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意义

祁珊珊 雒志恒 冯自立+ 龚帅 何佳 郝少阳 李婉

陕西理工大学维生素D生理与应用研究所，陕西汉中723000

中图分类号：R335．9 文献标识码：A 文章编号：1006—7108(2017)07一0860-04

摘要：目的观察肥大细胞在去卵巢骨质疏松大鼠骨组织中的分布，探讨肥大细胞增生与绝经后骨质疏松症之间的关系。

方法3月龄健康雌性sD大鼠20只，随机分为假手术组(sham组)和去卵巢组(0Vx组)，卵巢去除后3个月，采集和分离血

清样品测定血清雌二醇、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)、骨保护素(osteoprotegerin，0PG)和核因子KB受体活化因子配

体(receptor activator of NF—KB ligand，RANKL)，收集股骨近端干骺端、胫骨近端干骺端组织样品进行常规组织切片制作和肥

大细胞的甲苯胺蓝染色，并计数单位面积肥大细胞的数量。结果 OVx组大鼠血清雌二醇、0PG含量较sham组显著降低(P

<O．01)，血清ALP、RANKL含量较sham组显著增高(P<0．01)；组织化学染色结果显示肥大细胞主要分布于大鼠胫骨、股骨

骨髓腔中，0Vx大鼠胫骨、股骨骨髓腔肥大细胞数量较sham组显著增多(P<O．01)。结论3月龄大鼠卵巢去除后3个月呈

现骨质疏松症状，骨髓腔肥大细胞数量与骨质疏松呈正相关，可作为绝经后骨质疏松症诊断和治疗的依据。

关键词：大鼠；去卵巢；骨质疏松；肥大细胞
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significance
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Abstract：0bjective To investigate me distribution of ma8t cells in the bone tissue of ovariectomized osteoporotic rats，and to

explore the relationship between mast ceu pmliferation and
postmenopausal osteoporosis．Methods Twenty 3一month—old healmy

female sD rats were rand omly diVided into sham operation group(sham group)and ovariectomized group(oVx group)． After 3

montlls of operation， t11e serum samples were collected to detect t11e 1eVels of estradj01， alka】jne phosphatase (ALP)，

osteoprotegerin(0PG)，and receptor actiVator of NF—KB l谵and(RANKL)．The femoral metaphysis and proximal metaphysis were

collected to make histological sections． Mast cells were stained with toluidine blue． The number of mast cells were counted per unit

area．Results The levels of senlm estradi01 and 0PG in the 0VX group decreased significantly compared witll those in the Sham

group(．P<0．01)．The leVels of semm ALP and RANKL were hi曲er than t110se in me sham group(P<0．01)．Histochemical

staining showed tllat mast cells were mainly distributed in bone marrow cavity of the tibia and femur． The number of mast cells in

the tibia and femoraI bone marrow caVity in tIle 0Vx gmup was higher than that in the Sham group(尸<0．0 1)． ConcIusion

0steoporosis symptom appears in 3 month after oVariectomy in 3一month—old rats． The number of mast ceUs in the bone marrow

caVity is positiVely correlated with osteoporosis， which can be used as the basis for the diagnosis and treatment of postmenopausal

osteoporosis．
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妇女绝经后因卵巢功能下降、雌激素水平骤降，

体内骨转换率显著加快，骨吸收的速度超过骨形成

的速度，导致骨量丢失、骨密度下降、骨骼脆性增加

引起的骨质疏松症称为绝经后骨质疏松症
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(postmen叩ausal oste叩orosis，PMOP)¨1。组织学和

组织化学研究表明破骨细胞活动和骨吸收增加与骨

髓肥大细胞增殖有关，研究发现老年性骨质疏松患

者骨髓肥大细胞数量明显增加心。]。此外，研究发现

系统性肥大细胞增生症也会导致骨质疏松H4]。然

而上述研究仅限于对老年性骨质疏松症患者骨髓肥

大细胞的观察，绝经后骨质疏松症是否也伴随骨髓

肥大细胞的增生，骨髓肥大细胞增生是否可以成为

骨质疏松诊断和治疗的依据?本研究以去卵巢大鼠

为绝经后骨质疏松疾病模型，观察和计数肥大细胞

在骨质疏松大鼠骨组织中的分布，探讨肥大细胞作

为绝经后骨质疏松症诊断和治疗依据的可能性。

1材料与方法

1．1实验动物

SPF级雌性12 w龄未孕SD大鼠20只，体重

(245±33)g，由第四军医大学实验动物中心提供

[scxK(军)2012—0007]。所有动物分笼饲养，自由

饮水，适应性饲养1 w后进行实验。

1．2试剂与仪器

大鼠雌二醇(estradiol，E：)、碱性磷酸酶(alkaline

phosphatase，ALP)、骨保护素(osteoprotegerin，0PG)和

核因子KB受体活化因子配体(receptor activator of

NF．KB ligand，RANKL)测定试剂盒均购自上海酶联

生物科技有限公司。仪器主要有酶标仪(Biotek)、石

蜡组织切片机(Leica RM2235)、倒置荧光显微镜

(Nikon)、计算机图像分析系统(Image pro plus 6．0)。

1．3卵巢去除手术

将20只SD大鼠分为假手术组(sham组)和去

卵巢组(0Vx组)，其中sham组10只，0Vx组10

只。OVx组大鼠参考笔者先前报道的方法实施卵

巢去除手术。“。sham组大鼠实施假手术，术后1 w

对Ovx组大鼠进行阴道涂片，连续涂片观察5 d，去

卵巢组不出现动情周期，表明卵巢去除成功。

1．4 血液样本采集和分析

去除卵巢后3个月，所有大鼠C0：麻醉后眼眶

静脉采血，离心收集血清，采用酶联免疫法(ELIsA)

检测血清E，、ALP、OPG、RANKL含量，检测严格按

照试剂盒说明书进行。

1．5骨组织样本采集

采血结束后，取股骨近端干骺端、胫骨近端干骺

端放人3．7％的多聚甲醛溶液中固定24 h，流水冲

洗后置于10％的EDTA缓冲溶液(pH 8．0)中进行

脱钙(脱钙时间约为20 d左右)。

86l

1．6 骨组织肥大细胞染色观察

脱钙结束后，对骨组织样本进行固定、脱水、石

蜡包埋、切片(5斗m)，改良甲苯胺蓝染色，95％的酒

精分化，脱水，透明，封片，光学显微镜观察骨组织肥

大细胞的分布。

1．7肥大细胞的计数

每个骨组织样本每隔5张连续切片计数一张，

共计5张，低倍镜下(10×10)计数每张骨组织切片

中所有肥大细胞，并求5张切片肥大细胞的均数，

据此求得各组肥大细胞计数值。

1．8统计学处理

利用sPsS 17．0统计软件对数据进行单因素组

问方差分析和比较，结果以“平均值±标准差”表

示，P<0．05表示差异有统计学意义。

2 结果

2．1 大鼠血清E，、ALP、0PG、RANKL检测结果

大鼠血清E，、ALP、0PG、RANKL检测结果如表

1所示，大鼠卵巢去除后3个月，血清E：、OPG含量

较sham组显著降低(P<0．01)，ALP和RANKL的

含量较sham组显著增加(P<0．01)，血清生化指标

证实大鼠卵巢去除后3个月呈现骨质疏松症状。

表1 两组大鼠血清骨代谢生化指标

检测结果(i±s，n=10)

Table 1 Results of serum biochemical markers of bone

metabolism in rats of the two groups(面士s，n=lO)

2．2 骨肥大细胞的分布及形态

大鼠骨肥大细胞的分布基本一致，肥大细胞呈

圆形、椭圆形或梭形，胞浆内充满紫红色的异染性颗

粒，并存在脱颗粒现象，散在分布于骨组织中，其在

胫骨、股骨组织中的分布均集中于骨髓腔，在骨小梁

中无肥大细胞分布(图1)。

2．3去卵巢骨质疏松大鼠骨组织肥大细胞数量

变化

大鼠卵巢摘除后，股骨、胫骨干骺端肥大细胞的

数量较Sham组明显增多，且差异具有统计学意义

(P<0．01)。0Vx组大鼠骨组织肥大细胞数量约为

Sham组的5倍，上述变化表明，大鼠卵巢去除后随

着体内雌激素水平的降低，骨组织肥大细胞数量呈

递增趋势。见表2。

万方数据
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图1肥大细胞在大鼠骨组织中的分布。A：sham组大

鼠胫骨干骺端肥大细胞(甲苯胺蓝400×)；B：OVx组大

鼠胫骨干骺端肥大细胞(甲苯胺蓝400×)；C：sham组大

鼠股骨干骺端肥大细胞(甲苯胺蓝400×)；D：OVx组大

鼠股骨干骺端肥大细胞(甲苯胺蓝400×)；箭头所示为

肥大细胞

Fig．1 Distribution of mast cells in bone tissue of rats． A：

Mast cells in th色tibiaI metaphysis of Sham raLs(toluidine

blue，400 x)；B：Mast cells in the【ibia met8physis ofOVX

rats(IoIuidine blue，400×)；C：Mast ceIls in the femoraI

metaphysis of Sham rats(toluidine blue，400×)；D：Mast

cells in the femoral metaphysis of 0VX rats(toluidine

blue．400×)． The mast cells are shown in the arrow．

表2两组大鼠胫骨干骺端、股骨干骺端横断面

全层肥大细胞数量比较(i±s，n=10)

Table 2 Comparison of the number of masl cells in

cross—sectional layer of the“bia metaphysis and femoral

metaphyseal between two groups(i±s，n=10)

3 讨论

PMOP是一种与衰老相关的内分泌疾病，主要

发生在绝经后妇女，由于绝经后雌激素缺乏导致骨

量减少及骨组织结构变化，使骨脆性增加，骨折发生

率增加，绝经后妇女发生骨质疏松的患病率约为男

性的4倍¨一。组织化学研究表明破骨细胞活动和骨

吸收增加与骨髓肥大细胞增殖有关，1968年Frame

最早运用组织化学的方法观察和计数了老年性骨质

疏松患者骨髓肥大细胞，发现老年性骨质疏松患者

骨髓肥大细胞增生¨。，这个发现在1981年被Fallon

等人H。证实，他们的研究发现肥大细胞主要分布在

松质骨而非皮质骨，且在松质骨骨髓腔中分布，这与

本研究结果一致。虽然肥大细胞与老年性骨质疏松

症的关系提出较早，但肥大细胞与绝经后骨质疏松

症是否也有联系，这方面无人研究。

本研究发现3月龄大鼠去除卵巢后3个月呈现

明显的骨质疏松症状，主要表现在血清雌二醇含量

急剧降低，血清ALP、RANKL含量急剧增加，血清

OPG含量降低，笔者先前的动物实验在对骨组织形

态学等方面的研究证实3月龄大鼠去除卵巢后3个

月骨小梁面积百分比、骨小梁厚度等均显著降

低⋯。本研究通过对胫骨干骺端、股骨干骺端组织

切片肥大细胞的染色和计数发现0Vx大鼠胫骨干

骺端、股骨干骺端肥大细胞数量较sham组显著增

加，0Vx组胫骨、股骨骨髓腔肥大细胞数量约为

Sham组的5倍，且肥大细胞主要分布在骨髓腔中，

肥大细胞的形态区别不大。笔者前期在对去卵巢骨

质疏松大鼠子宫肥大细胞的研究中发现，大鼠卵巢

去除后子宫肥大细胞数量也较sham组显著增加，

给药雌激素治疗28 d后OVx组大鼠子宫肥大细胞

数量又明显降低⋯J。Narita等。12。的研究认为，雌激

素可使肥大脱颗粒，甚至细胞崩解，高浓度雌激素使

肥大脱颗粒，导致其数量减少。

很多研究表明肥大细胞与骨重塑之间有密切联

系，在钙缺乏大鼠骨组织中肥大细胞数量显著增

加⋯“。肥大细胞含有肝素和血管活性物质，肥大

细胞内的颗粒含肝素或肝素前体，当遇到物理或化

学刺激可促使肥大细胞脱颗粒，此时肝素被释出，研

究发现肝素与骨吸收息息相关，GoldhaberJ5 J的研究

发现肝素可以促进骨吸收，给兔子注射肝索后其发

生自发性骨折的概率显著增加。Relea等一钊的研究

认为锌对骨的代谢和支持起很重要的作用，锌可直

接影响骨骼发育，促进骨形成，抑制骨吸收，其主要

作用机制是锌具有稳定肥大细胞和抑制内源性肝素

颗粒释放的作用。

本实验所发现的绝经后骨质疏松大鼠骨髓腔肥

大细胞增生进一步证实肥大细胞在骨重塑中具有重

要意义，对了解肥大细胞在绝经后骨质疏松症中的

功能具有一定意义，也为绝经后骨质疏松症的诊断

和治疗提供了一个新靶标。
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