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要!目的
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通过检测注射过雌激素的正常美国癌症研究所"
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#雌鼠血清中骨保护素"
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#含量和相

关生化指标变化及相关性来研究雌激素对骨代谢的影响作用$方法
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组!每组
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组小鼠在同一天注射等量雌激素$
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组小鼠

分别在注射雌激素的第
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A

%
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B

%
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和
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天行颈椎脱臼法处死!眼球取血法收集血清$利用双抗夹心酶联免

疫吸附测定"

!C7D=

#法测定血清中
:;<

值的含量!并使用雅培
8E***

全自动生化仪分别测定血清中谷氨酰基

转肽酶"
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#%碱性磷酸酶"

=C;

#%丙转氨酶"

=CF

#%天门冬氨酸氨基转移酶"

=DF

#%尿素氮"

>GH

#%肌酐

"

89!=

#%尿酸"

G=

#%钙"

8$

#%磷"
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#和镁"
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#表达水平!且对其中指标进行相关性分析$结果
!

与对照组相

比!注射过雌激素的小鼠血清中
<<F

水平明显升高!差异有统计学意义"
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组
=C;

水平与对

照组比较差异有统计学意义"
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*.**E

%
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=DF
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G=
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水平比较差异

无统计学意义"
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结果显示
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和
8

组小鼠的
:;<

水平显著升高!差异有统计学意义"
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*.*3B
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组
:;<

水平比较差异无统计学意义"

!

#

*.*K

#$后期相关性分析结果表明
:;<

水平与
=C;

具有良好的相关性$结论
!

实验组健康小鼠在注射雌激素后短期内血清中
:;<

%

<<F

%

=C;

水平

明显升高!提示小鼠可能发生了骨性变化且该变化具有时间相关性$

关键词!骨保护素&

!

骨代谢&

!

骨密度&
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雌激素&
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生化指标
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绝经后骨质疏松&

;I:

'是骨质疏松最常见的类

型!骨保护素&

:;<

'又称破骨细胞形成抑制因子$

3"2

%

"

雌激素可通过增加骨中
:;<

的表达!抑制破骨性骨

吸收!对去卵巢的骨质疏松有明显的治疗作用"以往

针对雌激素抗骨质疏松情况的研究绝大多数以去卵

巢小鼠为实验对象$

A"K

%

!而少以健康小鼠作为研究对

象"本实验旨在统计注射雌激素后小鼠体内
:;<

及

骨代谢相关生化指标的变化情况及其相关性!以探讨

其在骨质疏松中的意义!为骨质疏松的诊治提供

依据"

A

!

材料与方法

A.A

!

实验动物
!

2*3E

年
AV5

月
52

只无特定病原体

&

D;@

'级美国癌症研究所&

789

'雌鼠!均购自湖南农

业大学实验动物中心$

D8\]

&湘'

2*35"***3

%!

6

周龄!

平均体质量&

22̂ 2

'克"实验前全部小鼠于
D;@

级环

境分笼内!室内温度控制在
2*

"

2KY

!相对湿度
6*_

左右!照明
32R

明亮!

32R

黑暗!换气次数每小时
3E

次!动物饲养笼具*饮水瓶定期消毒!所用垫料高压灭

菌!饲养房内定期紫外灯消毒"喂食普通饮食!成分

为
6.K_

脂肪*

K6_

碳水化合物&

2.K_

糖'"

A.B

!

仪器与试剂
!

应用雅培
8E***

全自动生化分析

仪由雅培贸易 &上海'有限公司提供+小鼠
:;<

!C7D=

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司!产

品编号#

!]*5E3

"苯甲酸雌二醇注射液购自天津金

耀氨基酸有限公司!国药准字
Z32*2*K24

!规格为

3#C 3̀#

)

"

A.C

!

方法

A.C.A

!

动物处理
!

取
52

只
6

周龄的
789

小鼠!分成
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!

*

@

*

<

组!每组
6

只"实验前全部小鼠饲

养与
D;@

级环境内"除
<

组&对照组'外!其余实验

组&

=

"

@

组'小鼠每只注射
*.K#C

的雌激素"分别

在注射雌激素的第
3

*

A

*

5

*

B

*

35

和
23

天使用颈椎脱

臼法处死!第
3

天即为当天+于注射雌激素前
3

天使

用颈椎脱臼法处死
<

组小鼠"

A.C.B

!

血清收集
!

=

组小鼠在注射雌激素的当天行

眼球取血!将采好的血于在
ABY

温箱保存
2R

后在

5Y

冰箱内放置
3R

!

2K**a

)

离心
3*#%(

!分离并收

集血清!储存于
V2*Y

"

>

*

8

*

?

*

!

*

@

组分别在动物

处死当天采用同样方法进行处理"

<

组于注射雌激

素前
3

天收集血清并于
V2*Y

保存"

A.C.C

!

血清
:;<

的测定
!

室温溶解冻存血清!所有

血清样本均使用样本稀释液对倍稀释+采用双抗夹心

酶联免疫吸附测定&

!C7D=

'法测定血清
:;<

+以吸光

度值作为纵坐标!以浓度作为横坐标!使用各水平标

准品&

6***

*

A***

*

3K**

*

BK*

*

ABK

*

3EB.K

*

4A.E

P)

(

#C

'!绘制标准曲线图!并根据样品的吸光值在坐标

上找出对应的浓度"

A.D

!

统计学处理
!

采用
D;DD3A.*

软件完成统计学

分析!结果以
G B̂

表示!各组间均数比较采用单因素

方差分析&

=H:[=

'+

:;<

*

#

"

谷氨酰转肽酶&

#

"<F

'

及
=C;

之间相关性采用直线相关和回归分析进行评

估!

!

$

*.*K

表示差异有统计学意义"

B

!

结
!!

果

B.A

!

:;<

浓度标准曲线的制作
!

由
!C7D=

法测出

的标准浓度的数值用
!T+/&

做出标准曲线!所得曲线

方程为
HJ*.***5/b*.3653

!相关系数为
*.4632

!

其中
/

为
:;<

的浓度!

H

为测得的吸光度值"见

图
3

"

图
3

!!

:;<

浓度标准曲线图

B.B

!

血清
:;<

含量比较
!

由得到的标准方程计算出

各实验小鼠血清中的
:;<

浓度!其中对照组小鼠&

<

组'

:;<

水平为&

A.K5*̂ *.6K

'

(

)

(

#C

&

!J3.***

'"与

健康小鼠相比!注射过雌激素的小鼠在刚注射雌激素后

50

内所取血清中
:;<

含量有明显升高!差异有统计学

意义&

!

$

*.*K

'+第
5

天以后的含量比较差异无统计学

意义&

!

#

*.*K

'"实验组
=

"

@

组分别对应注射雌激素

后第
3

*

A

*

5

*

B

*

35

和
23

天小鼠的
:;<

水平分别为

&

B.4*Â 3.45

'

(

)

(

#C

&

!J*.***

'*&

E.624^3.KB

'

(

)

(

#C

&

!J*.***

'*&

6.244̂ 3.*4

'

(

)

(

#C

&

!J*.*3B

'*

&

K.56*̂ 3.54

'

(

)

(

#C

&

!J*.*BK

'*&

K.*E*̂ 2.E3

'

(

)

(

#C

&

!J*.354

'及&

A.4K3^3.AE

'

(

)

(

#C

&

!J*.B*4

'"

每组小鼠与健康小鼠比均有增高!在第
A

天达到最

高值"

)
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B.C

!

注射雌激素后各生化指标比较
!

与健康小鼠比

较!各实验组小鼠血清中
<<F

含量和
=

*

>

*

8

组

=C;

含量明显升高!其中各实验组小鼠与对照组小鼠

<<F

比较!差异有统计学意义&

!J*.***

'+而
=

*

>

*

8

组
=C;

水平与对照组比较!差异有统计学意义

&

!J*.*A6

*

*.**E

*

*.**2

'"

?

*

!

*

@

组的
=C;

谷丙

转氨酶&

=CF

'*天门冬氨酸氨基转移酶&

=DF

'*肌酐

&

89!=

'*尿酸&

G=

'*钙&

8=

'*磷&

;

'和镁&

I<

'的水

平变化比较差异无统计学意义&

!

#

*.*K

'"而各实验

组间比较结果表明!除了
=

组与
?

组的
=CF

比较差

异有统计学意义&

!J*.*AA

'外!其他组间比较差异无

统计学意义&

!

#

*.*K

'"

B.D

!

:;<

*

#

"<F

及
=C;

的相关性分析
!

由图
2

"

5

可知!

:;<

*

#

"<F

和
=C;

之间存在正相关的趋势!故

本实验采用
D;DD3A.*

对这
A

个指标进行相关分析"

结果显示
:;<

与
=C;

的相关系数为
*.44

!差异有统

计学意义&

!J*.***

'!

:;<

的含量和
<<F

的相关系

数为
*.54E

!差异无统计学意义&

!J*.2KK

'!

<<F

与

=C;

的相关系数为
*.K2E

!差异无统计学意义&

!J

*.22A

'!见表
3

"

图
2

!!

各组
:;<

的均值曲线

图
A

!!

各组
#

"<F

的均值曲线

图
5

!!

各组
=C;

的均值曲线

表
3

!!

各实验小组的
:;<

#

#

"<F

#

=C;

相关性分析

项目
:;< <<F =C;

:;<

!

;/$O,M(

相关性
3 *.54E *.44A

%%

!

显著性&双侧'

V *.2KK *.***

!

<<F

!

;/$O,M(

相关性
*.54E 3 *.K2E

!

!

显著性&双侧'

*.2KK V *.22A

!

=C;

!

;/$O,M(

相关性
*.44A

%%

*.K2E 3

!

!

显著性&双侧'

*.*** *.22A V

!

!!

注#

%%表示在
*.*3

水平&双侧'上显著相关+

V

表示无数据

C

!

讨
!!

论

!!

骨为肌肉收缩提供附着并保护内脏!是重要的生

命器官"一般认为骨在细胞水平的代谢不活跃!然而

事实上骨细胞在不停地进行代谢!不仅骨细胞之间存

在相互作用!骨髓中的红细胞生成细胞及基质细胞通

过相互作用所构建的骨骼微环境!也是机体赖以进行

骨的改建和重建的重要基础$

6

%

"骨质疏松的发生发

展是一个复杂的过程!近年来研究认为骨质疏松与衰

老*雌激素下降*营养失调*疾病*药物和遗传基因等

因素有关$

B

%

!这些因素影响骨量的丢失与骨重建这一

过程!当骨吸收大于骨形成时即导致骨质疏松$

E

%

"绝

经后骨质疏松是由于绝经女性的卵功能衰退!合成和

分泌雌激素的功能下降!从而影响骨钙吸收!骨量大

幅度下降而导致骨质疏松$

4"3*

%

"

骨量的维持由骨形成作用和骨吸收作用间的动

态耦联和平衡完成"除骨细胞本身以外!许多激素及

生长因子*细胞因子均参与这些过程的调控"骨量的

丢失与否则取决于骨局部微环境中的细胞因子和生

长因子的浓度及活性"尽管多种细胞因子或激素可

以调控破骨细胞的分化成熟!但研究发现肿瘤坏死因

子&

FH@

'超级家族的成员核因子
$

>

受体活化因子配

基&

9=H]C

'和多集落刺激因子&

I"8D@

'为其决定因

素$

33

%

"在存在
I"8D@

的情况下!破骨细胞的前体细

胞表达的核因子
$

>

受体活化因子&

9=H]

'可以和成

骨细胞和基质细胞表达的
9=H]C

配体结合!诱导破

骨细胞前体细胞分化成破骨细胞+同时成熟的破骨细

胞也表达
9=H]

!它也可以与
9=H]C

结合调节成熟

破骨细胞的骨吸收活性"成骨细胞系的多种细胞分

泌表 达
:;<

!它 与
9=H]C

竞 争 性 结 合!阻 止

9=H]C

与
9=H]

的结合!从而阻止破骨细胞活化

及抑制骨吸收$

32"3A

%

"因此
:;<

对于骨代谢起着非常

重要的作用"部分研究表明!体内各种激素和细胞因

子包括
OR7<@"3

$

35

%和
IFAFA"!3

$

3K

%等!均可通过影响

破骨细胞上的
:;<

配体进而影响成骨细胞和骨髓基

)
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质细胞!调控破骨细胞水平!也从侧面反映了
:;<

的

骨代谢调节作用"

:;<

作为骨代谢调控的终末因素!

缺乏或者受到破坏时!可以出现各种骨代谢方面的

异常"

另一方面!大量的基础研究已肯定了雌激素对骨

质疏松的保护作用"体外实验表明!雌激素可刺激成

骨细胞株
:;<

的分泌!阻断破骨细胞骨吸收信号的

传递!从而拮抗去卵巢大鼠介导的骨质疏松$

A

%

"在雌

激素对抗骨质疏松相关机制的研究中!基于
:;<

的

:;<

(

9=H]

(

9=H]C

系统受到关注"国内外研究

表明
:;<

具有抑制破骨细胞形成*分化*存活*活化

并诱导破骨细胞凋亡的功能!其功能与
9=H]C

密切

相 关!因 为
9=H]C

是
:;<

的 配 体!

:;<

与

9=H]C

结合抑制破骨细胞形成和活化!发挥抗破骨

作用$

36"3B

%

"另外有研究表明!雌激素受体
%

沉默可通

过
=

P

M!

影响
9=H]C

通路和
:;<

水平!从而影响

骨代谢水平$

3E

%

+成骨细胞中的雌激素
%

受体可通过调

控
7C"6

及
F<@"

%

从而影响
9=H]C

(

9=H]

(

:;<

通

路$

34

%

!无不验证了雌激素水平与
:;<

水平的相关性"

而绝经妇女体内雌激素缺乏导致骨中
:;<

表达量下

降!外源性雌激素的应用则可阻止这种变化!将是未

来治疗老年性骨质疏松的发展方向"以往研究大多

以敲除卵巢或已患骨质疏松的动物为实验对象研究

雌激素对骨代谢的影响作用!而鲜少将健康小鼠作为

实验对象"

因此本实验利用给健康小鼠注射雌激素后测得

血清中
:;<

的含量和骨代谢的一些生化指标质的变

化情况!以期探讨雌激素对抗骨质疏松的作用"各实

验组血清中
:;<

含量变化情况表明!与对照组比较!

注射过雌激素的小鼠在刚注射后
50

内取的血清

:;<

的含量会明显升高!第
A

天达到峰值"在第
A

天

以后
:;<

含量呈缓慢下降趋势!到达第
23

天时基本

与正常水平持平"引起这种结果的原因与小鼠的个

体差异和雌激素的药代动力学有关"从本实验原始

数据可知小鼠间的个体差异较大"人体雌激素代谢

时间为
B

"

3*0

$

2*

%

!研究者推断注射的雌激素在小鼠

体内有类似或更短的作用时间!即随着雌激素的代

谢!会出现
:;<

水平的下降"

除了测定上述
:;<

的结果以外!本实验同时测

定了实验小鼠的肝肾功能和骨代谢的相关生化指标"

本实验结果显示!与对照组相比!血清中骨代谢指标

<<F

*

=C;

水平明显升高"而其他肝肾功能的指标

水平变化不明显!即排除是由于肝肾功能变化所致+

健康人群的血清或血浆中测得的总
=C;

几乎全部来

自肝脏和骨骼系统$

2*

%

"血清总
=C;

不能完全代表其

来源!因此常用
#

"<F

来鉴别
=C;

的来源$

3

%

"本实验

测定虽为血清总
=C;

!但由于已排除由肝肾功能变化

所致!故可推测本实验所测得的
=C;

升高为骨源性

升高"

相关性分析结果显示
:;<

*

#

"<F

*

=C;

的含量

均明显增高且呈正向相关!进一步说明健康小鼠注射

雌激素以后通过影响
:;<

水平使骨代谢产生变化"

本实验选取健康小鼠而非去卵巢作为实验对象!更真

实地模拟了一般情况下雌激素水平对骨代谢的影响+

且短时间后
:;<

水平的下降也从侧面证明其与雌激

素代谢时间的相关性"后续试验将继续就健康小鼠

中雌激素水平导致
:;<

水平改变的机制进行研究及

验证"本研究证明雌激素可以通过升高
:;<

水平从

而抑制骨吸收!实现抗骨质疏松作用"

D

!

结
!!

论

!!

本研究结果发现!注射雌激素能在短期内使健康

789

雌鼠血清中的
:;<

*

=C;

*

<<F

等骨代谢相关指

标升高"雌激素对
:;<

有促进作用!可以通过升高

:;<

水平从而抑制骨吸收!实现抗骨质疏松作用"
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资源!而且对
Z;[36

*

Z;[3E

感染者的快速检测和

治疗将具有重要的实际应用价值"
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论
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*

3E!6

单克隆抗体!该抗

体效价高!特异度好!为建立血清学诊断方法打下了

基础"
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