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雌二醇对人成骨细胞增殖及基质金 

属蛋白酶活性的影响 

叠 杨学辉剥、德娟李恩 摘要本文报遭了雌二醇对悻外分离培养的人成骨细胞增殖的影响，SDS- Gel—PAGE电泳及固体腔原一羟脯氨酸测定法测定成骨细胞基质金属蛋白酶 (MMPs)活性。结果表明：低浓度雌二醇对人成骨细胞有刺激增殖的作用，1．3× 10-7M时刺激作用最强，浓度过高则抑制细胞增殖，成骨细胞的分化则随着雌二 醇浓度的增加而分化越好，随雌激素浓度增加成骨细胞MMP活性也相应增大 
与分化程度一致 

Effect of estrogen oil proliferation and differentiation of 

human~ateoblast and expression of matrix metallopvoteinas~／n vitro 
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Abstract By use of cell culture technique8 in vitro．we obtained human osteoblast and observed the 

proliferation and differentiation of human osteoblast and expression of matrix metalloprotelnase 

(MMP)．The result showed that estrogen stimulates cell proliferation at low concentration．induces cell 

ditferentiatinn and enhances MMP expression at high concentration． 

雌激素调节骨代谢，雌激素缺乏可导致动 

物及绝经后妇女的高转换型骨质疏松 。实验 

资料已表明雌激素受体存在于成骨细胞中 ， 

在体外可促进成骨细胞的增殖，在体内可通过 
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成骨细胞产生细胞因子及基质金属蛋白酶影响 

破骨细胞的活性 。本文利用体外培养的人成 

骨细胞+观察雌二醇对其增殖及分化的影响，以 

进一步研究雌激素调节骨代谢的机理。 

1 材料与方法 

1．1 人成骨细胞分离培养 

取引产胎儿头盖骨，用0．25 胰酶冲洗清 

除脂肪和软组织，剪成1～3mm。的小块+加 

0．1 胶原酶消化45分钟+吸去胶原酶+用无血 

清 的 DMEM 培养基冲洗，置 15 FCS— 

DMEM培养基中贴壁培养。 

1．2 雌二醇对人成骨细胞增殖分化的影响 

0．25 胰酶消化贴壁培养的细胞，离心收 
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集细胞，用含1 5 FCS的DMEM调整细胞浓 

度为1 X l0 个／ml，接种于 96孔培养板上， 

0．2ml／孔，培养 24小时细胞贴壁后，吸去培养 

基，分别加入无血清雌二醇浓度为0，6．5 X 

10一 ，6．5×10 。，1．3×10 ．1．3X10 ，3．25 

×10_。，6．5×1O ，3．25×1O M 的培养基 

0．2ml，每种浓度4孔，继续培养68小时，吸出 

培养基用于MMPs酶活性及碱性磷酸酶活性 

的测定。每孔加入0．]ml无血清DMEM，再加 

入10ul MTT(浓度5 mg／m1)，继续培养4小时 

后，加入溶解液0．1 rot／孔(40 g SDS溶于 200 

ml 50 二甲基甲酰胺一2 冰醋酸溶液)室温放 

置2小时后，于570nm处测光吸收，分析细胞 

增殖状况。采用氨基氨替比林测酚法测定碱性 

磷酸酶活性。 

1．3 成骨细胞基质金属蛋白酶活性的测定一 

用1．2中收集的培养基，在含0．2 明胶 

的 sDsmPAGE上电泳，电泳完毕，用 2．5 

Triton)(一100洗涤2次，每次15分钟，蒸馏水 

洗涤3次，每次5分钟，然后加入50ml反应液 

(50 mmol Tris，50 mmol CaCI，pH 7．8)37℃摇 

床反应 20小时，吸出反应液，蒸馏水洗涤3次， 

每次5分钟，考马斯亮蓝染色，观察结果。 

采用固体胶原法即成骨细胞培养上清0．1 

ml加入 200 g固体胶原在 50 mmol Tris，50 

mmo[CaCI2，500 mmol NaCI，pH 7．8的缓冲液 

中37℃水解4小时，(空白对照不加CaC| 改加 

20 mmol EDTA)8000 r／min离心去除沉淀，取 

上清0．25 ml加6NHC1 0．25ml，120 c水解 15 

小时后，用NaOH调pH 6．0，测水解液羟脯氨 

酸量(t~mol／m1)估计MMP活性。 

2 结果 

2．1 雌二醇对成骨细胞增殖及分化的影响 

如表 1和2所示，低浓度的雌二醇对成骨 

细胞有刺激增殖的作用，1．3×l0 M刺激作 

用最强，浓度增加则细胞增殖率降低，以平均每 

OD值的ALP单位数来分析成骨细胞分化，发 

现低浓度雌二醇对成骨细胞分化影响不大，增 

加浓度可促进其分化，1．3×10 M刺激时其 

作用最强。 

表 1 雌二醇对人成骨细胞增殖的影响(570 13．m OD值) 

注 与对照组比较*P<O．O5，-·P<O．01 
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2．2 对成骨细胞基质金属蛋白酶活性的影响 

SDS—Gel—PAGE法 测 定 酶活 性 时，在 

72KD处呈现白色的条带，利用固体胶原酶法 

测定培养上清MMP水解固体胶原产生游 

HPY的量以估计酶活性，结果如表3，雌激素 

可提高成骨细胞培养上清中MMP的活性，与 

成骨细胞增殖分化程度一致。 

衰3 雌二醇对成骨细胞MMP活性的影响 

注 与对照组比较*P<O．05 

3 讨 论 

在成年骨骼中，骨的重建仅发生在有骨吸 

收的部位，包括激活期，骨吸收期，骨形成期和 

静止期 ]。成骨细胞和破骨细胞的作用相互协 

调维持骨代谢的平衡 一般认为，成骨细胞主要 

负责骨形成，破骨细胞负责骨吸收，但二者又相 

互依赖相互促进其功能。体外实验发现纯化的 

破骨细胞不能形成骨吸收凹陷，加入成骨细胞 

后即能进行骨吸收。成骨细胞还能分泌M CSF 

诱导破骨细胞的形成及维持其存活和功能 j。 

骨吸收激素PTH的受体存在于成骨细胞中一 ， 

也说明这一点。在骨吸收过程中，骨基质蛋白的 

降解主要是基质金属蛋白酶的作用 ，体外实 

验中加入四环素抑制MMP的合成，则不能形 

成骨吸收凹陷。骨吸收的首要条件是通过破骨 

细胞整合素受体吸附于骨表面，推测成骨细胞 

分泌MMP部分降解基质蛋白，暴露出整合素 

结合的RGD区，促进破骨细胞在骨表面的吸 

附，从而开始骨吸收过程。临床资料及动物实验 

表明，雌激素缺乏导致高转换型骨质疏松，雌激 

素替代可治疗绝经后骨质疏松，但其作用机理 

尚未十分清楚。本文以体外培养的人成骨细胞 

为材料，研究雌激素对成骨细胞增殖分化及 

MMP活性的影响，结果表明，雌激素可刺激成 

骨细胞的增殖及分化，有利于成骨作用，提高 

MMP活性有利于降解基质蛋白促进破骨作 

用，与绝经后高转换型骨质疏松一致。 

参 考 文 献 

1 Mandagas SC、Jilka RL．Bone ㈨ ~ytokJnes and bone 

remodetlng．N EngtjMed，1995·332：305·311． 

2 Eriksen EF，Cotward DS，Bery NJ，Graham ML．Estrogen一 

pt0rs in aorm~l osteo'blast—like cetls． Scien~ ，1988， 

241：84 86． 

3 Bo rd S．Homer A，Hemh~、RM ，et a1．production ot colla． 

genase hy human osteohlasts ar osteovlasts in m  Bone， 

1996．19：35·40． 

4 Mansell JP，Tariton JF，Bailey AJ，Expression of getatirms 

es within the trahecutar hone compartment of ovariec— 

tomized and parathyroidectomized adult／emale Bone． 

1997，20(6)：533—538 

5 Caaalis E．Mechanisms of gtueocorticold act／on in bo ：lm- 

ptications to gtueoco rtlcoid—induced osteoporosis 1cE M ， 

1996，81(10)，3441 3447． 

6 Fulter KJM，O er CJ·Jagger A．et a1．Macrophage 

colony—st／mutating {actor stirauhtes survival&nd ehetllo— 

tactic behavior in isolated osteoc[a$ts J Exp Med·1993， 

178 l733 1744． 

7 Suda T，Nakamura l，Jimi E，et a__Regutat／on。f osteoc]ast 

~une~ou．】Bone Mjner Res，1997，12(6)：869·879． 

8 Bo rd S，Horn~ A，Hemhry RM ，et al production ot coll~ 

genase'oy human osteo~|asts ar,d osteoe~asts in m  Bo ne， 

1996，19 35．40 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

