
书书书

·论著·

氟对大鼠骨组织 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ及其蛋白表达的影响

万　雯，万良斌，于燕妮，万昌武，官志忠
（贵阳医学院 病理学教研室，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：观察氟对大鼠骨组织中ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ及其蛋白表达的影响，探讨Ｔｗｉｓｔ在氟中毒引起氟骨症发
病中的作用。方法：３６只ＳＤ大鼠按性别和体重随机分为３组，每组１２只，组内雌雄各半；对照组自由饮用自来
水，低氟组、高氟组分别饮用含氟水５ｍｇ／Ｌ、５０ｍｇ／Ｌ；实验６个月后股动脉放血处死大鼠，采用氟离子选择电极
法检测大鼠尿氟、骨氟含量；ＨＥ切片观察大鼠股骨下段骨组织病理学改变，测定骨皮质厚度、骨小梁宽度等骨形
态学变化；采用原位杂交技术及免疫组织化学方法检测慢性氟中毒大鼠ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ及其蛋白表达水平。结果：
与对照组比较，氟中毒组大鼠尿氟及骨氟含量明显升高，股骨远端骨皮质增厚、骨小梁数目增多、骨髓腔间隙变

小等骨质硬化表现，形态学计量指标的差异有统计学意义（Ｐ＜００５），且随染氟剂量增加，以上病理改变逐渐加
重；与对照组比较，染氟组ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ及其蛋白表达水平明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：氟可
导致大鼠骨组织中ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ及其蛋白表达水平降低，Ｔｗｉｓｔ可能参与氟中毒引起的骨骼损伤。
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　　地方性氟中毒（简称地氟病）的主要临床表现
为氟斑牙和氟骨症。骨是氟影响人体的重要靶器

官，长期小剂量氟可促进骨形成，大剂量可引起骨

质疏松或骨硬化［１］。但迄今为止，氟对骨骼损伤

的作用机制尚未完全阐明。本实验通过复制饮水

型慢性氟中毒大鼠模型，对大鼠骨组织 Ｔｗｉｓｔ蛋白
及其 ｍＲＮＡ水平进行研究，探讨氟中毒时氟骨症
的发病机制，为地方性氟中毒的防治提供依据。

１　材料与方法

１．１　氟中毒大鼠模型的建立　选取４～５周龄，质
量８０～１００ｇ健康ＳＤ大鼠３６只，由四川大学实验
动物中心提供，动物合格证号 ＳＣＸＫ（川）－２００６
－１０。大鼠适应性喂养１周后，按性别和体重随机
分对照组、低氟组、高氟组，每组１２只，组内雌雄各
半。对照组自由饮自来水，含氟量低于０２ｍｇ／Ｌ；
低氟组饮水中含氟为５ｍｇ／Ｌ，高氟组饮水含氟为
５０ｍｇ／Ｌ。大鼠常规饲料（贵阳医学院实验动物中
心提供，含氟量低于０２ｍｇ／Ｌ）喂养。实验进行６
个月后，经股动脉放血处死大鼠，收集各组大鼠２４
ｈ尿液，测定各组大鼠尿氟含量。
１．２　主要试剂和仪器　原位杂交探针序列：Ｔｗｉｓｔ
５’—ＣＧＧＣＧＡＧＡＣＴＧＧＣＧＡＧＣＴＧＧＡＣＡＣＧＴ，兔
抗鼠Ｔｗｉｓｔ多克隆抗体（１∶３００，北京博奥森生物技
术有限公司）；ＳＰ９０００三步法试剂盒、ＰＢＳ缓冲
液、柠檬酸盐（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

１．３　氟斑牙分度［２］　Ｏ度：牙釉质半透明，表面光
滑有光泽；Ⅰ度：牙齿表面黄、白相间，白垩条纹清
晰；Ⅱ度：牙齿表面无光泽，粉笔样白色斑；Ⅲ度：牙
齿表面出现小沟、裂纹、或部分脱落，牙齿呈锯齿状

严重缺损。

１．４　尿、骨氟含量测定　尿氟含量采用氟离子选
择电极测定；骨氟含量待骨组织灰化后用氟离子选

择电极法测定。

１．５　骨组织病理形态学观察及形态计量学检测　
各组大鼠经中性甲醛固定、常温脱钙、包埋、切片、

ＨＥ染色，光镜观察。并用图像分析软件进行骨形
态计量学测定。

１．６　Ｔｗｉｓｔ蛋白水平检测　采用免疫组化ＳＰ三步
法操作。以ＰＢＳ代替一抗做空白对照。结果判定
及分析：在４００倍下显微镜观察染色切片，成骨细

胞胞浆及胞核出现棕黄色颗粒为阳性表达。随机

选取５个视野，每个视野随机选取５个阳性表达细
胞进行平均灰度值测定（Ｂｉｏｍｉａｓ２００１图像分析系
统所测平均灰度值与阳性表达强弱成正比）。

１．７　ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ水平检测　严格按照试剂盒说
明书操作。ＰＢＳ代替 ｍＲＮＡ探针杂交液作为阴性
对照。结果判定及分析：根据每个标本所测得的平

均灰度值分析目的基因的相对表达量。阳性信号

主要为细胞胞浆内显示黄色或棕黄色颗粒，部分阳

性信号表达于胞核。Ｂｉｏｍｉａｓ２０００彩色图像分析
系统进行半定量分析，方法同蛋白测定。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１５软件进行数据
统计分析。计量资料用 ｘ±ｓ表示，组间比较采用
方差分析检验，多重比较采用ＬＳＤ法检验，检验水
准α＝００５。

２　结果
２．１　氟斑牙发生情况　染氟６月后，低氟大鼠氟
斑牙发生率为６６６７％，

!

氟大鼠氟斑牙发生率为

９１６７％，对照组无氟斑牙发生。两者间差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。
２．２　尿氟、骨氟含量测定　实验６个月后，低氟组
尿氟含量（２０６±０６４）ｍｇ／Ｌ、骨氟含量（６３２３３±
１２３２１）ｍｇ／ｋｇ；高氟组尿氟含量（７６９±１９６）ｍｇ／
Ｌ、骨氟含量（１０８８７５±１５６１６）ｍｇ／ｋｇ）均显著高
于对照组尿氟含量（１２６±０１７）ｍｇ／Ｌ、骨氟含量
（３０５５８±９１２６）ｍｇ／ｋｇ），各组间比较，差异均有
统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．３　骨组织病理形态学　光镜下显示，对照组大
鼠股骨远端骺板静止层和增生层的软骨细胞排列

整齐，骨皮质厚度、骨小梁粗细均匀。染氟大鼠股

骨远端骺板增生活跃，骨皮质增厚，骨小梁数目增

多，排列紧密，骨髓腔间隙缩小，表现为骨质硬化。

且随染氟剂量增加，上述病理学改变逐渐加重。各

组间形态计量学指标比较，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），见表１和图１。
２．４　骨组织Ｔｗｉｓｔ蛋白表达　Ｔｗｉｓｔ蛋白阳性表达
主要位于骨小梁周边的成骨细胞，为细胞浆呈黄色

或棕黄色颗粒，部分阳性表达于胞核（图２）。氟中
毒大鼠股骨 Ｔｗｉｓｔ蛋白表达明显低于（低氟组和高
氟组分别为８１６９±６６７和７８８０±３８３）对照组
（８９５９±５４２），差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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表１　大鼠股骨形态计量学分析结果
Ｔａｂ．１　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｅｍｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别　 ｎ 骨皮质厚度（μｍ） 骨小梁宽度（μｍ） 骨小梁面积比（％） 骨髓腔间隙（μｍ）
对照组 １２ ２１６７２±４２３ ７４４１±４４２ ３６１１±４１７ １２４７６±４５２
低氟组 １２ ２３２８２±７０１（１） ９２７９±５０７（１） ４４６３±２７１（１） １０４４３±３０１（１）

高氟组 １２ ２５４４１±３９９（１）（２） １０５０６±４５８（１）（２） ５２６８±３０７（１）（２） ９６００±３８３（１）（２）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与低氟组比较，Ｐ＜００５。

对照组　　　　　　　　　　　　低氟组　　　　　　　　　　　　
!

氟组

图１　大鼠股骨组织形态学观察（ＨＥ×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｅｍｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥ×１００）

对照组　　　　　　　　　　　　低氟组　　　　　　　　　　　　高氟组

图２　Ｔｗｉｓｔ在各组大鼠骨组织成骨细胞中的表达（ＳＰ×４００）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｗｉｓｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＳＰ×４００）

２．５　骨组织ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ表达　氟中毒大鼠股骨
ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ表达明显低于（低氟组和高氟组分别
为７６０７±４０８和７４２９±３６７）对照组

（８３３２±２７６），差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
低氟与

!

氟组间比较无统计学意义（Ｐ＞００５）（图
３）。

对照组　　　　　　　　　　　　低氟组　　　　　　　　　　　　
!

氟组

图３　各组大鼠骨组织ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ表达 （ＩＳＨ×４００）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｗｉｓｔｍＲＮＡｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＩＳＨ×４００）

３２２
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３　讨论

骨重建是由骨形成和骨吸收两个过程协调完

成的。成骨细胞是骨形成的主要功能细胞，负责

骨基质的合成、分泌和钙化，而破骨细胞则在骨吸

收方面起着重要作用，二者的平衡共同维持骨的结

构、形态和强度。氟是一种已知可影响骨形成的非

激素因子，适量的氟对人体具有重要的生理功能，

但长期摄入过量的氟可引起以氟斑牙和氟骨症为

主的慢性全身性疾病。成骨细胞活跃和骨转换加

速是氟骨症的特征性病变［３］。

本实验采用饮水加氟的方法建立动物模型，６
个月后各染氟组大鼠均出现不同程度的氟斑牙，尿

氟和骨氟含量均显著高于对照组，且高氟组明显高

于低氟组，表明成功建立慢性氟中毒大鼠模型。观

察氟中毒大鼠骨形态学变化发现，染氟大鼠股骨远

端骺板增生活跃，骨皮质增厚，骨小梁数目增多，排

列紧密，骨髓腔间隙缩小，表现为骨质硬化，且高氟

组病变明显重于低氟组，表明存在过量氟蓄积引起

的骨骼损伤。

Ｔｗｉｓｔ是一种胚胎发育过程中对骨骼发育起关
键调控作用的转录因子。Ｈａｙｏｓｈｉ［４］和 Ｒｅｉｎｈｏｌｄ［５］

等研究发现 Ｔｗｉｓｔ可抑制 ＢＭＰ的转录活性从而拮
抗其促成骨细胞分化功能，Ｙｏｕｓｆｉ等［６］研究发现

Ｔｗｉｓｔ的突变可引起ＡＬＰ和Ｉ型胶原蛋白的表达显
著降低，Ｔｗｉｓｔ／还可逆转 Ｒｕｎｘ２／小鼠的颅骨发
育异常并促进软骨内成骨，提示 Ｔｗｉｓｔ可能在骨组
织发育过程中是一个负性调控基因。本实验通过

免疫组织化学方法对氟中毒大鼠骨组织的研究显

示，Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达主要分布于大鼠成骨细胞。
对照组阳性细胞表达较多，着色较深，明显强于染

氟组，而低氟组与高氟组的表达变化差异不明显。

说明大鼠体内氟的蓄积下调了 Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达，
并且Ｔｗｉｓｔ下调的水平与染氟有一定关系。进一
步运用原位杂交方法检测各染氟组ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ的
表达发现，染氟大鼠骨组织中 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ的阳性
细胞表达明显低于对照组大鼠，表明氟对 Ｔｗｉｓｔ在
基因表达水平上同样存在负调节作用。Ｔｗｉｓｔ表达
的下调可能是由于成骨细胞受到高氟的刺激后，通

过一系列调节对Ｔｗｉｓｔ起到了负性调节作用，从而
导致 Ｔｗｉｓｔ表达水平的降低，而过量的氟对调控
Ｔｗｉｓｔ的具体信号通路尚待进一步研究。
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