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雌马酚对去卵巢后大鼠骨质疏松症的影响
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　　［摘要］　目的　观察雌马酚对去卵巢后大鼠骨质疏松症的作用。方法　　雌性ＳＤ大鼠去卵巢以
建立骨质疏松症模型。健康３月龄雌性 ＳＤ大鼠分为５组：假手术组（ｓｈａｍ）、去卵巢组（ｏｖａｒｉｅｔｏｍｉｚｅｄ，
ＯＶＸ）、ＯＶＸ＋雌马酚高剂量组［ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ，０．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、ＯＶＸ＋雌马酚低剂量组［ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ，
０２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、ＯＶＸ＋雌二醇阳性对照组（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）。去卵巢８周后，按以上分组继续给药
８周后取右侧股骨检测骨密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ），眼部取血检测血钙、血磷和骨钙素（ｂｏｎｅｇｌａ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＧＰ）含量；ＥＬＩＳＡ检测血清雌激素（ｅｓｔｒｏｇｅｎ，ＥＳ）、成骨细胞护骨素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ），破
骨细胞分化因子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）水平；ｑＲＴＰＣＲ法检测 ＯＰＧ
和ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达。结果　ＯＶＸ组与 ｓｈａｍ组比较，ＥＳ值、ＢＭＤ和血钙水平显著下降（Ｐ＜
００５），分别为ｓｈａｍ组的７８．１％、８４．４％和８３．２％。同时，ＯＶＸ组大鼠血磷和ＢＧＰ含量明显升高（Ｐ＜
００５），表明去卵巢后骨质疏松症模型造模成功；ＯＶＸ组大鼠与 ｓｈａｍ组比较，ＯＰＧ蛋白和 ＯＰＧｍＲＮＡ
表达量显著下降，ＲＡＮＫＬ蛋白和ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达量明显升高（Ｐ＜０．０５），而Ｅｑ和Ｅ２组处理后能显
著增加ＯＰＧ蛋白和ＯＰＧｍＲＮＡ表达，下调ＲＡＮＫＬ蛋白和 ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达，同时提高 ＯＶＸ大鼠的
ＢＭＤ和血钙水平，降低血磷和ＢＧＰ含量（Ｐ＜０．０５）。结论　 雌马酚能有效改善去卵巢后大鼠骨质疏
松症，可能与其能上调ＯＰＧ而抑制ＲＡＮＫＬ分泌有关。
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　　绝经后骨质疏松症 （ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，
ＰＭＯＰ）是绝经后女性的常见疾病之一，严重危害女性
健康。研究证实，雌激素减少引起破骨细胞分化因子

（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）和成骨细胞护骨素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）分
泌失衡，进而导致骨转换增加是 ＰＭＯＰ的主要病
因［１］。雌激素替代疗法已成为临床上 ＰＭＯＰ治疗的
首选方案［２］。新近研究发现该治疗方案会显著增加

患者罹患乳腺癌和心脑血管疾病等的风险［３］。因而，

发现一种能够模拟雌激素作用而又能避免其副作用的

治疗手段至关重要。研究表明，通过膳食途径补充植

物雌激素类化合物是预防 ＰＭＯＰ的新思路［４］。大豆

异黄酮（ｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ，ＳＩ）是一类典型的植物雌
激素，其分子结构类似雌激素，在机体中能与雌激素受

体结合，具有雌激素样作用而无雌激素的副作用。流

行病学研究表明，ＳＩ能显著降低绝经后妇女心血管疾
病、骨质疏松症及激素依赖性肿瘤等疾病的发病风

险［５］。进一步研究发现，ＳＩ的临床有效性与其肠道代
谢产生雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）密切相关［６］。Ｅｑ是ＳＩ体内
代谢终产物之一，其结构和生物活性均与雌激素非常

相似，并在机体内最为稳定，排泄缓慢［７］，比其前体物

大豆苷元具有更强的生理活性。研究已经证实，女性

能够产生高剂量雌马酚者患乳腺癌的风险显著低于产

生低剂量雌马酚者［８］。然而，关于 Ｅｑ对 ＰＭＯＰ的作
用，国内外研究甚少。本研究拟通过体内实验，切除雌

性大鼠卵巢以建立ＰＭＯＰ模型，而后用雌马酚干预，以
明确雌马酚对去卵巢后大鼠骨质疏松症的作用，并进

一步检测雌马酚对ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧ分泌的影响，探讨雌
马酚对ＰＭＯＰ可能的潜在作用机制。研究结果对于进
一步揭示Ｅｑ的健康保护效应及机制有重要意义，同时
将为ＰＭＯＰ的临床药物开发提供新的策略和方法。

１　 材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级健康３月龄雌性ＳＤ大鼠５５只，体质量２００～

３００ｇ（由第三军医大学实验动物中心提供），大鼠在实
验动物中心饲养，室温２５℃，相对湿度５０％ ～６０％，
明暗周期１２ｈ，自由饮水和进食。基础饲料由第三军
医大学实验动物中心提供（不含大豆成分）。

１．２　主要试剂及模型建立
　　按照李菲等［９］的方法，切除大鼠卵巢建立骨质疏

松症模型。具体方法如下：水合氯醛合剂（第三军医

大学西南医院）按照大鼠体质量比例进行注射麻醉，

用酒精进行皮肤消毒后，用已灭菌手术刀沿后正中线

切开皮肤，切口１．５～２ｃｍ。找到肾脏后下方的脂肪
团，将卵巢轻柔提出，结扎双侧卵巢的输卵管、血管，并

切除卵巢；假手术组切除卵巢旁边的脂肪。假手术组

共９只、去卵巢手术组４６只。８周后，假手术组存活
９只，去卵巢组存活４１只。利用简单随机化的方法随
机选取６只去ＯＶＸ组大鼠处死，利用ＬｕｎａｒＰｒｏｄｉｇｙ骨
密度仪（第三军医大学大坪医院骨质疏松专科）检测

大鼠骨密度，ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ美国进口分装）试剂盒检测
其雌激素水平，验证模型建立成功。而后将去卵巢组

分为４组，每组９只，并按照如下分组进行干预：假手
术组（ｓｈａｍ组，ｎ＝９）、去卵巢模型组（ＯＶＸ组，ｎ＝９）、
ＯＶＸ＋雌马酚高剂量组［Ｅｑ０．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）组，ｎ＝
９］、ＯＶＸ＋雌马酚低剂量组［Ｅｑ０．２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）组，
ｎ＝９］，ＯＶＸ＋雌二醇阳性对照组（Ｅ２组，ｎ＝９）。
ｓｈａｍ组和ＯＶＸ组给予等体积生理盐水，８周后终止干
预，各组大鼠均全部存活。Ｅｑ（上海大赛璐药物手性
技术有限公司，ｓＥｑ，纯度 ＞９８％），Ｅ２（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），分别进行腹腔注射并观察大鼠状态和体质量。

１．３　ｓｈａｍ组和ＯＶＸ组形态学检测
　　去卵巢手术完成后，用４％多聚甲醛固定两组大
鼠左侧股骨，取股骨远端１／３处干骺端矢状切面，１５％
ＥＤＴＡ脱钙处理，石蜡包埋，ＨＥ染色，光镜观察。
１．４　骨密度的测定
　　给药８周后，乙醚麻醉，眼球取血集中处死大鼠，
取右侧股骨用 ＬｕｎａｒＰｒｏｄｉｇｙ双能 Ｘ射线骨密度测量
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仪检测骨股干骺端ＢＭＤ。
１．５　血钙、血磷、骨钙素的测定
　　连续给药８周后，乙醚麻醉并集体处死大鼠后眼
部取血，静止２ｈ后离心２０ｍｉｎ（２０００～３０００ｒ／ｍｉｎ）
收集血清，将血清送到第三军医大学新桥医院检验科，

检测血钙、血磷和骨钙素的含量。

１．６　血清雌激素水平的测定
　　给药８周后，眼球内眦取血，静止２ｈ，离心２０ｍｉｎ
（２０００～３０００ｒ／ｍｉｎ）放入４℃冰箱，用ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测血清ＥＳ水平。
１．７　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ分泌含量
　　给药８周处死大鼠后，眼部取血保存血清，静止
２ｈ后，离心。用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定血清中 ＯＰＧ、
ＲＡＮＫＬ的含量。
１．８　ｑＲＴＰＣＲ检测骨髓细胞 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ

表达水平

　　用ＴＲＩｚｏｌ法提取各组大鼠骨髓细胞的ＲＮＡ，并测
其浓度。引物和内参（上海赛百盛基因技术有限公

司）设计，ＧＡＰＤＨ内参（上游：５′ＣＣＡＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴ
ＧＧＧＴＧＴＧ３′，下游 ５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ
３′，产物长度２０ｂｐ）；ＯＰＧ（上游：５′ＴＧＴＴＣＴＧＧＴＧＧＡ
ＣＡＧＴＴＴＧＣ３′，下游：５′ＧＣＴＧＧＡＡＡＧＴＴＴＧＣＴＣＴＴＧＣ
３′，产物长度２０ｂｐ）；ＲＡＮＫＬ（上游５′ＧＣＴＣＡＣＣＴＣＡＣ
ＣＡＴＣＡＡＴＧＣＴ３′， 下 游： ５′ＧＧＴＡＣＣＡＡＧＡＧＧＡ
ＣＡＧＡＣＴＧＡＣＴＴＴＡ３′，产物长度２６ｂｐ）按照逆转录试
剂盒说明书逆转生成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ反应扩增目的基因。
１．９　统计学处理
　　本研究应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行单因
素方差分析，结果用 珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　ｓｈａｍ组和ＯＶＸ组股骨形态学变化
　　ｓｈａｍ组骨小梁宽而密，股骨干骺骨小梁丰富，而
ＯＶＸ组股骨干骺端骨小梁稀疏，髓腔相对扩大，部分
区域小梁消失，说明骨质疏松形成（图１）。

! "

Ａ：ｓｈａｍ组；Ｂ：ＯＶＸ组
图１　倒置显微镜观察各组大鼠股骨形态学变化　（ＨＥ×１００）

２．２　各组大鼠ＢＭＤ的变化
　　ＯＶＸ组大鼠 ＢＭＤ显著低于 ｓｈａｍ组，而 Ｅｑ干预

后能显著增加ＯＶＸ大鼠ＢＭＤ（Ｐ＜０．０５）；并且可以看
出 Ｅｑ高剂量组的 ＢＭＤ与 Ｅ２组 ＢＭＤ相似，均接近
ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各组大鼠股骨干骺端ＢＭＤ变化（ｇ／ｃｍ２，ｎ＝５）

组别 骨股干骺端ＢＭＤ
ｓｈａｍ组 ０．１６６４±０．００５６
ＯＶＸ组 ０．１４１４±０．００２０ａ

ＯＶＸ＋Ｅｑ高剂量组 ０．１８０４±０．００３８ｂ

ＯＶＸ＋Ｅｑ低剂量组 ０．１６７０±０．００２８ｂ

ＯＶＸ＋Ｅ２组 ０．１６７６±０．００１９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ组比较

２．３　各组大鼠ＢＧＰ、血清ＥＳ、血钙和血磷指标变化
　　ＯＶＸ组与ｓｈａｍ组比较，ＥＳ值和血钙水平显著下
降（Ｐ＜０．０５），同时ＯＶＸ组大鼠血磷和ＢＧＰ含量明显
升高，表明骨质疏松症模型造模成功；而 Ｅｑ处理后能
显著提高ＯＶＸ大鼠的雌激素和血钙水平，降低血磷和
骨钙素含量（Ｐ＜０．０５），且与Ｅ２组具有相似的作用效
果（图２～４）。
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１：ｓｈａｍ组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．５ｍｇ／ｋｇ）组；
４：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．２５ｍｇ／ｋｇ）组；５：Ｅ２组　ａ：Ｐ＜０．０５，与
ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ组比较

图２　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血清雌激素水平
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１：ｓｈａｍ组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．５ｍｇ／ｋｇ）组；
４：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．２５ｍｇ／ｋｇ）组；５：Ｅ２组　ａ：Ｐ＜０．０５，与
ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ组比较

图３　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血清骨钙素值
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１：ｓｈａｍ组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．５ｍｇ／ｋｇ）组；
４：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．２５ｍｇ／ｋｇ）组；５：Ｅ２组　ａ：Ｐ＜０．０５，与
ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ组比较

图４　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血钙和血磷值

２．４　大鼠血清中ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ分泌水平变化
　　如图 ５所示，ＯＶＸ组大鼠与 ｓｈａｍ组比较，血清
ＯＰＧ分泌水平显著下降，而 ＲＡＮＫＬ分泌水平明显上
调；Ｅｑ处理后能显著增加ＯＶＸ大鼠ＯＰＧ的分泌，同时
下调 ＲＡＮＫＬ的水平，且与 ＥＳ作用效果相当（Ｐ＜
００５）。
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１：ｓｈａｍ组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．５ｍｇ／ｋｇ）组；
４：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．２５ｍｇ／ｋｇ）组；５：Ｅ２组　ａ：Ｐ＜０．０５，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ组比较
图５　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血清ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ分泌水平

２．５　ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达水平的变化
　　如图 ６所示，ＯＶＸ组大鼠与 ｓｈａｍ组比较，ＯＰＧ
ｍＲＮＡ表达水平显著下降而 ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达水平
明显上调；Ｅｑ处理后能显著增加 ＯＶＸ大鼠 ＯＰＧ
ｍＲＮＡ表达水平，同时下调 ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达水平，
且与ＥＳ作用效果相当（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　ＰＭＯＰ是由于体内卵巢功能降低，雌激素减少，骨
偶联过程失衡，骨吸收超过骨形成，从而导致净骨量减

少，骨脆性增加，骨强度降低而引起的一种疾病，是绝

经后女性骨痛、骨折的主要原因之一［１０］。流行病学研
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１：ｓｈａｍ组；２：ＯＶＸ组；３：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．５ｍｇ／ｋｇ）组；
４：ＯＶＸ＋Ｅｑ（０．２５ｍｇ／ｋｇ）组；５：Ｅ２组　ａ：Ｐ＜０．０５，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ组比较
图６　ｑＲＴＰＣＲ检测各组大鼠股骨骨髓细胞ＯＰＧ、

ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达水平

究表明，摄入较多 ＳＩ的女性得骨质疏松症的风险较
低，与骨密度呈正相关［１１］。最近１０项 Ｍｅｔａ分析中明
确得出了ＳＩ干预可以显著减少绝经后妇女的骨损失
的结论［１２］。研究证实ＳＩ的健康生物学效应与其肠道
代谢产生 Ｅｑ密切相关。Ｅｑ是ＳＩ的终产物之一，具有
比ＳＩ更稳定更强的类雌激素的作用，可显著降低绝经
后妇女罹患乳腺癌的风险［１３］。本课题组前期实验发

现：Ｅｑ干预能显著增加体外培养大鼠成骨细胞增殖作
用，再用雌激素受体拮抗剂干预后该作用受到明显抑

制；人群干预试验发现：ＳＩ大豆蛋白干预６个月后对
绝经后妇女骨密度具有显著地改善作用，且代谢表型

ＥＰ＋（产生 Ｅｑ）者的效果明显优于 ＥＰ－（不能产生
Ｅｑ）者（Ｐ＜０．０５）［１４］。
　　本实验通过切除雌性大鼠双侧卵巢建立去卵巢后
骨质疏松症大鼠模型。ＯＶＸ８周后，大鼠血清 ＥＳ水
平明显下降，骨转换增强，骨代谢活跃，骨吸收大于骨

形成，并通过ＨＥ染色的观察，该模型很好地模拟了妇
女绝经后骨丢失的症状［１５］。Ｅｑ干预后能显著改善大
鼠ＥＳ水平，与 Ｅ２阳性对照组的效果相当，原因可能
在于ＳＩ和Ｅｑ作为天然植物雌激素，结构上与Ｅ２极为
相似，能选择性与内源性雌激素受体结合而发挥类雌

激素样的作用。ＢＭＤ检测是预测绝经后骨丢失的灵
敏指标之一，是判定骨质疏松症的“金标准”［１６］。本实

验中，ＯＶＸ组股骨骺端的ＢＭＤ与ｓｈａｍ组比较明显下
降，ＯＶＸ＋Ｅｑ组与 ＯＶＸ组比较，ＢＭＤ显著增高
（Ｐ＜０．０５），这表明Ｅｑ可以显著减少去卵巢大鼠的骨
丢失。同时，ＢＧＰ是反映成骨细胞功能活性，骨形成
和骨转化状况的敏感指标。ＯＶＸ组大鼠 ＢＧＰ明显高
于ｓｈａｍ组，表明去卵巢后大鼠破骨细胞功能显著增强
而成骨细胞功能明显减弱，大鼠处于高骨转化状
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态［１７］；而 Ｅｑ处理后能显著降低 ＯＶＸ大鼠 ＢＧＰ的水
平，提示 Ｅｑ可刺激成骨细胞活性，促进骨的形成与修
复，抑制破骨细胞的溶骨作用，以减少骨吸收，抑制骨

的高转换状态，从而使骨量增加。

　　大鼠去卵巢后，ＲＡＮＫＬ含量持续上升，而 ＯＰＧ含
量逐渐下降，ＲＡＮＫＬ与ＯＰＧ之间失衡，从而导致大鼠
骨形成与骨吸收之间失衡。而 ＥＳ可以上调血清骨保
护素的基因表达和蛋白合成［１８］。本研究通过构建大

鼠体内骨质疏松症模型，模拟了妇女绝经后骨丢失的

症状；以 ＳＩ的代谢活性终产物 Ｅｑ为干预因素，发现
Ｅｑ处理后大鼠ＯＰＧ的表达显著增加，而ＲＡＮＫＬ的表
达明显降低，这说明Ｅｑ可能通过维持ＲＡＮＫＬ与ＯＰＧ
之间的平衡，实现其对ＰＭＯＰ的保护作用，并且作用效
果与Ｅ２相当。经相关性分析发现，Ｅｑ对 ＰＭＯＰ的改
善作用与其调节 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ分泌显著相关（Ｐ＜
０．０５）。这些结果表明，Ｅｑ具有显著的类雌激素样作
用，可能通过调节 ＲＡＮＫＬ与 ＯＰＧ的表达，而改善
ＰＭＯＰ。
　　综上所述，本研究证实了 Ｅｑ具有显著的类雌激
素样作用，能明显改善ＰＭＯＰ，这一作用可能与其能调
节ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ表达有关。与既往研究相比，本研究
的创新性主要在于在前期研究的基础上，以 ＳＩ的代谢
活性终产物Ｅｑ而不是 ＳＩ作为研究对象，利用动物实
验模型，为 Ｅｑ对 ＰＭＯＰ的作用提供了直接证据；同
时，探讨了ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ在Ｅｑ改善ＰＭＯＰ中的可能作
用。然而，本研究没有特异性地干预 ＲＡＮＫＬ或 ＯＰＧ
的表达，以观察 Ｅｑ对去卵巢后大鼠骨质疏松症的作
用；因而，Ｅｑ对 ＰＭＯＰ的具体分子机制尚不能明确。
在后续研究中，我们将利用特异抑制剂或抗体，抑制

ＲＡＮＫＬ或ＯＰＧ的作用后，进一步明确Ｅｑ对ＰＭＯＰ保
护作用机制。本研究的结果对于进一步揭示 Ｅｑ的健
康保护效应及机制有重要意义，对于探索 ＰＭＯＰ临床
防治的新策略具有潜在的应用价值。
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