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骨质疏松症（rｓe.rErdrｓnｓ，uＰ）是以骨量减少、骨
组织微观结构退化为特征， 导致骨的脆性增高而骨
折危险性增加的一种全身性骨病［p］。 骨质疏松症是
威胁中老年人以及绝经后女性健康的常见病， 其发
病率随我国社会老龄化而迅速上升［ ］。 截至  2p 年，

我国 uＰ 患者已达 ８ B22 万人，预计到  2(2 年，我国
uＰ患者将达到  ,p 亿［0］。骨质疏松导致的脆性骨折
是世界范围内的重大公共卫生问题， 22４ 年美国卫
生局报道，＞(2 岁的女性中几乎有一半会在余生遭
受骨质疏松性骨折，而男性的比例为 p ／ (［４］。 在 uＰ
发生发展的分子机制方面目前已有大量的深入研

究，但是其确切病理机制仍不十分清楚，如何对其进
行有效的靶向治疗仍然是目前基础与临床面临的关

键问题。
骨峰值（E.Fｋ ｂrg. tFｓｓ，ＰＢy）是指人体骨骼在

基于生物信息学分析骨峰值及骨质疏松症
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o摘要C 目的o基于生物信息学探讨与女性骨峰值CE.Fｋ ｂrg. tFｓｓpＰＢyy及骨质疏松症rrｓe.rErdrｓnｓiuＰy相关的
基因并进行验证g 方法o通过基因表达数据库 C;.g. .ｘEd.ｓｓnrg rtgnｂcｓ vFeFｂFｓ.iＧＥuyi利用 ＤAＡ 微阵列技术对高
ＰＢy和低 ＰＢy成年女性的单核细胞进行全基因组范围内的基因差异表达研究i 通过聚类分析、Ｇu 富集和京都基因
与基因组百科全书Cｋｙrer .gｃｙｃsrE.vnF rｆ ;.g.ｓ Fgv ;.grt.ｓiＫＥＧＧy分析差异基因i并进一步分析差异表达基因间的相
互作用网络g 建立 uＰ 大鼠模型i进行股骨颈组织染色i进一步验证差异基因的表达g 结果o差异基因筛选共得到
 ８0 个基因i与高 ＰＢy 样本相比i低 ＰＢy 样本中有 p0( 个基因表达上调ip４８ 个基因表达下调i总共有 ７ 个通路与
p 个差异基因被富集i涉及矿物质吸收与转运、细胞免疫等方面的多个基因表达存在差异g其中ijＡjAＡpＤ 基因编码
的 Ｌ 型钙离子通道蛋白 p,0CｖrseF;.h;Fe.v jF ＋ ｃiFgg.s p,0ijFLp,0y在 uＰ 大鼠模型股骨颈组织中表达显著增强g结论o
以上结果提示 jFLp,0 基因表达水平的差异可能导致低 ＰＢy女性发生 uＰi提供了 uＰ 防治的潜在靶点g

o关键词C 骨质疏松； 骨峰值； 钙通道； 生物信息学
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i５～no 岁时获得的最大的骨密度C 每个人患骨质疏
松的风险取决于其在成年后获得的 pyr 以及之后
因为衰老i绝经i疾病等失去骨量的速度gpyr 也是
发生脆性骨折的有力预测指标h５tC 骨重塑过程中g骨
吸收相对骨形成增强g导致骨丢失g是骨质疏松症重
要的发病机制C而破骨细胞(ｏc0ｅｏ)ｌ5c0g3v 是负责骨
吸收的主要细胞g 被认为是抗骨质疏松治疗的重要
靶点g很多新的治疗策略旨在抑制破骨细胞的分化i
防止破骨细胞导致的过度的骨吸收hTtC

本研究利用 -ＮB 微阵列技术对高 pyr 和低
pyr 成年女性单核细胞进行全基因组范围内基因
差异表达的研究g检测在高低 pyr 样本中表达量发
生显著变化的基因g 通过研究这些基因本身的特点
及基因之间的关联g 找出影响 pyr 高低的关键基
因g同时选择个别基因在动物模型上进行验证g从而
进一步探究防治骨质疏松症的关键靶点C
e 材料与方法

eC e 动物与试剂

Ｓ- 大鼠购买自辽宁长生生物技术公司h动物合
格证编号oＳvgh(辽 ioiotooo(tg小鼠抗大鼠 vBve
ＮB(-基因编码的 j型钙离子通道蛋白 (．n(Fｏｌ05uｅd
u50ｅE v5il ) 599ｅｌ (．ngv5Ｖ(．n 一抗购自 Ｎ3ＶsＳ 公
司(编号oＮypid(iCan g兔抗大鼠抗酒石酸酸性磷
酸酶 (0520250ｅ 2ｅc1c0590 5)1E ｐ ｏcｐ 505cｅgＴ.Bp 一抗
购自 B,)5ｍ 公司(编号o5,(a(LoT gvAn 标记羊抗兔
;uＧ 及 vAn 标记羊抗小鼠 ;uＧ 购自武汉博士德公司
(编号oyB(onigyB((o( gL＇gTd二脒基did苯基吲哚
二盐酸盐(L＇gTdE15ｍ1E19ｏdidｐ ｅ9Aｌ19Eｏｌｅg-Bp; 购
自碧云天生物技术公司(编号ov(ooi g苏木素购自
Ｓ1uｍ5公司(编号oＨaTi７ g伊红 Ｙ 购自国药集团(编
号o７(o(L５LL C
eC ２ 研究方法

eC ２C e 数据收集 全基因组基因表达数据来源于

基因表达数据库 (uｅ9ｅ ｅｘｐ2ｅcc1ｏ9 ｏｍ91,ｕc E505,5cｅg
ＧＥ3 ( 00ｐo ／ ／ ｗｗｗ．9),1．9ｌｍ．91 ．uｏF ／ uｅｏ ／  g下 载 基
因表达芯片 ＧＳＥ７(５Cg 芯片平台为 Ｇpj５７o hＨＧd
s(nn＿pｌｕc＿it BｆｆAｍｅ021ｘ Ｈｕｍ59 Ｇｅ9ｏｍｅ s(nn pｌｕc
i．o B225Ag共设计 ５L T７５个探针C该组数据根据健康
女性 pyr 的分布g分别从倒数 (oo 名和前 (oo 名中
选取 (i名和 (L 名具有极低和极高受试者g 从单核
细胞中提取总 .ＮBC 根据 .ＮB降解曲线的离群值g
选择低 pyr 和高 pyr 组中离群值最小芯片数据各
C例进行下一步分析C
eC ２C ２ 数据预处理 本研究中的芯片原始数据均

为 vＥj 格式g 用 . 软件中的 5ｆｆA 包 ( 00ｐo ／ ／ ｗｗｗ．
,1ｏ)ｏ9Eｕ)0ｏ2．ｏ2u ／ ｐ5)ｋ5uｅc ／ i．(i ／ ,1ｏ) ／  0ｍｌ ／ 5ｆｆA． 0ｍｌ 

对数据进行预处理C 采用微阵列 (ｍ1)2ｏ 5225A cｕ10ｅg
rBＳ 法h７t进行g并将芯片噪声去除i数据标准化i探
针 n 个步骤合并g 得到高 pyr 组和低 pyr 组基因
表达值g后续分析的基因表达值均是基于此结果C
eC ２C ３ 骨质疏松大鼠模型建立 选取雌性 Ｓ- 大
鼠 n 只g采用外科手术方法切除卵巢g手术后 (i 周
可建立骨质疏松模型g 同时选取正常 Ｓ- 大鼠 n 只
作为对照C
eC ３ 观察指标与方法

eC ３C e 差异基因筛选 差异基因筛选采用 . 软件
包 j19ｅ52 hCtg首先提供 ( 个矩阵给 j19ｅ52g矩阵用来
描述各样本gj19ｅ52 根据矩阵信息建立线性模型g并
进行分组比较和 Ｐ 值校正g校正采用 yｏ9ｆｅ22ｏ91 法C
最后根据差异表达倍数和 Ｐ 值筛选差异表达基因C
本研究中设置差异表达倍数 i 倍以上gＰ＜o．o( 的基
因为差异表达基因C 根据基因表达值的相似性对差
异表达基因和样本进行二维聚类g 聚类采用 vｌｕc0ｅ2
软件(版本 n．o g聚类方法选择层次聚类C

采用 vA0ｏc)5ｐｅ 软件(版本 n．o．i 的插件 y1ＮＧ3
(版本 i．LL 进行基因本体(uｅ9ｅ ｏ9)ｏｌｏuAgＧ3 功能
富集分析 hatgＧ3 功能富集分析采用 -BＶ;- 在线提
交( 00ｐo ／ ／ E5F1E．5,))．9)1ｆ)2ｆ．uｏF ／  C 富集分析应用超
几何检验g 选取校正后 Ｐ＜o．o５ 的 Ｔｅ2ｍ 作为差异基
因富集条目(Ｇ3 0ｅ2ｍc C 差异基因通路分析(通路 
采用 )A0ｏc)5ｐｅ 软件(版本 n．o．i 的插件 vｌｕｅＧ3(版
本 i．o．７ h(otg通路信息来自基因组信息(hAｏ0ｏ ｅ9)Ae
)ｌｏｐｅE15 ｏｆ uｅ9ｅc 59E uｅ9ｏｍｅcghＥＧＧ 的通路数据库
( 00ｐo ／ ／ ｗｗｗ．uｅ9ｏｍｅ．ｊｐ ／ ｋｅuu ／通路． 0ｍｌ g 该步骤的
检验方法与 Ｇ3 富集分析方法相同C
eC ３C ２ 差异表达基因 pp; 网络分析和关键基因筛
选 为了研究差异基因之间的相互关系g 对筛选到
的差异基因做蛋白质相互作用(ｐ2ｏ0ｅ19 ｐ2ｏ0ｅ19 190ｅ2e
5)01ｏ9gpp; 网络分析g分析采用在线工具 Ｆｕ9vｏｕｐ
( 00ｐo ／ ／ ｆｕ9)ｏｕｐ．c,)．cｕ．cｅ ／ cｅ52) ／  h(( d(itgＦｕ9vｏｕｐ 中
的 pp;数据来源于 12ｅｆ19Eｅｘ( 00ｐo ／ ／ 12ｅｆ19Eｅｘ．ｏ2u ／ ｗ1e
ｋ1 ／ 19Eｅｘ．ｐ ｐ？ 010ｌｅ＝1.ｅｆ;9Eｅｘ 和已发表的文献C
eC ３C ３ 骨质疏松大鼠模型基因验证 两组大鼠处

死后g取下肢股骨颈标本g经过脱水i包埋等步骤g苏
木素d伊红( ｅｍ50ｏｘAｌ19dｅｏc19gＨＥ 染色法对两组股
骨颈标本进行染色鉴定C 此外g 同时行 Ｔ.Bp 及
v5Ｖ(．n 的免疫荧光染色g标本经抗原修复g血清封
闭处理后g分别用兔抗大鼠 Ｔ.Bp 一抗((∶(oo 稀释 
和小鼠抗大鼠 v5Ｖ (．n 一抗((∶(oo 稀释 标记g于
L ℃湿盒中孵育过夜g加入荧光二抗((∶(oo稀释 g最
后经 -Bp;复染核等处理C 使用 ;pp T．o软件对免疫
荧光照片进行光密度分析g每只大鼠取 n 个标本g每
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表 C op 功能富集分析富集结果
yrigC op ht(c) 2ht0 (h-Be0- jn Fcnnh(ht0creeu hdE(h--hF

lhth-

图 C 高 Cop 与低 Cop 差异基因聚类结果
sclgC  ｅ.ｕｌｔ ｏ, Lｉ,,ｅｒｅｎｔｉａｌｌt ｅdｐｒｅ..ｅL Aｅｎｅ. lｌｕ.ｔｅｒｉｎA rｅｔiｅｅｎ ｈｉAｈ
ａｎL ｌｏi Cop

表 v 高 ;ＢＭ 与低 ;ＢＭ 差异基因通路富集结果
yrigv ;r0 ｗru ht(c) 2ht0 (h-Be0- jn Fcnnh(ht0creeu hdE(h--hF lhth- ih0ｗhht  cl ;ＢＭ rtF ejｗ ;ＢＭ

ＧＯ ＩＤ ＧＯ Ｔｅｒｍ 基因数目 Ｐ 值
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ＫＥＧＧ 通路编号 通路描述 通路相关基因 Ｐ 值

ＫＥＧＧ：０４９６４ Cｒｏdｉｍａｌ ｔｕrｕｌｅ rｉlａｒrｏｎａｔｅ ｒｅlｌａｍａｔｉｏｎ ＡＴC１Ａ４｜ ＳＬＣ４Ａ４ ０．０１９６

ＫＥＧＧ：０４５１２ ＥＣp－ｒｅlｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａlｔｉｏｎ ＣＯＬ５Ａ２｜ＬＡpo３｜ＴＮＸo ０．０４６２

ＫＥＧＧ：０４９７３ ＣａｒrｏｈtLｒａｔｅ LｉAｅ.ｔｉｏｎ ａｎL ａr.ｏｒｐｔｉｏｎ ＡＴC１Ａ４｜ＣＡＣＮＡ１Ｄ ０．０３６８

ＫＥＧＧ：０４１５０ ｍＴＯ .ｉAｎａｌｉｎA ｐａｔｈiａt C ＫＡＡ２｜ CＳ６ＫＡ２ ０．００８７

ＫＥＧＧ：０４９７０ Ｓａｌｉｖａｒt .ｅlｒｅｔｉｏｎ ＡＤ o３｜ＡＴC１Ａ４｜C ＫＧ１｜Ｔ CＶ６ ０．００９８

ＫＥＧＧ：０４９７８ pｉｎｅｒａｌ ａr.ｏｒｐｔｉｏｎ ＡＴC１Ａ４｜Ｔ CＶ６ ０．００８４

ＫＥＧＧ：０４１４０  ｅAｕｌａｔｉｏｎ ｏ, ａｕｔｏｐｈａAt ＩＦＮＡ４｜C ＫＡＡ２ ０．０４０８

个标本取 ２个 ４００倍视野分析，取平均光密度。
Cg ４ 统计学处理

应用 ＳCＳＳ ２６． ０ 软件进行统计分析， 平均荧光
强度为定量资料，以均数±标准差（x軃±ｓ）表示，采用
.ｔｕLｅｎｔ ｔ检验进行两组间比较， 以 Ｐ＜０．０５ 为差异有
统计学意义。
v 结果

vg C 高 Cop与低 Cop差异基因分析
差异基因筛选共得到基因 ２８３ 个，与高 Cop 样

本相比， 低 Cop 样本中有 １３５ 个基因表达量上调，
１４８个基因表达量下调。 基因水平上，表达量上调基
因和下调基因聚为两类， 没有功能注释的差异基因
根据表达值被聚到各个类别；样本水平上低 Cop 样
本和高 Cop 样本被聚为两类（图 １）。 ＧＯ 功能富集
分析结果显示，共 ４ 个 ＧＯ Ｔｅｒｍ. 符合条件（表 １），
４ 个 ＧＯ Ｔｅｒｍ. 都属于“细胞组成”类别，均与细胞质
膜的组成相关（图 ２）。

ＫＥＧＧ 分析结果显示，共 ７ 个通路与 １２ 个差异
基因被富集（表 ２）。 在富集到的 ７个通路中，有 ２个
通路与细胞免疫相关 ：ｍＴＯ .ｉAｎａｌｉｎA ｐａｔｈiａt 和
 ｅAｕｌａｔｉｏｎ ｏ, ａｕｔｏｐｈａAt，这也是单核细胞作为免疫组
织组成部分具备的基本功能。 另有 ３ 个通路与矿物
质吸收和运输有着直接或间接关系。 其中，pｉｎｅｒａｌ
ａr.ｏｒｐｔｉｏｎ，Cｒｏdｉｍａｌ ｔｕrｕｌｅ rｉlａｒrｏｎａｔｅ ｒｅlｌａｍａｔｉｏｎ 通
路直接参与矿物质代谢，ＣａｒrｏｈtLｒａｔｅ LｉAｅ.ｔｉｏｎ ａｎL

ａr.ｏｒｐｔｉｏｎ通路则是间接参与矿物质代谢。 通过对差
异基因的 ＧＯ 富集和通路分析， 筛选出了一些与单
核细胞基本功能以及矿物质代谢相关的通路和基

因，由于各个通路之间存在相互关系，同一个基因也
会在不同通路中起作用， 根据差异基因通路富集结
果，结合数据库中的通路内容，将这些差异基因的相
互关系绘制到一幅图上（图 ３）。
vg v 网络分析和关键基因筛选

CCＩ 网络分析结果显示， 本研究中筛选到的差
异基因中有 ３５ 个与其他基因有潜在相互作用
（图 ４），其中有 １１ 个差异表达基因互相间存在蛋白
相互作用（表 ３）。
vg ３ 骨质疏松大鼠关键基因的验证

ＨＥ染色结果可见，较之正常组，建模 １２ 周大鼠
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表 C 存在蛋白相互作用差异表达基因

opyrC iig ht (ctt) )20cp--B )ej )nn)( F)2)n

图 u 差异表达基因互相间存在 CCo 网络p 黄色菱形y筛选出的差异
表达基因r灰色圆圈yｏｔｈｅｒ 基因r蓝色圆圈y转录因子r黄色方块y类胡
萝卜素生物合成r绿色加号y蛋白酶r橙色加号y蛋白质输出r蓝色加
号y嘧啶代谢r亮蓝色加号yiＮg 转运r绿色六边形y真核生物核糖体
生物合成

dcFru eｉrrｅｒｅｎｔｉａｌｌ ｅEｐｒｅllｅc tｅｎｅl CCo ｎｅｔnｏｒs． .ｅｌｌｏn cｉａｍｏｎcl ｒｅｐ,
ｒｅlｅｎｔ lLｒｅｅｎｉｎt ｏr cｉrrｅｒｅｎｔｉａｌｌ ｅEｐｒｅllｅc tｅｎｅl． dｒｅ LｉｒLｌｅl ｒｅｐｒｅlｅｎｔ
ｏｔｈｅｒ tｅｎｅl． Aｌｕｅ LｉｒLｌｅ ｒｅｐｒｅlｅｎｔl ｔｒａｎlLｒｉｐｔｉｏｎ rａLｔｏｒl． .ｅｌｌｏn lhｕａｒｅ
ｒｅｐｒｅlｅｎｔl Lａｒｏｔｅｎｏｉc vｉｏl ｎｔｈｅlｉl． dｒｅｅｎ ｐｌｕl ｒｅｐｒｅlｅｎｔl ｐｒｏｔｅａlｅ． Ｏｒａｎtｅ
ｐｌｕl ｒｅｐｒｅlｅｎｔl ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｕｔｐｕｔ． Aｌｕｅ ｐｌｕl lｉtｎ ｒｅｐｒｅlｅｎｔl ｐ ｒｉｍｉcｉｎｅ
ｍｅｔａvｏｌｉlｍ． Aｒｉtｈｔ vｌｕｅ ｐｌｕl lｉtｎl ｒｅｐｒｅlｅｎｔl iＮg ｔｒａｎlｈｉｐｍｅｎｔ． dｒｅｅｎ
ｈｅEａtｏｎl ｒｅｐｒｅlｅｎｔl ｅｕsａｒ ｏｔｅl ｒｉvｏlｏｍｅ vｉｏl ｎｔｈｅlｉl

dｅｎｅ; dｅｎｅ２

CiＫgg２ CCoC５Ｋ;，ＭgＮ;g２，Ｔ.iＯ３

ＬＳＭ４ ＨoＳＴ２Ｈ２gg３

dＴＦ２Ｈ５ ＭgＮ;g２

dＦＥi ＵＥＶＬe

odＬＣ; odＨg;

ＭgＮ;g２ CiＫgg２，dＴＦ２Ｈ５

图 C 高 CAＭ 与低 CAＭ 差异基因通路图。浅蓝色椭圆区域表示特定

ＫＥdd 通路，此区域内的斜体字表示该通路名称r红色背景黑色字表
示基因简称，绿色背景红色字表示酶的简称，紫色背景黑色字表示基
因共同作用产物r黑色无箭头虚线表示同处一个通路中的基因，但互
相之间无直接联系， 黑色有箭头虚线表示在通路中属于上下游的关
系，但不是直接作用。黑色有箭头直实线表示直接产物或上下游的关
系r外围黑色有箭头曲实线表示通路之间有上下游关系

dcFrC eｉrrｅｒｅｎｔｉａｌｌ ｅEｐｒｅllｅc tｅｎｅl ｒｅｌａｔｉｏｎlｈｉｐ ｉｎ ｐａｔｈnａ l vｅｔnｅｅｎ
ｈｉtｈ CAＭ ａｎc ｌｏn CAＭ． Ｔｈｅ ｌｉtｈｔ vｌｕｅ ｏｖａｌ ｒｅtｉｏｎ ｒｅｐｒｅlｅｎｔl ａ lｐｅLｉrｉL
ＫＥdd ｐａｔｈnａ ，ａｎc ｔｈｅ ｉｔａｌｉLl nｉｔｈｉｎ ｔｈｉl ｒｅtｉｏｎ ｒｅｐｒｅlｅｎｔ ｔｈｅ ｐａｔｈnａ 
ｎａｍｅ． iｅc vａLstｒｏｕｎc vｌａLs nｏｒc ｒｅrｅｒl ｔｏ tｅｎｅ ａvvｒｅｖｉａｔｉｏｎ，tｒｅｅｎ
vａLstｒｏｕｎc ｒｅc nｏｒc ｒｅrｅｒl ｔｏ ｅｎｚ ｍｅ ａvvｒｅｖｉａｔｉｏｎ，ｐｕｒｐｌｅ vａLstｒｏｕｎc
vｌａLs nｏｒc ｒｅrｅｒl ｔｏ tｅｎｅ ｉｎｔｅｒａLｔｉｏｎ ｐｒｏcｕLｔ． AｌａLs cｏｔｔｅc ｌｉｎｅl nｉｔｈｏｕｔ
ａｒｒｏnl ｉｎcｉLａｔｅ tｅｎｅl ｉｎ ｔｈｅ lａｍｅ ｐａｔｈnａ ，vｕｔ ｎｏｔ cｉｒｅLｔｌ ｒｅｌａｔｅc ｔｏ ｅａLｈ
ｏｔｈｅｒ． AｌａLs cｏｔｔｅc ｌｉｎｅl nｉｔｈ ａｒｒｏnl ｉｎcｉLａｔｅ ｕｐlｔｒｅａｍ ａｎc cｏnｎlｔｒｅａｍ
ｒｅｌａｔｉｏｎlｈｉｐl ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈnａ ，vｕｔ ｎｏｔ cｉｒｅLｔｌ ｉｎｖｏｌｖｅc． AｌａLs ａｒｒｏnl
lｔｒａｉtｈｔ lｏｌｉc ｌｉｎｅl ｉｎcｉLａｔｅ cｉｒｅLｔ ｐｒｏcｕLｔl ｏｒ ｕｐlｔｒｅａｍ ａｎc cｏnｎlｔｒｅａｍ
ｒｅｌａｔｉｏｎlｈｉｐl． Ｔｈｅ vｌａLs ｏｕｔｅｒ Lｕｒｖｅc ｌｉｎｅl nｉｔｈ ａｒｒｏnl ｉｎcｉLａｔｅ ｕｐlｔｒｅａｍ
ａｎc cｏnｎlｔｒｅａｍ ｒｅｌａｔｉｏｎlｈｉｐl vｅｔnｅｅｎ ｐａｔｈl

图 ２ 富集的 dＯ Ｔｅｒｍl 的上－下游基因。 黄色背景表示显著富集的

dＯ Ｔｅｒｍl
dcFr２ Ｕｐ ａｎc cｏnｎ lｔｒｅａｍl ｏr ｅｎｒｉLｈｅc dＯ ｔｅｒｍl．.ｅｌｌｏn vａLstｒｏｕｎc
ｉｎcｉLａｔｅl lｉtｎｉrｉLａｎｔｌ ｅｎｒｉLｈｅc dＯ ｔｅｒｍl

股骨颈骨小梁间隙明显增宽， 呈现骨质疏松病理改
变（图 ５ａ－５v）。 免疫荧光染色结果显示，骨质疏松大
鼠股骨颈组织中 ＴigC（图 ５L－５c）、电压门控钙离子
通道 ;．３（ＣａＶ ;．３）表达均明显增强（图 ５ｅ－５r）p 骨质
疏松组与对照组的 ＴigC 及 ＣａＶ ;．３ 荧光强度差异
均有统计学意义（见表 ４、图 ６）p
C 讨论

Cr １ ＯＣ在骨质疏松的发病中的作用
骨骼是一种动态的、不断新陈代谢的活组织，也

就是骨重塑的过程p 在此过程中，有新骨形成、旧骨
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表 C 两组大鼠股骨颈组织中 opyr 和 igh t(c 表达荧光强
度) 20-2

og0(C 2 BejnFundun EdlndFEls e. o,yr 和 igh t(c
nLAjnFFEed Ed lvn .n;ejg dnuｋ lEFFBnF e. lvn lｗe ｇjeBAF) 20-2

组别 鼠数 ＴCop 荧光密度 ＣａＶy．３ 荧光密度

骨质疏松组 ３ r．yigy．hr i．２yg０．６９

对照组 ３ ０．h６g０．２２ ０．９yg０．２h

t 值 ９．i０６ ９．０i(

c 值 )０．００y )０．００y

图 - 骨质疏松大鼠模型建立及 ＣａＶ y．３ 表达的检测 -g2-0(正常和骨质疏松大鼠股骨颈组织 02 染色)i００ 2 -u2-ｄ( 免疫荧光染色检测正
常和骨质疏松大鼠股骨颈组织 ＴCop 表达)i００×2 -n2-.(免疫荧光染色检测正常和骨质疏松大鼠股骨颈组织 ＣａＶ y．３ 表达)i００×2
2Eｇ(- 2ｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＶ y．３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ -g2-0( 02 ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃ ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆ ｒａｔｓ )i００×2 -u2-ｄ( Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＴCop ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｒａｔｓ
)i００×2 -n2-.( Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣａＶ y．３ ｉｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｒａｔｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ )i００×2

吸收，并保持平衡，衰老、绝经、疾病等情况可使得骨
重塑失衡，骨吸收增强，导致骨丢失增加，这是骨质
疏松症重要的发病机制。 而 ＯＣ 是负责骨吸收的主
要细胞， 这些多核巨细胞由来源于骨髓造血干细胞
系的单核细胞前体融合而成， 活化的 ＯＣ 可通过分
泌蛋白水解酶等酶、0＋等， 溶解骨矿盐、 降解有机
质。 因此 ＯＣ 被认为是抗骨质疏松治疗的重要靶
点［y３］，很多新的治疗策略旨在抑制 ＯＣ 的分化、防止
ＯＣ导致的过度的骨吸收［６］。 本实验结果也验证了这
一点， 在骨质疏松大鼠骨组织中，ＯＣ 特异性标志物
ＴCop 表达明显增强，提示 ＯＣ 分化明显增多，ＯＣ 的
分化或其功能改变所导致的骨重塑失衡是骨质疏松

症重要的病理基础［yi］。
ＯＣ的生成、分化主要由巨噬细胞集落刺激因子

和 CoＮＫＬ ／ CoＮＫ 介导， 其中核因子－κＢ 配体受体
活化因子配体 )ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ－
ｋａｐｐａ Ｂ ｌｉｇａｎｄ，CoＮＫＬ2是特异性诱导 ＯＣ 生成的最
重要的调节性细胞因子［yr］。 CoＮＫＬ与 ＯＣ前体表面
表达的 CoＮＫ 结合后，活化的 CoＮＫ 招募肿瘤坏死
因子 )ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ2受体相关因子家
族［y６］，并最终激活 ＯＣ 分化的主要转录因子－活化 Ｔ
细胞核因子受体 ｃy )ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｔ－
ｃｅｌｌｓ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ y，ＮＦoＴｃy2［y(］。 活化的 ＮＦoＴｃy 进
一步促进 ＯＣ 特异性基因的表达， 如抗酒石酸酸性

５ｂ５ａ ５ｃ

５ｆ５ｄ ５ｅ

注：＊与对照组相比，c)０．０r
图 ６ ＴCop 和 ＣａＶ y．３ 表达荧光强度
2Eｇ(６ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＴCop 和 ＣａＶ y．３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

单位：×y０３

荧
光
密
度
×y
０３

对照组 骨质疏松组

ＣａＶ y．３

ＴCop
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磷酸酶C组织蛋白酶 oC降钙素受体等pyrigＮhtＴ(y 在
ctＮo) 诱导的 ＯＣ 分化过程的转录程序中起着不
可或缺的作用g 而 Ｃａ２ 信号被认为是有助于维持
ＮhtＴ(y 的持久转录激活g 事实上2研究发现2在 ＯＣ
形成的任何阶段2如果没有 Ｃａ２ 信号2ＯＣ 的生成0活
化都会受到抑制 py９0２０ig 因此2对 ＯＣ 活化所必需的
ＮhtＴ(y 诱导来说2Ｃａ２ 信号是必不可少的g 目前已
知 ＯＣ 中多种细胞膜和细胞内元件参与调节细胞内
Ｃａ２ 浓度2包括瞬时受体电位通道0浆膜蛋白 - 蛋白
信号调节因子 y２0o 通道0Ｃａ２ 2tＴB 酶和 Ｎａ 2Ｃａ２ 交
换器以及胞内储存 Ｃａ２ 的细胞器内质网 0溶酶体
等p２yig
ei j 钙通道相关基因与女性 Bin的关系

本研究通过对高低 Bin 两组共 y６ 个成年女性
的单核细胞进行全基因组范围内的差异基因筛选2
共找到了 ２r３ 个差异表达基因g 对这些差异基因进
行功能和代谢通路研究发现2 这些差异基因中与细
胞质膜功能相关的基因被显著富集2 细胞质膜在人
体中除了构成细胞屏障外2最主要的功能是运输2如
离子和蛋白产物的运送等g 进一步的代谢通路研究
发现2 与钙和碳酸氢盐运输相关的蛋白或酶被显著
富集2如 ＴcBＶ６和 ＣtＣＮtyg基因g 其中 ＴcBＶ６编
码的 ＴcB通道是目前已知的参与调节细胞内 Ｃａ２ 浓
度的细胞元件2研究证实 ＴcBＶ６ 缺失促进破骨细胞
的分化和功能2导致骨质减少p２２ig 而 ＣtＣＮtyg是属
于 ) 型电压门控钙通道 Fｏｌｔａuｅ2uａｔｅd (ａｌ(ｉｕｍ (ｈａｎe
ｎｅｌE2Ｖ-ＣＣl 的 ＣａＶy．３ 的 e 亚单位的编码基因 p２３i2
它与 ＯＣ分化的相关性尚无相关报道g

Ｖ-ＣＣ 由 ey0c0t 和 e２r 亚基构成2按照 ey 亚
基的基因型2可分为 ＣａＶy 按照电流门控特性分类
为 ) 型 Ｖ-ＣＣl0 ＣａＶ２0 ＣａＶ３ 这 ３ 个家族g ＣａＶy 家
族编码 s 个不同的亚型2即 ＣａＶy．y0ＣａＶy．２0ＣａＶy．３
和 ＣａＶy．s2 表现为激发和持续的电流时间较长2对
二氢吡啶拮抗剂和激动剂敏感p２３i g ＣａＶy．３ 的 ey 亚
基基因型为 ey g2由 y９９２ 年 C.)).tnＳ 等 p２si在脑

组织中克隆鉴定发现g ＣａＶy．３被归类为高电压激活
通道  ｈｉuｈ Fｏｌｔａuｅ ａ(ｔｉFａｔｅd (ｈａｎｎｅｌE2,Ｖtl2但与其
它 ,Ｖt ＣａＶ 相比2ＣａＶy．３ 可以在更低电压下工作2
这使得其能够参与听觉0心脏0内分泌和神经系统相
关的特殊功能g 已知 ＣａＶy．３ 表达于多种组织2如窦
房结和心房2神经元2嗜铬细胞和胰岛g 最初的研究
来源于基因敲除小鼠和基因突变的人类 2 发现
ＣａＶy．３ 功能丧失主要表现为耳聋和窦房结功能障
碍p２Lig 近年来大规模的人群基因测序发现2ＣtＣＮt
yg ＣａＶy．３ eyl变异可引起严重的神经发育综合征
伴或不伴内分泌症状0自闭症谱系病2以及内分泌疾

病2原发性醛固酮增多症p２６ig目前2对 ＣａＶy．３相关的
功能和药物研究主要集中在神经精神系统疾病2后
来的研究揭示了 ＣａＶy．３ 更多的生理功能 2 比如
ＣａＶy．３也表达于 Ｔ细胞2 用反义寡核苷酸抑制 Ｔｈ２
细胞中 ＣａＶy．３的表达2会导致 Ｔ 细胞抗原受体刺激
后 Ｃａ２A内流受阻和细胞因子的分泌p２lig 但是 ＣａＶ y．３
与骨质疏松的相关性目前却鲜有研究报道g 多个研
究显示 2) 型 Ｖ-ＣＣ 抑制剂具有抗骨质疏松的作
用p２r2３０i2其作用可能是直接或间接抑制 ＯＣ 的分化和
活性2具体涉及何种钙通道蛋白尚不十分清楚g本研
究结果显示 ＣａＶy．３ ey 亚基的编码基因在高低 Bin
女性中的表达存在差异2提示 ＣａＶy．３ 介导的 Ｃａ２ 变
化可能与 ＯB的发生及发展有密切关系g 此外2本研
究结果显示2不同的 Bin 女性除了矿物质代谢相关
的基因表达有差异2还有细胞自噬0ｍＴＯc 信号通路
相关的基因表达有差异2 这在其他一些研究中也有
所报道 p３yig 对差异基因的 BB. 网络分析 2发现了
yy 个差异基因存在潜在的蛋白间相互作用2这些基
因的功能多样2亚细胞定位也不一致2这些相互作用
的基因与女性 ＯB 的关系目前还没有直接证据证
明2这也是下一步研究的方向之一g
ei e 钙通道相关基因与骨质疏松关系的验证

本实验研究结果显示 ＯB 大鼠骨组织中 2
ＣａＶy．３ 的表达强度显著增强2 这也进一步验证了
ＣａＶy．３与 ＯB的关系g值得注意的是2从表达的部位
看2ＴctB 集中表达于骨小梁2 提示 ＯＣ 主要集中在
骨小梁周围2 而 ＣａＶy．３ 却表达于骨髓腔中2 提示
ＣａＶy．３并未高表达于 ＯＣg 笔者推测 ＣａＶy．３可能表
达于骨髓腔中的单核细胞2促进其分化为 ＯＣg 目前
关于 ＣａＶy．３ 在 ＯＣ 的分化和功能中的作用尚不明
了2ＣａＶy．３ 在 ＯB 中的作用也不十分清楚2它有可能
通过独立于经典途径之外的通路调控 ＯＣ2也可能通
过 Ｃａ２ 通路信号转导影响经典的 ＯＣ分化通路2这些
都需要进一步研究证实g

综上所述2 高 Bin 和低 Bin 女性之间存在多
种基因表达差异2 部分基因可能是导致 ＯB 发生与
发展的关键基因2 如 ＣａＶ y．３ 的基因表达水平的差
异可能导致低 Bin 女性发生 ＯB2 目前的动物实验
也在一定程度上证实了这一点2 提供了 ＯB 防治的
潜在靶点2 针对钙离子通道蛋白的抑制剂可能成为
ＯB新的治疗手段g
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