
l58 中国骨质疏松杂志 2OO4年 5月第 lO卷第 2期 Chin JOsteoporos，May．2OO4 Vol 10．No．2 

瘦素在骨髓基质干细胞向成骨细胞分化早 

期的作用研究 

陈翠珠 曲强 

【摘要】 目的 研究小鼠骨髓基质干细胞体外增生及向成骨细胞定向分化早期瘦素(Leptin)的 

作用。方法 取雄性6周 ICR小鼠股骨骨髓基质细胞进行原代和传代培养，在传代细胞培养时加入 

l~ptln(实验组)或保持基础培养条件(对照组)，分别检测两组的细胞增生情况。半定量 RT-PCR方法 

检测成骨细胞相关基因Cbfal和Cbtb等在两组细胞分化过程中的表达。结果 实验组在细胞培养 24 

和48 h细胞数量明显少于对照组，显示时间与Leptin剂量依赖特性。Leptln在传代细胞培养中促进成 

骨细胞特异性转录因子Cbfal和Cbtb的表达。结论 Leptin抑制骨髓基质干细胞体外增生并促进早 

期成骨细胞相关基因的表达。 
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Effect of leptin 011 proliferation and differentiation of m use bone m W-derived mteobla~  CHEN 
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【Abstract】 Objective To study the effect of leptin Oil bone mS1TOW s咖 cell proliferation snd osteoblast 

differentiation using a mouse bone m W culture system．Methods Bone m W ceils were derived from 6-week 

old ICR I11OU~．Lepfin was initiated in experimental group at the beginning of the cultures．Control group Was 

treated wiⅡ1 placebo ．Cell number Was counted after treatment．SenIi-quantitative RT-PCR Was used to evaluate the 

expression of Cbfal and Cbib．Results Cell amount at 24 and 48 hours in experimental group Was significantly less 

than thatin control groupin a dose-dependentmanner．Leptinincreasedtheexpression ofCbfal and Cbibin subcul- 

t111~8．Conclusion Le ptin inhibits stromal cell proliferation and enhances the expression of early osteoblast differ- 

emiation-related markers． 
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骨髓基质干细胞又称为间充质干细胞 (Mes． 

enchymal stromal cell，MSC)；具有 自我增生及多向分 

化潜能。MSC在适当诱导条件下可向成骨细胞 ，软 

骨细胞，脂肪细胞和肌细胞等多种细胞分化⋯。瘦 

素(Leptin)是近年来发现的具有中枢调节和外周局 

部作用的重要细胞因子。Leptin基因缺失动物除表 

现为肥胖等其他表型外，在骨组织表现为骨量增加， 

而 Lepfin脑室应用后通过中枢下丘脑反射导致骨密 

度下降 J。但近来体外实验表明，Leptin促进 hMS2． 

12人骨髓基质细胞系向成骨细胞分化 J，在原代成 

骨细胞培养中，Lepfin亦表现为直接刺激成骨细胞增 

殖、成熟和细胞外基质矿化 J。Leptin对 MSC向成 
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· 论 著 · 

骨细胞分化诱导的作用机制目前尚不清楚。 

我们利用已建立的小鼠 MSC体外培养模型 J， 

在应用地塞米松(DEX)诱导成骨细胞分化的同时， 

研究 Lepfin对 MSC增生能力及对成骨细胞特异性标 

记物 I型胶原蛋 白(COL1)、碱性磷酸酶(ALP)以及 

转录因子 CBFA1、CBFB表达的作用。 

材料和方法 

1．细胞培养 

(1)原代细胞培养：取 6周 ICR雄性小鼠(北京 

大学医学实验动物科学部)，颈椎脱位法处死后 ，于 

无菌条件下取出双侧股骨，去除股骨双侧干骺端，以 

25G针头用 a．MEM冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞于 50 

IIll离心管中。1000 rpm离心 10 min，弃上清，细胞重 

悬后计数有核细胞；并接种细胞于培养瓶或培养板 

中，加入条件培养液(a-MEM培养基，15％标准胎牛 
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血清，50 IIll维生素 C，10 mmol／L B一甘油磷酸钠， 

100 ml青链霉素和 10 mol／L DEX)。5％二氧化 

碳培养箱 37C培养，隔 日更换半量培养液。 

(2)传代细胞培养：原代细胞培养 5 d时，吸出培 

养液；PBS冲洗 2次；0．25％胰蛋白酶一EDTA消化后， 

1000 rpm离心 10 min，弃上清，加入适量 Q—MEM重悬 

细胞并计数，种植于培养瓶或培养板中，隔 日半量换 

液。 

2．细胞增生检测 

传代细胞按 io4个细胞／孔接种于96孔培养板 

中，实验组于传代培养中加入 0．1 IIll或 0．2 

IIll Leptin，每时间点设置 3孔用于检测，并平行设置 

未 加 Leptin 对 照 组。采 用 CellTiter96试 剂 盒 

(Promega)方法，于处理后 24和 48 h分别读取 490 

nm吸光度，根据标准曲线计算各实验与对照组中每 

孔细胞数。 

3．成骨细胞分化相关基因表达的检测 

细胞总 RNA采用 Trizol(Promega)一步法提取。 

取 2／．tg总 RNA进行反转录；反应体系含 0．5 l 

Oligo dT Eta，10 IIlM dN11P 1．5 tA，40 U／ IRNA酶抑 

制剂 1 ，200 U／ M—MLV RT酶 1 ，及反应缓冲液 

共25 ，37~C反应 60 min。取 2．5 cDNA作为模 

板于25 l反应体系中进行 PCR。PCR引物分别为： 

CBFAI正 链：ccaaatttgectaaecagaatg，反 链：gaggctgtg— 

gtttcaaaccac；GAPDH 正 链：caccatggaggccgggg，反 链： 

； CBFB 正 链 ： aagta— 

cacgggcttcagggacc，反链：cttcaaaggcctgttgtgctaa。PCR反 

应为95℃3 min，94℃C30 s，60℃lmin，72~Clmin．35个 

循环。循环反应完毕后 72~C延伸 10 min。产物取 8 

于 1．5％琼脂糖凝胶电泳，溴化已锭染色，利用凝 

胶成像系统(Bio．Rad Gel Doc2000)进行光密度扫描， 

求取每一样品光密度与 GAPDH光密度的比值。 

4．统计学处理 

实验组与对照组每一时间点平行设置 3个样 

本，采集数据以均数 ±标准差表示，ANOVA方法检 

测组间均数差异，P值小于 0．05认为组间样本均数 

差异有显著性。 

结 果 

小鼠骨髓基质细胞在含有 DEX、 甘油磷酸钠、 

抗坏血酸及 10％胎牛血清的条件培养基中 2 d后细 

胞开始贴壁变形 ，多呈梭形，少数呈小 圆形或三角 

形。原代培养5 d后进行传代，传代的细胞约2 h后 

开始贴壁，细胞形态较均一，少数细胞呈多边形，胞 
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核大而圆。原代及传代培养中均可见处于有丝分裂 

期细胞形态。传代细胞依次表达 COL1、ALP、骨钙素 

(OCN)等，并于传代培养 2周后出现细胞外基质矿 

化[5l。 

我们在细胞传代培养开始时于实验组培养基中 

分别加入 0．1 g／ml和 0．2 V．s／ml Leptin，第 24、48和 

72 h后进行细胞计数。与对照组比较，0．1 和 

0．2 g／ml Leptin实验组在第 24和 48 h细胞数量明 

显减少 ，其中 0．2 g／ml Leptin实验组减少更为显 

著，呈现时间与剂量依赖效应。72 h后 0．2 IIll 

Leptin组细胞数量仍明显少于对照组(图 1)。 
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圈 1 传代培养后第24、48和 72 hO ml、0．1腭／ml和 0．2 ml 

Leptin对细胞增生的影响 

我们在细胞传代培养后第 5天和第 10天于0．1 

IIll Leptin实验组和对照组中分别提取总 RNA，用 

RT-PCR方法扩增成骨细胞分化过程中特异性转录 

因子 CBFA1和 CBFB，以及成骨细胞特异性标记物 

COL1和 ALP，并对其扩增产物进行半定量分析。我 

们发现在骨髓基质细胞传代培养后第 5天和第 10 

天时，实验组 CBFA1和 CBFB的表达均高于对照组 

(图 2)，而 COL1和 ALP表达在上述时间点与对照组 

无差异(图3)。 

讨 论 

Leptin自 1994年发现以来L6 J，被认为是具有中 

枢调节和外周局部作用的重要细胞因子。循环血中 

Leptin在成体主要来源于脂肪组织，其作用是通过与 

广泛存在于多种组织细胞中的特异性受体(OB．R) 

结合而实现的。kptin的功能最初被证实是通过与 

中枢神经系统受体结合而产生限制食物摄入和增加 

能量代谢作用L7 ；近来研究表明，Leptin除与体重调 

节有关外 ，还参与体内包括骨组织在内的多种组织 

代谢调节。Leptin基因(oh／ob)或其受体基因(db／ 

db)突变后，动物除交]目巳为肥胖等其他表型外，在骨 
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圈3 传代培养后第5 d和葡 10 d 0 v#n,l或01 pll／mlI~ptln对 

成骨缩胞特异性标志物 COl 1和 ALP表选的影响 

组织表现为骨量增加和成骨细胞功能增强，而脑室 

内局部应用 Leptin则导致骨密度下降，证明 Leptin 

有中枢性抑制骨形成作用【 。Elefteriou等 一更进一 

步证实提高外周血清Lepiin水平，可以减少骨量．提 

示 Leptin外周作用与中枢作用一致 但是，与上述 

证据相反，许多学者亦证明 Lepiin可直接刺激成骨 

细胞增殖、成熟和细胞外基质矿化。首先．Rese]and 

等_q 发现人成骨细胞中存在 Leptin及 Leptin受体表 

达，提示 Leptin可直接作用于成骨细胞。其次，在人 

原代成骨细胞或骨髓基质细胞系hMS2．12培养中． 

应用 Leptin均可促进向成骨细胞势化l 。再次， 

Leptin基因敲除小鼠(ob／ob)应用 Lepfin后，表现为 

骨量和骨密度增加，肢体增 长 。同样．Matko~ic 

等_】 应用 DEXA骨密度仪测量发现青春期少女血 

清 Leptin水平与骨密度呈正相关。总之，Leptin对成 

骨细胞作用机制及与骨形成的关系尚无定论。 

在我们所建立的小鼠 MSC体外培养模型中， 

MSC经 DF2( 导可分化为成熟成骨细胞．终期细胞 

外基质矿化形成骨样结构 本实验 MSC传代培养 

早期加人 Leptin后，细胞增殖受到明显抑制，实验组 

未发现明显细胞捅亡，提示 MSC进入定向分化阶 

段 Leptin抑制细胞增殖作用发生于传代培养 72 h 

之内，与地塞米松单独诱导细胞分化有叠加效应。 

转录因子Cbfsl和 Cbfb均是成骨细胞分化和完 

成其骨形成功能过程中的不可缺少的关键因子，cb． 

fa与 Cblb结合共同启动包括 COLI、AIJ1】和 OSN等 

在内的多种成骨细胞相关基因转录．实现成骨细胞 

生物学功能 实验组转录因子 Chfa|和 Cbfb在传代 

培养第 5天和第 lO天表达高于对照组，进～步表明 

MSC开始向成骨细胞分化，而 L,epiin促进了成骨细 

胞分化关键因子的表达，成熟成骨细胞特异性标志 

物 COLI和 ALP的表达并未因 Lepiin的加人而升 

高，一方面说明 Lepiin并未加速成骨细胞的成熟进 

程，另一方面，我们尚不清楚在MSC分化途径中，是 

否存在特异的 Lepiin作用时段。Gordeladze等l l发 

现内耀性 Leptin主要表达于基质细胞和成骨细胞成 

熟晚期．提示 Dtin作用存在时序性。 
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因子，限制骨代谢。瘦素对机体骨骼的影响是这两 

种效应的综合，在正常机体 ，瘦素的外周作用与中枢 

效应维持较好的平衡。尽管目前对瘦素在骨代谢中 

的作用已经有一定了解，但还处于表面的观察阶段 ， 

尤其对瘦素在骨骼的直接作用和如何通过中枢影响 

骨代谢，还有许多关键问题尚不明了，需要进一步的 

研究。 
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