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褐藻胶寡糖对Ｄ－半乳糖诱导小鼠骨质疏松的作用
王珊，冯文静，毛拥军

（青岛大学附属医院老年医学科，山东 青岛　２６６１００）

［摘要］　目的　探讨褐藻胶寡糖（ＡＯＳ）对Ｄ－半 乳 糖（Ｄ－ｇａｌ）诱 导 的 衰 老 小 鼠 骨 质 疏 松 的 作 用 及 其 可 能 的 机

制。方法　将４５只８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分 为 对 照 组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模 型 组（Ｄ－ｇａｌ组）、Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ低

剂量组（Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｌ组）、Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ中剂量组（Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｍ组）和Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ高剂量组（Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｈ
组）。除Ｃｏｎｔｒｏｌ组外，其余组小鼠颈背部注射Ｄ－ｇａｌ　８周建立小鼠骨质疏松模型。Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｌ、Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｍ
和Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｈ组从第５周开始分别给予５０、１００、１５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的ＡＯＳ灌胃４周，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｄ－ｇａｌ组给予

蒸馏水灌胃。药物干预完成后，应用骨密度仪测 量 各 组 小 鼠 股 骨 骨 密 度，采 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检 测 小 鼠 股 骨 组 织 中

衰老相关蛋白Ｐ１６及氧化 应 激 相 关 蛋 白Ｐ６７ｐｈｏｘ的 表 达，ＲＴ－ＰＣＲ检 测 氧 化 应 激 相 关 基 因ｐ４７ｐｈｏｘ 和ｇｐ９１

ｐｈｏｘ　ｍＲＮＡ的表达及破骨细胞活化相关基因核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）ｍＲＮＡ的表 达。结 果　Ｄ－

ｇａｌ组小鼠骨密度较Ｃｏｎｔｒｏｌ组降低，ＡＯＳ干预各组小鼠骨密度较Ｄ－ｇａｌ组均增加，差异有统计学意义（Ｆ＝４６．８５３，

Ｐ＜０．０５）。Ｄ－ｇａｌ组小鼠股骨组织中Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达较Ｃｏｎｔｒｏｌ组增加，ＡＯＳ干预各组Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ
蛋白表达较Ｄ－ｇａｌ组降 低，差 异 均 有 统 计 学 意 义（Ｆ＝５０．８６２、１５６．９４３，Ｐ＜０．０５）。Ｄ－ｇａｌ组 小 鼠 股 骨 组 织 中ｐ４７

ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ相对表达量较Ｃｏｎｔｒｏｌ组增加，ＡＯＳ干预各组小鼠ｐ４７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ相对表达量较Ｄ－ｇａｌ组均降低，差异有统计学意义（Ｆ＝１７．３７３～１１２．３１１，Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＯＳ
对 Ｄ－ｇａｌ诱导的小鼠骨质疏松具有保护作用，其机制可能与氧化应激和破骨细胞活化的抑制有关。
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　　骨质疏松具有骨微观结构退行性改变、骨量减

少和骨密度降低的特点，导致骨强度降低［１］、骨脆性

增加［２］及骨折风险增加［３］，引起了老龄化 社 会 的 广

泛关注。氧化应激学说是衰老的重要机制 之 一［４］，
该学说认 为 活 性 氧（ＲＯＳ）的 积 聚 超 过 机 体 的 清 除

能力造成ＤＮＡ损伤、激活氧化应激，从而导致衰老

及衰老相关 疾 病 的 发 生。ＲＯＳ在 体 内 积 聚 可 激 活

核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）信号通路，
导致骨吸收增加。ＲＡＮＫＬ信号通路被认为是促进

破骨细胞活化的主要靶点，可激活多种下游信号通

路［５］，从而促进骨吸收和破骨细胞分化过程。长 期

注射Ｄ－半乳糖（Ｄ－ｇａｌ）可导致实验动物产生一系列

类似于自然老化的病理变化，如认知障碍、氧化应激

和骨量减少等［６］。用Ｄ－ｇａｌ诱导建立亚急性衰老模

型具有周期短、价格低廉、操作简便、结果稳定可靠

等优点，已广泛应用于衰老机制研究和抗衰老药物

筛选。褐藻胶寡糖（ＡＯＳ）具有较高的生物活性，如

抗炎、抗氧化、抗凋亡、抗肿瘤等［７］。骨 质 疏 松 性 骨

折是导致老年人死亡的主要原因之一［８］，因此骨质

疏松症的早期预防、诊断和治疗十分重要，开发更有

效的延缓骨质疏松症的药物具有重要意义。目前大

多数骨质疏松研究侧重于绝经后妇女，而缺乏对老

年男性骨质疏松的研究。故本实验采用Ｄ－ｇａｌ诱导

建立小鼠骨 质 疏 松 模 型，探 讨 ＡＯＳ对 衰 老 雄 性 小

鼠骨质疏松的作用及其可能的机制。

１　材料和方法

１．１　实验材料

健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠４５只，ＳＰＦ级，８周

龄，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，饲养于青

岛大学 医 学 部ＳＰＦ级 实 验 动 物 中 心。饲 养 条 件：

１２ｈ昼夜循 环，室 温（２０±２）℃，相 对 湿 度４０％～
６０％，自由摄食物和水。动物实验操作均经青岛大

学动物福利和伦理管理委员会批准，并且遵守中国

动物保 护 委 员 会 制 订 的《动 物 保 护 与 使 用 指 南》。

Ｐ１６小鼠单克隆抗体购自美国Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈ－
ｎｏｌｏｇｙ公司，ＲＩＰＡ裂解液和ＢＣＡ蛋白浓度测定试

剂盒购自上海碧云天公司，逆转录试剂盒及 Ｍｉｘ购

自Ｒｏｃｈｅ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　动物 分 组 及 处 理　４５只 小 鼠 适 应 性 喂 养１
周后，随 机 分 为 对 照 组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组，Ａ组）、模 型 组

（Ｄ－ｇａｌ组，Ｂ组）、Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ低 剂 量 组（Ｄ－ｇａｌ＋
ＡＯＳ－Ｌ组，Ｃ组）、Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ中 剂 量 组（Ｄ－ｇａｌ＋
ＡＯＳ－Ｍ组，Ｄ组）以 及 Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ高 剂 量 组（Ｄ－
ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｈ组，Ｅ组），每组９只。Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠

颈背部皮下注 射 灭 菌 注 射 用 水５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ），其

余组小鼠颈背部皮下注射Ｄ－ｇａｌ　２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），
连续８周。从Ｄ－ｇａｌ注射第５周开始，ＡＯＳ干预低、
中、高剂量组分别给予ＡＯＳ　５０、１００、１５０ｍｇ／（ｋｇ·

ｄ）灌胃处理４周，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｄ－ｇａｌ组小鼠给予蒸

馏水１０ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）灌胃处理４周。

１．２．２　骨密度测量　药物干预完成后，取每组各３
只小鼠的同侧股骨，采用双能Ｘ线骨密度仪（Ｄｅｘａ；

Ｏｓｔｅｏｓｙｓ　Ｐｒｉｍｕｓ，Ｋｏｒｅａ）对整个股骨进行骨密度测

量（扫描间距１．５ｍｍ，扫描速度６０ｍｍ／ｓ）。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表

达　药物干预完成后，取每组各３只小鼠的股骨组

织进行液氮研磨，将ＲＩＰＡ裂解液加 入 研 磨 好 的 股

骨组织中提取蛋白，用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。
提取的蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，待溴酚蓝至分离

胶底部时转移到ＰＶＤＦ膜上，凝胶成像系统成像后

用Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ软件分析灰度值。

１．２．４　ＲＴ－ＰＣＲ 检 测 股 骨 组 织ｐ４７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１
ｐｈｏｘ和ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ的 表 达　药 物 干 预 完 成

后，取每组各３只小鼠的股骨组织进行液氮研磨，加

Ｔｒｉｚｏｌ　５０～１００ｇ／Ｌ，颠 倒 混 匀 室 温 放 置３０ｍｉｎ。

４℃下以１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃沉淀，加１／５
体积氯仿，充 分 震 荡 混 匀 后 置 于 冰 上 静 置５ｍｉｎ。

４℃下以１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，将上清转移至

新的１．５ｍＬ　ＥＰ管 中。加 入 与 上 清 等 体 积 的 异 丙

醇，充分震荡混匀，置于冰上静置１０ｍｉｎ。４℃下以

１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加体积分数０．７５
的乙醇溶液悬浮沉淀。４℃下以１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，吸除上清，自 然 晾 干 后 加 入１０μＬ　ＤＥＰＣ水

溶解ＲＮＡ。用Ｎａｎｏｄｒｏｐ分光光度计测定ＲＮＡ浓

度，用逆转录试剂盒将ｍＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。应

用ＲＴ－ＰＣＲ法 进 行 扩 增，扩 增 条 件：９５℃、６００ｓ，

９５℃、１０ｓ，６０℃、１０ｓ，７２℃、１５ｓ，共计４０个循环；

９５℃、１０ｓ，６５℃、６０ｓ，９７℃、１ｓ。ＰＣＲ引物及其

序列见表１。

１．３　统计学方法

应用ＳＰＳＳ　２１．０软 件 对 数 据 进 行 统 计 学 分 析，
计量 数 据 以珚ｘ±ｓ表 示，多 组 比 较 采 用 单 因 素 方 差
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分析，组间两两比较采用ＬＳＤ法，以Ｐ＜０．０５为差

异有显著性。

表１　ＰＣＲ引物及其序列

引物 序列（５′→３′）

ｐ４７ｐｈｏｘ 正义链ＴＧＧＴＧＧＧＴＧＧＴＣＡＧＧＡＡＡＧＧＧ
反义链ＡＴＧＣＴＣＴＧＴＧＣＧＴＴＧＣＧＧＡＴＧ

ｇｐ９１ｐｈｏｘ 正义链ＧＡＧＴＧＣＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＴ
反义链ＣＣＡＣＡＡＧＣＡＴＴＧＡＡＴＡＧＣＣ

ＲＡＮＫＬ 正义链ＡＴＧＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＧＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧ
反义链ＴＧＧＣＡＧＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＴＧ

β－ａｃｔｉｎ 正义链ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧ
反义链ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ

２　结　　果

２．１　各组小鼠股骨骨密度比较

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比较，Ｄ－ｇａｌ组小鼠股骨骨密度

明显下降；与Ｄ－ｇａｌ组 相 比 较，ＡＯＳ干 预 各 组 小 鼠

股骨骨密 度 明 显 增 加，差 异 均 有 统 计 学 意 义（Ｆ＝
４６．８５３，Ｐ＜０．０５）。见表２。

２．２　各组小鼠股骨组织中Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表

达比较

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比较，Ｄ－ｇａｌ组小鼠股骨组织中

Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋 白 表 达 增 加；与Ｄ－ｇａｌ组 比 较，

ＡＯＳ干预各组小鼠股骨组织中Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋

白表 达 降 低，差 异 均 有 统 计 学 意 义（Ｆ＝５０．８６２、

１５６．９４３，Ｐ＜０．０５）。见图１、表２。

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组，Ｂ：Ｄ－ｇａｌ组，Ｃ：Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｌ 组，Ｄ：Ｄ－ｇａｌ＋

ＡＯＳ－Ｍ组，Ｅ：Ｄ－ｇａｌ＋ＡＯＳ－Ｈ组。

图１　各组小鼠股骨组织中Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表 达 的 Ｗｅｓ－

ｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测

表２　各组小鼠股骨 骨 密 度 及Ｐ１６和Ｐ６７ｐｈｏｘ蛋 白 表

达比较（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）

组别 骨密度 Ｐ１６ Ｐ６７ｐｈｏｘ

Ａ组 ０．６７０±０．０１０　 １．０００±０．０００　 １．０００±０．０００
Ｂ组 ０．４２３±０．０３８　 １．５０３±０．０９２　 １．９１７±０．０８１
Ｃ组 ０．６２０±０．０１０　 １．４１５±０．０５０　 １．０４３±０．０９５
Ｄ组 ０．６７７±０．０４９　 １．０６３±０．０１３　 ０．７５３±０．０７１
Ｅ组 ０．７１７±０．０１５　 ０．５６７±０．０１５　 ０．５７３±０．０７０

２．３　各 组 小 鼠 股 骨 组 织 中ｐ４７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ
和ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ表达比较

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组 相比较，Ｄ－ｇａｌ组股骨组织中ｐ４７

ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ表达增加；与

Ｄ－ｇａｌ组相比，ＡＯＳ干 预 各 组 小 鼠 股 骨 组 织 中ｐ４７
ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ表达降低，差
异均 有 统 计 学 意 义（Ｆ＝１７．３７３～１１２．３１１，Ｐ＜
０．０５）。见表３。

表３　各 组 小 鼠 股 骨 组 织 中ｐ４７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ 和

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ表达（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）

组别 ｐ４７ｐｈｏｘ　 ｇｐ９１ｐｈｏｘ　 ＲＡＮＫＬ

Ａ组 １．０００±０．０００　 １．０００±０．０００　 １．０００±０．０００
Ｂ组 ２．５０３±０．１４０　 １．８０４±０．０６１　 ７．９６２±０．６０９
Ｃ组 １．６４３±０．０８７　 １．３７８±０．２７６　 ４．１３５±１．２２５
Ｄ组 １．１３８±０．０９５　 １．１８３±０．１６３　 １．６８１±０．１７２
Ｅ组 ０．８０４±０．１６１　 ０．８４８±０．１１１　 １．０９２±０．０７５

３　讨　　论

到２０５０年，６５岁以上的老年人口将超过８亿。
随着世界人口平均寿命的延长，衰老相关疾病如阿

尔茨海默病［９］、骨质疏松［１０］等的发病率和死亡率将

明显增加，其造成的社会医疗负担也日益加重。骨

质疏松症是一种与年龄相关的退行性疾病，严重影

响人们的生活质量，导致老年人的死亡率增加。衰

老可以引起骨皮质和骨小梁的矿化减少、孔隙度增

加及骨密度降低等，导致骨质疏松和骨折的风险增

加［１１］。本文研究 结 果 显 示，Ｄ－ｇａｌ组 衰 老 性 骨 质 疏

松模型小鼠 的 股 骨 骨 密 度 较Ｃｏｎｔｒｏｌ组 显 著 降 低，
而与Ｄ－ｇａｌ组相比，ＡＯＳ干预各组小鼠的股骨骨密

度显著增加。说明 ＡＯＳ对Ｄ－ｇａｌ诱导的骨质疏 松

有保护作用。Ｐ１６作为细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制因子［１２］，在衰老和抑制肿瘤生长过程中起重要作

用。Ｐ１６在大多数啮齿动物和人体组织中的表达随

年龄增长而显著增加［１３］。本文结果显示，Ｐ１６蛋白

在Ｄ－ｇａｌ组股骨中的表达增加，而与Ｄ－ｇａｌ组相比，

ＡＯＳ干预各组小鼠股骨中Ｐ１６蛋白的表达降低，说
明ＡＯＳ延缓了Ｄ－ｇａｌ诱导的衰老进程。

氧化应 激 可 诱 导ＤＮＡ损 伤 和 细 胞 衰 老，而 抑

制衰老可能是治疗骨丢失的有效方法。氧化应激与

许多年龄相关疾病（骨质疏松、心血管疾病和神经退

行性疾病等）有关，它可以破坏骨骼系统中骨吸收和

骨形成的动态平衡，使骨硬度和强度降低，在骨质疏

松的发生和发展中起重要作用［１４］。ＲＯＳ的一个主

要来源是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧

化酶，它可促进氧化应激的发生。本研究结果显示，

Ｄ－ｇａｌ组股骨中ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基ｐ６７ｐｈｏｘ、ｐ４７
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ｐｈｏｘ 和ｇｐ９１ｐｈｏｘ 的 ｍＲＮＡ表 达 增 加，而 与 Ｄ－
ｇａｌ组相比，ＡＯＳ干预各组股骨中ＮＡＤＰＨ氧化酶

亚基ｍＲＮＡ表 达 减 少。表 明 ＡＯＳ对 衰 老 性 骨 质

疏松的保护作用可能与氧化应激的抑制有关。
随着年龄的增长，破骨细胞介导的骨吸收和成

骨细胞介导的骨生成之间失去平衡［１５］，当骨吸收超

过骨形成时出现骨代谢失衡，引起骨量降低从而导

致骨质疏松的发生。ＲＡＮＫＬ在破骨细胞生成中发

挥着重要的作 用［１６］，可 以 与 核 因 子κＢ受 体 活 化 因

子（ＲＡＮＫ）结合激活信号通路，促进破骨细胞活化、
分化和 成 熟 等 过 程［１７］。ＲＡＮＫＬ相 关 信 号 通 路 被

认为是促进骨丢失和破骨细胞活化的主要靶点［１８］。
本研究结果显 示，在 衰 老 性 骨 质 疏 松Ｄ－ｇａｌ组 股 骨

中ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ表达增加，而与Ｄ－ｇａｌ组相比，

ＡＯＳ干预各组小鼠股骨中ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ表达降

低，说明ＡＯＳ对 衰 老 性 骨 质 疏 松 的 保 护 作 用 可 能

与ＲＡＮＫＬ通路抑制有关。
综上所述，ＡＯＳ对Ｄ－ｇａｌ诱导的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小

鼠骨质疏松有保护作用，其机制可能与氧化应激和

破骨细胞活化抑制有关，具体机制还需进一步研究。
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