
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.11 APR.2012

羊水干细胞治疗维甲酸诱导的大鼠骨质疏松的初步研究

白 璐 陈必良△ 张建芳 李 洁 张琳琳
（第四军医大学西京医院妇产科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：维甲酸（ratinoicacid）诱导雌性大鼠骨质疏松(Ostoporosis，OP )模型，观察并分析羊水干细胞（amniotic fluid-derived
stem cells，AFS）对 OP 的治疗作用。方法：选取 40 只 S D 雌性大鼠，随机分为 4 组，每组 10 只。除正常组（A 组）外，模型组（B 组），

一次注入 AFS 组（C 组）和两次注入 AFS 组（D 组）均用维甲酸 70 mg／ ( k g·d ) 连续灌胃 1 4 d ，A 组用等量灭菌注射用水灌

胃。于给药二，三周分别测量各组大鼠血清 Ca、Pi、碱性磷酸酶 ALP 和抗酒石酸酸性磷酸酶 TRACP 含量，制造模型（简称造模）

过程观察动物生活习性体重等变化，实验结束进行股骨骨形态计量学测量，骨薄片病理学观察。结果：造模过程中，大鼠出现少

食，竖毛，及体重减轻。B. C 组大鼠体重较正常组显著降低（P<0.05）。造模 21d 后，B 组血清 Ca2+ 水平显著升高。模型组骨密度较

正常组显著下降（P<0.05），但 D 组骨密度变化无明显统计学意义。B,C,D 组血清 ALP，TRACP 均明显高于正常组（P<0.05）。骨薄

片染色显示模型组骨胶原排列杂乱无序，结构松散，D 组有修复迹象。结论：羊水干细胞尾静脉注射可缓解维甲酸诱导的大鼠骨质

疏松，且两次次给药的治疗效果好于单次给药。
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ABSTRACT Objective: To observe the therapeutic effect of amniotic fluid-derived stem cells (AFS) on ratinoicacid (RA) induced
Ostoporosis. Methods: Forty SD female rat were divided randomly into four groups: control group（group A）, model group（group B）,
RA+AFS（once）group（group C）, RA+AFS(twice) group（group D）. Model group and treatment groups were administrated RA q.d intra-
gastrically to induce OP, with control group administrated with equal volume of normal saline instead. Group C were injected with AFS
through caudal vein on the 7th, 14th day after first RA administration, while Group D were injected on the 14th day. On the 2nd and 3rd
week of the experiment, the peripheral blood was obtained to quantify Ca2+, P, ALP and TRACP. At the end of the experient, the mea-
surement of femur morphometry was carried out, then the rat were sacrificed and the femur were harvested for immunohistochemical
staining and pathological examination. Results: The body weight of group C and group D were decreased markedly (P<0.05, vs group A).
The concentration of Ca2+ were increased apparently (P<0.05, vs group A) and the bone density of group B was lower than group A(P<0.
05), while there was no difference statistically in group D. The concentration of ALP, TRACP were much higher in model group and
treatment groups than in group A. Examination of femur showed osseous collagen were deranged and surface loosening. Meanwhile,
there was indication of repair in group D. Conclusion: RA-induced Ostoporosis can be relieved by injecting with AFS through caudal
vein, and the prognosis of single injection was better than that of double.
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前言

随着人口老龄化，骨质疏松 (Ostoporosis，OP )发病率呈上

升趋势，以绝经后妇女为主。研究人员认为雌激素水平下降是

绝经后女性骨质疏松发生的重要因素。维甲酸在临床上有致骨

质疏松的副作用 ，对雌激素的骨反应上与人类有较好的相似

性[1-3]，常用作制备 OP 动物模型,因此也被用于 OP 治疗药物的

研究。羊水干细胞（amniotic fluid-derived stem cells，AFS）与其

它干细胞相比存在诸多优势，具有多种定向分化能力[4-7]，它可

能成为新的种子细胞来源之一，在细胞治疗及组织工程研究中

具有广阔的应用前景[8-10]。

1 材料和方法

1.1 主要材料及仪器

羊水干细胞（第四军医大学妇产科实验室），T104 培养基，

胎牛血清，胰蛋白酶均购自美国 Gibeco 公司, 地塞米松 （美国

Sigma 公司）, 倒置显微镜 (Olympus 公司，美国) ，CO2 细胞培

养孵箱，超净工作台(苏州净化总厂) ，双能 x 线骨密度仪(德
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国)，维甲酸（美国 Sigma 公司），临用前用蒸馏水配成 70 mg/kg
的混悬溶液，4℃，避光保存。Ca、Pi、碱性磷酸酶(ALP)、抗酒

石酸酸性磷酸酶(TRAP) 试剂盒均购自南京建成生物工程研究

所。
1.2 方法

1.2.1 骨质疏松大鼠模型的制备 选取 3 月龄 SD 大鼠共 40 只

(SPF 级，第四军医大学实验动物中心提供) ，体重 250-280g ，大

鼠随机分成 4 组（10 只每组）：A. 空白对照(Control，CON) 组、
B. 维甲酸（RA）灌胃组、C. 维甲酸（RA）灌胃 + 二次尾静脉注入

AFS 组，D. 维甲酸（RA）灌胃 + 一次尾静脉注入 AFS 组。A 组

灌胃给予等量灭菌注射用水对照，其它 3 组上午用维甲酸 70
mg·kg/d 灌胃造模，C 组分别于造模第 7 天与第 14 尾静脉注

入 AFS，计量均为 1×106 个 /ml，D 组于造模第 14 天尾静脉注

入 AFS，计量为 2×106 个 /ml。

1.2.2 实验期间观察动物生活习性及体重变化 实验终止后一

周，用 1％戊巴比妥钠 30mgo/kg 行腹腔注射麻醉后，腹主动脉

抽血处死，分离血清，测定血液生化学指标。迅速取下右侧股骨

，剔除股骨上面残存的肌肉，称湿重 ，用双能 x 线骨密度仪测

定骨矿物质密度值 (BMD)，游标卡尺测量记录试验后股骨中

点 横 断 面 的 外 直 径 （B）， 并 进 行 骨 薄 片 Masson-Gold-
ner-Trichrome 染色。

2 结果

2.1 RA 及 AFS 对大鼠生活习性及体重的影响

连续 14 天造模和给药过程中，大鼠陆续出现不同程度少

食，竖毛，喜卧及体重减轻，未出现维甲酸中毒症状。实验结束

时 B.C 组大鼠体重与实验前显著降低（P<0.05），D 组体重差异

无统计学意义，如表 1（Table 1）所示。

Note: *P<0.05 vs 1d

表 1 不同时间各组大鼠体重

Table 1 The weight of each group in different times

Group
Body weight (g)

1d 7d 14d 21d

A 259.5±7.9 264.3±3.6 270.8±5.3 277.1±4.8

B 274.3±5.6 267.0±3.6 259.8±4.4 258.2±6.3*

C 271.1±3.2 262.9±5.3 258.3±5.2 255.6±7.5*

D 266.0±6.9 261±3.9 264±10.8 265±5.4

2.2 RA 及 AFS 对大鼠股骨物理指标的影响

实验结束时，与 A 组相比，B,C 组大鼠股骨物理指标 (横断

面的外径 B、湿重 W)均降低(P<0.05) ，D 组无显著性差异，如

表 2（Table 2）。B,C 组大鼠股骨中点的骨密度较自身实验前均

下降 (P<0.05)。D 组大鼠股骨物理指标及股骨中点的骨密度变

化较实验前无统计学意义(P>0.05) ，如表 3（Table 3）所示。

Group B（mm） W（g）

A 3.87±0.20 0.95±0.06

B 3.29±0.4* 0.60±0.03*

C 3.33±0.28* 0.64±0.11*

D 3.67±0.32 0.78±0.04

Note: *P<0.05 vs 1d

表 2 实验结束各组大鼠股骨湿重和外径结果

Table 2 The result of weight and diameter in each group rats after the experiment

注：* P<0.05 vs 实验前

Note: * P<0.05 vs Before the experiment

表 3 实验结束各组大鼠股骨骨密度结果

Table 3 The result of Bone mineral density in each group rats after the experiment

Group A(g.cm-2) B(g.cm-2) C(g.cm-2) D(g.cm-2)

实验前

(Before the experiment)
0.256±0.008 0.266±0.009 0.256±0.002 0.261±0.011

实验后

(After the experiment)
0.251±0.016 0.213±0.007* 0.229±0.012* 0.254±0.018

2.3 RA 及 AFS 对大鼠血生化指标的影响

与 A 相比，实验第三周结束时，B,C 组血 Ca 含量显著升高

（P<0.05），D 组升高不明显( P>0.05 )，如表 4（Table 4）所示。血

Pi 各组前后变化无统计学意义。碱性磷酸酶 ALP（金氏单位

/100ml），抗酒石酸酸性磷酸酶 TRACP(U/L)测定结果显示，B，

C，D 组含量均升高，与正常组比较有统计学意义( P<0.05)，如

表 5，6（Table 5,6）所示。
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Note: * P<0.05 vs A

2.4 RA 及 AFS 对大鼠骨密度的影响

实验结束后，通过检测骨密度发现，B 组与 C 组骨密度实

验前后差异具有统计学意义 （P<0.05），D 组变化不明显，如

Table 7 所示。

Note: * P<0.05 vs A

表 4 不同时间各组血钙含量

Table 4 The result of blood calcium in each group rats in different times

Group
Ca2+ (mmol/L)

1 w 2 w 3 w

A 1.32±0.09 1.35±0.12 1.33±0.07

B 1.54±0.10 1.91±0.15 2.26±0.05*

C 1.49±0.24 1.75±0.16 1.93±0.15*

D 1.43±0.14 1.49±0.04 1.47±0.09*

表 5 不同时间各组血磷含量

Table 5 The result of blood phosphorus in each group rats in different times

Group
ALP（金氏单位 /100ml-1）

1 w 2 w 3 w

A 43.48±0.91 45.51±0.67 49.96±1.25

B 48.96±0.58 73.57±1.15 102.36±1.20*

C 47.52±0.96 76.99±1.02 91.25±0.87*

D 49.68±0.59 82.31±1.38 88.19±0.18*

Group
TRACP(U/L)

1 w 2 w 3 w

A 8.36±0.36 8.29±0.78 8.45±0.52

B 8.25±0.98 14.29±0.93 26.38±0.16*

C 8.29±0.49 11.68±0.65 22.32±0.36*

D 8.28±0.29 12.08±0.38 19.09±0.22*

Note: * P<0.05 vs A

表 6 不同时间各组抗酒石酸酸性磷酸酶 TRACP 含量

Table 6 The result of TRACP in each group rats in different times

Note: * P<0.05 vs A

表 7 实验结束各组大鼠股骨骨密度结果

Table 7 The result of Bone mineral density in each group rats after the experiment

Group A(g.cm-2) B(g.cm-2) C(g.cm-2) D(g.cm-2)

实验前(Before the

experiment)
0.256±0.008 0.257±0.002 0.266±0.009 0.261±0.011

实验后(After the

experiment)
0.251±0.016 0.209±0.012* 0.213±0.007# 0.254±0.018

2.5 骨组织 Masson-Goldner-Trichrome 染色

骨组织取 5μm 骨薄片进行 Masson-Goldner-Trichrome 染

色，结果显示：A 组可见骨胶原纤维排列呈束状，走向一致，排

列规则紧密，B,C 两组纤维排列杂乱无序，结构松散。D 组可见

部分胶原排列恢复到与 A 组骨胶原相似的形态和排列，说明

二次注入 AFS 对骨质疏松具有潜在治疗作用。

2.6 统计学方法

应用 SPSS 13.0 统计软件，组间差异用 T 检验，P<0.05 说

明有统计学意义。

3 讨论

骨质疏松症是一种全身性的以骨量减少及骨组织微结构
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破坏为特征,骨矿物质密度减小的疾病。羊水干细胞具有定向

分化潜能，在不同诱导条件下可向多方向诱导，成骨细胞，软骨

细胞，心肌细胞，神经胶质细胞等。由其分化而来的成骨细胞在

骨质疏松症等骨骼疾病的发生、发展中起着重要作用。

图 1 骨组织 Masson-Goldner-Trichrome 染色(400×)。

注：A 为正常骨纤维 B 为单纯应用维甲酸处理后的骨纤维 C为维甲酸联合药物一次处理后 D 为维甲酸联合药物处理 2 次

Fig.1 Masson-Goldner-Trichrome of femur of a rat.

Note: Bone fibre of control group（group A）, Bone fibre of model group（group B）, Bone fibre of RA+AFS（once）group（group C）, Bone fibre of

RA+AFS(twice) group（group D）

维甲酸是维生素 A 的衍生物，是治疗白血病的药物，并有

与维生素 A 具有相似的药理作用，主要用于皮肤科疾病的治

疗，其最大副作用是骨质疏松。维甲酸所导致的骨质疏松动物

模型最早由邵金莺等于在 1989 年首创。此模型虽然病因上与

人类骨质疏松不同，但与人类在对雌激素的骨反应、发病症状

及组织形态学表现上极为相似，且操作简单，成功率高，时间

短，对于动物骨量减少，骨组织显微结构病理改变非常典型，是

动物骨质疏松的常用造模方法[11,12]。
本实验显示，维甲酸组大鼠血 Ca 显著高与正常组 ，而血

Pi 两组无差异 ，提示维甲酸导致骨质疏松并非影响钙磷平衡

而是直接影响钙盐沉积过程。 C 组大鼠血 Ca 高与正常组，D
组血 Ca 较正常组无统计学差异，说明一次性注入 AFS 对骨质

疏松症状的改善效果不明显，二次注入 AFS 对其有潜在治疗

作用。
血清 A LP 活性是成骨细胞分化成熟的重要标志之一，在

钙化中起着关键性作用。血清 TRACP 反应骨吸收指标。本实

验结果显示，维甲酸对两者均有促进作用，且后者作用大于前

者，表明骨吸收和骨形成都比较活跃 ，说明维甲酸增加成骨细

胞的数量和活性，但主要是激活破骨细胞使其活性增强促进骨

吸收，结果使骨吸收大于骨形成的状态，最终导致动物的骨质

疏松。
大鼠股骨的物理变化可以从整体上反应大鼠股骨的状况

是否良好。表二显示，维甲酸导致大鼠股骨的绝对重量变轻(
P<0.05) ，从而表现为动物体重下降。在大鼠的股骨的直径方

面，大鼠股骨中点附近的横断面长轴的外径( B)明显下降，结果

提示维甲酸可以导致大鼠股骨的外观性状发生变化 ，使其变

轻，变窄 ，容易导致骨折的发生。D 组大鼠股骨的湿重和股骨

中点附近的横断面长轴的外径( B)均与正常组无统计学差异，

说明尾静脉两次注入羊水干细胞对大鼠骨质疏松具有潜在治

疗作用，且作用大于一次性注入羊水干细胞。
骨密度即骨矿物质密度的简称，其含义是指单位骨组织体

积的骨量，骨密度常用于评定骨脆性和骨折发生的危险性，本

次实验选取了股骨中点作为骨密度的检测点。由表三结果可

见，与正常组比较，B 组大鼠股骨中点的骨密度明显降低（P<0.

05) ，提示骨质疏松模型构建成功。D 组与正常组比较骨密度差

异无统计学意义，表明二次注入羊水干细胞对骨质疏松临床症

状具有缓解作用，从而减少骨折等疾病的发生。
骨薄片 Masson-Goldner-Trichrome 染色显示，维甲酸组较

正常组大鼠股骨胶原排列杂乱无序，结构松散，D 组胶原结构

较维甲酸组有所好转，说明羊水干细胞在动物体内对骨质疏松

具有潜在修复作用。
综上所述，大量研究表明[13-15]，超过 50 岁人群中骨质疏松

发病率为 90%，女性占大多数。骨量丢失随绝经期到来而开始，

随着年龄增长，骨细胞上的雌激素受体减少和绝经后体内雌激

素水平降低两个因素的影响，可以部分解释绝经后妇女骨质疏

松症发生率骤升的现象[16]。骨质疏松的治疗药物有几种 ：双磷

酸盐类、钙类、雌激素类药物、降钙素类、S E R Ms 等 ，这些药

物治疗骨质疏松的疗效不等，可以不同程度的延缓骨质疏松的

发生。但是绝经后妇女雌激素水平下降导致的骨质疏松症状明

显，许多绝经期妇女需要使用雌激素类药物进行激素替代治疗

(HRT)[17]。羊水干细胞因其诸多优势引起越来越多科学研究者

关注[18,19]，它可能成为新的种子细胞来源之一，在细胞治疗及组

织工程研究中具有广阔的应用前景。本实验为其在治疗骨质疏

松方面提供实验依据，证明 AFS 静脉注射移植方式的可行性

及潜在修复功能。
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