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·论 著· 
 

甲状旁腺激素 1-34 促进尾悬吊再负重大鼠骨质量恢复 
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摘要：目的  观察尾悬吊大鼠再负重骨量的变化及甲状旁腺激素 1-34(PTH1-34)干预的效果及机制。方法  5 月龄大鼠

24 只分为 4 组，对照组(CL 组)、尾悬吊 4 周组(UL 组)、尾悬吊 2 周再负重 2 周组(UL+RL 组)、尾悬吊 2 周再负重加

PTH1-34 干预 2 周组(UL+RL+PTH 组)，每组 6 只。4 周后处死大鼠，分离左侧胫骨行骨组织形态计量学分析；检测左

侧股骨骨密度；取右侧胫骨提取蛋白和 RNA，分别采用 Western blotting 和 realtime PCR 检测骨钙素(osteocalcin, OCN)
的表达；三点弯曲试验分析右侧股骨 大载荷和弹性模量。结果  CL 组骨密度显著高于其余 3 组(P<0.05)，UL+RL
组和 UL+RL+PTH 组均显著高于 UL 组(P<0.05)；UL+RL+PTH 组显著高于 UL+RL 组(P<0.05)。CL 组骨小梁体积比(bone 
volume per total volume，BV/TV)显著高于 UL、UL+RL、UL+RL+PTH 组(P<0.05)，UL 组显著低于 UL+RL 组和

UL+RL+PTH 组(P<0.05)；UL+RL+PTH 组显著高于 UL+RL 组(P<0.05)。CL 组骨小梁数量显著高于其余 3 组(P<0.05)，
UL+RL+PTH 组显著高于 UL 组(P<0.05)。CL 组骨小梁分离度显著低于 UL、UL+RL、UL+RL+PTH 组(P<0.05)，UL 组

显著低于 UL+RL 组和 UL+RL+PTH 组(P<0.05)。UL 组 大载荷显著低于其余 3 组，UL+RL 组显著低于 CL 组(P<0.05)；
CL 组弹性模量显著高于其余 3 组(P<0.05)，UL+RL+PTH 组显著高于 UL 组、UL+RL 组(P<0.05)。Western blotting 检

测 OCN 蛋白表达在 CL 组和 UL+RL+PTH 组显著高于 UL 组(P<0.05)。Realtime PCR 检测各组间的 OCN mRNA 表达水

平无显著差别。结论  尾悬吊 2 周可诱发大鼠下肢骨量丢失、力学性能下降、OCN 含量减少，再负重 2 周后上述改变

可得到部分恢复，PTH1-34 干预能促进这一过程。 
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PTH1-34 Promoted Bone Mass Recovery in Rats with Reloading After Tail-suspension 
 
XU Hao1, ZHANG Guobin2, XING Lei3*, ZHENG Jie1, TIAN Faming2(1.Department of Orthopaedics, Zhoushan 
Hospital, Zhoushan 316000, China; 2.Medical Research Center, North China University of Science and Technology, Tangshan 
063000, China; 3.Department of Gerontology, North China University of Science and Technology Affiliated Hospital, Tangshan 
063000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the changes of bone mass in tail-suspended and subsequent reloaded rats, as well as 
the effects and mechanism of PTH1-34 on these process. METHODS  Twenty four 5 month old rats were divided into 4 groups: 
control(CL) group, tail suspension for 4 weeks(UL) group, tail suspension for 2 weeks and reloading for 2 weeks(UL+RL) group, 
tail suspension for 2 weeks and reloading plus PTH1-34 intervention for 2 weeks(UL+RL+PTH) group, 6 rats in each group. All 
rats were sacrificed 4 weeks later, left tibia was used for bone histomorphometry analysis, left femur was used for bone mineral 
density, and right tibia was assigned to biomechanical test, tibia were harvested for detecting expression levels of 
osteocalcin(OCN) by Western blotting and realtime PCR, respectively. The maximum load and elastic modulus of the right femur 
were analyzed by a three-point bending test. RESULTS  Bone mineral density(BMD) in CL group was significantly higher than 
other three groups(P<0.05), UL+RL and UL+RL+PTH rats showed markedly higher values than UL rats(P<0.05), UL+RL+PTH 
rats showed markedly higher BMD than UL+RL rats(P<0.05). CL group showed markedly higher bone volume per total volume 
(BV/TV) values than those in the UL, UL+RL and UL+RL+PTH groups, UL+RL and UL+RL+PTH groups showed significantly 
higher BV/TV than that of UL group(P<0.05), UL+RL+PTH group showed markedly higher BV/TV than UL+RL group(P<0.05). 
Trabecular number in CL group was significantly higher than other three groups, UL+RL+PTH group showed markedly higher 
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trabecular number than UL group(P<0.05); Trabecular separation in CL group was significantly lower than those in the UL, 
UL+RL and UL+RL+PTH groups(P<0.05), UL+RL and UL+RL+PTH groups showed significantly lower trabecular separation 
than that of UL group(P<0.05). UL group showed markedly lower maximal load compared to the other three groups, UL+RL 
group showed significantly lower maximal load than CL group(P<0.05). Rats in CL group showed markedly higher elastic 
modulus compared to other three groups(P<0.05); UL+RL+PTH group showed significantly higher elastic modulus than UL and 
UL+RL groups. Western blotting showed IOD of OCN in UL group was significantly lower than CL group and UL+RL+PTH 
group(P<0.05). No significant difference between any two groups was found of the mRNA expression level of OCN. 
CONCLUSION  Two weeks of tail-suspension induced disuse of hindlimb caused bone loss, deterioration of biomechanical 
properties and reduction of OCN expression, which were partially restored after reloading and enhanced by PTH1-34 treatment.  
KEYWORDS: PTH1-34; tail-suspension; bone mineral density; bone histomorphometry; biomechanical test; osteocalcin 

 
应力刺激和应力缺失均会影响骨重建活性乃

至骨质量，适当的应力刺激可以促进骨的生长，

而包括制动、长期卧床患者以及航天飞行导致的

失重等应力缺失则会导致骨形成能力下降、骨量

减少[1-3]。根据以往研究报道，宇航员在太空航行

滞留时间达 1 个月可以诱发骨量减少 1.5%，该比

例与女性绝经后 1 年所丢失的骨量比例相当[4-6]，

而且 1 年后该宇航员骨折发生的风险依然较正常人

群更高[7-8]。因此对该类人群或患者适当干预，阻止

骨丢失或促进骨量恢复对于预防其骨折很有必要。 
甲状旁腺激素 1-34(PTH1-34)是促进骨形成类

药物之一[9-11]，以往临床和基础研究也已经验证了

PTH1-34 对包括骨质疏松性骨折在内的骨折愈合

的促进作用[12-14]。然而，PTH1-34 对于拟失重再负

重大鼠骨量的恢复是否有促进作用尚未见报道。 
1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  动物  5 月龄♂ SD 大鼠 24 只，体质量

310~330 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公

司，许可证号：SCKX(京)2009-0015，所有大鼠于

清洁级实验室饲养，室温(233)℃，每天光照 12 h。 
1.1.2  仪器  XR36 骨密度检测仪(美国 Norland 公

司)；AG-IS 生物力学检测和分析系统(日本岛津公

司)；DMLB2 荧光/光学显微镜和 DC300 数码摄像

系统(德国 Leica 公司)。 
1.1.3  试剂  Realtime PCR Master Mix(上海生物

生工有限公司，批号：B300502-0200)；Trizol(美
国 Invitrogen，批号：15596018)；M-MLV 逆转录

试剂盒(加拿大 BBI 公司，批号：B534235-0010)；
PTH1-34(批号：98614-76-7)、蛋白提取试剂盒(批
号：PRPTTOT-1KT)均购自美国 Sigma 公司；骨钙

素(osteocalcin，OCN)抗体(美国 Santa Cruz 公司，

批号：SC-365797)。 
1.2  方法  
1.2.1  动物分组  所有大鼠随机分为 4 组(n=6)，

分别为对照组(CL 组)：不予干预，正常负重；尾

悬吊非负重组(UL 组)：尾部悬吊，躯体与地面保

持 35°~40°，下肢离地；尾悬吊 2 周再负重 2 周组

(UL+RL 组)：尾悬吊 2 周后解除尾部悬吊，重新正

常负重；尾悬吊 2 周再负重加 PTH1-34 干预 2 周组

(UL+RL+PTH 组 ) ： 再 负 重 同 时 给 予 皮 下 注 射

PTH1-34 干预(20 μg·kg1，每周 5 d)。尾悬吊专用

鼠笼有鼠粮槽和水瓶孔，保证大鼠正常饮食、饮水

需要。尾悬吊实验共进行 4 周，实验结束后处死所

有大鼠，左侧胫骨进行硬组织包埋，备行骨组织形

态计量学分析；左侧股骨留存，备行骨密度检测；

右侧胫骨制备组织匀浆，提取 RNA 和蛋白，分别

采用 realtime PCR 和 Western blotting 检测 OCN 的

表达；取右侧股骨经生物力学试验分析 大载荷和

弹性模量。 
1.2.2  左侧股骨骨密度   收集各组大鼠左侧股

骨，标记编号按组排列，采用双能 X 线骨密度分

析仪于小物体扫描模式下进行扫描分析，分辨率：

1.0 mm1.0 mm； 准 确度 ：0.01%； 扫描速度：

60 mm·s1；扫描宽度：5.0 cm 的参数值。扫描结

束后，依次选定并读取各个标本的骨密度值。 
1.2.3  硬组织包埋制片及骨组织形态计量学分析  
收集大鼠左侧胫骨，于 10%多聚甲醛溶液中固定

1 d，随后转移保存至 70%乙醇固定，并经 70%~ 
100%梯度酒精脱水及二甲苯脱脂，甲基丙烯酸甲

酯包埋制备不脱钙硬组织塑料包埋块。于硬组织

切片机切片，切片厚度为 5 μm，行 Von Kossa 染

色观察感兴趣区(胫骨近端)松质骨骨量和参数，具

体采图区域为干骺端生长板 1 mm 以下 3 mm 以

上，每张采集 6 个图像，并依次测量骨组织面积

(tissue area，T.Ar)、骨小梁面积(trabecular bone 
area，Tb.Ar)、骨小梁周长(trabecular perimeter，
Tb.Pm) ， 经 公 式 计 算 得 出 骨 小 梁 体 积 比 (bone 
volume per total volume，BV/TV)、骨小梁数量

(trabecular number，Tb.N)、骨小梁厚度(trabecular 
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thickness, Tb.Th) 和 骨 小 梁 分 离 度 (trabecular 
separation，Tb.Sp)。计算公式见表 1。 
 
表 1  骨组织形态计量学指标计算公式 
Tab. 1  Derived indice in bone histomorphometry 

指标 单位 公式 

BV/TV % Tb.Ar/T.Ar×100 

Tb.Th μm (2 000/1.199)(Tb.Ar/Tb.Pm) 

Tb.N #/mm (1.199/2)(Tb.Pm/T.Ar) 

Tb.Sp μm (2 000/1.199)(T.ArTb.Ar)/Tb.Pm 
 

1.2.4  生物力学分析  采取三点弯曲法检测各组

大鼠右侧股骨的生物力学性能。将股骨近端和远

端分别置于支架底座的两侧，调节上方压头并使

其保持在 2 个底座的正中，2 支点之间的跨距为

20 mm，将制备好的股骨放置于支架底座上，其横

截面短轴的方向与载荷方向一致，以保证每个试

件受力后沿长轴线产生的弯曲与加载后长轴产生

桡度方向一致。以 10 mm·min1 的速度垂直加压，

直至股骨断裂，分析其 大压缩载荷及弹性模量。 
1.2.5  OCN 的表达  Realtime PCR：大鼠处死后

即时取新鲜右侧胫骨，研磨成组织匀浆，采用

Trizol 及相关试剂提取 RNA，检测 RNA 浓度和纯

度，以 A260/280 在 1.8~2.0 视为样本合格，置于80 ℃
备用。OCN 及 GAPDH 引物序列为 OCN 上游：

5’-CCATGAGGACCCTCTCTCTGC-3’ ； 下 游 ：

5’-AAACGGTGGTGCCATAGATGC-3’ 。 GAPDH
上游：5’-ACCATGGTGGAGATCATCGC-3’；下游：

5’-GCCATGACGGTAACCACGG-3’。引物由上海

生物生工有限公司合成。经逆转录合成第一链

cDNA，备行 PCR 扩增，反应液配制总量 50 μL，

包括引物(10 μmolL1) 2 μL，cDNA 模板 2.5 μL，

Realtime PCR MasterMix 25 μL。PCR 扩增条件：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，共 40 个循环。

反应结束后得出相应循环阈值(Ct)，并采用 2ΔΔCt

作为 终统计量，计算各实验组与 CL 组表达水平

的比值。 
Western blotting：上述方法制备组织匀浆，并

加入 RIPA 裂解液充分裂解，4 ℃ 12 000 r·min1

离心 15 min，提取上清，用考马斯亮蓝法测定各

样本蛋白浓度，置于80 ℃备用。加入 loading 
buffer 后，100 ℃ 5 min 将蛋白样本变性，进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳完毕后立即进行

220 mA 120 V 恒流电转，电转完毕后取出 PVDF

膜条带，并用 5%脱脂奶粉室温摇动封闭 2 h，分

别加入目的蛋白 OCN、β-actin 抗体(1∶1 000)，4 ℃
孵育过夜，次日 TBST 洗涤后，加入相应二抗，室

温孵育 1 h，TBST 洗涤后经 ECL 发光显影。PVDF
膜经扫描后，采用自动图像分析系统进行半定量

分析，在同一条件下测定目标条带 OD 值，计算

出各组样品目标条带与内参(β-actin)条带 OD 值

的比值做进一步统计分析。 
1.3  统计学分析 

数据录入 Excel 表，采用 SPSS 23.0 进行统计

分析。采用单因素方差分析检验是否存在组间差

异，post-hoc 分析采用 LSD-t 检验，得出两两比较

结果，P<0.05 为差异有显著性意义。 
2  结果  
2.1  骨密度 

经骨密度分析，CL 组骨密度 高，UL 组、

UL+RL 组和 UL+RL+PTH 组依次升高。CL 组显

著高于 UL 组、UL+RL 组和 UL+RL+PTH 组(P< 
0.05)，UL 组显著低于 UL+RL 组和 UL+RL+PTH
组(P<0.05)；UL+RL+PTH 组显著高于 UL+RL 组

(P<0.05)。结果见图 1。 
 

 
 

图 1  骨密度检测结果 
与 CL 组比较，1)P<0.05；与 UL 组比较，2)P<0.05；与 UL+RL 组比较，
3)P<0.05。 
Fig. 1  Detection results of bone mineral density  
Compared with CL group, 1)P<0.05; compared with UL group, 2)P<0.05; 
compared with UL+RL group, 3)P<0.05. 
 

2.2  骨组织形态计量学检测结果 
CL 组 BV/TV 高，降序排列依次为 UL+RL+ 

PTH 组、UL+RL 组和 UL 组。CL 组显著高于 UL
组、UL+RL 组和 UL+RL+PTH 组(P<0.05)，UL 组

显著低于 UL+RL 组和 UL+RL+PTH 组(P<0.05)；
UL+RL 组显著低于 UL+RL+PTH 组(P<0.05)。结果

见图 2。 
CL 组 Tb.N 显著高于 UL 组、UL+RL 组和

UL+RL+PTH 组(P<0.05)，UL+RL+PTH 组显著高

于 UL 组(P<0.05)，UL+RL+PTH 组与 UL+RL 组比 
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图 2  左侧胫骨 Von Kossa 染色(40×)及骨组织形态计量学结果 
ACL 组；BUL 组；CUL+RL 组；DUL+RL+PTH 组。与 CL 组比较，1)P<0.05；与 UL 组比较，2)P<0.05；与 UL+RL 组比较，3)P<0.05。 
Fig. 2  Von Kossa staining(40×) and bone histomorphometric results of left tibia 
ACL group; BUL group; CUL+RL group; DUL+RL+PTH group. Compared with CL group, 1)P<0.05; compared with UL group, 2)P<0.05; compared 
with UL+RL group, 3)P<0.05. 
 
较，差异无统计学意义。 

经统计学分析，Tb.Th 结果未发现任意 2 组间

存在显著差异。 
CL 组 Tb.Sp 显著低于 UL 组、UL+RL 组和 UL+ 

RL+PTH 组(P<0.05)，UL+RL 组和 UL+RL+PTH
组 均 显 著 低 于 UL 组 (P<0.05) ； UL+RL 组 与

UL+RL+PTH 组无显著差别。 
2.3  生物力学检测结果 

三点弯曲试验分析显示， 大载荷：UL 组显

著低于其余 3 组(P<0.05)，UL+RL 组显著低于 CL
组(P<0.05)，其余各组间两两比较，无统计学差异；

弹性模量：CL 组显著高于其余 3 组(P<0.05)，
UL+RL+PTH 组显著高于 UL 组、UL+RL 组(P< 
0.05)，UL 组和 UL+RL 组比较，差异无统计学意

义。结果见图 3。 
2.4  OCN 表达水平检测结果 

经比较，各组 OCN mRNA 表达水平无统计学

差异。结果见图 4。 
 

 
 

图 3  生物力学检测结果 
与 CL 组比较，1)P<0.05；与 UL 组比较，2)P<0.05；与 UL+RL 组比较，3)P<0.05。 
Fig. 3  Results of biomechanical 
Compared with CL group, 1)P<0.05; compared with UL group, 2)P<0.05; compared with UL+RL group, 3)P<0.05. 
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图 4  OCN mRNA 表达水平 
Fig. 4  Expression level of OCN mRNA 
 

Western blotting 检测 OCN 蛋白表达，经半定

量分析发现，UL 组显著低于 CL 组(P<0.05)，

UL+RL+PTH 组显著高于 UL 组(P<0.05)；其余各

组间比较，未发现统计学差异。结果见图 5。 
 

 
 

图 5  OCN 蛋白表达水平 
与 CL 组比较，1)P<0.05；与 UL 组比较，2)P<0.05。 
Fig. 5  Expression level of OCN protein 
Compared with CL group, 1)P<0.05; compared with UL group, 2)P<0.05. 

 
3  讨论  

失重可造成骨丢失乃至骨质疏松，负重及适

当应力刺激则可促进骨形成。失重与再负重均可

影响成骨细胞和破骨细胞相关功能活性，进而改

变骨骼的重建活性， 终表现为骨密度、微观结

构、生物力学性能等的变化。本研究发现，尾悬

吊造成大鼠后肢拟失重 4 周可导致骨量丢失、微

观结构退变和生物力学性能的下降，以及骨组织

中 OCN 含量的降低。失重再重新负重后，骨形成

能力会逐渐恢复，骨吸收能力下降，因此，骨量

得以逐渐缓慢恢复[15]。本研究中采用尾悬吊造成

下肢离地，是目前应用较多的模拟失重诱发骨丢

失的动物模型之一，研究证实，3 月龄或年轻大鼠

尾悬吊后其骨丢失速度及重新负重后恢复速度都

较快，而年龄更大的大鼠骨量的恢复所需时间更

长[16]。课题组前期研究中采用辛伐他汀对 5 月龄

大鼠进行干预，结果发现辛伐他汀不能显著促进

失重后再重新正常负重大鼠骨量的恢复[17]。考虑

到辛伐他汀口服给药对骨形成刺激较弱，本研究

采用促骨形成作用更强的 PTH1-34 干预，发现该

干预措施对该模型大鼠骨量的恢复具有积极的促

进作用，但仍未达到正常对照组水平。 
临床和基础研究中已经证实 PTH1-34 抗骨质

疏松效果[9-11]，而且也有报道其对于骨折愈合包括

骨质疏松性骨折的愈合具有一定的促进作用[12-14]。

然而，PTH1-34 对于拟失重再负重大鼠骨量的恢

复是否有促进作用尚未见报道。骨密度目前仍为

诊断骨质疏松症的金标准，而且常用于相关动物

实验结果的判定，本研究中 4 组大鼠骨密度 CL 组

高，UL 低，UL+RL 组有所恢复，而 UL+RL+ 
PTH 组大鼠骨密度高于 UL+RL 组，但仍低于 CL
组，提示一方面，尾悬吊大鼠重新负重后骨量会

有所恢复，PTH1-34 干预后可加速这一进程，但

截至实验结束时，仍未能恢复至正常水平。而对

该模型胫骨松质骨的骨组织形态计量学分析，研

究发现，PTH1-34 可显著提高 Tb.N 和 BV/TV，而

生物力学检测进一步提示 UL+RL+PTH 组 大载

荷与 CL 组无显著差别。以上结果均提示 PTH1-34
可以促进尾悬吊再负重大鼠骨量、微观结构和生

物力学性能的恢复。 
OCN 主要由成骨细胞分泌，是反映骨代谢状

态的主要指标之一，主要作为分析骨形成能力的

指标[18-24]。本研究从 mRNA 和蛋白 2 个水平分析

了 OCN 的表达水平，结果发现，mRNA 表达水平

在各组间并无显著差别，而持续尾悬吊大鼠(UL
组)的 OCN 蛋白水平的表达低于 CL 组和 UL+RL+ 
PTH 干预组。先前有研究提示尾悬吊大鼠 8，14 d
股骨 OCN mRNA 表达水平低于 CL 组[25]，而另一

项研究则发现为悬吊 4，7 d 时大鼠一型胶原和

OCN mRNA 表达水平降低，而 2 周时则恢复至正

常水平[26]，研究结果的不同可能与动物年龄、取

材部位的差别以及观测时间点不同有关，推测因

应力缺失导致骨形成能力下降，包括 OCN 表达水

平的降低，而随着骨量进一步丢失，可能会反馈

性引起 OCN mRNA 水平的反弹，而在重新负重、

PTH1-34 干预等多种因素影响之下，各组间并未

表现出差异。而蛋白水平除受 mRNA 水平的影响

外，还与蛋白-蛋白间相互作用等因素有关，OCN
蛋白水平在 UL 组大鼠 低，也与骨密度反映的结
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果趋势一致，而 PTH1-34 对该模型骨量恢复的促

进作用也可能与上调 OCN 蛋白水平有关，但具体

机制尚有待进一步研究。 
综上，本研究发现 PTH1-34 可以促进该模型

大鼠骨量、微观结构、生物力学性能的恢复，并

促进骨组织中 OCN 蛋白的表达，PTH1-34 可能对

于失用性骨质疏松的治疗或恢复具有一定的促进

作用，但尚有待进一步的临床试验证实。 
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