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【摘要】 目的 观察不同剂量 rhIGF．1对成骨细胞增殖、分化及骨保护素、骨保护素配体 mRNA 

基因表达的影响，为明确骨保护素、骨保护素配体在骨质疏松症发病的作用机理及 rMGF-1在临床中 

的应用提供实验依据。方法 取 2代培养的大鼠成骨细胞，在 rhIGF-1为 0 ng／ml，10~s／ml，20~s／ml， 

50 n异／ml的浓度中培养。观察细胞的生长及钙结节的形成 ，MTY法、碱性磷酸酶(ALP)、骨钙素(OCN) 

测定细胞增殖和分化 ，RT-PCR测定 rhIGF-1对成骨细胞骨保护素、骨保护素配体基 因mRNA表达的影 

响。结果 成骨细胞在 7 d可铺满瓶壁 ，30 d可形成钙结节，rhIGF-1可促进成骨细胞的增殖 、ALP和 

OGN的分泌，促进骨保护素、骨保护素配体基 因的表达，以促进骨保护素表达明显，在 rhlGF-1为 10 

ng／ml时作用明显。结论 rhIGF-1可促进大鼠成骨细胞的增殖、分化，及骨保护素、骨保护素配体基因 

mRNA的表达 ，骨保护素 mRNA表达显著。rhlGF-1可能通过影响骨保护素、骨保护素配体而调节成骨 

细胞、破骨细胞的平衡，使骨重建 ，从而防治骨质疏松症。 
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Effect of rldGF-1 on the proliferation and differentiation and OPG，RANKL gene expression in rat os· 

teoblast Sill Yigang，TAO Tianzun，TAO Shuqing，et al，The Second Affiliated Hospital ofHarbin Medical Uni· 

邮 i耖 ，Harbin 150086，China 

【Abstract】 Objective To assess the effect of rhIGF-1 on the proliferation and differentiation and OPG， 

RANKL gene expression in rat osteoblast，investigate the mechanism of OPG，RANKL in osteoporosis． Methods 

The second generation of rats osteoblast were cultured in medium with different concentrations of rhIGF-1．Cell pro— 

liferation was detected by optical microscope and MTT method，differentiation wa8 determined by measuring alka- 

line phosphatase(ALP)activity and osteocalcin secretion．OPG and RANKL gene expression were quantified by 

RT-PCR．Results rhIGF-1 in low dose(P<0．05)obviously increased osteoblast proliferation and differentia． 

tion and the gene espression ofOPG and RANKL。especially in the gene expression ofOPG(P<0．o5)．Condu- 

sion rhIGF-1 stimulated osteoblast proliferation and defferentiation especially in low dose，80 as in the gene 

espression of OPG and RANKL．It increased more the gene expression of 0PG than that of RANKL．rhIGF-1 regu- 

lated the balance between osteoblast and osteoclast by affecting the gene expression of OPG and RANKL，it is pos- 

s~bly the protecting and treatment mechanism of osteoporosis． 

【Key words】 Osteoblast； rhIGF．1； Proliferation； Differentiation； OPG； RANKL 

成骨细胞 (Obteoblast OB)是调 节破骨 细胞 (Os． 

teoclast OC)功能与分化 的 ，最 近发现 了其调 节 的新 

的分子学机理 。破骨 细胞 的分化依赖 于成骨／基质 

细胞 ，最近在研究破骨细胞 的过程 中发现 了一种 由 
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· 论 著 · 

成骨／基质细胞产生的因子一骨保护素(Osteoporote— 

gerin OPG)及骨保护素配体(receptor activator of nude— 

ar factor-xB ligand RANKL)，OPG属于肿瘤 坏死 因子 

(Tumor Necrosis Factor rI．NF)受体超家族成员 ，RANKL 

是 OPG的配体。在过去发现的调节成骨细胞、破骨 

细胞的众多因子如甲状旁腺素(PTrI)、维生素 D、白 

介素、肾上腺皮质激素⋯1等被认为都是通过直接作 

用于成骨细胞而调节 OPG和 RANKL这两个因子之 

间的浓度的增加与减少进而完成调节功能的。OPG 

——■ 圈 丽 一 
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是一种分泌性糖蛋白-2 J，它由许多组织产生。OPG 

在生理条件下具有抑制骨吸收的活动。OPG也能抑 

制高钙血症 和 由 IL-la、TNF—a、PTH、PTHTP、1，25 

(OH) D 和切除卵巢引起的骨丢失-3 J。OPG抑制绝 

经后妇女的骨 吸收活动具有显著 的作用 。因此 ，研 

究细胞 因子与 OPG和 RANKL的作用关系 ，可为骨质 

疏松的防治提供理论基础和方法。 

材料和方法 

1．大鼠成骨细胞体外分离与培养-4 J 

将新生 24 h内 Wistar大鼠无菌条件下取颅盖 

骨，剪碎至体积小于 1 toni×1 toni×1 toni，用 Hank’S 

液充分冲洗。采用分离细胞培养法，Ⅱ型胶原酶 

(sigma公司)中于 37℃消化 2次。消化弃上清，沉淀 

加入培养液 DMEM(GIBCO)混合液加 15％新生牛血 

清(GIBCO)后，调整细胞计数后浓度为 1．0×lO5移入 

50 IIll培养瓶中在 5％c02、37℃饱和湿度条件下的恒 

温箱中孵化，培养液每 3天更换 1次。当细胞长满 

瓶底后，用 0．25％的胰蛋白酶 0．02％EDTA消化，按 

1．0×lO5做传代至 25 IIll培养瓶中培养进行实验。 

因子处理前 2 d用只含0．1％牛血清白蛋白(BSA)的 

DMEM培养基培养细胞 48 h。 

2．大鼠成骨细胞的特征性鉴定原代及二代培 

养 的成骨细胞作鉴定 

(1)一般形态学观察 ：采用倒置相差显微镜每 

13观察细胞的生长情况及形态特征，并照相。 

(2)碱性磷酸酶(ALP)染色(改良Gomori氏钙．钴 

法)[ ] 

阳性细胞计数法：随机抽出两张片，每张片随机 

计数 200个细胞，测出ALP阳性细胞的百分率。 

3．成骨细胞上清液 ALP检测 

分别取加入重组胰岛素样生长因子(rhlGF．1 Pe． 

protech)前后的成骨细胞各 8瓶上清液，采用磷酸对 

硝基苯酯二钠盐比色法，13立 7000全 自动生化分析 

仪测定细胞上清碱性磷酸酶的活性。 

4．成骨细胞上清液骨钙素(OCN)检测 

分别取加因子前后 的成骨细胞各 8瓶上清液， 

采用北免东雅骨钙素放免试剂盒。根据放射免疫试 

剂盒说明书测定培养细胞上清中骨钙素(OCN)的含 

量 ，7计数器测定沉淀物每分钟计数，根据标准品曲 

线得到样品 OCN含量。 

5．噻唑蓝(M1rr)法测生长曲线 

将对数生长期的细胞制成 1×lO4细胞悬液接 

种于96孔板，每孔滴加 1×lO4的细胞悬液 200 ， 

0 ng／ml，10 ng／ml，20 ng／ml，50 ng／ml终 浓度 的 

rhlGF一1每组设 3个孔 ，将培养板置于 c02孵育箱 

中，分别于接种后第 1，2，3，4，5，6，7天取出，每孔加 

5 g／L的 MI320 继续培养 4 h，弃上清液，每孔加 

入 150 二甲基亚砜(DMSO)振荡溶解沉淀，用酶联 

免疫检测仪在 492 nm波长下读取每孔的吸光度并 

绘制生长曲线。 

6．逆转录聚合酶链反应(RT．PcR) 

细胞培养及处理同前。 

(1)总 RNA提取及检测：采用 Trizol试 剂盒 

(Gibco公司)提取成骨细胞总 RNA，取少量做快速琼 

脂糖电泳，以分析 RNA的完整性。 

(2)cDNA第一链合成 ：采用 Superscrip II(Gibco 

公司)第一链合成试剂盒，操作按产品说明书进行。 

(3)多聚酶链反应(PcR)及其产物分析：目的基 

因为 OPG、RANKL，内照基因为 B．actin。引物由上海 

生工合成，OPG上游 引物：5 ． 

3 ，下游 引物 ：5 ．ttc 

为 482 bp，OPGL上 游 引 物 ：5 一 

3 ，下游引物 ：5 ． 

453 bp，B—actin上游引物 ：5 一 

游引物 ：5 ． 

． 3 ，扩增长度 

3 ，扩增长度为 

3 ，下 

c一3 ，扩增长度为 320 

bp。反应体系为 50 ，双蒸水 33．5 ，dNTP 1 ， 

MgC12 3 1，10×Buffer 5 ，Taq酶 0．5 ，上游引物各 

1 td，下游引物各 1 ，模板 3 。OPG反应条件： 

94℃预变性 5 min，94℃变性 30 S，59℃退火 30 S，72℃ 

延伸 30 S共 30个循环，最后延伸 7 min。OPGL反应 

条件：94℃预变性 5 min，94℃变性 30 S，53℃退火 30 

S，72℃延伸 30 S共 30个循环，最后延伸 7 min。 

(4)PCR 产 物 分 析：取 PCR 产 物 5 和 

DL20OOMarker(宝生物公司)，在 1．5％琼脂糖下电 

游，于紫外线箱中观察并记录。通过 GDS8000DNA 

定量测定系统对目的基因和参照基因条带进行像素 

值测定，并计算出二者的比值。 

7．统计分析：实验结果以均数 士标准差( 士s) 

表示，组间比较用方差分析，两两比较应用 t检验。 

结 果 

1．成骨细胞贴 壁后 的形态及 钙．钴染 色 ：成 骨 

细胞培养第 2天开始贴壁，第 7天铺满瓶壁。传代 

后细胞贴壁较快 ，约 12 h贴壁 ，4 d铺满瓶壁 。细胞 

呈多角形，单核。培养第 30天时出现钙结节，呈棕 

黑色。钙．钴法染色成骨细胞胞质呈黑色，染色阳性 

的细胞数超过 75％。 

丁 
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2．培养细胞上清碱性磷酸酶 (U／L)及骨钙素 

(nV'm1)的含量见表 1。 

表 1 成骨细胞碱性磷酸酶(U／L)、骨钙素(ng／m1)测定结果 

碱性磷酸酶 7．5 4-0．5 9．5±0．6 8．5 4-0．5 9．0 4-0．7 

骨钙素 1．265±0．2181．468±0．245 1．363±0．311 1．367±0．242 

注 ：与 0 ns／na组 比较 ，’P<0．05 

细胞在不同剂量 rhlGF．1作用下其生长有所不 

同，在 10 ng／rnl下其生长较快。碱性磷酸酶的分泌 

量较多，与其他组比较差异有显著性(P<0．05)，骨 

钙素含量提高明显，与其他组 比较差异有显著性 

(P<0．05)。 

3．MTr测细胞生长 曲线 

MTr法测不同浓度 IGF．1对成骨细胞增殖 的影 

响 ，见图 1。 

4．成骨细胞 OPG、RANKL基 因 mRNA的表达 

总 RNA电泳出现28s，18s，5s三条带，说明 RNA 

— —

●一 10 ng／ml 

— —

l卜 20 ng／ml 

— _一‘_一50 ng／ml 

—

÷ 0 ng／ml 

时间(d) 

图 1 成骨细胞的生长曲线 
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完整 ，光密度比值 OD2~,o／OD2蚰在 1．7～2．0之间。成 

骨细胞 OPG基因 mRNA表达在 IGF．1为 10 as／ml时 

最强，与 20 as／ml，50 as／ml组 比较差异有显著性 

(P<0．05)，rhlGF．1的 3个剂量组与 0 ns／ml组比较 

差异均有非常显著性(P<0．01)。成骨细胞 RANKL 

基因 mRNA表达在 IGF．1为 10 as／ml时最强 ，与 20 

as／m1、50 as／ml组 比较差异有显著性(P<0．05)，0 

as／m1时几乎不 表达。成骨 细胞 OPG与 RANKL基 

因表达差异有非常显著性(P<0．01)。 

三一 囊一 二 10薹00bp 
图 2 总 RNA电泳 图 

讨 论 

1．Marker 2．0 ng／ml 3．50 ng／mi 

4．20 ng／mi 5．10 ng／ml 

图 3 OPG与 ~-actin基因mRNA表达 

IGF是一族结构上类似于胰岛素原、依赖于生 

长激素 (GH)的多肽，主要包括 IGF．I和 IGF．I1。 

IGF．I能刺激骺板 软骨细胞 的增 生和分化 ，刺激 培 

养成骨细胞的生长和分化，兴奋骨细胞的增殖，刺激 

I型胶原的合成和碱性磷酸酶活性以及骨钙素的产 

生 。在一引进成骨细胞系 IGF．I能选择性刺激细胞 

膜的磷运转，对骨形成非 常重要。IGF．I和 1，25 

(OH)2D3对碱性磷酸酶活性的影响及对胶原合成有 

协同作用_6 J。IGF．I能抑制胶原的降解，老年性骨 

形成减少，可能与 IGF．I局部表答减少和成骨细胞 

对 IGF．I的应答反应改变有关 。对老年大鼠股部局 

部注射 IGF．I后 I型胶原、碱性磷酸酶等的表达和 

453bp 

300bp 

1．Marker 2．0 ng／nll 3．50 ng／nll 

4．20 ng／mi 5．10 ng／nll 

图4 RANKL与 ~-catin基因 mRNA表达 

骨钙分泌增加 0．4～0．5倍。同时显著增加类骨质 

体积表面积、成骨细胞数量和成骨细胞表面积，骨形 

成速率增加 81％。表明 IGF—I不仅对生长期的骨 

质有促进作用 ，对成 年 鼠的骨量维持及机械强度 有 

正面的影响_7 J。健康老年人血中 IGF．1水平较年轻 

人低 30％ ～40％，女性绝经后血 清 IGF．1水平 明显 

低于绝经前 ，骨骼中 IGF．1含量亦随年龄增加而下 

降_8-9 J。显示 IGF．1调节的紊乱是原发性骨质疏松 

重要病理机制之一。 

本实验 中，碱性 磷 酸酶 和 骨 钙 素含 量 在 加入 

rhlGF．1后提高，说明 rhlGF．1的作用促进成骨细胞 

形成、活性增加，与上述的报道相符且在低剂量下增 

殖较快。 

IGF．1是成骨细胞和破骨细胞功能的主要局部 
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调节因子之一。是骨生成的强刺激因子，也对破骨 

细胞的前体细胞分化为破骨细胞有促进作用，其对 

骨形成和骨吸收均有增加，Mochizuki将破骨细胞与 

一 定剂量的 IGF一1共同培养发现，破骨细胞的活性 

增强，抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色阳性的多核 

细胞数目增加，提示破骨细胞形成增加。用脾制备 

的无骨基质的血胚细胞经培养后，在 1，25一(OH) D3 

及粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)存在 

的情况下，IGF一1可使 TRAP阳性 的细胞数 目增多， 

表明 IGF．1对破骨细胞的前体细胞分化为破骨细胞 

有促进作用 。多种激素及细胞 因子可影响破骨细胞 

形成及功能，研究表 明其 中大多数可调节 OPG、 

RANKL表 达 ，对 骨 吸 收 的影 响可 通 过 调 节 OPG、 

RANKL表达来实现。 

本实验首次研究 rhIGF一1对 OPG、RANKL的调 

节作用 ，表 明 rhIGF．1上调成骨细胞 OPG、RANKL基 

因 mRNA的表达 ，说 明 rhIGF．1促进成骨 的作用可能 

也通过调节 OPG、RANKL来实现 的，一定 剂量的 

rhIGF．1促进成骨 的作用可能也通过调节 OPG、RAN— 

KL来实现的，一定剂量的 rhIGF一1使成骨与破骨形 

成新的平衡，骨形成大于骨吸收，使骨重建。低剂量 

的 dlIGF．1增强 细胞 的增 殖活性 和 OPG、RA NKL基 

因mRNA的表达。高剂量的 rhIGF一1起抑制作用。 

这符合细胞因子在低浓度下起刺激作用，而在高浓 

度下起抑制作用的普遍规律_l。。。 

GM．CSF和 OPGL是破骨细胞 生成 必须 的而且 

是仅有两种因子，但 OPGL-RANK．OPGË．1 j环路则 

是最主要的调节破骨细胞分化和功能 的系统 ，在骨 

微环境中其他细胞因子都是通过影响这一环路而起 

作用的。因此，研究细胞因子等对 OPGL-RA NK．OPG 

环路的影响和关系将为进一步明确骨质疏松的发生 

机理及治疗开拓新的领域。OPG、RA NKL对骨形成 

和骨吸收的重要调节作用，已成为骨科学、口腔科 

学、药理学和免疫学等领域的研究热点。 
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