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[摘要]　目的　探讨钙敏感受体(CaSR)拮抗剂溶钙素对骨密度和骨代谢的影响,为临床骨质疏松症的治疗提

供新的思路.方法　C５７BL６雌性小鼠３６只,随机分为对照组(A 组)、高钙高维生素 D 饮食组(B组)、溶钙素

２０mg/kg灌胃治疗组(C组)、溶钙素５０mg/kg灌胃治疗组(D组)、特立帕肽(PTH(１Ｇ３４))２０μg/kg皮下注射组

(E组),小鼠分别处理１２周后,测定各组小鼠海绵骨、皮质骨、全骨骨密度及骨组织中成骨关键基因如骨钙素

(Bglap２)、Runt相关转录因子(Runx２)mRNA 的表达,并探讨溶钙素治疗对小鼠血、尿钙的影响.结果　干预１２
周后,B、C、D、E组全骨骨密度与 A组比较明显升高,差异均有显著性(F＝３９．８２,P＜０．０５);C、D组全骨骨密度水

平较B组明显升高,差异有显著性(P＜０．０５);而 D组全骨骨密度与 E组比较,差异无显著意义(P＞０．０５).溶钙

素可上调Bglap２、Runx２mRNA的表达,改善骨转换,C、D、E组Bglap２、Runx２mRNA表达量均较 A组显著上调,

差异有显著性(F＝２７．９６、２１．７５,P＜０．０５).此外,与钙和维生素 D补充和外源性PTH 治疗干预组相比,溶钙素对

血钙波动的影响较小,差异无显著性(P＞０．０５).溶钙素也可减少尿钙排泄,D组尿钙水平较B、E组显著降低(F＝
２．６８,P＜０．０５).结论　溶钙素可促进骨形成、增加骨密度,有可能成为骨质疏松症有效的治疗药物.
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EFFECTSOFCALCILYTICONBONEMINERALDENSITYANDBONEMETABOLISMINMICE 　DONGBingzi,SUN XiaoＧ

fang,DENGYujie,LIPeng,FUKUMOTOSeiji,LIChengqian 　(DepartmentofEndocrinologyandMetabolism,TheAffiliＧ

atedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao２６６００３,China)

[ABSTRACT]　Objective　Todeterminetheeffectsofcalcilytic,anantagonistofthecalciumＧsensingreceptor(CaSR),on

bonedensityandbonemetabolism,andtoprovidenewinsightsintotheclinicaltreatmentofosteoporosis．　Methods　ThirtyＧsix

femaleC５７/BL６micewererandomlydividedintocontrolgroup(groupA),highＧcalciumandhighＧvitaminDgroup(groupB),inＧ

tragastric２０mg/kgcalcilyticgroup(groupC),intragastric５０mg/kgcalcilyticgroup(groupD),andsubcutaneous２０μg/kg

teriparatide((PTH)１Ｇ３４)(groupE)．Themicewereadministeredtherespectivetreatmentsfor１２weeks．Cancellous,cortical,

andtotalbonemineraldensity,andmRNAexpressionlevelsofkeyosteogenicgenesinthebonetissue,includingosteocalcin
(Bglap２)andRunxＧrelatedtranscriptionfactor(Runx２),weremeasuredtodeterminetheeffectsofcalcilytictreatmentonserum

andurinecalciumlevelsinmice．　Results　After１２weeksoftreatment,totalbonemineraldensitywassignificantlyhigherin

groupsB,C,D,andEthaningroupA (F＝３９．８２,P＜０．０５)．TotalbonedensitywasalsosignificantlyhigheringroupsCandD

thaningroupB(P＜０．０５),butnotsignificantlydifferentbetweengroupDandgroupE(P＞０．０５)．Bglap２andRunx２mRNAleＧ

velsweresignificantlyupregulatedingroupsC,DandEthaningroupA(F＝２７．９６,２１．７５,P＜０．０５),whichsuggestedthatcalciＧ

lyticincreasedBglap２andRunx２mRNAexpressionandimprovedboneconversion．Inaddition,calcilytictreatmenthadminimal

effectonserumcalciumlevel,whichwasnotsignificantlydifferentthantheeffectsofhighＧcalciumandhighＧvitaminDtreatmentor

exogenousPTHtreatment(P＞０．０５)．UrinecalciumlevelwassignificantlyloweringroupDthaningroupsBandE,whichdeＧ

monstratedthatcalcilytictreatmentreducedrenalcalciumexcretion(F＝２．６８,P＜０．０５)．　Conclusion　Calcilyticpromotesbone

formationandincreasesbonedensity,andisthereforeapromisingtreatmentforosteoporosis．
[KEYWORDS]　Calcilytic;Receptors,calciumＧsensing;Osteogenesis;Bonedensity;Parathyroidhormone;Mice,inbred

C５７BL

　　钙敏感受体(CaSR)由位于常染色体３q１３~２１
上的CaSR基因编码,属于７次跨膜 G蛋白耦联受

体超家族(GPCR).其结构包括细胞外 N 末端区

域、跨膜区和细胞内 C末端区域[１Ｇ２].CaSR表达于

甲状旁腺、肾脏、消化道及骨组织等,通过感受细胞

外钙离子浓度,调节甲状旁腺激素(PTH)的分泌和

释放,并通过表达于肾小管的 CaSR调节尿钙重吸

收,从而维持体内的钙平衡[３Ｇ４].CaSR在成骨细胞

分化、成熟和骨代谢过程中起重要作用[５Ｇ７].CaSR
的拮抗剂溶钙素(calcilytic)与受体跨膜区氨基酸结

合,通过变构调节改变 CaSR与细胞外钙离子结合
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力以及敏感性[８],使细胞外钙应答曲线左移,模拟细

胞外低钙状态[９Ｇ１１],通过下游 Gqa蛋白激活 PKCＧ
cAMP通路,刺激甲状旁腺主细胞分泌和释放内源

性PTH[４,１２Ｇ１３].目前的抗骨质疏松治疗的药物中,
外源性特立帕肽(PTH(１Ｇ３４))可以促进成骨细胞的

分化以及成熟,促进骨形成,增加骨密度[１４Ｇ１６].而

WATANABE等[１７]的研究表明,长期使用外源性

的PTH(１Ｇ３４)干预的大鼠有发生骨肉瘤的风险,并
有６％~１１％的患者出现不同程度的血钙升高[１８].
单纯补充钙和维生素D对骨密度的增加效果有限,
而过多的钙和维生素D可使肾脏的尿钙排泄增加,
加重肾脏负担,增加泌尿系统结石的风险[１９].溶钙

素通过刺激机体快速释放内源性PTH,可以一定程

度增加大鼠的骨密度[２０Ｇ２２],被认为是抗骨质疏松治

疗的潜在药物.同时,溶钙素还可以与肾小管上皮

细胞的CaSR结合,抑制经肾脏的尿钙排泄[９].本

实验旨在探讨溶钙素对小鼠骨密度的增加效果,并
与单纯补充钙和维生素 D或外源性PTH(１Ｇ３４)处
理效果相比较,以期探讨溶钙素抗骨质疏松治疗的

效果,为临床治疗骨质疏松症提供新思路.

１　材料和方法

１．１　实验动物

１０~１２周龄C５７BL６雌性小鼠４８只,体质量

１８~２２g,饲养于SPF级动物房内,自由活动、进食

以及饮水,１２Ｇ１２h昼夜交替光照,环境温度维持在

２２~２５℃.

１．２　单次给予溶钙素对小鼠血清生化指标的影响

１０周龄C５７BL６雌性小鼠(１２只)单次给予溶

钙素５０mg/kg灌胃治疗,给药前及给药４、１２h后

鼠尾静脉采集血标本,检测血清钙水平的变化.

１．３　其他小鼠分组及处理

另外３６只小鼠随机分为对照组(A 组,６只),
高钙高维生素D饮食组(B组,７只),溶钙素２０mg/

kg灌胃治疗组(C组,７只),溶钙素５０mg/kg灌胃

治疗组(D组,８只),PTH(１Ｇ３４)２０μg/kg皮下注

射组(E组,８只).自实验开始时 A 组小鼠即给予

普通饲料喂养,B组小鼠给予高钙高维生素 D饮食

喂养,C、D组小鼠在普通饲料喂养的基础上分别将

溶钙素２０、５０mg/kg灌胃给予,E组在普通饲料喂

养的基础上将 PTH(１Ｇ３４)２０μg/kg皮下注射给

予,A、B组同时给予等量生理盐水灌胃作为对照,
各组小鼠连续干预１２周后进行相关指标检测.其

中,高钙高维生素 D饮食饲料成分如下:含有质量

分数为０．０１２的钙,含有质量分数为０．００８的磷,含
有４kU/kg的维生素D[９].

１．４　骨密度测定

治疗１２周后对小鼠进行 microＧCT扫描,测定

椎体骨密度,包括皮质骨、海绵骨及全骨骨密度等.

１．５　血、尿生化指标的检测

干预处理１２周后实验终点时使用代谢笼饲养

小鼠留取２４h尿液,检测尿钙、尿肌酐等的含量.
随后处死各组全部小鼠后心脏采集血标本,离心分

离血清检测血钙等的水平.

１．６　RealＧtimePCR 技 术 检 测 骨 钙 素 (Bglap２)、

Runt相关转录因子(Runx２)以及抗酒石酸酸性磷

酸酶(Trap)等基因的相对表达量

各组干预处理１２周后实验终点处死后的小鼠

取右侧股骨,长约１cm,组织研碎后用 TrizolRNA
提取液提取组织 mRNA,使用２０μL的DEPC水溶

解.参照逆转录试剂盒说明书进行反转录合成cDＧ
NA,然后遵照反应体系加入FastStartSYBRGreen
(TaKaRaBioInc试剂盒),同时加入 Master(ROX)

０．４μL、cDNA２μL,引物GAPDH、Bglap２、Runx２、

Trap各０．８μL等进行 RealＧTimePCR反应,反应

条件为９４℃预变性１min;然后９５ ℃ ２０s,５６ ℃
２０s,７２℃３０s,共进行３５个循环;最后７５℃延伸

５min.以 GAPDH 为内参照计算Bglap２、Runx２、

TrapmRNA的相对表达量[９].

１．７　统计学处理

采用SPSS２０．０进行统计分析,计量的结果以

􀭺x±s表示,多组间相比较采用单因素方差分析,以

P＜０．０５为差异有统计学意义.

２　结　　果

２．１　溶钙素对骨密度的影响

干预１２周后,B、C、D、E组小鼠椎体全骨骨密

度较 A组明显升高,差异均具有显著性(F＝３９．８２,

P＜０．０５);C、D组与B组比较,差异具有显著性,而

D组与E组比较差异无显著性(P＞０．０５).见表１.

２．２　溶钙素对骨形成和骨吸收的影响

RealＧTimePCR检测干预１２周后各组小鼠股

骨组织中Bglap２及Runx２的表达水平,结果证实,

C、D、E组与 A 组比较差异均有显著性(F＝２７．９６、

２１．７５,P＜０．０５);A与B组、D与 E组间Bglap２和

Runx２mRNA的表达量差异并无统计学意义(P＞
０．０５).同时各组间 Trap基因的表达差异无显著意

义(P＞０．０５).见表２.
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表１　各组小鼠干预１２周后骨密度变化比较(ρ/mg􀅰

cm－３,􀭵x±s)

组别 n 全骨骨密度 皮质骨密度 海绵骨密度

A组 ６ ２７７．４±１２．４ ４５５．１±１０．０ ２４１．２±１３．４
B组 ７ ３５０．８±１０．７ ４５９．０±２０．７ ２５１．４±１２．１
C组 ７ ３５６．９± ９．３ ４７１．７± ７．２ ２５４．７±２７．９
D组 ８ ３５４．５±２５．４ ４８４．８±６７．２ ２６２．４±１４．８
E组 ８ ３７７．０±１０．７ ４９１．８±１６．８ ２７１．２±１６．７

表２　各组小鼠干预１２周后骨组织内骨转换基因表达

变化比较(􀭵x±s)

组别 n Bglap２/Gapdh Runx２/Gapdh Trap/Gapdh

A组 ６ １．００±０．１１３ １．００±０．２２０ １．００±０．２１１
B组 ７ ０．９２±０．１３０ １．１０±０．３００ １．１５±０．２８０
C组 ７ １．３５±０．１７３ １．２２±０．１４４ ０．９５±０．３００
D组 ８ １．６０±０．２４４ １．６３±０．１３２ ０．７５±０．４１０
E组 ８ １．６８±０．１６０ １．７４±０．１１０ ０．８７±０．３７０

２．３　溶钙素对血钙、尿钙水平的影响

溶钙素给予前、单次将溶钙素５０mg/kg体质

量灌胃４、１２h小鼠血钙水平分别为(２．１０±０．０６)、
(２．２８±０．０９)、(２．１２±０．０４)mmol/L,给药后４h较

溶钙素给予前及溶钙素给予１２h明显升高,差异有

显著性(F＝２６．３５,P＜０．０５);１２h时血钙水平与溶

钙素给予前比较,差异无显著性(P＞０．０５).
长期干预１２周后,A、B、C、D、E组小鼠的血钙

水平分别为(２．１±０．０６)、(２．１５±０．２４)、(２．１９±
０．１３)、(２．２８±０．１８)、(２．２４±０．３５)mmol/L,仅 D、E
组血钙水平略升高,但组间比较差异无显著性(P＞
０．０５).

干预１２周后,A、B、C、D 和 E组小鼠的尿钙/
尿肌酐比值分别为０．１８±０．０５、０．２１±０．０１７、０．１７±
０．０９、０．１４±０．０７、０．２４±０．０６,E组小鼠尿钙/尿肌酐

比值与 A组相比较差异具有显著性(F＝２．６８,P＜
０．０５);D组小鼠尿钙/尿肌酐比值与B、E组比较差

异有显著性(P＜０．０５).

３　讨　　论

溶钙素是CaSR拮抗剂,与跨膜区域氨基酸结

合后,可钝化CaSR对细胞外钙离子的敏感性,模拟

低钙血症状态,促进内源性 PTH 的快速释放和分

泌[９,２３Ｇ２４].口服溶钙素治疗可以呈浓度依赖性地增

加小鼠内源性 PTH 的水平,其作用与外源性注射

PTH(１Ｇ３４)类似,PTH 的脉冲式升高可以促进骨形

成[２５],成为抗骨质疏松症治疗药物的新选择.本研

究结果证实,溶钙素可以显著增加小鼠全骨骨密度,

５０mg/kg溶钙素干预１２周后可达到与外源性注射

PTH(１Ｇ３４)类似的骨密度增加效果,并可上调骨组

织内Bglap２、Runx２mRNA 的表达水平,提示溶钙

素在增加骨密度的同时可促进骨转换,改善骨代谢

情况.
现有的抗骨质疏松药物如PTH(１Ｇ３４)、双磷酸

盐类药物都会不同程度地影响血钙水平,特别是外

源性PTH(１Ｇ３４),长期注射可能会引起血钙水平的

波动[９,２６].因此,在治疗骨质疏松的同时,使药物达

到稳定的血药浓度,并减少体内血钙水平的波动非

常重要.避免高钙血症的发生可以减少肾脏排泄钙

的负担,并减少心血管系统和体内钙质异位沉积的

损害.本动物实验表明,溶钙素干预１２周后,血钙

也仅较基线水平轻度升高.更为重要的是,溶钙素

可以作用于表达于肾小管的CaSR,减少尿钙排泄,
避免肾实质钙化和尿路结石的形成[９,２７].且溶钙素

对血磷、尿磷廓清的影响均较小,避免磷代谢异常所

引起的异位沉积和FGF２３/Klotho等因子对骨组织

的影响[２８].溶钙素治疗的这一特点具有与维生素

D和钙补充以及PTH(１Ｇ３４)治疗无可比拟的优势.
溶钙素可与甲状旁腺主细胞膜上的 CaSR 结

合,刺激甲状旁腺释放、合成 PTH.CABAL等[２９]

研究显示,溶钙素对内源性 PTH 在体内的释放作

用呈双峰,具有两个独立的存储池(reservoirs),可
以在数分钟内刺激快速分泌相,和持续数小时的缓

慢分泌相,所以其作用时间更长,血药浓度更加稳

定.此外,与PTH(１Ｇ３４)治疗相比,溶钙素治疗不

增加尿钙排泄,同时亦可改善小鼠的骨强度,有望成

为有效的抗骨质疏松症治疗药物.
溶钙素可以上调骨组织内骨形成转录因子及关

键基因的表达水平,促进骨形成,促进骨转换.然

而,溶钙素促进骨形成的具体分子机制是否依赖于

对成骨细胞分化、成熟的调节尚不明确,对此有赖于

更多分子机制的研究.
总之,CaSR抑制剂溶钙素可促进骨形成、增加

骨密度,且对血钙水平影响较小,并不增加尿钙排

泄,有望成为有效的抗骨质疏松症治疗药物.
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