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【摘　要】　目的　探讨褪黑素对骨质疏松大鼠骨代谢及成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路的影响.方法　按照随机数字

表法将６０只大鼠分成空白组、模型组和褪黑素组.空白组使用与褪黑素同等剂量的生理盐水进行灌胃;模型组在空白组的

基础上行双侧卵巢切除术,构建骨质疏松大鼠模型;褪黑素组在模型组的基础上,采用静脉注射的方式给予褪黑素治疗.采

用ELISA法检测３组大鼠血清中碱性磷酸酶 (ALP)、Ⅰ型前胶原氨基端原肽 (PINP)、骨钙素 (OC)、I型胶原 C端交联

肽 (CTXＧⅠ)的含量.采用 RTＧPCR及 Westernblot法检测大鼠成骨细胞中 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子细胞βＧ连环蛋

白 (βＧcatenin)、无翅型 MMTV整合位点家族成员３A (Wnt３a)、无翅型 MMTV整合位点家族成员７B (Wnt７b)、轴抑制蛋

白２抗体 (Axin２)的 mRNA及蛋白表达.结果　与模型组比较,褪黑素组大鼠血清中的 ALP、PINP、OC、CTXＧⅠ含量

得到提升,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).与模型组比较,褪黑素组大鼠成骨细胞的βＧcatenin、Wnt７b的 mRNA和蛋白含

量明显升高 (P＜０􀆰０５),Axin２的 mRNA和蛋白含量明显降低 (P＜０􀆰０５).结论　褪黑素能够调节骨代谢平衡,并通过激
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活 Wnt/βＧcatenin信号通路促进成骨细胞的形成.
【关键词】褪黑素;骨质疏松;骨代谢;Wnt/βＧcatenin
【中图分类号】R５８　 【文献标识码】B　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２３)０４Ｇ０１１１Ｇ０４

EffectofmelatoninonbonemetabolismandosteoblastWnt/βＧcateninsignalingpathwayinosteoporoticrats　
ZHENGJunjie,CHENDongdong,LINJiasheng,YAN Wei,HONGJiaxiang,SONGPing,CHENRong．Department
ofBoneandSoftTissueOncology,FuzhouSecondHospital,Fuzhou,Fujian３５０００７,China

【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectofmelatoninonbonemetabolismandosteoblastWnt/βＧcateninsignaling
pathwayinosteoporoticrats．Methods　Accordingtotherandomnumbertablemethod,６０ratsweredividedintoblankgroup,
modelgroupandmelatoningroup．TheblankgroupwasintragastricallyadministeredwiththesamedoseofnormalsalineasmeＧ
latonin;themodelgroupunderwentbilateralovariectomyonthebasisoftheblankgrouptoconstructaratmodelofosteoporoＧ
sis;onthebasisofthemodelgroup,themelatoningroupwastreatedwithmelatoninbyintravenousinjection．Thecontentsof
alkalinephosphatase (ALP),typeIprocollagenaminoterminalpropeptide (PINP),osteocalcin (OC)andtypeIcollagenCＧ
terminalcrossＧlinkedpeptide (CTXＧI)inserumofratsinthethreegroupsweredetectedbyELISA．ThemRNAandproteinexＧ
pressionof Wnt/βＧcateninsignalingpathwayrelatedfactorsβＧcatenin,Wnt３a,Wnt７band Axin２inratosteoblasts were
detectedbyRTＧPCRandWesternblot．Results　Comparedwiththemodelgroup,thecontentsofALP,PINP,OCandCTXＧI
intheserumofthemelatoningroupwereincreasedsignificantly (P＜０􀆰０５)．Comparedwiththemodelgroup,themRNAand
proteinlevelsofβＧcateninandWnt７binosteoblastsofratsinthemelatoningroupweresignificantlyincreased (P＜０􀆰０５),and
themRNAandproteinlevelsofAxin２weresignificantlydecreased (P＜０􀆰０５)．Conclusion　Melatonincanregulatethebalance
ofbonemetabolismandpromotetheformationofosteoblastsbyactivatingtheWnt/βＧcateninsignalingpathway．

【Keywords】melatonin;osteoporosis;bonemetabolism;Wnt/βＧcatenin

　　骨质疏松患者通常会发生骨量减少、骨微结构改变,从

而导致骨脆性及骨折风险增加,给患者、患者家庭及社会带

来沉重负担[１].目前临床上使用的骨吸收抑制剂及促合成类

药物普遍存在疗效不佳、副作用大等问题[２],开发新的骨质

疏松临床药物亟待解决.有研究表明内源性神经激素褪黑素

不仅能够调节机体体温、免疫功能、心血管发育等,而且在

抗氧化功能和骨稳态调节方面也有重要作用[３Ｇ４].因此,本

研究采用褪黑素治疗骨质疏松大鼠,观察其对骨质疏松大鼠

骨代谢及成骨细胞中的 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子表

达的影响,为褪黑素的临床应用奠定基础.

１　材料与方法

１􀆰１　实验动物:选择３月龄的清洁级 SD 雌性大鼠６０只,

体质量 (２２０±２０)g,购买于成都达硕实验动物有限公司

[生产 许 可 证 号:SCXK (川)２００８Ｇ１８;质 量 合 格 证 号:

００６１２２８],于 (２２±２)℃、相对湿度４５％~５５％、分笼饲

养.本研究通过本院动物实验伦理委员会批准 (批准号:

KYＧ００３Ｇ００４).

１􀆰２　试剂与仪器:褪黑素 (美国Invitrogen公司);胎牛血

清、DMEM 高糖型培养液 (美国 Hyclone公司);０􀆰２５％胰

酶ＧEDTA (美国Sigma公司);PBS缓冲液、红细胞裂解液

(上海碧云天生物技术有限公司);RIPA裂解液及ELISA所

用试剂 (江苏康为世纪生物有限公司);DNA Marker (北京

艾德莱生物科技有限公司);总 RNA 抽提试剂盒 (日本

TaKaRa公司);蛋白提取试剂及 PCR相关试剂 (上海吉玛

公司).

１􀆰３　方法:

１􀆰３􀆰１　骨质疏松大鼠模型的构建:根据参考文献 [５]的建

模方法构建骨质疏松大鼠模型.取雌性SD大鼠置于无菌动

物手术操作台上,腹腔内注射４０mg/kg戊巴比妥钠进行麻

醉,待大鼠麻醉生效后,采用俯卧位进行固定.将大鼠背部

双侧的季肋区剃毛,消毒后正中纵向切开后背,分离软组织

并找寻双侧卵巢,行结扎、切除,随后逐层进行缝合至皮

肤.造模后３个月检测大鼠骨密度,骨密度出现明显下降、
骨小梁微结构严重破坏判定为造模成功.

１􀆰３􀆰２　实验分组及干预方式:按照随机数字表法将６０只大

鼠分成３组,每组２０只,分别为空白组、模型组、褪黑素

组.空白组使用与褪黑素同等剂量的生理盐水进行灌胃;模

型组在空白组的基础上行双侧卵巢切除术,构建骨质疏松大

鼠模型;褪黑素组在模型组的基础上,采用静脉注射的方式

给予褪黑素治疗,根据前期预实验确定注射剂量为１０mg/
(kg􀅰d),药物干预至动物被处死.

１􀆰３􀆰３　大鼠骨代谢指标的检测:干预１２周后每组取１０只

大鼠,采用２％戊巴比妥钠对实验大鼠进行腹腔注射麻醉,
采用穿刺法收集８mL心脏血液,静置１h,５０００r/min,

４℃离心１０min收集上清液,置于－８０℃冰箱待测.采用

ELISA法检测血清中碱性磷酸酶 (ALP)、Ⅰ型前胶原氨基

端原肽 (PINP)、骨 钙 素 (OC)、Ⅰ 型 胶 原 C 端 交 联 肽

(CTXＧⅠ)含量.

１􀆰３􀆰４　成骨细胞的收集及培养:干预１２周后每组取１０只

大鼠采用颈椎脱臼法处死,采用７５％乙醇对处死后大鼠进

行浸泡消毒,无菌条件下取出颅盖骨并剔除其上附着的血管

及结缔组织,用PBS溶液清洗颅盖骨３次,随后将其剪成１
mm３ 左右 大 小 的 碎 片,PBS 溶 液 漂 洗 ３ 次,加 入 ５ mL
０􀆰２５％胰蛋白酶,置于３７ ℃水浴中,进行４５min的预消

化,最后加入等体积的１０％胎牛血清 DMEM 双抗完全培养

基终止消化.取出颅盖骨碎片并加入０􀆰１％Ⅰ型胶原酶５
mL,３７℃恒温振荡水浴１h后５０００r/min、４ ℃离心５
min,弃上清液,随后加入适量完全培养基,制成细胞悬液
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并接种至培养瓶中,置于３７ ℃、５％ CO２ 饱和湿度的培养

箱中进行传代培养.

１􀆰３􀆰５　成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子 mRNA
的表达:取第３代成骨细胞,进一步接种于２４孔板中.７２
h后使用 TRIzol试剂盒提取细胞总 RNA,使用 RTＧPCR试

剂盒 检 测 不 同 组 细 胞 βＧ连 环 蛋 白 (βＧcatenin)、无 翅 型

MMTV整合位点家族成员３A (Wnt３a)、无翅型 MMTV整

合位点家族成员７B (Wnt７b)、轴抑制蛋白２抗体 (Axin２)
的 mRNA 表达,引物序 列 (由 上 海 生 工 合 成)如 下:βＧ
catenin上游引物５′ＧCCATTACAAGCAACAGGCATＧ３′,下

游引物５′ＧATCCTTATGGCATCAAGCATＧ３′;Wnt３a上游

引 物 ５′ＧCATGCGAGTTAＧ３′,下 游 引 物 ５′ＧACCAGCATＧ
AGTＧ３′;Wnt７b 上 游 引 物 ５′ＧCGATTACCATCGGAACAＧ
３′,下游引物５′ＧACTTGATCGGACTCATCＧ３′;Axin２上游

引 物 ５′ＧCAAGGACAATTGCAＧ３′, 下 游 引 物 ５′ＧCTTＧ
GAACCAGGTATＧ３′,反 应 以 βＧactin 作 为 内 参 基 因,在

ABI７５００实时荧光定量PCR仪上进行,每组重复３次.

１􀆰３􀆰６　成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子蛋白的表

达:取第３代成骨细胞,进一步接种于２４孔板中.加入３００

μL细胞裂解液后冰水浴３０min使细胞充分裂解,将收集到

的细胞碎片及裂解产物转移至 Eppendorf管中,１５０００r/

min、４℃离心１０ min后吸取上清液,测定蛋白浓度.行

SDSＧPAGE电泳后采用电转膜法将蛋白转移至 PVDF膜上,
经洗膜和封闭后加入一抗,４℃孵育过夜后加入辣根过氧化

酶标记的二抗,继续室温孵育２h,TBST 漂洗后采用蛋白

图像分析软件检测并进行半定量分析.

１􀆰４　统计学方法:使用SPSS２２􀆰０统计学软件进行数据分

析.计量数据以x ±s表示,符合正态分布且方差齐性,３
组间的两两比较采用 LSDＧt检验.P＜０􀆰０５为差异有统计

学意义.

２　结果

２􀆰１　大鼠血清中的骨代谢指标含量:与空白组比较,模型

组大鼠血清中的 ALP、PINP、OC、CTXＧⅠ含量明显降低

(P＜０􀆰０５);与模型组比较,褪黑素组大鼠血清中的 ALP、

PINP、OC、CTXＧⅠ含量得到提升,差异有统计学意义 (P
＜０􀆰０５);与空 白 组 比 较,褪 黑 素 组 大 鼠 血 清 中 的 ALP、

PINP、OC、CTXＧⅠ含量差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).
见表１.

表１　３组大鼠血清中骨代谢指标含量比较 (n＝２０,x±s)

组别
ALP/

(U/L)
PINP/

(μg/L)
OC/

(μg/L)
CTXＧⅠ/

(μg/L)
空白组 １２１􀆰６２±２８􀆰４８ １８􀆰０３±３􀆰１４ ３􀆰２９±０􀆰５９ １２􀆰６３±６􀆰６３
模型组 ７５􀆰４３±１９􀆰５３∗１１􀆰４２±２􀆰１１∗ ２􀆰１１±０􀆰４２∗ ８􀆰７２±６􀆰５５∗

褪黑素组 １１８􀆰１１±２８􀆰９５＃１７􀆰６９±３􀆰５２＃ ３􀆰１３±０􀆰４６＃ １１􀆰４６±８􀆰９７＃

　　注:与空白组比较,∗P＜０􀆰０５;与模型组比较,＃P＜０􀆰０５.

２􀆰２　大鼠成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子 mRNA
的相对表达量:与空白组比较,模型组大鼠成骨细胞的βＧ
catenin、Wnt７b 的 mRNA 含 量 明 显 降 低 (P ＜０􀆰０５),

Axin２的 mRNA含量明显升高 (P＜０􀆰０５);与模型组比较,

褪黑素组大鼠成骨细胞的βＧcatenin、Wnt７b的 mRNA 含量

明显升高 (P＜０􀆰０５),Axin２的 mRNA 含量明显降低 (P
＜０􀆰０５).见图１和表２.

图１　３组大鼠成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路

相关因子 mRNA的相对表达

表２　３组大鼠成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子

mRNA的相对表达量 (n＝２０,x±s)

组别 βＧcatenin Wnt３a Wnt７b Axin２

空白组 １􀆰８６２±０􀆰１３５ ２􀆰１４４±０􀆰１０９ １􀆰９７５±０􀆰１２１ １􀆰１７３±０􀆰０９５
模型组 １􀆰２３９±０􀆰１２２∗２􀆰２１３±０􀆰１１８ １􀆰５３４±０􀆰１３５∗ １􀆰６２８±０􀆰１２７∗

褪黑素组 １􀆰８４７±０􀆰１５３＃２􀆰１５９±０􀆰１４２ １􀆰８１８±０􀆰１３９＃ １􀆰１６４±０􀆰１２３＃

　　注:与空白组比较,∗P＜０􀆰０５;与模型组比较,＃P＜０􀆰０５.

２􀆰３　大鼠成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子蛋白的

相对表达量:与空白组比较,模型组大鼠成骨细胞的βＧcateＧ
nin、Wnt７b的蛋白含量明显降低 (P＜０􀆰０５),Axin２的蛋

白含量明显升高 (P＜０􀆰０５);与模型组比较,褪黑素组大

鼠成骨细胞的βＧcatenin、Wnt７b的蛋白含量明显升高 (P＜
０􀆰０５),Axin２的蛋白含量明显降低 (P＜０􀆰０５).见图２和

表３.

图２　３组大鼠成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路

相关因子蛋白的相对表达

表３　３组大鼠成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子

蛋白的相对表达量 (n＝２０,x±s)

组别 βＧcatenin Wnt３a Wnt７b Axin２

空白组 ２􀆰７５４±０􀆰４８４１􀆰１３２±０􀆰１０２１􀆰８５７±０􀆰１１２ １􀆰３４３±０􀆰１２９
模型组 ２􀆰０３９±０􀆰１２２∗１􀆰１４４±０􀆰０９６１􀆰３５４±０􀆰１０８∗１􀆰９１６±０􀆰１６５∗

褪黑素组 ２􀆰６８５±０􀆰４７７＃１􀆰１３７±０􀆰１０５１􀆰７８７±０􀆰１４７＃１􀆰３３７±０􀆰１３０＃

　　注:与空白组比较,∗P＜０􀆰０５;与模型组比较,＃P＜０􀆰０５.
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３　讨论

为保持机体骨组织健康,骨组织在骨吸收与骨重建之间

维持着动态平衡,破骨细胞与成骨细胞对骨组织的溶解和生

成维持着骨的微观结构和骨量,一旦骨吸收与骨形成的平衡

被打破,则可导致机体出现骨代谢疾病.
目前临床常用药物已经能够成功地抑制骨质流失,但多

数药物却无法促进新骨形成[６Ｇ７].Reiter等[８]发现褪黑素可

以在骨髓中合成,且其在骨髓中的浓度是夜间血液中褪黑素

浓度的两倍,提示褪黑素极有可能与骨代谢相关.Sharan
等[９]证实了褪黑素在成骨细胞分化、破骨细胞形成中扮演着

重要的角色.Ping等[１０]进一步发现褪黑素可以通过激活

Wnt/βＧcatenin信号通路来增强骨再生,并通过 NFＧκB 信号

通路来抑制骨吸收.基于此,本研究通过给骨质疏松大鼠进

行褪黑素灌胃治疗,观察褪黑素对骨质疏松大鼠骨代谢及成

骨细胞中的 Wnt/βＧcatenin信号通路相关因子表达的影响,
结果表 明 灌 食 褪 黑 素 后,骨 质 疏 松 大 鼠 血 清 中 的 ALP、

PINP、OC、CTXＧⅠ 含 量 均 较 模 型 组 得 到 了 明 显 提 升,

ALP、PINP、OC、CTXＧⅠ作为骨合成代谢的重要因子,被

广泛地用于评估骨形成,因此说明褪黑素能够明显地促进骨

形成,抑制骨吸收,这与冯宜蒀等[１１]的研究结果保持一致.
本文进一步研究了褪黑素对成骨细胞 Wnt/βＧcatenin信号通

路相关因子βＧcatenin、Wnt３a、Wnt７b、Axin２的 mRNA 与

蛋白表达的影响,结果表明与模型组比较,褪黑素组在明显

提升大鼠成骨细胞中βＧcatenin、Wnt７b的 mRNA 与蛋白的

表达量的同时降低了 Axin２的 mRNA与蛋白的表达.Wnt/

βＧcatenin信号通路相关在干细胞向成骨细胞而不是软骨细胞

和脂肪细胞的分化中发挥关键作用,与成骨细胞的发育、分

化、成熟以及骨基质的矿化密切相关[１２].褪黑素通过刺激

Wnt/βＧcatenin信号通路来推进成骨细胞的分化,这一点与

骨生成代谢标记物 ALP、PINP、OC、CTXＧⅠ含量的提升

是保持一致的.
综上所述,动 物 实 验 证 明,褪 黑 素 能 够 有 效 地 激 活

Wnt/βＧcatenin信号通路,并促进成骨细胞的分化与形成,
对于缓解骨质疏松具有良好的效果,后续将进一步考虑对

Wnt/βＧcatenin信号通路进行阻断来进一步验证褪 黑 素 对

Wnt/βＧcatenin信号通路的影响.
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利福昔明调控Toll样受体４途径影响肝衰竭后肝硬化的实验研究

福建医科大学孟超肝胆医院消化内科 (福州３５００２５) 　刘晓燕　朱金照　王艳丽　赵　颖

基金项目:福建省自然科学基金计划项目 (２０２２J０１１２７８);福州市科技计划项目 (２０２１ＧSＧ０９７)

【摘　要】　目的　分析肝衰竭患者肝组织中 Toll样受体４(TLR４)和 MyD８８的表达变化,探讨其在肝衰竭继发肝硬

化中的作用.方法　将１２０例肝病患者分为３组,肝炎组、肝衰竭组与药物治疗组各４０例,检测血清中内毒素、纤连蛋白

水平,肝组织中的 TLR４和 MyD８８表达水平,肝脏组织病理学改变.结果　药物治疗组内毒素水平、纤连蛋白、TLR４和

MyD８８的表达水平均较肝衰竭组下降 (P＜０􀆰０５),且肝脏组织病理改变显著.结论　肝衰竭患者经利福昔明治疗后,通过
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