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摘要：目的 建立间歇低氧／复氧模型，观察间歇低氧／复氧暴露对SD大鼠骨代谢的影响并探讨其可能的发病机制。方法

将20只8周龄SD雄性大鼠随机分为间歇低氧(IH)组和常氧对照(NC)组，每组10只放人间歇低氧模拟舱进行间歇低氧／复

氧造模，8周后处死，测定骨代谢指标骨矿盐含量、血清B—ALP、各部位骨密度(BMD)，氧化应激指标超氧化物歧化酶(SOD)和

丙二醛(MDA)水平，炎症反应指标IL一6和TNF一仅表达水平。结果 与NC组相比，IH组B—ALP含量升高，全身BMD、股骨

BMD和骨矿盐含量降低，差异均具有统计学意义(P<0．05)；SOD水平降低，MDA水平升高，差异均具有统计学意义(P(

0．05)；IL-6和TNF．d表达水平升高，差异均具有统计学意义(P<0．05)。结论 慢性间歇低氧／复氧条件下可能诱导SD大鼠

体内发生氧化应激状态和炎症反应，引起大鼠骨质和相关代谢指标的变化。
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Abstract：Objective To establish a model of intermittent hypoxia／reoxygen and to observe the effect of exposure to intermittent

hypoxia／reoxygen on bone mineral density in SD rats and its possible pathogenesis．Methods Twenty eight—week—old male SD

rats were randomly divided into intermittent hypoxia(IH)group and normal oxygen control(NC)group，with 10 rats in each

group．Rats were put into the intermittent hypoxia simulation chamber to build intermittent hypoxia／reoxygen model and were killed

in 8 weeks．The bone metabolism indexes，including bone mineral content，serum B—ALP，bone mineral density(BMD)of each

part，oxidative stress index superoxide dismutase(SOD)and malondialdehyde(MDA)，and inflammation response indicators IL-6

and TNF—a were determined．Results Compared to those in NC group，in IH group B—ALP level increased，but BMD of the

whole body and the femur and bone mineral contents decreased．with significant difference(P<0．05)；SOD level decreased but

MDA level increased，with significant difference(P<0．05)；The expression levels of IL一6 and TNF一0【increased，with significant

difference(P<0．05)．Conclusion Chronic intermittent hypoxia／reoxygen induces the oxidative stress and inflammatory response

in SD rats and the change of bone and related metabolic parameters in rats．
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阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合症(obstructive

sleep apnea-hypopnea syndrome，OSAHS)患者睡眠时

体内反复发生低氧／复氧损伤过程，使机体长期处于
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氧化应激状态，氧化与抗氧化体系失调，导致氧自由

基及其代谢产物过量聚集⋯。近年来，OSAHS患病

率在我国逐渐升高，已成为心血管系统发病率升高

的独立因素旧1。氧化应激通过破坏成骨细胞和破

骨细胞之间的平衡来影响骨代谢，进而引发骨质疏

松"1。间歇低氧作为骨质疏松的危险因素已受到

高度关注，但间歇低氧诱发骨代谢指标改变的机制

和动物实验鲜有报道。本研究通过间歇低氧／复氧
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模型的建造，测定间歇低氧／复氧条件下大鼠骨代谢

指标骨矿盐含量、血清B．ALP、各部位BMD，氧化应

激指标SOD、MDA水平，炎症反应指标IL-6、TNF一仅

表达水平来探讨间歇低氧／再氧可能诱发骨代谢改

变的发病机制，为临床了解OSAHS患者继发骨质疏

松的病理特征及其预防提供理论依据。

1材料与方法

1．1研究对象

8周龄雄性SPF级SD大鼠20只，体质量180～

220 g，由甘肃省中医学院动物中心提供。随机分为

IH组和NC组，每组10只，用苦味酸分别对两组大

鼠进行标记。

1．2主要实验器材及试剂

1．2．1实验器材：动物饲养舱(苏州市冯氏实验动

物设备有限公司)，ASD．3D爱华电子计重秤(深圳

爱华衡器有限公司)，气体减压阀(上海沃原阀门有

限公司)，电磁式空气压缩机(浙江森森实业有限公

司)，H48S．S数显时间继电器(上海一开集团日科电

器)，电磁阀(浙江德力西电气有限公司)，气体流量

计(安徽桐城有机玻璃仪器制品有限公司)，测氧仪

(浙江新安江分析仪器二厂)，双能x线骨密度仪

(General Electric Company W153717—1915 USA)，全

自动生化分析仪(美国贝克曼库尔特公司)，日本日

立716全自动生化仪，r-911全自动放免计数仪(中

国科技大学实业总公司生产)。

1．2．2实验试剂：大鼠骨碱性磷酸酶酶联免疫试剂

盒(美国ADL公司)，动物饲料(北京科澳协力饲料

有限公司)，医用氮气，纯度>99％(兰州荣成有限

责任公司)，医用氧气(兰州方圆建化有限责任公

司)，戊巴比妥钠盐溶液(上海静融生物科技有限公

司)，血浆TNF-0【、IL-6试剂盒(北京华英技术研究

所)，血浆SOD、MDA试剂盒(北京华英技术研究

所)。

1．3造模方法

将IH组放人间歇低氧模拟舱内，向舱内循环充

入氧气，氮气和压缩空气，循环周期为120 s，输入纯

氮气30 s，静息10 s，输入纯氧气20 s，输入压缩空

气60 S，氮气、氧气、压缩空气和静息期的转换由时

间计电器定时控制电磁阀来完成。低氧时舱内氧浓

度最低6～7％，维持30s；复氧后舱内氧浓度维持在

20～21％，维持60秒。实验时间设置为每天8 h

(9am一17 pm)，每周7天，共8周。将NC组大鼠在

每天相同时间置入相同规格的动物饲养舱内，舱内
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通入相同流量的压缩空气，维持舱内氧浓度20-

2l％。所有动物饲养舱内设置饮食设备，实验期间

大鼠正常饮食。每天观察大鼠饮食、睡眠、精神、活

动情况，每天采用ASD一3D爱华电子计重秤分别称

重IH组和NC组大鼠体重’4。。

1．4试验方法

间歇低氧／复氧造模8周后，用戊巴比妥钠盐溶

液麻醉，打开胸腔，右心房取血，血液离心后取上清

液保存于一80℃的冰箱，利用全自动生化分析仪测

定血清B-ALP水平，日本日立716全自动生化仪比

色法检测血浆SOD、MDA，r．911全自动放免计数仪

放射免疫法检测血浆TNF一0c、IL-6；去除骨骼附着的

肌肉和结缔组织，液氮冷存送检，利用双能x线骨

密度仪分别测定全身BMD、股骨BMD及骨矿盐含

量。

1．5统计学处理

统计学处理采用SPSSl9．0软件进行统计学分

析，测定符合正态分布的数据结果用均数±标准差

(互±s)表示，两组间计量资料的比较采用t检验，P

<0．05具有统计学意义。

2 结果

2．1 大鼠骨代谢指标水平变化

与NC组相比，IH组血清B—ALP水平升高(P<

0．05)，骨矿盐含量水平显著降低(P<0．01)，都有

统计学差异。见表1。

表1两组大鼠骨代谢指标水平变化(面4-s)

Table 1 Changes of bone metabolism index in rats(i±s)

注：与NC组相比，’P<0．05，”P<0．01

Compared to NC group’P<0．05．”P<0．Ol

2．2大鼠各部位BMD水平变化

与NC组相比，IH组全身BMD降低(P<

0．05)，股骨BMD显著降低(P<0．01)，差异都有统

计学差异。见表2。

表2 IH组和NC组SD大鼠各部位BMD水平变化(i 4-s)

Table 2 Changes of BMD in different parts of rats

in IH and NC groups(哥4-s)．

注：与NC组相比。+P<0．05，“P<0．Ol

Compared to NC group+P<0．05．”P<0．01
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2．3 大鼠血清氧化应激指标水平变化

与NC组相比，IH组SOD水平显著降低(P<

0．05)，MDA水平升高，差异均具有统计学意义。见

表3。

表3 两组大鼠血清氧化应激指标

水平变化(x±s)

Table 3 Changes of serum oxidative stress

index in rats(牙±s)．

注：与NC组相比，’P<0．05，”尸<0．01

Compared to NC group+P<0 05．”P<0．0I

2．4 大鼠血清炎症反应指标水平变化

与NC组相比，IH组IL．6和TNF．Ⅸ水平显著升

高(P<0．05)，差异均具有统计学意义。见表4。

表4大鼠血清炎症反应指标水平变化(i±s)

Table 4 Changes of serum inflammatory reaction

index in rats(i±s)

注：与NC组相比，+P<0．05，“P<0．01

Compared to NC group’P<0．05．“P<0．Ol

OSAHS是最常见的呼吸睡眠呼吸疾病，多数患

者存在肥胖或上呼吸道如鼻咽部位的狭窄，长期间

歇性低氧引起低氧血症和高碳酸血症及睡眠结构紊

乱，进而使机体发生一系列病理生理改变和靶器官

功能受损，如心血管系统受损、脑卒中、代谢综合征、

心理异常、情绪障碍等疾病，目前已引起临床高度重

视。大量研究表明，OSAHS引起的间歇低氧与高血

压、冠心病、糖尿病视网膜病变等都有良好的相关

性¨o，金常娥∞o等研究显示，OSAHS与骨质疏松有

良好的相关性。Utting JC等。71的研究表明，长期低

氧可以诱发机体骨代谢平衡失调，影响成骨细胞增

殖和促进破骨细胞吸收，骨量降低，骨结构发生变

化，进而继发骨质疏松症。而间歇低氧／复氧可以诱

导机体产生氧化应激状态和炎症反应，使机体发生

一系列代谢紊乱，因此笔者猜测间歇低氧／复氧产生

的氧化应激状态和炎症反应可能是造成OSAHS患

者发生骨质疏松的重要原因。

本研究通过建立大鼠间歇低氧／复氧模型，模拟

OSAHS患者在睡眠呼吸过程中发生的间歇低氧／复

氧过程，旨在探究慢性间歇低氧／复氧对骨代谢的影

响和引起骨代谢变化的机制。结果表明，TH组大鼠

全身BMD、股骨BMD和骨矿盐含量显著低于NC

组，且差异具有统计学意义(P<0．05)，表明间歇低

氧／复氧过程使大鼠骨代谢发生变化，增加了骨质疏

松的危险性，这和Kulak等旧1对于OSAHS患者的研

究结果一致；IH组血清B—ALP高于NC组，且差异

具有统计学意义(P<0．05)，证实了间歇低氧／复氧

可以诱导SD大鼠骨代谢平衡失调，破骨细胞吸收

增强，成骨细胞活性降低，导致释放血清B—ALP水

平升高，和Htomiyama R等‘9。研究结果一致。长期

慢性间歇低氧／复氧过程，骨组织骨矿盐含量流失，

骨密度降低，进而出现骨质疏松症。

目前许多国内外研究报道间歇低氧／复氧引起

的氧化应激状态是OSAHS患者机体发生损伤的关

键因素，长期间歇低氧／复氧使机体线粒体减少，导

致活性氧自由基(ROS)在体内堆积，同时引起氧化

能力增强，抗氧化能力下降，氧化与抗氧化失衡¨0I，

从而引起机体损伤。有研究显示间歇低氧暴露后大

鼠体内炎性标志物TNF．d、IL-6升高，抗氧化剂SOD

和还原型谷胱甘肽(GSH)显著降低H1，表明间歇低

氧／复氧使机体氧化物堆积和抗氧化能力减弱，引发

氧化应激反应。实验结果显示，IH组大鼠氧化应激

指标SOD水平显著降低，MDA水平升高，差异均具

有统计学意义(P<0。05)，炎症反应指标IL一6和

TNF一仅水平显著升高(P<0．05)，差异均具有统计

学意义，这和上述研究结果一致，表明慢性间歇低

氧／复氧大鼠体内发生了氧化应激和炎症反应。相

关研究表明，氧化应激与炎症反应有一定相关性，

OSAHS患者体内含有大量ROS，ROS可以上调控制

炎症反应的转录因子，引起炎症因子和细胞毒性T

细胞产生，TNF—ft．、IL．6、IL一8产生增加⋯1。Yokoe

等。1驯表明，OSAHS患者体内IL-6和hs—CRP(超敏c

反应蛋白)水平升高，且与间歇低氧／复氧呈正相

关，持续正压通气治疗有效。

综上表明：慢性间歇低氧／复氧诱发机体产生的

氧化应激和炎症反应可能是机体骨代谢发生变化的

重要机制。但是间歇低氧／复氧引发机体骨代谢机

制相当复杂，有期刊曾报道内分泌失调如甲亢、甲

减、糖尿病、绝经等可引起机体骨代谢失衡、B—ALP

和BMD发生变化，进而增加了骨质疏松的危险性，

因此对于间歇低氧／复氧诱发机体骨代谢的原因仍

需进一步深入探究。

总之，间歇低氧／复氧大鼠体内存在氧化应激和

炎症反应可能是骨密度降低，骨量流失，发生骨质疏

松的重要机制，也可能是OSAHS患者体内发生一系
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列代谢紊乱的基础。通过干预OSAHS患者低氧状

态和炎症反应，对OSAHS患者骨质疏松症的预防和
r 7 1

治疗具有指导作用。
H 3
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本实验从红车轴草总异黄酮含药血清对

MC3T3．E1成骨样细胞的增殖、碱性磷酸酶活性、骨

钙素以及矿化等四方面进行了研究，结果显示红车

轴草总异黄酮含药血清不仅可以增加MC3T3一E1成

骨样细胞的增殖率，提升碱性磷酸酶的活性，还可以

促进MC3T3．E1成骨样细胞的骨钙素分泌，进而提

高成骨样细胞的矿化水平。

综上所述，本实验在细胞水平观察了红车轴草

总异黄酮含药血清对MC3T3一E1成骨样细胞代谢调

控的影响，发现其具有促进MC3T3一E1成骨样细胞

增殖、促进细胞分化成熟、以及促进细胞矿化的作

用，从而为红车轴草总异黄酮应用于临床治疗骨质

疏松症提供了理论和实验依据。

[2]

[3]
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