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摘　 要　 目的:探讨硼替佐米与帕米膦酸二钠在废用性骨质疏松症(DOP)大鼠模型中的疗效。 方法:选取 16 周龄雄性 SD 大鼠
40 只,随机分为对照组、假手术组、模型组、帕米膦酸二钠治疗组和硼替佐米治疗组,每组 8 只。 建立 DOP 大鼠模型。 采用显微-
CT 测定大鼠后肢胫骨显微结构参数;采用酶联免疫吸附试验测定大鼠血清学指标核因子 κB 受体激活蛋白配体(RANKL) / 骨保
护素(OPG)浓度比值,血清骨硬化蛋白(Sclerostin)、碱性磷酸酶(ALP)的水平;采用定量聚合酶链反应测定骨组织中骨吸收相关

因子Ⅰ型前胶原氨基端前肽(PINP)、Ⅰ型胶原交联 C-末端肽(CTX) -1、基质金属蛋白酶(MMP) -3 和 MMP-9
 

mRNA 的相对表达水
平;采用蛋白质印迹法测定大鼠骨组织中成骨分化关键转录因子钙调磷酸酶(Calcineurin) / 活化 T 细胞核因子(NFAT)信号轴和
糖原合成酶激酶-3β(GSK3β) / 蛋白激酶 B(Akt) 信号通路水平。 结果:与假手术组比较,模型组大鼠后肢胫骨骨体积分数
(BV / TV)、骨小梁数量(Tb. N)、骨小梁厚度(Tb. Th)、连通性密度(Conn. D)、结构模型指数(SMI)和骨密度(BMD)降低,骨小梁
分离度(Tb. Sp)升高;血清 RANKL / OPG 浓度比值、Sclerostin 水平升高,血清 ALP 水平降低;骨组织中 PINP、CTX-1

  

mRNA 相对表
达水平降低,MMP-3、MMP-9

 

mRNA 相对表达水平升高;Calcineurin 相对表达水平降低;p-Akt 相对表达水平降低,p-GSK3β 相对表

达水平升高,上述差异均有统计学意义(P<0. 05)。 与模型组比较,帕米膦酸二钠治疗组和硼替佐米治疗组部分逆转了上述指标
(包括后肢胫骨 BV / TV、Tb. N、Tb. Th、Tb. Sp、Conn. D、SMI 和 BMD,血清 RANKL / OPG 浓度比值、Sclerostin 水平和 ALP 水平,骨组
织中 MMP-3、MMP-9

 

mRNA 相对表达水平,骨组织中 Calcineurin 相对表达水平,骨组织中 p-Akt、p-GSK3β 相对表达水平),差异均
有统计学意义(P<0. 05);且硼替佐米治疗组大鼠骨组织中 PINP、CTX-1

  

mRNA 相对表达水平升高,NFAT 相对表达水平升高,差
异均有统计学意义(P<0. 05)。 与帕米膦酸二钠治疗组比较,硼替佐米治疗组逆转上述指标的效果更为显著,差异均有统计学意
义(P<0. 05)。 结论:硼替佐米改善 DOP 大鼠骨质疏松症的疗效优于帕米膦酸二钠。
关键词　 废用性骨质疏松症;
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

compare
 

the
 

efficacy
 

of
 

bortezomib
 

and
 

pamilophosphate
 

in
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

disuse
 

osteoporosis
 

(DOP).
 

METHODS:
 

Forty
 

16-week-old
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,
 

sham
 

surgery
 

group,
 

model
 

group,
 

pamilphosphate
 

treatment
 

group
 

and
 

bortezomib
 

treatment
 

group,
 

with
 

8
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

DOP
 

rat
 

model
 

was
 

established.
 

The
 

microstructural
 

parameters
 

of
 

hind
 

limb
 

tibia
 

were
 

determined
 

by
 

micro-CT.
 

Serological
 

indexes
 

receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κB
 

ligand
 

( RANKL) / osteoprotegerin
 

( OPG)
 

concentration
 

ratio,
 

serum
 

Sclerostin
 

and
 

alkaline
 

phosphatase
 

( ALP )
 

levels
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

bone
 

resorption-related
 

factors
 

type
 

I
 

procollagen
 

amino-terminal
 

prepeptide
 

(PINP),
 

C-terminal
 

crosslinking
 

telopeptide
 

of
 

type
 

I
 

collagen
 

( CTX)-1,
 

matrix
 

metalloproteinase
 

( MMP)-3
 

were
 

determined
 

by
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

Signaling
 

axis
 

of
 

Calcineurin / nuclear
 

factor
 

of
 

activated
 

T-cells
 

isoform
 

(NFAT)
 

and
 

signaling
 

pathway
 

of
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3β
 

( GSK3β) / protein
 

kinase
 

B
 

( Akt),
 

a
 

key
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transcription
 

factor
 

for
 

osteogenic
 

differentiation,
 

were
 

determined
 

by
 

Western
 

blotting.
 

RESULTS:
 

Compared
 

with
 

sham
 

surgery
 

group,
 

bone
 

volume
 

fraction
 

( BV / TV),
 

trabecular
 

number
 

( Tb. N),
 

trabecular
 

thickness
 

( Tb. Th),
 

connectivity
 

density
 

( Conn. D ),
 

structural
 

model
 

index
 

( SMI ),
 

bone
 

mineral
 

density
 

( BMD )
 

and
 

trabecular
 

separation
 

( Tb. Sp)
 

of
 

the
 

posterior
 

limb
 

tibia
 

in
 

model
 

group
 

rats
 

decreased,
 

trabecular
 

separation
 

( Tb. Sp )
 

increased;
 

serum
 

RANKL / OPG
 

concentration
 

ratio
 

and
 

serum
 

sclerostin
 

level
 

increased,
 

serum
 

ALP
 

level
 

decreased;
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PINP
 

and
 

CTX-1
  

mRNA
 

in
 

bone
 

tissues
 

decreased,
 

while
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

MMP-3
 

and
 

MMP-9
 

mRNA
 

increased,
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Calcineurin
 

decreased;
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

p-Akt
 

decreased,
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

p-GSK3
 

increased,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

( P < 0. 05 ).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

pamilphosphate
 

treatment
 

group
 

and
 

bortezomib
 

treatment
 

group
 

partially
 

reversed
 

the
 

above
 

indicators
 

( including
 

BV / TV,
 

Tb. N,
 

Tb. Th,
 

Tb. Sp,
 

Conn. D,
 

SMI
 

and
 

BMD
 

in
 

posterior
 

limb
 

tibia,
 

serum
 

RANKL / OPG
 

concentration
 

ratio,
 

levels
 

of
 

Sclerostin
 

and
 

ALP,
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

MMP-3
 

and
 

MMP-9
 

mRNA
 

in
 

bone
 

tissues,
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Calcineurin
 

in
 

bone
 

tissues,
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-GSK3β
 

in
 

bone
 

tissues ),
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P < 0. 05).
 

The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PINP
 

and
 

CTX-1
  

mRNA
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NFAT
 

in
 

bone
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

bortezomib
 

treatment
 

group
 

increased,
 

with
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

pamilophosphate
 

treatment
 

group,
 

bortezomib
 

treatment
 

group
 

had
 

a
 

more
 

significant
 

effect
 

on
 

reversing
 

the
 

above
 

indicators,
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0. 05).
 

CONCLUSIONS:
 

The
 

efficacy
 

of
 

bortezomib
 

for
 

DOP
 

rat
 

model
 

is
 

better
 

than
 

that
 

of
 

pamilophosphate.
KEYWORDS 　 Disuse

 

osteoporosis;
 

Biphosphate;
 

Bortezomib;
 

Calcineurin / NFAT
 

signaling
 

axis;
 

GSK3β / Akt
 

signaling
 

pathway

　 　 废用性骨质疏松症( disuse
 

osteoporosis,DOP)是由于局部

骨骼机械力卸载或全身固定而导致的骨质流失状态[1] 。 DOP
的病因包括脊髓损伤、其他神经和神经肌肉疾病、骨折后固定

和卧床休息、太空飞行期间微重力诱导的骨质流失以及脑卒

中后局部失用性骨质疏松症[2] 。 根据临床影像学证据,发现

局部骨骼的固定和废用会导致骨小梁和皮质骨的快速骨丢

失[3] 。 临床检测还发现这种骨丢失源于骨吸收相对增加和骨

形成减少[4-5] 。 并且这种长期废用将激活骨细胞大量分泌骨

硬化蛋白(Sclerostin) [6] 。
双磷酸盐(如帕米膦酸二钠)治疗骨质疏松症,在临床上

疗效确切。 然而,由于双磷酸盐药物价格相对低廉,使用人

群数量众多,静脉注射双磷酸盐治疗 10 年内发生骨质疏松

性骨折的概率>10% [7] 。 上述健康经济学分析数据显示了在

普通人群中过量使用双磷酸盐处方存在的危险性[7] 。 硼替

佐米用于治疗骨质疏松症和多发性骨髓瘤相关骨病等,在临

床上已应用多年[8-9] 。 然而,由于 DOP 特殊的病理机制,硼
替佐米是否能够用于 DOP 的治疗,还有待确认。 本研究拟

通过建立 DOP 大鼠模型,并给予帕米膦酸二钠或硼替佐米

治疗,探讨硼替佐米缓解 DOP 大鼠模型骨质疏松症的疗效

及其分子机制。
1　 材料与方法
1. 1　 材料

1. 1. 1　 动物:16 周龄雄性 SD 大鼠 40 只,体重为 220 ~ 260
 

g,
购自山西医科大学实验动物中心。
1. 1. 2　 仪器:micro-computer

 

tomography-50 型显微-CT 仪购自

瑞士 Scanco
 

Medical 公司。 大鼠核因子 κB 受体激活蛋白配体

(RANKL,货号为 EK2208)、骨保护素(OPG,货号为 EK1134)、
碱性磷酸酶 ( ALP,货号为 EK361S) 和骨 Sclerostin ( 货号为

EK261)水平酶联免疫吸附试验( ELISA)测定试剂盒购自杭州

联科生物技术股份有限公司。 RNAprep
 

Pure 动物组织总 RNA
提取试剂盒(货号为 DP431)、Quant

 

cDNA 第一链合成试剂盒

(货号为 KR103) 和 SuperReal 荧光定量预混试剂增强版

(SYBR
 

Green)(货号为 KR103FP205)购自天根生化科技(北

京) 有限公司。 ProteinExt
 

Mammalian
 

Total
 

Protein
 

Extraction
 

Kit 试剂盒(货号为 DE101-01)、ProteinExt
 

Mammalian
 

Nuclear
 

and
 

Cytoplasmic
 

Protein
 

Extraction
 

Kit 试剂盒(货号为 DE201-
01)购自北京全式金生物技术股份有限公司。
1. 1. 3　 药品与试剂:注射用帕米膦酸二钠(深圳海王药业有

限公司,国药准字 H19980200,批号为 034M6495),注射用硼替

佐米 ( 健进制药有限公司, 国药准字 H20243569, 批号为

027J5433)。 兔 抗 大 鼠 钙 调 磷 酸 酶 ( Calcineurin, 货 号 为

ab109412)、活化 T 细胞核因子( NFAT,货号为 ab2722)、细胞

核蛋白内参 Lamin
 

B(货号 ab232731)、蛋白激酶 B( Akt,货号

为 ab8805)、磷酸化 Akt( p-Akt,货号为 ab38449)、糖原合成酶

激酶-3β(GSK3β,货号为 ab32391)、磷酸化 GSK3β( p-GSK3β,
货号为 ab68476)、 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 ( GAPDH, 货号为

ab8245)和山羊抗兔疫球蛋白 G(重链+轻链) [ IgG( H+L),货
号为 ab205718]购自美国 Abcam 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验动物饲养:大鼠饲养于恒温( 22 ~ 25
 

℃ )、恒湿

(50% ~ 70%),配备 12
 

h / 12
 

h 光照 / 黑暗循环的标准 SPF 级鼠

房。 大鼠饲喂标准啮齿类动物饲料,可以自由进食和饮水。
大鼠接受造模操作前,先适应性饲养 1 周。 所有动物实验均

经运城市中心医院实验动物伦理委员会批准 (伦理批号:
YCHH-DW2023001)。
1. 2. 2　 建立 DOP 大鼠模型:雄性大鼠接受悬尾造模操作,尾
巴用胶带固定,使后肢不接触地面,而前肢可以在笼子的地板

上自由活动,正常饮食。 胶带的另一端固定于大鼠头顶的一

根横杆上,使大鼠后肢抬起并保持身体倾斜度约为 30°,头朝
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下俯卧位。 尾悬挂时间持续 6 周,每周测量 1 次大鼠体重,并
使其保持体重不发生显著降低;6 周悬挂期间,防止大鼠尾部

溃烂、悬吊脱落或断尾。 6 周后解除尾悬挂,颈椎脱臼法处死

大鼠。 取其后肢胫骨,进行下游指标的测定[10] 。
1. 2. 3　 动物实验分组和处理方式:将大鼠随机分为 5 组,每
组 8 只。 对照组大鼠不进行任何处理;假手术组仅用胶带固

定大鼠尾巴,但不使后肢抬起和身体倾斜,后肢仍能着地爬

行;模型组建模方法见“1. 2. 2”项,并在建模后当日开始每周

2 次腹腔注射无菌 0. 9%氯化钠溶液 20
 

μL;帕米膦酸二钠治

疗组和硼替佐米治疗组大鼠于建模后当日开始每周 2 次分别

腹腔注射剂量为 20
 

mg / kg 的注射用帕米膦酸二钠和注射用硼

替佐米 20
 

μL。
1. 2. 4　 显微-CT:将采集的大鼠胫骨样品浸没于 4%多聚甲醛

中,在 4
 

℃固定超过 48
 

h。 使用显微-CT 仪对胫骨进行扫描。
扫描参数为源电压 70

 

kV,源电流 200
 

μA,空间分辨率 10
 

μm。
并利用相关分析软件进行骨体积分数( BV / TV)、骨小梁厚度

(Tb. Th)、骨小梁分离度( Tb. Sp
 

)、骨小梁数量( Tb. N)、连通

性密度(Conn. D)、结构模型指数( SMI)以及骨密度( BMD)的

三维重建和骨量统计分析。
1. 2. 5　 ELISA:颈椎脱臼法处死大鼠前,从大鼠眼眶静脉丛采

血。 使用大鼠血清 RANKL、OPG、ALP 和 Sclerostin 水平 ELISA
测定试剂盒进行测定,具体操作按照试剂盒说明书进行。
1. 2. 6　 定量聚合酶链反应( qPCR):将采集的大鼠胫骨样品

浸没于 4%多聚甲醛中,在 4
 

℃ 固定超过 24
 

h,然后浸没于超

过胫骨 10 倍体积的 EDTA 脱钙液中,每 3 日更换 1 次新鲜脱

钙液,在 4
 

℃连续脱钙 4 周。 脱钙结束后,加入 1
 

mL / mg 组织

Trizol 裂解液,在液氮中研磨裂解骨组织并制备组织匀浆,使
用 RNAprep

 

Pure 动物组织总 RNA 提取试剂盒提取总 RNA。
使用 Quant

 

cDNA 第一链合成试剂盒反转录合成 cDNA。 使用

SuperReal 荧光定量预混试剂增强版( SYBR
 

Green)进行 qPCR
扩增。

qPCR 扩增引物如下,Ⅰ型前胶原氨基端前肽( PINP) 上

游引物(5’-3’):
 

TGACGCATGGCCAAGAAGAC,PINP 下游引

物(5’-3’):
 

CTGTCCCAACCCCCAAAAA;Ⅰ型胶原交联 C-末
端肽 ( CTX )-1 上 游 引 物 ( 5 ’-3 ’):

 

CCGTGGCCTCTGC
 

CCCCAC, CTX-1 下 游 引 物 ( 5 ’-3 ’):
 

GCTGTTCGTTCAA
 

GGCTA;基质金属蛋白酶 ( MMP )-3 上 游 引 物 ( 5 ’-3’):
 

GTGTACGGCTGTGTGCTCATCC,MMP-3 下游引物 ( 5 ’-3’):
 

TGGTCTTGAAAAGGATGTG; MMP-9 上 游 引 物 ( 5 ’-3 ’):
 

CAGACTGGTGAGCTGGACA, MMP-9 下 游 引 物 ( 5 ’-3 ’):
 

TTCGAAGGCGACCTCAAGTG; GAPDH 上 游 引 物 ( 5 ’-3 ’):
 

AGAGACAGCCGCATCTTCTT, GAPDH 下 游 引 物 ( 5 ’-3 ’):
 

CCTGGTTACCAGGGCTGCC。
1. 2. 7　 蛋白质印迹法: 大鼠胫骨样品脱钙处理方法同

“1. 2. 6”项。 脱钙结束后,加入 1
 

mL / mg 组织补充有蛋白酶抑

制剂和磷酸酶抑制剂混合物的 RIPA 裂解液,在液氮中研磨裂

解骨组织并制备组织匀浆。 使用 ProteinExt
 

Mammalian
 

Total
 

Protein
 

Extraction
 

Kit 提取总蛋白质,使用 ProteinExt
 

Mammalian
 

Nuclear
 

and
 

Cytoplasmic
 

Protein
 

Extraction
 

Kit 提取细胞核蛋白

质。 按照常规流程进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE)电泳。 采用半干转印法,以 70
 

mA 恒流,4
 

℃ 电

转印 2
 

h,将 PAGE 凝胶上的总蛋白质电转印至 PVDF 膜上。
加入 5%脱脂奶粉对 PVDF 膜进行封闭。 向 PVDF 膜上滴加一

抗工作液,在 4
 

℃使二者共同孵育过夜。 次日,向 PVDF 膜上

滴加二抗工作液,在室温(25
 

℃ )使二者共同孵育 1
 

h。 采用

增强化学发光底物对目的条带进行显影。 抗体稀释度为兔抗

大鼠 Calcineurin(1 ∶ 1
 

500 稀释),NFAT(1 ∶ 1
 

000 稀释),Lamin
 

B(1 ∶ 1
 

000 稀释),p-Akt(1 ∶ 1
 

000 稀释),Akt(1 ∶ 2
 

000 稀释),
p-GSK3β( 1 ∶ 1

 

000 稀释), GSK3β ( 1 ∶ 2
 

000 稀释), GAPDH
(1 ∶ 2

 

000 稀释),山羊抗兔 IgG(H+L)(1 ∶ 5
 

000 稀释)。
1. 3　 统计学方法

使用 GraphPad
 

Prism
 

v8 软件进行统计学分析,计量资料

采用 􀭰x± s 表示,多组间比较采用单因素方差分析 ( one-way
 

ANOVA),P<0. 05 为差异有统计学意义。
2　 结果
2. 1　 硼替佐米与帕米膦酸二钠缓解 DOP 模型大鼠后肢胫骨

显微结构参数恶化的效果比较

根据显微-CT 的结果可知,与假手术组比较,模型组大鼠

后肢胫骨 BV / TV、Tb. N、Tb. Th、Conn. D、SMI 和 BMD 降低,
Tb. Sp 升高,差异均有统计学意义(P<0. 05);与模型组比较,
帕米膦酸二钠治疗组和硼替佐米治疗组大鼠后肢胫骨 BV /
TV、Tb. N、Tb. Th、Conn. D、SMI 和 BMD 升高,Tb. Sp 降低,差异

均有统计学意义(P< 0. 05);与帕米膦酸二钠治疗组比较,硼
替佐米治疗组大鼠后肢胫骨 BV / TV、Tb. N、Tb. Th、Conn. D 和

BMD 升高更为显著,Tb. Sp 降低更为显著,差异均有统计学意

义(P<0. 05),见表 1。
表 1　 各组大鼠后肢胫骨显微结构参数比较(􀭵x±s)

组别 (BV / TV) / % Tb. N / mm-1 Tb. Th / mm Tb. Sp / mm Conn. D / mm-3 SMI BMD/ (g / mm2)
对照组(n= 8) 0. 131±0. 011 3. 843±0. 307 0. 056±0. 002 0. 33±0. 03 53. 8±1. 5 3. 64±0. 19 48. 83±2. 12
假手术组(n= 8) 0. 124±0. 018 3. 810±0. 261 0. 057±0. 004 0. 31±0. 01 52. 6±0. 8 3. 56±0. 21 47. 62±1. 84
模型组(n= 8) 0. 032±0. 008a 2. 330±0. 223a 0. 037±0. 003a 0. 42±0. 02a 8. 8±1. 3a 3. 01±0. 09a 32. 86±1. 48a

帕米膦酸二钠治疗组(n= 8) 0. 063±0. 007ab 3. 080±0. 207ab 0. 045±0. 002ab 0. 37±0. 01ab 27. 7±2. 4ab 3. 48±0. 13b 38. 62±1. 30ab

硼替佐米治疗组(n= 8) 0. 105±0. 013abc 3. 577±0. 235bc 0. 049±0. 002abc 0. 34±0. 02abc 41. 7±1. 4abc 3. 64±0. 16b 43. 72±1. 22abc

F 98. 35 52. 13 73. 73 38. 53 1
 

162. 00 21. 22 132. 50
P <0. 000

 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1
　 　 注:与假手术组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05;与帕米膦酸二钠治疗组比较,cP<0. 05。

2. 2　 硼替佐米与帕米膦酸二钠缓解 DOP 模型大鼠血清学指

标水平异常的效果比较

根据血清 ELISA 结果可知,与假手术组比较,模型组大鼠

血清 RANKL / OPG 浓度比值和血清 Sclerostin 水平升高,血清

ALP 水平降低,差异均有统计学意义(P< 0. 05);与模型组比

较,帕米膦酸二钠治疗组和硼替佐米治疗组大鼠血清 RANKL /
OPG 浓度比值和血清 Sclerostin 水平降低,血清 ALP 水平升

高,差异均有统计学意义(P<0. 05);与帕米膦酸二钠治疗组比
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较,硼替佐米治疗组大鼠血清 RANKL / OPG 浓度比值和血清

Sclerostin 水平降低更为显著,血清 ALP 水平升高更为显著,差
异均有统计学意义(P<0. 05),见表 2。
表 2　 各组大鼠血清骨吸收和骨硬化相关因子水平比较(􀭵x±s)

组别
血清 RANKL / OPG

浓度比值
血清 ALP /

(U / L)
血清 Sclerostin /

(pg / mL)
对照组(n= 8) 0. 230±0. 022 63. 24±3. 12 438. 64±13. 03
假手术组(n= 8) 0. 243±0. 017 65. 58±1. 38 431. 36±16. 14
模型组(n= 8) 0. 541±0. 012a 11. 34±2. 88a 616. 22±15. 82a

帕米膦酸二钠治疗组(n= 8) 0. 373±0. 014ab 44. 68±1. 82ab 548. 42±11. 78ab

硼替佐米治疗组(n= 8) 0. 311±0. 027abc 59. 28±1. 92abc 486. 78±9. 26abc

F 346. 60 857. 40 269. 70
P <0. 000

 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1
　 　 注:与假手术组比较,aP< 0. 05;与模型组比较,bP< 0. 05;与帕米膦酸二钠治疗组比较,
cP<0. 05。

2. 3　 硼替佐米与帕米膦酸二钠缓解 DOP 模型大鼠骨组织中

骨吸收相关因子 mRNA 水平异常的效果比较

根据脱钙骨组织 qPCR 测定结果可知,与假手术组比较,
模型组大鼠骨组织中 PINP、CTX-1

  

mRNA 相对表达水平降低,
MMP-3 和 MMP-9

 

mRNA 相对表达水平升高,差异均有统计学

意义(P<0. 05);与模型组比较,帕米膦酸二钠治疗组和硼替佐

米治疗组大鼠骨组织中 MMP-3、MMP-9
 

mRNA 相对表达水平降

低,硼替佐米治疗组大鼠骨组织中 PINP、CTX-1
  

mRNA 相对表达

水平升高,差异均有统计学意义(P<0. 05);与帕米膦酸二钠治疗

组比较,硼替佐米治疗组大鼠骨组织中 MMP-3 和 MMP-9
 

mRNA
相对表达水平降低更为显著,PINP、CTX-1

  

mRNA 相对表达

水平升高更为显著,差异均有统计学意义(P<0. 05) ,见表 3。
表 3　 各组大鼠骨组织中骨吸收相关因子 mRNA 相对

表达水平比较(􀭵x±s)
组别 PINP CTX-1 MMP-3 MMP-9
对照组(n= 8) 1. 00±0. 18 1. 00±0. 12 1. 0±0. 06 1. 0±0. 14
假手术组(n= 8) 1. 05±0. 08 1. 06±0. 04 1. 12±0. 08 0. 92±0. 09
模型组(n= 8) 0. 28±0. 02a 0. 32±0. 06a 8. 52±2. 12a 12. 82±1. 64a

帕米膦酸二钠治疗组(n= 8) 0. 32±0. 04a 0. 36±0. 02a 4. 38±0. 76ab 7. 64±1. 26ab

硼替佐米治疗组(n= 8) 5. 44±0. 66abc 3. 78±0. 82abc 3. 18±0. 24ab 5. 69±0. 77abc

F 394. 40 55. 77 73. 73 207. 80
P <0. 000

 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1 <0. 000
 

1
　 　 注:与假手术组比较,aP< 0. 05;与模型组比较,bP< 0. 05;与帕米膦酸二钠治疗组比较,
cP<0. 05。

2. 4 　 硼 替 佐 米 与 帕 米 膦 酸 二 钠 对 DOP 模 型 大 鼠

Calcineurin / NFAT 信号轴的影响比较

根据脱钙骨组织蛋白质印迹法测定结果可知,与假手术组

比较,模型组大鼠骨组织中 Calcineurin 相对表达水平降低,差
异有统计学意义(P<0. 05);与模型组比较,帕米膦酸二钠治疗

组和硼替佐米治疗组大鼠骨组织中 Calcineurin 相对表达水平

升高,硼替佐米治疗组大鼠骨组织中细胞核 NFAT 相对表达水

平升高,差异均有统计学意义(P<0. 05);与帕米膦酸二钠治疗

组比较, 硼 替 佐 米 治 疗 组 大 鼠 骨 组 织 中 细 胞 核 NFAT、
Calcineurin 相对表达水平升高更为显著,差异均有统计学意义

(P<0. 05),见表 4、图 1。
2. 5　 硼替佐米与帕米膦酸二钠对 DOP 模型大鼠 GSK3β/ Akt
信号通路的影响比较

根据脱钙骨组织蛋白质印迹法测定结果可知,与假手术组

比较,模型组大鼠骨组织中 p-Akt 相对表达水平降低,p-GSK3β
相对表达水平升高,差异均有统计学意义(P<0. 05);与模型组

　 　 　 　表 4　 各组大鼠骨组织中成骨分化关键转录因子信号轴
水平比较(􀭵x±s)

组别 细胞核 NFAT Calcineurin
对照组(n= 8) 1. 00±0. 12 1. 00±0. 06
假手术组(n= 8) 0. 96±0. 06 0. 94±0. 06
模型组(n= 8) 1. 06±0. 10 0. 24±0. 02a

帕米膦酸二钠治疗组(n= 8) 0. 92±0. 08 1. 06±0. 10b

硼替佐米治疗组(n= 8) 1. 76±0. 14bc 1. 22±0. 12abc

F 90. 96 179. 70
P <0. 000

 

1 <0. 000
 

1
　 　 注:与假手术组比较,aP< 0. 05;与模型组比较,bP< 0. 05;与帕米膦酸二钠治疗组比较,
cP<0. 05。

1. 对照组;2. 假手术组;3. 模型组;4. 帕米膦酸二钠治疗组;
5. 硼替佐米治疗组。

图 1　 蛋白质印迹法测定各组大鼠骨组织中成骨分化

关键转录因子细胞核 NFAT 和 Calcineurin 信号轴的表达

比较,帕米膦酸二钠治疗组和硼替佐米治疗组大鼠骨组织中

p-Akt 相对表达水平升高,p-GSK3β 相对表达水平降低,差异均

有统计学意义(P<0. 05);与帕米膦酸二钠治疗组比较,硼替佐

米治疗组大鼠骨组织中 p-Akt 对表达水平升高更为显著,
p-GSK3β 相对表达水平降低更为显著,差异均有统计学意义

(P<0. 05),见表 5、图 2。
表 5　 各组大鼠骨组织中成骨分化关键信号通路相关因子

相对表达水平比较(􀭵x±s)
组别 p-Akt Akt p-GSK3β GSK3β
对照组(n= 8) 1. 00±0. 08 1. 00±0. 08 1. 00±0. 04 1. 00±0. 10
假手术组(n= 8) 1. 04±0. 08 0. 98±0. 04 0. 96±0. 02 1. 04±0. 08
模型组(n= 8) 0. 36±0. 04a 1. 04±0. 06 1. 76±0. 14a 1. 08±0. 04
帕米膦酸二钠治疗组(n= 8) 0. 82±0. 06ab 1. 10±0. 06 1. 12±0. 08ab 0. 98±0. 06
硼替佐米治疗组(n= 8) 1. 64±0. 16abc 0. 96±0. 08 0. 40±0. 02abc 0. 98±0. 12
F 194. 80 5. 70 331. 70 2. 09
P <0. 000

 

1 >0. 05 <0. 000
 

1 >0. 05
　 　 注:与假手术组比较,aP< 0. 05;与模型组比较,bP< 0. 05;与帕米膦酸二钠治疗组比较,
cP<0. 05。

3　 讨论
骨质疏松症是由破骨细胞骨吸收和成骨细胞骨合成代谢

失衡引起异常骨重塑造成的[11] 。 DOP 引起骨质疏松症的病因

是机械力卸载,但异常骨重塑的病理生理过程类似于骨质疏松

症。 双磷酸盐缓解骨质疏松症的作用机制主要是抑制破骨细

胞的分化和成熟,但是对成骨细胞分化、成熟和存活没有明显

作用[12] 。 然而临床前和临床数据都表明,硼替佐米不仅可以

抑制破骨细胞的发育和活性,最主要的还是直接刺激成骨细胞

的生长和分化[8,13-14] 。 特别是硼替佐米用于溶解性骨病中,能
促进骨愈合[15] 。 本次显微-CT 研究结果显示,与模型组相比,
硼替佐米治疗组大鼠后肢胫骨 BV / TV、Tb. N、Tb. Th、Conn. D、
SMI 和 BMD 升高,Tb. Sp 降低,整体骨质疏松症情况得到缓

解,且疗效优于帕米膦酸二钠治疗组。
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1. 对照组;2. 假手术组;3. 模型组;4. 帕米膦酸二钠治疗组;
5. 硼替佐米治疗组。

图 2　 蛋白质印迹法测定各组大鼠骨组织中成骨

分化关键信号通路 GSK3β/ Akt 的活化水平

骨重塑的调控主要是由 RANKL 及其细胞表面受体 RANK
和 RANKL 的诱饵受体 OPG 组成的调节因子系统控制的。
RANKL 与 RANK 结合而启动破骨细胞分化和成熟;OPG 与

RANKL 结合可中和配体,从而阻止破骨细胞成熟和骨吸

收[16] 。 DOP 患者废用骨硬化程度升高,伴有血清 Sclerostin 水

平升高。 使用抗 Sclerostin 抗体治疗可缓解这种废用性骨硬

化[17] 。 本研究结果显示,与模型组比较,硼替佐米治疗组大鼠

血清 RANKL / OPG、Sclerostin 水平均降低,且疗效优于帕米膦

酸二钠治疗组。
MMP-3 和 MMP-9 是骨吸收、骨溶解和骨重塑过程中的重

要蛋白酶。 抑制上述蛋白酶的表达水平或降解其活性将逆转

异常骨重塑[18-19] 。 PINP、CTX-1 和 ALP 是成骨细胞骨合成代

谢重要标志物[20-21] 。 本研究结果显示,与模型组比较,硼替佐

米治疗组大鼠骨组织中 PINP、CTX-1
 

mRNA 相对表达水平上

调,血清 ALP 水平升高,MMP-3 和 MMP-9
 

mRNA 相对表达水

平降低,且疗效优于帕米膦酸二钠治疗组。
如前所述,硼替佐米最主要的活性是直接刺激成骨细胞的

生长和分化。 NFAT 是成骨细胞分化最关键的转录因子。 由

转录调节因子 p65 核因子 κB 磷酸化激活,负责几乎所有成骨

分化相关基因的转录。 流体剪切应力通过活化 T 细胞核因子 /
细胞外信号调节激酶 5( NFATc1 / ERK5)途径促进成骨细胞增

殖[22] 。 促进骨合成代谢的重要因子骨形态发生蛋白通过母亲

抗肢瘫(Smad) / Akt / Ca2+信号激活 NFAT 转录[23] 。 Calcineurin /
NAFT 信号轴联合作用促进骨合成代谢[24] 。 Calcineurin / NAFT
还通过维持间充质干细胞干性在骨衰老过程中发挥骨保护作

用[25] 。 Calcineurin / NAFT 信号轴通过下调 GSK3β 的磷酸化活

化水平,解除其对 Wnt / β-catenin 信号通路的抑制,促进其激活

下游成骨细胞分化信号通路,如磷酸化激活 Akt 信号通路等,
促进骨形成[24] 。 本研究结果显示,与模型组比较,硼替佐

米治疗组大鼠骨组织中 p-Akt 相对表达水平升高,p-GSK3β
相对表达水平降低,且疗效优于帕米膦酸二钠治疗组。

综上所述,基于目前在体动物实验结果可知,硼替佐米改

善 DOP 大鼠骨质疏松症疗效优于帕米膦酸二钠。
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