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本研究采用成骨细胞 MC3T3一EJ作为体 

外实 验 模 型 ．加 入 XW 630药 物 24，72 h．提 取 

细胞 总 RNA．并 与碱 性 磷 酶 酶 eDNA 探 针 进 

行狭缝杂交．从分子水平探讨 XW630对成骨 

细胞代谢的影响及其促进成骨功能的机理，为 

其临床应 用提供 理论和实 验依据 

1 材料和 方法 

1．1 材 料 

新药 XW630由华西医科 大学药学院合成 

(中 华 人 民 共 和 国 专 利 号 93110919．6’ 

93110939．1J；雌 酚酮 、四环 素 ：华西 医大药学 院 

骨 质 疏 松 研 究 实验 室 提 供 含 有 碱 性 磷 酸 酶 

eDNA 片段的质粒 DNA PTA1 53由章锦才教 

授惠赠 

1．2 方法 

细胞培养 ：以D—MEM 加 10 小牛血清为 

培 养 液 ，在 37 C，5 CO：浓 度 ，饱 和 湿 度 下 培 

养成 骨 细 胞 MC3T3 E ，经 传 代 培养 至实 验 所 

需数量 

实 验 分 组 ：以 D MEM 培 养 液 分 别 稀 释 

XW630，雌酚酮，四环素及四环素加雌酚酮至 

10 mol／I 的浓度 。弃 原细胞 培养液 ，换 用 上述 

4种 药物 作 细胞 培养 液 继续 培养 ，每组 细 胞 培 

养 10瓶 ，每瓶细胞 加 7 ml药物 培养液 。加 药后 

24 h和 72 h终止培养 ．每次取 5瓶细胞提取细 

胞总 R A。 

细 胞总 RNA 的提取 及 RNA 与 eDNA 杂 

交 ：细 胞 总 RNA 的 提 取 采 用 柱 提 取 法 (gene 

company Ltd USA 产品 ，严格 按照说 明 书 的步 

骤完成)，剪取适当大小的尼龙膜，以无菌双蒸 

水 浸 湿 ．再 于 2O×SSC 室 温 浸 润 1 h，用 0．1 

mol／L氢氧化钠清洗 多孔点膜器 ，继 以无菌双 

蒸水彻底冲洗 ，将用 2O×SSC浸润过的滤纸平 

铺在点膜器上，再铺上尼龙膜 ，排除两者之间的 

气泡，央紧点膜器．连接真空泵。取 10×SSC加 

满点样孔，抽滤 2次 取 RNA10~tg，依次稀释 5 

倍 ，即 10btg，2 g．0．4beg，甲酰胺 20~*1，37 甲醛 

7gl，20×SSC 2ul，混匀 ，于 68C水浴 15 min后 

冰浴冷却．再加入 2倍体积 20×SSC 200tA，抽 

滤，反复 2次 ，继续抽真空使尼龙膜干燥 。取下 

尼龙膜在室温中晾干，置 1 2Oc烤箱内 30 rnin， 

使样 品 RNA 与尼龙膜 交联 。 

将 点样 的尼 龙 膜 于 6×SSC 中完 全 浸 润 ， 

放人 塑 料 袋 中 ．加 入预 杂 交 液 4 ml，68C水 浴 

保 温 1 h。 

取 已 经 DIG 标 记 的 aetin一0 0．2gg，于 

100 C沸水浴 中变 j rain立 即冰浴 ，加入 另外 

4 ml的杂交液 中，并装入另一塑料袋 内，迅速 

将 已经 过预 杂交 的尼 龙膜 转移 至塑料 袋 内 ，封 

膜 在 68 C水浴摇 床 内，轻轻振 摇 1 2～1 6 h。 

杂 交后 ．以 2×SSC和 0．1 SDS于脱 色摇 

床 上洗 2次 ．每次 20 rain。用 马来酸缓 冲液 ．轻 

轻冲洗 5 min。在 3Oml封闭液 中孵育 30 rain。 

转移至 7 ml anti DIG AP conjugate(7 mu／m1) 

溶液 中孵育 30 rain．用 30 ml马束 酸缓 冲液 漂 

洗尼龙膜 2次 ，每次 1 5 rnin。在 7 ml反应缓冲 

液 中平衡 2～5 rnin。将 尼龙膜转 移至 3 ml着色 

液 中 ．在 暗室内孵育 1 6 h。取 出尼龙膜 ，放^ 50 

ml水 中 5 rain以终 止反应 。将 尼 龙膜取 出放在 

两张滤纸 中间 ．于暗 室内晾干 。 

待 已 显 色 的 尼 龙 膜 干 燥 后 ．在 Beckman 

CDS200密 度 扫描 仪上 ，以反射 波 ，0．3 nlnl窄 

缝 ．快速扫描 ，自动记录 。 

根据 aetin—B狭缝 杂交后 的情况 来 看 ．各组 

细胞总 RNA 的含量 比较一 致 ，以 2,ug RNA 的 

上样量较为合适。其余各组 RNA的点膜，杂交 

程 序 同用 aetin D探针 的杂交 。 

2 结 果 

在 成 骨 细 胞 MC3T3一E 中 分 别 加 人 

XW630、雌酚酮、四环素 以及四环素加雌酚酮， 

培 养 24 h，结 果 发 现 XW630、雌酚 酮 以 及 四环 

素加 雌 酚酮 对成 骨 细胞 碱 性磷 酸 酶 (AKP) 

mRNA 的表达具有明显的促进作用 ；而单纯的 

四环素不影响成骨细胞碱性磷酸酶 mRNA 的 

表达。经狭缝杂交，密度扫描半定量分析表明： 

XW630加入成骨 细胞 中培养 24 h，可使其碱 性 
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磷 酸酶 mRNA 的表达 增加 3．6倍 ，雌酚 酮与 四 

环 素加雌 酚酮 分 别加 入成骨 细胞 培养 24 h，可 

分 别使 成骨 细胞 碱性 磷 酸酶 mRNA 的表达 增 

加 2．8倍 和 2．6倍 。成骨细 胞 MCaT3一E 加 人 

药物培养 72 h．其碱性磷酸酶 mRNA 的表达 

与加 药 后 24 h相 比．已明 显降 低 ，在 整 个 实验 

期间，单 纯 的四环素对成 骨细胞 碱性磷酸 酶 

mRNA 的表 达没有 明显作 用 。 

A B c 

i l I 

D E 

t 彳 

图 1 成 骨细 胞 MC3T3 E 加 ^药 物培 养 液 

培养 24 h，细胞总 RNA与碱性磷酸 酶 

cDNA探针狭缝杂交及密度扫描分析 

注 ：A：对照 B：四环 素 C：四环 素打盯雌 时酮 

D：雌 酚 E：XW 530 

A B C D E 

l I ● l l 

图 2 成骨细胞 MC3T3--E 加人药物培养 液 

培养 72 h，细胞 总 RNA与碱性磷酸酶 

cDNA探针狭缝杂交厦密度扫描分析 

拄 ：A：对 照 B：四环 素 C：四环 素加雌 酚 酮 

D：雌酚 酮 E：XW 630 

3 讨 论 

骨质疏松症是老年人的多发病 ，其骨量减 

少常随年龄的增长而加重 据美国国立牙科研 

究所(NIDR)1 993报告，在美国 目前约有 2 000 

万骨质 疏松 症患 者 ，其 中大部 分 为女性 ，在 这些 

患者中约有 l 50万人发生骨折 、每年耗费医疗 

费 l0亿 美元 。据 日本 l 980年 报告 资 料 ．约 有 

400万骨质疏松症患 者，其 中发生股骨颈骨折 

者约 为 l0万人 。虽 然 ．目前 我 国尚无骨 质疏 

松症的统计资料 ，但我 国已跨 人老年社会的行 

列，加之人 口基数大 ，故推算我国目前患骨质疏 

松症的数 目不会少 于国外 因此研制 一种安 全 

有效地 治疗 骨质 疏松症 的方法是 国内外学 者 正 

在努力探讨 的重 要课 题 

自 40年 代 Albright 在 绝 经 后 妇 女 中首 

次观察到雌激 素缺乏 与骨质 丢失存在一定联 

系，并提出雌激素水平下降是绝经后易发生骨 

质疏 松症 和 骨质疏松 性骨折 的病因之后 人们 

从不同角度对雌激素在骨组织生长代谢过程 中 

的作用进行 了不断地探索 。I indsay E 认 为，雌 

激素的主要作用是减少骨吸收 ，从而阻止骨量 

的丢失 Takano Yamamoto 则 认 为 ：切 除 卵 

巢后应用雌激素．可增加成骨细胞数量 ．促进骨 

形成。Steinberg[9 在 为期 5年的前瞻性研究中． 

发现鲍经后妇女的骨密度显著下降 ，其体重、游 

离 睾酮的对数值(I|ogFT)、游离睾酮的百分 比 

(FT )以及游离雌 二醇 的百 分 比(FE J与 骨 

密度 呈 正相 关；性 激 素 结 合 蛋 白 的对 数 值 

(I ogSHBG)与骨密度呈负相关；雌二醇和睾酮 

较 绝 经前低 ，提 示骨 密度 在妇 女绝 经期 开始下 

降 ，可 能 是 由于 雌二 醇 和睾 酮 的不 足 所致 

Heaney 提出，雌激素可提高破骨细胞对甲状 

旁腺激素(PTH)的反应闽，因此机体必须分泌 

更 多 的 PTH 才能 维 持 破 骨 细胞 正 常 的功 能 

而 PTH 的增 加将促 进肠 钙 的 吸收和 减少 尿 钙 

的排泄 其结果是雌激素使血钙浓度维持在一 

定水平。当妇女绝经后 ，雌激素缺乏使破骨细胞 

活 陛增加 ，骨吸收加速 ，同时 PTH 分泌减少， 

维生素 D活化受阻，1．25(OH1 D 生成减少 ， 

最终导致骨质疏松 

虽然雌激素对骨形成具有明显的促进作用 
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已经得到了理论和实践 的证实 ，而且也为多数 

学 者所认 同 ．但是 ，由于成骨细 胞与 子宫内膜 和 

乳腺所含雌激素受体的结构同源性 ，致使应用 

雌激素治疗骨质疏松症的病员罹患子宫 内膜癌 

和乳 腺癌 的危 险性增加 。有 研究 报道 ，应 用雌激 

素治疗骨质疏松症 ，可使患者并发子宫内膜癌 

和乳腺癌的危脸性增加 2，8～15倍 从而极大 

地限制了它在临床上的广泛应用 如何利用雌 

激 素的成骨 作用而减少其在非骨组织 的副作 

用 ，是学者们长期思考，并努力研究解决的一个 

重要问题 经过学者们的长期努力 ，已研制出多 

种变构的雌激素，使其副作用有所下降。但是由 

于骨与非骨组织雌激素受体 的同源性 ，其对非 

骨组织 的副作用仍未能得到很好地控制 ，正是 

在这一背景下，XW630课题组根据四环素对骨 

组织 的极强亲合性和潜在的成骨能力 ，设计并 

合成 了新型抗骨质疏松药 XW630，即将雌激素 

与 四环素通过桥连接的方式连接起来 ，并保持 

各 自的功能基团不变，使之主要作用于骨系统 ， 

而XCJ,~骨系统的作用极度降低。 

本 实 验 结 果 表 明 ，XW 630在 10一mol／q 

浓度 下 ，加 入成骨细胞 MC3T3一E 中 24 h可 以 

使成骨 细胞碱性磷 酸酶 mRNA 的表达 增加 

3．6倍 而且其作用明显优于雌酚酮和四环素 

与雌酚酮的单纯相加 产生这一结果的药理机 

制尚不明确。可能是在药物合成过程中激活了 

某一或某些活性基 团；或者是药物变构后更易 

于与成骨细胞上的受体结合等等。总之其详细 

的药理机制还待进一步研究 。另外 ，xw630课 

题组的其他 实验显示 ，该药在子宫和乳腺的分 

布极少。这就预示着该药有可能成为临床上广 

泛用 的新一代抗 骨质疏松和促进骨修复的药 

物 。 
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骨质疏松 七届年 会、钙 剂 四届年会近期将在杭 州召开 

经上级批准，第七届全国骨质疏松年会暨第 四届全 国钙剂年会定于 2000年 9月 l ～20日在 

浙江省杭州花园大酒家举行。获继续教育学分 2O分 。热烈欢迎各有关专家和同行、有关厂家和公 

司参加 如需 了解大会具体事项 ，请来信来电索取会议通知 。 

联 系人 ：孙继 荣 主任 电话 ：(010)64985881、64978180 

传 真：(010)64976421 E mail：cgsoc@hns．cjfh．ac．cn 

通信地址 ：北京市朝阳区惠新里 38号 邮编：100029 

单位名称 ：中国骨质疏松杂志社 
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