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　　摘　要：目的　观察Ｏｓｔｅｒｉｘ在调控脊椎松质骨骨量的作用及机制。方法　以Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠和Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠为观

察对象，采用Ｘ线摄像、显微电子计算机Ｘ线断层摄影术（ＭｉｃｒｏＣＴ）和苏木素伊红（ＨＥ）染色观察Ｏｓｔｅｒｉｘ过表达或敲除后小鼠

腰椎骨量的变化，抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色观察破骨细胞的变化。免疫组织化学检测核因子κＢ受体活化因子配体

（ＲＡＮＫＬ）表达情况的变化。结果　Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠腰椎骨量没有明显变化，而Ｘ线片、ＭｉｃｒｏＣＴ和 ＨＥ染色检测显示Ｏｓ

ｔｅｒｉｘ敲除小鼠在出生后１２周脊椎密度和骨量增加；ＴＲＡＰ染色显示腰椎中破骨细胞数量减少；免疫组织化学染色检测显示其椎

体中ＲＡＮＫＬ表达水平降低。结论　Ｏｓｔｅｒｉｘ在调控脊椎松质骨骨量中起到重要作用。
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　　骨质疏松是一种以骨量低下、骨微结构破坏为特点，进而

导致骨脆性增加，易发生骨折为特征的全身性骨病［１］。骨质疏

松不仅威胁中老年人的健康，也给家庭和社会带来的沉重的经

济负担。骨质疏松被认为是一个多因素疾病，但其具体发病机

制尚不明了，导致其防治效果不佳［２３］。Ｏｓｔｅｒｉｘ是重要的成骨

相关转录因子，被证实在成骨细胞的成熟和向骨细胞的终末分

化中起到重要作用［４６］。本研究通过转基因和基因敲除的方法

观察Ｏｓｔｅｒｉｘ在调控脊椎骨量中的作用，并探索其可能机制，

以期为探索骨质疏松的发病机制提供一定线索。

１　材料与方法

１．１　材料　ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘＰ＋／＋ 小鼠、２．３ｋｂＣｏｌｌａｇｅｎⅠＣｒｅ小

鼠和３．６ｋｂＣｒｅＯｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠由美国德克萨斯州卫生科

学中心Ｂａｙｌｏｒ医学院ＪｅｒｒｙＦｅｎｇ教授馈赠。ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘＰ＋／

＋小鼠和２．３ｋｂＣｏｌｌａｇｅｎⅠＣｒｅ小鼠杂交以获得ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘＰ

＋／＋；２．３ｋｂＣｏｌｌａｇｅｎⅠＣｒｅ小鼠进而敲除Ｏｓｔｅｒｉｘ。

１．２　方法

１．２．１　常规ＰＣＲ进行基因型鉴定　取新生９ｄ小鼠适量尾

巴，常规方法提取基因组ＤＮＡ，然后取１μｇ提取的ＤＮＡ常规

ＰＣＲ进行基因型鉴定。Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠使用的引物为：５′

ＣＴＴＧＧＧＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＣＴＧＴ３′和５′ＣＴＧＴＣＴＴＣＡ

ＣＣＴＣＡＡＴＴＣＴＡＴＴ３′；Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠使用的引物

为：５′ＧＡＡ ＧＣＧ ＡＣＣ ＡＣＴ ＴＧＡ ＧＣＡ ＡＡＣ ＡＴ３′和５′

ＴＧＴＣＣＡＡＡＣＴＣＡＴＣＡＡＴＧＴＡＴＣＴ３′。

１．２．２　Ｘ线片检查　出生后１２周，戊巴比妥那过量麻醉致死

野生型小鼠、Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠和Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠（狀＝４），

取腰段脊柱，４％多聚甲醛４℃过夜固定，次日剔除脊柱周围软

组织，拍摄脊柱Ｘ线片。

１．２．３　显微电子计算机Ｘ线断层摄影术（ｍｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒｉｚｅｄ

ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＭｉｃｒｏＣＴ）检测　取上述小鼠第５腰椎，采用 Ｍｉ

ｃｒｏＣＴ机（ＳｃａｎｃｏＭｅｄｉｃａｌ，Ｂａｓｓｅｒｓｄｏｒｆ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）进行常规

扫描，计算其骨量与脊椎总体积的比值（ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｏｔａｌ

ｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ／ＴＶ）。

１．２．４　组织学处理　取上述标本中的第５腰椎１０％乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）脱钙后，制备石蜡切片。冠状面５μｍ切片，常

规脱蜡和梯度乙醇水化切片备用。

１．２．５　苏木素伊红（ＨＥ）染色　５μｍ组织切片常规进行 ＨＥ

染色。方法简述如下：取１．３中准备好的切片苏木素染色５

ｍｉｎ，自来水冲洗１～３ｓ后１％盐酸乙醇分色１～３ｓ。蒸馏水

过洗１～２ｓ后０．５％伊红染色１ｍｉｎ，蒸馏水稍洗１～２ｓ后梯

度乙醇脱水、二甲苯透明后中性树胶封固切片。

５８３重庆医学２０１４年２月第４３卷第４期

 基金项目：创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室自主课题（ＳＫＬＺＺ２０１１２４）；“十二五”科研项目重大项目分课题（ＡＷＳ１１Ｊ００８）；国家自然基

金面上项目（８１２７１９３５）。　作者简介：宗兆文（１９７５－），主任医师，博士，主要从事严重骨创伤救治的临床和基础研究。



１．２．６　抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色　预热两个装有５０

ｍＬ基础孵育液的玻璃染色缸至３７℃，然后在其中一个加入

５０μＬ２％ 磷酸萘酚，加入１．２．３处理好的片子，３７℃孵育４５

ｍｉｎ。然后将１ｍＬ５％副品红和１ｍＬ４％亚硝酸钠混匀后加

入另一个染色缸，将切片转移到第二个染色缸，染色约２ｍｉｎ。

蒸馏水漂洗后用甲基绿对抗染色，然后常规梯度乙醇脱水、二

甲苯透明后中性树胶封固切片。其中基础孵育液配制方法为

将９．２ｇ无水醋酸钠、１１．４ｇ无水酒石酸钠和２．８ｍＬ冰醋酸

加入蒸馏水，并定容为１０００ｍＬ，并调节ｐＨ值为４．７～５．０。

１．２．７　免疫组织化学染色　取１．２．３中准备好的切片，３％

Ｈ２Ｏ２ 封闭切片用１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）充分漂洗后加

非特异性封闭血清室温封闭１ｈ后加羊抗兔ＲＡＮＫＬ一抗，４

℃孵育过夜。次日ＰＢＳ漂洗３次后加入相生物素化小鼠抗养

二抗，室温孵育１ｈ。ＰＢＳ充分漂洗后ＤＡＢ显色，适度显色后

蒸馏水终止反应然后用甲基绿对抗染色。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间采用单因素方差分析，检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠骨量增加　ＭｉｃｏＣＴ结果显示，Ｏｓｔｅｒｉｘ

转基因小鼠中的骨小梁数量同野生型小鼠之间无明显差异，而

Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠第５腰椎中骨量大量增加，明显高于野生型

小鼠，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图１。

　　Ａ：野生型小鼠第５腰椎；Ｂ：Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠腰椎；Ｃ：Ｏｓｔｅｒｉｘ

敲除小鼠腰椎；Ｄ：３种小鼠中骨量定量分析结果。

图１　　ＭｉｃｒｏＣＴ检测３种小鼠脊椎中骨量的差别。

　　Ａ：Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠（左）和野生型小鼠（右）的Ｘ线片；Ｂ：Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的 ＨＥ染色；Ｃ：野生型小鼠的 ＨＥ染色；Ｄ：Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的

ＴＲＡＰ染色；Ｅ：野生型小鼠的ＴＲＡＰ染色；Ｆ：Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的ＲＡＮＫＬ免疫组织化学染色；Ｇ：野生型小鼠的ＲＡＮＫＬ免疫组织化学染色。

图２　　Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的特征

　　Ａ：Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠（左）和野生型小鼠（右）的Ｘ线片；Ｂ：Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠的 ＨＥ染色；Ｃ：野生型小鼠的 ＨＥ染色；Ｄ：Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠

的ＴＲＡＰ染色；Ｅ：野生型小鼠的ＴＲＡＰ染色。

图３　　Ｏｓｔｅｒｉｘ过表达转基因小鼠的特征
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２．２　Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠破骨细胞数量减少　Ｘ线片检测显示

在出生后１２周，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠脊椎骨密度增加，ＨＥ检测显

示其椎体中骨量增加。采用ＴＲＡＰ染色检测了 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除

小鼠脊椎中破骨细胞的数量，结果发现Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠脊椎

中破骨细胞的数量和染色强度明显低于野生型小鼠。免疫组

织化学染色结果显示，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠脊椎中ＲＮＡＫＬ表达

水平低于野生型小鼠，见图２。

２．３　Ｏｓｔｅｒｉｘ过表达转基因小鼠骨量无显著变化　而在 Ｏｓ

ｔｅｒｉｘ转基因小鼠中，脊椎Ｘ线片显示其密度和 ＨＥ染色显示

其骨量同野生型小鼠无显著差异。同时，ＴＲＡＰ染色和免疫组

织化学检测显示 Ｏｓｔｅｒｉｘ转基因小鼠脊椎中破骨细胞数量和

ＲＮＡＫＬ表达水平同野生型小鼠无显著性差异，见图３。

３　讨　　论

随着世界人口日趋老龄化，骨质疏松的发病率越来越高，

对中老年人的身体健康构成严重的威胁。骨质疏松治疗主要

的目的是提高骨强度以减少骨折的发生率［７］。骨强度由多种

因素决定，其中骨量是重要因素之一［８１０］。参与骨量调节的因

素和信号转导通路有多种，但尚不确定哪种因素或哪条信号通

路起到重要作用［３，１１１４］。

Ｏｓｔｅｒｉｘ是成骨过程中重要的转录因子。胚胎期敲除Ｏｓ

ｔｅｒｉｘ导致小鼠完全没有骨性成分形成，出生后敲除Ｏｓｔｅｒｉｘ后

小鼠的成骨细胞成熟和向骨细胞分化严重受阻［４６］。这些结果

提示，Ｏｓｔｅｒｉｘ无论在胚胎期还是出生后的骨发育和骨成熟中

起到重要作用。鉴于Ｏｓｔｅｒｉｘ在成骨中的重要作用，笔者通过

基因敲除和转基因小鼠观察了其在调控腰椎骨量中的作用。

本研究发现，Ｏｓｔｅｒｉｘ过表达的转基因小鼠骨量无明显变化，而

Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠腰椎骨量明显增加，提示Ｏｓｔｅｒｉｘ在调控小鼠

腰椎骨量中起到不可或缺的重要作用。

由于成骨和破骨之间的平衡决定最终的骨量的多少，而有

研究已经证实 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的成骨能力明显低于野生型

小鼠［４６］。因此，笔者进一步观察了Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的破骨细

胞的活性和数量变化情况，ＴＲＡＰ染色结果显示，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除

小鼠脊椎中破骨细胞数量明显下降。因而在 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小

鼠中，其成骨和破骨能力均下降，但后者下降的更明显，导致总

的效应为骨量增加。

在破骨细胞成熟的过程中，成骨细胞等分泌 ＲＡＮＫＬ调

节其 成 熟［１５１７］。本 研 究 发 现，Ｏｓｔｅｒｉｘ 敲 除 小 鼠 脊 柱 中

ＲＡＮＫＬ的表达水平明显下调，这是导致破骨细胞的数量明显

降低的原因。而破骨细胞数量的减少，导致成骨与破骨之间的

平衡被打破，引起Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠脊椎中骨量增加。

综上所述，Ｏｓｔｅｒｉｘ在调控脊椎骨量中起到重要作用，其主

要的作用机制是通过调节成骨和破骨细胞之间的平衡得以实

现。而Ｏｓｔｅｒｉｘ在调节脊椎骨量的过程中与其他信号通路之

间的相互作用关系需要进一步观察，以更好为治疗骨质疏松提

供好的线索。
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