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降钙素对去卵巢大鼠椎间盘退变的影响
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摘
!

要"目的
!

探讨降钙素对去卵巢大鼠椎间盘退变的治疗作用及其作用机制$方法
!

选择
'

月龄健康
$

级大鼠"

Q

>

@F

H

E<

+FL?<

I

!

Q+

#

)%

只!随机分为
)

组!每组
$%

只!

QBFG;

组和
QBFG#%

组大鼠暴露卵巢但不切除$给予等剂量生理盐水皮下注射!分

别于
;

%

#%

周后脱颈处死取椎体$

.̂ g;

组和
.̂ g#%

组手术切除卵巢后
'5

内!每日
$

次肌注青霉素
#%

万
O

'只!

;

%

#%

周处死取

椎体$降钙素组切除巢后
;

周开始给予
#%2O

'

M

H

降钙素隔日皮下注射!

#%

周处死取椎体$对椎体及椎间盘分别进行骨密度检

测%苏木素
,

伊红"

XY

#染色及甲苯氨蓝染色!

'

型胶原"

b.3

'

#免疫组化检测$结果
!

"

$

#

.̂ g;

组与
QBFG;

组比较!蛋白多糖含

量降低!脊索细胞减少&

.̂ g#%

组椎间盘退变进一步加剧!降钙素组椎间盘退变程度较
.̂ g#%

组明显改善$"

#

#同时间点
.̂ g

组与
QBFG

组比较!骨密度均显著降低&降钙素组与
.̂ g#%

组比较!骨密度显著增加$"

'

#同时间点
.̂ g

组
b.3

'

表达显著低

于
QBFG

组&降钙素组的
b.3

'

表达则显著高于
.̂ g#%

组$结论
!

降钙素能减轻去卵巢大鼠椎间盘的退变!其机制可能与维持

椎体骨量!抑制
b.3

'

和蛋白多糖降解有关$

关键词"卵巢切除术&椎间盘&免疫组织化学&降钙素
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骨关节退变$

69A<6F@AB@6979

#

.-

%和骨质疏松症$

69A<6

>

6,

@6979

#

.[

%是中老年人群特别是绝经后女性的常见疾病(有研

究表明#绝经后
.[

患者脊柱易于发生退变)

$,#

*

#去卵巢大鼠在

骨量减少的同时发生腰椎间盘退变)

',&

*

(当椎间盘发生退变

时#

2

型胶原$

D6??F

H

<:A@

I

<

)

#

b.3

)

%含量逐渐增加#髓核中

'

型胶原$

D6??F

H

<:A@

I

<

'

#

b.3

'

%的含量减少并出现
b.3

2

#此改变与椎间盘退变程度呈正相关)

)

*

(降钙素$

DF?D7A6:7:

%

是一种公认的抗骨吸收剂#长期以来一直被用来治疗骨质疏

松)

*

*

(有研究证实#

b/

可以延缓去卵巢大鼠腰椎间盘的退

变)

&

*

#但具体的分子作用机制尚未明确(现将降钙素对去卵巢

大鼠的疗效报道如下(

=

!

材料与方法

=4=

!

实验动物分组
!

选择
'

月龄健康
$

级大鼠$

Q

>

@F

H

E<

+FL?<

I

#

Q+

%

)%

只$北京大学医学部实验动物中心%#体质量

$

#$%\'#

%

H

(随机分为
)

组#每组
$%

只#

QBFG;

组'

QBFG#%

组

分别为假手术
;

'

#%

周#

.̂ g;

组'

.̂ g#%

组为卵巢切除
;

'

#%

周#降钙素组为卵巢切除加降钙素(

=4>

!

模型制备
!

在室温
#%f

自然光照的动物房中饲养$自由

饮食%

$

周(

QBFG;

组和
QBFG#%

组的大鼠暴露卵巢但不切除(

给予等剂量生理盐水皮下注射#分别于
;

'

#%

周后脱颈处死取

椎体(

.̂ g;

组和
.̂ g#%

组手术切除卵巢后
'5

内#每日
$

次肌注青霉素
#%

万
O

"只#

;

'

#%

周后处死大鼠取椎体(降钙

;%*#

重庆医学
#%$$

年
!

月第
&%

卷第
#*

期



素组术后
;

周开始给予
#%O

"

M

H

降钙素隔日皮下注射#

#%

周

处死取椎体(

=4?

!

标本收集及处理
!

按上述时段脱颈处死大鼠(切开大鼠

背部皮肤#锐刀分离所有的软组织#切除棘突'横突等附件组

织#切取
3

#

#

&

椎体测量骨密度#

3

&

#

)

椎间盘置于
$%(

中性甲醛

缓冲液中准备苏木素
,

伊红$

XY

%染色'甲苯胺蓝染色及免疫组

化(

3

&

#

)

用慢速锯在近端沿矢状面剖开骨髓腔一小部分#固定

完成后#经乙二胺四乙酸二钠溶液$

>

XT"4&

#

&f

%脱钙#每
"

天更换脱钙液#鉴定脱钙情况以大头针刺入无阻力为适宜标

准#表明脱钙完全(将标本依次脱水'透明'浸蜡'包埋#沿正中

矢状面作
)

$

G

连续切片用于
XY

染色'甲苯胺蓝染色及
b.3

'

免疫组化染色(甲苯胺蓝染色!组织常规脱蜡至水#水洗
)

G7:

(入甲苯胺蓝染色液
)

#

#%G7:

(

!)(

的乙醇速洗
#

次#每

次
$%

下(入纯乙醇
#

次#每次
$

分钟(透明#树胶封固(本染

色使酸性黏多糖和糖蛋白染成紫红色或浅蓝色#以观察其在椎

间盘中的分布及表达(免疫组化染色$

Q[

法%!石蜡切片常规

脱蜡至水($

$

%复合消化酶室温下抗原修复
$)G7:

($

#

%滴加

内源性过氧化物酶阻断剂($

'

%滴加正常非免疫动物血清(

$

&

%滴加一抗$

$W$%%

%#

&f

冰箱过夜($

)

%滴加生物素标记的

二抗($

*

%滴加链霉素抗生物素
,

过氧化物酶溶液($

"

%

+-P

显色($

;

%苏木素复染($

!

%中性树胶封固(每次实验均以

[PQ

液代替一抗作阴性对照(利用半定量方法测定平均灰

度值(

=4@

!

骨密度检测
!

应用
06@?F:5,gN'*

双能
g

线骨密度测量

仪$

+Yg-

#美国%#采用小物体扫描模式#准确度
%4%$(

#扫描

速度
*%GG

"

9

#分辨率
$4%GGi$4%GG

#扫描宽度
)4%DG

的

参数值#进行
3

#

#

&

腰椎整体骨密度的测量(为了评价精确度#

随机选取
$

例#在位置不变的情况下#连续测量
APR+)

次(

精确度用变异系数$

D6<CC7D7<:A6CJF@7FA76:

#

b̂

%表示(

=4A

!

统计学处理
!

应用
Q[QQ$'4%

统计软件进行数据分析#

计量资料以
.\>

表示#组间比较采用
9

检验#

!

#

%4%)

为差异

有统计学意义(

>

!

结
!!

果

骨密度的
b̂

值为
%4)$(

(

QBFG;

组'

.̂ g;

组'

QBFG#%

组'

.̂ g#%

组和降钙素组骨密度值分别为$

%4$)';\%4%$&

%'

$

%4$&%;\%4%#$

%'$

%4$&#)\%4%$$

%'$

%4$#)'\%4%%!

%和

$

%4$&%$\%4%%;

%(

.̂ g;

和
.̂ g#%

组大鼠的骨密度分别与

QBFG;

和
QBFG#%

组比较#显著降低$

!

#

%4%)

%&降钙素组大鼠

的骨密度与
.̂ g#%

组比较#显著增加$

!

#

%4%)

%(椎间盘的

组织学表现及退变程度见插
'

图
$

'

#

(

b.3

'

在椎间盘
'

个组

成部分中皆有表达#且表达趋势一致!

.̂ g;

组和
.̂ g#%

组分

别与
QBFG;

组和
QBFG#%

组比较#

b.3

'

阳性表达显著下调$

!

#

%4%)

%&降钙素组与
.̂ g#%

组比较#

b.3

'

阳性表达显著上调

$

!

#

%4%)

%#但仍低于
QBFG#%

组$插
'

图
'

#插
!

图
&

'

)

%(见表
$

(

表
$

!!

2b.3

'

免疫组织化学染色积分吸光度

!!

$

.\>

%

$T$%

'

组别 终板 髓核 纤维环

QBFG;

组
##%4#!$\$)4)&)

*

#$%4$*$\$)4'*;

*

##)4"%'\$&4#$&

*

.̂ g;

组
$!*4#"'\$"4'#*

!

$!"4;$$\$&4*'&

!

$;"4*&"\$)4'"#

!

QBFG#%

组
#$%4)$*\$*4'#&

j

#%)4!%$\$'4)*'

j

#$;4!%#\$"4#';

j

.̂ g#%

组
$&'4*'&\$*4&!)

!

$'$4)$$\$"4&'!

!

$)$4'#*\$&4')$

!

降钙素组
$"!4;$#\$&4#")

j

'

$";4&%#\$)4';"j

'

$""4'$!\$*4&##

j

'

!!

*

!

!

#

%4%)

#与
.̂ g;

组比较&

j

!

!

#

%4%)

#与
.̂ g#%

组比较&

'

!

!

#

%4%)

#与
QBFG#%

组比较(

?

!

讨
!!

论

卵巢切除大鼠是一个模仿人类绝经后骨质疏松)

",;

*的公认

模型(有研究发现#成年大鼠卵巢切除后#由于雌激素缺乏使

骨改建呈高转换型#骨吸收和骨形成均增高#但骨吸收大于骨

形成#骨形成相对减少#骨改建呈负平衡(本实验
.̂ g;

组采

用
'

月龄成熟大鼠卵巢切除#大鼠腰椎骨密度显著下降(

椎间盘退变作为与年龄相关的退行性病变之一)

!

*

#与同为

中老年高发疾病的骨质疏松症的关系尚存争议(有研究发现#

骨量丢失明显的绝经后女性椎间盘退变程度也更为严重#椎体

骨量丢失很可能是椎间盘退变的病因之一)

$%,$$

*

(本研究发

现#

.̂ g

组大鼠不仅表现为椎体骨量下降#椎体骨密度显著低

于
QBFG

组大鼠#而且椎间盘发生明显退变(雌激素水平的降

低不仅可以提高骨转换水平并使骨代谢平衡倾向于骨丢失#同

时其对炎性因子的活性和功能的抑制作用亦随之减弱#这很可

能是去卵巢大鼠发生椎间盘退变的病理因素之一)

*

*

(此外#因

雌激素缺乏引起的椎体和软骨终板骨量变化进而导致椎间盘

生物力学环境改变可能是去卵巢大鼠发生椎间盘退变的另一

主要病理因素(目前#对降钙素的研究仍以其对骨代谢的影响

为主#大多数实验目的也集中在对破骨细胞的作用(近年来#

有研究表明#降钙素具有保护软骨细胞及细胞外基质#抑制关

节软骨退变的作用)

$#,$"

*

(

本研究中#

.̂ g;

组和
.̂ g#%

组大鼠除椎体骨量下降外#

腰椎间盘发生严重退变#降钙素组大鼠也呈现一定程度的椎间

盘退变#但程度明显减轻(这表明降钙素治疗不仅能够延缓

.̂ g

大鼠骨量丢失#也有助于延缓其腰椎间盘退变(本研究

推测#其机制不仅与降钙素对骨代谢的作用有关#也很可能与

其对软骨细胞代谢的调节有关(

细胞外基质成分的丢失和软骨终板的钙化均为椎间盘退

变的病理改变)

$"

*

#椎间盘中细胞外基质成分主要包括蛋白多

糖和胶原蛋白(退变椎间盘中胶原总量变化不明显#但胶原类

型及分布发生很大的变化)

$;

*

#在
QBFG;

'

QBFG#%

组软骨终板#

髓核及内层纤维环中
b.3

'

的含量高#随椎间盘退变程度的

加重#

.̂ g;

组
.̂ g#%

组软骨细胞生成的
b.3

'

明显减少(

甲苯胺蓝染色各组椎间盘细胞外基质中蛋白多糖含量与
b.3

'

的表达具有相同的趋势(而基于降钙素对软骨细胞及其细

胞外基质的保护作用以及椎间盘'软骨终板的细胞和基质成分

与其他部位尤其是关节软骨的成分相近#本研究推测#降钙素

对去卵巢大鼠腰椎间盘退变的抑制作用#不仅与其抑制骨吸

收'降低骨转换维持椎体骨量及其微观结构进而改善椎间盘组

织的生物力学环境有关#还可能与其保护椎间盘软骨尤其是抑

制软骨终板的钙化及保护椎间盘细胞外基质成分有关#但这些

推测还有待进一步的研究证实(
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