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醋酸棉酚对地塞米松作用后ＳＤ大鼠股骨头

组织形态学与基因表达的影响
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　　摘　要：目的　观察地塞米松（Ｄｅｘ）对ＳＤ大鼠股骨头组织成脂与成骨分化相关基因表达及形态学改变的影响，探讨醋酸棉

酚（ＧＡＡ）能否通过１１β羟基类固醇脱氢酶（１１βＨＳＤ１）调节以上改变及可能机制。方法　作成年ＳＤ大鼠腹腔内注射Ｄｅｘ１０

ｍｇ／ｋｇ，１２周及２０周后观察股骨头形态学改变，１１β羟基类固醇脱氢酶１（１１βＨＳＤ１）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ

（ＰＰＡＲγ）、ＣＣＡＡＴ区／增强子结合蛋白α（Ｃ／ＥＢＰα）、Ｒｕｎ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ２）的表达改变；以及应用ＧＡＡ后上述指标的表

达特点。结果　应用Ｄｅｘ股骨头松质骨表现为骨小梁稀疏，骨小梁的面积比值下降，骨髓脂肪组织增多，面积比值增大，改变随

Ｄｅｘ应用时间累积加重，ＧＡＡ组表现为类似改变；成骨细胞的阳性染色比例数下降，脂肪细胞比例上升，并伴随相同趋势面积改

变；成脂分化基因表达上调，成骨分化性基因则下降，１１βＨＳＤ１表达增加，ＧＡＡ组１１βＨＳＤ１、ＰＰＡＲγ、Ｒｕｎｘ２、Ｃ／ＥＢＰα基因表达

增强。结论　Ｄｅｘ所导致的骨质改变与股骨头坏死病理特征相符，推测可能与Ｄｅｘ抑制了成骨分化基因表达及成脂分化基因表达

上调有关，其变化与１１βＨＳＤ１表达关联密切，但ＧＡＡ不能有效改变这种病理改变与基因表达异常，推测可能存在其他调节途径。
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　　股骨头缺血性坏死是糖皮质激素应用过程中潜在的常见

的严重并发症之一［１２］。文献及临床经验证实糖皮质激素引起

的骨坏死是在病理上表现为骨小梁结构变细，软骨下骨微骨

折，同时伴有骨髓腔内脂肪细胞分布增多，脂肪变大，脂质沉积

等情况［３４］。

１１β羟基类固醇脱氢酶１（（１１βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅ１，１１βＨＳＤ１）是骨组织中介导糖皮质激素（ＧＣ）活性的

关键酶，在成骨细胞与破骨细胞均有表达［５］，其氧化与还原效

应在骨组织中扮演着ＧＣ受体前调节机制的重要角色，是组织

对ＧＣ应用的反应的关键环节
［６］。糖皮质激素所引起的骨代

谢异常与体内尤其是骨组织内１１βＨＳＤ１的活动紧密相关。

成骨细胞不同的分化阶段，细胞数量及功能状态与骨稳态相

关，受到局部糖皮质激素的调控。目前１１βＨＳＤ１与骨代谢异

常之间关系机制尚待深入研究。

醋酸棉酚（ｇｏｓｓｙｐｏｌａｃｅｔａｔｅ，ＧＡＡ）是一种多元酚类化合

物，文献证实其可以通过糖基化其活性基团从而抑制１１β

ＨＳＤ１的功能
［３］。本实验采用ＧＡＡ作用后观察不同实验组股

骨头形态学改变、骨组织中１１βＨＳＤ１、过氧化物酶体增殖物激

活受体γ（ＰＰＡＲγ）／Ｒｕｎ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ２）、ＣＣＡＡＴ区／

增强子结合蛋白α（Ｃ／ＥＢＰα）表达特点，初步探讨１１βＨＳＤ１抑

制剂对激素应用所致的骨质异常的作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料　１１βＨＳＤ１抗体、ＰＰＡＲγ抗体、Ｒｕｎｘ２抗体、

Ｃ／ＥＢＰα抗体（北京博奥森生物技术有限公司），ＳＰ试剂盒（北

京中杉生物有限公司），ＲＮＡ检测试剂（大连宝生物公司），引

物１１βＨＳＤ１、ＰＰＡＲγ、Ｒｕｎｘ２、Ｃ／ＥＢＰα的序列（上海生工生物
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有限公司），ＧＡＡ（北京中棉有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　模型制作及实验分组　ＳＤ大鼠５０只（约２００ｇ，健康

２月龄，雌雄不限），分为对照组，地塞米松（Ｄｅｘ）１２周组，Ｄｅｘ

＋ＧＡＡ１２周组，Ｄｅｘ２０周组，Ｄｅｘ＋ＧＡＡ２０周组，每组１０

只。对照组腹腔注射生理盐水２ｍＬ；其他组腹腔内注射Ｄｅｘ

１０ｍｇ／ｋｇ，每周２次，共注射１２周或２０周；Ｄｅｘ＋ＧＡＡ１２周

组，Ｄｅｘ＋ＧＡＡ２０周组，同时予ＧＡＡ５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１灌胃；

所有大鼠肌注青霉素，２０万Ｕ／只，每周１次，预防感染。

１．２．２　标本处理　药物处理完成，取各组大鼠双侧股骨头，一

侧置－８０℃冰箱中冻存作实时定量ＲＴＰＣＲ检测，另一侧多

聚甲醛中固定后，１０％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液中脱钙３

周，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，作４μｍ厚连续切片，苏木素伊

红（ＨＥ）染色，光学显微镜下观察评估。

１．２．３　骨组织切片免疫组织化学法（ＳＰ法）　切片脱蜡、水化

后，室温下３％ Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过氧化物酶；高压下煮沸抗

原修复，加 ＢＳＡ 封闭液；滴加１１βＨＳＤ１、Ｃ／ＥＢＰα、Ｒｕｎｘ２、

ＰＰＡＲγ一抗孵育４℃过夜；加生物素化山羊抗小鼠ＩｇＧ，ＤＡＢ

显色，苏木素复染，梯度乙醇脱水，透明，中性树胶封片。

　　所有切片均采用双盲法作镜下评估。ＨＥ染色按每个标

本随机选取４张切片，由３名医师双盲下进行评定。４×１０倍

镜下观察计算股骨头内孔隙数目，骨小梁轮廓与分布。每张切

片随机选取５个１００倍视野，用Ｉｍａｇｅｐｌｕｓ６．０软件分析计算

１００倍镜下骨小梁面积比值与骨髓腔内脂肪细胞面积比值。

免疫组织化学切片先选取染色阳性细胞（成骨细胞或脂肪细

胞），阳性细胞染色为细胞质内出现棕黄色颗粒样染色。每张

切片随机选取５个２００倍视野，计算阳性细胞所占其总观测细

胞的百分率，得到面积比取平均值。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ法检测股骨头组织的１１βＨＳＤ１、ＰＰＡＲγ、

Ｒｕｎｘ２、Ｃ／ＥＢＰα的表达

１．２．４．１　股骨头组织ＲＮＡ的抽提　冻存股骨头组织，去除

软骨组织，置入研钵中加入液氮冷冻后，迅速研磨至呈粉末状。

加入ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ１ｍＬ裂解作用５ｍｉｎ后４℃离心。加０．２

ｍＬ氯仿，充分摇匀后室温下静置５ｍｉｎ，４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，取上清液加入等量异丙醇后室温下静置１０ｍｉｎ，

４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ析出沉淀，向沉淀中加入１

ｍＬ７５％乙醇清洗沉淀，４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上

清液保留沉淀，室温下干燥１０ｍｉｎ，溶解于２０μＬＤＥＰＣ水中，

取２μＬ稀释成１００μＬ后于紫外分光光度计下测定 ｍＲＮＡ的

含量与光密度值（犗犇）的比值。其余ＲＮＡ存入－８０℃拟行逆

转录处理。

１．２．４．２　ＲＮＡ逆转录，ｑＲＴＰＣＲ方法检测基因表达　取每

组细胞ＲＮＡ样本，根据上述 ｍＲＮＡ的含量计算１μｇｍＲＮＡ

所需的适量ＲＮＡ体积，加入：５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ｇ

ＤＮＡＥｒａｓｅｒ１μＬ，适量ＤＥＰＣ水构成１０μＬ体系，室温下放置

５ｍｉｎ，将上述反应液１０μＬ加入：５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ４

μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
?Ｅｎｚｙｍｅ１μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ１μＬ，ＤＥＰＣ

水４μＬ直至２０μＬ，反应条件为：３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，４℃

下保存。取各组逆转录产物２μＬ，加入ＳＹＢＲ
?ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

１０μＬ，上游引物（１０μＭ）１μＬ，下游引物（１０μＭ）１μＬ，双蒸水

８μＬ形成２０μＬ反应体系，置于ＰＣＲ平板中，分置２个复孔行

相关反应。反应条件按试剂盒说明操作，置于 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ?

４８０荧光定量ＰＣＲ系统中测定。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，实

验数据用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析或Ｄｕｎｎｅｔ

分析，计数资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　应用Ｄｅｘ后股骨头形态学改变分析　应用Ｄｅｘ后股骨

头松质骨小梁显著减少，骨髓腔隙增加，改变随应用时间延长

加重；应用ＧＡＡ后骨小梁面积所占比值减少明显（图１Ａ），组

间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），至２０周面积比值减少

更加明显（犘＜０．０１）；骨髓腔隙内脂肪细胞占面积比值则随

Ｄｅｘ应用增加，较对照组均存在显著性改变，应用 ＧＡＡ后面

积比例进一步增加（犘＜０．０１），见表１。

表１　　各组形态学改变分析（狓±狊）

组别 骨小梁面积比值 骨髓腔内脂肪占面积比值

对照组 ５９．３±４．４ ２１．１±２．４

Ｄｅｘ１２周组 ５５．０±３．４ ２６．７±２．９▲

Ｄｅｘ＋ＧＡＡ１２周组 ４４．５±３．２ ３１．６±３．４▲

Ｄｅｘ２０周组 ４５．６±３．１ ２９．１±３．７▲

Ｄｅｘ＋ＧＡＡ２０周组 ３９．４±４．１ ３７．１±３．１▲

　　：犘＜０．０１，▲：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　免疫组织化学方法检测及半定量结果分析　１１βＨＳＤ１

主要表达在成骨细胞与脂肪细胞的胞浆内（图１Ｂ）。脂肪细胞

阳性染色细胞主要位于骨髓腔内，为中小型细胞型脂肪细胞；

染色阳性成骨细胞主要位于骨小梁边缘，呈扁平或柱状。阳性

成骨细胞及脂肪细胞数处理组较对照组随时间延长增多。使

用ＧＡＡ阳性细胞数量随时间上升（表２）。

Ｃ／ＥＢＰα阳性染色位于细胞质及细胞核内，成骨与脂肪细

胞中均可见阳性表达且随时间延长增加，阳性细胞比例数升高

（图１Ｃ）。ＰＰＡＲγ主要表达于骨髓脂肪细胞的细胞质及细胞

核，以细胞质表达为主。随Ｄｅｘ作用时间延长，染色阳性脂肪

细胞比例明显增加；ＧＡＡ处理１２、２０周ＰＰＡＲγ表达增加，染

色阳性细胞百分数升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见图

１Ｄ和表２。Ｒｕｎｘ２主要表达于成骨细胞核及胞浆中，以胞浆

表达为主。小梁边缘染色阳性成骨细胞较对照组数量减少，

ＧＡＡ处理１２、２０周后Ｒｕｎｘ２表达阳性细胞明显下降，均犘＜

０．０５（图１Ｅ，图２、３）。

表２　　各组基因表达分析（相对比较法）

组别 Ｃ／ＥＢＰα ＰＰＡＲγ Ｒｕｎｘ２ １１βＨＳＤ１

对照组 １．００ １．００ １．００ １．００

Ｄｅｘ１２周组 ３．４９±０．５８ ３．２５±０．５４ ０．８９±０．１２ １．９５±０．１３

Ｄｅｘ＋ＧＡＡ１２周组 ５．４８±０．５６＃ ４．８６±０．５８＃ ０．５８±０．１３＃ ２．１４±０．１６

Ｄｅｘ２０周组 ３．９６±０．６６ ３．８２±０．６２ ０．７１±０．１５ ３．１２±０．１５

Ｄｅｘ＋ＧＡＡ２０周组 ６．２３±０．８４＃ ５．１６±０．５７＃ ０．５４±０．１４＃ ３．３９±０．１７

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与同时期对应Ｄｅｘ组比较。
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　　Ａ：ＨＥ染色；Ｂ：１１βＨＳＤ１；Ｃ：Ｃ／ＥＢＰα；Ｄ：ＰＰＡＲγ；Ｅ：Ｒｕｎｘ２。

图１　　各组大鼠股骨头切片 ＨＥ、１１βＨＳＤ１、Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ、Ｒｕｎｘ２免疫组织化学染色

图２　　各组不同Ｄｅｘ作用时间Ｒｕｎｘ２表达阳性细胞比较

图３　　各组不同Ｄｅｘ作用时间ＰＰＡＲγ染色阳性细胞比较

２．３　ＲＴＰＣＲ相对定量方法测定组织中１１βＨＳＤ１、ＰＰＡＲγ、

Ｒｕｎｘ２、Ｃ／ＥＢＰαｍＲＮＡ的表达　与对照组比较，其余各处理

组对股骨头组织中１１βＨＳＤ１、Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγｍＲＮＡ增加，

Ｒｕｎｘ２减少（犘＜０．０５）。ＧＡＡ处理１２、２０周与相应Ｄｅｘ处理

组比较，Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ表达明显降低，Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγｍＲ

ＮＡ则上升更明显（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

糖皮质激素诱发股骨头坏死的机制目前尚未完全阐明，存

在多种学说［７］。骨组织局部激素活性水平调节异常可能是引

起病变的关键因素之一。１１βＨＳＤ１是内源性糖皮质激素的

关键调节酶，可以催化有生物活性的皮质醇与无活性１１脱氢

皮质酮（以下简称为皮质酮）的相互转化［８］；外源性激素作用

时，诱发局部１１βＨＳＤ１表达与活性改变，对股骨头形态学与

基因表达变化有何影响，尚未明确［９］。本文研究结果表明较长

时间应用Ｄｅｘ，ＳＤ大鼠股骨头骨髓腔内脂肪细胞所占面积比

例增高，脂肪体积增大，骨小梁稀疏，小梁占面积比明显下降，

提示长期应用糖皮质激素后该区骨与脂肪组织分布发生了改

变，局部骨量下降。文献报道应用糖皮质激素后骨髓脂肪细胞

体积增大，细胞外脂质积聚等表现，最终发展成为骨坏死改
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变［３，５，１０］。目前缺乏充足的证据来阐明其中机制。

本文中局部１１βＨＳＤ１表达增加，提示基于１１βＨＳＤ１激

素水平的调节存在。免疫组织化学染色表明中小型脂肪细胞、

成骨细胞中１１βＨＳＤ１的表达增加，同时ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα表

达增加，Ｒｕｎｘ２减少。Ｒｕｎｘ２控制成骨细胞各类特异性基因的

表达（如骨保护素、骨钙素等）；ＰＰＡＲγ具有促脂肪分化的能

力［１１］；Ｃ／ＥＢＰα主要分布在脂肪代谢旺盛的分化好的细胞

中［８］。股骨头组织中１１βＨＳＤ１表达存在相对差异，提示其功

能与激素诱发的病理学改变存在着一定的关联。Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ

等［１２］发现１１βＨＳＤ１／小鼠有部分骨髓腔内脂肪组织的缺失，

认为１１βＨＳＤ１对激素的增敏反应影响了骨髓脂肪细胞的形

成。而Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ等发现１１βＨＳＤ１通过激活内源性皮质酮

促进前脂肪细胞向脂肪细胞的分化。Ｓａｎｏ等
［１３］也证实了对小

鼠使用１１βＨＳＤ１抑制剂后，可以减少局部脂肪蓄积及脂肪细

胞胰岛素的敏感性。本研究也证实 １１βＨＳＤ１、Ｃ／ＥＢＰα、

ＰＰＡＲγ等主要表达于骨髓组织中等大小脂肪细胞，其中激素

组骨髓腔脂肪细胞１１βＨＳＤ１阳性指数升高的同时可见 Ｃ／

ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ等表达增高现象，表明Ｄｅｘ作用下，骨组织１１β

ＨＳＤ１的表达改变可能通过影响Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ表达而影响

了骨髓组织中中小型脂肪细胞的分化过程，而在激素诱发的骨

组织病理变化中起到重要的影响作用。

对于成骨细胞而言，１１βＨＳＤ１对其的作用与其不同的分

化阶段有关。在成骨细胞分化早期，由于需要糖皮质激素的量

开始明显增多，这时内源性糖皮质激素的作用是有益于成骨

的；至分化晚期后，内源性糖皮质激素则是有害于成骨细胞，使

其功能下降［１４］。本实验观察到用超生理剂量的Ｄｅｘ干预后，

成骨细胞１１βＨＳＤ１的表达缓慢上升，同时Ｒｕｎｘ２的表达量下

降，Ｃ／ＥＢＰα表达量微增。在长期的Ｄｅｘ作用下，Ｄｅｘ与ＧＲ结

合后，可以与增加的 Ｃ／ＥＢＰα协同调控，共同促进成骨细胞

１１βＨＳＤ１表达
［１５］，增加了激素的激活，使局部活性糖皮质激

素水平增加，形成正反馈作用，加重了成骨代谢紊乱。

ＧＡＡ对１１βＨＳＤ１的活性基团进行糖基化后起到抑制其

活性的作用［３］。本实验发现，随１１βＨＳＤ１活性的抑制，股骨

头组织成骨功能受到抑制，成脂性基因表达明显增强，表现为

免疫组织化学分析中Ｒｕｎｘ２阳性指数进一步下降，ＰＰＡＲγ、Ｃ／

ＥＢＰα阳性指数则进一步上升。此基因表达的改变在骨髓脂

肪组织中尤为显著。这从另一个方面说明前述观察到的脂肪

成分所占面积增加的病理改变一致。提示在一定程度上骨质

减少与成分比例的变化与激素作用后诱导的基因表达改变相

关。然而，应用ＧＡＡ后，骨质局部脂肪组织占优势的病理改

变理论上应该得到抑制，但本文却没有观察到这一结果，可能

存在以下原因，人工合成的激素Ｄｅｘ不经过１１βＨＳＤ１脱氢激

活，但诱导其在组织内的表达，也有可能是Ｄｅｘ直接与细胞内

受体结合起作用，而不经过１１βＨＳＤ１调节这一环节；再者，受

到药理学剂量Ｄｅｘ作用后而引起的脂肪组织的积聚或分化增

强，还存在其他调节通路，单纯骨组织局部的调节激活不能完

全阻断局部脂肪组织增殖性改变。由于体内影响因素众多，相

关机制研究有待于进一步展开，以阐明主导该病理改变的主要

机制。
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