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摘要 目的
:

探讨针 灸对去 卵巢大鼠骨质疏松症 的作 用机 制和

环节
。

方法
:

骨组织 T G F
一

p m R N A
、

V E G F m R N A 采用原位杂

交
,

凋亡基因 F a S
采用免疫组织 化学检测

。

结果
:

模型组
`

r G F
-

昌
, 、

V E G F 光度低于假手术组 (尸 < 。
.

0 5 )
,

针刺组
、

艾灸组
、

雌二

醇组 T G F
一

月
: 、

V E G F 光度高于模型组 (尸 < 。
.

0 5 )
;
骨组织 F A S

蛋白光度
,

模型组高于假手术 组 ( p < 。 01 )
,

针 刺组
、

艾灸 组和

雌 二醇组低于模型组 ( P < 。
.

0 5 一 。
.

0 1 )
;
成骨细胞内 F A S 蛋白

阳性表 达率模型组高于假手术组 ( p < 。
.

01 )
,

雌二醇组低于模

型组 (尸< 。
.

0 1 ) ;
破骨细胞内 F A S 蛋白阳性表达率针刺组

、

艾

灸组和雌二 醇组高于假手术组 ( P < 0
.

05 一 。
.

01 )
。

结论
:

针灸能

有效调节破骨细胞内 F a s
基因的 表达

;
能激活 T G F

一

俘
, 、

V E G F

活性
,

使 T G F
一

俘
,

m R N A
、

V E G F m R N A 表达增加
。

主题词 骨和骨组织 /针灸效应 基因表达 /针灸效 应 @ 凋

亡基因 F as

临床和实验都证明
,

针灸某些穴位能调整骨质疏

松患者机体内雌激素水平及垂体
、

肾上腺的功能
,

调节

白细胞介素 6 分泌
,

减少破骨细胞形成数
,

增 加骨密

度
,

达到补肾壮骨之 目的二’ 2〕 。

为了进一步阐明针灸的

作用机制和环节
,

本课题 自 2 0 0 1 年 4 月 ~ 2 0 0 2 年 12

月从蛋白及分子水平进行了探讨
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 动物
:

12 月龄雌性 S D 大鼠 69 只
,

体重 31 0士

1 2 9
,

上海西普尔一必凯实验动物有限公司提供
,

合格

证书
:

医动字 23 一 01 6 号
。

1
.

1 2 药物及试剂
:

( 1) 药物
:

苯 甲酸雌二醇注射液
,

批号
:

沪卫药准字 ( 95 )第 0 3 8 6 号
一

。09
,

上海第九制药

厂
。

( 2 ) 主 要 试 剂
: E e o R I

,

X b a l
,

E e o R I
,

H i n d 班

( P r o m e g a 公司 )
,

入 D N A / E e o R I + H i n d 皿 ( P r o m e g a 公

司 )
,

A g a r o s e ( W id e r a n g e ,

S ig m a
公司 )等

。

1
.

1
.

3 主要仪器
:

低温高速离心机 ( IE C B 20 A )
,

恒温

摇床 ( 中国科学院武汉科学仪器厂 )
,

Z F
一

90 型多功能

紫外透射仪 (上海第一医学院仪器厂 )
,

漩涡混合器 (上

基金项 目
:

福建省 自然科学 基金资助项 目 ( C l0 l O01 9 )
,

福建 省

教育厅科技资助项 目 (J A o 2 2 3 5)

] 福建中医学院
,

福州市五四路 28 2 号 ( 3 5 。。 。3 )

2 华中科技大学 同济医 学院

3 福建省第二人民医院

收稿 日期
: 2 ( )。 3一 (〕l 一 2 6 ;

修四 卜1期 沼 () () 3 一 ( )幸 一 1 0

海第一 医 学 院 仪器 厂 )
,

恒 冷切 片 机 ( O A cS ien ift ic

In s t r u m e n t S )
,

硝酸纤维素膜 ( G e lm a n 公司 )
,

H P I A S
-

1 。。 O高清晰度彩色图像分析系统 (华中科技大学同济

医学院 )
。

1
.

2 动物造模及分组
: 6 9 只大鼠随机分两组

:

①造模

组
:

60 只
,

完整摘除双侧卵巢
;②假手术组 : 9 只

,

切 除

一部分小肠系膜
,

未切除卵巢
。

将造模 3 个月的造模组

大 鼠 60 只
,

随机分为 4 组
,

包括 假手术组
,

共 5 组
。

( 1) 模型组
:

15 只
,

不给任何药物
。

( 2) 雌二醇组
:

15 只
,

以苯甲酸雌二醇后肢肌肉注射
,

按人鼠剂量换算
,

每只

鼠每次肌 肉注射 0
.

l m g / k g 体重
,

每周 1 次
,

连续 90

天
。

( 3) 针刺组
:

15 只
,

主穴
:

大抒
、

命门
; 配穴

:

悬钟
、

足

三里
。

局部常规消毒
,

以毫针进行针刺
,

行提插捻转平

补平泻手法
,

留针 30 m in
,

每隔 1 Om in 捻针 1 次
,

每 日 1

次
,

10 次为 1 个疗程
,

疗程 间休息 5 天
,

再行下 1个疗

程
,

共针刺 6 个疗程
,

持续 90 天
。

(4 )艾灸组
:

15 只
,

穴

位同针刺组
。

以 0
.

? cs m x 3 c0 m 补肾药条 (组成
:

陈艾

绒
、

淫羊蕾
、

补骨脂
、

刺五加
、

黄蔑
、

当归尾
、

杜仲
、

桂枝
、

牛膝
;
制作

:

福建长乐针灸用品厂 )距穴位皮肤 cI m 处

行温和灸
,

每次灸 1 5 m in
,

每 日 1次
,

10 次为 1个疗程
,

疗程间休息 5 天
,

再行下 1 个疗程
,

共艾灸 6 个疗程
,

持续 90 天
。

(5 )假手术组
: 9 只

,

不给任何药物
。

1
.

3 C D N A 探针的制备
:

( 1) 含鼠 T G F
一

日
1 c D N A 的重

组质粒全长 6
.

k6 b
,

其 中 T G F
一

俘
;

长 1
.

kZ b
,

载体片段

长 5
.

4k b
,

酶切点为 E e o R I 和 X b a l ;含鼠 V E G F e D N A

的重组质粒全长 6
.

kZ b
,

其中 T G F
一

俘l 长 6 。。b p
,

载体

片段长 5
.

4k b
,

酶切点为 E co R I 和 X b al
,

均为德国海德

堡大学 P C
.

W ha l 教授惠赠
。

( 2) 分别将载有 T G F
一

几

e D N A 片段 ( 1
.

Zk b )及 V E G F I 。 : c D N A 片段 ( 6 0 0 b p ) 的

质粒转化大肠 杆菌 H B 1 01
,

通过细菌扩增
,

用碱变性

裂解法提取质粒 D N A
,

以 P E G 沉淀法进行纯化
。

用限

制性核酸内切酶 E co R I / X b al 及 B a m H I/ E co R I分别切

断 T G F
一

日
:

及 V E G F : 。 :

目的片段
,

酚 /氯仿抽提
,

乙醇沉

淀后溶入 1如 IT E 缓冲液中
,

供探针标记用
。

1
.

4 探针的标记
:

用 id g o x i g en 一 n 一 d U T P 作为标记

物
,

按标记试剂盒说明用随机引物法标记探针
。

( 1) 取

1雌 ( 1。川 )新鲜变性的
c D N A 片段

,

加入 2“ g 六聚核昔

酸混合物
,

2川 d N T P 混合液
,

加无菌三蒸水至 1 9川
,

最
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后加人 1 1,
l 大肠杆菌 D N A 聚合酶 k le n o w 片段

,

混匀
,

短 暂 离 心
,

3 7 C温 育 2 0 小 时
。

( 2 ) 加 入 2拌1 0
.

2

M E D T A ( p H S
.

o )
,

混匀
,

终止标记反应
。

( 3 )加人 2
.

5拼l

4 M IL CI 和 7 5风预冷 ( 一 20 C )无水 乙醇
,

混匀
,

以沉淀

标记的 D N A
,

一 Z O C 放置过夜
。

( 4 ) 1 2 0 0 o r / m i n 离心

15 m in
,

弃上清
,

用 7 。%冷乙 醇洗涤沉淀
,

离心后
,

沉淀

经真空干燥
,

加 5 0川T E ( p H S
.

0 )
,

缓冲液溶解
。

1
.

5 原位杂交
:

( 1) 载玻 片处理及包 被
:

取干净载玻

片
,

泡酸过夜
,

自来水充分 冲洗
,

洗洁精刷洗
,

自来水
、

蒸馏水反复冲洗
,

D E P C 水洗
,

空气中干燥
,

高压灭菌
。

载 玻片 浸 于 2 % A P E S /丙酮 液 中 1 一 Zm in
,

丙 酮及

D E P C 水浸洗
,

风干
,

4 C无尘存放备用
。

( 2) 骨冰冻切

片制备
:

取各组大鼠第 5 腰椎椎体
,

4 %多聚 甲醛 4 C

固定 2 4 小时
,

P B S 充分漂洗
。

10 % E D T A ( p H 7
.

2 ) 4 C

脱钙 1周
。

P B S 漂洗
,

15 %蔗糖 / P B S 4 C 孵育过夜
。

于

恒冷箱冰冻切片机上切取 20 拌m 厚骨切片
,

裱片于包

被好载玻 片上
,

50 C 烤干 30 m in
,

75 % 乙醇 中
一

20 C存

放
。

( 3) 原位杂交
:

①杂交前处理
:

取出组织切片
,

空气

中干燥
,

P D S 洗 s m in 只 2
,

0
.

Z N H C I 室温 Z Om i n ,

2 只

S S C / s m M E D T A 5 0 C 3 o m i n ,

2 5拼g / m l 蛋 白 酶 K /

P B S
,

3 7 C 消化 1 5 m i n ,

0
.

2 %甘氨酸 / P B S 室温 I Om in
,

中止反应
,

4 %多聚甲醛后 固定 10 m in
,

P B S 洗 s m in 只

2
,

梯度乙醇脱水
,

空气 中干燥
。

②预杂交
:

每 片滴加

1 00 川预杂交液湿盒中 42 c 2 小时
。

③杂交
:

倾去预杂

交液
,

滴加 3 0拜l 杂交液 ( 6 x S S C
,

s x D e n h a r d
’ 5 4 5 %甲

酞胺
,

10 %硫 酸萄聚糖 1
.

s n g / m l 变性标记探针 )
,

盖

硅化盖玻片
,

湿盒中 42 C
,

18 小时
。

④冲洗
:

去除盖玻

片
,

切 片 经 6 火 S S C 室 温 洗 3 Om in x Z
,

2 火 S S C 洗

3 Om i n 只 2
,

0
.

1只 S S C 4 2 C洗 1 5 m i n 。

③显色
: 1 : 5 0 0 稀

释抗地高辛碱性磷酸酶抗体 3 7 C显色
,

在显微镜下观

察显色反应
,

约 1 小时切片呈深蓝色
,

T E 中止显色
。

酒精脱水
,

二甲苯透明
,

树脂封片
。

( 4) 原位杂交阴性对

照的设立
:

①杂交前组织切片经 1 0胖g / m l R N as e A 处

理
。

②不含标记探针空白对照
。

③杂交液含 15 n g / m l

标记质粒载体片段
。

1
.

6 T G F
一

俘
1

及 V E G F 原 位杂交结果观察
:

( l ) T G F
-

俘
l 、

v E G F m R N A 杂交信号观察
:

在光学显微镜下确定

T G F
一

俘
, 、

V E G F 在大鼠骨组织 中表达部位
。

( 2) 原位杂

交的定量
:

采用高清晰度 彩色 图像分析系统
,

在高倍

( x 4 0 0) 视野下
,

每张玻片随机选取 3 个视野
,

测定杂

交阳性颗粒的平均光度和密度值
。

1
.

7 免疫组织化学检测 F a S 基因的表达
:

( 1) 标本制

作
:

取右侧胫 骨近端
,

14 %多聚 甲醛 固定 4 C 固定 24

小时
,

P B S 漂洗
,

l 。% E l )
`

I
’

A ( p H 7
.

2火 C脱钙 10 一 2 4

天
。

( 2) 石蜡切片制备
:

将脱钙标本 以 P B S 充分漂洗
,

逐级 乙 醇脱水
、

透 明
、

浸蜡
。

切取 5拜m 厚 组织 裱于

A P E S 包被 载玻 片上
。

37 C烤 干
,

一 20 C存放
。

( 3)

S A B C 免疫 酶标法检测
:

①取 出切片
,

风干
,

常规脱蜡

至水
,

二甲苯 I
,

10 分钟
; 二甲苯 I

,

5 分钟
。

②蒸馏水

新鲜配置 3 % H 2
0

: ,

室温 10 分钟 以灭活内源性酶
,

蒸

馏水洗 2 分钟又 3 次
。

③滴加复合消化液
,

室温 l() 分

钟
。

蒸馏水洗 2 分钟 火 3 次
。

④滴加正常山羊血清
,

室

温 10 分钟
。

甩去多余液体
,

不洗
。

⑤滴加兔抗大鼠 aF
、

抗体 ( F a s 一抗稀释浓度为 1 : 2 0 0 )
,

4 C过夜
。

0
.

I M

P B S 洗 2 分钟 只 3 次
。

⑥滴加生物素化山羊抗兔 烤G

(二抗 )
,

3 7 C孵育 2 0 分钟
。

0
.

O I M P B S 洗 2 分钟 火 3

次
。

⑦滴加 S A B C
,

3 7 C Z O分钟
。

0
.

O I M P B S 洗 5分钟

火 4 次
。

⑧ D A B 显色
:

取 1m l 蒸馏水
,

加 D A B 显色试

剂盒中 A
、

B
、

C 试剂各 1滴
,

混合后加至切片
。

室温显

色
,

镜下控制反应时间
。

蒸馏水洗
。

⑨苏木素轻度复染
。

脱水
,

透 明
,

封片
。

( 4 ) F a S 基因表达的观察
:

①免疫复

合物沉积部位观察
:

试验 以 已知阳性染色的切片作阳

性对照
,

以 P B S 替代第一抗体作阴性对照
。

阳性判断

标准
:

细胞浆和 (或 )细胞核出现棕黄色阳性物质是为

阳性细胞
。

在 4 00 倍视野下
,

每组随机选取 20 0 个成骨

细胞
、

20 个破 骨细胞
,

以其 阳性细胞百分率作为细胞

指数
。

②免疫反应强度在 2 50 倍视野下
,

每张玻片随机

选取 3 个视野用 H IP A S
一

1 0 0 0 高清晰度彩色图像分析

系统测定细胞内蛋 白表达的阳性颗粒 的平均光度
、

平

均密度
。

1
.

8 统计学方法
:

数据以 牙士
: 表示

,

进行两个样本均

数的 t 检验
。

2 结果

2
.

1 骨组织 T G F
一

俘 m R N A
、

V E G F m R N A
、

F as 基因

平均光度的比较
:

表 1 示
,

模型组 T G F
一

月
1 、

V E G F 光度

低 于假手术组 (尸 < 0
.

05 )
,

针刺组
、

艾灸组
、

雌二醇组

T G F
一

日
, 、

V E G F 光度高于模 型组 ( P < 。
.

05 )
,

表明治

疗 组骨 组织 T G F
一

俘
1

m R N A
、

V E G F m R N A 表 达增

加
。

骨组织 F a S 蛋白光度
,

模型组高于假手术组 (尸 <

0
.

0 1 )
,

针刺组
、

艾灸组和雌 二醇组低 于模 型组 (尸 <

.0 05 一 0
.

0 1 )
,

表明经治疗后 F as 基因表达下降
。

2
.

2 成骨细胞
、

破骨细胞 内 F as 阳性表达率的 比较
:

表 2 示
,

成骨细胞包内 F as 蛋白阳性 表达率模型组高

于 假手术 组 (尸 < 0
.

01 )
,

雌 二醇组低 于模型组 ( P <

.0 01 ) ; 破骨细胞 内 F as 蛋 白阳性表达率针刺组
、

艾灸

组和雌二醇组均高于假手术组 ( p < 0
.

05 一 0
.

0 1 )
。

3 讨论

转化生长因子 俘是一族具有多种功能的蛋 白 多
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,
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表 1 各组 骨组织 T G F 一日
、 m R N A

、

V E G F m R N A
、

F a s
基因平均光度 的比较份士

*
)

组 别

假手术组

模 型组

雌二醇组

针 刺组

艾灸组

标木数 T (奋F 一俘
,

m R N A

0
.

4 6 0 4士 0
.

1 3 3 6

( )
.

3 4 6 7士 0
.

1 2 7 9▲

0
.

4 3 9 0士 ( )
.

1 1 3 7△

0
.

4 3 9 5士 ( )
.

1 1 9 7乙

0
.

4 4 6 6士 0
.

1 3 8 9乙

V E (二F m R N A F a s

基因

{〕

{:

0
.

理2 6 7土 0
.

1 1 7 6

0
.

3 15 1 士 0
.

1 0 3 1`

0
.

4 1 3 5士 0
.

1 3 1 6△

0
.

吐3 18十 0
.

1 2 6 8户
、

△

0
.

3 9 9 3士 0
.

1 2 1 3△

1
.

16 9 1士 0
.

2 9 14

1
.

5 2 3 3士 0 30 15▲ 么

1
.

3 2 9 3士 0 2 ( ) 7冬〕八

1
.

2 9 4 4士 0
.

26 77介

1
.

2 3 3 3士 0
.

27 63凸乙

与模刑组比较
,

△尸< 。
.

05
.

△△尸 < ()
.

〔月 ; 与假手术组 比较
,

▲尸` 。
.

0 5
,

▲▲ 尸< 0
.

( )l

表 2 各组成骨细胞
、

破骨细胞 内 F a S
阳性

表达率的 比较 ( %
,

牙士 、
)

组 别

假 手术组

模刑组

雌二醇组

针
一

刺组

艾灸组

标本数 成骨细胞 破骨细胞

::

{〕

2 6
.

5 1士 7
.

3 4

4 4
.

2 3士 1 1 3 2` ▲

3 1
.

2 7士 10
.

8 2△

3 5
.

1 7士 13
.

8 7

3 4
.

9 1士 17
.

3 6

28
.

14士 7
.

3 8

3 5
.

4 2士 9
.

0 3

4 2
.

6 7士 9
.

3 6` ▲

4 3
.

5 0士 1 6
.

3 2▲

3 8
.

5 8士 1 2
.

8 1`

与模型组 比较
,

△ P
咬

之 )
.

()1 ; 与假手术组 比较
,

▲ P < 0
.

呱
,

▲▲ P <

肤
,

身体 中 T G F
一

俘的最大来源是骨
,

而贮存 在骨 内的

主要异构重整物是 T G F
一

日
;
( 占 8。% 一 90 % )

,

T G F
一

俘具

有促进细胞增殖
、

分化和促进细胞外基质合成的作用
,

参与骨 与软骨的形成
。

研究发现
,

成骨细胞的数量及活

性与骨髓成骨细胞祖细胞 ( O P C ) 的成骨潜 力有关 1
,

而 T G F
一

俘是 O P C 分化
、

增殖 中的重要 内分泌生长 因

子
。

当 T G F
一

俘
、

含量减少或加人 T G F
一

日
1

抗体后
,

O P C

克隆数量和增殖能力明显 降低
,

致使成骨细胞数量减

少和活性下降
。

S as s e
等川通过对绝经后 O P 患者成骨

细胞培养发现 T G F
一

俘
,

m R N A 表达降低
。

本实验模型

组 T G F
一

俘
;

平均光度低于假手术组 ( P < 0
.

05 )
,

表 明骨

质疏松大 鼠 T G F
一

俘
1

m R N A 表达下降
,

而经针刺
、

艾灸

及雌二醇治疗后 T G F
一

俘
、

平均光度有所升高
,

差异显著

( P < 0
.

05 )
,

表明经针灸治疗后
,

激活 了 T G F
一

俘
、

的活

胜
,

使 T G F
一

月
,

m R N A 表达增加
。

血管内皮细胞生长因子是内皮细胞的特异性有丝

分裂原
,

也是一种有效的血管形成和血管通透性诱导

因子川
。

最近的研究工作已证明
,

V E G F 作为内皮细胞

特异性的有丝分裂原在血管发生和形成过程中起着主

要的调控作用
。

本实验模型组 V E G F 平均光度低于假

手术组 ( p < 0
.

01 )
,

表明骨质疏松大 鼠 V E G F m R N A

表达下降
,

而经针刺
、

艾灸及雌二醇治疗后 V E G F 平均

光度有所升高
,

差异显著 ( P < 0
.

0 5 )
,

表明经治疗后
,

激

活了 V E G F 的活性
,

使 V E G F m R N A 表达增加
。

提示

针灸能增加血管内皮细胞的通透性
,

促进血管生成
,

改

善局部血循环
,

有利于胶原的形成和钙盐的沉积
。

F as 蛋白为一 3 6 K D 的跨膜蛋白
,

鼠的 F a S 蛋 白由

拍 6个氨基酸组成
。

研究发现困
,

胞浆区有一段 80 个氨

基 酸组成的肤链
,

在细胞凋亡过程 中发挥着细胞凋亡

信号的传导作用
,

将该 区称之为
“

死亡区域
” 。

F as 在多

种细胞表面均有表达
,

衰老时 T 细胞 出现过量凋亡已

有较 多的报道比
8〕

,

问题在于这种过量凋亡是否与 aF
s

基因的异常表达有关
。

本次研究针对基因表达调控 的

关键环节— 转 录的调控
,

对各组 F a S 基 因进行 了定

量分析
。

研究发现
,

模型组 F a S 基因表达水平较假手术

组大 鼠为高 ( P < 0
.

01 )
,

而经针刺
、

雌二醇治疗后 F as

基 因表达明显下降 (尸 < 0
.

0 5 ) ; 艾灸组下降更明显 ( p

< 。
.

0 1 )
,

这可能是艾灸对细胞免疫及体液免疫功能有

增 强作用叫
,

T 细胞凋亡速度减慢之故
。

成骨细胞 内

F a S 阳性表达率
,

针刺和艾灸组与模型组比较无显著差

异 ( p > 0
.

05 ) ;破骨细胞 内 F a S 阳性率针刺和艾灸组与

假手术组比较有显著差异 (尸 < 0
.

05 ~ 。
.

01 )
,

表明针灸

对破骨细胞内 F a S 基因表达敏感
,

作用明显
,

而在成骨

细胞 内 F a S 基因表达不明显
。

雌二醇治疗大鼠
,

成骨细

胞和破骨细胞内均有 F a S 基因表达
。
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