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降钙素对骨质疏松性骨折修复过程胶原基因表达的影响
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摘要： 目的　探索降钙素对骨质疏松性骨折愈合过程中基质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ表达的影响，阐明降钙素促进骨质疏松
性骨折愈合的机制。 方法 　选用 ９６只 ２个月龄 ＳＤ雌性大鼠，６４ 只行双侧卵巢切除（ＯＶＸ）后，随机平分为降钙素组和对照
组，其余 ３２只为假手术组；１０周后所有大鼠在右侧桡骨下端制作 １ ｍｍ骨缺损的骨折愈合模型。 降钙素组从骨折术前 １ ｗ至
术后 ８ ｗ连续每天皮下注射鲑鱼降钙素 ２ ＩＵ／ｋｇ，另 ２组注射等量生理盐水。 采用原位杂交技术分析 ７ ｄ，１４ ｄ，２８ ｄ，５６ ｄ，４个
时间、点降钙素对骨折修复过程中基质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ表达的影响。 结果　降钙素治疗下，骨基质Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表
达的量与对照组比较有显著性差异，假手术组＞降钙素组＞对照组；Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ的表达变化则与之相反。 降钙素组软骨
性骨痂向骨性骨痂转换时间较对照组缩短。 结论　降钙素能影响胶原 ｍＲＮＡ的表达，明显促进骨质疏松性骨折的愈合。
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　　骨质疏松症是一种全身性的代谢性骨病，以骨
量减少，骨的微结构破坏为特性，导致骨的脆性增
加，容易发生骨折。 骨质疏松患者由于骨质量差和
骨强度性低，固定困难，术后骨折延迟愈合或不愈合
发生率高。 如何在治疗原发病的同时促进骨折愈

合，缩短治疗周期，减少再次骨折发生率，是当前骨
质疏松骨折治疗中的难点。 降钙素是骨代谢研究领
域的重要发现。 目前，降钙素因其能抑制破骨细胞
活性，抑制骨吸收且没有雌激素副作用，临床主要用
于治疗骨质疏松症。 近年来研究发现，降钙素还能
加快骨痂形成及促进骨小梁的改建，促进骨折愈
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合［１-２］ 。 体外实验表明降钙素能促进成骨细胞分化
和增殖［３］ 。 但对降钙素在骨质疏松性骨折愈合过
程中的作用机制尚不清楚。 笔者采用原位杂交技术
观察降钙素对骨质疏松性骨折愈合过程胶原基因表

达的影响，从分子水平上探讨其在骨质疏松性骨折
愈合过程中的调节作用。

1　材料与方法
1畅1　实验材料
1畅1畅1　实验动物：选用健康 ２ 个月龄雌性 ＳＤ大鼠
９６只，平均体重 １６０ ～２００ｇ，由江西医学院动物科提
供。
1畅1畅2　主要试剂及药品：地高辛—Ｄ Ｎ Ａ标记测试
剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。 鲑鱼降钙素（商品名：密
盖息）北京诺华制药有限公司提供，规格为 ５０ＩＵ／
支。
1畅2　实验方法
1畅2畅1　模型制作和分组：９６只 ＳＤ 大鼠随机分为降
钙素组、对照组和假手术组，各 ３２ 只。 前面 ２ 组动
物，以质量浓度为 ２５ ｇ／Ｌ 的戊巴比妥钠溶液按 ２５
ｍｇ／ｋｇ体重腹腔注射麻醉，经背侧切口进入腹腔，作
双侧卵巢切除术。 余下 ３２只为假手术组，未行双侧
卵巢切除。 饲养 １０ 周后制成骨质疏松动物模型组
和假手术组。 术后标准颗粒饮食（含 １％钙，０畅６％
磷）于 ２０ ～２５℃室温饲养。 所有动物在左前肢桡骨
干造成 １ ｍｍ 骨缺损的标准骨折模型，右前肢桡骨
下端松质骨制作 １ ｍｍ 骨缺损的标准骨折模型，缺
损区不填充任何组织，任其自行修复。 两次手术均
在无菌条件下进行，使用青霉素抗感染。 降钙素组
从骨折术前 １周至术后 ８ 周连续每天皮下注射密盖
息 ２ ＩＵ／ｋｇ。 另两组注射等量生理盐水。 分别于骨
折术后 ７，１４，２８，５６天处死取骨痂组织送检。
1畅2畅2　方法：（１）骨痂组织病理学观察。 （２）骨痂
组织 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原基因表达原位杂交检测。 ①
组织切片制备：每组分别有 ８只动物处死后，取骨痂
标本迅速放入液氮中保存 １ 天后，移入－７０℃超低
温冰箱中保存。 待所有动物标本取齐后，按原位杂
交要求，无 ＲＮＡ酶操作将标本从超低温冰箱中全部
取出置于 Ｃｏｒｎｅｙ固定液（５８％乙醇、３０％氯仿、１０％
冰醋酸、２％甲醛）， －２０℃固定 ４ 小时后，置于 １０％
ＥＤＴＡ脱钙 １５天。 脱钙后 ＰＢＳ（ＰＨ７畅４）漂洗及修整
标本，石蜡包理，作 ８ μｍ连续切片 ３ 张。 ６０℃温箱
过夜后，常温保存备用。 ②ｃＤＮＡ 探针制备、标记：
大鼠 Ｉ、Ⅱ、Ⅲ型胶原 ｃＤＮＡ 探针均由芬兰 Ｔｕｒｋｕ 大

学 Ｙｏｕｎｇ博士惠赠。 由上海复旦大学遗传研究所按
分子生物学常规方法扩增、提取、纯化、回收 ｃＤＮＡ
片断。 标记按试剂盒所附说明书（随机引物法） 操
作。 ③原位杂交：分别经预杂交，杂交，漂洗，显色，
ＨＥ复染，再常规脱水、透明、树胶封片后光镜观察。
对照组不加探针显色对照。 ④对照设立　正常对
照： 正常皮质骨作自身对照。 空白对照： 相邻切片，
平行操作，杂交液中不加标记探针。 结果判定：阳性
反应信号为胞浆中出现紫蓝色颗粒。
1畅2畅3　图象分析及统计学处理：将原位杂交组织切
片经显微镜摄像后，显微扫描仪扫描，用计算机行图
象分析。 每组随机抽取 ５ 例切片，每份切片随机测
量 ５ 个视野 ２００ 倍，测视野中阳性颗粒密度面积比
值。 各组不同时间点胶原 ｍＲＮＡ 表达值行单因素
方差分析，各组同一时间点行 ｔ 检验。 采用
ＳＰＳＳ１３畅０ 统计软件包。

2　结果
骨折后 ７，１４，２８，５６ 天 ４ 个时间点所取组织的

切片上，各组织、细胞形态结构均较完整。 大多数玻
片上原位杂交信号清晰，定位良好。
骨折后第 ７ 天，骨痂主要由未完全机化的肉芽

组织、软骨骨痂以及部分沿骨折端骨膜下形成的编
织骨组成。 此时Ⅲ型胶原基因的表达占主导地位，
杂交阳性颗粒广泛出现于肉芽组织的成纤维细胞样

细胞中，Ⅲ型胶原基因表达的颗粒密度各组之间的
差异具有统计学意义（P﹤ ０畅０５），呈对照组＞降钙
素组＞假手术组。 同时，Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ 也开始在
骨折端骨膜下编织骨中的成骨细胞中出现，Ⅱ型胶
原 ｍＲＮＡ则在细小的软骨岛内的软骨细胞中开始
表达。
第 １４天，骨折处可见纤维性骨痂及小部分软骨

性骨痂，少量原始骨小梁形成。 软骨特异性胶原—
Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达占主导地位，杂交阳性颗粒在
成熟的软骨细胞中密集出现，表达达到高峰。 对照
组、降钙素组胶原表达的颗粒密度与假手术组比较，
无统计学意义（P＞０畅０５）。 Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ的表达
呈现减少趋势。 而Ⅰ型前胶原 ｍ ＲＮ Ａ 的表达则开
始增加。
第 ２８天，可见软骨骨痂周边被编织骨取代，原

始骨小梁逐渐改建为成熟骨小梁。 其中降钙素组的
骨小梁结构致密，方向一致，而对照组骨小梁稀疏，
方向紊乱。 原位杂交见各组均可见散在的 Ｉ型胶原
ｍＲＮＡ表达阳性的成骨细胞达到高峰。 其胶原表达
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的颗粒密度各组之间的差异具有统计学意义（P ＜
０畅０５），假手术组 ＞降钙素组 ＞对照组，有明显差
异。 而Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达则明显下降，颗粒密度
各组之间的差异具有统计学意义（P ＜０畅０５），对照
组＞降钙素组＞假手术组。

表 1　各组Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ阳性颗粒
面积比值（％）（n＝８，珋x±s）

Table 1　Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｆ
ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍＲＮＡ （％）（n＝８，珋x±s）

组别
手术后时间（ｄ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ ５６ｄ
假手术组
（n ＝８） １ 櫃櫃畅９９ ±０ m畅５１ １３ ~~畅２９ ±３ R畅１６ ２２ RR畅７１ ±４ &畅１４ １７ JJ畅６３ ±３  畅６９

对照组
（n ＝８） ２ 櫃櫃畅１６ ±０ m畅６７ ６ ~~畅７３ ±１ R畅３４ ８ RR畅１４ ±２ &畅７７ ７ JJ畅１０ ±１  畅８９

降钙素组
（n ＝８）

１ 櫃櫃畅７３ ±０ m畅６６ ９ ~~畅７８ ±３ R畅１７ １４ RR畅１６ ±３ &畅７４＃ １４ JJ畅１６ ±３  畅７４＃

　　与假手术组比较：＃P ＜０畅０１

表 2　各组Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ阳性颗粒
面积比值（％）（n＝８，珋x±s）

Table 2　Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒａｎｕｌｅｓ
ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍＲＮＡ （％） （n＝８，珋x±s）

组别
手术后时间（ｄ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ ５６ｄ
假手术组
（n ＝８） １ 後後畅７８ ±０ 佑畅６６ ８ 鲻鲻畅９１ ±１ 梃畅３６ ４   畅５７ ±０ �畅４３

对照组
（n ＝８）

１ 後後畅５４ ±０ 佑畅７１ １０ 鲻鲻畅７３ ±１ 梃畅６４倡 ５   畅０４ ±１ �畅７９

降钙素组
（n ＝８） ２ 後後畅０３ ±０ 佑畅５６ ９ 鲻鲻畅１１ ±２ 梃畅７８ ４   畅７８ ±０ �畅８１

　　与假手术组相比倡P ＞０畅０５

表 3　各组Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ阳性颗粒
面积比值（％）（n＝８，珋x±s）

Table 3　Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒａｎｕｌｅｓ
ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍＲＮＡ （％）（n＝８，珋x±s）

组别
手术后时间（ｄ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ ５６ｄ
假手术组
（n ＝８） １０ 貂貂畅７７ ±３ 珑畅２２ ７ 鲻鲻畅１３ ±２ 梃畅１４ ４   畅１１ ±２ �畅１３

对照组
（n ＝８）

３９ 貂貂畅７２ ±８ 珑畅９１ ３２   畅１９ ±６ �畅１７ １６   畅１７ ±５  畅１７

降钙素组
（n ＝８） ２１ 热热畅１９ ±５ 汉畅６９倡倡 １７   畅９１ ±４ �畅１４ ８   畅１３ ±３ �畅１１

　　与假手术组比较：倡倡P ＜０畅０１

第 ５６ 天，假手术组和降钙素组可见软骨性骨
痂逐渐被骨性骨痂取代，其骨小梁较粗、致密、排列
与应力方向一致，骨化正常。 对照组仍可见较多软

骨性骨痂，向骨性骨痂转化缓慢，骨小梁较细、间隙
较大、结构紊乱、疏松。 各组均只见到Ⅰ型胶原
ｍＲＮＡ表达，表达的颗粒密度各组之间的差异具有
统计学意义（P ＜０畅０５）， 假手术组＞降钙素组＞对
照组。
空白对照组切片，均未观察到可靠的杂交阳性

细胞。

3　讨论
骨折愈合过程主要包括成骨细胞增殖、细胞外

基质成熟和矿化等 ３ 个阶段。 骨基质的 ９０％由胶
原组成，胶原是骨修复的重要物质基础。 胶原
ｍＲＮＡ表达水平决定蛋白水平胶原产生的数量，其
不仅表示骨修复的质量，而且表示骨修复的速度。
因此，研究骨折愈合过程中上述胶原基因表达变化
是阐明骨质疏松性骨折愈合机理以及降钙素的作用

机制的重要指标。
Ｕｐｐｅｌ ＭＥ［４］等研究认为，Ⅰ型胶原是促成骨细

胞分化和增强成骨细胞黏附能力主要因素，是成骨
细胞表型成熟和钙结节形成的骨机械力量的基本保

障，是组成骨构架的基质蛋白。 刺激或抑制骨痂内
Ⅰ型胶原合成能加速或延缓骨折愈合的过程。 本研
究发现各组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原基因表达随骨折愈合时
间变化规律基本一致，峰值与低值对应的时间点大
致相同。 Ⅰ型胶原峰值在伤后 ４ 周，这与成骨细胞
将软骨转化为编织骨的时间相一致。 Ⅱ型胶原峰值
在伤后 ２周，而Ⅲ型胶原在骨折后 ７天即达到高峰。
各组区别在于各时间点特别是在峰值点上Ⅰ、Ⅲ型
胶原基因表达量的差异。 Ⅰ型胶原的表达峰值对照
组明显低于假手术组，提示Ⅰ型胶原基因表达量的
差异可能是导致临床上骨质疏松性骨折愈合延迟以

及易发生再骨折的重要原因［５-６］ 。
降钙素是调节骨代谢的重要激素。 降钙素能和

破骨细胞上降钙素受体结合，抑制破骨细胞活性从
而抑制骨吸收。 研究表明，降钙素还能作用于成骨
细胞，刺激成骨细胞增殖和分化，Ｉ型胶原和骨保护
素基因表达，也可阻止成骨细胞的凋亡，促进骨小梁
的改建，促进骨折愈合［１，２，７］ 。 本实验通过原位杂交
技术结合组织学检查，研究降钙素对骨折修复过程
中基质 Ｉ、Ⅱ、Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ表达的影响。 结果表
明，在骨折愈合的炎性阶段，降钙素能抑制Ⅲ型胶原
ｍＲＮＡ的表达，防止过度炎症反应。 在骨折愈合的
修复阶段，降钙素能促进成骨细胞 Ｉ 型胶原 ｍＲＮＡ
的表达，抑制Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ 表达，从而促进软骨
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性骨痂向骨性骨痂转换，促进骨形成。 表明降钙素
在体内能作用于成骨细胞，影响胶原 ｍＲＮＡ 的表
达，对骨质疏松性骨折愈合早期和骨折后期的骨修
复均有重要促进作用。
有关降钙素调控胶原 ｍＲＮＡ 表达的机理尚不

明确。 目前对成骨细胞膜上是否存在降钙素受体，
尚存争议［ ８ ］ 。 有学者研究认为降钙素可能是通过
ＥＲＫ-ＭＡＰＫ信号通路上调核心结合因子 ｃｂｆａｌ 基因
来作用于成骨细胞［９-１０］ 。 另有学者认为其部分机制
可能系降钙素促进某些细胞因子如 ＩＧＦ-１ 分泌，通
过自分泌对成骨细胞发挥作用［ １１ ］ 。 降钙素是通过
受体调节机制直接对成骨细胞产生作用，还是通过
旁分泌方式间接作用成骨细胞，或者二者兼有，尚需
进一步研究。
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