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　　［摘要］　目的　研究氯化锂（ＬｉＣｌ）激活的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对糖皮质激素引发的小鼠骨丢失的防护作用。

方法　将Ｃ５７ＢＬ６／Ｊ小鼠随机分为３组：对照组、骨质疏松模型组和ＬｉＣｌ组。骨质疏松模型组及ＬｉＣｌ组小鼠皮下注射

地塞米松（５０ｍｇ／ｋｇ），对照组小鼠皮下注射同等剂量生理盐水。ＬｉＣｌ组小鼠在注射地塞米松同时通过饮用水给予ＬｉＣｌ

（２００ｍｇ／ｋｇ）。处理５周后处死小鼠做骨组织切片，用免疫组化染色检测活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达，鉴定体内 Ｗｎｔ／

βｃａｔｅｎｉｎ通路激活情况；用ＨＥ染色鉴定骨组织形态。同时取小鼠股骨进行ｍｉｃｒｏＣＴ扫描，测定骨形态计量学参数。

用钙黄绿素荧光标记实验鉴定新骨形成能力，抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色鉴定骨吸收情况。结果　ＬｉＣｌ组小鼠

体内活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平高于骨质疏松模型组，其骨量、骨小梁数量、骨小梁间隙及骨密度均得到改善（犘＜０．０５），但与

对照组相比差异仍有统计学意义（犘＜０．０５）。钙黄绿素荧光标记实验证实ＬｉＣｌ组小鼠新骨形成能力比骨质疏松模型组有

所提高，但仍低于对照组。ＴＲＡＰ染色证实各组小鼠骨吸收活性未发生明显改变。结论　口服ＬｉＣｌ能有效激活体内

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，促进新骨形成，对糖皮质激素引发的骨丢失有一定的防护作用。

［关键词］　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路；氯化锂；糖皮质激素类；骨质疏松；新骨形成
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（２）：２０１２０５］

　　糖皮质激素是临床上常用的免疫抑制剂，广泛

用于治疗自身免疫性疾病及移植后免疫反应。但长

期或者短期内高剂量使用糖皮质激素会导致骨丢

失、骨密度下降等发生［１３］。目前对此类激素型骨质

疏松尚无有效的防治方法。在前期研究中，我们构

建了糖皮质激素诱导的骨质疏松动物模型，并发现

来自模型组小鼠的骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ

ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成骨分化能力下降，且 Ｗｎｔ／

βｃａｔｅｎｉｎ信号通路受到抑制；用 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号通路激活剂氯化锂（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＬｉＣｌ）处理

细胞后能促进骨质疏松小鼠来源的ＢＭＳＣｓ向成骨

细胞分化［４］。由此我们推测，用ＬｉＣｌ激活 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路可作为有效防治激素型骨质疏松

的方法之一，然而ＬｉＣｌ对此类疾病治疗效果的研究

仍未见报道。本研究继续以地塞米松诱导的小鼠骨

质疏松模型为研究对象，通过口服ＬｉＣｌ激活小鼠体

内的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路，探讨ＬｉＣｌ激活的 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路对激素引发的骨丢失的防护作用。

１　材料和方法

１．１　实验材料　Ｃ５７ＢＬ６／Ｊ小鼠，雄性，５周龄，

２０～２５ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限公司［许可

证号ＳＹＸＫ（沪）２０１３００６２］。ＬｉＣｌ、地塞米松、钙黄

绿素及抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色试剂盒均

购自 Ｓｉｇｍａ公司，活性βｃａｔｅｎｉｎ抗体购自 Ｃｅｌｌ

ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

１．２　动物模型的建立、分组及处理　按文献［４］方法

制备糖皮质激素诱导的骨质疏松动物模型。小鼠适

应性饲养１周后随机分为３组：对照组、骨质疏松模

型组、ＬｉＣｌ组，每组８只。骨质疏松模型组及ＬｉＣｌ组

小鼠按５０ｍｇ／ｋｇ体质量皮下注射地塞米松注射液，

每天１次，持续５周。对照组小鼠注射同等剂量的生

理盐水。ＬｉＣｌ组小鼠在注射地塞米松的同时通过饮

用水每天给予２００ｍｇ／ｋｇ体质量的ＬｉＣｌ，持续５周。

１．３　骨组织学检测　小鼠处死后剥离后肢骨，剔除

附着软组织，经４％多聚甲醛溶液固定、ＥＤＴＡ脱

钙、冲洗、梯度乙醇脱水后常规石蜡包埋，做５μｍ厚

的连续切片。用免疫组化染色检测活性βｃａｔｅｎｉｎ的

表达；用ＨＥ染色观察骨组织形态；用ＴＲＡＰ染色试

剂盒进行ＴＲＡＰ染色，鉴定小鼠骨吸收活性。

１．４　ＭｉｃｒｏＣＴ检测　小鼠处死后剥离后肢骨，剔除

附着软组织，经４％多聚甲醛溶液固定后，用

ＳＣＡＮＣＯ ＭｅｄｉｃａｌｍｉｃｒｏＣＴ （ＳＣＡＮＣＯ Ｍｅｄｉｃａｌ

ＡＧ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）扫描，预装６４位图像处理软件行

骨组织形态学相关指标检测。

１．５　钙黄绿素荧光标记　钙黄绿素溶液用磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）配制，小鼠在处死前１０ｄ及处死前３ｄ

分别按１０μｇ／ｇ体质量给予腹腔注射钙黄绿素溶液。

处死后剥离后肢骨，剔除软组织，于７０％乙醇中避光

固定２４ｈ后进行硬组织包埋切片。组织切片于荧光

显微镜下观察拍照。全部样本均用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ

６．０软件测量两条标记荧光线间的距离，进行矿化沉

积率（ｍｉｎｅｒａｌａｐｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｅ，ＭＡＲ）统计分析。ＭＡＲ

（μｍ／ｄ）＝双标记线间距离／标记间隔时间。

１．６　统计学处理　应用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０软件

进行统计学分析，数据以珔狓±狊表示，采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ

狋检验比较组间差异。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路检测　取小鼠股骨做

骨组织切片，并采用免疫组化法检测骨组织中被激

活的βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白水平。结果显示，对照组小鼠

骨髓腔中有大量活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达，骨质疏松

模型组小鼠骨髓腔中活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平低于

对照组；ＬｉＣｌ组小鼠骨髓腔中活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水

平较骨质疏松模型组增加，与对照组接近（图１）。

图１　免疫组化检测各组小鼠骨组织切片中活性β犮犪狋犲狀犻狀蛋白水平（犛犘法）

犉犻犵１　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犪犮狋犻狏犲β犮犪狋犲狀犻狀狆狉狅狋犲犻狀犻狀犫狅狀犲狊犲犮狋犻狅狀狊狅犳犿犻犮犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊（犛犘犿犲狋犺狅犱）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＰ（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＬｉＣｌ（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｇｒｏｕｐ
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２．２　小鼠股骨形态学观察　股骨远端的骨组织切

片经ＨＥ染色后，普通光学显微镜下可见：骨质疏

松模型组小鼠与对照组相比骨小梁数量明显减少，

小梁厚度降低，而骨小梁间隙增加，且在骨髓中出现

大量脂肪组织；ＬｉＣｌ组小鼠的骨小梁数目及小梁厚

度均较骨质疏松模型组增加，但与对照组相比仍有

一定差异；ＬｉＣｌ处理后小鼠骨髓中脂肪组织减少，与

对照组无明显差异（图２）。

图２　犎犈染色观察各组小鼠骨组织形态

犉犻犵２　犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵狊犺狅狑犻狀犵犫狅狀犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犿犻犮犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＰ（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＬｉＣｌ（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｇｒｏｕｐ

２．３　小鼠股骨ＭｉｃｒｏＣＴ检测　取小鼠后肢股骨进

行ｍｉｃｒｏＣＴ扫描。股骨近端三维重建图像显示骨

质疏松模型组小鼠骨小梁数目明显少于对照组，小

梁间隙增加。而ＬｉＣｌ组小鼠的骨小梁数目及间隙

与骨质疏松模型组相比均有一定改善，但与对照组

相比仍有一定差异（图３）。骨组织形态计量学参数

如表１所示，骨质疏松模型组小鼠的骨量（ＢＶ／

ＴＶ）、骨小梁厚度（Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小梁数量（Ｔｂ．Ｎ）、骨

小梁间隙（Ｔｂ．Ｓｐ）以及骨密度（ＢＭＤ）与对照组相比

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。ＬｉＣｌ组小鼠骨

量、骨小梁数量以及骨密度与骨质疏松模型组相比

有提升（犘＜０．０５），且骨小梁间隙减小（犘＜０．０５）；

但骨小梁厚度、骨小梁数量及骨小梁间隙与对照组

相比差异仍有统计学意义（犘＜０．０５）。

图３　犿犻犮狉狅犆犜三维重建图像显示各组小鼠股骨骨小梁形态

犉犻犵３　犿犻犮狉狅犆犜犻犿犪犵犲狊狅犳狋狉犪犫犲犮狌犾犪狉犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犿犻犮犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＰ（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＬｉＣｌ（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｇｒｏｕｐ

表１　各组小鼠骨计量学参数比较

犜犪犫１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犫狅狀犲犺犻狊狋狅犿狅狉狆犺狅犿犲狋狉犻犮犪犾狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犿犻犮犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

狀＝４，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ ＢＶ／ＴＶ（％） Ｔｂ．Ｔｈ犱／μｍ Ｔｂ．Ｎ（ｍｍ－１） Ｔｂ．Ｓｐ犱／μｍ ＢＭＤ（ｍｇ·ｃｍ－３）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．３１５±０．０５１ ０．０５５±０．００４ ８．９１±０．４２ ０．０７０±０．００２ ３５３．６０±９．０７

ＯＰ ０．１５６±０．００６ ０．０３１±０．００１ ５．０４±０．０５ ０．１６７±０．００３ ２９３．５０±１５．２１

ＬｉＣｌ ０．２１５±０．０１５△ ０．０３４±０．００２ ６．２４±０．０２△ ０．１２６±０．００４△ ３０８．９０±１１．６８△

　　ＯＰ：Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；ＬｉＣｌ：Ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ；ＢＶ／ＴＶ：Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅａｓａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ；Ｔｂ．Ｔｈ：Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；Ｔｂ．Ｎ：

Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ；Ｔｂ．Ｓｐ：Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｐａｃｅ；ＢＭＤ：Ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＯＰｇｒｏｕｐ

２．４　小鼠骨形成能力测定　如图４所示，亮绿色荧

光双线之间间隔为７ｄ内新形成的经钙黄绿素荧光

标记的骨组织。图中可见骨质疏松模型组小鼠的新

骨形成量明显低于对照组，而ＬｉＣｌ处理后双线之间

距离有所增加，但仍然低于对照组。骨质疏松模型

组小鼠的ＭＡＲ为（０．４７０±０．０１２）μｍ／ｄ，小于对照

组［（１．３６０±０．０５１）μｍ／ｄ，犘＜０．０５］；ＬｉＣｌ组小鼠

ＭＡＲ为（０．８４０±０．０２５）μｍ／ｄ，较骨质疏松模型组

升高（犘＜０．０５），但与对照组相比差异仍有统计学

意义（犘＜０．０５）。

·３０２·
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图４　钙黄绿素荧光标记显示各组小鼠新骨形成情况

犉犻犵４　犆犪犾犮犲犻狀狊狋犪犻狀犻狀犵狊犺狅狑犻狀犵狀犲狑犫狅狀犲犳狅狉犿犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犿犻犮犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＰ（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＬｉＣｌ（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｇｒｏｕｐ

２．５　小鼠骨吸收活性测定　取小鼠股骨远端制作

骨组织切片，以ＴＲＡＰ染色鉴定各组小鼠骨吸收活

性。结果（图５）显示，骨质疏松模型组、ＬｉＣｌ组与对

照组小鼠骨组织的ＴＲＡＰ阳性区域均无明显差异，

提示骨吸收活性无明显改变。

图５　犜犚犃犘染色显示各组小鼠骨吸收活性

犉犻犵５　犜犚犃犘狊狋犪犻狀犻狀犵狊犺狅狑犻狀犵犫狅狀犲狉犲狊狅狉狆狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犿犻犮犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＰ（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＬｉＣｌ（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

激素型骨质疏松为继发性骨质疏松中最常见的

一类［１３］。防治此类疾病首先应充分了解骨质疏松

症的发病机制。研究表明，成体骨组织处于骨重建

的平衡之中，即 ＭＳＣｓ介导的新骨形成和破骨细胞

介导的骨吸收［５］。导致骨质疏松症的本质原因是骨

重建平衡被破坏，体现为骨吸收过度或者新骨形成

不足［６７］。前期我们对激素型骨质疏松小鼠模型进

行研究，发现其骨髓 ＭＳＣｓ向成骨细胞分化的能力

明显下降，提示过量使用糖皮质激素导致骨丢失的

原因之一是新骨形成能力下降［４］。因此提高ＭＳＣｓ

向成骨细胞分化的能力，促进新骨形成将可能成为

挽救激素性骨质疏松的有效策略之一。

ＭＳＣｓ向成骨细胞分化受到多种胞外信号及胞

内因子调控。其中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是调控

ＭＳＣｓ成骨分化的重要通路之一
［８１２］。该通路激活

后会抑制βｃａｔｅｎｉｎ的降解，导致胞质中的βｃａｔｅｎｉｎ

增加，并能入核与其他转录因子的成员如ＬＥＦ／ＴＣＦ

转录因子形成异二聚体，调控成骨分化相关基因的

表达，如犚狌狀狓２、骨钙素等
［８］。研究发现 Ｗｎｔ通路

中的几乎每一种组分都参与 ＭＳＣｓ的分化调控
［９］。

Ｗｎｔ经典通路中蛋白因子的缺失都会导致骨缺损，

如Ｌｒｐ５或Ｗｎｔ１０ｂ
［１０］；而该通路的抑制因子ＤＫＫ１

的缺失则导致骨量增加，骨形成作用增强［１１］。前期

研究发现骨质疏松 ＭＳＣｓ中该通路无法被激活，推

测该通路受到抑制是导致骨质疏松ＭＳＣｓ成骨能力

低下的原因之一［４］。本研究进一步发现，骨质疏松

模型组小鼠体内活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平明显低于

对照组，进一步证实了糖皮质激素能抑制 ＭＳＣｓ中

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。ＬｉＣｌ是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号通路的激活剂，通过抑制该通路的负调控因子

ＧＳＫ３β来发挥作用
［１３］。体外研究已经证实ＬｉＣｌ处

理ＭＳＣｓ后能增强其成骨能力，抑制脂肪细胞的分

化［４，１４］；体内实验证实服用ＬｉＣｌ可以增强绝经后骨

质疏松环境中的骨重建［１５］。体外实验证实ＬｉＣｌ对

Ｗｎｔ通路的激活不受糖皮质激素的影响，因此认为

该药物对治疗激素型骨质疏松有巨大的潜力［１３］，但

对ＬｉＣｌ体内治疗激素型骨质疏松的效果仍无确切

研究。本研究中小鼠以 ＬｉＣｌ处理后，骨质疏松

ＭＳＣｓ的成骨分化能力也得到了恢复，提示激活该

通路可能成为有效防止激素型骨质疏松的策略之

一［４］。口服ＬｉＣｌ能有效提高骨质疏松模型小鼠体

内活性βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平，说明ＬｉＣｌ能恢复骨质疏

松小鼠体内的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路传递。这些

结果为今后探讨 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号对骨质疏松症

·４０２·
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的防治效果提供了可靠的实验依据。

在明确口服ＬｉＣｌ能有效激活体内的 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路后，我们用骨组织学检测判定ＬｉＣｌ

对骨质疏松症的治疗效果。结果发现小鼠在接受糖

皮质激素的同时口服ＬｉＣｌ能有效缓解骨丢失症状，

表现为骨小梁数目增加、骨小梁间隙减小。并且Ｈ

Ｅ染色还发现骨质疏松模型组小鼠骨髓出现大量脂

肪化现象，与临床观察结果［１３］一致，但ＬｉＣｌ处理后

骨髓脂肪组织明显减少。这些结果说明ＬｉＣｌ激活

的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路能够有效改善骨质疏松

症的临床表现，缓解骨丢失，抑制骨髓脂肪化。骨计

量学参数测定结果显示ＬｉＣｌ治疗组小鼠的骨量、骨

密度等虽然得到明显改善，但与正常对照相比仍有

显著差距，说明口服ＬｉＣｌ尚不能完全将骨丢失恢复

到正常水平。由于体内ＬｉＣｌ治疗未能达到预期效

果，我们从骨重建平衡角度出发探索其中原因。结

果发现，骨质疏松模型组小鼠新骨形成能力与对照

组相比大大降低，而接受ＬｉＣｌ治疗的小鼠新骨形成

能力有一定的提高，但仍然低于正常对照组。而且

各组小鼠的骨吸收活性没有明显改变。这些结果说

明糖皮质激素引发骨质疏松的原因主要是抑制骨形

成，而非促进骨吸收。ＬｉＣｌ激活的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号通路能有效缓解激素抑制的 ＭＳＣｓ成骨分化，

促进新骨形成，对骨吸收没有明显影响。但ＬｉＣｌ未

能完全恢复体内 ＭＳＣｓ新骨形成的能力，推测体内

仍有干预新骨形成的未知因素。

本研究证实促进新骨形成是有效防治使用糖皮

质激素引发的骨质疏松症的策略之一。ＬｉＣｌ激活的

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路能有效促进新骨形成，缓解

激素导致的骨丢失，但不能完全抑制骨质疏松症的

发生。体内抑制新骨形成的机制及防治策略有待于

进一步研究。
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