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雷奈酸锶改善成骨不全症模型 oim 小鼠代谢失衡的双向机制

孙 斌1，徐 增1，吴卉乔1，郭 蕾2，张 颖1，石长贵1*，袁 文1

1. 海军军医大学（第二军医大学）长征医院脊柱外科，上海 200003
2. 上海交通大学医学院附属瑞金医院上海市伤骨科研究所，上海市中西医结合防治骨与关节病损重点实验室，上海 200025

[摘要] 目的 探讨雷奈酸锶对成骨不全症（OI）模型 oim 小鼠成骨细胞和破骨细胞的双重作用。方法 取 1 周龄 
OI 模型纯合子 oim/oim 小鼠及野生型（wt/wt）小鼠的颅骨，采用Ⅰ型胶原酶通过连续消化法获取成骨细胞；取 5～ 

7 周龄 oim/oim 小鼠和 wt/wt 小鼠的长骨，获取骨髓单核细胞诱导分化成破骨细胞。给予不同浓度（1、10 mmol/L）
的雷奈酸锶进行干预，采用实时定量 PCR（qRT-PCR）及蛋白质印迹法分别在 mRNA 及蛋白水平检测成骨细胞分化

相关基因 Runt 相关转录因子 2（Runx2）、碱性磷酸酶（ALP）、骨钙蛋白（OCN），破骨细胞分化相关基因降钙素

受体（Calcr）、抗酒石酸磷酸酶（Trap）、组织蛋白酶 K（CTSK），以及破骨分化相关转录因子 c-fos、活化 T 细
胞核因子 c1（NFATc1）的表达；采用 ALP 染色及茜素红 S 染色观察成骨分化及矿化情况；采用 Trap 染色及骨片陷

窝实验评估破骨细胞形成数量及骨吸收活性；采用 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐（MTT）比色法检测

雷奈酸锶对成骨细胞和破骨细胞活性的影响。结果 qRT-PCR 及蛋白质印迹法检测结果显示，雷奈酸锶在 mRNA 及
蛋白水平均可促进 oim/oim 小鼠成骨细胞分化相关基因（Runx2、ALP、OCN）的表达增加，同时抑制破骨细胞分化

相关基因及转录因子（Calcr、Trap、CTSK、c-fos、NFATc1）的表达（P 均＜0.05），且随浓度增加作用增强。ALP 
染色及茜素红 S 染色结果显示，雷奈酸锶可促进 oim/oim 小鼠成骨细胞分化及矿化（P 均＜0.05）。Trap 染色及骨片

陷窝实验结果显示，雷奈酸锶可降低 oim/oim 小鼠破骨细胞形成数量和破骨细胞骨吸收活性（P 均＜0.05）。MTT 结果

显示，1 mmol/L、10 mmol/L 雷奈酸锶对 oim/oim 小鼠成骨细胞和破骨细胞无细胞毒性。结论 雷奈酸锶可有效改善 OI 
模型 oim 小鼠的骨代谢失衡，其机制可能是促进成骨细胞分化及矿化，同时抑制破骨细胞的形成及骨吸收活性。
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Strontium ranelate improving metabolic imbalance in oim mice of osteogenesis imperfecta: the dual mechanism
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[Abstract]　Objective　To explore the dual effects of strontium ranelate (SrR) on primary osteoblasts and osteoclasts 
using an osteogenesis imperfecta (OI) model oim mouse. Methods　The osteoblasts were obtained by digesting the calvaria 
of one-week-old homozygote oim/oim mice and wild type (wt/wt) mice with typeⅠcollagenase. The osteoclasts were 
obtained by inducing the bone marrow mononuclear cells derived from the long bone of oim/oim mice and wt/wt mice aged 
between five and seven weeks old. SrR with different concentrations (1 mmol/L and 10 mmol/L) was used to stimulate 
the cells. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and Western blotting were used to quantify the expression of osteoblast 
differentiation-related genes (Runt-related transcription factor 2 [Runx2], alkaline phosphatase [ALP] and osteocalcin [OCN]), 
osteoclast differentiation-related genes (calcitonin receptor [Calcr], tartrate-resistant acid phosphatase [Trap] and cathepsin 
K [CTSK]), and osteoclast differentiation-related transcription factors (cellular oncogene fos [c-fos] and nuclear factor of 
activated T-cell c1 [NFATc1]). The osteoblast differentiation and mineralization were evaluated by ALP staining and alizarin 
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red S staining. The osteoclastogenesis and resorption activity of the osteoclasts were evaluated by Trap staining and pit 
formation assay. The effect of SrR on cell viability of osteoblasts and osteoclasts was evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Results　qRT-PCR and Western blotting showed that the expression 
levels of Runx2, ALP, and OCN in oim/oim mice were significantly increased at mRNA and protein levels after stimulation with 
SrR in a dose-dependent manner (all P＜0.05). In comparison, SrR caused significant decreases in Calcr, Trap, CTSK, c-fos, 
and NFATc1 expression (all P＜0.05). ALP staining and alizarin red S staining demonstrated that SrR stimulation significantly 
increased osteoblast differentiation and mineralization of oim/oim mice (all P＜0.05). Trap staining and pit formation assay 
showed that SrR significantly decreased the formation number of osteoclasts and inhibited the resorption activity of osteoclasts 
in oim/oim mice (all P＜0.05). MTT assay showed that 1 mmol/L and 10 mmol/L SrR had no cell cytotoxicity on osteoblasts or 
osteoclasts of oim/oim mice. Conclusion　SrR can improve the imbalance of bone metabolism in OI model oim mouse, which 
might involve the increases in osteoblast differentiation and mineralization and decreases in formation and resorption of the 
osteoclasts.

[Key words]　strontium ranelate; osteogenesis imperfecta; osteoblasts; osteoclasts; metabolism
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(9): 945-953]

成骨不全症（osteogenesis imperfecta，OI）是

一组以骨脆性增加、胶原代谢紊乱为特征的全身

性遗传性结缔组织疾病，其发病率为 1/20 000～ 

1/15 000[1]。绝大多数 OI 由Ⅰ型胶原蛋白  α1 链
（collagen typeⅠ α1 chain，Col1a1）或Ⅰ型胶原蛋白 
α2 链（collagen typeⅠ α2 chain，Col1a2）基因显性遗

传突变使Ⅰ型胶原合成减少或结构异常导致[2]。OI 根
据表型主要分为 5 个亚型（Ⅰ～Ⅴ型），其临床特

征主要包括骨量降低、反复骨折、长骨或脊柱畸

形、牙本质发育不全、关节松弛、身材矮小、巩膜

蓝色，甚至死亡等[3]。OI 症状多于儿童时期开始出

现[4]，严重影响患者的生活质量，也给家庭和社会

带来沉重的负担。

目前，OI 尚缺乏有效的治疗手段，临床治疗

方案主要包括手术矫形、药物治疗、分子与细胞治

疗[5]。药物治疗是 OI 的主要治疗方式，其中双膦

酸盐的临床应用最为广泛。双膦酸盐的治疗作用主

要包括增加骨量、减少骨痛、增强肌力及改善生活

质量，然而，其是否能降低 OI 患者的骨折发生率

目前尚无定论[6-7]，然而研究也发现双膦酸盐具有

破坏骨愈合和骨重建、损坏骨细胞、减少骨矿化及

抑制骨生长等不良反应[8-10]。此外，双膦酸盐半衰

期长，在体内存留时间可达数年，其治疗 OI 的最

佳剂量和疗程仍不清楚 。因此，有必要探索更有

效的 OI 治疗药物。

雷奈酸锶（strontium ranelate，SrR）是一种

新型的治疗骨质疏松药物 [11]，临床试验结果表

明  SrR 可增加绝经后妇女脊柱及髋部骨密度、

降低脊柱及非脊柱部位的骨折发生率，而且其

疗效可长达 10 年[12-13]。oim 小鼠 （B6C3Fe-α/α- 

Col1a2oim/＋）是 Col1a2 上一处自发突变导致的骨

结构异常模型，与人类 OI 有相同的临床表现和

生物学特性，是目前研究 OI 的主要动物模型[14]。

SrR 可降低 OI 模型 oim 小鼠的骨折发生率、增强

骨骼力学强度、改善骨微结构[15]。为进一步揭示 
SrR 治疗 OI 的机制，本研究以 oim 小鼠为研究对

象，通过体外细胞学研究探讨 SrR 对 oim 小鼠成

骨细胞及破骨细胞的影响，为 SrR 应用于临床治

疗 OI 奠定实验基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物  所有动物操作经海军军医大学

（第二军医大学）实验动物伦理委员会审核批准，

B6C3Fe-α/α-Col1a2oim/＋杂合子购自美国 Jackson 
实验室，委托南京大学-南京生物医药研究院繁

育、保种。该品系小鼠后代经基因鉴定、筛选，

获得足够数量的纯合子（oim/oim）小鼠及野生型 
（wt/wt）小鼠。

1.2 成骨细胞的获取与分组 取 1 周龄的 oim/oim 
或 wt/wt 小鼠颅骨，剪碎后采用Ⅰ型胶原酶（美国 
Sigma 公司）通过连续消化法（具体方法参考文

献 [16]）获取成骨细胞，用含 10% 胎牛血清（美

国 Gibco 公司）及 1% 青/链霉素（美国 Gibco 公
司）的 α-MEM 培养液（美国 Gibco 公司）培养，

培养条件为 37 ℃、5% CO2、饱和湿度，待细胞

生长至 80% 融合度时进行传代。取第 3 代细胞铺

于 6 孔板（1×105/孔），培养 24 h 后在培养液中

添加成骨分化诱导剂：50 μg/mL L-抗坏血酸（美

国 Sigma 公司）、10 mmol/L β-甘油磷脂（美国 
Sigma 公司）及 100 nmol/L 地塞米松（加拿大 BBI 
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Life Sciences 公司）。成骨细胞诱导分化时间为 7 d， 
每 2 d 更换 1 次培养液。oim/oim 干预组成骨细胞

在诱导液中加入不同浓度（1、10 mmol/L）的 SrR
（法国施维雅药厂）进行干预，以 oim/oim 非干预

组及 wt/wt 组成骨细胞作为对照。

1.3 破骨细胞的获取与分组  分离  5～7 周龄 
oim/oim 小鼠和 wt/wt 小鼠的股骨及胫骨，获取

骨髓，在含  10% 胎牛血清及  1% 青 /链霉素的 
α-MEM 培养液中培养，24 h 后收集未贴壁细胞，

采用 Ficoll 梯度离心法获取骨髓单核细胞（bone 
marrow mononuclear cell，BMMC），用完全培

养液重悬后铺于 24 孔板（2.5×104/孔），并添加 
50 ng/mL 的巨噬细胞集落刺激因子（macrophage-
colony stimulating factor，M-CSF；美国 PeproTech 
公司）；培养 3 d 后将培养液更换为含 20 ng/mL 
M-CSF 及 60 ng/mL 核因子 κB 受体活化因子配

体（receptor activator of nuclear factor κB ligand，
RANKL；美国 PeproTech 公司）的 α-MEM 培养

液，其中 oim/oim 干预组破骨细胞予以不同浓度

（1、10 mmol/L）的 SrR 进行干预，以 oim/oim 非
干预组及 wt/wt 组破骨细胞作为对照。

1.4 反转录及实时定量 PCR（quantitative real-time 
PCR，qRT-PCR）检测 mRNA 表达水平 成骨细

胞及破骨细胞干预 7 d 后均依次采用 TRIzol（美

国 Invitrogen 公司）、氯仿、异丙醇、70% 乙
醇进行 RNA 提取（具体方法参考文献 [16]）。

RNA 浓度测定后进一步采用反转录试剂盒（日

本 TaKaRa 公司）反转录为 cDNA；使用 SYBR® 
Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒（日本 TaKaRa 公司），

应用 7500 型荧光定量 PCR 仪（美国 ABI 公司）

检测成骨细胞分化相关基因 Runt 相关转录因子 2
（Runt-related transcription factor 2，Runx2）、碱

性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、骨钙蛋

白（osteocalcin，OCN），破骨细胞分化相关基因

降钙素受体（calcitonin receptor，Calcr）、抗酒

石酸磷酸酶（tartrate-resistant acid phosphatase，
Trap）、组织蛋白酶 K（cathepsin K，CTSK），

以及破骨细胞分化相关转录因子 c-fos、活化 T 细
胞核因子 c1（nuclear factor of activated T-cell c1，
NFATc1）的 mRNA 表达，以 GAPDH 作为内参

照，各基因扩增引物见表 1。
1.5 蛋白质印迹法检测蛋白表达水平 成骨细胞

及破骨细胞干预 7 d 后采用 RIPA 裂解，BCA 法测

定蛋白浓度，高温变性，依次进行电泳、转膜、

封闭（5% 脱脂奶粉溶液封闭 2 h）；4 ℃ 条件下

一抗孵育过夜，相关一抗为 Runx2（英国 Abcam 
公司，稀释比例为 1︰500）、ALP（英国 Abcam 
公司，1︰400）、OCN（英国 Abcam 公司，1︰
200）、Calcr （英国 Abcam 公司，1︰500）、

Trap（英国 Abcam 公司，1︰200）、CTSK（英

国 Abcam 公司，1︰400）、c-fos（英国 Abcam 公
司，1︰1 000）、NFATc1（英国 Abcam 公司，1︰
500）和 β-肌动蛋白（β-actin；美国 Santa Cruz 公
司，1︰1 000）。次日，用 Tris 盐酸盐缓冲液＋

Tween（TBST）清洗后，二抗室温下孵育 1 h。用

电化学发光法显影成像，采用 BandScan 软件分析

相对蛋白表达水平。

表 1 实时定量 PCR 分析的目标引物序列

Tab 1 Primer sequences for quantitative real-time PCR
Gene Primer sequence (5′-3′)

GAPDH Forward: AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG
Reverse: TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA

Runx2 Forward: ATG CTT CAT TCG CCT CAC AAA
Reverse: GCA CTC ACT GAC TCG GTT GG

ALP Forward: CCA ACT CTT TTG TGC CAG AGA
Reverse: GGC TAC ATT GGT GTT GAG CTT TT

OCN Forward: CTG ACC TCA CAG ATC CCA AGC
Reverse: TGG TCT GAT AGC TCG TCA CAA G

Calcr Forward: GCA ACG CTT TCA CTT CTG AGA
Reverse: GTT CCC ACT GCA TTG TCC ACA

Trap Forward: CAC TCC CAC CCT GAG ATT TGT
Reverse: CAT CGT CTG CAC GGT TCT G

CTSK Forward: GAA GAA GAC TCA CCA GAA GCA G
Reverse: TCC AGG TTA TGG GCA GAG ATT

c-fos Forward: CGG GTT TCA ACG CCG ACT A
Reverse: TTG GCA CTA GAG ACG GAC AGA

NFATc1 Forward: GAC CCG GAG TTC GAC TTC G
Reverse: TGA CAC TAG GGG ACA CAT AAC TG

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; 
Runx2: Runt-related transcription factor 2; ALP: Alkaline 
phosphatase; OCN: Osteocalcin; Calcr: Calcitonin receptor; 
Trap: Tartrate-resistant acid phosphatase; CTSK: Cathepsin 
K; c-fos: Cellular oncogene fos; NFATc1: Nuclear factor of 
activated T-cell c1

1.6 成骨细胞 ALP 染色及其活性测定 成骨细胞

在干预 7 d 后采用 4% 多聚甲醛溶液 [E672002，生

工生物工程（上海）股份有限公司] 固定 15 min，
用 ALP 染色试剂盒 [D720338，生工生物工程（上

海）股份有限公司] 37 ℃ 条件下染色 30 min，磷

酸盐缓冲液清洗后，分别用 Canon 相机（650D）

和倒置光学显微镜（日本 Olympus 公司，40×）

观察并拍照，分化的成骨细胞被染成蓝色，ALP 
染色强度用于评估成骨分化的程度。
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同样条件培养及干预成骨细胞 7 d 后收集各

组细胞，20 000×g 离心 5 min，对细胞沉淀采用 
BCA 法检测蛋白浓度，同时对等量的细胞沉淀采

用 ALP 活性检测试剂盒（美国 Sigma 公司）进行

检测，37 ℃ 条件下孵育 30 min，用分光光度计

（美国 Molecular Devices 公司）测量 450 nm 波长

处的光密度（D）值，各组 ALP 活性值采用蛋白浓

度值进行标准化处理。

1.7 成骨细胞茜素红 S 染色及定量分析 成骨

细胞在干预 14 d 后，采用 4% 多聚甲醛溶液固

定 15 min，用 0.2% 茜素红 S 溶剂（美国 Sigma 
公司）在 37 ℃ 条件下染色 30 min，磷酸盐缓冲

液清洗后，分别用 Canon 相机和倒置光学显微

镜观察并拍照，被染成红色的部分为钙结节。茜

素红 S 染色后加入 5% 的高氯酸，37 ℃ 避光孵

育 30 min，用分光光度计测量 420 nm 波长处的  
D 值，并进行定量分析。

1.8 Trap 染色检测破骨细胞形成数量 破骨细胞

诱导分化成熟（7 d）后，采用 4% 多聚甲醛溶液

固定 15 min，用 Trap 染色试剂盒（美国 Sigma 公
司）于室温下染色 30 min，镜下多核且呈红色的

细胞即为破骨细胞，倒置光学显微镜下拍摄后进行

细胞计数，每孔随机选择 6 个视野，取平均值，实

验重复 3 次。

1.9 骨片陷窝实验评估破骨细胞骨吸收活性 具体

方法参考文献 [16]，将脱水消毒后的牛皮质骨片修

剪至 5 mm×5 mm×1 mm 大小，预先铺至 24 孔板

中，然后将分离后的单核细胞铺至骨片上进行培养

及干预，诱导 7 d 后取出骨片，放置于 1 mol/L 的氨

水中超声处理 10 min，去除骨片上的残余细胞；然

后用 1% 甲苯胺蓝和硼酸钠染色 1 min，光学显微镜

下观察陷窝被染成深蓝色，随机选择 6 个视野，计

算陷窝面积，取平均值，实验重复 3 次。

1.10 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐 
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide，MTT] 比色法检测 SrR 对成骨细胞与破骨

细胞活性的影响 将成骨细胞（5×104/mL）接种

于 96 孔板，200 μL/孔，用成骨细胞诱导液培养，

细胞贴壁后，弃上清，然后用含不同浓度（0、1、
10 mmol/L）SrR 的培养液培养。对于破骨细胞，

将 BMMC（5×105/mL）接种于 96 孔板，用含  
50 ng/mL M-CSF 的培养液培养，并给予不同浓

度（0、1、10 mmol/L）SrR 干预。2 种细胞均在 
SrR 干预 3 d 后，于每孔细胞中添加 MTT 混合液 
（5 mg/mL）继续孵育 2 h。孵育结束时小心吸去孔

内上清液，每孔加入二甲基亚砜，震荡 10 min，用

瑞士 TECAN infinite 200 型酶标仪测定 450 nm 波长

处各孔 D 值，取平均值。

1.11 统计学处理 应用 SPSS 20.0 软件进行数据

处理。计量资料以 x±s 表示，组间比较采用单因

素方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 SrR 诱导 oim 小鼠成骨细胞分化相关基因的 
表达 与 wt/wt 小鼠成骨细胞相比，oim/oim 小鼠成

骨细胞分化相关基因 Runx2、ALP、OCN 的 mRNA 
和蛋白表达水平均降低（P 均＜0.05）。oim/oim 小鼠

的成骨细胞在给予不同浓度（1、10 mmol/L）SrR 干
预 7 d 后，无论 mRNA 水平还是蛋白水平 SrR 均呈

剂量依赖方式促进成骨细胞分化相关基因 Runx2、
ALP、OCN 的表达（P 均＜0.05）。见图 1。
2.2 SrR 促进 oim 小鼠成骨细胞分化及矿化 ALP 
染色结果显示 oim/oim 小鼠成骨细胞中的 ALP 活
性低于 wt/wt 小鼠（P＜0.05），SrR 干预可增强 
oim/oim 小鼠成骨细胞中的 ALP 活性并呈剂量依赖

性（P＜0.05，图 2A）。同样，茜素红 S 染色结

果也显示，oim/oim 小鼠成骨细胞中的钙结节形成

数量少于 wt/wt 小鼠（P＜0.05），而给予 SrR 干
预后 oim/oim 小鼠成骨细胞中的钙结节形成数量随

着 SrR 浓度增加而增多（P＜0.05，图 2B）。

2.3 SrR 抑制 oim 小鼠破骨细胞分化相关基因的 
表达 与 wt/wt 小鼠破骨细胞对比，oim/oim 小鼠破

骨细胞分化相关基因 Calcr、Trap、CTSK 的 mRNA 
和蛋白表达水平均升高（P 均＜0.05），oim/oim 小
鼠的破骨细胞在给予不同浓度（1、10 mmol/L） 
SrR 干预 7 d 后，无论 mRNA 水平还是蛋白水平 
SrR 均呈剂量依赖方式抑制破骨细胞分化相关基

因 Calcr、Trap、CTSK 的表达（P 均＜0.05，图 
3A～3F）。SrR 干预条件下，c-fos 和 NFATc1 蛋白

表达水平均降低（P 均＜0.05，图 3G～3I）。

2.4 SrR 抑制 oim 小鼠破骨细胞形成数量并降低

其骨吸收能力 Trap 染色结果显示，oim/oim 小鼠

的破骨细胞形成数量多于 wt/wt 小鼠，差异有统计

学意义（P＜0.05），SrR 干预可抑制 oim/oim 小
鼠破骨细胞形成数量并呈剂量依赖性（P＜0.05， 
图  4）。骨片陷窝实验结果显示，oim /oim  小
鼠的破骨细胞骨吸收活性高于  w t / w t  小鼠 
（P＜0.05），而给予 SrR 干预后 oim/oim 小鼠

的破骨细胞骨吸收活性随着 SrR 浓度增加而下降 
（P＜0.05，图 5）。
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图 1 qRT-PCR 和蛋白质印迹法检测 SrR 促进成骨细胞分化

Fig 1 SrR stimulating differentiation of osteoblasts in vitro measured by qRT-PCR and Western blotting
A-C: qRT-PCR; D-F: Western blotting. qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; SrR: Strontium ranelate; 

Runx2: Runt-related transcription factor 2; ALP: Alkaline phosphatase; OCN: Osteocalcin; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; wt/wt: Wild type. *P＜0.05 vs oim/oim group; △P＜0.05 vs oim/oim＋SrR (1 mmol/L) group. n＝3, x±s

图 2 ALP 染色和茜素红 S 染色检测 SrR 促进成骨细胞分化及矿化

Fig 2 SrR promoting osteoblast differentiation and mineralization in vitro measured by ALP and alizarin red S staining
A: Representative pictures of ALP staining (original magnification: ×40) and ALP activity outcomes; B: Representative pictures 

of alizarin red S staining (original magnification: ×40) and quantitative analysis outcomes. SrR: Strontium ranelate; ALP: Alkaline 

phosphatase; wt/wt: Wild type. *P＜0.05 vs oim/oim group; △P＜0.05 vs oim/oim＋SrR (1 mmol/L) group. n＝3, x±s
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2.5 SrR 对 oim 小鼠的成骨细胞和破骨细胞均无

毒性 oim/oim 小鼠成骨细胞给予不同浓度（0、
1、10 mmol/L）SrR 干预 3 d 后，MTT 孵育 2 h 后的 
D450 值分别为 1.91±0.17、1.89±0.21、2.04±0.19， 
10 mmol/L SrR 与 0 mmol/L SrR 之间差异无统计学

意义（P＞0.05）。提示 SrR 对 oim 小鼠的成骨细

胞无明显毒性，SrR 可能促进 oim 小鼠成骨细胞增

殖。oim/oim 小鼠 BMMC 给予不同浓度（0、1、 
10 mmol/L）SrR 干预 3 d 后，MTT 孵育 2 h 后的 D450 
值分别为 1.85±0.17、1.83±0.14、1.86±0.16，差异

无统计学意义（P＞0.05）。提示 SrR 对 oim 小鼠的

破骨细胞活性无明显影响。

3 讨 论

SrR 对骨代谢具有双重作用，既能促进骨形成

又能抑制骨吸收，从而有效改善骨的几何特性及

微观结构、增加骨量及骨矿化[17-18]。本研究在前期

动物实验[15]基础上，通过体外细胞学实验发现 SrR 
可促进 oim 小鼠的成骨细胞分化及矿化，同时抑制 
oim 小鼠的破骨细胞形成及骨吸收活性。

图 3 qRT-PCR 和蛋白质印迹法检测 SrR 抑制破骨细胞分化

Fig 3 SrR inhibiting differentiation of osteoclasts in vitro measured by qRT-PCR and Western blotting
A-C: qRT-PCR outcomes of Calcr, Trap and CTSK; D-F: Western blotting outcomes of Calcr, Trap, and CTSK; G-I: Western 
blotting outcomes of c-fos and NFATc1. qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; SrR: Strontium ranelate; Calcr: 
Calcitonin receptor; Trap: Tartrate-resistant acid phosphatase; CTSK: Cathepsin K; c-fos: Cellular oncogene fos; NFATc1: Nuclear 
factor of activated T-cell c1; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; wt/wt: Wild type. *P＜0.05 vs oim/oim group;  
△P＜0.05 vs oim/oim＋SrR (1 mmol/L) group. n＝3, x±s
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图 5 SrR 抑制 oim 小鼠破骨细胞骨吸收能力

Fig 5 SrR inhibiting osteoclast bone resorption of oim mice in vitro

A: Pit formations of osteoclast resorption (original magnification: ×40); B: Resorption rate of osteoclasts detected by pit formation 

assay. SrR: Strontium ranelate; wt/wt: Wild type. *P＜0.05 vs oim/oim group; △P＜0.05 vs oim/oim＋SrR (1 mmol/L) group. n＝3, x±s

Ⅰ型胶原是骨细胞外基质的主要成分，约占骨有

机质的 90%，对于维持骨架完整性和骨骼功能至关

重要[19-20]。成骨过程中，Ⅰ型胶原不仅能够引导钙盐

沉积、矿化及羟基磷灰石晶体的形成[21]，还能作为细

胞外信号分子结合特异性受体整合素 α2β1、激活黏

附斑激酶（focal adhesion kinase，FAK）、介导细胞

内信号转导、诱导成骨细胞分化及黏附等过程[22-23]。

OI 患者由于 Col1a1 和 Col1a2 基因突变，导致Ⅰ型

胶原结构异常或含量缺乏，进而造成成骨细胞分化

及矿化障碍。Li 等[24]研究发现，oim 小鼠的成骨细

胞处于不断增殖状态，但仅有一小部分分化至成熟

阶段，大部分成骨细胞仍处于未分化阶段。成骨

细胞与破骨细胞共同参与调节骨代谢，OI 中不仅

存在成骨细胞分化及矿化障碍，同时还存在破骨细

胞活跃。Li 等[24]将 oim 小鼠未分化成熟的成骨细

胞、wt/wt 小鼠的正常成骨细胞分别与破骨细胞共

培养，发现 oim 小鼠的破骨细胞形成能力及骨吸收

活性增强，其机制可能与未分化的成骨细胞高表达 
RANKL 和肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor 
α，TNF-α）有关。由此可见，成骨细胞-破骨细胞

的平衡障碍是 OI 的重要致病机制。

根据 OI 的发病机制，治疗 OI 的理想药物应

具备促进成骨细胞成熟、抑制破骨细胞活性的双重

作用。目前研究发现 SrR 对骨代谢具有双重作用，

几项针对骨质疏松的大规模多中心随机对照研究

（SOTI[25]、TROPOS[12,25]、STRATOS[26]）均表明， 
SrR 可降低髋骨骨折和外周骨折的发生风险，增加

腰椎骨密度、降低脊柱骨折发生率 33%～41%，

且长期使用安全、有效。本课题组前期考察了 SrR 
治疗 OI 的疗效，结果发现 SrR 可降低 OI 模型小

鼠的骨折发生率[15]，但具体机制尚不明确。

ALP 能调节局部钙、磷水平，促进骨间质矿化，

图 4 SrR 抑制 oim 小鼠破骨细胞形成

Fig 4 SrR inhibiting osteoclastogenesis of oim mice in vitro

A: Trap staining pictures of osteoclasts (original magnification: ×40); B: Numbers of osteoclasts based on Trap staining. SrR: 

Strontium ranelate; wt/wt: Wild type. *P＜0.05 vs oim/oim group; △P＜0.05 vs oim/oim＋SrR (1 mmol/L) group. n＝3, x±s
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ALP 活性的高低是反映早期成骨细胞分化的关键生

物学指标之一[27]；Runx2 是成骨分化的标志性基因，

而 OCN 反映成骨细胞矿化及成熟情况。既往研究发

现，SrR 改善去卵巢骨质疏松大鼠的骨结构，同时伴

随血清中 ALP 和 OCN 含量的增加[28]，提示 SrR 可
能通过促进成骨细胞分化及矿化发挥作用。进一步

体外实验表明，SrR 可诱导成骨细胞系 MC3T3-E1 中 
ALP 的表达增加，但不影响 MC3T3-E1 的矿化[29]。

Bonnelye 等[30]体外培养小鼠颅骨来源成骨细胞，发

现 SrR 可诱导成骨前体细胞向成熟成骨细胞分化、

增加成骨结节形成，不仅如此，成骨早期分化基因

和晚期分化基因 ALP、OCN、骨唾液酸蛋白（bone 
sialoprotein，BSP）的表达在 SrR 作用下也上调。

SrR 对正常小鼠及去卵巢大鼠的成骨细胞的促进作

用与其对 OI 小鼠成骨细胞的作用类似，本研究以 
oim 小鼠的成骨细胞为研究对象，发现 SrR 同样可

促进 oim 小鼠成骨细胞的早期及晚期分化基因表

达，并诱导钙结节形成。结合前期体内实验研究结

果[15]，提示 SrR 降低 oim 小鼠骨折发生率的机制可

能是通过诱导小鼠体内尚未分化的成骨细胞向成熟

阶段分化及矿化而实现。

破骨细胞是机体内唯一具有溶骨作用的细

胞，异常激活破骨细胞可导致骨密度降低，进而

导致骨代谢疾病的发生[31]。破骨细胞由单核细胞聚

集而成，NFATc1 和 Trap 是破骨细胞分化及形成的

标志性基因，而 CTSK 反映破骨细胞吸收活性。

既往研究发现，SrR 可导致绝经后骨质疏松模型大

鼠的破骨细胞数量和表面积降低，同时伴随血清

中 Trap 含量及Ⅰ型胶原 N 末端肽水平下降[28]，提

示 SrR 可能通过抑制破骨活性达到减少骨量丢失

的效果。进一步体外分离 BMMC 进行培养，SrR 
干预后多核破骨细胞形成受到抑制，象牙骨皮质吸

收实验结果也显示 SrR 可抑制破骨细胞骨吸收活

性，其机制可能是通过破坏破骨细胞中的微丝肌动

蛋白骨架结构从而干扰破骨细胞与骨质之间的贴

附过程[30]。本实验采用不同浓度 SrR 作用于 OI 的
破骨细胞，破骨细胞分化相关基因 Calcr、Trap、
CTSK 及相关信号通路分子 c-fos 和 NFATc1 的表达

水平均降低，且 Trap 染色及骨片陷窝实验显示，

SrR 干预后 oim 小鼠的破骨细胞形成数量及破骨吸

收面积均减少，细胞活性检测发现 SrR 干预条件

下 BMMC 的活性并未降低，提示 SrR 可能通过抑

制破骨细胞的形成及骨吸收活性而减少 OI 中骨质

的破坏。

本研究通过体外实验验证了 SrR 对 OI 异常骨

代谢的双重作用。本研究结果提示，SrR 降低 OI 

骨折发生率的机制可能是通过促进成骨分化相关基

因 Runx2、ALP 及 OCN 的表达，从而诱导 OI 未分

化的成骨细胞向成熟阶段分化；同时 SrR 还抑制

破骨细胞形成及其骨吸收活性，从而减少 OI 中骨

质的破坏。本研究结果为 SrR 临床治疗 OI 奠定了

一定的理论基础。
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