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格列美脲对高脂饮食ApoE√一小鼠骨微结构的影响
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摘要：目的观察格列美脲对高脂饮食喂养的ApoE基因敲除(ApoE一)小鼠骨微结构的影响。方法 以8只野生型

c57BL／6小鼠为野生正常组，24只ApoE“一小鼠随机分为3组，分别为ApoE“一正常组、ApoE一高脂组、格列美脲组。野生

正常组和ApoE。一正常组给予普通饲料饲养，ApoE。一高脂饮食组和格列美脲组给予高脂饲料，其中格列美脲组小鼠灌服25

mg／kg格列美脲，其他各组小鼠均灌服等量去离子水。6w后，处死小鼠，取双侧股骨，分别进行H＆E染色和safrain 0／Fast

Green染色评价骨微结构，利用骨生物力学评价骨强度，利用cathepsin K表达评价骨吸收程度。结果 格列美脲可明显改善

高脂饮食喂养的ApoE。小鼠骨微结构，提升股骨糖胺聚糖含量，提高股骨第一循环硬度、峰值压力和硬度形变量，降低

cathepsin K表达。结论格列美脲可改善高脂饮食饲养的ApoE“一小鼠的骨微结构，其作用机理可能与抑制cathepsin K的

表达相关。
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Abstract：0bjectiVe To obserVe the effect of glimepiride on bone microarchitecture in ApoE knocked out(ApoE-，一)mice on

hi曲fat diet．Methods 8 wild type C57BL／6 mice were recrIlited as the wild type normal group(wTN)，24 ApoE_／一mice

were randomly diVided into three groups：Nomal control group(NC)，High fat diet group(HFD)，and Glimepiride group(GP)．
The mice in WTN and NC were giVen nomal feed，and the mice in HFD and GP were fed with high fat diet．The mice in GP were

given glimepiride(25 mg／kg，i．g．)，other mice received the same volume of deionized water．After 6 weeks of administration，all

mice were anesthetized and killed． Then the bilateral femurs were harvested． Bone strength of t11e femurs and microarchitecture were

eValuated by bone biomechanics examination， and the staining of H＆E and safranin o／fast green． Immunohistochemistry staining

was used to analyze the expression of Cathepsin K in mice fcmurs by immunohistochemistry staining． Results Glimepiride

treatment significantly improVed bone microarchitecture，increased femoral 91ycosaminoglycan content，and improved the hardness

of the first cycle，peak pressure and hardness deformation of mice femurs，as well as decreased the expression of Cathepsin K in

ApoE√一mice on HFD．Conclusion changes of bone microarchitecture in ApoE√一mice induced by high fat diet were improved

by glimepiride．The mechanism may be related to the inhibition of Cathepsin K expression．
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骨质疏松是一种以骨量降低、骨微结构破坏为

特征，并致骨脆性增加，易于发生骨折的慢性代谢性

骨骼疾病⋯，受遗传和环境因素共同影响12 J。研究

发现，ApoE“一小鼠给予高脂饲料饲养一段时间后，

骨形成减少和骨吸收增加，骨吸收和骨形成动态平

衡被打破¨J，骨量明显减少l 4～I，造成骨质疏松。

临床研究也发现，服用磺脲类降糖药的患者骨

折发生率降低‘⋯，但关于磺脲类降糖药对高脂饮食

患者骨重建的影响及其作用机理，目前尚元详细报

道。因此，本实验以高脂饮食造成ApoE“一小鼠骨

质疏松为对象，探索格列美脲对其骨微结构和骨生

物力学的影响及可能的作用机理。

1材料和方法

1．1 材料

1．1．1 主要仪器：Olympus Bx53倒置荧光显微镜，

日本Olympus公司。RM2255 Leica轮转式切片机，

德国Leica公司。博勒飞质构仪cT3，美国

Brookfield公司。

1．1．2药品与试剂：格列美脲片，赛诺菲(北京)制

药有限公司，批号：4JB061。乙二胺四乙酸二钠

(EDTA一2Na)，北京市化学试剂公司。Fast Green，

美国Sigma公司。safrain 0，美国s培ma公司。骨组

织抗原修复液，上海舜百生物科技有限公司。免疫

组化试剂盒，北京中杉金桥生物公司，批号：

K152411A。DAB显色试剂盒，北京中杉金桥生物公

司，批号：K166913B。Cathepsin K(abl9027)，Abcam

公司。

1．1．3 实验动物：SPF级C57BL／6和ApoE一小
鼠，体重18～20 g，购自于北京维通利华实验动物技

术有限公司，许可证号：ScXK(京)2012—0001，并饲

养于北京中医药大学科研实验中心清洁级动物实验

室，合格证号：SCxK(京)2011—0024，室温22℃，相

对湿度55％，光暗周期12 h／12 h，自由饮水、饮食，

适应性饲养7 d后开始实验。

1．2方法

1．2．1分组及给药：实验时分别采用c57BL／6和

ApoE“一小鼠。其中，8只野生型c57BL／6小鼠为

野生正常组，ApoE。小鼠24只，按体质量随机分

为ApoE。一正常组、ApoE。一高脂组和格列美脲组，

每组8只。ApoE。一高脂组和格列美脲组小鼠给予

高脂饮食(含75％基础饲料，2％胆周醇，23％猪
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油)，野生正常组和ApoE“一正常组给予普通饲料。

格列美脲组灌服格列美脲(25 m∥kg)水溶液，其余

各组分别给予等量去离子水。

1．2．2 取材及样品制备：给药6周后，用1％戊巴

比妥钠(4 mI／kg)腹腔麻醉处死小鼠，分离两侧股

骨，剔除肌肉组织，其中一侧股骨用蘸生理盐水的纱

布包裹，放于一80℃备用。将另一侧的股骨置于

10％中性福尔马林，固定72 h后，15％EDTA(pH

7．4)脱钙，脱钙液每2周换1次，连续脱钙3个月。

股骨组织脱钙后，自来水冲水过夜，梯度酒精脱水，

二甲苯透明，石蜡包埋，采用Leica切片机进行组织

切片，厚度为5斗m，40℃温水展片，60℃烘干，4℃

保存待用。

1．2．3指标检测

(1)H&E染色：按照郭鱼波等¨o的染色方法：

将股骨切片常规脱蜡至水，苏木素染色7 min，自来

水冲洗，分色液分色1 min，去离子水浸洗，伊红染色

3 min，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片后

置于0lympus BX53倒置显微镜下观察病理形态并

拍照。

(2)safrain O／Fast Green染色：参考马如风

等。9的方法，简述如下：将股骨石蜡切片60℃烤片

2 h，常规脱蜡至水，苏木素染色5 min，自来水冲洗3

min，1％HCl．Alc分化2 s，去离子水洗3次，0．05％

Fast Greell染5 min后用1％醋酸洗30 s，0．1％

Safrain 0染5 min后用95％乙醇洗3次，100％乙醇

洗2次，二甲苯I、Ⅱ透明各30 min，中性树胶封片

后拍照并用Image pro plus 6．0分析，计算灰度值

(IOD)。

(3)骨生物力学的测定：采用博勒飞质构仪

cT3测定骨生物力学。实验时使股骨生理弯曲向上

放置于跨距为7 mm的两个支撑点上，进行3点弯

曲测试，探头下降速度为10 mm／min，至股骨断裂后

继续运行2 mm停止，根据探头下降的距离、载荷以

及骨断端直径，计算股骨的第一循环硬度、峰值压力

和硬度形变量。

(4)免疫组化测股骨Cathepsin K表达量：参考

王丽丽等¨叩的方法，简述如下：将股骨石蜡切片60

℃烤片2 h后常规脱蜡至水，然后滴加骨组织抗原

修复液，37℃孵育30 min后，依次滴加3％H：O：，

0．04％Triton×100，10％山羊血清封闭后，加一抗

Cathepsin K(比例1：50)，4℃孵育过夜。加免疫组
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化二抗37℃孵育30 min后，PBS洗3次，DAB显

色，自来水冲洗，苏木素复染后自来水冲洗，脱水、透

明，中性树胶封片，显微镜下观察拍照并用Image

pro plus 6．0分析，计算10D值。

1．3统计学处理

用sPss 20．0统计软件进行分析，结果用平均

值±标准差(面±s)描述，数据满足正态分布时，当方

差齐时，采用单因素方差(ANNOVA)分析；当方差

不齐时，使用Dunnett’s T3检验。数据不满足正态

分布时，采用非参数检验。尸<0．05为差异有统计
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图l 小鼠股乍

F蟾．1 H&E sfajning

如图2所示，在Fast Green染的绿色背景上，

Safrain 0把糖胺聚糖染成红色。野生正常组小鼠骨

骺端糖胺聚糖含量多且分布均匀。与野生正常组小

鼠相比，ApoE。一正常组小鼠股骨糖胺聚糖含量无

学意义，P<0．01为差异有显著统计学意义。

2 结果

2．1格列美脲对高脂饮食小鼠骨微结构的影响

由图1可知，H&E染色镜下观察，野生正常组

小鼠骨骺端骨小梁排列整齐。与ApoE。一正常组相

比，ApoE。一高脂组小鼠骨骺端稀疏，骨小梁排列紊

乱、变细、断裂。与ApoE“一高脂组小鼠相比，格列

美脲组小鼠骨微结构得到改善，骨小梁排列整齐、增

粗，但仍然未恢复到正常状态。

明显差异，ApoE。高脂组小鼠股骨糖胺聚糖含量

显著减少(P<0．01)。与ApoE。一高脂组相比，格

列美脲连续治疗6周后，股骨糖胺聚糖含量明显增

加(P<0．01)。

豳戳飘围豁嗌
≯爹爹梦。

图2 salrain 0／Fast Green染色(哥±s，n=8)

与野生正常组比，4 P<0．05，“P<O．01；与ApoE_，高脂组比，+P<0．05，”P<O．Ol

Fig．2 Safrain 0／Fast Green S【aining(圣±5，n=8)，

。．p<O．05，’4P<0．Ol vs WTN；+P<O．05，++P<0．01 vs ApoE一7一HFD

2．2格列美脲对高脂饮食小鼠骨生物力学影响

如图3所示，与野生正常组小鼠相比，ApoE。一

正常组小鼠股骨第一循环硬度、峰值压力和硬度形

变量均无明显改变，ApoE“一高脂组小鼠股骨第一

循环硬度、峰值压力和硬度形变量均显著降低(P<

0．05或0．01)；与ApoE“一高脂组相比，经格列美脲

连续治疗6周后，第一循环硬度、峰值压力和硬度形

变量均明显升高(P<0．05或0．01)。

2．3 格列美脲对高脂饮食小鼠的股骨cathepsin K

表达量的影响

研究证明，Cathepsin K与破骨细胞活性密切相

关，且多在破骨细胞中表达⋯1。本实验结果如图4

所示，与野生正常组小鼠相比，ApoE“一正常组和

ApoE。一高脂组小鼠骨骺端Cathepsin K表达量均

升高(P<0．05，0．01)；与ApoE。一高脂组相比，格

列美脲组小鼠骨骺端cathepsin K的表达量降低(P

<0．05)。

3 讨论

遗传因素是骨质疏松发生的重要因素，多项遗

)

攀j
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图3格列美脲对骨生物力学影响(i±s，n=8)

i野生正常组比，“P<0．05．”P<0．Ol；与ApoE。一高脂组比，+_P<0。05，”P<0．01

Fig．3 EffecI of Glim。piride on bone microarchiteclure(i±s，n=8)

”P<0．05．洲尸<O．OI vs WTN：。P<O．05．¨P<O．OI vs ADoE HFlD

’繇j||j；‰蠹||餐i瀛辫m≥，j落。．；警鬟魏。簇荔蘸笋 jj；j

野生正常 ApoE¨正常 ApoE¨高脂 格列美脲

图4 免疫组化染色测定小鼠股骨Cathepsin K的表达

蓝色圈出部分为阳性表达，箭头所指部分为400倍放大的对应位置

与野生正常组比，4 P<O．05，”P<O．01；与ApoE“一高脂组比，+P<0．05，”P<O．01

Fig．4 Immunohistochemical staining showed Cathepsin K expression in mice femurs，the part of blue

circle was positive expression， the arrow pointing part is the corresponding posi“on of x400 magnified

“P<O．05．”。|p<O．01 vs WTN；+P<O．05，’’P<0．Ol vs ApoE一7一HFD

传基因被视为骨质疏松的候选基因，载脂蛋白E

(ApoE)基因是其中之一卫]。本实验中发现，高脂饮

食诱发ApoE“一小鼠骨量减少，说明高脂可诱导

ApoE。一小鼠骨质疏松。本实验结果显示高脂饮食

导致ApoE。一小鼠的骨微结构破坏，骨生物力学性

能下降，骨强度下降，骨吸收增强。

格列美脲是第三代磺酰脲类降糖药，有研究表

明，格列美脲可以促进成骨细胞分化”1⋯。本实验研

究表明，格列美脲连续治疗6周，可以促进高脂喂养

的ApoE。一小鼠骨量增加，骨微结构改善，宏观上表

现为骨第一循环硬度、峰值压力、硬度形变量，改善

骨生物力学性能。Safrain 0／Fast Green染色可以看

出：高脂组小鼠骨组织中，糖胺聚糖含量减少，而格

列美脲逆转了这种改变，促进了糖胺聚糖生成，从而

促进骨形成。

cathepsin K是一种溶酶体半胱氨酸蛋白酶，可

以降解骨基质蛋白，其主要在破骨细胞中表达¨“。

研究证明，Cathepsin K与破骨细胞活性密切相关，

989

Cathepsin K表达越多，破骨细胞活性越强，从而促

进骨吸收，因此，抑制Cathepsin K活性可改善骨质

疏松⋯。。本实验结果可以看出，格列美脲连续治疗

6周后Cathepsin K表达量增多。本实验研究证明，

高脂饲料喂养的ApoE。一小鼠经格列美脲连续治疗

6周后，骨骺端Cathepsin K表达降低，推测格列美

脲可以抑制骨吸收，从而使骨吸收和骨形成达到平

衡，向成骨方向转变，其机制可能与抑制cathepsin

K的表达有关。

总之，本研究结果表明，高脂饮食诱导ApoE。一

小鼠产生骨质疏松，经格列美脲连续治疗6周后，骨

微结构得到改善，骨小梁排列整齐，骨强度增加，骨

吸收降低，骨质疏松得到明显改善，其作用机制可能

与抑制Cathepsin K的表达有关。
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cNKI研制成功《医院科研成果统计分析与评价数据库》，日前通过专家鉴定

2017年7月20日，同方知网(cNKI)中国科学文献计量评价研究中心研发的《医院科研成果统计分析

与评价数据库》召开了专家鉴定会。来自卫生和医疗主管部门、医院科研处、学协会等18个单位的20位专

家参会，并对该项成果给予高度评价，认为其达到国内领先水平。

该数据库统计了全国11863家医院(包括1647家三级医院、6357家二级医院)及其200万名学者近10

年的科研产出成果数，并对其学术影响力进行了评价。统计的科研成果类型包括国内期刊发文、SCI论文、

国内会议和IsTP国际会议论文，以及专利、基金和奖励等。除了统计成果数量以外，该数据库还统计了期刊

论文的被引频次、下载频次等影响力指标，并发布了医院和学者的h指数、综合指数等综合评价指标。为了

满足医院各科室及细分学科领域的评价需求，数据库按临床科室情况设计了28个一级学科进行分类评价。

该数据库为医院科研绩效评价与管理提供了丰富、全面的统计数据。基于“科研结果管理”的理念，该

数据库发布了大量客观事实数据。主要用途可以概括为：首先，支持医院的学科发展水平评价。既能纵向比

较各年各学科发展趋势，又能横向与全国同学科医院发展水平进行对比分析，从而知彼知己，找准医院学科

建设的重点方向。其次，支持专家学者评价。该数据库对医院科研人员近10年的科研产出和学术影响力进

行了全面统计分析，方便医院了解和管理本院各科室学者，也方便评估和寻找学科带头人和专家。第三，支

持学者成果的快捷汇总和统计，把科研人员从整理自己成果的繁琐工作中解放出来。只需轻轻一点，即可轻

松完成了科研成果及影响力数据的统计和导出!

《医院科研成果统计分析与评价数据库》网址：http：／／www．pj．cnkj．ne∥，欢迎咨询、订购。咨询电话：

010．82710850 82895056转8599，E—mail：aspt@cnki．net。
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