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去卵巢骨质疏松大鼠成骨细胞G1期调节蛋白的改变****
☆
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Changes in G1 phase regulatory protein of osteoblasts in ovariectomized osteoporosis rats    

Wu Yin-sheng1, Lin Yan-ping1, Lu Tian-xiang2, Lin Yu1, Huang Yun-mei3, Huang Mei-ya3 

Abstract 
BACKGROUND: G1 phase regulatory protein plays an important role in regulating cell reproductive cycle. However, there are few 
reports concerning research of G1 phase regulatory protein of osteoblasts, and the relationship between postmenopausal 
osteoporosis and the G1 phase regulatory protein of osteoblasts have not been explained. 
OBJECTIVE: To observe the change of G1 phase regulatory protein of osteoblasts in the ovariectomized osteoporosis rats, and 
to investigate the pathogenesis of postmenopausal osteoporosis.  
METHODS: Totally 100 6-month-old SD female rats were randomly divided into sham surgery and model groups, with 50 animals 
in each group. Rats in the model group were performed bilaterally ovariectomy, those in the sham surgery group were subjected 
to sham surgery. Ten rats of each group were sacrificed at 4,8,12,18 and 24 weeks after operation, respectively. The expression 
of Cyclin D1, CDK4, and p21 protein in osteoblasts of lumbar vertebra were measured by immunohistochemistry.  
RESULTS AND CONCLUSION: Cyclin D1 and CDK4-positive expression mainly located at osteoblasts which in the superficies 
of bone trabecula. There was Cyclin D1 and CDK4 positive expression in the sham surgery group, but was obviously smaller than 
that of the model group. The location of p21 positive expression was similar to Cyclin D1. Obviously positive expression of p21 
appeared in the bone tissue of both groups, in which that of the model group maintained at a high level, and higher than that of 
the sham surgery group at different periods after operation (P < 0.01). The results demonstrated that Cyclin D1, CDK4 and p21 in 
osteoblasts were hyper-expressed in the process of osteoporosis in ovariectomized rats. It suggested that faster osteoblast 
proliferation and inhabited osteoblast cell cycles result in relative insufficiency of osteoblast, thus the bone formation is smaller 
than bone resorption, eventually, lead to the occurrence of osteoporosis. 
 
Wu YS, Lin YP, Lu TX, Lin Y, Huang YM, Huang MY. Changes in G1 phase regulatory protein of osteoblasts in ovariectomized 
osteoporosis rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(15): 2675-2679.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：G1期调节蛋白对调控增殖细胞的增殖周期具有重要作用，目前关于成骨细胞 G1期调节蛋白的研究甚少，绝经后骨质

疏松与成骨细胞 G1期调节蛋白的关系更未被阐明。 
目的：观察去卵巢大鼠骨质疏松发病过程中成骨细胞 G1期调节蛋白的改变，探讨绝经后骨质疏松症的发病机制。 
方法：100只 6月龄 SD雌性大鼠，随机分成假手术组和模型组各 50只，模型组进行双侧卵巢结扎切除术，假手术组除未
行卵巢结扎切除外，其余步骤与手术组相同。所有大鼠于术后 4，8，12，18，24周分批取材，每批每组各处死 10只，取
大鼠腰椎。运用免疫组织化学方法检测骨组织中成骨细胞 G1期调节蛋白 Cyclin D1、CDK4、p21蛋白表达。 
结果与结论：Cyclin D1、CDK4蛋白阳性表达主要定位于骨小梁表面的成骨细胞。假手术组有 Cyclin D1、CDK4蛋白阳性
表达，模型组表达强于假手术组。p21蛋白阳性表达部位与 Cyclin D1相似，假手术组和模型组均有明显阳性表达，但模型
组的表达维持在较高水平，在各时期均明显高于同期假手术组(P < 0.01)。结果证实，去卵巢骨质疏松模型大鼠发病过程中，
成骨细胞 Cyclin D1、CDK4、p21蛋白出现明显高表达。提示成骨细胞增殖加快，同时成骨细胞周期受阻滞亦增多，成骨
细胞数量相对不足，骨形成低于骨吸收，导致骨质疏松的发生。 
关键词：绝经后骨质疏松症；细胞周期蛋白 D1；细胞周期蛋白质依赖激酶；癌基因蛋白质 p21；骨组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.15.004 
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0  引言 
 

绝经后骨质疏松症指主要由雌激素水平下

降引起的高转换型原发性骨质疏松症，其骨吸

收与骨形成均较活跃。在绝经后骨质疏松症的

机制研究上，绝经后雌激素水平降低改变成骨

细胞、破骨细胞的功能、数量、寿命，从而影

响骨形成、骨吸收偶联进而导致绝经后骨质疏

松症的形成已得到证实
[1]
，而成骨细胞数量的相

对减少和活性的降低在此过程中扮演着重要角

色。成骨细胞的数量与细胞的增殖和凋亡关系

密切。 
细胞增殖一次所经历的活动和所需要的时

间称为细胞周期。正常的细胞周期主要分为4期：
G1期(DNA合成前期)、S期(DNA合成期)、G2期

(DNA合成后期)和M期(有丝分裂期)，其进程主
要受到周期调节蛋白——细胞周期素(Cyclin)、
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细胞周期蛋白依赖激酶 (Cyclin dependent 
kinase，CDK)和细胞周期蛋白依赖激酶抑制因
子(Cyclin dependent kinase inhibitor，CKI)的
调控，其中以对G1期和G1/S期检查点的调控最
为重要

[2]
，而在G1期和G1/S期检查点发挥直接

调控作用的是Cyclin D1、CDK4、p21等G1期调

节蛋白。Cyclin D1与CDK4、CDK6结合形成 
CDK4/6-Cyclin D1复合体推动G1期的进程。

p21则可与Cyclin/CDK复合物结合，使其激酶
活性丧失，从而使细胞周期停滞在G1期

[3]
。 

目前对细胞周期调控的研究，多集中于探

讨肿瘤的发生机制及治疗上
[4-5]
，对于成骨细胞

周期素与骨质疏松的关系研究甚少，仅少数国

外学者对其部分内容进行过探讨
[6-8]
。因此研究

绝经后骨质疏松症发病过程中成骨细胞周期蛋

白的变化，有助于阐明其发病机制。本实验意

欲从G1期周期调控入手，检测去卵巢大鼠骨质

疏松发病过程中Cyclin D1、CDK4、p21的改变，
探讨成骨细胞G1期调节蛋白与实验性绝经后骨

质疏松症的关系。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2006-09/2008-05在

福建省中西医结合老年性疾病重点实验室完

成。 
材料：清洁级6月龄雌性SD大鼠100只[由

上海斯莱克实验动物有限责任公司提供，实验

动物合格证号：SCXK(沪)2003-0003，编号：
0019151]，体质量(400±20) g。医学实验动物
环境设施为福建中医学院动物实验中心鼠类实

验室(合格证号：医动学第23-016号)。实验过
程中对动物处置符合2006年科学技术部发布的
关于善待实验动物的指导性意见

[9]
。 

试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

实验动物分组、造模与取材：100只6月龄雌性

SD大鼠随机分成模型组(腹部切口，双侧卵巢
完全结扎切除

[10-11])和假手术组(腹部切口，但不
切除卵巢)各50只。术后4，8，12，18，24周
分批取材，每批每组各取10只大鼠。处死动物
后，迅速摘取第3腰椎，剔除椎体周围软组织，     
40 g/L甲醛固定待测。 

观察指标及检测方法： 

骨组织成骨细胞Cyclin D1、CDK4、p21
蛋白免疫组织化学检测：取下的L3标本用40 g/L
甲醛固定，10% EDTA/PBS (pH7.4)溶液脱钙
后，常规石蜡包埋切片，采用免疫组织化学

SABC法检测成骨细胞Cyclin D1、CDK4、p21
等G1期调节蛋白的表达。以0.01 mol/L PBS液
(pH 7.4) 代替一抗作为每次染色的阴性对照，
具体实验步骤按说明书。 
结果判断标准：显微镜下观察，以细胞核

内出现明确的棕黄色颗粒为阳性细胞，每张切

片随机选取5个视野，计数每个视野成骨细胞中
阳性细胞的比例，然后计算5个视野的平均百分
数，根据阳性细胞百分率判断结果

[12]
。 

主要观察指标：①Cyclin D1蛋白的表达。
②CDK4蛋白的表达。③p21蛋白的表达。 
设计、实施、评估者：实验的设计、评估

由第一、第二作者共同完成，实施由全体作者

共同完成，所有作者均受过动物实验培训。 
统计学分析：由第一作者运用SPSS 13.0

软件包处理分析，参数值用x
_

±s表示，组间数据
比较采用单向方差分析，P < 0.05为差异有显著
性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验选用SD大鼠
100只，分为2组，无脱失，全部进入结果分
析。 
2.2  各组大鼠骨组织成骨细胞Cyclin D1蛋白
的表达  免疫组织化学检测结果显示，Cyclin 
D1蛋白阳性细胞表达主要定位于骨小梁间隙
的间充质细胞以及骨小梁表面的成骨细胞，表

达部位主要在细胞核，见图1。 
假手术组大鼠腰椎椎体骨小梁表面成骨细

胞有散在Cyclin D1蛋白弱阳性表达，模型组在
行卵巢切除术后，Cyclin D1蛋白表达明显增
加，染色加深。术后模型组Cyclin D1蛋白表达
强于假手术组，其中术后12，18，24周与同期
假手术组相比差异有显著性意义(P < 0.05)。见
表1。

试剂及仪器 来源 

即用型兔抗大鼠 Cyclin D1多 
克隆抗体，CDK4多克隆抗体   

小鼠抗大鼠 p21多克隆抗体 
SABC试剂盒 
 
DAB显色试剂盒                

SANTA CRUZ公司 
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2.3  两组大鼠骨组织成骨细胞CDK4蛋白的表达 
CDK4蛋白阳性表达部位与Cyclin D1一致，主要定位于
骨小梁间隙的间充质细胞以及骨小梁表面的成骨细胞，

见图2。 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

假手术组大鼠腰椎椎体骨小梁表面成骨细胞有明

显CDK4蛋白表达，模型组CDK蛋白表达强于假手术组，
其中术后12，18，24周与同期假手术组相比差异有显著
性意义(P < 0.05)。见表2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  两组大鼠骨组织成骨细胞p21蛋白的表达  与
Cyclin D1相似，p21蛋白阳性表达亦定位于骨小梁间隙
的间充质细胞以及骨小梁表面的成骨细胞，见图3。假手
术组大鼠腰椎椎体骨小梁表面成骨细胞细胞有明显p21
蛋白表达，模型组表达明显高于假手术组，术后4、8，
12，18，24周均明显高于假手术组(P < 0.01)。见表3。 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
3.1  G1期调节蛋白与细胞增殖  近年来对细胞周期的

Figure 1  Expression of Cyclin D1 protein in bone trabecula of 2 
groups (Arrow notes positive cells, DAB coloration, 
×200) 

图 1  两组大鼠骨小梁 Cyclin D1蛋白的表达(免疫组织化学染
色 DAB显色，箭头指阳性细胞，×200) 

a: 8 wk of the sham surgery 
group   

b: 8 wk of the model group 

c: 18 wk of the sham surgery 
group  

d: 18 wk of the model group 

表 1  各组不同时期 Cyclin D1蛋白表达检测结果 
Table 1  Expression of Cyclin D1 protein at different time points

         (x
_

±s, %) 

aP < 0.05, vs. sham surgery group 

Group 4 wk 8 wk 12 wk 

Sham surgery  
Model            

10.67±1.63 
12.06±1.73 

12.06±1.74 
12.83±1.47 

11.67±1.80 
 13.75±1.21a 

Group 18 wk 24 wk 

Sham surgery  
Model            

12.10±1.50    
13.67±1.73a  

12.27±0.97 
14.71±0.79a 

表 2  各组不同时期 CDK4蛋白表达检测结果 
Table 2  Expression of CDK4 protein at different time points 

         (x
_

±s, %) 

aP < 0.05, vs. sham surgery group 

Group 4 wk 8 wk 12 wk 

Sham surgery  
Model            

19.84±1.95 
21.36±0.81   

19.62±0.69 
21.17±1.32 

19.73±1.10 
 22.09±1.87a 

Group 18 wk 24 wk 

Sham surgery  
Model           

18.82±1.22  
21.46±1.02a  

18.65±1.25 
21.11±1.37a 

Figure 2  Expression of CDK4 protein in 2 groups (Arrow notes 
positive cells, immunohistochemistry staining, ×200)

图 2  两组大鼠骨小梁 CDK4蛋白的表达(免疫组织化学染 
色，箭头指阳性细胞，×200) 

a: 12 wk of the sham 
surgery group   

b: 12 wk of the model group 

Figure 3  Expression of p21 protein in 2 groups (Arrow notes 
positive cells, immunohistochemistry staining, ×200)

图 3  两组大鼠骨小梁 p21蛋白的表达(免疫组织化学染色，
箭头指阳性细胞，×200) 

a: 24 wk of the sham surgery 
group   

b: 24 wk of the model group 

表 3  各组大鼠不同时期 p21蛋白表达检测结果 
Table 3  Expression of p21 protein at different time points 

         (x
_

±s, %) 

aP < 0.01, vs. sham surgery group 

Group 4 wk 8 wk 12 wk 

Sham surgery  
Model            

12.26±1.17 
 18.34±1.97a  

12.27±2.01 
 21.17±1.32a 

11.91±1.35 
 19.28±1.94a 

Group 18 wk 24 wk 

Sham surgery  
Model            

10.77±1.87 
22.81±2.32a 

10.00±2.62 
23.95±2.26a 
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研究取得了突破性进展，发现并确立了Cyclin、CDK和
CKI的调控机制。细胞周期的运行与否，能否按序完成
上述众多的细胞周期时相，受控于精密的细胞周期调控

机制。细胞周期调控机制的核心是CDK-Cyclin系统，即
依赖于Cyclin的周期特异性的表达、累积与分解和CDK
的时相性激活。 
细胞周期从G1期到M期存在多个检查点[13]

，这些检

查点保证在细胞周期的某一特定时相发生的关键事件

按时有序地完成，避免遗传异常的细胞形成。在遇到细

胞内外特殊状态时，细胞周期的进程能在这些检查点处

被阻滞
[14]
。许多凋亡的刺激信号在细胞凋亡前诱发细胞

周期在检查点处停滞，因此这些信号在影响细胞凋亡机

制的同时也影响了细胞周期的机制。检查点正是通过细

胞周期停滞来决定是完成分裂，还是停止生长，抑或启

动凋亡机制
[15]
。在这些检查点中，G1/S检查点(DNA合

成起始转换点)最为重要[16]
，在这一转换点之前或与此

同时，细胞要做出是停留于G0期还是继续进入另一轮分

裂的抉择
[2]
。细胞周期能否顺利通过G1/S检查点，与G1

期调节蛋白的调控密切相关。 
Cyclin D1的合成和表达依赖于生长因子，当去除生

长因子时，Cyclin D1的合成立即终止。故它被认为可能
具有生长因子传感器的作用，即：把生长因子诱导的信

号连接到细胞周期的调节
[17]
。Cyclin D1与CDK4、CDK6

结合形成 CDK4/6-Cyclin D1复合体推动G1期的进程。
Cyclin D1是G1期细胞增殖信号的关键蛋白[17]

。 
p21是哺乳类动物细胞中最早了解并克隆的CKI家

族成员，它是目前己知的具有最广泛激酶抑制活性的

CKI，几乎可与每一种Cyclin/CDK复合物结合，使其激
酶活性丧失，从而使细胞周期停滞在G1期

[18]
。此外，还

能结合 DNA复制必需因子——增殖细胞核抗原
(PCNA)，从而抑制DNA的复制[19]

。p21的生长抑制作用
可以是DNA损伤后P53过表达诱导产生，也可以是非依
赖P53途径，如细胞外信号TGF-β的刺激可诱导p21的表
达

[20]
。当发现DNA损伤或生长因子缺乏时，检查点发出

信号，Cyclin D1被降解，释放出p21，阻滞细胞周期的
进程，进行DNA修复，当细胞无法修复时，细胞凋亡机
制将被启动，引起细胞凋亡

[21]
。 

可见，细胞能否通过G1/S期检查点对于细胞增殖周
期的推进是至关重要的，而Cyclin D1、CDK4、p21等
G1期调节蛋白在这一过程中发挥着关键性的作用。 

目前关于成骨细胞与细胞周期调控的关系研究甚

少，仅见少数文献报道。2002年日本学者Fujita发现雌
激素通过诱导Cyclin D来提高CDK4/6活性，进而促进成
骨细胞的生长

[6]
。Smith等[7]

研究发现，糖皮质激素会使

Cyclin A和CDK2水平同时下降，使成骨细胞无法由G1

期进入S期。2004年Michitaka等用槲皮素刺激p21的表
达，使成骨细胞停滞于G1期

[22]
，p21是细胞周期的负调

节因子。国内学者祝颂松等
[23]
实验研究发现下颌骨牵张

成骨过程中，牵张间隙内成骨细胞Cyclin A、Cyclin D、
Cyclin E的高水平表达，血清CDK4水平升高，说明
Cyclin A、Cyclin D、Cyclin E以及CDK4对成骨细胞的
增殖起着重要作用。 
3.2  去卵巢骨质疏松大鼠成骨细胞G1期调节蛋白的改

变  实验结果显示，正常大鼠骨组织成骨细胞中存在着
G1期正性调节因子Cyclin D1、CDK4和负性调节因子
p21的稳定表达，说明成骨细胞进行着正常的增殖活动，
保证一定的数量，与破骨细胞形成偶联；而去卵巢模鼠

在术后不同时期的检测中，成骨细胞Cyclin D1、CDK4
蛋白的阳性表达升高，其中Cyclin D1、CDK4的表达在
术后12，18，24周与假手术组比较差异有显著性意义  
(P < 0.05)，提示在雌激素缺乏后，去卵巢骨质疏松模
鼠松质骨内进入增殖周期的成骨细胞增多，成骨细胞增

殖加快。同时去卵巢骨质疏松模鼠成骨细胞p21蛋白的
高表达则更为显著，其在术后各期的表达均明显高于假

手术组(P < 0.01)，提示成骨细胞增殖周期受到阻滞，
推测与雌激素缺乏引起成骨细胞的凋亡增多、过早减

少，成骨细胞数量相对不足有关。因为p21能与
CDK-Cyclin结合，抑制CDK-Cyclin的激酶活性，引起细
胞G1期阻滞，G1/S期检查点将在此周期阻滞中决定细胞
是否完成分裂，还是停止生长，抑或启动凋亡机制

[15]
。 

绝经后骨质疏松症是高转换型(Ⅰ型)原发性骨质疏
松，即骨吸收加快的同时，骨合成代谢也加速，但骨吸

收大于骨形成
[24-25]

。研究证实雌激素缺乏妇女，骨吸收

与骨形成同时亢进
[26-27]

。Garnod等[27]
对653名绝经后的

法国妇女进行研究发现骨形成增加45%，而骨吸收的标
记增加超过90%。进一步研究发现，绝经后妇女由于卵
巢功能减退导致雌激素缺乏，骨吸收增加继之可反馈性

引起骨形成增加，使骨转换率迅速升高
[25，28-29]

。本实验

结果显示，去卵巢模鼠成骨细胞Cyclin D1、CDK4蛋白
的阳性表达升高，提示雌激素缺乏后，有更多成骨细胞

进入增殖周期，考虑可能与雌激素缺乏后出现的反馈性

骨形成增加有关。但是这种反馈机制目前并未明了，推

测可能与成骨细胞和破骨细胞之间的偶联机制有关，关

于这方面的确切机制有待于进一步研究。 
综上所述，可以推断，实验中切除模鼠卵巢人为

造成雌激素缺乏后，破坏了其对成骨细胞与破骨细胞

的调控，一方面导致成骨细胞功能低下、破骨细胞功

能亢进
[30]
，另一方面引起破骨细胞的数量增加，骨转换

加快，同时成骨细胞凋亡增多、细胞数量过早减少，成

骨细胞数量相对不足
[31]
，影响骨形成与骨吸收的偶联，

导致骨质疏松发生。在此过程中，成骨细胞G1期调节蛋

白Cyclin D1、CDK4的高表达，提示进入增殖周期的成
骨细胞增多，成骨细胞增殖加快，这可能与雌激素缺乏

后，骨吸收增加反馈性引起的骨形成增加有关，而p21
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高表达，阻滞成骨细胞增殖周期G1期进程，可能与成骨

细胞凋亡增加、数量相对不足有关。因此，成骨细胞G1

期调节蛋白通过影响成骨细胞增殖周期在绝经后骨质

疏松症发病过程中发挥一定的作用。 
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课题的创新点：G1 期调节蛋白对调控增殖细胞的增殖

周期具有重要意义，目前的研究多集中于探讨肿瘤的发生机

制及治疗上。课题将 G1期调节蛋白引入对成骨细胞增殖的

研究中，旨在观察绝经后骨质疏松发生过程中成骨细胞 G1

期调节蛋白的改变，从成骨细胞增值调控方面探讨绝经后骨

质疏松的发病机制。 

课题评价的“金标准” ：实验观察指标应该以荧光定
量 PCR等定量检测为佳，但由于骨组织中尚存在其他影响
结果的因素，因此选择用免疫组织化学检测阳性细胞计数进

行半定量，今后的研究拟进行体外成骨细胞培养并运用定量

检测方法检测以进一步探讨相关问题。 

设计或课题的缺陷与不足：课题的设计仅涉及成骨细胞

G1期调节蛋白，未研究 G1期调节蛋白的上游调节因素及其

下游的作用底物，即研究仅涉及到信号通路的点或面，而未

阐明整条信号通路，因此有待进一步研究。 

提供临床借鉴的价值：实验为进一步探索绝经后骨质疏

松症的发病机制提供线索，为研发防治绝经后骨质疏松症的

新药提供理论依据。
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