎｃｏ Ｍｅｄｉｃａｌ， 瑞士）检
测股骨远端松质骨的骨密度，并使用系统分析软件
（μＣＴ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ， Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ Ｌａｎｇｕａｇｅ
ｖ．５畅０Ａ， Ｓｃａｎｃｏ）对该部位的松质骨微观结构进行
三维重建。
1畅4　ＲＴ-ＰＣＲ

使用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）提取胫骨 ＲＮＡ，经

Ｍ-ＭＬＶ反转录酶（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）制备 ｃＤＮＡ，扩增 ＲＡＳ
组分、破骨因子 ＭＭＰ９、ＣＡＩＩ，以 ＧＡＰＤＨ作为内参基
因，目标基因引物序列参见文献［１２］ 。 使用凝胶成像
系统（Ｓｙｎｇｅｎｅ，英国）检测基因表达、拍照并定量。
1畅5　蛋白表达测定

使用 Ｌａｅｍｍｌｉ 蛋白裂解液提取股骨蛋白，经
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度后，取 ５０ μｇ 蛋白上样，再
经 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶电泳、电转移、一抗、二抗孵育，最
后使用红外激光双色成像系统（Ｌｉｃｏｒ，美国）检测蛋
白表达并拍照，使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
ｖｅｒｓｉｏｎ ３畅０进行蛋白表达定量。
1畅6　数据分析

实验数据以 Ｍｅａｎ ±ＳＥＭ 表示。 使用双尾
Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ t检验组间差异，P ＜０畅０５ 表明二组间有
显著差异。

2　结果
2畅1　基础生理指标

小鼠在 ＳＴＺ注射 ８ 周后，糖尿病组的空腹血糖
值显著高于正常对照组（表 １，P＜０畅００１），而体重显
著降低（表 １，P ＜０畅００１）。 糖尿病小鼠经阿法骨化
醇处理后，与糖尿病组比较，其空腹血糖与体重未发
生明显改变，但可以明显抑制糖尿病小鼠的尿钙排
泄增加（P＜０畅０５）。 各实验组血钙水平没有统计学
差异。

表 1　各实验组小鼠空腹血糖、体重、血钙、尿钙数据
Table 1　Ｄａｔａ ｏｆ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｓｅｒｕｍ ｃａｌｃｉｕｍ， ａｎｄ ｕｒｉｎａｒｙ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别

空腹血糖

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
体重

（ ｇ）
血钙

（ｍｇ／ｄｌ）
尿钙／肌酐

（ｍｇ／ｍｇ）
正常对照组 ８ 33畅５ ±０ �畅６ ２９   畅８ ±０ 殚畅８ ９ 换换畅００ ±０ �畅２４ ０ 照照畅０４７ ±０ 镲畅０１２
糖尿病组 ２７ 33畅７ ±１ �畅９倡倡倡 ２２   畅５ ±０ 殚畅９倡倡倡 ８ 换换畅９５ ±０ �畅４４ ０ 照照畅１１３ ±０ 镲畅０３３倡

阿法骨化醇组 ２６ 33畅５ ±１ �畅２ ２３   畅４ ±０ 殚畅９ ９ 换换畅８８ ±０ �畅４０ ０ 照照畅０２７ ±０ 镲畅００７＃

　　倡P ＜０畅０５，倡倡倡P ＜０畅００１， ｖｓ．正常对照组；＃ P ＜０畅０５， ｖｓ．糖尿病组
2畅2　骨代谢指标

测定血清骨特异性碱性磷酸酶（Ｂ-ＡＬＰ）和酸性
磷酸酶（ＴＲＡＣＰ-５ｂ）含量可分别反映生物体内骨形
成与骨吸收的活性。 糖尿病组小鼠血清 Ｂ-ＡＬＰ 含
量显著升高（图 １Ａ，P ＜０畅０５），而 ＴＲＡＣＰ-５ｂ水平
也有升高趋势（图 １Ｂ）。 糖尿病小鼠经阿法骨化醇
处理后，血清 Ｂ-ＡＬＰ水平显著提升（P ＜０畅０５），而
血清 ＴＲＡＣＰ-５Ｂ水平显著降低（P ＜０畅０５）。
2畅3　股骨远端松质骨特性

图 ２ 结果显示，糖尿病小鼠股骨远端骨小梁数

目减少，小梁网织结构破坏，骨量减少，而药物组可
改善以上病理变化。 对该部位的定量数据也表明，
相对于正常对照组（６１１ ±１２ ｍｇ ＨＡ），糖尿病小鼠
股骨远端松质骨的骨密度显著降低（５８３ ±８ ｍｇ
ＨＡ， P＜０畅０５），而阿法骨化醇能够明显提高糖尿
病小鼠该部位的骨密度 （６０６ ±９ ｍｇ ＨＡ， P ＜
０畅０５）。
2畅4　骨组织 ＲＡＳ组分表达

对小鼠胫骨基因表达检测（图 ３）及股骨蛋白表
达检测（图 ４）结果显示，糖尿病诱导小鼠骨组织
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图 1　各实验组血清骨特异性碱性磷酸酶（Ｂ-ＡＬＰ）和酸性磷酸酶（ＴＲＡＣＰ-５ｂ）水平
Ｃ： 正常对照组；Ｄ： 糖尿病组；Ａ： 阿法骨化醇组。倡 P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｃ；＃ P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ。
Fig．1　Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂ-ＡＬＰ ａｎｄ ＴＲＡＣＰ-５ｂ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃ： Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ； Ａ： Ａｌｆａ-ｃａｌｃｉｄｏｌ ｇｒｏｕｐ．倡P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｃ；＃P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ．
　

图 2　各实验组小鼠股骨远端松质骨
的三维立体结构及骨密度

Ｃ： 正常对照组；Ｄ： 糖尿病组；Ａ： 阿法骨化醇组。倡 P ＜

０畅０５， ｖｓ．Ｃ；＃ P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ
Fig．2 　 Ｔｈｒｅｅ-ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｏｎｅ
ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｌ ｆｅｍｕｒ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
Ｃ： Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ； Ａ： Ａｌｆａ-ｃａｌｃｉｄｏｌ
ｇｒｏｕｐ．倡P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｃ； ＃P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ．
　

ＡＧＴ（P ＜０畅０１）、Ｒｅｎｉｎ-Ｒ（P ＜０畅０１）表达上调，从
而引起 ＡＮＧ ＩＩ（P ＜０畅０５）生成增加。 阿法骨化醇
可有效降低糖尿病鼠骨组织 ＡＧＴ （P ＜０畅０１）、
Ｒｅｎｉｎ-Ｒ（P ＜０畅０１）、ＡＮＧ ＩＩ（P ＜０畅０５）的表达丰
度。
2畅5　骨组织破骨因子表达

对小鼠胫骨破骨因子碳酸酐酶 ＣＡＩＩ、基质金属
蛋白酶 ＭＭＰ-９的基因表达检测结果显示（图 ５），糖

图 3　小鼠胫骨 ＲＡＳ组分血管紧张素原（ＡＧＴ）、
肾素受体（Ｒｅｎｉｎ-Ｒ）基因表达
Ｃ： 正常对照组；Ｄ： 糖尿病组；Ａ： 阿法骨化醇组。倡倡 P
＜０畅０１， ｖｓ．Ｃ； ＃＃ P ＜０畅０１， ｖｓ．Ｄ
Fig．3 　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＳ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ，
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎ （ＡＧＴ） ａｎｄ ｒｅｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （Ｒｅｎｉｎ-
Ｒ） ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｂｉａ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ｃ： Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ； Ａ： Ａｌｆａ-
ｃａｌｃｉｄｏｌ ｇｒｏｕｐ．倡P ＜０畅０１， ｖｓ．Ｃ； ＃P ＜０畅０１， ｖｓ．Ｄ．
　

尿病小鼠胫骨 ＣＡＩＩ表达显著上调（P ＜０畅０１）。 与
糖尿病组相比，阿法骨化醇显著下调小鼠胫骨 ＣＡＩＩ
（P ＜０畅０５）、ＭＭＰ-９（P ＜０畅０５）的 ｍＲＮＡ表达。

3　讨论
本研究中，阿法骨化醇未能改善糖尿病小鼠的

高空腹血糖值、体重减轻等生理指标，这同我们之前
对维生素 Ｄ 类似物 Ｐａｒｉｃａｌｃｉｔｏｌ、Ｄｏｘｅｒｃａｌｃｉｆｅｒｏｌ 在糖
尿病动物模型上的研究结果相符［１３-１５］ 。 糖尿病小
鼠血清骨转换指标 Ｂ-ＡＬＰ、ＴＲＡＣＰ-５ｂ较正常对照组

２３１１ 中国骨质疏松杂志　２０１３ 年 １１ 月第 １９ 卷第 １１ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１３，Ｖｏｌ １９， Ｎｏ．１１



图 4　小鼠股骨血管紧张素 ＩＩ（ＡＮＧ ＩＩ）蛋白表达
Ｃ： 正常对照组；Ｄ： 糖尿病组；Ａ： 阿法骨化醇
组。倡 P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｃ； ＃ P＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ
Fig．4　Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ （ＡＮＧ
ＩＩ） ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ｃ： Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ； Ａ： Ａｌｆａ-
ｃａｌｃｉｄｏｌ ｇｒｏｕｐ．倡P ＜０．０５， ｖｓ．Ｃ；＃P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ．
　

图 5　小鼠胫骨破骨因子的基因表达
Ｃ： 正常对照组；Ｄ： 糖尿病组；Ａ： 阿法骨化醇组。倡倡 P
＜０畅０１， ｖｓ．Ｃ；＃ P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ
Fig．5　Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｉｂｉａ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ｃ： Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ； Ａ： Ａｌｆａ-
ｃａｌｃｉｄｏｌ ｇｒｏｕｐ．倡P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｃ；＃P ＜０畅０５， ｖｓ．Ｄ．
　

都有升高，说明糖尿病小鼠处于高骨转换状态，并使
糖尿病小鼠发生高骨转换型骨丢失，引起糖尿病小
鼠骨质疏松症的发生。
糖尿病小鼠尿钙排泄增加，表明小鼠体内钙质

流失增加，与骨密度定量检测结果相符，而糖尿病小
鼠经阿法骨化醇干预后，尿钙明显恢复至正常水平，
同时，有效改善骨密度，维持松质骨较好的微观架

构，从而提高骨质量。 本实验结果提示阿法骨化醇
不仅能够防治原发性骨质疏松症［１６］ ，对于糖尿病性
骨质疏松也有较好治疗作用。
通过对骨组织 ＲＡＳ组分的检测结果，发现糖尿

病鼠骨组织 ＡＧＴ、Ｒｅｎｉｎ-Ｒ、ＡＮＧ ＩＩ 水平升高，表明
骨组织肾素（Ｒｅｎｉｎ）信号通路、ＲＡＳ 效应分子 ＡＮＧ
ＩＩ信号通路增强，从而造成骨组织的局部损伤。 此
外，已有研究显示，ＡＮＧ ＩＩ可通过作用于成骨细胞，
促其分泌 ＶＥＧＦ、ＲＡＮＫＬ 等细胞因子，这些因子可
诱导破骨细胞的成熟，刺激骨吸收活性增强［１７， １８］ ，
这与我们血清学的检测结果发现代表骨吸收活性的

ＴＲＡＣＰ-５ｂ水平升高相一致。 同时，也与本实验中
骨组织破骨因子表达的测定结果相符。 破骨因子碳
酸酐酶 ＣＡＩＩ、基质金属蛋白酶ＭＭＰ-９能够分别促进
骨矿局部无机质与有机质的降解，增强破骨吸
收［１９， ２０］ 。
本研究中，阿法骨化醇能够通过有效抑制糖尿

病引起的骨组织 ＲＡＳ活性增强，减少活性肽 ＡＮＧ ＩＩ
生成，从而下调破骨因子的表达，降低骨吸收活性，
并能够明显提高松质骨的骨量。 我们之前的研究结
果显示，维生素 Ｄ 可通过抑制肾脏 ＲＡＳ 活性，而改
善长期高血糖状态［１３-１５］或单侧输尿管结扎［１０］引起

的小鼠肾脏功能低下，恢复肾功能，阻止肾炎、纤维
化的发生。 可以看到，维生素 Ｄ对于糖尿病引起的
微血管病变在肾脏、骨骼系统出现的并发症都有较
好改善作用。
本研究结果，首次提出阿法骨化醇通过作用于

骨组织 ＲＡＳ而维护骨骼健康，这为深入理解维生素
Ｄ保护骨骼的作用机制提出一个新的角度。 维生素
Ｄ对糖尿病合并骨质疏松患者骨骼系统的作用以及
维生素 Ｄ对糖尿病引起其他局部组织病变的作用
还有待进一步的研究。
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