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成人成骨细胞和 MG一63细胞株孕激素受体 

的表达 

粱敏 廖二元 

【摘要】 目的 观察成人成骨细胞和MG-63细胞株孕激素受体(progesterone receptor，PR)亚型表 

达的情况。方法 用改良胶原酶消化法从正常成人松质骨中分离成骨细胞 ，观察细胞形态，钙钴法行 

碱性磷酸酶染色，Van Gieson法行 I型胶原染色，茜素红行矿化结节染色；半定量 RT-PCR检测骨钙素 

和 PR亚型 mRNA表达；Western blot测定 PR蛋白质表达。结果 所分离培养的细胞具有成骨细胞的 

形态特征，保持了其在体内的功能；人成骨细胞和 MG-63细胞株均表达 PRA、PRB mRNA和蛋白质。 

结论 人成骨细胞和 MG-63细胞株可能受孕激素的影响。 
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Er’yuan．Institute of Metabolism and Endocrinology，the Second Xiangya Hospital，Central South University， 

ĉ k 410011，China 

【Abstract】 Objective To ob~rve the expression of progesterone receptors in human osteoblasts and hu． 

m n osteosareoma cell line MG-63．Methods The human osteoblasts were isolated from the trabecular bone by 

c0ⅡagerIa8e digestion．Th e expression of MkMme phu~phatase，collagen type I，mineralized nodes and osteocalcin 

were studied with modified Gonori’S assay，Van Gieson’S s~inins，alizarin red—S staining and RT-PCR，separate— 

ly．Th e expression of PRA and PRB mRNA and protein Was measured by RT-PCR and Western blot in human OS- 

teoblasts and MG-63 cells．Results Th e isolated normal human osteoblasts pos~ssed the phen0types and functions 

ofosteoblasts ／n v／vo．PRA and PRB mRNA and protein Were espressed in both human osteoblasts and MG-63 

cells．Condusion~ Hum an osteoblasts and MG-63 cells are the target cells ofprogesterone through its receptors． 

【Key words】 Human osteoblasts；MG-63 cells；Identification；Progesterone receptors 

最近的研究表明孕激素不仅可以防止激素补充 

治疗中雌激素引起子宫内膜增生和子宫内膜癌的副 

作用，而且对骨质疏松症也有直接的治疗作用，可减 

少绝经后妇女的骨吸收，增加骨形成_10 J。孕激素的 

效应主要通过孕激素受体(Progesterone receptor，PR) 

调节，目前在成骨细胞上发现了 pR[4,5]，表明孕激素 

可直接作用于成骨细胞。为了探讨孕激素对成骨细 

胞的作用机制与途径，我们首先从正常成人松质骨 

中分离成骨细胞 ，并进行功能鉴定，然后观察了正常 

成人成骨细胞中 PR亚型表达的情况，并与具成骨细 

胞表型特征的人成骨肉瘤 MG63细胞株进行比较。 

所 
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材料和方法 

· 论 著 · 

1．细胞培养 

正常人成骨细胞的培养：外科手术取正常成人 

(30—50岁无骨代谢疾病的骨折患者)松质骨(髂骨、 

股骨头)1～2 g剪成 2 mm3大小碎粒，磷酸盐缓冲液 

(PBS)冲洗摇荡 3次，加入 1 mg／ml IV型胶原酶震荡 

消化(37℃)，待松质骨变白并呈峰窝状，加入含 20％ 

胎牛血清(FBS)的 MEM终止消化，再用含 10％FBS 

的 MEM洗涤 3次，待洗液中不含细胞时，将骨片贴 

于 75 cm2培养瓶，加入含 l5％FBS的 MEM培养液， 

37℃、饱和湿度、5％CO2环境下培养。2 d后换液去 

除血细胞 ，以后每 3d换液 1次，待细胞 长满后用 

0．25％胰酶．EDTA消化液消化，再接种到25cm 培养 

瓶，调整细胞数为 5×105个／瓶。 

人成骨肉瘤 MG63细胞株购 自美国培养物保存 
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中心[(ATCC号：CLR．1427)第 98代]用含 10％FBS 

无酚红的 MEM培养液培养，每 3 d换液 1次，细胞 

汇片后用 0．25％胰酶．EDTA消化液消化，按 5×lO5 

个细胞／瓶接种至25 cm2培养瓶。 

2．人成骨细胞功能鉴定 

人成骨细胞汇片后，用 0．25％胰酶一EDTA消化 

液消化，以3×lO5／ml密度接种于 6孔板中，每隔 2d 

用含 15％FBS的 MEM培养液换液。用于观察矿化 

结节形成的细胞，于接种后第 6d开始，每次换液时， 

在上述 MEM培养液中另加入 10 mmol／L ．甘油磷酸 

钠 ( —sodium glycerophosphate)。 

(1)碱性磷酸酶染色：细胞 固定后入孵育液 

(0．5％ ．甘油磷酸钠、0．5％巴比妥钠、0．9％氯化钙、 

0．04％硫酸镁)，于 37℃孵育 6 h，2％硝酸钴作用 5 

min，1％硫化胺处理 1 min，乙醇脱水，镜下观察并摄 

像。另设阴性对照，孵育液中不含 D．甘油磷酸钠。 

(2)I型胶源染色：细胞用 PBS洗 3次，4％多聚 

甲醛固定 10 min，Weigert铁苏木素染液染色 5 min， 

Van Gieson苦味酸酸性复红染液染色 5 min，95％乙 

醇快速分化、脱水，倒置显微镜下观察并摄像。 

(3)矿化结节染色：细胞固定后，用 0．1茜素红 

(alizarin red．S)染色 5 min蒸馏水洗 3次，乙醇脱水， 

镜下观察并摄像。 

(4)骨钙素(osteocalcin，BGP)检测：用 RT．PCR法 

检测 BGP基因的表达。 

3．细胞总 RNA的抽提和半定量 RT-PCR测定 

PR、BGP mRNA表达 

用 Trizol抽提细胞总 RNA，取 2．0 g总 RNA用 

逆转 录试剂 盒合成 cDNA。根据 PR的 cDNA序 

列L6J，设计并合成两对引物：PRB特异cDNA区域的 

引物序列，扩增片段长度 308 bp；PRA和 PRB共同 

cDNA区域的引物序列，扩增片段长度 459 bp。引物 

序列见表 1。加入相应引物扩增 PR、BGP和 ~-actin 

基因，其 中目的基因引物和 D．actin引物放入同一 

PCR管中进行扩增。扩增产物在 1．5％琼脂糖凝胶 

中电泳，溴化乙锭染色显影并拍照。 

4．细胞总蛋白的提取和 Western Blot检测 PR蛋 

白质的表达 

用 Trizol提取细胞总蛋白，Bradford法测定细胞 

总蛋白含量。取 60 细胞总蛋白溶液与4×SDS加 

样缓冲混匀，99~C加热使蛋 白变性 5 min，点样于 

7．5％SDS．PAGE胶中电泳，再电转移至硝酸纤维素 

膜。硝酸纤维素膜用含 5％脱脂牛奶的 PBS封闭 1 

h，用兔抗人 PR．抗(1：300稀释)杂交膜 3 h，PBS(含 
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0．1％ Tween20)洗膜 3次，再用辣根过氧化物酶标记 

的羊抗免二抗(1：1000稀释)杂交膜 1 h，PBS洗膜 3 

次。显色：取 6 mg二氨基联苯胺(DAB)溶于 10 ml 

0．05mol／L TBS(pH7．6)中，加 10 过氧化氢，过滤； 

退火硝酸纤维素膜，3～5 min可见条带，用蒸馏水冲 

洗，终止反应，照相。 

表1 各基因引物序列及扩增产物长度 

基因 引物序列5 一3 产物长度(bp) 

PRR 

正向 ：CATGACTGAGCTGAAGGC从  

反向：GACTAGAA~ CTCCA 

PRA和PRB共同序列 

正向 ：ccA1℃AGGCTG1℃ 1̂-r̂ C 

6-actin 

正 向：~ AGCGAGGTAGTAG 

反向：CAAGGGGAAGAGGAAAGAAGG 

正向：CCTCCCCTI3W~CGATCC 

反向：GGATCTrCATGAGGTAGTCAGTC 

308 

结 果 

1．人成骨细胞鉴定 

(1)细胞形态 ：在倒置相差显微镜下细胞呈纺锤 

形、多边形和类梭形、核圆形，符合成骨细胞的形态 

特征。 

(2)碱性磷酸酶：用改良钙钴法染色，可见培养 

的人成骨细胞胞浆内有棕黑色的微粒，阴性对照的 

细胞内无棕黑色微粒。 

(3)工型胶原染色：人成骨细胞在体外培养第 

20d时，细胞生长致密，合成大量 工型胶原，形成胶原 

结节，Van Gieson染色呈红棕色，说明细胞具有合成 

基质蛋白的功能。 

(4)矿化结节染色：人成骨细胞在抗坏血酸、D． 

甘油磷酸钠存在条件下，可使细胞外基质矿化，形成 

多量矿化结节，茜素红染色呈红色。 

(5)BGP的表达：RT．PCR法显示正常人成骨细 

胞表达 BGP mPNA，进一步证实了我们分离的细胞具 

有成骨细胞特征。 

2．正常成人成骨细胞和人成骨肉瘤 MG63细胞 

株中PR亚型的检测 

RT-PCR和 Western blot结果表明，正常成人成骨 

细胞和 MG63细胞株 中均有 PRA和 PRB亚型的表 

达，但表达丰度低(图 1，2)。 
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田 I MG63细胞和^成骨细胞 PRA和 PRB mRN̂ 的表选 M为 

分子量标准，I、3代表 MG63细胞I2、4代表人成骨细胞 

圈2 MG63细胞和人战骨细胞 PRA和 PHB蛋l 旗的袁丛． 1 2 

代表 MG63细胞；3 4代表人成骨细胞 

讨 论 

本研究中我们取材成人髂骨和股骨头的松质 

骨，采用胶原消化法获得成人成骨细胞并进行了鉴 

定。I型胶原、碱性磷酸酶、骨钙素的合成是成骨细 

胞的表型特征_7j，我们分别进行了I型胶原、碱性磷 

酸酶和矿化结染色及骨钙素基因的检测，提示所分 

离的细胞能分泌以上物质，并最终形成矿化结节。 

表明获得的人成骨细胞活性和功能良好，能够满足 

进一步研究的需要。 

PR基因定位于 l1号染 色体 长臂 1区 3带 

(11q13)_8J。PR含有 2个不同亚基 PRA和 PRB．PBA 

分子量为94kDa，PRB为 I16kDa，两亚基之间存在结 

构和功能上差异，其分布及比例对孕激素靶器官的 

生理、病理变化产生不同影响。孕激素能与 PR的 

c．端结合，在转录水平上调节基因的表达 PR可用 

放射配体法-9 J、免疫法 和细胞免疫组化- 等方法 

检测。由于PR在成骨细胞中的表达量很低．上述方 

法有时也不能检测出来，给 PR舶研究带来困难= 

RNA的定量分析是研究基因表达和基因活性调控机 

制的重要途径。NoNhem印迹法常被用于 RNA水平 

的分析，怛 No~hern分析需要的 RNA量较大，而且对 

低丰度韵 mRNA的定量检测不太灵敏 S】核酸酶 

分析、RNase A保护以及原位杂交等方法虽较 Noah— 

em印迹法灵敏和易于定量．但这些方法都比较费 

时，技术难度大．而且难以应用于大批量的分析。因 

而在实际应用中，例如对低丰度的转录产物或少量 

细胞进行分析时，仍无法使用这些方法。RT-PCR足 

将 mRNA经逆转录后再用 PCR特异性地扩增出该 

mRNA的序列，使对低丰度 mRNA的检测成为可能， 

提高了 RNA检测的敏感性(较 Horthern印迹法敏感 

3×I驴～6×10 倍) 我们以看家基因 口 actin为内 

对照进行半定量 R％PCR，且 8-aetln和 PR的 mRNA 
一 起逆转录并同管 PCR扩增，可减少如 eDNA的量、 

可扩增性和不同反应管间扩增效率等造成的差异。 

通过比较可对 PR mRNA进行半定量。同时还可用 

Western blot方法对 PR蛋白质水平进行 了分析。 

Western blot是在蛋白质凝胶电泳和固相免疫测定的 

基础上发展起来的，它结合了凝胶电泳分辨力高和 

固相免疫测定特异敏感等优点，可从混杂抗原中检 

测出特定抗原，还可对转移到固相膜上的蛋白质进 

行连续分析，具有蛋白质反应均一性和敏感性高等 

特点，它检测蚤白质的敏感性为 l 5 ngo 

我们用半定量 RT-PCT和 We tern blot方法发现 

正常成人成骨细胞和人成骨肉瘤 MG63细胞株中均 

有PFL~．、PRB mRNA和蛋白质的表达，但基础表达譬 

低，与 Mac Namara等 和 Wei等 对人原代培养的 

成骨细胞和成骨样细胞株的结果一致。这也再次证 

实了孕激素可直接作用于成骨细胞 同时也表明人 

成骨肉瘤 MG63细胞株可作为人成骨细胞的模型来 

研究成骨细胞的特性和所表达基因的调控，进行孕 

激素对成骨细胞怍用机制的研究。 

综上所述，我们用胶原酶消化法从正常成人骨 

组织中获得成骨细胞．并成功进行了体外培养，经鉴 

定体外培养的成骨细胞保持了其在体内的功能；证 

实人成骨细胞和 MG63细胞株均表达 PRĴ、PRB mR 

NA的蛋白质，为孕激素调节成骨细胞提供了直接证 

据。雌孕激素对 PR的表达均有调控作用_l l，孕 

激素对人成骨细胞和人成骨肉瘸 MC63细胞株 PH 

表达的影响将另文报道。 
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唧 介导的MT1．MMP表达减低反应。这表明唧  

通过 PKA、PKC信号转导途径调控成骨细胞 MTI- 

MMP表达。 

本研 究 观 察 到，唧 (1．34)对 MG．63细 胞 

proMM~2激活无影 响，可能为其他 的膜蛋 白，如 

MT2．MMP、MT3．MMP等，在 MMP．2酶原激活中起重 

要作用【 ， ， 。 

成骨细胞分泌的 MMPs被认为通过降解骨基质 

促进骨吸收，以前的研究表明 PTH可通过诱导成骨 

细胞 MMP．13表达促进骨吸收 J。然而我们的研究 

表明 PTH(1-34)抑制 MG．63细胞 MT1．MMP表达，我 

们进一步发现 PTH(1．34)诱导 MG．63细胞 RANKL 

mRNA表 达呈剂量依赖性、时限性。而且这 种对 

RANKL的诱导效应与对 MT1．MMP的抑制效应平 

行，这表明了 MTI．MMP与 RANKL表达之间的一定 

联系。 

最近的研究表明，MT1．MMP膜蛋白可通过胞内 

区激 动 ERK(extracellular signa1．regulated protein ki． 

nase)信号通路，启动细胞迁移与基因表达_8．9 J。这 

表明 MT1．MMP的功能不仅仅局限于降解骨基质，它 

还可以作为一个细胞膜上的受体蛋白激发细胞内信 

号转导。我们的研究发现 PTH对成骨细胞 RANKL 

的诱导效应与对 MT1．MMP的抑制效应平行，这表明 

了 MT1．MMP与 RANKL表 达 之 间 的 一 定 联 系。 

RANKL是由成骨细胞表达的刺激前体破骨细胞分 

化和活化的促骨吸收信号蛋白_1 J。由于 MT1．MMP 

可激动细胞内ERK信号通路，而研究表明 ERK信号 

激动可抑制成骨细胞 RANKL表达 ，我们认为 硎 可 

通过抑制成骨细胞 MT1．MMP表达，进入 RANKL信 

号通路，促进骨吸收。 
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