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孕激素调节人成骨细胞转化生长因子一I31、 

l32的表达 

罗湘杭 廖二元 苏欣 廖慧娟 伍贤平 

【摘要】 目的 研究孕激素对正常成人成骨细胞转化生长因子(TGF)一p1、TGF- 表达的调节作 

用，探讨孕激素治疗绝经后骨质疏松症(OP)的作用机制。方法 鉴定成人成骨细胞(hOB)，测定碱性 

磷酸酶( )活性、骨钙素分泌，Van Gieson氏苦味酸酸性复红染色法进行 I型胶原染色。hOB用孕酮 

干预。N0rthe1TI杂交、ELISA分别检测 hOB TGF-~I、TGF- mRNA和蛋白质分泌。结果 观察到 hOB分 

泌的 AIJP活性为(74．3±4．7)mU／mg蛋白，培养上清液骨钙素含量为(3．84±0．39)rig／ml蛋白，I型胶 

原染色呈红色。观察到孕酮增强 hOB TGF．p1、TGF- mRNA表达呈剂量依赖性(P<0．001)；10I9mol／ 

L孕酮诱导 12 24 h促进 TGF-~I、TGF- mRNA表达，呈时间依从性。孕酮促进 hOB TGF-~I、TGF- 

蛋白质分泌呈剂量依赖性(P<0．001)；10I9mol／L孕酮诱导 12—24 h促进 TGF-~I、TGF- 蛋 白质分 

泌 ，呈时间依从性。结论 孕激素可能通过诱导成骨细胞 TGF-~I、TGF- 表达，促进成骨细胞增殖与 

分化 ，增强成骨功能及骨基质合成 ，促进骨形成。 

【关键词】 孕激素； 转化生长因子一口1； 成骨细胞 
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【Abstract】 Objective To characterize the effects of progesterone(P)on the expression of transforming 

growth factors-beta(TGF-p1，- ，and- )in normal human osteoblasts(hOB)in 0rder to understand the mecha— 

nism by which progestin acts on bone．M ethods Characterization of hOB by AIJP activity assay。osteocalein as- 

say，and type I collagen s~mng．Northern blot analysis and ELISA were used to show the actions of P on expres— 

sion ofTGF-~I，-D2 mRNA and protein production in hOB cell cultures．Results Osteoblasts wero the primary cell 

type found in our bo ne-derived cell cultures from donors．After 12—24 h of treatment，progesterone at 10一 M in- 

creased TGF-p1， mRNA levels and protein production in cultures of hOB．Treatment with increasing dose of pro— 

gesterone caused a dose-dependent increase in the expression of TGF-~I，D2 mRNA and protein by 

hOB．Conclusion A direct action of progesterone on osteoblasts may be mediated by up—regulated TGF—p1， pro— 

duction． 
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绝经是雌 、孕激素同时缺乏的状态 ，研究表明绝 

经后骨质疏松症(OP)采用孕激素替代治疗可促进 

骨形成，减少骨丢失，其机制尚未阐明u J。转化生长 

因子．~(TGF．B)是骨组织 中含量最多 的因子 ，主要 由 

成骨细胞合成、分泌，可通过促进成骨细胞增殖与分 

化及骨基质合成等作用，促进骨形成 J。作者观察 

了孕酮对人成骨细胞 (hOB)TGF．B1、TGF． 表达 ，以 
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探讨孕激素治疗绝经后 OP的作用机制。 

材料和方法 

1．细胞培养 ：正常成人成骨细胞培养方法参照 

Gerhon和 Termine ．4 J的方法进行 。手术取 正常成人 

(35～55岁)髂前上棘松质骨并剪成 2 mm3碎片， 

PBS冲洗摇荡 3次，加入 1 m n1l IV型胶原酶(Sigma 

公司)37℃震摇消化，待松质骨变自并呈蜂窝状 ，加 

入含 20％胎 牛血 清 (FBS，Gibico公 司 )的无酚 红 的 

MEM(Sigma公司)终止消化，含 10％FBS的 MEM洗 
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涤3次，待洗液中不含细胞时，将骨片贴于25 cm2培 

养瓶壁 ，加含 15％FBS的 I~IEM，其中含 10％，青霉素 

50 U／ml，庆大霉素50 tlg／r~，37 oC，5％C02培养。2 d 

后换液，以后每 3 d换液 1次，培养约 15 d后，可见 

有细胞游 出，约 25 d后达汇片 ，用 0．25％胰酶．EDTA 

(Sigma公司)消化液消化 ，再 接种 25 cm2培养瓶 ，细 

胞数为5 X lO5个／瓶。 

2．培养细胞的鉴定：采用 磷酸奈酚法及全 自 

动生化分析仪(Lt立 7000型)测定细胞内的碱性磷 

酸酶 (ALP)活性。将培养细胞用 PBS冲洗 2次。 

Tris-HCI加超声粉碎裂解细胞，离心后取上清液测 

定 ALP活性，用骨钙素放射免疫法测定试剂盒(Dia． 

Sorin公司)测定培养上清液中骨钙素含量，灵敏度 

为 0．2 ng／ml。用 Bradford方法测 出细胞内总蛋白含 

量，校正 ALP及骨钙素。 

采用 Van Gieson氏苦味酸酸性复红染色法进行 

I型胶原染色。取在上述培养液培养的第 12天 

hOB，PBS洗 3次，丙酮固定 5 min，Van Gieson氏苦味 

酸酸性复红染色液染色 5 min，浸入 95％酒精 2 min， 

取出于倒置显微镜下观察并拍照。 

3．细胞干预试验：hOB培养于 25 cm2培养瓶 

中，在含 10％FBS的上述培养液中培养 2 d，换 1％ 

FBS培养液培养 4 d，含 0．25％牛血清白蛋白(BSA， 

Sigma公司)的无血清 MEN培养2 d，用 0(含 0．25％ 

BSA的无血 清 MEN)、10 0、10一、10 mol／L(孕酮 

Sigma公 司)干预 24 h，或用 10-9mol／L孕酮 干预 4， 

12，24 h。抽提细胞总 RNA，行 Northern杂交，收集培 

养液行酶联免疫吸附测定(ELISA)。 

4．Northern 杂交 ：参 照分子克隆实验指南进行操 

作l5 J，Trizol(Gibicol公 司)抽 提 细胞 总 RNA。TGF． 

p1、TGF． eDNA探针用逆转录聚合酶链反应(RT． 

PCR)合成 J。在 Gene Amp 2400 PCR扩增 仪上 

(Perkin Elmer公司)进行 。首先取 1．0 pig总 RNA，用 

逆转录试剂盒(Promega公司)合成 eDNA，再取 eDNA 

行 PCR扩增 TGF．p1、TGF． 基因。引物序列及扩增 

条件参照文献[7]。扩增产物纯化后直接测序证实 

eDNA序列 。 

取 20 g总 RNA，1％ 甲醛变性胶 电泳 ，真空转 

膜 2 h。随机引物法[Or_32P]．dATP标记 TGF．81、TGF． 

和 G3PDH探针。转印RNA的尼龙膜68℃预杂交 

1 h，再加 [a． P]．dATP标记 TGF．p1或 TGF． 探针 

68't2杂交过夜，洗膜，放射 自显影 72 h，洗片显带。 

同样 的尼龙膜洗脱探针，再 与[a． P]．dATP标记 

G3PDH探针杂交 4 h，放射 自显影 48 h，洗片显带。 
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G3PDH为内对照。条带行光密度扫描 ，以 G3PDH 

校正作相对量分析，mRNA表达丰度值以 'rGF．81或 

I"CF-y2／G3PDH光密度 比值百分率(％)表示。实验 

均重复 3次。 

5．ELISA：TGF．口1、TGF． 检测 ELISA试剂盒(深 

圳晶美公司)检测细胞培养液中 TGF．p1、'rGF． 总 

含量。每组样本数为 6。 

6．统计方法 ：数据以 ±s表示 ，组间 比较用方 

差分析。 

结 果 

1．hOB鉴定：hOB分泌的 ALP活性为(74．3± 

4．7)mU／mg蛋 白。hOB的培养上清液中可测出骨 

钙素，为(3．84±0．39)rig／ml蛋白。Van Gieson氏苦 

味酸酸性复红染色(图 1)显示，hOB接种培养 12 d 

后，镜下见细胞 I型胶原染色呈红色。这表明分离 

培养的 hOB具有成骨细胞的特性。 

图1 Van Gieson氏苦味酸酸性复红染色法染色 hOB I型 

胶原 

2．Northern杂交分析孕酮对 hOB'I'GF．口1、TGF． 

mRNA表达 的影 响 ：Northern 杂 交结 果 显示 (图 2)， 

hOB对照组及 10 0mol／L孕酮干预组 TGF．口1mRNA 

表达条带极弱 几乎不可见，mtiNA表达丰度值分别 

为(6．0±0．6)％、(9．3±0．9)％；10一、10 mol／L孕 

酮干预组 TGF ~lme,NA表 达条带 明显 逐渐增强 ，分 

别为(27．0±2．7)％、(57．7±5．0)％，P均 <0．001。 

hOB对照组及 10 。mol／L孕酮干预组 'I'GF．82 mRNA 

表达条带极弱，几乎不可见，mRNA表达丰度值分别 

为(5．0±0．6)％、(9．0±0．5)％；10一、10 mol／L孕 

酮干预组 TGF． mRNA表达条带明显逐渐增强，分 
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别为(23．0 4-1．5)％、(52．7 4-3．0)％，P均 <0．001。 

这表明，孕酮诱导 hOB TGF-p1、TGF． mRNA表达， 

并呈剂量依赖性。 

孕酮 ol／L) 

TGF 2 

图2 Northern杂交 分析 10加 ～10 mol／L孕 酮对 hOB 

TGF-131、TGF- mRNA表达的影响 

图 3显示 ，10I9mol／L孕 酮 干预 12 h及 24 h， 

TGF-~I mRNA 表 达 明 显 增 强 ，分 别 为 对 照 组 的 

(2．4 4-0．2)倍、(4．8 4-0．6)倍。10I9moL／L孕酮干预 

12 h及 24 h，TGF． mRNA表达明显增强，分别为对 

照组的(2．1 4-0．7)倍 、(5．1 4-0．8)倍。这表明孕酮 

诱导 hOB TGF．p1、TGF． mRNA表达并呈时限性。 

4h 12h 24h 

一  + 一 + 一 + 

图3 Northern杂交分析不 同时间点 10一moL／L孕酮对 

hOB TGF-131、TGF- mRAN表达的影响 

2．ELISA分析孕酮对 hOB TGF-~1、TGF． 分泌 

的影响：图4A显示孕酮诱导 hOB TGF．B1、TGF． 分 

泌呈时限性；图 4B显示孕酮诱导 hOB TGF．B1分泌 

呈剂量依赖性。图5A显示孕酮诱导 hOB TGF一 分 

泌呈时限性；图 5B显示孕酮诱导 hOB TGF． 分泌 

呈剂量依赖性。 

讨 论 

骨组织中含有丰富的 TGF．B，主要由成骨细胞 

合成、分泌_2 J。研究认为成骨细胞表达的 TGF．p在 

骨重建过程中起促进骨形成的关键作用 ]。体外实 

验研究表明 TGF．p1、TGF． 可刺激成骨细胞增殖 ， 

促 进 骨基 质合 成，如 I型胶 原、骨 连 接 素 (06． 

teonectin)、纤 维 连 接 素 (fibronectin)等L2 J。Ka88em 

等_8 J发现 TGF．B1、TGF． 不仅可促进成骨细胞增 

殖，亦可诱导成骨细胞分化成熟。体内实验研究表 

明TGF．B1、TGF． 可通过促进成骨细胞增殖及骨基 

质合成的作用，促进骨形成_9 J。在大鼠和兔的颅骨 

骨膜下注射 TGF．p，可诱导新骨形成。这表明成骨 

细胞表达的TGF．p1、TGF． 是骨形成的重要刺激因 

子 。 

10o 

70o 

10o 

时间00 

孕酮 ol／L) 

注：与对照组比较，一 P<O．001；下图同 

图 4 孕酮对 hOB Tt；r-Ol蛋白质分泌的影响 

_l■ H 
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圈5 孕酮对 hOB TGF- 蛋白质分泌的影响 

孕激素可通过促进成骨细胞增殖与分化、增强 

成骨细胞活性及骨基质合成，促进骨形成，但其机理 

不明。本实验观察了孕酮对人成骨细胞(hOB)TGF- 

B1、TGF-~2表达的作用。 

本实验结果表明，孕酮诱导 hOB TGF-~I、TGF-~2 

mRNA表达和蛋白质分泌，并呈剂量依赖性及时限 

性。孕酮诱导hOBTGF．B1、TGF．BEmRNA表达和蛋 
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白质分泌有其重要意义。孕酮刺激 hOB TGF-~I、 

TGF-I~2 mRNA表达和蛋白质分泌表明，TGF-~I、TGF- 

B2可能是孕激素促进骨形成的重要 中介因子。孕 

激素诱导成骨细胞 TGF-~I、TGF． 表达，促进成骨 

细胞增殖与分化、增强成骨功能及骨基质合成，促进 

骨形成。绝经后予孕激素治疗可通过诱导成骨细胞 

TGF-~I、TGF-~2表达，促进骨形成，减少骨丢失。 
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