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摘 要 目的：探讨小分子胰高血糖素样肽1受体（GLP-1R）激动剂6，7-二氯-2-磺酰烷基-3-仲烷氨基喹喔啉（DMB）对骨质疏松

模型小鼠的改善作用。方法：将C57BL/6J小鼠随机分为假手术组、模型组、阳性对照组（17β-雌二醇，10 μg/kg）和DMB组（1 mg/kg），

每组10只。假手术组小鼠行双侧剖腹术但不摘除卵巢，其余各组小鼠行双侧卵巢切除术以复制骨质疏松模型。术后第4周，假手

术组、模型组小鼠灌胃等体积橄榄油，各给药组小鼠灌胃相应药物，每日 1次，连续 8周。末次给药后，采用计算机断层扫描

（Micro-CT）仪检测各组小鼠股骨骨微结构、骨矿密度（BMD）、骨矿含量（BMC）及骨形态参数[骨组织体积分数（BV/TV）、骨小梁

厚度（Tb.Th）、骨小梁数（Tb.N）和骨小梁间距（Tb.Sp）]；采用酶联免疫吸附试验法检测各组小鼠血清中骨形成指标[骨特异性碱性

磷酸酶（BALP）、骨保护素（OPG）]和骨吸收指标[抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）和Ⅰ型胶原蛋白C末端交联肽（CTX-Ⅰ）]的表达水

平；采用三点弯曲试验法检测各组小鼠股骨的生物力学参数（最大载荷、刚度、应力和杨氏模量）。结果：假手术组小鼠股骨的骨小

梁数量多、壁厚、形态结构完整、排列紧密有序、呈网状，骨微结构和骨量正常。与假手术组比较，模型组小鼠股骨的骨小梁数量减

少、厚度变薄、扭曲或断裂，且骨小梁间隙增大，骨微结构恶化，骨量减少；BMD、BMC、BV/TV、Tb.Th、Tb.N和股骨的生物力学参

数均显著降低，Tb.Sp和血清中BLAP、OPG、TRAP、CTX-Ⅰ水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，阳性对照组和

DMB组小鼠骨量增加，骨小梁数量、厚度、形态等部分恢复；BMD、BMC、BV/TV、Tb.Th、Tb.N和股骨的生物力学参数均显著升高

（P＜0.05或 P＜0.01），Tb.Sp 和血清中 BLAP、OPG 水平均显著升高（P＜0.01），TRAP、CTX-Ⅰ水平均显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01）。结论：DMB可通过增加骨量、改善骨微结构、升高骨形成相关指标的表达和骨生物力学参数以及降低骨吸收相关指标的

表达，来发挥改善小鼠骨质疏松的作用。

关键词 6，7-二氯-2-磺酰烷基-3-仲烷氨基喹喔啉；胰高血糖素样肽1受体；受体激动剂；骨质疏松症；小鼠
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the improvement effects of small-molecule glucagon-like peptide-1 receptor （GLP-1R）

agonists（6，7-dichloro-2-methylsulfonyl-3-N-tert-butylaminoquinoxaline，DMB）on osteoporosis model mice. METHODS：C57BL/

6J mice were randomly divided into sham operation group，model group，positive control group（17β-estradiol，10 μg/kg）and

DMB group（1 mg/kg），with 10 mice in each group. The sham operation group received bilateral laparotomy without ovariectomy，

and the other groups received bilateral ovariectomy to reproduce the osteoporosis model. At 4th week after operation，sham

operation group and model group were given constant volume of florence oil intragastrically；administration groups were given

relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 8 weeks. After last medication，Micro-CT was used to detect the

femur microstructure，bone mineral density（BMD），bone mineral content（BMC）and bone morphometric parameters [bone tissue

volume fraction（BV/TV），trabecular thickness（Tb.Th），trabecular number（TB.N）and trabecular spacing（Tb.Sp）]. ELISA assay

was used to detect the expression of bone formation indexes [bone specific alkaline phosphatase（BALP），osteoprotegerin（OPG）]

and bone resorption indexes [tartrate resistant acid phosphatase（TRAP）and C-terminal cross-linked peptide of type Ⅰ collagen

（CTX-Ⅰ）]. Three-point bending test was used to detect biomechanical parameters（maximum load，stiffness，stress and Young’s

modulus）of femur of mice in each group. RESULTS：In sham operation group，trabeculae were numerous，thick，complete in

morphological structure， well-organized and reticular； bone

microstructure and bone mass were normal. Compared with

sham operation group， the number of trabecular bone

decreased，the thickness became thinner，twisted or broken，

and the trabecular space increased； the bone microstructure
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相关研究发现 ，肠促激素胰高血糖素样肽 1

（GLP-1）及其受体（GLP-1R）可参与成骨细胞和破骨细

胞的分化与功能调节，影响机体骨代谢平衡 [1 － 2]，故

GLP-1R 激动剂已成为治疗骨质疏松的候选药物。然

而，骨质疏松是一种慢性的、老年性疾病，患者需要长时

间使用药物进行治疗 [3]。现有的天然 GLP-1 及肽类

GLP-1R激动剂的稳定性差、制备困难且价格昂贵，加之

需要注射给药，使得其临床应用受到一定限制[4－5]。6，7-

二氯 -2-磺酰烷基 -3-仲烷氨基喹喔啉（6，7-dichloro-2-

methylsulfonyl-3-N-tert-butylaminoquinoxaline，DMB）是

一种小分子 GLP-1R 激动剂，其合成工艺简单、稳定性

好、可口服，体内外研究均提示其具有降糖活性[6－7]；另

有研究发现，其还能促进内源性GLP-1与其受体结合，

增强GLP-1的体内活性[7]。本课题组前期预实验结果显

示，DMB可显著降低去卵巢诱导的骨质疏松模型小鼠

的骨吸收标志物水平，并上调骨形成标志物水平。然

而，DMB 是否与肽类激动剂类似，可参与骨代谢的调

节，目前尚未见相关研究报道。基于此，本研究探讨了

DMB对骨质疏松模型小鼠骨微结构、骨矿密度（BMD）、

骨矿含量（BMC）、骨形态参数、骨形成和骨吸收相关指

标及骨生物力学参数的影响，以期为小分子GLP-1R激

动剂治疗骨质疏松症提供参考依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器有：AL104型万分之一电子

天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）、SmarT-R17型高速冷冻

离心机（韩国 Hanil 公司）、ELx800型全自动酶标仪（美

国 BioTek 公司）、Inveon 型微计算机断层扫描（Micro-

CT）仪（德国Siemens公司）、MTS BioNix 858 Ⅱ型万能

材料测试仪（美国MTS公司）。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用的主要药品与试剂有：DMB对照品（北

京亿思研科技开发中心，纯度≥98％），戊巴比妥钠原料

药、17β-雌二醇（E2）原料药（美国Sigma公司，批号分别

为127K1005、E-8875，纯度均不低于98％），RNA微量提

取试剂盒（美国Promega公司，批号Z3100），逆转录试剂

盒、SYBR Premix Ex Taq 酶（日本 TaKaRa 公司，批号分

别为BK1501、AKA906），橄榄油（国药集团化学试剂有

限公司，批号 20170422），血清骨特异性碱性磷酸酶

（BALP）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（上海远慕

科技有限公司，批号 20180124），抗酒石酸酸性磷酸酶

（TRAP）ELISA试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，批

号180223），骨保护素（OPG）ELISA试剂盒（深圳子科生

物科技有限公司，批号181031），Ⅰ型胶原蛋白C末端交

联肽（CTX-Ⅰ）ELISA试剂盒（南京信帆生物技术有限公

司，批号 180411），去离子水；其余试剂均为分析纯或实

验室常用规格。

1.3 动物

本研究所用的动物为SPF级雌性C57BL/6J小鼠，6

周龄，体质量为 13～15 g，由空军军医大学实验动物中

心提供，动物生产许可证号为SCXK（陕）2014-002。所

有小鼠均饲养于温度（21±2）℃、相对湿度50％、12 h光

暗交替的环境下，并自由饮食、饮水。

2 方法

2.1 分组、造模与给药

将小鼠适应性喂养1周后，取40只腹腔注射戊巴比

妥钠（40 mg/kg）进行麻醉，然后分为假手术组、模型组、

阳性对照组（E2，10 μg/kg）和DMB组（1 mg/kg），每组 10

只。其中，假手术组小鼠行双侧剖腹术但不摘除卵巢，

其余各组小鼠行双侧卵巢切除术以复制骨质疏松模

型。术后第4周，阳性对照组和DMB组小鼠灌胃相应药

物溶液 10 mL/kg（以橄榄油为溶剂配制，剂量参考文

献[7]及本课题组前期预实验结果），假手术组和模型组

小鼠灌胃给予等体积橄榄油，每日1次，连续给药8周。

2.2 小鼠股骨骨微结构、BMD、BMC 和骨形态参数

检测

各组小鼠末次给药后，腹腔注射戊巴比妥钠（40

mg/kg）进行麻醉，并通过 Micro-CT 仪扫描其股骨的微

deteriorated and the bone mass decreased；BMD，BMC，BV/TV，Tb.Th，Tb.N and biomechanical parameters of femur were

decreased significantly，while Tb.Sp and serum levels of BLAP，OPG，TRAP and CTX-Ⅰ were increased significantly（P＜0.05

or P＜0.01）. Compared with model group，the bone mass of positive control group and DMB group were increased，while the

number，thickness and shape of trabecular bone partially recovered；BMD，BMC，BV/TV，Tb.Th，Tb.N and biomechanical

parameters of femur were increased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）；Tb.Sp，serum levels of BLAP and OPG were increased

significantly （P＜0.01）， while the levels of TRAP and CTX- Ⅰ were decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）.

CONCLUSIONS：DMB can improve osteoporosis by increasing bone mass， improving bone microstructure， increasing the

expression of bone formation related indexes and biomechanical parameters and decreasing bone resorption related indexes.

KEYWORDS 6， 7-dichloro-2-methylsulfonyl-3-N-tert-butylaminoquinoxaline； Glucagon-like peptide-1 receptor； Receptor

agonist；Osteoporosis；Mice
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结构，并导出图片；然后采用 Inveon Research Workplace

2.2软件分析扫描数据并进行三维（3D）重建小鼠股骨干

骺端，获取小鼠股骨的BMD、BMC和骨形态参数[包括

骨组织体积分数（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁

数（Tb.N）和骨小梁间距（Tb.Sp）]。

2.3 小鼠血清中骨形成和骨吸收指标检测

采用ELISA法进行检测。“2.2”项实验结束后，各组

小鼠摘眼球取血适量，于 4 ℃下以 3 000 r/min 离心 20

min，分离血清。采用酶标仪检测各组小鼠血清中骨形

成指标（BALP、OPG）和骨吸收指标（TRAP、CTX-Ⅰ）的

水平，严格按照相应试剂盒说明书方法操作。

2.4 DMB对骨质疏松模型小鼠股骨骨生物力学参数的

影响考察

采用三点弯曲试验法进行检测。各组小鼠取血后

脱颈椎法处死，剥离股骨，并用浸有生理盐水的纱布包

裹，于－80 ℃冻存。临检测时，将股骨样品解冻1 h后，

置于万能材料测试仪的支架上（跨距设置为10 mm），向

股骨施加载荷（速度设置为1.2 mm/min）直到骨折；然后

采用Test Star Ⅱ软件绘制小鼠股骨载荷-变形曲线，并分

析其最大载荷、刚度、应力和杨氏模量等骨生物力学

参数。

2.5 统计学方法

使用GraphPad Prism 5软件对数据进行统计分析。

计量资料以 x±s 表示，组间比较采用方差分析。P＜

0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 DMB对骨质疏松模型小鼠股骨骨微结构的影响

假手术组小鼠股骨的骨小梁数量多、壁厚、形态结

构完整、排列紧密有序、呈网状，骨微结构和骨量正常；

与假手术组比较，模型组小鼠股骨的骨小梁数量减少、

厚度变薄、出现扭曲或断裂，且骨小梁间隙增大，骨微结

构恶化，骨量减少；与模型组比较，阳性对照组和DMB

组小鼠骨量增加，骨小梁数量、厚度、形态等部分恢复，

详见图1。

3.2 DMB对骨质疏松模型小鼠股骨BMD、BMC和骨

形态参数的影响

与假手术组比较，模型组小鼠的 BMD、BMC、BV/

TV、Tb.Th、Tb.N 均显著降低，Tb.Sp 显著升高（P＜0.05

或P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组和DMB组小鼠

的 BMD、BMC、BV/TV、Tb.Th、Tb.N 均显著升高（P＜

0.05），Tb.Sp显著降低（P＜0.05），详见表1。

3.3 DMB对骨质疏松模型小鼠血清中骨形成和骨吸收

指标的影响

与假手术组比较，模型组小鼠血清中的 BALP、

OPG、TRAP、CTX-Ⅰ水平均显著升高（P＜0.05或 P＜

0.01）；与模型组比较，阳性对照组和DMB组小鼠血清中

BALP、OPG水平均显著升高（P＜0.01），TRAP、CTX-Ⅰ

水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），详见表2。

3.4 DMB对骨质疏松模型小鼠股骨骨生物力学的影响

与假手术组比较，模型组小鼠股骨的最大载荷、刚

度、应力、杨氏模量均显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，阳性对照组和DMB组小鼠股骨的上述骨生物力学

指标均显著升高（P＜0.05），详见表3。

A.假手术组

图1 各组小鼠股骨Micro-CT扫描图和3D重建干骺端图

Fig 1 Micro-CT images and 3D reconstruction of metaphyseal region of mice in each group

Micro-CT扫描图

3D重建干骺端图

B.模型组 C.阳性对照组 D. DMB组

表 1 各组小鼠BMD、BMC和骨形态参数的测定结果

（x±±s，n＝10）

Tab 1 BMD，BMC and bone morphometric parame-

ters of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别

假手术组

模型组

阳性对照组

DMB组

BMD，mg/cm3

1 568.51±25.66

1 317.43±19.11＊＊

1 434.23±21.52#

1 416.37±29.40#

BMC，g

0.58±0.17

0.19±0.10＊＊

0.32±0.14#

0.35±0.12#

BV/TV，％

18.54±0.63

7.36±1.21＊＊

14.65±2.01#

12.43±1.58#

Tb.Th，mm

0.052±0.003

0.041±0.002＊

0.047±0.001#

0.046±0.002#

Tb.N，mm－1

3.84±0.31

1.58±0.28＊＊

2.39±0.24#

2.63±0.32#

Tb.Sp，mm

0.21±0.02

0.65±0.10＊＊

0.41±0.06#

0.37±0.05#

注：与假手术组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.05
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表3 各组小鼠股骨骨生物力学参数的测定结果（x±±s，

n＝10）

Tab 3 Biomechanical parameters of femur in mice of

each group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
阳性对照组
DMB组

最大载荷，kg·m/s2

18.23±0.32

10.01±0.21＊＊

14.82±0.31#

13.45±0.28#

刚度，N/mm

84.81±3.33

56.37±2.94＊＊

79.61±3.17#

62.83±1.73#

应力，MPa

24.44±1.23

11.08±1.78＊＊

16.53±0.29#

14.63±1.53#

杨氏模量，MPa

9.11±0.87

3.45±0.10＊＊

6.51±0.11#

5.67±0.32#

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05

4 讨论

目前，肽类GLP-1R激动剂如艾塞那肽、利拉鲁肽、

索马鲁肽等，主要用于2型糖尿病的临床治疗，其给药方

式主要是皮下或肌内注射，但患者使用不便且依从性很

差[5，8]。虽然在 2019年 9月索马鲁肽的口服制剂被批准

上市，但是其药物剂量约是皮下注射剂量的数十倍，且

价格非常昂贵[9]。现有GLP-1R激动剂中，根据化学结构

可分为一氧二氮杂蒽类、硝基吡唑类、喹喔啉硫醚类、亚

胺噻唑烷酮类、环丁烷类和喹喔啉类等，体外研究显示，

一氧二氮杂蒽类、硝基吡唑类和喹喔啉硫醚类化合物均

能与GLP-1R竞争性结合[10]，但尚无体内活性的研究报

道。此外，亚胺噻唑烷酮类化合物本身并无任何活性，但

当其与GLP-1R结合后，可增加GLP-1的生物活性[10－11]；

环丁烷类化合物（如Boc5）虽然具有体内降糖活性，但是

其合成制备工艺复杂[11]，因此开发价值有限；喹喔啉类

化合物DMB可通过激活GLP-1R，促进胰岛细胞系分泌

胰岛素和改善正常小鼠糖耐量，同时还可增加GLP-1对

其受体的亲和力[6－7]，具有一定的开发潜力。

研究发现，GLP-1及其受体的信号转导通路参与了

骨代谢过程[12－14]，如GLP-1受体激动剂可通过激活胰岛

素样生长因子 1/磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶B（IGF-1/

PI3K/Akt）信号通路，促进大鼠衰老成骨细胞的增殖[12]；

利拉鲁肽可刺激小鼠前成骨细胞 MC3T3-E1或人骨髓

基质细胞向成骨细胞的分化 [13]；GLP-1（7-36）酰胺和艾

塞那肽对骨吸收均具有抑制作用[13]。但小分子GLP-1R

激动剂DMB是否也参与骨代谢的调节尚不明确。

经双侧卵巢切除术建立的模型小鼠是研究中老年

女性绝经后骨质疏松较好的动物模型[15]。有研究指出，

骨质疏松患者由于生理性骨转换功能的改变，会降低骨

骼中BMC的水平，从而增加骨折的风险[16]；BMD可反映

骨质疏松的程度，也是预测骨折风险的重要依据之一[4]；

此外，骨微结构的恶化也是导致骨强度下降和骨折风险

增加的重要因素[3]。BALP、OPG是骨形成的标志物，其

中 OPG 由成骨细胞分泌，能调节破骨细胞的分化；

TRAP、CTX-Ⅰ是骨吸收标志物，TRAP可反映破骨细胞

活性及骨吸收状态，CTX-Ⅰ常用于评价抗骨吸收药物

的治疗效果[17－18]。在骨质疏松发生的过程中，上述生化

指标也会发生变化。

本课题组前期预实验结果发现，DMB（0.2、1、5

mg/kg）可随剂量增加而增加/降低骨质疏松模型小鼠血

清中BALP/TRAP水平，这提示其可影响小鼠的骨代谢

水平。基于此，本研究进一步探讨了DMB改善骨质疏

松的作用。结果显示，模型组小鼠经双侧卵巢切除后，

其骨量流失、骨微结构恶化，BMC、BMD和骨生物力学

参数均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），血清中 BALP、

OPG、TRAP、CTX-Ⅰ水平均显著升高（P＜0.05或 P＜

0.01），这是由于小鼠经双侧卵巢切除术后其体内雌激素

缺乏，从而会刺激骨形成、骨吸收指标水平的升高[10]；经

E2和DMB干预后，小鼠骨量增加，骨微结构改善，BMC、

BMD、骨生物力学参数和血清中BALP、OPG水平均显

著升高，而血清中TRAP、CTX-Ⅰ水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）。此结果与已报道的GLP-1R激动剂在

多种动物模型中的促成骨作用相一致[19－21]。

综上所述，DMB可通过增加骨量、改善骨微结构、

升高骨形成相关指标的表达和骨生物力学参数以及降

低骨吸收相关指标的表达来发挥改善骨质疏松的作

用。由于DMB是小分子化合物，其空间结构和肽类激

动剂不同，可能使其与GLP-1R的亲和力和内在活性与

肽类激动剂存在差异[22]。目前，多条信号通路已被证实

与GLP-1R介导的骨代谢调节作用有关，如蛋白激酶C-β2

（PKC-β2）[2]、IGF-1/IGF-1受体 [12]、PI3K/Akt 和细胞外因

子/β-联蛋白[13]通路等，而DMB改善骨质疏松作用是否

直接通过激动GLP-1R受体，或通过上述信号通路参与

骨代谢调节还有待进一步研究。
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