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摘要：目的 研究雷奈酸锶对地塞米松诱导骨质疏松大鼠的作用。方法 30只雌性SD大鼠采用随机数字表法分为5组：空白

组，骨质疏松模型组，雷奈酸锶高、中、低剂量组。5周后进行骨形态学及血清指标检测，同时考察不同浓度雷奈酸锶对成骨细

胞的体外增殖影响。结果 较模型组（38.00±2.36）μm，雷奈酸锶中、高剂量组的平均骨小梁厚度（48.50±4.05）μm、（52.00±
4.44）μm明显升高（P＜0.05），较模型组（189.90±19.27）μm，雷奈酸锶中、高剂量组的骨小梁间距（154.26±13.86）μm、（150.02±
20.86）μm明显降低（P＜0.05），表明雷奈酸锶的干预能明显改善骨显微结构指标。雷奈酸锶组高剂量较模型组大鼠血清白介

素⁃6（IL⁃6）、骨性特异性磷酸酶（BALP）、抗酒石酸酸性磷酸酶（TRACP⁃5b）、Ⅰ型胶原C端肽（CTX⁃I）明显降低（P＜0.05），骨钙

素（OCN）、25羟基维生素D（25⁃HVD）明显升高（P＜0.05）。体外实验表明雷奈酸锶可促进成骨细胞增殖。结论 雷奈酸锶可

促进成骨细胞增殖，改善骨形态及多项血清指标，对激素性骨质疏松有一定治疗作用。
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Abstract：Objective To investigate the effect of strontium ranelate on dexamethasone⁃induced osteoporosis in rats.Methods To⁃
tally 30 female SD（Sprague⁃Dawley）rats were randomly divided into 5 groups：normal group，osteoporosis model group，high⁃dose
group，medium⁃dose group and low⁃dose group.After 5 weeks，bone morphological and serum indices were detected，and the effects
of different concentrations of strontium ranelate on the proliferation of osteoblasts in vitro were investigated.Results Compared
with the model group（38.00±2.36）μm，the average trabecular bone thickness［（48.50±4.05）μm，（52.00±4.44）μm］was significant⁃
ly increased（P＜0.05）.Compared with the model group（189.90±19.27）μm，the trabecular space［（154.26±13.86）μm，（150.02±
20.86）μm］was significantly decreased（P＜0.05）in the high/medium dose group which indicated that strontium ranelate could
significantly improve the above indices to evaluate the bone microstructure.The levels of serum IL⁃6，BALP，5b（TRACP 5b）and
CTX⁃I in the high dose group were significantly lower than those in the model group（P＜0.05），and the osteocalcin and 25⁃hy⁃
droxyvitamin D were significantly increased（P＜0.05）. In vitro experiment shows that strontium ranelate can promote osteoblast
proliferation.Conclusion Strontium ranelate can promote the proliferation of osteoblasts and improve the bone morphology and a
number of serum indices，which have definite treatment action on osteoporosis.
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骨质疏松（osteoporosis，OP）是一种以骨量减

少、骨组织微结构退化为特征，致使骨脆性增加和

易于发生骨折的全身性骨代谢疾病［1］。该病多见于

绝经后妇女、老年男性和多种慢性病病人，日益引

起人们的重视。当前，治疗骨质疏松的药物主要有

三类：①抑制骨吸收，如雌激素、降钙素（CT）、双膦

酸盐；②促骨形成，如甲状旁腺激素（PTH）、胰岛素

样生长因子⁃1（IGF⁃1）；③促进骨矿化，如钙剂［2］。

雷奈酸锶是可以促进骨形成和抑制骨吸收的双重

作用新型药物，是近年来治疗和预防骨质疏松的药

物研究热点［3］。为考察雷奈酸锶抗骨质疏松的药物

作用及机制，本研究自 2017年 10月至 2018年 2月

采用肌内注射地塞米松方式，建立大鼠骨质疏松模

型，通过考察骨形态学以及血清相关骨代谢标志

物，评估雷奈酸锶抗骨质疏松效果，为临床应用雷

奈酸锶治疗提供客观的理论依据。
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1 材料与方法

1.1 主要试剂及药物 雷奈酸锶干混悬剂，每袋2 g，
法国施维雅药厂，生产批号H20120291；地塞米松注

射液，每支2.5 mg，Sigma公司，生产批号H44024469；
Rat IL⁃6 ELISA检测试剂盒，Rat BALP ELISA 检测

试剂盒，Rat TRACP 5b ELISA检测试剂盒，Rat CTX⁃
I ELISA检测试剂盒，Rat OCN ELISA检测试剂盒，

Rat HVD ELISA检测试剂盒；多聚甲醛、伊红液、苏

木素（AR级）；MEM培养基、南美胎牛血清，等。

1.2 主要仪器 Multlskan 酶标仪（赛默飞世尔），

DZKW⁃4电子恒温水浴锅（北京中兴伟业），UPH⁃Ⅱ⁃
10T优谱超纯水（成都超纯科技）；转轮式切片机（徕

卡⁃2016，德国），TSJ⁃Ⅱ型全自动封闭式组织脱水机

（中威电子），BMJ⁃Ⅲ型包埋机（中威电子），PHY⁃Ⅲ
型病理组织漂烘仪（中威电子），BA400Digital数码

三目摄像显微镜（麦克奥迪）；倒置生物显微镜AE31
（麦克奥迪），MCO⁃15AC二氧化碳培养箱（三洋电

机）；SYQ⁃DSX⁃280B压力蒸汽灭菌器（上海宜川），

BN⁃200高精密电子天平（台湾巨林樱花）。

1.3 实验动物 6~8 周龄 SPF 级雌性 SD 大鼠 30
只；体质量（226±8）g；3月龄 SPF级雌性 SD大鼠 24
只，体质量（270±12）g，购于成都达硕实验动物有限

公司，实验动物生产许可证号：SCXK（川 2013⁃24），

使用许可证号：SYXK（川 2014⁃189）。动物处置符

合动物伦理学要求。

1.4 大鼠骨质疏松模型制备及实验分组 6~8周龄

清洁级雌性 SD大鼠 30只，饲喂常规饲料，自由饮

水，清洁级饲养。将大鼠随机分为5组：空白对照组

（不做处理），模型组（每周 2次地塞米松 1 mg/kg肌
肉注射），雷奈酸锶高剂量组（每周 2 次地塞米松

1 mg/kg肌肉注射+每天1次灌胃雷奈酸锶800 mg/kg），
雷奈酸锶中剂量组（每周 2次地塞米松 1 mg/kg肌
注+每天1次灌胃雷奈酸锶600 mg/kg），雷奈酸锶低

剂量组（每周2次地塞米松1 mg/kg肌肉注射+每天1
次灌胃雷奈酸锶400 mg/kg），同室常规饲养5周，第

5周最后 1次给药结束后 2 h，采集样本，用于指标

检测。

1.5 左胫骨组织形态学测定 处死大鼠，分离左胫

骨，用4 %多聚甲醛固定3 d，然后10 % EDTA脱钙5
周，用电锯从矢状面剖开，暴露骨髓腔并取左胫骨近

端，制备常规脱钙骨组织蜡块，切 4 μm厚骨组织切

片，HE染色，光镜下观察骨形态改变，每张切片选取

5个视野，取其平均值，利用MOTIC Med 6.0型图象分

析系统进行骨组织形态测量，计算骨形态指标：平均

骨小梁间距（Tb.sp），平均骨小梁厚度（Tb.Th）。

1.6 血清指标检测

1.6.1 血清采集 处死大鼠前，在乙醚麻醉状态下

从背部主动脉采集血液，血液收集后，4 ℃静置3 h，
3 000 r/min离心 10 min，分离血清，分装于小EP管

中，-70 ℃冷冻保存备用。

1.6.2 指标检测 按试剂盒说明，采用ELISA法，检

测血清白介素⁃6（IL⁃6）、血骨碱性磷酸酶（BALP）、抗酒

石酸酸性磷酸酶 5b（TRACP 5b）、I 型胶原 C 端肽

（CTX⁃I）、骨钙素（OCN）和25⁃羟维生素D（25⁃HVD）。
1.7 细胞指标检测

1.7.1 载药血清的制备 按参考文献［4］方法，制

备雷奈酸锶载药血清。取3月龄雌性SD大鼠24只，

采用随机数字表法分为 4组（n＝6）：雷奈酸锶低、

中、高剂量给药组和空白对照组。雷奈酸锶剂量

组，按人鼠体表面积法换算，以成人临床等效剂量

的 1、3、9倍剂量灌胃，对照组灌胃等体积的生理盐

水。每天 1次，连续给药 7 d，末次给药后 2 h，无菌

操作，心脏取血，3 000 r/min离心30 min，分离血清，

56 ℃水浴 30 min 灭活。采用 0.22 μm 滤器除菌，

-70 ℃保存备用。用时以无血清DMEM稀释为10%
浓度的含药血清。

1.7.2 大鼠成骨细胞分离培养 按参考文献［4］，无

菌条件下，取 24 h内新生大鼠颅盖骨，去除骨缝及

骨膜组织，用预冷的PBS清洗3次，之后用0.25 %胰

酶消化清除脂肪和软组织，剪成 1 mm3 的小块，

0.1 %胶原酶消化 45 min，再用无血清DMEM冲洗，

置20 %小牛血清DMEM培养基中贴壁培养。

1.7.3 雷奈酸锶对大鼠成骨细胞增殖的影响 消

化收集成骨细胞，调节细胞密度为每毫升4×104个，

按照每孔200 μL接种于96孔板，贴壁后，弃去原培

养液，在相应的培养孔内分别加入高、中、低剂量的

雷奈酸锶的含药血清及空白血清，每组均设 6个复

孔，培养24 h 后，每孔加入200 μL 0.5 % MTT溶液，

继续培养 4 h，再加入 150 μL二甲基亚砜（DMSO），

置摇床上低速振荡 10 min后，用酶标仪检测OD570
nm处各孔的吸光值。

1.8 统计学方法 应用SPSS 20.0统计软件对所得

数据进行统计处理，所有计量资料以 x̄ + s表示。组

间比较采用单因素方差分析，两两比较为HSD⁃q检
验。检验水准α＝0.05。
2 结果

2.1 大鼠骨组织形态学观察 HE染色结果提示，

地塞米松模型组大鼠骨小梁变细、数量明显减少，

排列疏松，甚至断裂，骨小梁结构出现较多大的空

白区域；雷奈酸锶中、高剂量组（600，800 mg/kg）骨小

··1725



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2019 Sept，23（9）

梁变粗且致密，骨连续性较好，排列较为规则（图1）。
MOTIC Med 6.0型图像系统分析，较模型组，雷奈酸

锶中、高剂量组的平均骨小梁厚度明显升高（P＜

0.05），骨小梁间距明显降低（P＜0.05）。见表1。
表1 雷奈酸锶对骨质疏松大鼠骨微结构的影响/（μm，x̄ ± s）
组别

空白对照组

模型组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

F值

P值

鼠数

6
6
6
6
6

Tb.Th
53.92±3.39a

38.00±2.36
52.00±4.44a

48.50±4.05a

40.84±3.12
23.064
0.000

Tb.sp
142.06±11.15a

189.90±19.27
150.02±20.86a

154.26±13.86a

174.60±11.71
9.158
0.000

注：与模型组相比 aP＜0.05，Tb.Th为平均骨小梁厚度，Tb.sp为

平均骨小梁间距

2.2 血清指标检测 模型组与空白组相比，所有检

测指标均差异有统计学意义（P＜0.01），表明所选指

标，具有良好的指示作用。雷奈酸锶高剂量组较模

型组大鼠血清 IL⁃6、BALP、TRACP 5b、CTX⁃I均明显

降低（P＜0.05，P＜0.05），OCN、25⁃HVD 明显升高

（P＜0.05）。见表2。
2.3 大鼠成骨细胞增殖影响 雷奈酸锶高、中、低

含药血清组OD值和空白组比较，高、中剂量组有明

显细胞增殖作用（P＜0.05）；低剂量组细胞增殖作用

不明显（P＞0.05）。结果表明，高、中剂量雷奈酸锶载

药血清对大鼠成骨细胞增殖有明显促进作用（表3）。
表3 雷奈酸锶对大鼠成骨细胞增殖的影响/x̄±s

组别

空白对照组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

F值

P值

鼠数

6
6
6
6

OD值

0.38±0.01
0.45±0.02a

0.40±0.02a

0.39±0.01
25.270
0.000

注：剂量组与空白对照组相比，aP＜0.05

3 讨论

骨质疏松是系统性骨骼性疾病，西医认为，其

发病机制在于骨形成代谢过程中，骨吸收和骨形成

发生失衡。临床表现为骨小梁变细变薄，断裂，数

量减少，孔隙变大，生物力学性能降低，骨密度下

降，往往伴随骨微观结构退化和骨量降低，骨脆性

增加，病人易发生骨折［5］。雷奈酸锶化学名为5⁃［二

（羧甲基）氨基］⁃3⁃羧甲基⁃4⁃氰基⁃2⁃噻吩羧酸二锶

盐，是由稳定态锶原子和有机雷奈酸组成［6］，新型

的抗骨质疏松药物。本研究以地塞米松诱导大鼠

骨质疏松为病理模型，首先考察了不同剂量的雷

奈酸锶对模型鼠骨形态学影响。骨质疏松症的重

要特征是骨组织显微结构退化。骨小梁的数量、

骨连续性、排列构象以及平均骨小梁间距、平均骨

小梁厚度等显微结构影响着骨的生物力学特性，

因此骨显微结构指标的改变可以更直接地反映骨

质疏松的情况。骨组织病理学检测是反映骨显微

结构变化的最直接的依据，评价骨显微结构的金

标准［7］。本实验结果表明，雷奈酸锶高剂量组的

骨小梁变粗且致密，骨连续性较好，排列较为规

则，相比对照组，可以显著改善骨小梁间距、平均

骨小梁厚度。提示雷奈酸锶对改善显微结构具有

一定的疗效。

本研究还考察了雷奈酸锶对骨代谢血清标志

物以及对成骨细胞增殖的影响。 IL⁃6、BALP、5b
（TRACP 5b）和CTX⁃I是骨质疏松的指示性血清指

标。IL⁃6可由造血干细胞、破骨细胞、成骨细胞等多

种细胞分泌，是调节骨代谢的重要蛋白质因子之

一。IL⁃6不仅可直接刺激骨吸收，还能刺激骨髓的

多核细胞呈现破骨细胞的表现型，加速骨吸收［8］。

临床研究也证实：骨质疏松病人血清 IL⁃6水平明显

高于同龄正常人［9］。BALP由成骨细胞分泌，在成骨

过程中BALP水解膦酸酯，促进基质矿化［10］，骨质疏

松病人BALP活性增高［11］。TRACP在血液循环中，

有两种形式：TRACP5a和 TRACP5b，其水平大体相

表2 清洁级雌性SD大鼠30只实验分组后各组相应指标变化情况/x̄ ± s
组别

空白对照组

模型组

高剂量

中剂量

低剂量

F值

P值

鼠数

6
6
6
6
6

IL⁃6/（ng/L）
20.18±3.41a

24.36±1.54
21.25±1.79a

22.85±2.57
23.16±2.79

2.582
0.062

BALP/（ng/mL）
1.35±0.15a

3.48±0.51
2.31±0.21a

2.94±0.42
3.09±0.72
20.433
0.000

TRACP 5b/（U/L）
2.85±0.71a

5.70±0.94
4.18±0.95a

4.51±0.78a

4.73±0.66
9.569
0.000

CTX⁃I/（ng/L）
187.87±29.95a

357.16±36.90
279.73±43.69a

305.98±50.58
325.45±42.85

14.499
0.000

OCN/（ng/mL）
6.08±0.73a

4.37±0.95
5.62±1.05a

5.00±0.40
5.18±0.99

3.407
0.024

25⁃HVD/（ng/mL）
27.78±2.43a

20.94±2.97
24.51±1.11a

23.34±2.49
22.83±3.66

5.414
0.003

注：与模型组相比 aP＜0.05，IL⁃6为白介素⁃6、TRACP 5b为抗酒石酸酸性磷酸酶5b、CTX⁃I为 I型胶原C端肽、OCN为骨钙素，25⁃HVD为25⁃
羟维生素D
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等［12］。血清TRACP5a来源于巨噬细胞，是细胞活跃

状态的标志［13］；而血清TRACP5b虽然可来源于巨噬

细胞和破骨细胞，但由激活的巨噬细胞分泌的

TRACP5b无酶活性，只有破骨细胞来源的TRACP5b
才具有酶活性，因此TRACP5b可作为破骨细胞数量

和骨吸收的有效标志物［14⁃15］。临床研究表明，骨质

疏松病人，血清TRACP5b活性增高［16⁃18］。骨纤维主

要是由Ⅰ型胶原蛋白形成，CTX⁃I可反映破骨细胞

活性及骨吸收的指标，临床上骨质疏松病人CTX⁃I
升高，其是骨转换标志物中首选的风险评估指

标［19⁃21］。本实验模型组血清 IL⁃6、BALP、5b（TRACP
5b）和CTX⁃I均显著高于正常组，从指示性血清指标

的角度印证了骨质疏松造模成功，雷奈酸锶高剂量

组可显著降低上述血清指标，对抗骨质疏松导致的

指示性血清指标的上升。OCN是由成骨细胞合成

分泌的一种特异性非胶原蛋白，当骨形成和骨吸收

去耦合时是骨形成的特异性标志物［22］；25⁃HVD虽

然不能直接反映出成骨细胞和破骨细胞的活性，但

是由于其能调节钙、磷的代谢，因此其对骨代谢也

有重要影响［23］。临床上骨质疏松病人的血清OCN
和25⁃HVD均降低［24⁃25］。本实验结果表明，高剂量的

雷奈酸锶可显著的改善血清OCN和 25⁃HVD，对抗

骨质疏松导致的其血清水平降低。体外培养的成

骨细胞因具有与体内成骨细胞相同的生物特性，体

外培养成为研究骨代谢和成骨机制的重要手段。

本研究实验表明，雷奈酸锶可促进体外成骨细胞

增殖。

雷奈酸锶可改善骨微细结构和骨组织形态结

构，降低血清 IL⁃6、BALP、5b（TRACP 5b）、CTX⁃I，提
升血清骨钙素、25⁃羟维生素D，同时能够促进成骨

细胞增殖，抑制骨吸收和促进骨形成，发挥对骨的

保护作用，具有治疗骨质疏松的作用。

（本文图1见插图9⁃2）
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大鼠血清 25羟维生素D水平与年龄相关性白内障的关系

刘兵

作者单位：自贡市第四人民医院眼科，四川 自贡 643000

摘要：目的 探讨血清25羟维生素D水平与年龄相关性白内障的关系。方法 将Wistar大鼠采用随机数字表法分为正常对照

组、年龄相关性白内障模型组、维生素D低剂量组和维生素D高剂量组。采用D⁃半乳糖（50%浓度）诱导构建年龄相关性白内

障大鼠模型，应用眼压计及裂隙灯显微镜检测大鼠眼压及晶状体浑浊情况；流式细胞仪检测晶状体上皮细胞凋亡情况；通过聚

合酶链式反应（RT⁃PCR）法检测大鼠晶状体上皮细胞中DPPⅡ、c⁃mycmRNA表达；应用免疫印迹（Western Blot）检测肿瘤坏死

因子⁃α（TNF⁃α）、白细胞介素⁃8（IL⁃8）蛋白表达量。结果 与空白对照组相比，白内障模型组25羟维生素D水平降低，眼压升

高；维生素D给药后，维生素D水平较模型组升高，眼压降低（25羟维生素D水平：F＝9.215，P＝0.007；眼压：F＝12.502，P＝
0.005）。与空白对照组相比，白内障模型组25羟维生素D水平降低，眼压升高；维生素D给药后，维生素D水平较模型组升高，

眼压降低（25羟维生素D水平：F＝9.215，P＝0.007；眼压：F＝12.502，P＝0.005）。各组LEC细胞凋亡率均随时间延长而缓慢增

加；白内障模型组晶体上皮细胞凋亡率高于空白对照组（F＝8.212，P＝0.016）。给药后，血清中维生素D水平有一定程度的恢

复，晶状体浑浊程度降低（F＝11.635，P＝0.003）。给药后，血清中维生素D水平有一定程度的回升，LED凋亡程度降低（1周：F＝

10.258，P＝0.0111；2周：F＝13.390，P＝0.005；4周：F＝14.157，P＝0.003）。RT⁃PCR结果显示，维生素D对照组大鼠晶状体上

皮细胞织中的DPPⅡ、c⁃myc低于模型组（DPPⅡ：F＝11.217，P＝0.008；c⁃myc：F＝13.087，P＝0.005）；Western Blot检测结果表

明，血清中中25羟维生素D可下调TNF⁃α、IL⁃8蛋白表达水平（DPPⅡ：F＝12.023，P＝0.002；c⁃myc：F＝10.419，P＝0.005）。结

论 血清中25羟维生素D水平与年龄相关性白内障的发展负相关，这对于白内障的预防及治疗有十分重要的意义。

关键词：白内障； 25羟维生素D； 晶状体上皮细胞； 年龄因素

Study on the inhibition of isoflurane induced brain neuron injury
by betulinic acid by blocking the Fas⁃fasl signaling pathway

LIU Bing
Author Affiliation：Department of Ophthalmology，the Fourth People’s Hospital of Zigong，

Zigong，Sichuan 643000，China

Abstract：Objective The relationship between serum 25⁃hydroxyvitamin D level and age⁃related cataract was studied.Methods
Wistar rats were randomly divided into blank control group，model group and vitamin D administration group.D⁃galactose（50% con⁃
centration）was used to induce the construction of age⁃associated cataract rat model.The apoptosis of lens epithelial cells was detect⁃
ed by flow cytometry.The rat lens epithelial cells in the DPP Ⅱ，c⁃mycmRNAexpression weredetect by RT⁃PCR.TNF⁃α and il⁃8 pro⁃
tein expression were detected by Western Blot.Results Compared with the blank control group，the level of 25⁃hydroxyvitamin D
in cataract model group decreased and the intraocular pressure increased.After vitamin D administration，the level of vitamin D in⁃
creased and the intraocular pressure decreased（25⁃hydroxyvitamin D level：F＝9.215，P＝0.007；intraocular pressure：F＝12.502，
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