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摘要： 目的　 了解小鼠在去势前与去势后，铁对骨吸收影响的差异。 方法 　 建立高铁小鼠模型，将小鼠随机分为假手术组

（ＳＨＡＭ 组）、高铁去势组（Ｆ ＋ ＯＶＸ 组）、去势组（ＯＶＸ 组）。 铁剂干预两周后去势。 在去势前（雌激素存在）与去势 ７ 周后（雌
激素缺乏）检测小鼠体重，血清铁蛋白；反转录聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测胫骨内抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）、降钙素受体

（ＣＴＲ）、基质金属蛋白酶 ９（ＭＭＰ９）、组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ）、雌激素受体 α（ＥＲα）、雌激素受体 β（ＥＲβ）表达情况，股骨远

端 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 三维分析，提取各组小鼠股骨骨髓细胞进行破骨细胞培养，抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色观察破骨细胞分化

情况。 结果　 各组小鼠体重无明显差异。 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组铁蛋白含量明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析表明：雌激素存在时，正
常组与铁干预组骨密度及相关指标无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；雌激素缺乏时，与 ＯＶＸ 组比较，Ｆ ＋ ＯＶＸ 组骨量下降更为严重（Ｐ
＜０􀆰 ０５）。 半定量 ＰＣＲ 结果显示：雌激素存在时，两组 ＴＲＡＰ、ＣＴＲ、ＭＭＰ９、ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ 基因表达无统计学差异；雌激素缺乏时，
Ｆ ＋ ＯＶＸ 组各基因表达水平较 ＯＶＸ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 去势后 ＥＲβ 表达下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＲα 无明显差异。 ＴＲＡＰ 染色

显示去势前各组小鼠破骨细胞数无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；而去势后，Ｆ ＋ ＯＶＸ 组破骨细胞数明显高于 ＯＶＸ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结

论　 未去势时（有雌激素），ＦＡＣ 对骨吸收影响甚微；去势后（无雌激素），ＦＡＣ 能显著增强破骨活性。
关键词： 雌激素；去卵巢；铁蓄积；骨吸收

Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｒｏｎ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ
ＷＡＮＧ Ｘｉａｏ１， ＬＩＵ Ｌｕｌｉｎ１， ＺＨＡＯ Ｇｕｏｙａｎｇ１， ＧＡＯ Ｃｈａｏ１， ＬＩ Ｇｕａｎｇｆｅｉ１， ＳＨＥＮ Ｇｕａｎｇｓｉ１， ＹＵ Ｃｈｅｎ１， ＦＥＩ Ｂｅｉｂｅｉ２， ＸＵ
Ｙｏｕｊｉａ１

１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｙｎａｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ， Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｏｏｃｈｏｗ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｕｚｈｏｕ ２１５００４， Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ：ＸＵ Ｙｏｕｊｉａ， Ｅｍａｉｌ， ｘｕｙｏｕｊｉａ＠ ｍｅｄｍａｉｌ． ｃｏｍ． ｃｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｒｏｎ ｏｎ ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ， ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ Ｆ ＋ ＯＶＸ
ｇｒｏｕｐ． Ａｆｔｅｒ ２⁃ｗｅｅｋ ｉｒｏｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ． Ｓｅｒｕｍ ｆｅｒｒｉｔｉｎ （Ｆｅｒ）， ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＰ， ＣＴＲ， ＭＭＰ９， ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ， ＥＲα， ａｎｄ ＥＲβ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ
ｄｉｓｔａｌ ｆｅｍｕｒ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ３⁃Ｄ ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｆｏｒ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ． Ｔａｒｔｒａｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＴＲＡＰ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ Ｆｅｒ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎ Ｆ ＋
ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＢＭＤ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｉｒｏｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ＢＭＤ ｉｎ Ｆ ＋ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＯＶＸ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． Ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＡＰ， ＣＴＲ， ＭＭＰ９， ａｎｄ ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ｗｅｒｅ ｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ２ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ Ｆ ＋ ＯＶＸ
ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． ＥＲβ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｏｖａｒｉｏｔｏｍｙ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲα ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ

３５
中国骨质疏松杂志　 ２０１５ 年 １ 月第 ２１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０１５，Ｖｏｌ ２１， Ｎｏ． １
Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｏｎｌｉｎｅ ｗｗｗ． ｗａｎｆａｎｇｄａｔｅ． ｃｏｍ． ｃｎ　 ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６⁃７１０８􀆰 ２０１５􀆰 ０１􀆰 ０１１



ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＲＡＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｆｏｒｅ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ， ｂｕｔ ｉｔ
ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ Ｆ ＋ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＦＡＣ ｈａｓ ｌｉｔｔｌｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ． ＦＡＣ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｓｔｒｏｇｅｎ； ＯＶＸ； Ｉｒｏｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ； Ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

　 　 Ⅰ型骨质疏松多见于绝经女性，２００９ 年《骨折

疏松症中国白皮书》报道 ５０ 岁以上人群中女性发

生率为 ７８％ ［１］，２０１２ 年 ＩＯＦ 报道 ５０ 岁以上骨质疏

松性骨折中女性发生率为 ５０％ 、男性为 ２０％ ［２］。 铁

蓄积在女性绝经期多见是一个值得重视的现象：当
雌激素下降 ９０％ ，血清铁蛋白可以从绝经前到绝经

后提高 ２ ～ ３ 倍［３］；而雌激素下降又正好是骨量下降

的阶段，所以，对铁蓄积、雌激素、骨量 ３ 者的研究就

很有意义。 本实验通过构建高铁去势小鼠来模拟女

性绝经后伴铁蓄积现象，观察小鼠未去势伴铁蓄积、
去势伴铁蓄积时骨吸收活性的变化，以探索铁与雌

激素对骨量的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ （ ＳＫＹＳＣＡＮ，１１７６ 型），酶标仪 （ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈ 公司），Ｇｅｎｅ Ａｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９７００ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ
公司），高速冷冻离心机 （ Ｔｈｅｒｍｏ 公司），电泳仪

（ Ｂｉｏ⁃ＲａｄＰｏｗｅｒＰＰＡＣ２００ ）， 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒铁蛋白（Ｆｅｒ）（Ａｂｎｏｖａ），枸橼酸铁铵

（Ｓｉｇｍａ），水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司），
生理 盐 水 （ 中 国 大 冢 制 药 有 限 公 司 ）， α⁃ＭＥＭ
（Ｇｉｂｃｏ），新生胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ），细胞因子 Ｍ⁃ＣＳＦ、
ＲＡＮＫＬ（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司），抗酒石酸酸性磷酸酶染

液（ｓｉｇｍａ）。
１􀆰 ２　 动物分组及处理

选取雌性 ８ 周龄 ＩＣＲ 小鼠 ３５ 只（苏州大学实验

动物中心提供），体重（２５ ± １） ｇ。 将小鼠随机分为

假手术组（ＳＨＡＭ 组，１４ 只）、高铁去势组（Ｆ ＋ ＯＶＸ
组，１４ 只）、去势组（ＯＶＸ 组，７ 只）。 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组行

枸橼酸铁铵腹腔注射，剂量为 ０􀆰 ０５ ｇ ／ ｋｇ，每周 ２ 次，
共 ８ 周，ＳＨＡＭ 组和 ＯＶＸ 组以同样方式和频次给予

等量生理盐水注射。 ８ 周后（０ ｄ）处死 ７ 只 ＳＨＡＭ
组和 ７ 只 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组小鼠，取血清、股骨、胫骨标本

以检测雌激素存在时，高铁环境对小鼠骨形成的影

响。 剩余 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组和 ＯＶＸ 组行卵巢切除术：所有

小鼠用 ３􀆰 ６％水合氯醛（１０ ｍｌ ／ ｋｇ）腹腔内注射麻醉

后，逐层切开皮肤、肌层，进入腹腔，找出双侧卵巢，
输卵管结扎并切除卵巢，分层缝合；ＳＨＡＭ 组剩余小

鼠仅切除卵巢周围部分脂肪。 术后所有小鼠肌注青

霉素 ５ 万 Ｕ ／ ｄ，持续 ３ ｄ，预防感染。 １ 周后 Ｆ ＋ ＯＶＸ
组以 ０􀆰 ０５ ｇ ／ ｋｇ 剂量行枸橼酸铁铵腹腔注射，每周 １
次，共 ７ 周。 ＳＨＡＭ 组和 ＯＶＸ 组以同样方式和频次

给予等量生理盐水注射。 ７ 周后（５０ ｄ）处死所有小

鼠，取血清、股骨、胫骨标本以检测缺乏雌激素时，高
铁环境对小鼠骨形成的影响（见图 １）。

图 １　 分组示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｇｒｏｕｐｉｎｇ
　

１􀆰 ３　 标本收集

各组小鼠到干预时间终点前，计量天平记录小

鼠体重。 随后用 ４％水合氯醛以 １ ｍｌ ／ １００ ｇ 剂量麻

醉，摘眼球取血 １ ｍｌ，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取上

层血清用于检测。 取双侧股骨及胫骨，剔去骨周围

的肌肉。 血清、股骨、胫骨冻存在 － ８０℃冰箱。
１􀆰 ４　 血清检测

酶联免疫吸附法检测血清铁蛋白（Ｆｅｒ），具体操

作步骤按说明书进行。
１􀆰 ５　 反转录聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测

取双侧胫骨置于液氮中预冷 １ ｈ，随后置入研钵

中，边加液氮边研磨直至磨成粉末，立即加入 １ ｍｌ
的 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂溶解粉末，提取 ＲＮＡ 后逆转录成

ｃＤＮＡ，于 － ４０ ℃保存，进行聚合酶链反应时取出模

板，总反应体积 ２０ μＬ：内含 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬ，
Ｗａｔｅｒ（ ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ） ７ μＬ，上、下游引物各 １ μＬ。
ＰＣＲ 仪中，ＣＴＲ 反应条件为 ９４ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ，３５ 个循环；ＥＲ⁃α、ＥＲ⁃β、ＴＲＡＰ、ＭＭＰ９、
ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ 反应条件为 ９４ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
３０ ｓ，３３ 个循环。 琼脂糖凝胶电泳，分析各组光密
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度。 引物根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 与 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 设计，由上海生

工合成。 各基因引物序列及分子大小如表 １。
表 １　 β⁃ａｃｔｉｎ、ＴＲＡＰ、ＣＴＲ、ＭＭＰ９、ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ、ＥＲα、ＥＲβ 基

因的引物序列及分子大小

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｚｅ ｏｆ β⁃ａｃｔｉｎ，
ＴＲＡＰ， ＣＴＲ， ＭＭＰ９， ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ， ＥＲα， ａｎｄ ＥＲβ

基因 引物序列 ｂｐ

ＴＲＡＰ 上游：ＴＡＣＣＴＧＴＧＴＧＧＡＣＡＴＧＡＣＣ
下游：ＣＡＧＡＴＣＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＣＣＧＣ

１５０

ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ 上游：ＴＧＴＡＴＡＡＣＧＣＣＡＣＧＧＣＡＡＡ
下游：ＧＧＴＴＣＡＣＡＴＴＡＴＣＡＣＧＧＴＣＡＣＡ

１９４

ＭＭＰ９ 上游：ＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＧＡＣＡＡＡＧ
下游：ＴＴＧＣＡＣＴＧＣＡＣＧＧＴＴＧＡＡ

１８２

ＣＴＲ 上游：ＴＣＡＧＧＡＡＣＣＡＣＧＧＡＡＴＣＣＴＣ
下游：ＡＣＡＴＴＣＡＡＧＣＧＧＡＴＧＣＧＴＣＴ

１０２

ＥＲ － α 上游：ＴＴＣＴＧＡＴＧＡＴＴＧＧＴＣＴＣＧＴＣＴＧ
下游：ＡＴＧＡＴＧＧＡＴＴＴＧＡＧＧＣＡＣＡＣＡ

２２０

ＥＲ⁃β 上游：ＡＴＧＡＴＧＧＴＣＡＧＡＡＧＴＧＧＧＡＣＡＴ
下游：ＧＴＧＧＧＣＡＡＡＧＡＧＡＴＧＧＡＡＡＧＴＡ

２５０

β⁃ａｃｔｉｎ 上游：ＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴ
下游：ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴ

３０６

１􀆰 ６　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描股骨远端进行三维重建及参数

分析

取右侧股骨，放入 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 样品杯中固定。 在

相同的条件下扫描，进行骨计量学分析和三维形态

重建。 分析参数包括骨密度（ＢＭＤ）、相对骨体积

（ＢＶ ／ ＴＶ）、骨小梁厚度（Ｔｂ． Ｔｈ）、骨小梁数量（Ｔｂ．
Ｎ）。
１􀆰 ７　 骨髓源性巨噬细胞（ＢＭＭ）培养

动物模型干预结束后取各组小鼠处死，无菌条

件下取出股骨、胫骨，剔除肌肉组织，浸泡于 ７５％乙

醇中 １０ ｍｉｎ。 用 １ ｍｌ 注射器吸取 α － ＭＥＭ（１０％
ＦＢＳ、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素，１００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素）将股骨、
胫骨中骨髓细胞冲出，２００ 目滤网过滤后接种于培

养皿中，加入 α － ＭＥＭ 培养基培养 １６ ｈ，转移上清

于另一培养皿中，加入含 ５０ ｎｇ ／ ｍｌＭ⁃ＣＳＦ 的 α －
ＭＥＭ 培养基，３ ｄ 后贴壁细胞即为 ＢＭＭ。
１􀆰 ８　 ＴＲＡＰ 染色并对 ＴＲＡＰ 阳性细胞计数

将 ＢＭＭ 消化后以 １ × １０３ 密度接种于 ９６ 孔板，
每组 ６ 个复孔，加入含 ３０ ｎｇ ／ ｍｌＭ⁃ＣＳＦ 和 ５０ ｎｇ ／
ｍｌＲＡＮＫＬ 的 α⁃ＭＥＭ，４８ ｈ 后换液，９６ ｈ 后弃去培养

基，柠檬酸盐固定 ３ ｍｉｎ，以萘酚 ＡＳ⁃ＢＩ 磷酸盐为底

物的孵育液 ３７ ℃孵育 １ ｈ，去离子水洗 ３ 次，倒置显

微镜下计数 ＴＲＡＰ 阳性细胞并拍照。

１􀆰 ９　 统计学方法

实验数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用

统计软件 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分析。 多组间比较

采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较用

ＬＳＤ 法检验，组内采用 ＳＮＫ 法进行两两比较。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠体重结果

各组小鼠体重均无明显差异，以此排除体重对

骨密度及骨形成的影响（见图 ２）。

图 ２　 各组小鼠体重

Ｆｉｇ． ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　

２􀆰 ２　 血清 Ｆｅｒ 检测结果

Ｅｌｉｓａ 检测提示，与 ＳＨＡＭ 组比较，ＯＶＸ 组 Ｆｅｒ
无明显差异，而 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组 Ｆｅｒ 水平明显升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ３。

图 ３　 各组血清铁蛋白浓度

（与 ＳＨＡＭ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ）
　

２􀆰 ３　 半定量 ＰＣＲ 检测胫骨相关基因指标

雌激素存在时（０ ｄ），除 ＣＴＲ 外，ＳＨＡＭ 组与 Ｆ
＋ ＯＶＸ 组各基因均无统计学差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明

雌激素存在时，ＦＡＣ 对骨吸收影响甚微。 ５０ｄ 时破

骨相关基因 ＴＲＡＰ、ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ、ＣＴＲ、ＭＭＰ９ 表达趋

势分布为：Ｆ ＋ ＯＶＸ 组 ＞ ＯＶＸ 组 ＞ ＳＨＡＭ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），说明雌激素缺乏时，铁对破骨细胞分化能力

的促进作用显现（见图 ４、表 ２）。
２􀆰 ４　 股骨 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描

对各组小鼠股骨远端松质骨进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检

查，结果显示：雌激素存在的情况下（０ ｄ），两组指标

无统计学差异；而雌激素缺乏时（５０ ｄ），与 ＳＨＡＭ
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　 　 　表 ２　 ＴＲＡＰ、ＣＴＲ、ＭＭＰ⁃９、ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ、ＥＲα、ＥＲβ 在各实验组中与 β⁃ａｃｔｉｎ 的光密度比值（同一时间点，与 ＳＨＡＭ 组相比，∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＯＶＸ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＰ， ＣＴＲ， ＭＭＰ⁃９， ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ， ＥＲα， ａｎｄ ＥＲβ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ （∗Ｐ
＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ）

基因
０ ｄ ５０ ｄ

ＳＨＡＭ 组 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组 ＳＨＡＭ 组 ＯＶＸ 组 Ｆ ＋ ＯＶＸ 组

ＴＲＡＰ ０􀆰 ０８５ ± ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ０８０ ± ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ０９７ ± ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ３６１ ± ０􀆰 ０４５∗∗ ０􀆰 ５５４ ± ０􀆰 ０４４∗∗＃

ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ０􀆰 ０９２ ± ０􀆰 ０２８ ０􀆰 ０９８ ± ０􀆰 ０２５ ０􀆰 １１１ ± ０􀆰 ０３３ ０􀆰 ５３０ ± ０􀆰 ０４７∗∗ ０􀆰 ６６１ ± ０􀆰 ０４２∗∗＃

ＣＴＲ ０􀆰 ２４８ ± ０􀆰 ０２９ ０􀆰 ３５７ ± ０􀆰 ０３５∗ ０􀆰 ２７２ ± ０􀆰 ０３１ ０􀆰 ４１４ ± ０􀆰 ０３９∗∗ ０􀆰 ７１０ ± ０􀆰 ０４０∗∗＃

ＭＭＰ９ ０􀆰 １８５ ± ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ２３６ ± ０􀆰 ０３１ ０􀆰 ２０１ ± ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ３８０ ± ０􀆰 ０４７∗ ０􀆰 ５４５ ± ０􀆰 ０４２∗∗＃

ＥＲβ ０􀆰 ２６２ ± ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ２３１ ± ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ２８５ ± ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ０９６ ± ０􀆰 ０３３∗∗ ０􀆰 １２０ ± ０􀆰 ０３５∗∗

ＥＲα ０􀆰 ２９６ ± ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ３１５ ± ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ２４１ ± ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ２７７ ± ０􀆰 ０５５ ０􀆰 ３４４ ± ０􀆰 ０６４

图 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＴＲＡＰ、ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ、ＣＴＲ、ＭＭＰ９、
ＥＲβ、ＥＲα 基因表达

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＰ， ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ， ＣＴＲ，
ＭＭＰ９， ＥＲβ， ａｎｄ ＥＲα ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＲＴ⁃ＰＣＲ
　

表 ３　 股骨 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 参数在各组中的差异（同一时间点，与 ＳＨＡＭ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＯＶＸ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ ａｍｏｎｇ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ＳＨＡＭ， ＃Ｐ ＜ 􀆰 ０５
ｖｓ ＯＶＸ）

参数
０ ｄ ５０ ｄ

ＳＨＡＭ Ｆ ＋ ＯＶＸ ＳＨＡＭ ＯＶＸ Ｆ ＋ ＯＶＸ
ＢＭＤ（ｍｇ ／ ｍｍ３） ０􀆰 １８８ ± ０􀆰 ０６０ ０􀆰 １８７ ± ０􀆰 ０２９ ０􀆰 １９７ ± ０􀆰 ０７２ ０􀆰 １１４ ± ０􀆰 ０１３∗ ０􀆰 ９０２ ± ０􀆰 ０６４∗＃

ＢＶ ／ ＴＶ（％ ） ２０􀆰 ３７１ ± ６􀆰 ６１６ １７􀆰 ５１０ ± ９􀆰 ３７２ ２２􀆰 １５８ ± ９􀆰 １４４ １０􀆰 ５９８ ± ２􀆰 ６０５∗ ７􀆰 ０７２ ± ０􀆰 ２９９∗∗＃

Ｔｂ． Ｎ（Ｎ ／ ｍｍ） ２􀆰 １３１ ± ０􀆰 ５２２ １􀆰 ９２６ ± １􀆰 ０８０ ２􀆰 ２３８ ± ０􀆰 ６７３ １􀆰 １１０ ± ０􀆰 ２２０∗ ０􀆰 ８７９ ± ０􀆰 ０１４∗∗

Ｔｂ． Ｔｈ（ｕｍ） ９５􀆰 ９４０ ± ５􀆰 ９９６ ９５􀆰 ９８０ ± ３􀆰 ２３８ ９８􀆰 ５８０ ± ９􀆰 ２３０ ８９􀆰 ３９５ ± ０􀆰 ４８８∗ ８０􀆰 ４５５ ± ４􀆰 ７１６∗＃

组相比，ＯＶＸ 组骨小梁变疏松，Ｆ ＋ ＯＶＸ 组骨小梁更

加疏松、连续性下降（见图 ５）。 相关分析参数统计

结果显示，雌激素缺乏时（５０ｄ），与 ＳＨＡＭ 组相比，
ＯＶＸ 组总体骨密度值 （ ＢＭＤ）、骨体积分数 （ ＢＶ ／
ＴＶ）、骨小梁厚度（Ｔｂ． ｔｈ）、骨小梁数量（Ｔｂ． Ｎ）均下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｆ ＋ ＯＶＸ 组与 ＯＶＸ 组比较，ＢＭＤ、
Ｔｂ． ｔｈ、ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｎ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见表 ３）。
２􀆰 ５　 破骨样细胞 ＴＲＡＰ 染色结果

未去势时两组 ＴＲＡＰ 阳性细胞无明显差异（图
６），说明在雌激素存在的情况下，铁对破骨细胞活

图 ５　 股骨远端松质骨三维重建图

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｔｉｏｎ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｌｏｕｓ
ｂｏｎｅ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｌ ｆｅｍｕｒ
　

性影响不大。 去势后，ＯＶＸ 组 ＴＲＡＰ 阳性细胞较 Ｆ
＋ ＯＶＸ 组少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见图 ７，说明雌激素一旦消

失，铁对破骨细胞分化能力的促进作用就会突出。

３　 讨论

骨质疏松的特点是骨量下降、骨脆性改变，是多

种因素作用下发生的一种系统性疾病。 绝经后骨质

疏松（Ⅰ型）是中老年妇女常见的疾病，其主要病因

就是雌激素水平的下降。 雌激素是抑制骨吸收活性

最重要的内源性激素，通过结合骨组织中的 ＥＲ，激
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图 ６　 骨髓源性破骨细胞 ＴＲＡＰ 染色结果及阳性细胞计数，１００ 倍（０ ｄ，与 ＳＨＡＭ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＯＶＸ 组相

比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ． ６　 ＴＲＡＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ， １００ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ （０ ｄ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
ｖｓ ＳＨＡＭ；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ＯＶＸ） 　

图 ７　 骨髓源性破骨细胞 ＴＲＡＰ 染色结果及阳性细胞计数，１００ 倍（５０ ｄ，与 ＳＨＡＭ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＯＶＸ
组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ． ７　 ＴＲＡＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ， １００ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ （５０ ｄ，∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５ ｖｓ ＳＨＡＭ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ＯＶＸ）
　

活下游相关通路，从而抑制破骨细胞的分化［４］。 由

此可见，Ⅰ型骨质疏松主要是由于破骨活性的加强，
而非成骨活性的抑制所致。 故临床上常用福善美、
密盖息、倍美力等破骨细胞抑制药治疗Ⅰ型骨质疏

松［５］。 因此，对雌激素和破骨细胞的深入研究有助

于探索骨质疏松的发病机制及找到可能的防治手

段。 不过，骨质疏松的发病并非单因素，近年来，后
天因素“铁蓄积”逐渐进入学者的视野。

铁蓄积影响骨代谢进而参与骨质疏松症发生的

研究有很多。 ２００６ 年和 ２００８ 年美国 Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 发表

两篇文章强调 “铁” 是骨质疏松症发生的危险因

素［６⁃７］。 此后对铁蓄积性骨量下降的临床报告和基

础研究越来越多。 美国 Ｈｕａｎｇ 等［３，８］ 进行雌激素相

关研究时提出经典的雌激素与铁蛋白负相关交汇

图，并将骨代谢与之相联系，他发现绝经妇女多伴有

铁蓄积，随着雌激素水平下降，铁蛋白水平反而升

高。 ２０１２ 年首尔科学家报道正常人骨量丢失与铁

蓄积存在相关性，从临床上提出铁蓄积可能是骨质

疏松症一个独立因素［９］。 同年，Ｊｉａ 等［１０⁃１１］ 发现，在
高铁环境下，破骨细胞的活性明显增强。 绝经后妇

女的高铁状态可能通过促进破骨细胞的分化，从而

加重雌激素缺乏所致的骨量下降。
问题就在此，临床上对绝经妇女经常应用激素

替代治疗（ＨＲＴ）来延缓骨量下降，而给予雌激素并

不能有效降低体内铁水平［１２］，这部分铁蓄积的绝经

妇女尽管铁蛋白水平偏高，在接受 ＨＲＴ 后骨质仍有

所改善。 该状态可以归纳为高铁女性在补充雌激素

后骨量停止下降。 这似乎提示在骨代谢过程中，雌
激素可以抑制铁蓄积对骨的破坏作用。

基于以上疑问，本实验从在体实验上进行了初

步探索，检测相关破骨基因 ＴＲＡＰ、 ＣＴＲ、 ＭＭＰ９、
ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ。 这些基因都是研究破骨活性常用的基

因，尤其是抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ），它是骨吸

收和破骨细胞活性的良好标志物，ＴＲＡＰ 缺乏和过

度表达的大鼠模型分别表现为骨硬化和骨质疏

松［１３］。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示：未去势时，铁对于破骨相

关基因几乎无影响，而在此高铁基础上去势（去除

雌激素），５０ｄ 后去势铁干预组较单纯去势组破骨活

性增强。 由此初步证实：在雌激素存在的情况下，由
于雌激素对破骨细胞强大的抑制作用，铁的骨破坏

能力不明显。 一旦雌激素缺乏，其对骨的保护作用

随之消失，铁的作用才得以显现。 半定量 ＰＣＲ 结果

中 ＥＲα 在 ３ 组间比较无明显差异，这可能是由于

ＥＲα 多分布于皮质骨，骨质疏松主要累及松质骨，
对皮质骨影响较小［１４］。 本实验未去势小鼠与去势

后小鼠铁蛋白维持在同一高水平，以说明去势小鼠

是由于雌激素缺乏，高铁对骨形成的破坏作用得以

显现，而不是由于铁进一步升高导致的骨量丢失。
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有趣的是，本课题组曾用雄性 ＩＣＲ 小鼠以相同的

ＦＡＣ 干预手段干预两个月，结果发现铁蓄积雄性小

鼠较正常小鼠骨量下降［１０］。 但本实验采用雌性

ＩＣＲ 小鼠作为研究对象后发现，铁蓄积雌性小鼠骨

量与正常小鼠相差无几，这一结论似乎揭示了性别

差异对铁蓄积性骨量下降有影响。
Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 能得出骨的三维结构形态参数，有助

于了解骨质疏松的病理结构改变［１５］。 本研究通过

Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描观察，发现高铁去势小鼠总体骨密度

值、骨体积分数、骨小梁厚度、骨小梁数量较单纯去

势小鼠均显下降；而未去势的高铁小鼠与正常小鼠

无明显差异。 这些结果从骨显微结构和组织形态学

角度说明雌激素能拮抗铁蓄积对骨的破坏作用。
骨髓源性巨噬细胞 ＴＲＡＰ 染色的结果与以上结

果一致。 未去势时（０ｄ）两组小鼠破骨样细胞数量

无明显差异，去势后（５０ｄ）铁干预组小鼠 ＴＲＡＰ 阳

性细胞数较正常去势组升高。 初步证实铁蓄积只有

在雌激素缺乏的情况下才能成为骨量下降的诱因。
最近的研究提示铁促进骨质疏松的可能与氧化

应激有关［１６⁃１７］。 铁蓄积时，转铁蛋白活性受抑制，
非转铁蛋白结合的铁离子浓度增加，胞内贮存铁的

铁蛋白增加，大量胞内铁离子通过 Ｆｅｎｔｏｎ 反应催化

自由基的形成［１８］，这些自由基作为胞内第二信使，
能激活下游 ＮＦ⁃ｋＢ 通路［１９］，而 ＮＦ⁃ｋＢ 通路是破骨

细胞分化成熟最重要的通路［２０］。 因此，活性氧

（ＲＯＳ）在高铁性骨质疏松的发病机制中扮演着重要

的角色。 雌激素作为一种抗衰老药物，具有清除氧

自由基的能力［２１］，当雌激素存在时，铁产生的部分

自由基可能被雌激素清除，故铁的破骨作用在一定

程度上受到抑制。 当妇女步入绝经期，这种抑制作

用随着雌激素的消失而逐渐淡化，最终，铁对破骨活

性的促进作用加重绝经后骨质疏松的症状。
综上所述，铁对骨吸收的促进程度可能受雌激

素水平的影响。 高铁环境作为独立因素时，对骨的

破坏作用才得以体现，一旦将雌激素纳入考虑，该破

坏作用便会显著降低。 在研究铁代谢与骨代谢的过

程中引入雌激素，综合 ３ 者进行实验探索，这一结果

既是Ⅰ型骨质疏松的模拟，又是对铁蓄积型骨质疏

松的补充。 关于铁离子是否通过其他途径影响骨代

谢还需要进一步研究。
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