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糖尿病性骨质疏松模型雌激素、一氧化氮及转化生长因子β1的变化*
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Changes of estrogen, nitric oxide and transforming growth factor beta 1 in rats with diabetic 
osteoporosis 

Liu Zhong-hao, Gao Hong-wei, Xing De-guo, Zhao Xi-wu, Wang Ruo-yi, Gong Ming-zhi 

Abstract 
BACKGROUND: Diabetes mellitus and ovariectomy are two main reasons for osteoporosis, both of which can lead to variations 
in nitric oxide (NO) and transforming growth factor β1 (TGF-β1). 
OBJECTIVE: To study the changes of estrogen, NO, and TGF-β1 in the rats with diabetic osteoporosis. 
METHODS: Rats with diabetic osteoporosis were induced by streptozotocin (STZ). The bone mineral density (BMD) was 
measured at 4, 8, 12 and 16 weeks after model preparation; the serum estrogen levels was measured by radioimmunoassay 
method, serum NO levels ere detected by nitrate reduction method, serum TGF-β1 levels determined by ELISA method, and the 
content of TGF-β1 in the bone tissues was measured by the immunohistochemical method. 
RESULTS AND CONCLUSION: With induction time prolonged, BMD of femur was gradually decreased (P < 0.05 or P < 0.01), 
serum NO level decreased (P < 0.05 or P < 0.01), serum TGF-β1 level increased (P < 0.01). The estrogen level in the model 
group was slightly decreased, but the difference had no significance (P > 0.05). Immunohistochemical results showed that 
TGF-β1 was mainly expressed in the osteoblast cytoplasm, and the number of positive cells was gradually decreased with 
induction time prolonged (P < 0.01). The changes of serum NO and TGF-β1 in bone tissues result in lower bone mineral density 
because of increasing bone absorption and decreasing bone formation. Nitric oxide and TGF-β1 play an important role in diabetic 
osteoporosis. 
 
Liu ZH, Gao HW, Xing DG, Zhao XW, Wang RY, Gong MZ.Changes of estrogen, nitric oxide and transforming growth factor beta 1 in 
rats with diabetic osteoporosis. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(11): 1953-1956.          
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：糖尿病和卵巢去势是骨质疏松发生的两大主要原因，均会出现一氧化氮和转化生长因子β1的变化。 
目的：探讨雌激素、一氧化氮、转化生长因子β1在糖尿病性骨质疏松模型中的变化及意义。 
方法：采用链脲佐菌素诱导制备糖尿病大鼠模型，于造模后4，8，12，16周，进行骨密度检测，并应用放免法检测血清雌
激素水平，硝酸还原酶法检测血清一氧化氮水平，ELISA法检测血清转化生长因子β1水平，免疫组织化学法检测骨中转化
生长因子β1水平。  
结果与结论：随着链脲佐菌素诱导时间的延长，糖尿病大鼠股骨骨密度逐渐降低(P < 0.05或P < 0.01)；血清一氧化氮水平
逐渐降低(P < 0.05或P < 0.01)；血清转化生长因子β1水平逐渐升高(P < 0.01)；血清雌激素水平轻度降低，与同时间点正常
大鼠比较差异无显著性意义(P > 0.05)。免疫组织化学结果显示转化生长因子β1主要表达于成骨细胞的胞浆中，其阳性表达
随链脲佐菌素诱导时间的延长逐渐下降(P < 0.01)。说明糖尿病大鼠血清一氧化氮水平和骨组织中转化生长因子β1水平的变
化导致了骨吸收增加，骨形成减少，使骨密度降低，参与了糖尿病性骨质疏松的发生。 
关键词：糖尿病性骨质疏松；大鼠；雌激素；一氧化氮；转化生长因子β1 
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0  引言 
 

糖尿病因其高发病率、高致残率引起世人

关注，而在糖尿病基础上发生的骨质疏松症使

患者生活质量下降，且容易导致骨折，严重加

重家庭及社会经济负担
[1]
。雌激素、一氧化氮、

转 化 生 长 因 子 β1(transforming growth 
factor-β1, TGF-β1)已被证实与骨代谢有关[2-6]

。

那么糖尿病性骨质疏松模型中，雌激素、一氧

化氮、TGF-β1是如何变化的呢？ 
实验通过观察糖尿病大鼠血清中一氧化

氮、TGF-β1、雌激素及骨组织中TGF-β1的变
化，探讨其与糖尿病性骨质疏松症的关系。 

 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2008-12/2009-08在山东

大学第二医院动物实验中心完成。 
材料： 
实验动物：健康清洁级3月龄雌性Wistar大鼠

40只，体质量180~200 g，由山东大学动物实
验中心提供。
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试剂与仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

实验分组与模型制备：将40只大鼠随机分为
两组，每组20只。向实验组大鼠腹腔内注射链
脲佐菌素60 mg/kg，定向破坏胰岛细胞，3 d后
测血糖，血糖高于16.8 mmol/L者为糖尿病大鼠
(实验过程中每3 d测1次血糖，血糖值高于此值
者用于实验)。对照组大鼠腹腔内注射等量的生
理盐水。实验期间两组大鼠自由进食，饮水。 

血清雌激素、一氧化氮、TGF-β1检测：分别于

第4，8，12，16周自股静脉取两组大鼠血液，
高速离心后取血清，放置于-20 ℃冰箱内。采
用放免法测血清雌激素水平；硝酸还原酶法测

血清一氧化氮水平；ELISA法检测血清TGF-β1
水平。 

骨密度检测：分别于第4，8，12，16周每组
各取5只大鼠，麻醉状态下取右侧股骨，制作病
理切片，以双能X射线骨密度测定仪检测骨密
度。 

免疫组织化学染色检测股骨TGF-β1的表达：采

用SABC法进行免疫组织化学检测，实验步骤按
说明书操作。TGF-β1一抗工作浓度为1∶50，
棕黄色至深褐色染色为阳性染色。应用

Leica-Qwin计算机图像分析系统在相同灰度阈
值设定条件下，自动测出视野内免疫荧光阳性

染色灰度值。 
主要观察指标：血清雌激素、一氧化氮、

TGF-β1，股骨骨密度及TGF-β1的变化。 
统计学分析：数据均以x

_

±s表示，采用SPSS 
16.0统计软件进行t 检验，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  实验共纳入40只大
鼠，实验过程中无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  大鼠血清雌激素水平  随着实验的进

行，两组大鼠雌激素水平均逐渐降低，第4，8
周降低较慢，第12，16周降低加快，与前一
时间点比较差异有显著性意义(P < 0.05)，但
两组间对应时间点比较差异无显著性意义   
(P > 0.05)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  大鼠血清一氧化氮水平  随着鼠龄的增

长，正常大鼠血清一氧化氮水平无明显变化，

糖尿病大鼠血清一氧化氮水平逐渐下降。与对

照组相应时间点比较，实验组大鼠血清一氧化

氮水平明显降低(P < 0.05或P < 0.01)，见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  大鼠血清TGF-β1水平  随着鼠龄的增
长，正常大鼠血清TGF-β1水平无明显变化，糖
尿病大鼠血清TGF-β1水平逐渐升高。与对照组
相应时间点比较，实验组大鼠血清TGF-β1水平
明显升高(P < 0.01)，见表3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1  各时间点大鼠血清雌激素水平 
Table 1  Level of serum estrogen at different time 

points               (x
_

±s, n=5, nmol/L) 

 Group 4 wk 8 wk 

Experimental 4.16±0.06 4.15±0.07 
Control 4.13±0.05 4.14±0.09 

表 2  各时间点大鼠血清一氧化氮水平 
Table 2  Serum level of nitric oxide at different 

time points         (x
_

±s, n=5, nmol/L) 

Group 4 wk 8 wk 

Experimental 55.34±3.37 52.12±3.69 
Control  58.49±3.17a  57.70±3.02b 

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. experimental group 

试剂和仪器 来源 

链脲佐菌素 美国 sigma公司 
一氧化氮试剂盒 南京建成生物研究所 
ELISA试剂盒、雌激素放 
免试剂盒 

德国 DRGGmbH公司 

双能X射线骨密度测定仪 美国 NORLAND 
兔抗大鼠 TGF-β1单克隆 
抗体、生物素化山羊抗 
兔 IgG、TGF-β1 SABC
试剂盒 

武汉博士德公司 

Leica-Qwin计算机图像 
分析系统 

德国 Leica公司 

表 3  各时间点大鼠血清中 TGF-β1水平 
Table 3  Serum level of transforming growth 

factor β1 (TGF-β1) at different time 
points             (x

_

±s, n=5, mg/L)

Group 4 wk 8 wk 

Experimental 976.06±67.10 1 038.22±77.19 
Control 891.38±98.47a 898.68±80.34a 

aP < 0.01, vs. experimental group 

Group 12 wk 16 wk 

Experimental 1 156.04±92.87 1 224.42±96.48 
Control 895.66±99.92a 881.83±94.11a 

 

 Group 12 wk 16 wk 

Experimental 4.11±0.11 4.06±0.14 
Control 4.09±0.13 4.04±0.13 

Group 12 wk 16 wk 

Experimental 48.80±2.47 48.02±2.66 
Control  56.68±2.76b  58.06±2.23b 
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2.5  大鼠股骨骨密度  随着鼠龄的增长，正常大鼠股

骨骨密度无明显变化，糖尿病大鼠股骨骨密度逐渐降

低。与对照组相应时间点比较，实验组大鼠股骨骨密度

明显降低(P < 0.05或P < 0.01)，见表4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6  大鼠骨组织中TGF-β1的表达  对照组大鼠骨组织
中TGF-β1染色呈阳性，主要分布在成骨细胞胞浆，部
分骨基质中也有阳性表达，其阳性细胞染色数目逐渐下

降，但各时间点差异无显著性意义(P > 0.05)。而实验
组骨组织中TGF-β1的表达范围未变，但各时间点阳性
细胞染色数目下降明显。与对照组对应时间点比较，实

验组大鼠骨组织中TGF-β1的表达明显降低(P < 0.01)，
见表5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
糖尿病是一种系统性疾病，可导致多个系统的病

变，能影响骨代谢引起骨质疏松症
[3，7]
，但机制尚不明

确。有研究认为糖尿病骨质疏松中，某些细胞因子会发

生变化
[8-9]
。 

雌激素通过作用于成骨细胞上的雌激素受体，改善

骨的代谢，减少骨的吸收，它还可抑制甲状旁腺介导的

骨吸收并增加肠道和肾脏对钙的重吸收，升高血钙水平，

促进骨的形成
[3]
。实验中，血清雌激素水平逐渐降低，但

与对照组比较差异无显著性意义，考虑其变化可能与大

鼠年龄增长有关；而两组大鼠股骨骨密度明显降低，说

明雌激素在糖尿病性骨质疏松发生机制中不起主要作

用。 
一氧化氮广泛存在于机体的各种组织中，能诱导破

骨细胞的凋亡，抑制成熟破骨细胞的活性，减少骨吸收
[5]
。

实验中，血清一氧化氮也逐渐降低，且低于正常大鼠。

有研究显示一氧化氮与骨密度有关
[5]
，并通过降低对破骨

细胞活性的抑制作用，增强骨吸收，导致骨密度降低。

实验结果与其相符，说明一氧化氮可能参与了糖尿病性

骨质疏松的发生，但糖尿病中血清一氧化氮水平降低的

机制尚不清楚。有研究提示在去卵巢大鼠中，雌激素水

平降低，可导致一氧化氮水平下降，减轻对破骨细胞活

性的抑制，增加骨吸收
[6]
。但实验中两组雌激素差异无显

著性意义，而一氧化氮降低，提示糖尿病骨质疏松中可

能存在其他机制。Olbrich等[10]
研究认为高糖状态导致血

管内皮细胞完整性受损，导致血管内皮合成的一氧化氮

减少；而Chakravarthy等[11]
研究发现高糖状态时形成的

不可逆性糖基化终末产物可与一氧化氮发生化学反应，

导致一氧化氮减少。Kohli等[12]
研究认为糖尿病时机体的

L-精氨酸降低使一氧化氮合成的底物不足，导致一氧化
氮降低，金晓东等

[13]
亦证实给糖尿病大鼠补充外源性L-

精氨酸时血清一氧化氮水平升高。众多因素影响血清一

氧化氮水平下降，有没有共同通路导致一氧化氮降低

呢？仍需进行更深层次的研究。 
TGF-β1在机体中广泛存在，尤其在骨组织中含量最

为丰富。TGF是一类对靶细胞具有多种特殊作用的细胞
生长和分化调节蛋白

[14]
。TGF-β1在不同条件下，既可促

进成骨细胞分化，又可降低其分化；而且还可支持破骨

细胞形成，刺激骨的吸收；它是骨形成和骨吸收之间重

要的偶联调节因子
[15]
。TGF-β1可以促进雌激素受体表

达，增强雌激素抑制骨丢失的功能
[16]
。实验发现糖尿病

大鼠血清TGF-β1逐渐升高，与对照组差异有显著性意
义。这与Mather等[17]

实验结果一致，该研究认为血清

TGF-β1升高可能和高血糖、肾脏代谢以及肾素-血管紧
张素系统有关。另外，TGF-β1在对照组骨组织中呈阳性
染色，主要分布在成骨细胞胞浆，部分骨基质中也有表

达，说明TGF-β1在正常情况下参与了骨代谢平衡的维
持。而糖尿病大鼠骨组织中表达较弱，说明高糖影响了

骨组织中TGF-β1的表达，导致骨代谢失衡。实验显示高
糖下血清中TGF-β1升高，骨组织中TGF-β1表达降低，
可能是糖尿病中骨的代谢与骨组织中的TGF-β1表达有
关，血清中TGF-β1与糖尿病影响肾脏代谢有关，但仍需
进一步研究。 
实验中，糖尿病大鼠股骨骨密度降低，与对照组差

异有显著性意义，进一步证实糖尿病可以导致骨密度降

低，继而出现骨质疏松，这和Valéria等[2]
得出的结论一致。

TGF-β1被证实与骨代谢有关，TGF-β1基因缺失可导致

表 4  各时间点大鼠股骨骨密度水平 
Table 4  Bone mineral density (BMD) of femur at different 

time points                   (x
_

±s, n=5, g/cm3)

Group 4 wk 8 wk 

Experimental 0.52±0.09 0.51±0.08 
Control  0.59±0.09a  0.57±0.09a 

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. experimental group 

Group 12 wk 16 wk 

Experimental 0.46±0.07 0.37±0.08 
Control  0.58±0.08b  0.57±0.06b 

表 5  各时间点大鼠骨微量环境中 TGF-β1的表达 
Table 5  The expression of transforming growth factor β1 

(TGF-β1) in the bone micro-environment at 
different time points                  (x

_

±s, n=5)

Number of positive cells (n) Gray value Time after 
model 

preparation 
(wk) 

Experimental Control Experimental Control 

 4 56.40±4.57 64.55±4.49a 172.49±11.27 143.49±10.39a

 8 54.20±5.41 63.30±3.32a 175.66±11.08 145.26±10.38a

12 45.95±5.45 62.40±3.44a 188.07±12.03 143.03±9.31a

16 35.70±7.66 63.05±4.29a 198.79±11.78 145.36±9.50a

aP < 0.01, vs. experimental group 



 
刘中浩，等. 糖尿病性骨质疏松模型雌激素、一氧化氮及转化生长因子 β1的变化 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 1956 

www.CRTER.org 

骨密度降低
[18]
，与实验结果相符。同样一氧化氮也被证

实可促进骨形成，抑制骨吸收，增加内皮型一氧化氮合

酶基因的表达或提供外源性一氧化氮均可导致骨密度升

高
[19-20]
。但是一氧化氮，TGF-β1之间是否有协同作用，

在糖尿病骨质疏松中协同导致骨密度降低尚不清楚。 
综上所述，糖尿病能够引起大鼠骨密度降低，导致

骨质疏松。在糖尿病骨质疏松大鼠中血清一氧化氮降低，

同时血清TGF-β1升高，骨组织中TGF-β1降低，说明骨
密度降低和骨组织中TGF-β1的水平有关，血清中
TGF-β1主要与肾脏代谢有关，而血清TGF-β1与骨组织
中TGF-β1有何联系尚需进一步研究。 
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