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辛伐他汀在骨髓基质干细胞向成骨细胞分 

化过程中的作用 

曲强 郭伟 陈翠珠 

【摘要】 目的 通过对小鼠骨髓干细胞体外培养的观察，研究辛伐他汀在骨髓基质干细胞向成 

骨细胞定向分化过程中的作用。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 ，应用组织化学及 yon Kossa方法检测细胞碱性磷酸酶染色和细胞外基质矿化；在细胞培养早期加 

入辛伐他汀(实验组)或保持基础培养条件(对照组)，应用半定量 RT-PCR方法分别检测两组 I型胶 

原蛋白(COL1)、碱性磷酸酶(ALP)、转录因子 CBFA1和 Osterix(osx)在成骨细胞分化过程中的表达。 

结果 小鼠骨髓基质细胞经体外诱导后分化为具备碱性磷酸酶活性和矿化细胞外基质的成熟成骨细 

胞。实验组 COL1、ALP 和 CBFA1表达在细胞培养第 3，5天均高于对照组，OSX表达差异不明显。结 

论 辛伐他汀在成骨细胞分化过程中促进其相关基因的表达。 
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Effect of simvastatin on differentiation of osteoblasts derived from bone maI stem cells． QU Q ， 

GUO Wei，CHEN Cuizhu． Department of General Surgery，Peking Union Medical Collage Hospital，Be~iing 

100730，China 

【Abstract】 OMecflve To study the effect of simvastatin on osteoblast differentiation by using a mouse 

bone mSXTOW culture system．Methods Bone mSXTOW cells were derived from 6-week．old ICR mice．Dexametha． 

sone wss initiated in the cultures．Alkaline phosphatase staining and yon Kossa staining were used to assess os· 

teoblast differentiation．Semi·quantitative RT—PCR was perfermod for evaluating the expressions of collagen type I 

(COL1)，akaline phosphatase(ALP)，CBFA1，and Osterix on culture days 3 and 5，in the simvastatin·(treated) 

gron and blank control group．Results Cells in each group were differentiated into osteoblast lineage，as shown by 

alkaline phosphatase and yon Kossa stainings．The expressions of COL1，ALP  and CBFA1 in the treatment group 

Was hisher than those in the control group．Conclusion Simvastatin enhances the expression of osteoblast—differen— 

tiation·related genes． 
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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【】j。在 

MSC向成骨细胞分化过程中，地塞米松(Dexametha— 

sone，DEX)被证实起着重要的诱导作用_2 J。辛伐他 

汀(Simvastatin，SIM)作为他汀类药物是脂类代谢途 

径中限速酶 HMG—CoA还原酶的抑制剂，被认为有降 
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血脂作用。近年来研究表明，他汀类药物在体外可 

促进骨形成过程中碱性磷酸酶活性，增加细胞外基 

质矿化_3 J。SIM对 MSC向成骨细胞分化是否有诱导 

作用目前尚不清楚。 

我们利用已建立的小鼠 MSC体外培养模型_4j， 

应用 DEX诱导分化成骨细胞，并在细胞培养早期加 

入 SIM，通过对比分析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、Osterix(OSX)的表达，证实 SIM具有促成骨细 

胞分化作用。 

1．细胞培养 

材料和方法 
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(1)愿代细胞培养：取6周 1CR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殷骨．去除股骨双侧干骺端，以 

25G针头用 MEM冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞于 5O 

Ⅱd离心管中。1000 r／rain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，加人条件培养液 MEM培养基．15％标准胎 

牛血清，50 g／|T】l维生索 C，10 mmol／i~d S．甘油磷酸 

钠，10 000 U／nd青链霉素=实验组 同时加人 I 

nx~l／L辛使他汀(Merck公司)，对照组加入等量 PBS 

溶液。细胞于 5％二氧化碳培养箱 37℃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，PBS冲洗 

2次，0．05％胰蛋白酶．EDTA消化后，l000 r／rain离心 

10 mJn，弃上清，加人适量 n．MEM重悬细胞共计数， 

种植于培养瓶或培养板中，隔日半量换液 

2．碱性磷酸酶和细胞外基质染色： 

传代培养细胞 】0 个细胞／4L接种于 35㈣ 培 

养皿中，分别于第 7，22天以4％中性甲醛固定细胞 

细胞碱性磷酸酶染色采用 Sigma公司试剂盒方法． 

细胞外基质钙沉积染色采用 VOU Kossa方法。 

3成骨细胞分化相关基因表达的检测 

细胞总 RNA采用 Trizol(Promega公司)一步法提 

取 取2 j E． RNA进行反转录 反应体 系含 0．5 

‘g ̂ l Oligo dT 2tzl，10 mmol／I dN]’P 1．5td，40 U／td 

RNA酶抑制剂 】f l，200U／ltI M．MLV RT酶 1 tl，及反 

应缓冲液共 25,u1．37℃反应 60 rain：取 2．5“j eDNA 

作为模板子 25 反应体系中进行 PeR PeR引物 

分别为：CBFAI正链 反链：gsg- 

getgtggtttcaaaeeac；GAPDH正链：caccatggsggccgggg，反 

链：gacggacacattgggggtag；ALP正链：gceeleLeeaagacatata， 

反 链：ceatgatcacgtcgalatec；COL1正 链：tctccactette— 

tagttcet，反链：llg~,gteattteeacatg，OSX 正链：atggcgtc— 

clctctget[gagg．反链 。PCR反应 

为95℃ 3 min，94=C 30 s，60 oC l min．72℃ l n 35 

个循环 循环反应完毕后 72℃延伸 10 mirt。产物取 

8 l于 1．5％琼脂糖凝胶电泳．溴化已锭染色，利用 

凝胶成像系统(Bie-Rad Gel Doe2000)进行光密度扫 

描，求取每一样品和GAPDH的光密度比值。 

结 果 

小鼠骨髓基质细胞在含有 10 mol／L地塞米松， 

甘油磷酸钠、抗坏血酸及 10％胎牛血清条件培养 

基中2 d后细胞开始贴壁变形，多呈梭形，少数是小 

圆形或三角形一原代培养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，胞核大而圆。原代培养及传代培养早期 

均可见处于有丝分裂期细胞形态 

细胞传代培养后 7 d，我们对细胞行 ALP组织化 

学染色．：此时细胞呈小结样聚集，胞浆中出现粉红 

色 ALP染色(图 1)。传代培养 20 d时我们以 VOrL 

Ko~--a方法染色细胞外基质，发现细胞外基质小结样 

结构区可见点状及小片状钙沉积染色： 

田 l ALP组织化学染色 

骨髓基质 F细拒经诱导培养后．胞浆中出现具有成骨纽胞分 

化标志的粉红色 L̂P染色 

我们在经地塞米松诱导的小鼠骨髓基质细胞原 

代培养中加人 10 mol／L辛伐他汀后，于培养第 3．5 

天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征性标记物 COL1、 

A【|P、CBFAI和 OSX，井对其扩增产物进行半定量分 

折。我们发现在原代培养第 3天时 CBFA1已有表 

达，第 5天时COL1、ALP和 CBFAI均有表达，OSX表 

达在 2个时间点均低于检测水平(图 2) 实验组 

ALP、COLI和 CBFAl的表达均明显高于对照组，显 

示辛伐他汀在骨髓基质细胞向成骨细胞分化早期促 

进成骨细胞成熟(图 3)。 

讨 论 

骨髓基质干细胞具有不断自我增生和在特定条 

件下定向分化的特性 DEX被认为在体外可促进成 

骨细胞分化与细胞外基质的矿化 在我们的细胞培 

养体系中，从形态学 、组织化学染色、基因表达和细 

胞外基质染色等多方面观察表明．MSC经 DEX诱导 

可定向分化为成熟成骨细胞 

转录因子 CBFAl和 OSX是近年来发现的在转 

录水平凋控成骨细胞分化的关键因子。其中 OSX 

被 认为是作用于CBFA1下游 。两种转录因子均可 
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圈2 战骨细咆分化过程中特征性标记物表达 

辛fj}恤汀fs )实验组(+)与耐照组f．)在身lI胞培养第3 5天 

盘达 ‘̂ PDH(A)、ALP和COI1(B) CBFAI和OSX(c 情况． 

调控成骨细胞特异性基因如碱性磷酸酶和骨钙素的 

表达，当 CBFA1和(或)OSX缺失时．机体表现为无 

成骨细胞分化和骨发育不良。我们通过定位观察， 

明确显示 CBFA在骨髓干细胞分化早期特异性表达 

于细胞孩基质，随着细胞分化成熟，CBFA1持续结合 

于具有分化成骨细胞特征的细胞核内，在时间上与 

参与促进其他成骨细胞标志物的表达相一致，提示 

DEX可能通过 期提高转录因子水平而发挥其促 

分化作用 = 

辛伐他汀长期以来被用作降血脂药物，近年大 

样本流行病学调查发现长期服用他汀类药物人群骨 

折发生率小于对照人群 体外实验也显示 SIM促 

进 MC3T3一E1细胞分化并成骨：本实验中 SIM在 

MSC原代培养中加速并提高了 COL．1和 ALP的表 

达．CBFA1表达在培养第 5天 SIM实验组也高于对 

照组．证实SIM在成骨细胞分化早期起着与DEX坍 

同的促分化作用。其可能机制为 SIM通过提高 

BMP一2水平促进 COL-I和 AIJP等成骨细胞相关蛋白 

的合成，而 BMP一2水平升高是由于：①他汀类的内 

脂环结构类似细胞内蛋白酶体抑制剂，后者促进转 

录增强子进入细胞核，增强目标基因表达；②他汀类 

药物刺激内皮细胞一氧化氟合成酶(eNOS)活性，进 

而启动 Raf-1和 MAP信号传导系统，增强转录活性 

及目标基因表达”J OSX表达在两个时间点均低于 

检测水平，可能与我骨细胞分化早期基因时序表达 

程度有关：SIM的作用途径还有待进一步研究 

随着人们对老年及妇女绝经后骨质疏松现状和 

发生机制的深入 r解．治疗骨质疏松的药物也在不 

断研究和发展中 但是，目前骨质疏松治疗多集中 

在抑制破骨细胞功能，进而减少骨破坏，达到控制骨 

B c0I
．  

c 。  Ĝ P 

sⅧ(一)(+j c一)f+) 
D／t~ 3 D们 B 

田3 辛性他汀作用 

睾佳他汀【SIM)宴验组(+)与埘照担(一)在细胞培荐第 3天表达 ÎP(A)和 c0【．1(Bj以厦第3、5无表达 CBFA1(c)水平比较 
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讨 论 

机体通过激素的动态平衡来调节、维持正常骨 

代谢。去势大鼠内服活骨胶囊、外敷抗骨坏死散两 

药联用可能调节机体的这些动态变化而改善了骨的 

代谢。通过以上结果表明：模型组 4项骨力学指标 

明显低于对照组(P<0．05—0．01)，骨形态学指标及 

雌激素测定结果也明显低于对照组，说明采用 3月 

龄雌性大鼠切除双侧卵巢后可造成一系列骨质改 

变。活骨胶囊 、抗骨坏死散两药联用大、中、小剂量 

组的骨力学最大载荷、最大桡度、最大应力、弹性桡 

度与模型组比较有明显增强(P<0．05—0．01)。不 

脱钙骨切片结果显示：骨钙化光密度值及骨小梁与 

髓腔面积比值，给药组中大剂量组明显增加。未钙 

化骨的酸性黏多糖物质给药组明显降低。血清雌激 
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素测定结果提示活骨胶囊、抗骨坏死散两药联用有 

明显增高体内雌激素含量，对子宫重量无明显作用。 

综上所述，活骨胶囊、抗骨坏死散两药联用有明显改 

善骨组织结构，提高去势大鼠骨结构力学，使骨组织 

承载能力趋于正常，对改善和治疗骨质病变如股骨 

头坏死、骨质疏松等病痛有一定的治疗作用，其机理 

尚待进一步的研究。 
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质疏松发展的目的。以人工重组甲状旁腺激素 

(PTH)为代表的通过刺激成骨细胞功能，进而促进 

骨合成代谢的新一代药物已开始服务于临床。他汀 

类药物作用机制的研究有可能为通过骨合成代谢途 

径治疗骨质疏松提供新的方法。 
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