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c—Fos、c—Jun在兔成骨样细胞内的表达 

王卫华 于世凤 高 岩 庞淑珍 王 晶 

提要 用组织块移植法对兔颅骨细胞进行分离培养。相差显微镜观察，组织化学染色，免疫组织化学染色， 

mRNA原位杂交及体外钙化检测表明该细胞群符合成骨样细胞的特点。在此基础上用免疫组织化学SP法观察了 

c—Fos Jun在成骨样细胞内的表达及其与骨钙素合成的关系 结果显示c Fos Jun从第一代到第卜一代成骨样 

细胞内均有表达，且早期表述较多，可位于胞核、核膜及胞浆内。第六代 后的细胞仅胞浆着色 在c Fos Jun高 

表达时骨钙素合成减少 Fns Jun低表达时骨钙素合成增加，提示c Fos Jun对骨钙素具有负调控作用。本实 

验结果为c—Fos Jun参与骨代谢提供了直接证据，同时也为观测成骨细胞生长分化及其影响固素提供了有价值 

的指标．有助于促进牙周炎牙槽骨骨吸收机理及其它骨代谢相关研究。 
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Abstract ()steob1ast—like ce儿s from rabbit ca【vaia have been successfu】lv isotated by tissue explant cu【ture． 

In these cells，c—los and c—jun gene expression in the protein level and their relationships with osteocalein gene ex 

pression have been observed The results showed that c Fos and c Jun were expressed in the different passages 

fron-i the first to the e[eventh，and the expression feve r was higher in the first passage than in the[ater since six 

th．The stain coutd be found in nuclei，nuclear Rlemhrane and cyto plasm in the earlier passages In the later pasages 

on[y cyto plasm was stained in brown color When the c—Fos and c—Jun were expressed in the higher Leve r，the syn— 

thesis of osteocaldn decreased．These results provide direct evidence for the pacticipat[on of tbe c Fos and c Jun in 

bone metabolism and pwvide valuable wadiees for obsewing the growth and differentiation of osteoblast cells The 

c—Fos and c—Jun p[ay a great role in the study'of bone metabotism，such as the regulation of osteoclastic bone re— 

sorption and the mechanism of alveolar bone resarption in pe riodontitis． 
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c Fos、c—Jun分别由原癌基因c—fos，c jun 

编码，为核磷酸化蛋白，与DNA转录因子AP一 

1(activator protein 1)结合，参与细胞生长分化 

调控机制。许多骨代谢相关基因如骨钙素、I型 

胶原、基质金属蛋白胶原酶、基质溶解素、碱性 

磷酸酶等基因的启动子区均有AP一1结构。推 

车文为国家自然科学基金资助重点项LI 

怍者单位：100081北京医科大学口腔医学院病理研究室 

断c—Fos、c—Jun与骨代谢有关。’ ] 本文采用体 

外实验方法，观察c—Fos、c—Jun在兔颅骨分离 

培养之成骨样细胞的表达及其与骨钙素表达的 

关系，为进一步揭示c—Fos、c—Jun在骨代谢中 

的作用奠定基础，同时也为研究成骨细胞及其 

相关因素在骨代谢中的作用提供有价值的分析 
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指标。 

1 材料与方法 

1．1成骨细胞的分离及原代培养 

取出生24小时内日本大耳白兔4只．无菌 

下取颅骨．剥离软组织与骨膜。用D—hanks液 

洗净后．将其剪成0．3～0+5era 大小的骨组织 

块。用0．25 胰蛋白酶消化两次，弃上清。将骨 

块分散移于60mm的培养皿内．37c放置1．5 

～ 2小时，而后缓慢加入199培养液(内含胎牛 

血清10 ，青、链毒素各100U／m[)3ml。置CO 

孵箱．37C，饱和湿度下培养。 

1．2 成骨细胞的鉴定口 

培养细胞长满平皿后移去骨片，用0．25 

胰酶消化，制成细胞悬液．作传代培养。隔两天 

换新培养液，于细胞指数生长期将细胞种于消 

毒好的盖玻片上。培养48小时后取出盖玻片， 

分别行常规HE染色， 萘酚磷酸脂法碱性磷 

酸酶染色，甲苯胺蓝染色，爱尔新蓝染色，骨钙 

素免疫组化染色，I、Ⅱ型胶原地高辛标记 

mRNA原位杂交。为了检测成骨细胞的体外钙 

化能力，从接种当天开始采用特异性培养液进 

行培养即l99完全培养液，Vitc 50~g／m[， 甘 

油磷酸钠lmmo[，CaC1 100mg／L。隔天更换一 

次培养液。培养28天后取出盖玻片，95 乙醇 

圊定．用Alizarin red S方法进行钙染色。 

1．3 c Fos、c—Jun及骨钙素的免疫组化染色 

分别将第一代、第四代、第六化、第八代、第 

十一代成骨样细胞于指数生长期．用0．25 胰 

酶消化接种于四分之一大小盖玻片上。每代细 

胞按种盖玻片3张。48小时后取出盖玻片，用 

4 中性缓冲福尔马林固定l 分钟。用SP法 

行免疫组化染色 具体步骤如下：①甲醛固定后 

用PBS冲洗5分钟×3。②0．5 Triton x一100， 

RT．20分钟 ③BPS洗5分钟×2。④0．3 

HO30分钟 ⑤BPS洗5分钟×2。@正常血清 

封闭10分钟。⑦吸去血清滴加1抗。各种抗体 

的稀释度分别是c Fos 1：2O，c Jun l：10， 

骨钙素 l：100。4℃过夜。@滴加2抗univer 

sal biotinlated second antibodv 1：200稀释， 

20分钟 ⑧BPS洗5分钟×2。⑩滴加Strep— 

tavdin／per0xtdase conjugate．1：200稀释．20 

分钟。@BPS洗5分钟×2。@1)AB显色5分 

钟。棕黄色颗粒为阳 着色。刚时HJ PBS代替 

l抗作阴性对照。 

1抗c Fos Jun崔白抗体为多范隆．Sam 

Cruz产品。骨钙素抗 亦为多克隆．购自幅瑞 

公司。 

2 结果 

2．1 分离培养成骨样细胞的相差显微镜观察 

新生兔颅骨骨片贴壁培养7～1 0天， 有 

细胞从骨片移出。排列紧密．大多呈梭形 传代 

后细胞形态多样，可以是多边形、三角形、鳞片 

形、短梭形及海星状等 排列方式可以是分散交 

织状，亦可似上皮样集落生长 自u入ViiC．p甘 

油磷酸钠，细胞即呈复层生长．相 交织。来见 

拉网现象。 

2．2 分离成骨样细胞的组织染色及钙化染色 

HE染色：光镜下成骨样细胞呈娄圆形．多 

角形，三角形，长突起形等多种形态。胞核嗜碱 

性，单个，位于中央或一端，圆形或卵圆形。 

阿尔辛蓝染色：胞浆呈阳性着色 

甲苯胺蓝染色：细胞异染，胞浆呈紫色，胞 

核红染。 

碱性磷酸酶染色：部分细胞胞浆内出现黑 

色颗粒，见图1。 

骨钙素免疫组化染色：95 以上细胞胞浆 

着黄褐色，均匀分布，为阳性反应。PBS代替1 

抗对照片染色阴性。 

I、Ⅱ型胶原地高辛标记mRNA原位杂 

交：95 成骨样细胞I型胶原mRNA高强度表 

达，细胞胞浆内布满紫蓝色颗粒．而所有细胞Ⅱ 

型胶原mRNA阴性着色(见图2)。 

钙茜素红染色：细胞经前述特殊培养液连 

续培养28天后行Alizarin red S染色。细胞外 

可见橙红色颗粒出现．晕结节状．大小不等。有 

些染色均匀．有些染色呈细小颗粒状，有 呈同 

心圆结构(见图3 ) 

2．3 c Fos Jun在成骨样细胞内的表达 

从第一代到第十一代成骨样细胞内均有C— 

Fos，c Jun蛋白表达，且二者表达同步。早期培 
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养细胞第 叶 到第 代，匏核、棱睦、胞浆内均 

可着色，日染色较深 第六代以后成骨样细胞仅 

胞浆着色．且染色较第一代成骨样细胞明 减 

弱(见囝4、 5) 

2．4 C Fos，c J LIFI与骨钙素表达的关系 

第 代与第四代戏骨样细胞c Fos、C Jun 

染色较深而骨钙索免 组化着色较浅 培养第 

A代以旨成骨样细胞r Fos ljun染色较浅、 

但骨钙索着色较深 抒垦负相关(rE 6、 

7)。 

3 讨论 

成骨细胞不世分泌 基质参与成骨，同时 

也参与破骨细胞骨吸收功能的涮节，是骨代谢 

的主要功能细胞 }{前体外分离成骨细胞原代 

培养方法已基本建立．为体外研究骨代谢提供 

了有效手段。我“J采用组织块移植法分离培养 

丁新生兔颅骨细胞 牛甘差显微镜下观察，细胞胞 

体较托，细胞形态多样．町以是多边形、j角形、 

鳞片形、短梭形及海壁状不等，既可分散分布． 

亦可呈集落样生长；碱性磷酸酶染色部分细胞 

阳眭；甲苯胺蓝异染，爱尔新蓝弱阳性染色； 

9j 细胞I型胶原mRNA高表达．所有细胞Ⅱ 

删胶原mRNA原位杂交结果为阴性；{E胶原簧 

白骨钙索呈阳性表达；加入Vii(、．口甘油磷酸 

钠，细胞即呈复层生长．1f口 交织 ·可出现体外 

钙化。该细胞群符合成骨细胞的特点，称其为成 

骨样细胞。 

成骨细胞在体外其有分裂增殖能力，并且 

经历如下三个阶段： 生长增殖期；②细胞外基 

质成熟期{③细胞圳、基质钙化期 在不同的分化 

期有不同的骨代谢相美基围表达 

C los，c—jun为陕建 期基困．在刺激因子 

作用 r，具有在转录水甲陕速激活的特点．分别 

编码相应的棱磷酸化蛋白c Fos、c jun。萁功能 

的霞要性体现在不同种族问具有高度的保守 

性 如小鼠与凡类C Fos氨基酸序列有94 的 

l司源性 这两种原癌基因蛋白的主要功能医由 

8s个氨基酸组成．每隔7个氯基酸就有亮氯酸 

硅基的出现，称其为Leuci rte Z[pper，谈区为与 

I)NA结合的基本区域 c Fos可与c Jun结台 

形成异二聚体，而c Jun其能与其自身形成二 

聚体 c Fos与c Jun结合形成的异 聚体与 

[)NA的亲合力远远大于单纯c Jun． 聚体与 

DNA的亲合力，c Fos Jun复合物与DNA 

转录因子Af 1结台，参与细胞生 分化的转 

录调控机制 习前认为c Fos、 Jun调节成骨 

细胞的生长、分化主要基于F述实验： Dc fo 

为FBJ小鼠成骨肉瘤病毒的主要转化成份 

{os转基因小鼠骨与软骨组织成痫，而 它 

组织无可见效应” ④成骨细胞生长分化旺盛 

蕊域如胚胎骨牛长医驶中胚层阿状组织内有c 

Fos表达 。。①c tos基凼无效窦变后可致骨组 

织硬化 。@体外培养一1"-ViiD3、p-I'H、胰岛素 

样生长罔子能引起成骨样细胞12 Fos的快速表 

达 ．但对成骨细胞 理状态下c Fos的表 

达规律并未作系统探讨 我们用体外培养的方 

法观察r —Fos、c}un在免成骨样细胞内的表 

达情况及其与骨钙素表达的相关性。发现C 

Fos．c—Jut,在从第 ‘代到第十一代不同分化时 

期的成骨样细胞内均有表达．凡在培养早期表 

达较多，可位于咆梭、桉膜、咆浆内．而在培养较 

晚期仅在胞浆内表达．在c Fos—jun高表达 

时，骨钙素台成减少 说明c—Fos JIIFl表达对 

成骨样细胞台成非胶原基质骨钙素有一定的负 

凋控作用 骨钙素基因的启动于有兰1、AP 1 

医， Fos，c_lIlIn复☆物与AP一1医的结台．呵 

能影响J 骨钙素基因的启动、转录和翻译 本文 

结果为c Fos—Jun参与骨代谢提供_r直接旺 

据，同时也为观测成骨细胞生长分化及其影响 

_矧素提供r有价值的指标，有助于促进牙周炎 

牙槽骨骨吸收机理及其它骨代谢相关研究。 
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延边地区104铡糖屎病患者骨 含量硬骨夸童的j 守 

朴莲善 李钟范 张长义 林星子 

糖尿病患者由于胰岛素的绝对或相对缺乏．可继 

发骨质疏格，严重者可导致病理性骨折 目前用二维扫 

描单光子骨密度仪i划定糖尿病患者骨矿含_}i}(BMC)及 

骨密度([3MD)的报道甚步．对延进地区糖屁病患者的 

JIMC与BMD的测定尚无报道。为此，我们对延边地区 

104例糖犀病患者进行了桡骨BMC与HMD的测定， 

为临席早期诊治糖尿病骨质疏松提供一定的理论依 

据 

本文对以wH{)诊断标准确 的104例糖尿病患 

者(年龄在26～69岁．平均51．6岁，病程在2个』=I～ 

1s年)，厦246例健康凡进行BMC与BMD测定，采f{j 

棱工业部北京榜仪器厂生产的HR 6012型二维扫描单 

光予骨密鹿仪，以右侧前臂桡骨远倒15 处，侥骨中下 

』，3交界处为测定点，测定BMC i BMn 

结果表明，朝鲜族男性与朝鲜族女性糖展病患卉 

表1 朝、汉两民旗男性糖尿病患者 

BMD测定结果 

佧卉甲付：1： - 蜒曲医 。 皖附属雕院内甘沁内科 

f{M 0iI；MD均低丁 常对 组，汉旌异性 与仅旅女 

性BMC与BMD均低}if-常对旦酲组 朝鲜族与汉族糖 

犀痫之间BML l{M】)无蔗异(表1．盏2 。 

表2 剌、诬两f 藏女性糖埭病患者 

I{MI)删定结果 

年正面过删定延选地区朝 议旌糖原病患青的 

BMC与BMD．可知糖擐瘸患者 『̈继发骨质疏抡。朝鲜 

族与议旌两个民族之 BMC i BMI)无差舁，造可能 

与饮食习惯、生浯方式、生活环境等在延边地区朝、捉 

两个民族之问无明显差异有关 

糖犀病患者继发骨厦疏格的机理尚 卜分清楚 

目前认为 胰岛素缺乏导致骨蛋由台成减少．基质台 

成障碍．骨盐减 悼一VitI)结台受n降低．1，25二羟 

13 水平F降有关．另外糖 病凡哥4、彗对钙磷重嗳收 

降低而致骨质疏枷。≮献搬道， 质嘬收、 3 ) 疗能在 

x 【：托出．田此，采n1 地丁骨密啦惯涮定gMC j 

【{M1)对’ 辟It每断 ’ 睹 I蜥 1I I 11j；} r精0，F埔rJ：胥鹱 

航 “ 宅 f t 
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插页1 

c—Fos，c—Jun在免成骨样细胞内的表达 

图l 成骨样细胞碱性磷酸酶 

染色阳性 ×300 

j 

图3 第一代戚骨样细胞c Fos阳性表达 

胞桉、棱膜、胞浆均可着色 ×150 

囝5 第一代成骨样细胞骨钙索弱阳性表达 

×300 

枣 兰 

正文见第30页 

图2 成骨样细胞特殊培养28天后 

的钙茜素红染色 ×300 

嵩 j：参 
一  

圈4 第十一代成骨样细胞c—Fos阳性表达 

但仅胞浆着色 ×150 

l l _ i羹 羹 
图6 第六代成骨样细胞骨钙素阳性表达 

×300 
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