
史国量亟堕坠盘查!!!!生!!旦箜!!鲞箜!!塑鱼!也!Q!!!!￡!塑：型!!竺!竺!!!!!!!!!!!坐：!!

旦竺坠!!!!皇!竺旦!!翌!!!!：!璺翌!璺里竖鱼璺堡：!!里：!璺 !!!；!Q：!!鱼!』j：!!!里：!QQ垒!!Q!：兰Q!!：!!：竺Q兰 1313

·论著·

晚期氧化蛋白质终产物对老年大鼠骨密度和骨微结构
的影响

曾纪焕1’2 钟招明h 肖强2 李小丹3 朱思远1 陈建庭

1．南方医科大学南方医院脊柱骨科，广州510515

2．江西省人民医院骨科，南昌33咖00

3．广东医学院研究生学院，湛江524000

中图分类号：R68l 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2015)1l一1313_05

摘要：目的 晚期氧化蛋白质终产物(Advanced 0xidation Pr0Iein Products，AOPPs)是一种新型炎症介质，参与多种疚病的发

生、发展。本研究探讨AOPPs对老年大鼠骨密度和骨微结构的影响。方法70只18月龄雄性sD大鼠随机分为A、B、c、D、E

5组，分别给予以下处理：A组，PBS液，50 mg／k·d(静脉注射)；B组，大鼠血清白蛋白溶液(RsA)50 mg／kg·d(静脉注射)；c

组，AOPPs修饰的RsA溶液(AOPPs．RsA)50mg／kg·d(静脉注射)；D组，AOPPs—RsA 50mg／kg．d(静脉注射)+印ocynin溶液

(NADPH氧化酶抑制剂)100mg／kg·d(经饮水摄人)；E组，apocynin 100mg／kg·d溶液(经饮水摄人)。在干预8周和16周后取

动脉血、双侧胫骨、股骨和腰4(L。)椎体标本。检测血浆AoPPs浓度；测量右侧股骨及L。椎体骨密度；显微cT分析左侧胫骨

及L4椎体骨微结构相关指标，包括骨小梁体积分数(BV／TV，％)、平均骨小梁厚度(Tb．Th，mm)、平均骨小梁数目(Tb．N，l／

mm)、骨小梁分离度(Tb．sp，mm)、骨小梁结构异性程度(Degree of Anisotmpy，DA)及结构模型指数(structure ModelIndex，

SMI)。结果 相对PBs组、RsA组，2个时间点下AOPPs—RSA组老年大鼠血浆AOPPs含量明显均升高；L4椎体骨密度降低，

而股骨骨密度变化不大；胫骨及L。椎体BV／TV、Tb．Th减小而Tb．sp增大，Tb．N、DA、SMI无明显变化。AOPPs—RSA所致以上

效应均能被印ocynin阻断。结论AOPPs能引起老年大鼠骨量减少、骨微结构退行性改变，促进骨退化。本研究为探索老年

性骨质疏松症的发生、发展机制提供了新的思路。
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Abstract： Objective Advanced oxidation protein products(AOPPs)is a new defined innammatory factor and is inVolVed in

many diseases． The present study aimed to evaluate the effect of AOPPs on bone mineral density and bone micmstrllcture in senile

rats．Methods Seventy 1 8一month—oId male Sprague DawIey(sD)rats were rand岫ly diVided to 5 gmups，group A(incraVenous

injection of vehicle)，group B(native rat senlm albumin，RSA)，group C(AOPPs—modi矗ed RSA，AOPPs—RSA)，group D

(AOPPs．modmed RSA wim oral administration of apocynin，a NADPH oxidase inhibitor)，and gmup E(apocynin alone)．After

the treatment for 8 weeks or l 6 weeks，blood samples，the femurs，tibias，and tlle founll Venebral(L4)bodies were harvested．

Plasma AOPPs level was detected． Bone mineral density(BMD) of the right femur was examined and the bone microstmcture

parameters of the left tibia and L4 were analyzed using micro—CT， including bone
volume oVer total Volume(BV／TV， ％)，

trabecular thickness(Tb．Th。mm)，trabecular number(Tb．N，1／mm)，trabecular separation(Tb．sp，mm)，the degree of
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anisotropy(DA)，and the stnlcture model index(sMI)． Results compared to PBS group or RsA group，the
AoPPs—RsA

group displayed significantly elevated plasma AoPPs IeVel．BMD of L4 in AOPPs—RSA treated
rats decreased marl(edly while there

was no significant difference in their femurs． In ttle microstmcture analysis，AOPPs—RSA treatment was associated with decrease in

BV／TV and Tb．N，but increase in Tb．Sp． However，there were no significant change regarding to Tb．N，DA，and SMl．The

above effects of AOPPs—RSA were occluded by apocynin．Conclusion AOPPs cause bone mass loss and bone microsnucture

degeneration，and accelerate bone deterioration in senile rats in ViVo． These
data proVide new info加ation toward understanding of

the pathogenic basis of
senile osteopOrosis．

Key words： Senile osteoporosis；Advanced oxidation pmtein products；OxidatiVe stress

晚期氧化蛋白质终产物(Advanced 0xidation

Protein Products，AOPPs)是体内蛋白质在氧化应激

状态下生成的一类双酪氨酸蛋白质交联物⋯，近年

来研究发现其具有多种生物学活性，是一种新型的

炎症介质。老年性骨质疏松症(senile 0ste叩omsis，

S0)患者体内AOPPs积聚嵋1。我们前期研究发现

AOPPs能通过激活NADPH氧化酶抑制成骨细胞增

殖与分化‘”，并且不同年龄组大鼠体内AOPPs浓度

与其骨量呈负相关。“，但s0患者体内升高的

AOPPs是否参与骨质疏松的发生、发展仍不清楚。

本研究以老年雄性sD大鼠为SO模型，探讨外源性

AOPPs对老年大鼠骨密度和骨微结构的影响。

1材料和方法

1．1 材料

大鼠血清白蛋白(RSA，sigma)；夹竹桃麻素

(印ocynin，sigma)；次氯酸钠(分析纯)；冰醋酸(分

析纯)；氯胺-T(sigma)；显微cT(uCT80，sCACO

MEDIcAL)；SpectraMax M5 多功能酶标仪

(Molecular Devices公司)；xR46型双能x线骨密

度仪(DXA，NORLAND公司)等。

1．2 体外制备AOPPs．RSA

参照文献介绍的方法，将RSA(20 mg／m1)与40

mmol／L的次氯酸等体积混合，室温下放置反应30

min后制备出RSA与次氯酸摩尔比为1／70的

AOPPs—RSA。制备的AOPPs-RSA在PBS中透析

24h以除去游离的次氯酸，过滤除菌后4℃保存。

AOPPs．RSA中AOPPs的浓度采用氯胺一T法测量：

即血清与PBS上清液与PBs按1：5稀释，氯胺一T同

法稀释作空白对照，加入1．16 mmol／L KI 10 ml及

乙酸20 m1后立刻测340 nm处的吸收值，AOPPs浓

度以氯胺一T含量表示(恤mol／L)。

1．3实验动物及分组

本实验经南方医科大学南方医院动物伦理委员

会批准实施。70只18月龄老年雄性SD大鼠(由成

都达硕生物有限公司提供)饲养于温度、湿度适宜

的环境中，严格昼夜周期，保证充足的水和食物。经

过10天适应期后，随机分为A、B、C、D、E 5组，每组

14只。各组分别给予以下处理：A组，生理盐水

(NS)50 mg／kg·d，腹腔注射；B组，RsA 50 mg／kg。

d，腹腔注射；c组，AOPPs—RsA 50 mg／kg·d，腹腔注

射；D组，AOPPs—RSA 50 mg／kg·d，腹腔注射+

apocynin 100 mg／kg·d，经饮水摄人；E组，apocynin

100 mg／kg·d，经饮水摄入。分别干预8周和16周

时各组大鼠在吸入麻醉下腹主动脉取血后处死，分

离双侧胫骨、股骨和第四腰椎(L。)。

1．4标本的处理及检测

动脉血在常温下静置30 min后，于4℃环境下

2500 r／min离心15 min，分离出血清，置一80℃保存

备用。胫骨、股骨和L。标本在仔细剥离周围软组织

后以生理盐水湿润的纱块包埋，置于一20℃保存备

用。

1．4．1 血清AOPPs浓度检测：方法同1．2中

AOPPs—RSA中AOPPs的检澳0。

1．4．2骨密度测量：将左侧股骨及L。标本于常温

下解冻30 min，保持标本湿润，应用双能X线骨密

度仪在“Small Objects”模式下测量整段股骨和第四

腰椎的骨密度值。测定参数设置：扫描宽度20 nm，

扫描速度7 mm／s。

1．4．3 显微CT分析：分别以12斗m和15斗m的分

辨率对左侧胫骨和L。行显微cT扫描，其中胫骨从

骺线下2 mm开始，选取其下180层的骨松质区为

分析区域(VOI)；L。以除外上下骨性终板、内皮质以

内的所有骨松质区为VOI，分析各标本的骨小梁体

积分数(BV／TV)、平均骨小梁数目(Tb．N)、平均骨

小梁厚度(Tb．Th)、骨小梁分离度(Tb．sp)、各向异

性程度(DA)及结构模型指数(SMI)。

1．5统计学处理．

所有数据采用均数±标准差(面±s)表示，用

spssl3．0统计软件进行统计分析，先对同一时间点

下各指标行方差齐性检验：方差齐时行单因素方差

分析(One—way ANOVA)，LSD法进行多重比较；方

万方数据



史垦量重堕鳖苤查丝!!生!!旦蔓!!鲞箜!!塑坠堕!尘坐!P!翌!!璺!!!竺!竺塑!!!!!!!!：璺!：!!

差不齐时选用Welch法进行总体比较，Dunett T3法

进行多重比较。P<0．05为有显著性差异。

2 结果

2．1 AOPPs对老年大鼠血清AOPPs含量的影响

相对于Ns组、RsA组，2个时间点下AOPPs-

RsA组老年大鼠血清AOPPs含量明显升高，同时给

予AOPPs—RSA和印cynin刺激的老年大鼠血清

AOPP升高不明显，单独给予apcynin组老年大鼠血

清AOPPs无明显变化，见表1。

表1 外源性AOPPs干预对老年大鼠血浆AOPPs

浓度的影响(面±s，n=7)

Table l E“bct of AOPPs administration on plasma AOPP8

concentraIion in seni】e rats

血浆AOPPs浓度(“moL／L)组别——
8周 16周

注：‘AOPPs-RsA组vs PBS组或RsA组P<O．05：。AOPPs．

RSA组vs AOPPs—RSA+apocynin组P<O．05

Note：‘P<O．05，AOPPs—RSA group vs PBS gm“p or RSA group；

4
P<0．05，AOPPs．RSA gr0“p。s AOPPs．RSA+apocynin gmup

2．2 AOPPs对老年大鼠股骨和L4椎体骨密度影响

无论8周或16周时，AOPPs-RSA组老年大鼠

股骨骨密度只有轻微降低，各组间差异不明显。(P

均>0．05)，见表2。

与股骨不同，2个时间点下L。椎体骨密度

AOPPs—RSA组较Ns组，RSA组均明显降低，而

AOPPs—RsA+apcynin组降低不明显，单独给予

印cynin组骨密度无明显变化，见表2。

表2 外源性AOPPs干预对老年大鼠股骨及L。

椎体骨密度的影响(i±s，n=7)

Table 2 Efkct of AOPPs administration on BM D

of the femurs and the Ld vertebral bodies

注：+AOPPs．RsA组vs PBs组或RsA组尸<0．05；。AOPPs．

RSA组vs AOPPs-RSA+apocynin组尸<0．05

Not8：‘Jp(O．05，AOPPs—RSA gmup vs PBS group or RSA gmup；

4

P<O．05，AOPPs-RSA group vs AOPPs-RSA+apocyni“group

2．3各组老年大鼠胫骨和L4腰椎显微CT分析结

果

无论胫骨或L。椎体，2个时间点下AOPPs—RsA

组与Ns组、RSA组相比，其BV／TV、Tb．Th明显降

低，而Tb．Sp明显升高，加入apcynin后(AOPPs—

RSA+apcynin组)以上变化不再明显，单独给予

apcynin刺激对骨小梁微观结构不产生明显影响。

无论8周或16周，各组Tb．N、DA、SMI均无明显差

异，见表3、表4。

3 讨论

S0具有骨转换率低，骨皮质和骨松质均缓慢减

少的特点⋯。老年雄性SD大鼠骨代谢特点与S0

患者相似，其骨量和骨微观结构变化能很好的模拟

表3 AOPPs干预对老年大鼠胫骨骨小梁微观结构的影响(牙±s，n=7)

TabIe 3 Efkct of AOPPs administration on trabecular microstructure of the tibias in senile rats

注：9 AOPPs-RsA组vs PBs组或RsA组P<0．05；6 AOPPs-RsA组vsAOPPs．RsA+apooynin组P<O．05

Note：3P<0．05，AOPPs．RSA group vs PBS gmup or RSA gmup；6P<0．05，AOPPs-RSA gr0“p vs AOPPs．RSA+8po。yni“group
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表4外源性AOPPs干预对老年大鼠L。椎体骨小梁微观结构的影响(露±s，n=7)

Table 4 Efkct of AOPPs administmtion on tmbecular micmstructure of L。bodies in senile mts

注：8 AOPPs—RsA组Vs PBS组或RsA组P<0．05；6 AOPPs·RsA组vs AOPPs—RsA+apocynin组P<0．05

Not。：3P<0．05，AOPPs-RSA group vs PBS gmup or RSA group；6．P<0．05，AOPPs—RSA gmup vs AOPPs—RSA+apocyni“gmup

SO的病变过程一1，因而成为研究SO的理想动物模 R0s性质不稳定，直接检测极为不易，比较常

型并被广泛应用。 用的做法是通过测量各种被氧化修饰的大分子物质

sO是一种老年性疾病，衰老条件下机体内活性 如蛋白质、脂类、DNA／RNA等的含量间接反应体内

氧类物质(Reactive 0xygen Species，ROS，超负离子、 氧化应激水平。AOPPs是一类富含双酪氨酸的蛋白

羟自由基、过氧化氢等)产生增加或清除减少使体 交联物，而双酪氨酸是常用的蛋白质氧化标记物，

内ROS蓄积，导致氧化应激。氧化应激时体内蛋白 witko．Sarsat等研究发现血液透析患者血浆AOPPs

质、脂质、核酸等大分子物质易遭受氧化损伤，而蛋 浓度与双酪氨酸呈正相关，因此AOPPs被认为是一

白质的氧化优先于脂质，且羟自由基与蛋白质作用 种良好的氧化应激标志物¨1。本研究通过检测并

的可能性要比DNA大20倍。AOPPs就是在氧化应 对比各组大鼠血浆AOPPs浓度评价外源性AOPPs

激状态下生成的一类蛋白质氧化修饰物，其在sO 对大鼠体内氧化应激水平的影响。无论8周或16

等高龄患者中的含量明显升高。 周，相对于PBs或RsA，外源性AOPPs干预大鼠体

近年来的研究表明，AOPPs不仅是氧化应激后 内AOPPs浓度明显升高，而AOPPs+apocynin组大

果，也是ROS的来源，其作为一类新型的炎症介质， 鼠血浆AOPPs浓度变化不大。该结果说明AOPPs

通过促进细胞内R0s生成进而广泛参与多种疾病 干预组大鼠体内升高的AOPPs不是简单外源性

的病理过程。肥胖、糖尿病、慢性。肾脏疾病、动脉粥 AOPPs积聚，而是体内氧化应激水平升高。

样硬化、慢性炎症性肠病等多种疾病都被证实伴有 氧化应激与骨质疏松的发生发展关系密切，其

血清AOPPs含量显著升高。AOPPs能够激活单核 通过多种途径影响骨代谢过程¨“。通过激活ERK

细胞，诱导呼吸链爆发，增加ROS的生成，刺激 和NF．KB受体，氧化应激抑制成骨细胞向骨细胞增

TNF．d、IL-6、IL．1等促炎细胞因子的合成释放，诱发 殖与分化。对破骨细胞，一氧化应激则发挥相反的作

细胞炎症反应，参与慢性肾衰患者全身微炎症状态 用。一方面通过促进NF—KB受体相关配体(receptor

的发生发展_1；AOPPs也是受体RAGE的重要配 acti—vator of NF．KB ligand，RANKL)和巨细胞集落刺

体，能通过细胞表面受体RAGE介导的信号通路激 激因子(macrophage c010ny—stimulating factor，M一

活人血管内皮细胞。81，亦能通过相同信号通路激活 CSF)的合成进增加破骨细胞形成，另一方面增强破

前脂肪细胞并导致其凋亡⋯。体内研究方面， 骨细胞的融骨活性使骨吸收增加。因此，氧化应激

AoPPs能明显放大糖尿病性肾病大鼠模型肾脏内炎 对骨代谢的总体效应是抑制骨形成，促进骨吸

症反应，加速肾功能恶化。⋯J；也能促进正常新西兰 收¨⋯。人体内氧化应激水平与骨量呈负相关。本

白兔的大动脉壁产生细胞炎症和脂滴沉积，并加快 研究中AoPPs干预组大鼠体内氧化应激水平普遍

高脂血症白兔动脉粥样斑块的形成’11|。我们前期 升高，这可能是导致该组大鼠骨量丢失的重要原因，

通过次氯酸氧化修饰法，体外制备AOPPs，研究证实 但其机制有待研究。

它能诱导成骨样细胞内ROS生成、激活ROs敏感 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(Nicotinamide—

NF—KB信号，抑制成骨样细胞的增殖和分化¨1。本 adenine dinucleotide phosphate NADPH)氧化酶是细

研究结果进一步表明，外源性AOPPs能明显加快老 胞内ROS产生的主要来源，NADPH氧化酶抑制剂

年大鼠骨量丢失及骨微观结构退化。 夹竹桃麻素(Apocynin)能明显抑制该酶功能进而阻
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断多种ROs介导的生物学效应。我们的前期发现

apocynin可阻断AOPPs对成骨样细胞的增殖和分化

的抑制作用∞J，本研究进一步证实apocynin能有效

抑制外源性AOPPs所致的老年大鼠骨量丢失和骨

微观结构退化。以上结果说明，NADPH氧化酶可

能在AOPPs的致骨退化效应中发挥重要作用。

总之，AOPPs作为一种新型的炎症介质，能引起

老年大鼠骨量减少、骨微结构退行性改变，促进骨

退化。这一发现为探索老年性骨质疏松症的发生、

发展机制提供了新的思路。
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