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　　［摘要］　目的　观察运动联合阿仑膦酸钠片（Ａｌｎ）对去卵巢（ＯＶＸ）大鼠核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）／骨保

护素（ＯＰＧ）表达及丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路的影响。方法　９０只６月龄雌性ＳＤ大鼠随机分为假手术组
（ｓｈａｍ组）、ＯＶＸ组、Ａｌｎ治疗组（ＯＶＸ＋Ａｌｎ组）、运动治疗组（ＯＶＸ＋ＥＸ组）、Ａｌｎ与运动联合治疗组（ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组），

每组１８只，后４组大鼠切除双侧卵巢。大鼠切除卵巢８周后，各治疗组大鼠分别进行１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）Ａｌｎ灌胃和（或）跑台运动

干预。干预１２周后采用双能Ｘ线骨密度仪检测大鼠左、右股骨骨密度（ＢＭＤ），ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ含量，

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测大鼠骨组织ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ ｍＲＮＡ表达，蛋白质印迹分析法检测骨组织ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）、ｐ３８

ＭＡＰＫ（ｐ３８）、细胞外调节激酶（ＥＲＫ）的磷酸化水平及ｃＦｏｓ表达。结果　干预治疗１２周后：（１）与ｓｈａｍ组相比，ＯＶＸ组大
鼠左、右股骨ＢＭＤ降低（Ｐ＜０．０５），血清ＲＡＮＫＬ含量增加、ＯＰＧ含量降低、ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值增大（Ｐ 均＜０．０５），骨组织

ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达增加、ＯＰＧｍＲＮＡ表达减少（Ｐ均＜０．０５）。（２）与ＯＶＸ组相比，ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、ＯＶＸ＋ＥＸ组及ＯＶＸ＋

Ａｌｎ＋ＥＸ组大鼠左、右股骨ＢＭＤ均增加（Ｐ 均＜０．０５），血清 ＲＡＮＫＬ含量降低、ＯＰＧ含量增加、ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值减小

（Ｐ均＜０．０５），骨组织ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达减少、ＯＰＧｍＲＮＡ表达增加（Ｐ均＜０．０５）。（３）与ＯＶＸ＋Ａｌｎ组和ＯＶＸ＋ＥＸ组

相比，ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组大鼠左、右股骨ＢＭＤ，血清ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ含量，骨组织ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧｍＲＮＡ表达差异有统计学意

义（Ｐ均＜０．０５）。（４）与ｓｈａｍ组相比，ＯＶＸ组大鼠骨组织ｐＪＮＫ、ｃＦｏｓ表达增加（Ｐ均＜０．０５）；ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、ＯＶＸ＋ＥＸ组

及ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组与ＯＶＸ组相比，大鼠骨组织ｐＪＮＫ、ｃＦｏｓ表达降低（Ｐ 均＜０．０５），但３组间表达差异无统计学意义；

ｐｐ３８、ｐＥＲＫ在各组间的表达差异无统计学意义。结论　运动联合Ａｌｎ治疗能够提高ＯＶＸ大鼠左、右股骨骨密度，其作用
可能与调节ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ平衡、抑制ＪＮＫ磷酸化及ｃＦｏｓ表达有关。
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ａｎｄｐＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｍｉｌａｒｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｘｅｒｃｉｓｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＡｌｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅＢＭＤｖａｌｕｅｓｏｆｌｅｆｔ

ａｎｄｒｉｇｈｔｆｅｍｕｒｓｉｎＯＶＸｒａｔｓ，ｗｈｉｃｈ ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＡＮＫＬ／ＯＰＧｂａｌａｎｃｅａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＪＮＫ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄｃＦｏｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｘｅｒｃｉｓｅ；ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍ；ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（８）：８５７８６３］

　　阿仑膦酸钠片（ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍｔａｂｌｅｔ，Ａｌｎ；

商品名：福善美）是临床中应用最广的骨吸收抑制

剂。临床研究显示，Ａｌｎ能够抑制骨转换，并增加腰

椎、全髋关节、股骨颈的骨密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉ

ｔｙ，ＢＭＤ），降低皮质骨孔隙，调节骨皮质矿化位点，

并可改善髋关节的几何结构参数（皮质骨厚度、横截

面面积、截面模量和屈曲比率等）［１２］。作为改善骨

质疏松的重要方式之一，运动能够增强肌肉力量与

关节协调性，减少跌倒和骨折的发生，并可增加椎体

ＢＭＤ［３］。我们前期研究发现，运动可以缩短去卵巢

（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ＯＶＸ）大鼠肌电图中运动末端潜

伏期，Ａｌｎ联合运动对于腰椎ＢＭＤ的改善作用也明

显优于单独Ａｌｎ干预或运动干预［４］。本研究旨在进

一步探讨运动联合Ａｌｎ对于股骨ＢＭＤ的影响及作

用机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物　９０只６月龄雌性ＳＤ大鼠，体质量

（２４８．２±１２．０）ｇ，从广东省医学实验动物中心购入，

合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８０００２。实验大鼠自由饮

水进食，分笼饲养，在实验前适应环境３ｄ，相对湿度

控制在６０％～８０％，温度控制在（２４±２）℃。

１．２　主要试剂及仪器　Ａｌｎ（７０ｍｇ／粒）购自杭州默

沙东制药有限公司（批号：１１０５９０），大鼠血清核因

子κＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕ

ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）、骨保护素

（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美

国Ｒ＆Ｄ公司，ＢＣＡ１００蛋白定量检测试剂盒购自

上海申能博彩生物科技有限公司。兔抗大鼠ｃＪｕｎ
氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、磷酸

化的ＪＮＫ（ｐＪＮＫ）、细胞外调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）、磷酸化的 ＥＲＫ（ｐＥＲＫ）、

ｐ３８、磷酸化的ｐ３８（ｐｐ３８）、ｃＦｏｓ、兔抗大鼠 ＧＡＰ

ＤＨ抗体均购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公

司。ＳＹＢＲＲ○ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ荧光定量试剂盒、反

转录试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司。Ｐｒｏｄｉｇｙ型双

能Ｘ线骨密度仪（美国Ｌｕｎａｒ公司），Ｍｏｄｅｌ６８０型

酶标仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定

量ＰＣＲ仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）。

１．３　实验分组及模型建立　９０只６月龄雌性ＳＤ
大鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ组）、ＯＶＸ组、Ａｌｎ治

疗组（ＯＶＸ＋Ａｌｎ组）、运动治疗组（ＯＶＸ＋ＥＸ组）、

Ａｌｎ与运动联合治疗组（ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组），每组

１８只，后４组大鼠切除双侧卵巢：０．２％戊巴比妥钠

（０．０１ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射全身麻醉，仰卧位固定，备

皮、消毒，无菌操作行双侧卵巢切除术，ｓｈａｍ组除不

切除卵巢外，其余操作相同。

１．４　实验干预　建模８周后，各组大鼠进行相应措
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施干预。Ｓｈａｍ组和ＯＶＸ组：双蒸水（４．０ｍＬ／只）

灌胃，１次／ｄ，每周灌胃６ｄ，休息１ｄ，共灌胃１２周。

ＯＶＸ＋Ａｌｎ组：１ｍｇ／ｋｇＡｌｎ（４．０ｍＬ／只）灌胃，１
次／ｄ，每周灌胃６ｄ，休息１ｄ，共灌胃１２周。ＯＶＸ＋

ＥＸ组：双蒸水（４．０ｍＬ／只）灌胃，１次／ｄ；灌胃后大

鼠进行跑台训练，开始时跑速１２ｍ／ｍｉｎ，持续时间

为２０ｍｉｎ；每隔１ｄ跑速增加３ｍ／ｍｉｎ，持续时间增

加１０ｍｉｎ；从第２周起跑速维持在２０ｍ／ｍｉｎ、持续

时间３０ｍｉｎ，每周跑步６ｄ，休息１ｄ，持续１２周结

束。ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组：１ｍｇ／ｋｇＡｌｎ（４．０ｍＬ／

只）灌胃，１次／ｄ；灌胃后的干预方法同 ＯＶＸ＋ＥＸ
组。

１．５　大鼠左、右股骨ＢＭＤ检测　各组大鼠干预治

疗１２周后，０．２％戊巴比妥钠溶液（０．０１ｍＬ／ｋｇ）腹

腔注射麻醉，应用双能Ｘ线骨密度仪测定大鼠左、右

股骨ＢＭＤ。

１．６　ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ 含

量　各组大鼠干预治疗１２周后，用０．２％戊巴比妥

钠溶液（０．０１ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，仰卧位固定，

胸部正中切口开胸暴露心脏并采血，室温静置２ｈ，

１２００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上层血清，－８０℃保存备

用。按ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明测定血清ＲＡＮＫＬ、

ＯＰＧ含量。

１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 检测大鼠骨组织 ＲＡＮＫＬ、

ＯＰＧｍＲＮＡ表达　各组大鼠干预治疗１２周后，用

０．２％戊巴比妥钠溶液（０．０１ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻

醉，截取左下肢１ｃｍ 骨组织，充分匀浆后用ＴＲＩｚｏｌ
法提取 ＲＮＡ，进行反转录及ＰＣＲ扩增。ＲＡＮＫＬ
（产物长度１９６ｂｐ）：上游引物５′ＣＧＴＡＣＣＴＧＣ

ＧＧＡＣＴＡＴＣＴＴＣＡ３′，下游引物５′ＧＴＴＧＧＡ

ＣＡＣＣＴＧＧＡＣＧＣＴＡＡ３′；ＯＰＧ（产物长度２０１

ｂｐ）：上 游 引 物 ５′ＣＡＴ ＣＧＡ ＡＡＧ ＣＡＣ ＣＣＴ

ＧＴＡ３′，下游引物５′ＣＡＣＴＣＡ ＧＣＣＡＡＴＴＣＧ

ＧＴＡＴ３′；ＧＡＰＤＨ（产物长度３０７ｂｐ）：上游引物

５′ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ３′，下游引物

５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成与鉴定，

ｍＲＮＡ表达量采用２－ΔΔＣＴ法计算。

１．８　蛋白质印迹分析法检测大鼠骨组织ｐＪＮＫ、

ｐｐ３８、ｐＥＲＫ、ｃＦｏｓ蛋白表达　各组大鼠干预治疗

１２周后，用０．２％戊巴比妥钠溶液（０．０１ｍＬ／ｋｇ）腹

腔注射麻醉，截取左下肢１ｃｍ 骨组织，充分匀浆后

加入０．５ｍＬＲＩＰＡ裂解液，提取蛋白，二辛可宁酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法测定蛋白浓度，上样，

电泳，２００ｍＡ转膜１ｈ，一抗（１１０００）孵育过夜，

漂洗后二抗 （１１０００）孵育，漂洗后化学发光、显

影、定影后用ＢｉｏＲａｄＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析。以

ｐＪＮＫ／总 ＪＮＫ、ｃＦｏｓ／ＧＡＰＤＨ、ｐｐ３８／总 ｐ３８、

ｐＥＲＫ／总ＥＲＫ灰度值比值表示各自表达量。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

学分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检

验，多组间比较采用单因素方差分析 （ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ），组间多重比较若方差齐采用 ＬＳＤ法，若

方差不齐采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２法。检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠左、右股骨ＢＭＤ变化　检测结果（表

１）显示，干预治疗１２周后，与ｓｈａｍ组相比，ＯＶＸ组

大鼠左、右股骨ＢＭＤ降低（Ｐ＜０．０５）；与ＯＶＸ组相

比，ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、ＯＶＸ＋ＥＸ组及ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ
组大鼠左、右股骨ＢＭＤ均增加（Ｐ 均＜０．０５），且

ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ 组 ＢＭＤ 高于 ＯＶＸ＋Ａｌｎ组和

ＯＶＸ＋ＥＸ组（Ｐ均＜０．０５）。

表１　干预治疗１２周后各组大鼠股骨ＢＭＤ变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｆｅｍｏｒａｌＢＭＤａｆｔｅｒ１２ｗｅｅｋｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｎ＝１８，珚ｘ±ｓ，（ｇ·ｃｍ－２）

Ｇｒｏｕｐ Ｌｅｆｔｆｅｍｕｒ Ｒｉｇｈｔｆｅｍｕｒ

Ｓｈａｍ ０．２８５±０．００８ ０．２８３±０．００８

ＯＶＸ ０．２１４±０．０１０ ０．２３１±０．００３

ＯＶＸ＋Ａｌｎ ０．２５３±０．００７△▲ ０．２５４±０．００６△▲

ＯＶＸ＋ＥＸ ０．２４４±０．００４△▲ ０．２４３±０．００５△▲

ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ ０．２８７±０．００７△ ０．２８１±０．００８△

　ＢＭＤ：Ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ；ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｇｒｏｕｐ；

ＯＶＸ＋Ａｌｎ：Ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍｔａｂｌｅｔ （Ａｌｎ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋ＥＸ：Ｅｘｅｒｃｉｓｅｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋

ＥＸ：Ａｌｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｅｘｅｒｃｉｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５

ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓ

ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸｇｒｏｕｐ

２．２ 　 各 组 大 鼠 血 清 ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ 含 量 变

化　ＥＬＩＳＡ法检测结果（表２）显示，干预治疗１２周

后，与ｓｈａｍ组相比，ＯＶＸ组大鼠血清中ＲＡＮＫＬ含
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量增加，ＯＰＧ含量降低，ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值增大（Ｐ
均＜０．０５）；与ＯＶＸ组相比，ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、ＯＶＸ＋

ＥＸ组及 ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组大鼠血清中 ＲＡＮＫＬ
含量降低，ＯＰＧ含量增加，ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值减小

（Ｐ均＜０．０５）。ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ 组大鼠血清中

ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ 含 量 及 ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ 比 值 与

ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、ＯＶＸ＋ＥＸ组相比差异有统计学意义

（Ｐ均＜０．０５）。

表２　干预治疗１２周后各组大鼠血清ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ含量变化

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｓｅｒｕｍＲＡＮＫＬａｎｄＯＰＧｃｏｎｔｅｎｔｓａｆｔｅｒ１２ｗｅｅｋｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｎ＝１８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＲＡＮＫＬ
ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＯＰＧ
ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ

Ｓｈａｍ １４．３００±０．５６０ ３８４．５００±１１．１８０ ０．０４０±０．０１０

ＯＶＸ ８４．９４０±１．６００ ２４７．４４０±１１．６６０ ０．３５０±０．０２０

ＯＶＸ＋Ａｌｎ ４６．８００±１．６２０△▲ ３３１．７２０±１４．２３０△▲ ０．１４０±０．０１０△▲

ＯＶＸ＋ＥＸ ５０．０６０±０．９８０△▲ ２９９．４２０±１０．１８０△▲ ０．１７０±０．０１０△▲

ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ ２５．８００±１．２００△ ３６８．２４０±１０．５２０△ ０．０７０±０．０１０△

　ＲＡＮＫＬ：ＲｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ；ＯＰＧ：Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ；ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋

Ａｌｎ：Ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍｔａｂｌｅｔ（Ａｌｎ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋ＥＸ：Ｅｘｅｒｃｉｓｅｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ：Ａｌｎｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈｅｘｅｒｃｉｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸｇｒｏｕｐ

２．３　各组大鼠骨组织ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧｍＲＮＡ表达

变化　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果（图１）显示，干预治

疗１２周后，与ｓｈａｍ 组相比，ＯＶＸ组大鼠骨组织

ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达增加，ＯＰＧｍＲＮＡ表达减少

（Ｐ均＜０．０５）；而与 ＯＶＸ组相比，ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、

ＯＶＸ＋ＥＸ组及 ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组大鼠骨组织

ＲＡＮＫＬ 表 达 减 少，ＯＰＧ ｍＲＮＡ 表 达 增 加

（Ｐ均＜０．０５），与血清中蛋白表达变化一致，且

ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组与ＯＶＸ＋Ａｌｎ组、ＯＶＸ＋ＥＸ组

相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　干预治疗１２周后各组大鼠骨组织ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＫＬａｎｄＯＰＧｍＲＮＡｉｎｒａｔｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒ１２ｗｅｅｋｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＲＡＮＫＬ：ＲｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ；ＯＰＧ：Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ；ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋

Ａｌｎ：Ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍｔａｂｌｅｔ（Ａｌｎ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋ＥＸ：Ｅｘｅｒｃｉｓｅｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ：Ａｌｎｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈｅｘｅｒｃｉｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸｇｒｏｕｐ．

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　运动和（或）Ａｌｎ对各组大鼠骨组织丝裂原活

化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路的影响　蛋白质印

迹分析结果（图２）显示，干预治疗１２周后，与ｓｈａｍ
组相比，ＯＶＸ组大鼠骨组织ｐＪＮＫ和ｃＦｏｓ蛋白表

达增加（Ｐ均＜０．０５）；与ＯＶＸ组相比，ＯＶＸ＋Ａｌｎ
组、ＯＶＸ＋ＥＸ组及ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ组大鼠骨组织

ｐＪＮＫ和ｃＦｏｓ蛋白表达减少（Ｐ均＜０．０５），而这３
个干预组间蛋白表达差异无统计学意义 （Ｐ＞
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０．０５）。各组大鼠骨组织ｐｐ３８、ｐＥＲＫ蛋白表达差 异无统计学意义（Ｐ均＞０．０５）。

图２　干预治疗１２周后各组大鼠骨组织ｐＪＮＫ、ｃＦｏｓ、ｐｐ３８、ｐＥＲＫ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＪＮＫ，ｃＦｏｓ，ｐｐ３８ａｎｄｐＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒ１２ｗｅｅｋｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋Ａｌｎ：Ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍｔａｂｌｅｔ（Ａｌｎ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋ＥＸ：Ｅｘｅｒｃｉｓｅｔｈｅｒａｐｙ

ｇｒｏｕｐ；ＯＶＸ＋Ａｌｎ＋ＥＸ：Ａｌｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｅｘｅｒｃｉｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ．

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究结果表明运动联合 Ａｌｎ能够提高ＯＶＸ
大鼠左、右股骨ＢＭＤ，其作用可能与调节ＲＡＮＫＬ／

ＯＰＧ平衡及抑制ＪＮＫ磷酸化及ｃＦｏｓ表达有关。

　　骨重建过程包括破骨细胞（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ，ＯＣ）激活

骨吸收开始和与之相偶联的成骨细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ，

ＯＢ）激活骨形成终结两个过程。局部因子通过对

ＯＢ和ＯＣ之间的偶联关系及相互作用的调节控制

骨转换的速度［５］。ＲＡＮＫＬ、核因子κＢ受体活化因

子（ＲＡＮＫ）和ＯＰＧ是肿瘤坏死因子超家族成员，在

调节 骨 吸 收 和 骨 形 成 方 面 起 着 关 键 作 用［６］。

ＲＡＮＫＬ与成熟 ＯＣ及其祖细胞膜表面的 ＲＡＮＫ
结合，直接促进成熟ＯＣ活化和生成。ＲＡＮＫ表达

于ＯＣ的前体细胞表面，被认为是 ＯＣ分化和活化

信号途径的一道关键闸门［７］。ＲＡＮＫ 是 ＲＡＮＫＬ
刺激ＯＣ分泌、成熟的唯一靶受体，两者结合后可启

动ＯＣ的分化与成熟。ＲＡＮＫＬ和巨噬细胞集落刺

激 因 子 （ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，

ＭＣＳＦ）是目前已知的 ＯＣ 生成所必需的细胞因

子［８］。ＯＰＧ又称ＯＣ抑制因子（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｉｎｈｉｂｉｔｏ

ｒｙｆａｃｔｏｒ，ＯＣＩＦ），主要由 ＯＢ谱系的各种细胞产生
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的一种糖蛋白，有生化特性相似的单体和二聚体两

种存在形式。ＯＰＧ的 Ｎ末端与ＲＡＮＫ结构相似，

ＯＰＧ是ＲＡＮＫＬ的“诱饵”受体，是一种重要的 ＯＣ
负性 调 节 因 子［９］，其 生 物 学 作 用 是 竞 争 性 与

ＲＡＮＫＬ［ＯＰＧ 配体（ＯＰＧＬ）］结合，竞争性抑制

ＲＡＮＫＬ与ＯＣ表面ＲＡＮＫ的结合，进而阻断其信

号连接，使前体 ＯＣ分化、生存、融合与活化过程受

到抑制、成熟ＯＣ凋亡增加［９］。

　　ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧ均由ＯＢ产生，是反映ＯＢ与

ＯＣ间互相调节的偶联因子之一。ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ、

ＲＡＮＫ组成的ＲＡＮＫＬＲＡＮＫＯＰＧ系统在骨重建

中起到核心调节作用。ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值是 ＯＣ
诱导分化的决定性因素，其比值的变化受骨形成与

骨吸收状态的影响［１０］；阻断 ＲＡＮＫＬ与 ＯＣ表面

ＲＡＮＫ的结合，降低 ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值就可抑制

ＯＣ的分化、成熟、活化，进而达到防治骨质疏松的作

用［１１］。

　　在本研究中，我们分别采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、

ＥＬＩＳＡ方法检测各组大鼠骨组织中ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ
的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果显示，与ｓｈａｍ组

相比，无论在ｍＲＮＡ水平还是在蛋白水平，ＯＶＸ组

大鼠ＲＡＮＫＬ含量增高（Ｐ＜０．０５），ＯＰＧ含量降低

（Ｐ＜０．０５），这主要是由于大鼠卵巢切除引起雌激

素缺乏，ＯＣ功能活跃，骨吸收增加，骨丢失加快所

致。Ａｌｎ和运动或运动联合Ａｌｎ干预治疗１２周后，

大鼠血清ＯＰＧ的含量增加（Ｐ＜０．０５），ＲＡＮＫＬ的

含量降低（Ｐ＜０．０５），ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值降低（Ｐ＜

０．０５），提示 Ａｌｎ和运动均可能通过影响ＲＡＮＫＬ／

ＯＰＧ比值，减少ＯＣ诱导分化，抑制ＯＣ的骨吸收而

发挥抗骨质疏松作用。运动联合 Ａｌｎ组在调节

ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ表达及影响ＢＭＤ变化上效果优于

单独Ａｌｎ或运动组。

　　此外，Ｖｉｅｒｅｃｋ等［１２］研究结果表明，含氮双膦酸

盐可增加人 ＯＢ 中 ＯＰＧ 的表达，降低 ＲＡＮＫＬ／

ＯＰＧ比值。唑来膦酸同样使ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值下

降［１３］。本实验与这些研究结果一致，进一步佐证了

本实验结果。

　　 上 述 结 果 表 明，Ａｌｎ、运 动 均 可 通 过 调 节

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值来影响 ＲＡＮＫＬＲＡＮＫＯＰＧ
系统，从 而 调节骨形成与骨吸收。我们知 道，

ＲＡＮＫＬ与ＯＣ表面的ＲＡＮＫ结合后，可激活一系

列的信号转导通路来调控 ＯＣ的骨吸收作用，本研

究还进一步验证了 Ａｌｎ和运动对ＲＡＮＫＬＲＡＮＫ

ＯＰＧ系统下游信号通路的影响。

　　ＭＡＰＫ介导信号通路是ＲＡＮＫＬＲＡＮＫＯＰＧ
系统向下游传递信号的主要途径。ＲＡＮＫＬ与 ＯＣ
表面的ＲＡＮＫ结合后可进一步激活 ＭＡＰＫ家族信

号通路（ＪＮＫ、ＥＲＫ、ｐ３８），进而激活转录因子———活

化蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１），将 ＲＡＮＫＬ

的信号传递下去［１４］。而ｃＦｏｓ是 ＡＰ１的主要组成

部分，在ＯＣ分化中起重要作用。

　　蛋白质印迹分析检测大鼠骨组织 ＭＡＰＫ家族

（ＪＮＫ、ｐ３８、ＥＲＫ）及 ＭＡＰＫ下游转录因子ｃＦｏｓ表

达结果显示，骨组织ｐ３８和ＥＲＫ磷酸化水平很低且

无明显差别，ｐｐ３８／总ｐ３８、ｐＥＲＫ／总 ＥＲＫ比值亦

无明显改变，这说明 ＯＶＸ大鼠在 Ａｌｎ、运动或运动

联合Ａｌｎ干预治疗１２周后，ｐ３８和ＥＲＫ未被激活。

而ＯＶＸ大鼠骨组织ｐＪＮＫ／总ＪＮＫ比值增大（与

ｓｈａｍ组相比），ＪＮＫ的磷酸化水平增高（Ｐ＜０．０５），

说明ＯＶＸ大鼠的ＪＮＫ蛋白被激活；Ａｌｎ、运动或运

动联合 Ａｌｎ 均降低 ｐＪＮＫ／总 ＪＮＫ 比值 （Ｐ＜

０．０５），即降低ＪＮＫ蛋白的磷酸化水平，但３个治疗

组间ＪＮＫ的磷酸化水平无明显差别。同样，ＯＶＸ
大鼠骨组织ｃＦｏｓ蛋白的表达水平较ｓｈａｍ组增高

（Ｐ＜０．０５），Ａｌｎ、运动或运动联合Ａｌｎ均使ｃＦｏｓ的

表达降低（Ｐ＜０．０５），３个治疗组间ｃＦｏｓ的表达水

平亦未见明显差别。以上结果表明，Ａｌｎ、运动或运

动联合Ａｌｎ可能通过抑制ＪＮＫ蛋白和下游的转录

因子ｃＦｏｓ，进而调控ＯＣ的骨吸收作用。

　　临床中Ａｌｎ用于治疗绝经后妇女及男性骨质疏

松，运动对于男性和女性ＢＭＤ及骨折均显示出较

好的改善作用［３，１５］，但运动联合 Ａｌｎ对去势雄鼠骨

代谢的影响及其临床效果需进一步观察。
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