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目的
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研究内源性糖皮质激素对大鼠股骨头微环境
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羟基类固醇脱氢酶"
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$表达的影响!并结合股骨头

病理变化探讨相应的机制&方法
!

将
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只
O3

大鼠分成对照组'

$

月组'

'

月组"每组
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只$&后两组分别于腹腔内注射醋酸皮质

酮"
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次#周!各干预
$

个月及
'

个月&此后取股骨头标本免疫组织化学!实时定量
[T6

方法进行
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.2O3$

含量测定!

苏木素
.

伊红"
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$染色观察股骨头组织学表现&结果
!

免疫组织化学!实时定量
[T6

方法检测出
$

月组及
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月组
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含

量均高于对照组"
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染色结果表明!与对照组相比!

$

月组出现骨髓腔脂肪细胞比例升高"
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月组出现软骨

下骨小梁密度降低"
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$&结论
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增加皮质酮可促进大鼠股骨头微环境
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表达和出现软骨下骨小梁密度降低&
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随着糖皮质激素类药物的广泛使用#由激素所引发的股骨

头坏死发病呈现增多趋势)研究表明正常剂量下糖皮质激素

在促进骨代谢#骨骼生长等方面发挥了必不可少的重要作用#

但是在糖皮质激素过量的情况下#会引起骨代谢紊乱#从而出

现一系列的骨组织*骨功能的病理性变化)
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%是内源糖

皮质激素的关键代谢酶#可以催化其
T$$

位的酮基与羟基之

间的氧化还原反应#使有生物活性的皮质醇与无活性
$$.

脱氢

皮质酮$以下简称为皮质酮%的相互转化&

$

'

#所以被称为是糖皮

质激素在组织水平上的受体前调节剂&

1.'

'

)故以其为基础研究

糖皮质激素与骨代谢的关系成为近年来该领域研究热点之一)

本实验旨在观察过量皮质酮诱导下的
O3

大鼠股骨头微环境

内
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.2O3$

的表达和股骨头病理的变化特征#根据结果作出

相应讨论)
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材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

实验动物
!

O3

大鼠
)%

只#雄性#

$1

月龄#购自广东医
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无菌条件下摘取其双侧股骨头#一侧股骨头行
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多聚甲醛固

定#

$%5

乙二胺四乙酸$

R387

%液脱钙#人工梯度脱水#常规透

明*浸渍*石蜡包埋#切片备用)另一侧股骨头紧急送至
V/%
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冰箱冷冻及防
6d7

酶处理以备下一步
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处理)
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常规苏木素
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伊红$
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%染色标本制备
!

各组股骨头石

蜡标本脱蜡进行常规
2R

染色#光镜下观察股骨头组织病理变

化进行比较#选取软骨下骨小梁面积及其相应区域的面积做出

选定#利用
SF;
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?C+

软件计算两者比例#其比例值暂定位

骨小梁骨密度)
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免疫组织化学染色标本制备
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选用石蜡切片标本#使

用兔抗大鼠多克隆一抗
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冰箱孵育
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#采用

O7QT

法测定各组股骨头内
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.2O3$

的表达#实验过程按照

说明书进行#染色后选取骨小梁及骨髓腔边缘成骨细胞作为观

察对象#使用
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软件分析
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实时定量
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取
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本#削除表面软骨组织后用
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反转录后总体积为
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#产物
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调整至相同浓度后#选择
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的引物进

行
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扩增)
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上游引物!
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荧光定量
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系统中测定产物

相对含量)
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统计学处理
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采用
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统计软件#计量资料用

Oh:

表示#组间比较采用方差分析#检验水准
#
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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股骨头样本病理学观察结果
!

股骨头软骨下骨小梁密度

测定提示!与对照组&$

4)&)h0&1
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'相比较#

$

月组大鼠软骨

下骨小梁密度&$

4)&$h4&/
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5

'没有明显改变#

'

月组大鼠软

骨下骨骨小梁密度&$

0)&/h4&4

%

5

'明显下降#差异有统计学

意义$
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$

%&%4

%(骨髓腔内脂肪细胞所占比例值测定提示!与

对照组&$

14&-h1&)

%

5

'相比较#

$

月组&$

1(&)h1&0

%

5

'及
'

月组&$

'%&1h1&4
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5

'均较对照组升高明显#差异有统计学意

义$

G
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%&%4

%#而
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月组及
'

月组差异无统计学意义$
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%#见图
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免疫组织化学指标
!

与对照组&$
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5

'相比#
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月组&$
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'及
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月组&$

1$&1h$&-

%

5

'阳性率出现

显著上升#差异有统计学意义$
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$

%&%4

%(

$

月组阳性率与
'

月

组相比差异有统计学意义$
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$

%&%4

%#见图
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!对照组(
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$

月组(

T

!

'

月组)

图
$
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各组股骨头
2R

染色%

]0%

&

!!

棕色部分为
$$

%

.2O3$

阳性表达细胞)
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!对照组(

Q

!

$

月组(

T

!

'

月组)

图
1
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各组股骨头组织
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%

.2O3$

免疫组织化学染色%

]1%%

&

@&A

!

股骨头组织总
F6d7

中
$$

%

.2O3$

含量指标
!

通过
'

组股骨头样本的
$$

%

.2O3$

表达$跟内参产物相对值%进行对

比#与对照组$

%&-)h%&%-

%相比#

$

月组$

%&(0h%&%/

%及
'

月

组$

$&%4h%&$$

%总量出现上升#差异有统计学意义$
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重庆医学
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年
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卷第
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%(而
$

月组表达与
'

月组差异有统计学意义$
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%&%4
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讨
!!

论

股骨头微环境内存在成骨细胞#脂肪细胞骨髓间质细胞等

多种成分#而成骨细胞作为骨重建的桥梁细胞#对糖皮质激素

效应比较敏感&

'

'

#是本文研究的重点)

骨重建指的是在同一个骨表面下骨吸收及形成相偶联的

事件#简单来说就是新骨替换旧骨的过程)成骨细胞作为骨形

成的主要功能细胞#负责骨基质的合成*分泌和矿化#其活动受

到糖皮质激素的干扰)在正常激素剂量条件下#成骨细胞能维

持其功能#而高剂量激素影响下则会导致骨小梁密度减少等一

系列不利因素#延缓骨重建进程)本实验
'

月组
O3

大鼠骨小

梁密度明显比对照组减少#关节软骨下面的骨承载区进一步减

弱&

0

'

#这也证实了以上的观点)
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.2O3$

在成骨细胞中呈现中等浓度存在于大鼠体

内&

4.)

'

#作为自反馈调节的一个主要因素#

$$

%

.2O3$

的还原作

用能使得局部组织活性低的皮质酮转化为活性高的皮质醇#而

过量的皮质醇通过稳定
+

型胶原酶
F6d7

及抑制
&

型胶原和

%

$

整联蛋白的形成&

'

'

$后二者是骨基质的主要成分%#从而达

到增强局部组织糖皮质激素效应的作用)与对照组相比#

$

月

组及
'

月组无论是成骨细胞本身或者在总股骨头
$$

%

.2O3$

含量增加均较明显#差异有统计学意义$

G

$

%&%4

%#表明在糖

皮质激素过量的情况下#

$$

%

.2O3$

会自发地形成正反馈效

应#以增强激素对组织或者成骨细胞的效应#延长皮质醇的活

性半衰期&

-

'

#从而进一步影响微环境内骨小梁发育及生理状

态#而其与既往研究体外实验中
$$

%

.2O3$

的活动随着激素的

增加而升高相一致&

/

'

)

$$

%

.2O3$

基因序列研究表明#其启动

子区存在
Z6R

样构造#皮质酮可能通过
Z6R

对
$$

%

.2O3$

基

因表达进行调节)本实验中免疫组织化学的结果表明#过量的

皮质酮
$

月内对
$$

%

.2O3$

表达具有上调作用#而
$$

%

.2O3$

的上调反过来促使更多的皮质酮活化为皮质醇#导致成骨细胞

长期暴露于高浓度皮质醇环境下)由此形成的正反馈作用可

能是引起股骨头骨小梁密度下降的一个重要原因)当糖皮质

激素浓度及活性未能达到影响成骨细胞制造骨小梁降低的阈

值后#相应的组织形态学表现就未能体现出来)一旦达到临界

点后#就形成了量变向质变的过程#延缓成骨细胞骨重建的进

程)本实验
'

月组股骨头就呈现出软骨下骨承载区骨小梁密

度降低的趋势)

从整个股骨头微环境内
$$
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.2O3$

水平的升高也会间接

影响股骨头骨髓腔内脂肪细胞的形成#
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'发现
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敲除小鼠有一部分骨髓腔内脂肪组织缺失#提示了
$$

%

.

2O3$

对激素的增敏反应影响了骨髓脂肪细胞的形成)而

8"F?#,+",

等&

1

'发现
$$

%

.2O3$

通过激活内源性皮质酮达到促

进前脂肪细胞向脂肪细胞分化的功能)而随着脂肪组织及分

泌产物的增加也会使骨组织中成分的改变从而使骨质疏松的

进程加速&

$%.$$

'

)本实验也证实了
$

月组
O3

大鼠骨髓腔内脂

肪细胞所占比例增高#亦会间接影响骨重建的进程&

$1

'

)

$$
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.

2O3$

表达的增加会增加糖皮质激素所引起的骨质疏松效

应&

$'

'

#而抑制其活性即可延缓糖皮质激素所诱发的骨质疏松

效应&
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