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摘要  目的 研究四环素2哌嗪雌酚酮÷ • 对软骨细胞 2和 2∏基因的   及其表达产物水平的影

响 初步探讨其对骨的作用机制 ∀方法 用原位杂交法 测定体外培养小鼠胚胎长骨骺板 2和 2∏   的水

平 同时用免疫组织化学法 测定了相应的表达产物 ∀结果    #  ÷ • 可显著上调骺板静止区 !增殖区和

肥大区 2和 2∏的  及其表达产物水平 且其作用比雌酚酮强 ∀结论 ÷ • 可能通过上调软骨细胞 2

2∏的表达 促进软骨细胞中含有 °2位点的 !与骨生长发育有关的基因表达 从而促进软骨内骨形成 ∀

关键词  四环素2哌嗪雌酚酮 雌酚酮 原位杂交 免疫组织化学

  四环素2哌嗪雌酚酮÷ • 化学名为 22雌

酮2 Ν2乙基哌嗪甲基四环素 是新型的骨定向雌激

素 可通过四环素的强趋骨性富集于骨组织 ∀其促

进去卵巢大鼠骨形成作用明显优于雌酚酮≈  而

对子宫的雌激素活性仅为雌酚酮的 ≈ 因此

在开发疗效高 !副作用小的抗骨质疏松新药中 他是

值得关注的一类化合物 ∀22∏与骨生长密切

相关 资料显示雌二醇可快速调节培养破骨细胞

22∏ 的   水平≈ 提示骨中 2和

2∏表达的改变很可能是骨细胞对雌激素的最初反

应 ∀本文用小鼠胚胎长骨培养模型 观察 ÷ • 

对骺板 2和 2∏的   及其表达产物的影

响 初步探讨其对骨的作用机制 ∀

材 料 和 方 法

  药品及试剂  雌酚酮 !÷ • 由本院骨质疏松

症药物研究室合成 ∀培养基 胎牛血清 !

胃蛋白酶 !聚蔗糖 !牛血清白蛋白≥ !焦碳酸二

乙酯⁄∞°≤ !甘氨酸 !聚乙烯吡咯烷酮°∂ °均购

自美国 ≥公司 兔抗人 2多克隆抗体和兔

抗小鼠 2∏多克隆抗体购自美国 ≥ ≤∏公司 

兔 ≥°× 试剂盒含生物素化羊抗兔 购自美国

公司 二氨基联苯胺盐酸盐⁄购自丹麦

收稿日期 22
基金项目 国家自然科学基金重点项目资助课题
3现址 武警医学院药学教研室 天津  

×2
3 3联系人  × ƒ¬

⁄公司 地高辛 ⁄标记和检测试剂盒 !变性

鲑精 ⁄购自德国 公司 硝

基蓝四氮唑× !2溴22氯22吲哚磷酸≤° !

2⁄探针1 和 2∏ ⁄ 探针1

购自中山公司 蛋白酶 !十二烷基硫酸钠

≥⁄≥ !去离子甲酰胺购自美国 ≤ 2 公司 ∀

仪器  ∏解剖显微镜和 ∏光学显

微镜日本 组织切片机 美国 低温冰箱

   ε    ε  ≥日本 恒冷切片机

英 国    ∂2 型紫 外 分 光 光 度 仪

≥∏日本 真彩色图像分析系统×  • 2

型 四川联合大学图像研究所 ∀

实验分组  实验分为正常对照组 !雌

酚酮组和 ÷ • 组 ∀每组培养小鼠胚胎

长骨 根 重复 次 ∀

骨组织培养[ 5]与处理  将怀孕  的昆明种

小鼠脱颈椎处死 取雌性胎鼠剥离出长骨于 

培养基中旋转培养 ∀雌酚酮组和 ÷ • 组给药浓

度均为   # ∀

用于免疫组织化学染色的骨组织 在培养  

后用   甲醛 1固定   ∞⁄×  1 

 ε 脱钙 其间每天更换 ∞⁄×  一次  后 用双

蒸水漂洗 石蜡包埋 !自中心纵切片 Λ ∀

用于原位杂交的骨组织 培养  后用  甲

醛含 1 苦味酸  1  ε 固定  ∗  再加

 蔗糖 多聚甲醛配制  1过夜 恒冷箱

冰冻切片纵切  Λ ∀

Χ2φοσ和 χ2ϕυν蛋白免疫组织化学染色  组织切

片按常规方法脱蜡 !入水 分别加兔抗人 2多克

##药学学报  °∏≥ Β ∗ 



隆抗体 !兔抗小鼠 2∏ 多克隆抗体 工作浓度

Β  ε 下孵育  加生物素化羊抗兔 

工作浓度 Β  ε 下孵育  加 ≥°复合物

Β  ε 下孵育  ⁄显色 脱水 !透明 !封

片 ∀

Χ2φοσ,χ2ϕυν 原位杂交[ 6]  地高辛随机引物法

标记探针 按试剂盒说明操作 ∀紫外分光光度法测

得被标记 2⁄ 和 2∏ ⁄ 探针浓度分别

为  Λ# 和  Λ#  ∀

用标记探针进行杂交 杂交前将探针  ε 变性

 杂交液探针浓度为 1 #    ε 下杂

交  ∀碱性磷酸酶2×2≤°显色系统  ε 显

色  脱水 !透明 !封片 ∀

图像分析及统计方法  图像分析系统下分别测

定骺板静止区 !增殖区和肥大区阳性细胞面积和或

阳性细胞数 ∀切片放大倍数为 倍 测量窗面积

 Λ
 ∀

所有数据均进行方差分析和 θ检验 测定差异

显著性 ∀

结 果

1  Ξ Ω630 对骺板 χ2φοσ µ Ρ ΝΑ和 χ2ϕυν µ Ρ ΝΑ的

影响

培养  后 光镜下见正常对照组骺板静止

区 !增殖区和肥大区均有 2和 2∏   低水

平表达 阳性物质位于细胞浆 依表达强度不同其阳

性物质可分别呈蓝色或蓝紫色颗粒状 ∀经 ÷ • 

处理后 增殖区 2   阳性细胞数显著高于

对照组和雌酚酮组 Π 1 肥大区高于对照组

 Π 1 与雌酚酮组无统计学差异 ∀静止区 !增

殖区和肥大区 2∏  阳性细胞数均显著高于

对照组 Π 1 与雌酚酮组相比无统计学差异 ∀

2  Ξ Ω630 对骺板 χ2φοσ和 χ2ϕυν蛋白含量的影响

正常对照组免疫组织化学染色切片中 骺板 

区均可见 2和 2∏蛋白免疫反应阳性软骨细

胞 阳性物质位于细胞核 呈棕色颗粒状 ∀经

÷ • 处理后 表达程度发生了变化 ∀增殖区

2蛋白免疫反应阳性细胞数显著高于正常对照组

和雌酚酮组 增殖区和肥大区 2∏蛋白免疫反应阳

性细胞数分别显著高于和高于对照组 ∀ ÷ • 对

骺板 2和 2∏蛋白免疫组织化学染色阳性细胞

总面积的影响分别见表 和表  ∀由表 可见 培

养基中加入   #  ÷ • 培养  后 骺

板增殖区和肥大区 2蛋白免疫组织化学染色阳

性细胞面积均显著高于对照组和雌酚酮组 静止区

2蛋白阳性细胞面积与对照组和雌酚酮组无差

异 ∀由表 可见 经   #  ÷ • 处理后 

骺板各区2∏蛋白免疫组织化学染色阳性细胞面

积均显著高于对照组和雌酚酮组 ∀

Ταβ 1  Εφφεχτσ οφ Ξ Ω630 ον τοταλ αρεα οφ ποσιτιϖε

χελλσ οφ χ2φοσ προτειν ιµ µ υνοηιστοχηεµιχαλ σταιν ιν

επιπηψσεαλ πλατε(Λµ
2/ 100 Λµ

2 σεχτιον)

∏   °√ 

≤   ?     ?     ?  

∞   ?     ?   3 3   ?   3 3

÷ •    ?     ?   3 3 ϖ ϖ   ?   3 3 ϖ ϖ

×  ∏∏ 

  ∏     #    

#  ÷ •  √∏√∏ 

  ∞√ ∏   ¬

¬× ∞⁄×  

  ¬ ∏ Λ 

∏∏   2
≥°   ×   √ 2
     ξ ? σ ν   
3 3 Π  1    ϖ ϖ Π  1 



Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ Ξ Ω630 ον τοταλ αρεα οφ ποσιτιϖε

χελλσ οφ χ2ϕυν προτειν ιµ µ υνοηιστοχηεµιχαλ σταιν ιν

επιπηψσεαλ πλατε (Λµ
2/ 100 Λµ

2 σεχτιον)

∏   °√ 

≤   ?     ?     ?  

∞   ?   3 3   ?   3 3   ?   3 3

÷ •    ?   3 3 ϖ ϖ   ?   3 3 ϖ ϖ   ?   3 3 ϖ ϖ

×  ∏∏ 

  ∏     #    

#  ÷ •  √∏√∏ 

  ∞√ ∏   ¬

¬× ∞⁄×  

  ¬ ∏ Λ 

∏∏   2∏
≥°   ×   √ 2∏
     ξ ? σ ν   
3 3 Π  1    ϖ ϖ Π  1 



讨 论

  ≤2和2∏是调控细胞分化和发育的立即早

期基因 其基因产物直接与成骨细胞≈ 和破骨细

胞≈的分化 !成熟及功能密切相关 ∀ ƒ蛋白和 ∏

蛋白是 °2√  转录因子复合物

## 药学学报  °∏≥ Β ∗ 



的组成成分 正常情况下 在大多数细胞内有低水

平表达 本文结果也证实正常对照组软骨细胞中均

有2和2∏  及其表达产物 ∀在软骨内成

骨过程中 2表达与软骨细胞向成骨细胞分化有

关≈ ∀

雌激素与受体结合后 可经 ƒ2∏形成的 °2

转录因子介导调控下游基因的表达≈ ∀软骨细

胞存在雌激素受体≈ 因此雌激素可通过受体介导

直接作用于软骨细胞 ∀雌激素对软骨细胞 2和

2∏表达的影响尚未见文献报道 但由软骨细胞和

成骨细胞分泌的 !与软骨内成骨及骨重建密切相关

的转化生长因子2Β× ƒ2Β !胰岛素样生长因子2

ƒ2ƒ2基因序列中均含有 °2结合位点 

且其表达可被雌二醇调控≈ ∗  ∀此外 雌二醇还

可影响破骨细胞2和 2∏的   水平 提示

雌激素对骨及软骨发育的影响可能与其对骨组织

2和2∏表达的影响有关 ∀本文实验结果表明

÷ • 在体外能不同程度地上调骺板软骨静止区 !

增殖区和肥大区 2和 2∏的   及其表达

产物水平 我们推测该化合物作用于骨的机制之一

可能是其分子中的雌酚酮与软骨细胞浆内的雌激素

受体结合后 诱导2和2∏快速转录 通过促进

软骨内成骨过程而促进了骨生长 ∀关于 2和

2∏表达后是否通过引起下游基因如 × ƒ2Βƒ2

ƒ2的表达而促进骨生长 尚需进一步实验证

实 ∀

实验结果表明  ÷ •  对 2   以及

2和2∏蛋白水平与雌酚酮相比均明显上调 表

明雌酚酮与四环素偶联后对这两个基因表达的影响

增强 这可能与四环素的骨定向作用有关 也可能是

由于 ÷ • 本身的分子结构不同于雌酚酮 其立

体构象的变化改变了化合物与不同雌激素受体亚型

的结合能力或结合位点 尚有待于进一步研究证实 ∀
致谢  本工作得到本校法医学院博士生陈永亮及公共

卫生学院博士生马丽英的协助 ∀
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∞ ∏   ∏2   

 √√ °2  ϑ Βιο Χηε µ 
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   ×  ≥ ≤   ∏  ετ αλ √

   √  

2Β    √  

  ιν ϖιτρο . Βιοχηε µ Βιοπηψσ Ρεσ Χοµ µ υν 

 3Β

         ≥  ετ αλ ∞

 ∏2¬  

∏   √ 

 Χαλχιφ Τισσυε Ιντ  62Β

##药学学报  °∏≥ Β ∗ 



ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ22(32ΕΣΤΡΟΝΕ2ν2ΕΤΗΨΛ2ΠΙΠΕΡΑΖΙΝΕ2ΜΕΤΗΨΛ)
ΤΕΤΡΑΧΨΧΛΙΝΕ ΟΝ ΤΗΕ ΛΕς ΕΛΣ ΟΦΧ2ΦΟΣ ΑΝ∆ Χ2ϑΥΝ µ ΡΝΑσ ΑΝ∆

ΤΗΕΙΡ ΠΡΟ∆ΥΧΤ ΠΡΟΤΕΙΝΣ ΙΝ ΕΠΙΠΗΨΣΕΑΛ ΠΛΑΤΕ

∏ • 

( Ωεστ Χηινα Υνιϖερσιτψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ, Χηενγδυ 610041)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: 22∞2 Ν222 ÷ •   √ 2
 √

2√  ∏∏∏ × ∏

√∏×÷ •  √22∏
 ∏∏   ÷ • 

  ΜΕΤΗΟ∆Σ : ×   ∏∏  ∏ 

  #  ÷ •    #  ∏∏ √ 

22∏   ιν σιτυ ∏2
2∏ ΡΕΣΥΛΤΣ : ×√2  2∏   

√∏∏÷ • 

    ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: ×∏∏  ÷ • 

√ ∏∏¬ 22∏

×∏∏¬ 

°2
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  222 Ν222  ÷ •   ιν σιτυ

∏

## 药学学报  °∏≥ Β ∗ 




