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氯化锂对尾吊大鼠骨丢失的防护作用
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’ ’［摘要］’ 目的’ 研究 +,-( 特异性抑制剂氯化锂（ ./01/23 41.56/78，9/:.）对尾吊大鼠骨密度的影响。方法’ ,; 雄性
大鼠 !< 只，分为 ( 组：正常对照组（:5=065.）、尾吊对照组、尾吊 9/:.组，每组 * 只。尾吊 9/:.组大鼠每日灌胃给予 9/:. &"
3> ?（@>·7）。分别于第 ! 天和第 !$ 天使用双能 A线骨密度测量仪测定大鼠左股骨骨密度（B5=8 3/=86C. 78=D/0E，FG;）；
第 !$ 天处死大鼠取左胫骨近心端进行组织包埋切片，HI 染色，进行骨组织计量学测量，包括骨小梁面积百分率
（JBK L6M）、骨小梁数量（JBK N）、骨小梁平均厚度（JBK J1）；对大鼠右股骨进行三点弯曲实验，测量骨力学指标。采用
O8D086= B.50观察骨组织中 !#4C08=/=蛋白的表达。结果’ 实验结束后，尾吊对照组和尾吊 9/:.组大鼠 FG;均低于正常对
照组（! P "Q "$），而尾吊对照组大鼠 FG;明显低于尾吊 9/:.组（! P "Q "!）；骨组织计量学结果，尾吊对照组大鼠骨小梁平
均厚度低于正常对照组（! P "Q "$），骨小梁面积百分率、骨小梁数量明显低于正常对照组（! P "Q "!），而尾吊 9/:. 组大鼠
三项参数均高于尾吊对照组（! P "Q "$）；骨力学测试结果，尾吊对照组大鼠股骨弹性模量低于正常对照组（! P "Q "$），刚
性系数明显低于正常对照组（! P "Q "!），而尾吊 9/:.组大鼠股骨弹性模量高于尾吊对照组（! P "Q "$），刚性系数明显高于
尾吊对照组（! P "Q "!）。O8D086= B.50 结果显示，尾吊对照组 !#4C08=/= 蛋白表达量明显低于正常对照组，而尾吊 9/:. 组

!#4C08=/= 蛋白表达量明显高于尾吊对照组。结论’ 尾部悬吊能够造成大鼠废用性骨丢失，而 9/:.能有效地预防尾吊所导
致的骨质疏松。
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F F 废用性骨丢失引起的骨质疏松症是指长期卧床、
制动或失重等活动因素而导致的骨量减少，骨细微结

构退化引起的骨脆性增加，易发生骨折的一种全身性

或局部性骨骼系统疾病［;，K］。在航天失重环境下，骨

代谢功能紊乱，骨密度降低，骨骼脱矿，骨力学性能下

降，骨丢失主要发生在承重骨，如跟骨、胫骨、股骨和腰

椎。微重力条件下骨形成参数"型胶原、骨碱性磷酸
酶和骨钙素明显下降，而骨吸收参数前胶原 A 端肽、
脱氧吡啶往往正常或仅轻度升高，因此骨形成减少和

骨基质成熟障碍是微重力（去负荷）引起骨丢失的根

本原因［<，R］。研究［B W ;9］表明，D14 信号途径在骨形成
和骨代谢平衡调控中发挥着极其重要的作用。氯化锂

（ 50470+C 275%*0=.，@0A5）作为 D14信号通路中 XHYE< 的
抑制剂，可使 XHYE< 的底物 !E234.101 免受降解，!E
234.101在胞内大量累积并进入核内，进而启动靶基因
的表达，刺激骨髓间质干细胞向成骨细胞分化，增加骨

形成率，使成骨细胞数目明显增加［;;］。然而，D14 信
号途径是否参与废用性骨丢失性骨丢失，是否能防治

模拟失重引起的骨丢失尚需探明。本实验对此进行了

研究，重点观察 @0A5对大鼠骨生物力学及骨代谢的影
响，以期为抗失重引起的骨丢失的防治提供实验依据。

)* 材料与方法

;# ;F 动物
F F HZ雄性大鼠 ;N 只，体质量 KQQ [ KNL )，购自第四军医大学
实验动物中心。饲养条件：温度 KK [ KQ \，相对湿度 B9] [
S9]，光照 ;K 7，用全价营养颗粒饲料（由第四军医大学实验动
物中心提供），自由饮用自来水；实验前适应性饲养 ; 周，开始
实验。

;# KF 药物及试剂
F F @0A5（D^@HT$ 公司），!E32401 及 !E234.101 抗体（ H3143
A*+_公司），戊巴比妥钠（ H0)C3公司）。

;# <F 动物模型的建立
F F 选择健康动物分为 < 组：正常对照组、尾吊对照组、尾吊
@0A5组，每组 Q 只。尾吊对照组、尾吊 @0A5 组大鼠进行尾吊造
模。采用陈杰等［;K］方法将尾吊对照组、尾吊 @0A5 组大鼠尾部
悬挂于悬吊笼横梁，使躯干与地面成 <9‘角，大鼠前肢可自由活
动，获取水和食物，身体可以 <Q9‘水平旋转。配制 ;] @0A5 溶
液，尾吊 @0A5组大鼠分别按 K9 C) a（b)·=）剂量灌胃给予 @0A5；
正常对照组与尾吊对照组大鼠给予 K C5 a（b)·=）生理盐水。在
第 ;天和实验结束时（第 ;B 天），用 <]戊巴比妥钠（<9 C) a b)）
腹腔注射麻醉大鼠，进行骨密度（cOZ，) a CC<）测量；实验结

束后，大鼠腹主动脉放血处死，分离大鼠胫骨、股骨，;9]福尔
马林保存；取大鼠股骨用于骨力学指标测量；取大鼠左胫骨近

心端进行常规石蜡包埋、组织切片以及 ’T 染色；取大鼠右胫
骨近心端用于 D./4.*1 "5%4检测。

;# RF 大鼠骨密度（cOZ）测量
F F 用 <9 C) a b)戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，四肢展开平
置于美国 @+13*公司生产的双能 d线吸收测量仪平台上，通过
小动物软件测定系统测定大鼠股骨近心端股骨颈 cOZ。

;# BF 大鼠胫骨形态学观察及形态计量学分析
F F 光镜下观察大鼠胫骨组织切片形态学特征。使用尼康公
司全自动图像采集系统对 ’T染色组织切片进行图像采集，eCE
3). J*%EJ5+/ Q# 9 图像分析软件进行数据分析，测量骨参数：#
骨小梁面积百分率骨小梁面积百分率（!"# f*]）；$骨小梁
数量（!"# $，个 a CC）；%骨小梁平均厚度（!"# !7，&C）。

;# QF 大鼠股骨生物力学指标测定
F F 使用 Hf$H AO!NB9K 型电子万能试验机对大鼠股骨进行
三点弯曲实验，加载速度为 K CC a C01，支点跨距为 K 2C。函数
记录分析软件得出载荷E变形曲线，游标卡尺测量标本最大、最
小内外径，计算弹性载荷及刚度系数［;<］。
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!：正常对照组；"：尾吊对照组；#：尾吊 $%#&组
图 !" 各组大鼠胫骨切片 #$染色光镜观察

’( )* +,-.,/0 1&2.检测
* * 将胫骨碾磨成粉末，后加入 345!（含 5678 蛋白酶抑制
剂）细胞裂解液提取总蛋白，用 "%293:; 酶标仪进行蛋白定量
（",<2.%=, 40-.%.>., 2? "%2.,@A02&2B<）。蛋白变性后进行聚丙烯
酰胺凝胶电泳，转膜。C# 膜用 DE脱脂牛奶室温封闭 F A，加
’G HII 兔抗 !9@:.,0%0及鼠抗 !9:@.%0一抗室温孵育 FI =%0，之后
J K过夜，L"7L洗膜后加 ’G F III 相应的 M35标记二抗室温孵
育 ’ A，L"7L及 L"7洗膜后暗室进行化学发光。最后进行灰度
分析以观察 !9@:.,0%0蛋白相对表达水平的变化。

’( N* 统计学处理
* * 计量资料以 !! O "表示，采用 7577 ’F( I 统计软件处理实验
数据，各组间比较采用单因素方差分析。

%" 结果

H( ’* 大鼠股骨 "6P检测
* * 由表 ’ 可见，实验前各组大鼠 "6P 均无显著性差异；实验
结束后，尾吊对照组与尾吊 $%#& 组大鼠 "6P均低于正常对照
组（# Q IR ID）；尾吊对照组大鼠 "6P 明显低于尾吊 $%#& 组
（# Q IR I’）。

表 !" 各组大鼠股骨密度比较（B S ==F，$ T U，!! O "）

组别 ’ ; ’D ;

正常对照组 I( ’JV O I( IIU I( ’DI O I( IID

尾吊对照组 I( ’JN O I( I’D I( ’J’ O I( I’U:

尾吊 $%#&组 I( ’J) O I( IIU I( ’JU O I( IID:1

:：# Q IR ID，与正常对照组比较；1：# Q IR I’，与尾吊对照组比较

H( H* 大鼠胫骨形态学观察
* * 大鼠胫骨近心端 MW染色切片在光镜下观察，可见正常对
照组小梁骨纵横交错呈网状，排列整齐，骨小梁粗壮、饱满，形

态结构完整，骨髓腔相对较小。尾吊对照组骨小梁稀疏、纤细，

数量明显减少且形态结构完整性差，骨小梁连接点减少，游离

末端增多，骨小梁间隙增大，骨髓腔相对扩大，部分区域骨小梁

消失；与尾吊对照组相比，尾吊 $%#& 组骨小梁数量及小梁密集
程度明显增高。见图 ’。

H( F* 大鼠骨计量学参数
* * 由表 H 可见，尾吊对照组骨小梁面积百分率明显低于正常

对照组（# Q IR I’），尾吊 $%#&组骨小梁面积百分率与正常对照
组相比无显著差异；尾吊对照组骨小梁数量明显低于正常对照

组（# Q IR I’），尾吊 $%#& 组骨小梁数量低于正常对照组（# Q
IR ID）；尾吊对照组骨小梁平均厚度低于正常对照组（# Q
IR ID），尾吊 $%#&组骨小梁平均厚度与正常对照组相比无显著
差异。尾吊 $%#&组大鼠骨小梁面积百分率、骨小梁数量、骨小
梁平均厚度均高于尾吊对照组（# Q IR ID）。

表 %" 各组大鼠骨计量学参数比较（$ T U，!! O "）

组别
骨小梁面积

百分率（E）
骨小梁数量

（个 S ==）
骨小梁平均

厚度（"=）

正常对照组 FI( V’ O ’( UV J( NH O I( N’ FH( UN O H( VJ

尾吊对照组 H’( JU O J( VD1 F( ID O I( )D1 FI( HU O F( N:

尾吊 $%#&组 HN( ID O H( NN@ F( D) O I( DH:@ FF( H’ O H( F@

:：# Q IR ID，1：# Q IR I’，与正常对照组比较；@：# Q IR ID，与尾吊

对照组比较

H( J* 大鼠股骨力学测试
* * 由表 F 可见，大鼠股骨弹性模量，尾吊对照组低于正常对
照组（# Q IR ID），尾吊 $%#& 组与对照组相比无显著差异；大鼠
股骨刚性系数，尾吊对照组明显低于正常对照组（# Q IR I’），尾
吊 $%#&组与对照组相比无显著差异（# X IR ID）。尾吊 $%#& 组
大鼠股骨弹性模量高于尾吊对照组（# Q IR ID），刚性系数明显
高于尾吊对照组（# Q IR I’）。

表 &" 各组大鼠股骨力学指标比较（$ T U，!! O "）

组别 弹性模量（65:） 刚性系数（ Y’IJ C S ==H）

正常对照组 N FF)( U) O V)H( JU H( NH O I( FH

尾吊对照组 ) HDH( FF O UF’( IH: H( ’’ O I( ’’1

尾吊 $%#&组 N JIJ( D) O )I)( FJ@ H( )F O I( FI;

:：# Q IR ID，1：# Q IR I’，与正常对照组比较；@：# Q IR ID，;：# Q

IR I’，与尾吊对照组比较

H( D* $%#&对大鼠骨组织中 !9@:.,0%0蛋白表达的影响
* * +,-.,/0 1&2.结果显示，尾吊对照组 !9@:.,0%0 蛋白表达量
明显低于正常对照组，而尾吊 $%#& 组 !9@:.,0%0 蛋白表达量明
显高于尾吊对照组。见图 H。
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!!#"$’&!

"()*+,-

"./*+,-

+ ) -

!：正常对照组；"：尾吊对照组；#：尾吊 $%&’组

图 !" #$%&$’( )*+&检测大鼠骨组织中 !,-.&$(/(蛋白的表达

0" 讨论

( ( 骨质疏松症以低骨量和骨组织微细结构破坏为特
征，骨质中的钙逐渐流失，骨量减少，骨组织的细微结

构被破坏，骨脆性增加。作为衡量骨质状况的重要指

标，骨密度、骨组织计量学指标及力学指标在很大程度

上能够反映骨的代谢情况。经典 )*+ , !-./+0*%* 信号
通路在骨形成和骨代谢过程中发挥着极其重要的调控

作用，通路中的关键核心分子 123# 的底物 !-./+0*%*
在细胞质中积聚转入核内时，可刺激 )*+ 信号下游一
系列靶基因的转录，调控细胞生长［!4］。调节 !-./+0*%*
在胞内的稳定以及它在胞内的累积是 )*+ 信号通路
中最关键的事件之一。许多 123# 的小分子抑制剂
（$%&’，&5%6778"! 和 $9:8#";!-#!-;）可使 123-#! 的
底物 !-./+0*%*免受降解，!-./+0*%*在胞内大量累积并
进入核内，进而启动靶基因的表达，促进体外成骨细胞

发育及体内的骨形成。$%&’ 作为 123-#! 磷酸化抑制
剂，有可能促进 )*+ , !-./+0*%* 信号途径靶基因表达，
从而抑制骨丢失［<，7］。

( ( 本实验结果显示，尾吊 " 周后，大鼠股骨骨密度、
骨力学指标显著下降。胫骨近心端骨质以骨松质为

主，骨小梁多呈纵向分布。现已证实，骨松质中的小梁

骨按主应力方向排布［!=］。大鼠形态计量学分析结果

显示，尾吊组大鼠胫骨近端骨小梁面积比、骨小梁数量

均有所下降，骨小梁明显变稀疏，小梁间距增大，部分

区域骨小梁消失，表明去负荷可造成骨小梁显微结构退

化，骨量减少。本实验结果显示，尾吊 $%&’ 组大鼠骨小
梁数量及小梁密集程度明显高于尾吊对照组，骨小梁面

积百分率、骨小梁数量、骨小梁平均厚度亦明显高于后

者。与此同时，尾吊 $%&’ 组大鼠骨生物力学指标股骨
弹性模量和刚性系数均高于尾吊对照组。骨密度测试

和 )0>+06* ?’@+结果表明 $%&’可促进尾吊大鼠成骨细
胞上 !-./+0*%* 蛋白的表达，从而确保了 !-./+0*%* 的
入核量而促进骨形成，增加尾吊大鼠的骨密度，最终达

到改善骨质量的作用。

( ( $%&’ 属低毒类物质，大鼠经口半数致死剂量

（$A=8）为 =": BC , DC。在本实验中，未观察到大鼠明
显的毒副反应。本研究证明，通过口服 $%&’ 能够有效
延缓尾吊大鼠的骨丢失，防止骨密度降低。可以设想，

通过 $%&’ 活化 )*+ , !-./+0*%* 通路，无疑是开发预防
卧床不起、中长期航天等废用性骨质疏松药物的可行

途径。由于 )*+ 信号转导过程尚未完全阐明，尚需进
一步探究 $%&’ 促进 )*+ , !-./+0*%* 信号途径，从而抑
制骨丢失的详细机制。
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