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骨折早期调节RANKL表达对骨折愈合影响的实验研究
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摘要：目的通过对大鼠股骨骨折早期局部应用重组人骨保护素Fc融合蛋白(0PG—Fc)，研究调节骨保护素(oPG)和核因

子．KB受体活化因子配体(RANKL)的表达变化对骨折早期的影响，探讨其表达调节方式及作用机制。方法48只雌性sD大

鼠随机分成实验组和对照组，每组24只。建立大鼠股骨骨折模型，于术后第7天、第14天、第2l天、第28天4个时间节段分

批处死模型，标本切片后通过HE染色观察骨折愈合情况，免疫组织化学染色研究破骨细胞数量变化。结果 HE染色示单纯

骨折组呈典型骨折愈合过程，而骨折局部注射0PG组骨痂形成及改造提前，骨折愈合加速。免疫组织化学染色显示在第7

天、第14天、第2l天、第28天各个时间节段单纯骨折组破骨细胞计数值均高于骨折应用0PG组，差异有统计学意义(P<

o．05)。结论骨折早期调节RANKL表达，当RANKL／oPG比值减小时，骨折局部破骨细胞减少，骨痂形成增多，骨折愈合加

速。
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Abstract： ObjectiVe To inVestigate the ef传ct of regulating山e expression of osteoprotegerin(OPG) and rcceptoractivator of

nuclear factor-KB ligand(RANKL)on early fractufe by local application of OPG-Fc to rats with femoral fracture in the process of

early ftacture，and so as to explore主ts expfession regulation mode and沱lated mechanism． Methods 48 female SD rats were

randomly diVided into the experimental group and the contml group respectiVely，and 24 pieces per group． And then open fracmre

model of rats was established，the animals were sacrificed at 4 time points(7，14，2l and 28 day)after operation，after callus

specimens were sectioned，the infomation of ftacture healing was obserVed by HE staining and the change of 0steoclast number was

detected by immunohistochemical staining．Results HE staining indicated tllat the pmcess of fracture healing in the pure fracture

group was classical，but the callus fomation and refbming in the fracture group of local injections of 0PG were ahead of schedule，

and fracture healing was accelerated．Immunohistochemical staining showed tlIat the osteocyte count values of ttle pure fracture gmup

were higher than that of the 0PG application fhcturegroup at all time points of 7，14，21 and 28 day，the diff色rence was statistically

significant(尸<0．05)． Conclusion when regulating RANKL expression in the early stage of fracture，with the decreasing of

RANKL／0PG，the number of local osteoclast declines，callus fomation increases，and fracture healing is accelerated．

Key words：Fracture healing；Early regulation；0PG；RANKL

0PG／RANKL／RANK系统自1997年被发现以

来，被认为是骨科研究领域中的一项重大突破，许多

细胞因子、激素等影响因素均可通过骨保护素

(OPG)的竞争机制来调节核因子．KB受体活化因子

基金项目：黑龙江省教育厅科学技术研究项目(12541920)

}通讯作者：沈业彤，Email：shenyeton97@sohu．com

配体(RANKL)的表达，从而调控OPG、RANKL和

核因子一KB受体活化因子(RANK)之间的比值，直

接对破骨细胞的分化和功能产生决定性作用，OPG

由成骨细胞及骨髓基质细胞分泌，可与RANKL结

合，竞争性抑制其表达，来调节破骨细胞的活性及

凋亡过程，体内有很多激素及调控因子均可通过影

响OPG／RANKL的比值来调节其表达，并影响骨代

谢。骨折早期的骨吸收阶段，破骨细胞起着重要的
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作用，OPG在软骨内成骨过程中也有着重要的影

响，既往研究表明，BMP、雌激素、IL一1、1，25．(oH)

2D3、TGF和TNF等都能通过调节OPG mRNA的表

达¨⋯，通过竞争性抑制来调节RANKL的表达，使

破骨细胞的活性降低，减少骨吸收，减轻固定后废用

性骨质疏松，对缩短骨折的愈合时间，防治骨缺损、

骨坏死、骨折不愈合及再骨折均具有重要的临床意

义。本项目通过对鼠的骨折模型进行实验治疗，以

探讨应用基因技术治疗骨折模式的可行性及有效

性，同时为进一步研究该系统对骨生成及代谢方向

的影响机制奠定实验基础。

1材料和方法

1．1实验动物和试剂

重组人骨保护素Fc融合蛋白(Recombinant

Human 0PG．Fc)剂型(50斗g／支)、二甲苯溶液、蜂

蜡、酒精溶液、苏木精染液、石蜡溶液、1％盐酸乙醇、

l％伊红酒精溶液、树胶等。TRAP免疫组化染色试

剂盒。健康雌性3个月龄sD大鼠48只，体重270 g
一320 g，由齐齐哈尔医学院动物实验研究室提供。

1．2动物分组和模型

48只大鼠随机分为骨折+oPG组和单纯骨折

对照组，每组各24只并标记组别。备皮后以10％

水合氯醛行腹腔注射麻醉。取右大腿外侧切口，钝

性分离至股骨干，经股骨中段(大转子下1．5 cm

处)以直径1．0 mm牙科钻钻过，纵向形成规整的3

mm×1 mm不完全骨折及骨缺损槽，保持骨缺损两

侧骨折完好，并有足够强度不形成完全骨折，缝合后

单纯骨折组局部注射1 ml生理盐水，OPG组将重组

人骨保护素Fc融合蛋白50恤g溶入10 ml注射用

水中，即浓度为5斗g／ml，亦以1 ml局部注射∞J，术

前及术后两组大鼠均肌注庆大霉素一次预防感染，

淘汰失败模型，并补充，保持数目不变。

1．3标本采集和处理

两组动物于术后第7、14、21、28d 4个时间节段

分批处死，每组每个节段各6只，在无菌操作下将骨

折处骨痂组织截取，用4％的多聚甲醛在4℃下固

定24 h，用20％的乙二胺四乙酸以脱钙，脱水，透

明，包埋。将标本均沿纵轴中线切片，连续3张，厚

度5斗m，将一张行HE染色，而另两张行免疫组化

染色。

1．4观察指标

1．4．1 HE染色：制好的切片经脱蜡、水化、苏木素

染核、盐酸及酒精分化、伊红染浆、再脱水透明，最后
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以中性树胶封片，在光镜下观察其骨痂生长情况及

其组织形态。

1．4．2 免疫组化染色：将切片脱蜡复水，首先孵

育液A液：0．2 mol／L醋酸缓冲液8 m1；再孵育液B

液：取六偶氮副品红1 ml；再孵育液C液：在1 ml

N，N-二甲基甲酰胺中溶解20 mg萘酚AS—BI磷酸

酯。然后将A、B液按比例混和，并将pH值调到

5．0，加入c液，最后将141 mg酒石酸钾钠加入。破

骨细胞固定后，切片浸入孵育液内，封片。镜下观察

破骨细胞数量。

1．5数据收集与处理

将染色后的切片在光学显微镜400倍镜头下

观察，并计数TRAP阳性染色的破骨细胞。在显微

镜下，染色阳性的破骨细胞胞浆呈酒红色，将这两张

切片中的破骨细胞数量分别计数。选择染色明、分

布均的部位进行破骨细胞计数，计数10个高倍视野

下的破骨细胞细胞总数为值，即该张切片的破骨细

胞数。样本的数值为两张切片的破骨细胞总数的平

均数。然后采用SPSSll．0软件分析，对各时间点

两组数值行t检验，最后比较，如P<0．05为有统

计学意义。

2 结果

2．1骨痂组织形态观察

HE染色切片低倍镜下观察发现每时间点骨折

+OPG组，骨痂直径平均值均大于单纯骨折组，骨

痂生成速度快及生成量增多。具体情形如下：7d

时，骨折+OPG组骨折处可见大量的软骨细胞在形

成的纤维肉芽组织中，并有明显的成骨出现，软骨基

质形成，软骨明显膜内化骨及软骨内化骨现象，骨折

间隙的纤维肉芽组织中有大片软骨细胞骨膜增生变

厚，其下出现新生骨组织，有大量成骨细胞聚集；单

纯骨折组骨痂中纤维组织成分多，出现散在少量软

骨细胞及成骨细胞，骨膜有增厚，但新生骨组织明显

较少。第14天时，骨折+OPG组纤维性骨痂减少，

软骨性骨痂增多并向编织骨转化；单纯骨折组软骨

性骨痂少。21天时，骨折+OPG组骨折间隙编织骨

逐渐聚集，呈连续性骨痂，骨小梁逐渐形成并增多；

单纯骨折组骨折有大量软骨细胞，骨小梁形成少。

28天时，骨折+OPG组骨折处进一步融合、连接，出

现板层骨，骨量增多；单纯骨折组仍有软骨组织，骨

组织成熟慢、量较少，见图1、图2。

2．2光学显微镜下对破骨细胞观察并计数

将骨折+OPG组、生理盐水组所计数的破骨细
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图l 单纯骨折组28天时低倍镜下见软骨

组织多，骨组织少

Fig．1 The simple fhcture group was lower than

that in the 28 days of the fracture group，and there

were more cartilage tissues and less bone tissue

胞个数取平均值，得出7d、14d、21d、28d的两组中每

个样本的破骨细胞个数的平均数，OPG组分别为

3．153±0．057，2．964±0．162，1．831±0．068，5．462

±0．073，对照组分别为5．536±0．035，8．859±

0．041，5．464±0．027，7．427±0．052再对两组破骨

细胞数进行统计学分析。见图3。

3 讨论

在实验研究及临床治疗中观察发现，骨折早期

即有破骨细胞参与骨吸收及骨生成的动态平衡，并

为其重要调节因素之一。RANKL为破骨细胞生长

及分化所必需的细胞因子川，它通过与RNAK结合

使破骨细胞活性增强，达到骨吸收加强的效果，0PG

i_再焉
是RANKL的诱骗受体，通过竞争性抑制作用，可以

减少RANKL与RNAK结合，从而抑制破骨细胞分

化、成熟，并且成熟破骨细胞活性也受到抑制‘841。

OPG还可以激发成骨活性，通过促进成骨细胞样细

胞分化成熟为成骨细胞来完成，进而促进新骨组织

形成“”。AyaShiotani等。11。也通过研究证实了

OPG／RANKI／RANK系统对破骨细胞的分化和重吸

收的作用。体内诸多激素、细胞因子也是通过

RANKL／RANK／0PG环路来实现调控破骨细胞的活

化和功能的。1⋯。破骨细胞表面的RANK是RANKL

的唯一受体，成骨细胞分泌OPG，竞争性地抑制了

RANKL与RANK结合，从而抑制了破骨细胞的生物

活性及其成熟‘”。。骨形态发生蛋白BMPs、PGE2、

甲状旁腺激素PTH、转化生长因子TGFB、雌激素、

糖皮质激素等对破骨细胞的抑制作用均是通过调节

该通路，改变成骨细胞系的OPG和RANKL的表达

而完成的。本实验应用OPG．Fc可排除其他因素，

达到直接下调RANKL表达的目的，与应用腺病毒

改变基因表达效果相同，使OPG／RANKL比值增大，

为基因治疗奠定实验基础，以往实验显示该蛋白药

效为局部作用，半衰期约6-7天，药物性能持续约

30天，可完全满足本实验要求，也是28天后OPG组

破骨细胞数量开始回升的原因之一。

Kon等‘141发现OPG表达高峰在骨折后24小时

内和骨折后第7天；而RANKL表达高峰在骨折后

第3天和第14天。在我们实验研究中，术后即应用

0PG—Fc，观察到第7天、第14天、第21天时间点明

显下调了RANKL的表达，破骨细胞数量递减，28天

时破骨细胞数量回升，考虑为随着药物代谢，性能下

降导致，也可能与骨折后期骨改造增强，破骨细胞活

性增强有关，对照组破骨细胞数量也回升，也说明了
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这个问题。对照组显示破骨细胞活性最活跃是在第

14天和第28天以后，与RANKL表达高峰相符，对

比其临床意义，考虑第一个高峰可促进骨折断端及

坏死骨的吸收，第二个高峰有利于骨痂的塑形改造，

结合低倍镜下观察骨痂愈合情况，充分说明骨折早

期下调RANKL表达，能明显抑制破骨细胞活性，抑

制早期骨折端骨质的吸收，打破骨生成与骨吸收的

动态平衡，使骨痂明显增多，并可促进骨成熟加速，

减少骨吸收，提高骨密度，28天后随着药效的减低，

对骨折后期骨痂的塑形改造并不会产生严重影响，

本实验通过研究骨折愈合不同阶段骨痂OPG／

RANKL的表达变化，提示0PG／RANKL比值决定骨

代谢方向和骨折愈合进程。骨组织中OPG／RANKL

的相对比值升高则骨形成作用大于骨吸收作用，骨

折愈合加速；反之则骨折愈合减慢，但本实验并未对

成骨细胞表达进行观察比较，有待于进一步研究探

讨。

过度抑制RANKL的表达，将使破骨细胞的活

性极度下降，严重影响骨吸收及改造，当敲除小鼠

OPG基因后会患严重的骨质疏松症；而小鼠0PG基

因过度表达时，将出现严重的石骨症。所以，在骨折

早期适度下调RANKL表达对骨折愈合具有积极的

促进作用，但过度抑制其表达将会过犹不及。
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