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［摘 要］ 目的：探索p53半剂量缺失杂合子小鼠能否通过增强抗氧化能力纠正活性维生素D（1，25（OH）2D3）缺乏引起的骨

质疏松。方法：取10周龄高钙高磷饮食喂养的同窝野生型（wild type，WT）小鼠、p53半剂量缺失杂合子（p53+/-）小鼠、1α⁃羟化酶

基因敲除［1α（OH）ase-/-］小鼠及p53半剂量缺失的1α羟化酶基因敲除［1α（OH）ase-/-p53+/-］小鼠的长骨，利用X线、micro⁃CT、组
织病理学和分子生物学等方法，比较各组小鼠血清学、长骨骨矿化、骨形成、骨吸收以及氧化应激等表达变化。结果：与WT小
鼠相比，p53+/-小鼠血清钙、磷、甲状旁腺素（parathyroid hormone，PTH）和1，25（OH）2D3水平差异无统计学意义，骨密度、总胶原

（total collagen，T⁃col）阳性面积、成骨细胞数量、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）和Ⅰ型胶原（collagen typeⅠ，Col⁃Ⅰ）阳

性面积均有所增加，活性氧水平降低，抗氧化酶SOD1表达增加。与1α（OH）ase-/-小鼠相比，1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠血清钙、磷

和PTH差异无统计学意义，血清中检测不到1，25（OH）2D3，骨密度、T⁃col阳性面积、成骨细胞数量、ALP和Col⁃Ⅰ阳性面积均明

显增加，破骨细胞数量减少，活性氧水平降低，抗氧化酶 SOD1表达增加。结论：p53半剂量缺失可通过增强抗氧化能力纠正

1，25（OH）2D3缺乏小鼠的骨质疏松。
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［Abstract］ Objective：To explore whether p53 heterozygote attenuates osteoporosis phenotype of 1，25（OH）2D3 deficient mice by
enhancing the antioxidant capacity. Methods：The long bones of 10⁃week⁃old wild type（WT）mice，p53 heterozygote（p53+/-）mice，
1α⁃hydroxylase knockout［1α（OH）ase-/-］mice，and 1α（OH）ase-/-p53+/- mice，fed on a high⁃calcium and high⁃phosphorus diet，were
analyzed and compared using X⁃ray，micro⁃CT，histopathological and molecular biology methods to observe and compare changes in
serum levels，bone mineralization，bone formation，bone absorption，and oxidative stress expression. Results：Compared with WT mice，
p53+/- mice showed no significant differences in serum calcium，phosphorus，parathyroid hormone（PTH），and 1，25（OH）2D3 levels，but
had the increased bone density，total collagen（T⁃col）positive area，osteoblast number，alkaline phosphatase（ALP），and typeⅠcollagen
（col⁃Ⅰ）positive area，along with the decreased levels of reactive oxygen species and the increased expression of the antioxidant enzyme
SOD1. Compared with 1α（OH）ase-/- mice，1α（OH）ase-/-p53+/- mice showed no significant differences in serum calcium，phosphorus，
and PTH levels，with undetectable levels of 1，25（OH）2D3 in the serum，but showed significantly increased bone density，T ⁃ col
positive area，osteoblast number，ALP and Col⁃Ⅰ positive area，decreased osteoclast number and reactive oxygen species levels，and
increased expression of SOD1. Conclusion：Half⁃dose deletion of p53 can attenuate osteoporosis phenotype of 1，25（OH）2D3 deficient
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骨质疏松（osteoporosis，OP）是一种全身性骨骼

疾病，以骨量减少、骨组织的微结构恶化、易引发脆性

骨折为主要病理特征［1］。骨质疏松是一种衰老相关

的慢性疾病，常见于中老年患者。全球骨质疏松患病

率约为18.3%［2］，且脆性骨折发生率随年龄增长明显

增加［3-4］。因此，深入研究骨质疏松发生发展的分子机

制对其早期诊断及防治具有重要意义。

在肝脏25⁃羟化酶的作用下，维生素D原被转化

成 25（OH）D3，后通过肾脏 1α⁃羟化酶［1α（OH）ase］
转化成活性维生素D［1，25（OH）2D3］，再与维生素D
受体（vitamin D receptor，VDR）结合发挥其功能［5］。

维生素D能促进肠道对钙、磷的吸收，维持体内钙磷

平衡，对骨骼矿化和骨量维持有重要意义［6］。研究显

示，1α（OH）ase-/-及VDR-/-小鼠均表现佝偻病、骨质疏

松等早衰表型，补充内源性或外源性1，25（OH）2D3均

能促进成骨细胞骨形成［7-8］，然而，1，25（OH）2D3缺失

导致骨质疏松发生发展的分子机制有待进一步研究。

p53⁃p21 是介导细胞衰老的经典通路之一，

DNA损伤激活 p53信号通路在细胞衰老中起重要

作用［9］。p53敲除（p53-/-）小鼠的成骨细胞衰老减

少，分化加速，骨密度增加［10］。但 p53作为重要的

抑癌基因，p53-/-小鼠仅能存活 6个月［11］。研究表

明，氧化应激反应抑制骨形成，导致骨损伤，而抗

氧化剂能够促进骨髓间充质干细胞（bone marrow
mesenchymal stem cell，BM⁃MSC）向成骨细胞分

化，抑制破骨细胞活性，从而预防骨质疏松的发

生［12-13］。也有研究发现，1，25（OH）2D3通过 VDR
介导转录调控核因子 E2相关因子（nuclear factor
erythroid⁃derived factor 2⁃related factor，Nrf2）的基因

转录，增强其下游抗氧化酶的表达，从而发挥抗氧

化剂的作用［14］。

本研究通过建立p53半剂量缺失伴1，25（OH）2D3

缺乏［1α（OH）ase-/-p53+/-］的小鼠模型，给予高钙高

磷饮食，利用X线、CT、组织病理学和分子生物学等

方法，比较它们与同窝野生型（wild type，WT）小鼠、

p53半剂量缺失杂合子（p53+/-）小鼠和 1α羟化酶基

因敲除［1α（OH）ase-/-］小鼠的长骨表型差异以及氧

化应激等相关指标的表达变化，探索 p53半剂量缺

失能否通过增强抗氧化能力纠正活性维生素D缺乏

所致的骨质疏松。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物

本研究所用1α（OH）ase+/-小鼠由加拿大麦吉尔

大学引进，亲代p53+/-小鼠通过南京大学模式动物中

心代为从美国 Jackson lab引进。成年 1α（OH）ase+/-

小鼠与 p53+/-小鼠雌雄合笼，获得1α（OH）ase+/-p53+/-

双杂基因型小鼠，再将双杂基因型小鼠雌雄合笼，获

得 5组同窝WT、p53+/-、1α（OH）ase-/-及 1α（OH）ase-/-

p53+/-小鼠，雌雄不限，3周龄分笼后，给予高钙高磷

饮食（含 2%钙、1.25%磷、20%乳糖）喂养至 10周
龄。动物使用均严格遵照南京医科大学实验动物

管理规范进行（IACUC：1802007）。
1.1.2 试剂

兔抗Ι型胶原（collagen typeⅠ，Col⁃Ⅰ）抗体（Chem⁃
icon公司，美国），兔抗超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase，SOD）1抗体（Abcam公司，美国），2’，7’⁃
二氯二氢荧光素二乙酯（DCF⁃DA，Sigma公司，美

国）。

1.2 方法

1.2.1 组织取材及切片

采用0.3%的戊巴比妥钠溶液（0.2 mL/10 g体重）

腹腔注射麻醉小鼠后，经心脏穿刺取外周血，静置4 h
后离心分离血清做血清生化检测。取股骨和胫骨，

使用 PLP（2%副醛，75 mmol/L 赖氨酸，10 mmol/L过
碘酸钠）固定液固定，骨组织经过脱钙、脱水、浸蜡

及石蜡包埋后切片，片厚5 μm。同时取新鲜胫骨冻

存，用于提取蛋白做Western blot检测。

1.2.2 X射线摄影、micro CT扫描及三维重建分析

取各组小鼠，解剖分离胫骨或股骨，PLP固定

后，先进行X射线摄影，再进行micro⁃CT扫描，扫描

后分别利用NRecon、Dataviewer、CTan、ANT软件进

行三维重建分析。

1.2.3 组织化学和免疫组织化学染色

石蜡切片经常规脱蜡水化，参照参考文献［15］
进行苏木素⁃伊红（hematoxylin and eosin，HE）、总胶

原（total collagen，T⁃col）、碱性磷酸酶（alkaline phos⁃

mice by enhancing the antioxidant capacity.
［Key words］ osteoporosis；p53；1，25（OH）2D3；oxidative stress

［J Nanjing Med Univ，2024，44（04）：455⁃461，545］

··456



1α（OH）
ase

-/- p53
+/-

1α（OH）
ase

-/-

p53
+/-WT

4

3

2

1

0

Cal
ciu

m（
mm

ol/L
）

4

3

2

1

0

Pho
sph

oru
s（m

mo
l/L）

100
80
60
40
20
0

1，2
5（O

H）
2D 3（

pg/
mL

）

*** ***

50
40
30
20
10
0

PTH
（

pg/
mL

）

A B C D

A：Statistical diagram of serum calcium levels in four group mice. B：Statistical diagram of serum phosphorus levels in four group mice. C：Statistical
diagram of PTH levels in four group mice. D：Statistical diagram of 1，25（OH）2D3 levels in four group mice. Compared with the WT group，***P < 0.001
（n=5）.

图1 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠血清钙、磷、PTH和1，25（OH）2D3水平的影响

Figure 1 Effects of half⁃dose deletion of p53 onmouse serum levels of calcium，phosphorus，PTH and 1，25（OH）2D3 in
1，25（OH）2D3 deficient mice
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phatase，ALP）、抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate⁃resis⁃
tant acid phosphatase，TRAP）染色和Col⁃Ⅰ免疫组织

化学染色［16］。

1.2.4 ROS流式细胞仪检测

小鼠麻醉后，取股骨，减去股骨两端抽出骨髓，

经过 300目筛网获得单细胞悬液，加预冷的PBS将
细胞浓度调整为1×106个/mL。取1 mL单细胞悬液，

加5 μL DCF⁃DA混匀，37 ℃孵育30 min，PBS清洗多

余的染液后通过流式仪检测细胞内荧光探针的平

均荧光强度。

1.2.5 Western blot实验

参照参考文献［17］提取骨组织蛋白后进行

Western blot实验和结果分析。骨组织按质量/体
积约为 1∶25加入RIPA裂解，剪碎、匀浆后，于冰盒

中静置30 min。裂解液13 000 r/min 4 ℃离心15 min，
取上清使用 BCA法进行定量。蛋白样 100 ℃水浴

10 min，-80 ℃冰箱保存。每组蛋白加样 20 μg至
10%SDS⁃PAGE胶，110 V恒压电泳 2 h。300 mA恒

流转膜 90 min，使蛋白湿转至硝酸纤维素膜。用含

5%脱脂奶粉PBST于37 ℃条件下封闭60 min。加入

适量一抗［兔抗β actin抗体（1∶1 000）、兔抗SOD1抗
体（1∶1 000）］在 4 ℃条件下孵育过夜。5%PBST洗涤

后，加入特异性二抗，室温条件下孵育60 min。洗膜

后，滴加ECL混合液，自动成像仪曝光，保存显影图

像。采用 Image Pro Plus 6.0软件分析图像。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 8.0 软件进行数据分析及

作图。各组计量结果以均数±标准差（x ± s）表示，采

用 t检验和单因素方差（one⁃way ANOVA）进行分析，

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠血清

指标的影响

检测了 10 周龄高钙磷饮食同窝 WT、p53+/-、

1α（OH）ase-/-和 1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠血清钙、磷、

1，25（OH）2D3和甲状旁腺素（parathyroid hormone，
PTH）水平的变化。结果发现：给予高钙磷饮食喂养

后，各组小鼠血清钙（图1A）、磷（图1B）和PTH（图1C）
水平差异无统计学意义。p53+/-小鼠与WT小鼠的血清

1，25（OH）2D3水平差异无统计学意义，而1α（OH）ase-/-

小鼠和1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠均检测不到1，25（OH）2D3

（图 1D），以上实验结果提示 p53半剂量缺失改善

1，25（OH）2D3缺乏小鼠的骨质疏松与钙磷变化无关。

2.2 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠骨矿

化和骨容量的影响

为了明确p53半剂量缺失能否改善活性维生素

D缺乏引起的骨骼矿化和骨容量减少，利用X线摄

影、micro⁃CT扫描、三维重建分析和总胶原组织化学

染色的方法，比较分析了 10周龄高钙磷饮食WT、

p53+/-、1α（OH）ase-/-和1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠骨矿化

程度与骨容量的变化。结果显示：与WT小鼠相比，

p53+/-小鼠骨矿化和骨容量增加，1α（OH）ase-/-小鼠

显著降低。与1α（OH）ase-/-小鼠相比，1α（OH）ase-/-

p53+/-小鼠骨容量（图 2A、D、E）与骨矿化程度（图

2B、C）显著增加。上述结果证明p53半剂量缺失能
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够改善1，25（OH）2D3缺乏小鼠的骨矿化降低和骨容

量减少。

2.3 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠成骨

细胞骨形成的影响

为探索 p53半剂量缺失改善 1，25（OH）2D3缺乏

小鼠的骨骼矿化和骨容量减少是否与成骨细胞骨

形成增加有关，通过HE、ALP和Col⁃Ⅰ免疫组织化

学染色，比较分析了10周龄高钙磷饮食WT、p53+/-、

1α（OH）ase-/-和 1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠成骨细胞骨

形成的变化。结果显示：与WT小鼠相比，p53+/-小鼠

成骨细胞数量、ALP和 Col⁃Ⅰ阳性面积有所增加，

1α（OH）ase-/-小鼠则显著降低，而与1α（OH）ase-/-小鼠

相比，1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠成骨细胞数量（图 3A、
D）、ALP（图3B、E）和Col⁃Ⅰ（图3C、F）阳性面积均显

著增加。这些结果证明 p53半剂量缺失能够改善

1，25（OH）2D3缺乏引起的成骨细胞骨形成减少。

2.4 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠破骨

细胞骨吸收的影响

为研究 p53半剂量缺失改善 1，25（OH）2D3缺乏

引起的骨骼矿化和骨容量减少是否与破骨细胞骨

吸收有关，利用TRAP组织化学染色的方法，比较分

析了 10周龄高钙磷饮食WT、p53+/-、1α（OH）ase-/-和

1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠破骨细胞骨吸收的变化。结

果显示：与WT小鼠相比，p53+/-小鼠TRAP阳性破骨

细胞无显著变化，1α（OH）ase-/-小鼠则显著增多。

而与1α（OH）ase-/-小鼠相比，1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠

TRAP阳性破骨细胞（图 4A、B）显著减少。这些结

果证明 p53半剂量缺失能够减少 1，25（OH）2D3缺乏

引起的破骨细胞骨吸收。

2.5 p53半剂量缺失对活性维生素D缺乏小鼠骨组

织氧化损伤的影响

为研究p53半剂量缺失改善活性维生素D缺乏

引起的骨质疏松是否与抗氧化能力增强有关，利用

DCF⁃DA标记、流式细胞检测和Western blot，比较分

析了 10周龄高钙磷饮食WT、p53+/-、1α（OH）ase-/-和

1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠骨髓细胞活性氧（reactive
oxygen species，ROS）和骨组织抗氧化酶 SOD1蛋白

表达水平的变化。结果显示：与WT小鼠相比，p53+/-

小鼠ROS水平降低、SOD1蛋白表达水平增加。而

与1α（OH）ase-/-小鼠相比，1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠活

性氧ROS水平（图 5A、B）显著降低、SOD1蛋白表达

水平（图5C、D）显著增加。这些结果证明p53半剂量
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A：Representative micrographs of total collagen（T⁃col）staining of the tibias（×50）. B：Representative X⁃ray radiographs of the femurs. C：Represen⁃
tative images of micro⁃CT⁃scanned sections of 3D reconstructions of the femurs. D：Statistical diagram of tibia bone volume relative to total volume（BV/
TV，%）. E：The femur bone volume relative to total volume（BV/TV，%）. Compared with the WT group，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；compared
with the 1α（OH）ase-/-group，#P < 0.05，##P < 0.01（n=5）.

图2 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠骨矿化和骨容量的影响

Figure 2 Effects of half⁃dose deletion of p53 on bone mineralization and volume in 1，25（OH）2D3 deficient mice
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缺失能够纠正活性维生素D缺乏引起的骨质疏松与

抗氧化能力增强有关。

3 讨 论

维生素D缺乏和不足是一个全球性的健康问

题，维生素D缺乏与多种急慢性疾病有关，包括免疫

性疾病、骨软化、肿瘤和心血管疾病等［18-19］。维生素D
代谢物1，25（OH）2D3的主要作用是刺激肠道对钙的

吸收，维生素D缺乏的后果是继发性甲状旁腺功能

亢进和骨质流失，导致骨质疏松和骨折［20-21］，然而具

体的分子机制尚不清楚。本研究使用已经较为成

熟的活性维生素D缺失小鼠模型，即 1α（OH）ase基
因敲除小鼠［1α（OH）ase-/-］，以进一步验证活性维

生素D缺失导致骨质疏松的分子机制。

骨质疏松是衰老相关疾病，而 p53⁃p21是介导

衰老的经典通路之一，先前研究已经证明 p53基因

敲除小鼠骨容量增加［10］。因此设想p53敲除能够纠

正活性维生素D缺失导致的骨质疏松表型。由于

p53-/-小鼠仅能存活 6个月，为排除肿瘤的影响，本

研究使用 p53半剂量缺失的 1α（OH）ase-/-p53+/-小

A：Representative HE staining of mouse tibias（×100）. B：Representative ALP stained trabecular bone area of mouse tibias（×400）. C：Immunohis⁃
tochemical staining for Col⁃Ⅰ（×100）. D：Quantitative analysis of the number of osteoblasts per tissue area（N.Ob/T.Ar，#/mm2）. E：Quantification of
ALP positive area. F：Quantification of Col⁃Ⅰ positive area. Compared with the WT group；*P < 0.05，**P < 0.01；compared with the 1α（OH）ase-/-group，
#P < 0.05，##P < 0.01（n=5）.

图3 p53半剂量缺失对活性维生素D缺乏小鼠成骨细胞骨形成的影响

Figure 3 Effects of half⁃dose deletion of p53 on bone formation by osteoblasts in 1，25（OH）2D3 deficient mice
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鼠模型。

活性维生素D生物学效应的发挥既有VDR介

导的直接作用，也可有细胞外钙磷介导的间接作

用，而活性维生素D调节骨矿化的经典作用是通过

提高细胞外钙磷水平［22］。1α（OH）ase基因敲除小鼠

表现为血清低钙低磷且无活性维生素D，为了排除

钙磷的影响，给予各组小鼠高钙高磷饮食。结果发

现，高钙磷饮食喂养后，WT和p53+/-小鼠血清钙、磷、

1，25（OH）2D3和PTH水平在正常范围内；1α（OH）ase-/-

小鼠、1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠的血清钙、磷和PTH可

以被高钙磷饮食矫正至正常水平，仅表现为无血清

1，25（OH）2D3。此模型观察了活性维生素D缺乏对

骨质疏松的影响。结果发现：活性维生素D缺乏小

鼠骨容量和矿化程度较WT小鼠明显减少，但p53半

剂量缺失能够明显增加活性维生素D缺乏小鼠的骨

容量及骨矿化程度。骨量的增加可能与成骨细胞

骨形成增加有关，也可能与破骨细胞骨吸收的减少

有关。因此检测了各组小鼠成骨细胞骨形成和破

骨细胞骨吸收的变化。结果显示1α（OH）ase-/-小鼠

表现为骨形成明显降低，破骨细胞骨吸收显著增

加，p53半剂量缺失能增加活性维生素D缺乏小鼠

骨形成，也能降低破骨细胞骨吸收。

大量的研究证实活性维生素D具有保护正常细

胞免受氧化应激攻击的作用。补充活性维生素D能

够显著提高红细胞的 SOD和过氧化氢酶活性［23］。

氧化应激抑制骨形成，导致骨损伤，而抗氧化剂补

充能够促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化，抑

制破骨细胞活性，从而预防骨质疏松的发生［24］。研
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A：Representative micrographs of tibial sections were stained histochemically for tartrate⁃resistant acid phosphatase（×400）. B：Quantitative analysis
of the number of osteoclasts per tissue area（N.Oc/T.Ar，#/mm2）. Compared with the WT group，*P < 0.05；compared with the 1α（OH）ase⁃/⁃ group，
#P < 0.05（n=5）.

图4 p53半剂量缺失对1，25（OH）2D3缺乏小鼠破骨细胞骨吸收的影响

Figure 4 Effects of half⁃dose deletion of p53 on bone resorption by osteoclasts in 1，25（OH）2D3 deficient mice
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A：Representative graphs of flow cytometry analysis of bone marrow cells for DCF⁃DA. B：ROS levels were assessed by mean fluorescence intensity
analysis. C：Western blot of bone extracts for the expression of SOD1. D：The SOD1 protein relative levels to β⁃actin were assessed by densitometric
analysis. Compared with the WT group，*P < 0.05，**P < 0.01；compared with the 1α（OH）ase-/-group，#P < 0.05（n=5）.

图5 p53半剂量缺失对活性维生素D缺乏小鼠骨组织氧化损伤的影响

Figure 5 Effects of half⁃dose deletion of p53 on oxidative damage to bone tissue in 1，25（OH）2D3 deficient mice
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究表明，当细胞产生的ROS水平高于自身清除能力

时，会发生氧化应激反应，导致端粒氧化、DNA损

伤，并激活ATM激酶活性，促进组蛋白H2AX的磷

酸化，直接或间接使p53发生磷酸化，上调p53的活

性，促进细胞衰老［25-27］。本研究中，活性维生素D缺

乏小鼠细胞ROS水平明显升高，抗氧化酶 SOD1表
达降低，而 p53半剂量缺失能够较好地纠正活性维

生素D缺乏小鼠的高氧化应激水平。

综上所述，当给予 1α（OH）ase-/-p53+/-小鼠高钙

磷补充后，随着血清钙、磷和PTH水平纠正，p53半
剂量缺失则呈现了其在改善活性维生素D缺失引起

的骨质疏松中的纠正作用，包括抑制氧化应激，促

进成骨细胞骨形成，抑制破骨细胞骨吸收。因此，

p53半剂量缺失可通过增强抗氧化能力纠正 1，25
（OH）2D3缺乏小鼠的骨质疏松。
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