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摘要：目的探讨GLP一1类似物利拉鲁肽对糖尿病大鼠血清0PG、RANKL及骨密度的影响。方法 健康雄性SD大鼠随机

分为正常对照组(NC组)、糖尿病组(DM)、利拉鲁肽低剂量组(LR—L)、利拉鲁肽高剂量组(LR—H)。高脂高糖饮食联合小剂

量链脲佐菌素(sTz)诱导建立2型糖尿病大鼠模型，低剂量组予利拉鲁肽400“g／(kg．d)皮下注射，高剂量组予利拉鲁肽

800斗g／(kg．d)皮下注射，给药4w后处死大鼠，测血糖、血钙、血磷、碱性磷酸酶、胆固醇、甘油三酯，ELISA法检测0PG、RANK，

DxA法检测大鼠骨密度。结果 与Nc组比较，①DM组、LR—L组、LR—H组体重均减轻，LR—L组、LR—H组较DM组更轻，但

LR—L组与LR—H组问比较无差异；②DM组、LR·L组、LR—H组血糖均升高，LR—L组、LR—H组血糖较DM组低，但LR—L组与

LR—H组间比较无差异；③DM、LR—H、LR—L组血清OPG、RANKL明显升高，差异具有统计学意义(P(O．05)，LR．L组0PG较

DM组更高差异有统计学意义(P<0．05)，LR—H组OPG高于DM组但差异无统计学意义；LR．H与LR—L组RANKL明显低于

DM组；④DM组血清0PG／RANKL比值低于Nc组，LR—L、LR—H组血清OPG／RANKL较DM升高，差异具有统计学意义(P<

0．05)；⑤DM组、LR—L、LR—H组大鼠全身及各部位骨密度均降低，差异具有统计学意义(P<O．05)，但DM组、LR．L组、LR．H

组3组间差异无统计学意义。结论 利拉鲁肽具有降低2型糖尿病大鼠体重、减低血清RANKL、升高血清0PG的作用，但利

拉鲁肽治疗后未见骨密度的提高。
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Abstract： ObjectiVe To inVestigate the ef艳ct of GLP—l analogue liraglutide on the se九lm leVels of osteoprotegerin(OPG)，

receptor actiVator of nuclear factor—kappa B ligand(RANKL)，and bone mineral density in diabetic rats．Methods Healthy male

SD rats were randomly divided into no丌Ilal control group(NC)，diabetes mellitus(DM)group，low dose liraglutide group(LR—

L)，and high dose lira91utide group(LR—H)． Type 2 diabetic mt model was induced with high fat and sugar diet combined with

low—dose str印tozotocin(STz)．Rats in LR—L group receiVed 400 ug／kg／d of liraglutide witll subcutaneous injection．Rats in LR—H

group receiVed 800 ug／kg／d of liraglutide subcutaneously． AfctIr 4 weeks，rats were sacrificed．The concentrations of blood glucOse，

serum calcium，phosphorus，alkaline phosphatase，total cholesterol，and triglyceride were measured。oPG and RANK were detected

using ELISA method．Bone mineral density was detected with DEXA．Results Comparing wim tllose in NC gmup，1)The body

weight reduced in DM，LR—L，and LR—H group．The body weight in LR—L and LR·H group was lighter than that in the DM group．

It was not different between LR—L group and LR—H group． 2)Blood 91ucose increased in DM，LR·L，and LR—H group． Blood

glucose in LR—L and LR—H group was 10wer than that in DM group． It was not different between LR—L and LR—H group． 3)The

se八1m concentrations of OPG and RANKL increased significanⅡy in DM， LR—H， and LR—L group， and the difference was

statistically significant(P<O．05)． The semm concentration of 0PG in LR—L group is higher than that in DM group， and the
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difference was statistically significant(尸<0．05)． The senIm concentration of 0PG in LR—H group was higher than that in DM

group， but the difference was not statistically signi矗cant． The serum concentration of RANK in LR—H and LR—L gmup was

significantly lower ttlan that in DM group．4)The semm OPG／RANKL ratio in DM group was lower than that in Nc gmup．It was

higher in LR—L and LR—H group than that in DM group，and the difference was statisticauy significant(P<O．05)．5)The whole

body BMD was lower in DM，LR-I，and LR—H group，and the difference was statisticaUy significant(P<O．05)． There was no

significant diff色rence among the 3 groups．Conclusion Liraglutide plays a role in reducing the body weight in type 2 diaIbetic rats，

reducing the semm RANKL， and elevating semm OPG． However， bone mineraI density does not increase after Iiraglutide

treatment．

Key words： Type 2 diabetes mellitus；Bone mineral density；OPG；RANKL

骨质疏松性骨折和糖尿病均是21世纪重要的

慢性病，糖尿病患者发生骨质疏松的风险明显高于

非糖尿病患者。骨保护素(oste叩rotegerin，OPG)、

细胞核因子KB受体活化因子配基(receptor activator

of nuclear facto卜kB l培and，RANKL)、细胞核因子KB

受体活化因子(receptor activator of nuclear factor-kB，

RANK)信号通路是调控破骨细胞的重要信号转导

通路。OPG／RANKL比率可以决定破骨细胞分化，

其比率的改变可直接影响破骨细胞的功能，影响骨

代谢。胰高血糖素样肽1(glucagon—like peptide一1

GLP一1)是由人体肠道分泌的激素，它能促进胰岛素

的释放，调节血糖，目前越来越多的研究认为GLP—l

还对骨代谢有着调节作用。利拉鲁肽是近年来人工

合成的GLP．1类似物，本文拟探讨GLP-l类似物

(利拉鲁肽)对2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus，

rI'2DM)大鼠血清0PG、RANKL及骨密度(bone

mineral density，BMD)的影响。

l材料和方法

1．1 2型糖尿病模型的建立及分组

昆明种健康雄性sD大鼠90只200～224 g(昆

明医科大学实验动物中心)，适应性喂养1 w。随机

数字表法分为正常对照组(20只普通饲料)及实验

组(70只高脂高糖饲料)。高脂高糖饲料：参照

Guo⋯配方：10％猪油、20％蔗糖、2％胆固醇、l％胆

酸钠、67％基础饲料，由昆明医科大学实验动物中心

专人加工。喂养5 w末禁食12 h，试验组一次性左

下腹腔注射STz(calbiochem公司)35 mg／kg，诱导2

型糖尿病大鼠模型。正常对照组(Nc)予相同剂量

的柠檬酸一柠檬酸钠缓冲液一次性左下腹腔注射。

72 h后测随机血糖≥16．7 mmol／L为造模成功。成

模大鼠55只，按血糖进行区组随机化分配分为利拉

鲁肽低剂量[400斗g／(kg·d)]干预组(LR—L)18只、

利拉鲁肽高剂量[800斗g／(kg·d)]干预组(LR—H)

18只、糖尿病对照组(DM)19只。利拉鲁肽(诺和

诺德中国制药有限公司)组按其剂量每日皮下注射

1次，NC、DM组以等量生理盐水皮下注射。实验过

程中所有大鼠自由饮水，普通饲料喂养。每周监测

各组大鼠的血糖、体重、饮食情况以及精神状态并记

录。利拉鲁肽干预4w后3％戊巴比妥钠麻醉并处

死大鼠：NC组13只，DM组7只，LR-L组8只，LR-

H组11只。心房内取血离心取血清一20℃冰箱保

存。

1．2检测方法

采用OlympasAu2700全自动生化分析仪测血

钙(calcium，ca)、磷(phosphonium，P)、碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase，ALP)、总胆固醇(total

cholesterol，TC)、甘油三脂(triacylglyceride，TG)、天

冬氨酸转氨酶(aspartate transaminase，AsT)、丙氨酸

氨基转移酶(alanine aminotransferase，ALT)，酶联免

疫吸附剂测定(enzyme linked immunosorbent assay，

ELIsA)法检测OPG、RANKL、空腹胰岛素(fasting

insulin，FIS)。骨密度测定：造模成功4w末，用乙醚

吸入式全麻大鼠，待大鼠处于昏睡状态，四肢肌肉松

弛，仰卧位置于双能X线骨密度仪(美国GE公司

Prodigy Advance型骨密度仪)探头下，固定四肢，使

椎体保持竖直，双侧股骨保持水平状态，测定全身、

腰椎、股骨、骨盆的骨密度(BMD)。

1．3统计学处理

用SPSSll．5统计软件进行分析，所有数据进行

正态性检验，实验数据用均数±标准差(面±s)表示，

组问比较用采用方差分析，两两比较用最小有意义

差异(LSD)检验，P<0．05为有统计学意义。

2 结果

2．1大鼠体重及血糖变化

药物干预前(6w)DM、LR—H、LR—L组大鼠体重

无明显差异，随着利拉鲁肽的干预，至实验结束时，

DM组大鼠体重较Nc组低(P<0．05)，LR—H及LR-

L组的体重较DM组更低(P<0．05)，但LR·H组与
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LR．L组体重无明显差异(表1)。
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表1药物干预期间大鼠体重变化(g)

．I：able 1 The weight change of rats during drug intenrention(g)

注：与Nc组比较，’P<O．05，与DM组比较，。P<O．05

2．2大鼠空腹血糖变化

药物干预前(6 w)DM、LR-H、LR—L组大鼠空腹

血糖无明显差异(P>0．05)，随着药物的干预，至实

验结束时，LR．H、LR．L组大鼠血糖较DM组有所下

降(P<0．05)，但LR．H组与LR-L组空腹血糖无明

显差异(表2)。

表2大鼠空腹血糖变化(mmoL／L)

Table 2 The change of fasting glucose in rats(mmoL／L)

注：与Nc组比较，‘P<0．05，与DM组比较，”<O．05

2．3 大鼠血生化指标及肝指数的变化

四组间组血清P、Ca均无明显差异(P>0．05)；

与NC组比较DM组ALP升高，与DM组比较LR．L

组ALP下降，差异有统计学意义(P<0．05)；与NC

组比较DM、LR．L、LR—H组TG、TC均升高，差异具

有统计学意义(P<0．01)，经利拉鲁肽干预后LR—

L、LR—H组TG、TC较DM组均下降，但LR-L、LR-H

组间无差异。与NC组比较DM、LR—L、LR．H组FIS

均升高，但三组间无差异。DM组大鼠肝指数较Nc

组重(P<0．01)，与DM组比较LR．H与LR—L组肝

指数均下降，且LR—H组较LR-L组下降更明显(P<

0．01)(表3)。

表3 4组间血生化指标、肝指数比较

TabIe 3 Comparison of biochemical parameters and liver index among rats in 4 groups

注：与Nc组比较，+P<O．05；与DM组比较，。P<O．05；与LR．L相比，。P<O．05

2．4 大鼠血清RANKL、OPG、0PG／RANKL的变化 升高，且LR．L组升高明显差异有统计学意义(P<

与Nc组比较DM、LR．H、LR—L组血清OPG、 0．05)；与DM组比较LR-L组、LR—H组血清RANKL

RANKL明显升高，差异具有统计学意义(P< 均下降，差异有统计学意义(P<0．05)。DM组血清

o．05)；与DM组比较LR．L组、LR—H组血清OPG均 0PG／RANKL比值明显低于NC组，差异有统计学意
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义(P<0．05)，LR．L、LR-H组血清OPG／RANKL与

NC组比较无明显差异，但较DM组明显升高，差异

703

具有统计学意义；LR—L、LR-H两组间0PG、RANKL、

OPG／RANKL均无明显差异(表4)。

表4 4组大鼠血清0PG、RANKL的比较

Table 4 Comparison of serum 0PG and RANKL among rats in 4 groups

注：与Nc组比较，‘P<0．05；与DM组比较，。P<O．05

2．5大鼠骨密度的变化

与NC组比较，DM组、LR—L、LR．H组大鼠全身

及各部位骨密度均降低，差异具有统计学意义(P<

0．05)，DM、LR-L、LR-H3组间无差异(表5)

表5 4组大鼠骨密度的比较(g／cm2)

TabIe 5 comparison of bone mineral density among rats in 4 groups(g／cm2)

注：与Nc组比较，‘P<0．05，与DM组比较．。P<0．05

3 讨论

骨质疏松症(osteopomsis，OP)是一种以骨量低

下，骨微结构破坏，导致骨脆性增加，易于发生骨折

的全身性代谢性疾病。虽然骨质疏松症和糖尿病通

常被认为是两个独立的疾病，但目前有许多研究表

明糖尿病患者发生骨质疏松的风险明显高于非糖尿

病患者，流行病学研究表明，与同年龄、同性别的人

群比较，糖尿病患者骨质减少和骨质疏松的发生率

高，糖尿病患者骨质疏松的发病率为40％～

60％¨。，其发病机制尚未完全阐明，目前认为长期

高血糖、胰岛素相对不足或缺乏、糖尿病多脏器病

变、血管和神经病变并发症的发生∞J、降糖药物的

使用、饮食控制、雌激素、胰岛素样生长因子、瘦素、

体重、性别、年龄等因素可能在糖尿病发生骨质疏松

的病理生理过程中起着重要作用’41。

骨质疏松的严重后果是发生骨质疏松骨折(脆

性骨折)，即在受到微创伤或日常活动中即可发生

骨折，使用双能x线检测骨密度为诊断骨质疏松的

金标准。目前2型糖尿病对骨密度及骨代谢的特点

存在着许多争议。有研究表明2型糖尿病患者的骨

密度与正常对照组比较下降"。，也有研究表明2型

糖尿病患者与正常对照组骨密度无明显差异或高于

正常对照组∞1。这可能与研究方法、骨密度测量差

异、2型糖尿病病程、血糖控制情况、胰岛素水平、雌

激素水平及糖尿病慢性并发症等影响因素有关。但

无论是1型糖尿病还是2型糖尿病患者骨折风险增

加是肯定的。本研究对2型糖尿病大鼠进行BMD

测定，发现2型糖尿病大鼠无论全身还是局部骨密

度低于正常对照组，且差异具体统计学意义，提示2

型糖尿病引起了骨量的减少，与王亮等¨1研究一

致。

OPG／RANKL／RANK信号通路是调控破骨细胞

的重要信号转导通路。OPC¨1是由成骨细胞合成分

泌的一种非胶原蛋白，为肿瘤坏死因子受体

(TNFR)家族成员，主要功能是维持骨的正常矿化，

主要通过与细胞核因子KB受体活化因子配基

(RANKL)竞争性结合细胞核因子KB受体活化因子

(RANK)，阻止RANKL与RANK之间的结合，抑制

破骨细胞的分化，抑制成熟破骨细胞的骨吸收活性

并诱导其凋亡，从而减少骨吸收，OPG是机体成骨

与破骨的重要偶联因子。RANKL表达于成骨细胞
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及骨髓基质细胞表面，与破骨细胞前体细胞或破骨

细胞表面上的RANK结合后，促进破骨细胞的分化

及骨吸收活性。正常的骨重建的稳态依赖于OPG

和RANKL的平衡，0PG／RANKL比率的改变直接影

响破骨细胞的功能，影响骨代谢，其比值的升高可以

抑制破骨细胞的分化，抑制骨吸收。国外研究发现

糖尿病大鼠胫骨骨组织RANKL／OPG的表达比率明

显高于正常对照组，这可能是糖尿病大鼠骨折愈合

延迟的原因∽。。临床也有研究¨叫发现2型糖尿病

患者血清OPG明显高于正常人。本研究检测2型

糖尿病大鼠血清OPG、RANKL含量，发现2型糖尿

病大鼠血清OPG、RANKL明显高于正常对照组，血

清OPG／RANKL比值低于正常对照组，与刘国霞

等⋯1研究一致。提示糖尿病大鼠骨破坏、骨吸收可

能比正常对照组增强。

GLP．1‘1引是一种肠促胰岛素，由胰高血糖素原

前体翻译加工而来，主要由小肠L细胞分泌，由30

个氨基酸残基构成。既能促进胰岛B细胞分泌的

胰岛素，又能抑制胰岛仅细胞分泌胰高血糖素。利

拉鲁肽是近年来人工合成的GLP-1类似物，丹麦学

者。1引对比了常规降糖药和GLP．1类似物对治疗2

型糖尿病的疗效，发现GLP一1类似物降低血糖不仅

很少会诱发低血糖，而且能减轻患者体重，成为一种

有效治疗糖尿病的新型药物。许多动物实验发

现¨41GLP—l对骨代谢有正性调节作用，其机制可能

是直接或间接作用于骨细胞、激活Wnt／B-catenin

途径、增加OPG／RANKL比率，降低骨硬化蛋白的

水平发挥作用的。本实验中，利拉鲁肽干预组(LR—

H、LR．L)体重、血糖、血脂(TG、TC)明显低于糖尿病

对照组；还发现利拉鲁肽还可降低糖尿病大鼠的肝

指数，猜测利拉鲁肽可能有改善肝脏脂肪变的作用。

最近有研究人员¨5。通过meta分析发现利拉鲁

肽能显著减少人发生骨折的风险，而艾塞那肽却不

明显，这可能说明利拉鲁肽对骨代谢也有很好的调

节作用。GLP．1对糖尿病骨密度的影响目前尚无定

论。本研究使用GLP一1类似物利拉鲁肽对糖尿病

大鼠干预治疗4w，糖尿病对照组与利拉鲁肽干预组

骨密度无明显差异。这可能是由于利拉鲁肽有明显

的减轻体重的作用，从而抵消了药物对骨密度的正

性调节作用，并且可能和实验观察时间短有关。本

研究检测血清0PG、RANKL的含量，发现LR—L、LR—

L组血清OPG、RANKL介于Nc与DM之间，且LR—

H组OPG明显高于DM组，LR—H与LR-L组

RANKL明显低于DM组，LR—L、LR—H组血清OPG／

RANKL与NC组比较无明显差异，但较DM组明显

升高，差异具有统计学意义。

综合上述研究我们发现2型糖尿病大鼠骨密度

下降，利拉鲁肽治疗4w后骨密度没有明显增高，但

血清OPG／RANKL比值增高，因此我们认为利拉鲁

肽可能通过调控OPG、RANKL的表达，影响了循环

的OPG与RANKL的水平，推测利拉鲁肽可能通过

0PG／RANKL／RANK信号通路，减少骨吸收，促进骨

形成，但本实验只进行了血清OPG、RANKL测定，需

进一步行OPG、RANKL蛋白表达及基因检测。
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