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瘦素对成骨细胞骨保护蛋白mRNA表达的 

影响初探 

李晓佳 魏松全 李双庆 安振梅 杨元 

【摘要】 目的 初步探讨瘦素(Leptin)对成骨细胞骨保护蛋白(OPG)mRNA表达的影响。方法 

用 SYBR Green I染料实时监测定量 RT-PCR的方法测定骨保护蛋白(OPG)mRNA表达。结果 瘦素 

(Leptin)使成骨细胞骨保护蛋白 OPG mRNA表达呈剂量和时间依赖性降低。结论 瘦素(Leptin)作为 

一 种内分泌因子，可直接与成骨细胞上 leptin受体特异结合，通过受体后信号转导下调节成骨细胞 

OPG mRNA表达，使 OPG mRNA表达降低，和其它因子共同参与骨再建调节。 
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Regualtion of osteoprotegerin mRNA levels by leptin in human osteoblast-like cells 12 Xiaojia，WEI 

Songquan，12 SJ ，et a1．Department ofNeurology，Sichuan People’s Hospital，Chengdu 610073，China 

【Abstract】 Objective To study the effect of leptin on the expessione of osteoprotegefin(OPG)mRNA in 

osteoblast．1ike cells．Methods The expression of OPG mRNA in osteoblast—like cells was determined by real—time 

quantitative RT-PCR based on Light Cycler technology．Results Leptin down—regu|ated the mRNA levels of OPG 

(P<0．05)in a dose—and time—dependent manner．Conclusions Leptin acts directly on osteoblasts to regulate 

bone remodelling by decreasing OPG mRNA． 
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瘦素(1eptin)参与了骨代谢，并介导了骨量、体重 

和生殖三者之间的关系，许多研究已发现 leptin在骨 

代谢中发挥重要的调节作用 J̈，然而 leptin在骨重建 

中的作用是非常复杂和充满争议的。骨保护蛋 白 

(Osteoprotegerin，OPG)和破骨细胞分化因子(ODF)的 

发现L2,5 J，让我们从新的角度去探讨 leptin在骨重建 

中的作用。OPG被认为在骨重建过程中起关键作 

用，许多因子均部分或完全地通过调节 OPG生成来 

发挥其间接调节破骨细胞分化及骨重建的作用， 

OPG生成增加，破骨细胞数 目减少、骨吸收功能减 

弱，反之，破骨细胞数目增加、骨吸收增强。目前倾 

向于认为 OPG体现了破骨细胞分化功能状态，OPG 

表达 增多，OC数量增加、功能增 强，反之亦 然。 

ODF：OPG mRNA的比值直接影响骨重建方向，比值 

增加，ODF促进破骨细胞形成、活化占优势，骨吸收 

强于骨形成 J。 

本文作者拟通过探讨 leptin对体外培养成骨细 
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胞 OPG mRNA表达的影响来研究 leptin在成骨细胞 

之间、之后对骨吸收的作用，希望能通过此实验进一 

步明确 leptin在骨重建中的作用，并为以后的研究提 

出新的假设和方向。 

材料和方法 

1．细胞制备 

将新鲜鉴定后的传三代成骨细胞(四川大学移 

植免疫实验室提供)接种于T．25培养瓶 ，共 15瓶；待 

细胞长满后，吸出培养基，用 PBS清洗 2次，加入不 

含 NBS之 DMEM培养液，分成 5组，1组 3瓶；每组 

分别加入不同浓度瘦素，使瘦素终浓度分别达 0、20、 

40、80、160 ng／ml；培养 3 d，予提取细胞总 RNA(量 

效)。同样方法接种 9瓶，均加入终浓度为 10 ng／ml 

的瘦素，于第 1、3、6 d分别提取3份标本细胞总 RNA 

(时效)。 

2．方法 

(1)细胞总 RNA提取(TRIZOL)。 

(2)SYBR Green I模式定量 RT．PCR①引物 J：上 

游：5’．AAC CCC AGA GCG AAA TAC．3’；下游：5’． 
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AAG AAT GCC TCC TCA CAC．3’②操作按 RT-PCR试 

剂盒说明书并作调整：反应体系为 25 ，含有 2／11 

dNTP，0．5 p-g RNA模板，0．5 酶复合物，0．05 mmol 

引物，2 SYBR Green I，将各种样品转入毛细管，瞬 

时离心，并放人 Light Cycler仪。③反应程序：50~C， 

30Ⅱlin一94℃，3Ⅱlin一90℃，30秒一57℃，30 s一6℃， 

30 s(45个循环)--~68~C，30 s一4℃保存。④分析样 

本：定量软件对 RT．PCR产物作实时定量分析(相对 

拷贝数)和熔点曲线分析 ．9 J。Light Cycler定量软件 

侧重于分析 PCR扩增过程中产物呈指数增长期的 

荧光值变化。用已知浓度等梯度稀释的标准品和待 

测模板一起共扩增，进行直线转换，由标准品拷贝数 

及其交叉点数值确定出标准曲线，在标准曲线上比 

较不同待测样本交叉点数值，即可获得其起始浓度 

的对数值，再转换为精确拷贝数。 

3．统计学处理 

结果 以样本 均数 ±标 准差 (x±s)表 示， 

S~S10．0统计软件进行方差分析。 

结 果 

1．熔点曲线分析 

从图 1可见一个 主峰，Tm值波动在 82．41～ 

83．04℃，说明产物特异性较好。 
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圈 1 熔点曲线 

2．OPG mRNA表达拷贝数 

(1)浓度 leptin作用于成骨细胞后，OPG mRNA 

表达拷贝数见表 1，20、40、80、160ng／ml瘦素组与对 

照组(0 ng／m1)比较均有统计学差异(P=0．01)；4o、 

80、160 ng／ml瘦素组与 20 ng／ml瘦素组比较均有统 

计学差异(P=0．02)；40 ng／ml瘦素组与 80 ng／ml瘦 

素组之间(P=0．075)，80 ns／ml瘦素组与 160 ns／ml 

瘦素组之间无明显差异(P：0．064)，但是呈减少趋 

势。 

表 1 不同浓度 Leptin作用后 OPG mRNA表达拷贝数 

Lepfin(ng／m1) 

0 

20 

40 

80 

l60 

第 3d OPGmRNA表达量 

(4．2055±0．1619)1o6 

(1．1845±0．064)×1o6 

(1，8075±0，067)X to5” 

(6．5785±0．0784)×1o'” 

(8．675±0．106)×1o3“ 

注：与其他各组比较， P：0．0l(0．05；与 O，20，加(ng／rrd)组比 

较，’P=0．02<0．05 

(2)Leptin作用不同时间后 OPG mRNA表达拷贝 

数见表2，作用 1、3 d瘦素组与作用 6 d瘦素组比较 

有统计学差异(分别 P=0．02，P=0．023)；而作用 1 

d瘦素组与作用 3 d瘦素组之间无明显差异，呈减少 

趋势。 

表 2 Leptin作用不同时间后 OPG mRNA表达拷贝数 

时间(d) OPG mRNA表达量 

l 

3 

6 

(2．447±0．132)×1o6 

(2．247 4-0．165)×1o6’ 

(1．175±0．0778)x 1o5 

注：与其他各组 比较， P：0．02<0．05；与第 6 d比较，’P 

0．023<0．05 

讨 论 

本实验观察用不同生理浓度 leptin作用成骨细 

胞和作用不同时间后对成骨细胞 OPG mRNA表达的 

影响，结果显示，随着瘦素浓度增加，OPG mRNA表 

达逐渐减小 ，而作用 1、3 d，OPG mRNA表达差别虽 

无统计学差异，但 6 d较 1、3 d表达有下降，可见随 

着作用时间延长仍有下降的趋势，瘦素使成骨细胞 

骨保护蛋白(OPG)mRNA表达呈剂量和时间依赖性 

降低。上述结果提示 leptin能调节成骨细胞 OPG 

mRNA表达，使 OPG mRNA表达降低，OPG生成减 

少，促进骨吸收，参与骨重建调节。 

已有研究表明肥胖对骨量的保护作用常常归结 

于与血清 leptin水平相关的高体脂量  ̈，Matkovic[̈J 

对 343例青春期女性 4 Y的研究表明，leptin与骨面 

积及骨面积变化正相关，认为 leptin通过作用于骨膜 

影响骨量；rI1hoInas【 J评价了人重组 leptin对人类条 

件性永生骨髓基质细胞系一HMS2．12的作用，结果 

表明 leptin可作用于人骨髓基质细胞提高其向成骨 

细胞分化，抑制其转化为脂肪细胞。体外实验提示， 

生理浓度的 leptin还能提高体外培养的新生鼠颅骨 

细胞矿化骨小结的数 目 引̈。另外一项研究发现 l印． 

tin可增加肥胖 ob／ob鼠骨 的内皮质形成 川̈。Jan 

0  0  0  0 0  0  0 

6  5  4  3 2  l  0 
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等[tsIj~RT．PCR方法证实 leptin可增加 TGF—p、IGF一 

1、I型胶 原、ALP、骨钙 素 的表 达。另外，Gorde— 

land[16】发现用 leptin长时间孵育成骨细胞可致矿化， 

leptin还被证明是一种抗骨髓基质细胞和成骨细胞 

凋亡的因子，促进成骨细胞向骨细胞转化，leptin长 

时间作用后，成骨细胞标志基因 OSF．2减少而骨细 

胞标志基因CD44增加[ 引。Steppan[”]给4 w龄缺失 

leptin ob／Ob鼠腹腔内注射 leptin(50 tLg·只 ·d )，3 w 

后。小鼠股骨骨皮质、骨小梁骨矿含量均增加(外周 

QCT测定)，股骨增长，leptin逆转了 ob／Ob鼠骨生长 

缺陷和骨量降低；有 Western斑点杂交技术探测到软 

骨细胞和成骨细胞上有 leptin受体表达，推测 leptin 

一 方面可直接作用于其受体参与软骨骨化以及骨生 

长，同时还影响了其 它几种调节骨代谢激素，如 

LGF．1、糖皮质激素、生长激素水平来间接调节骨重 

建和骨生长。这一系列的研究均提示 leptin在骨生 

长和骨重建过程中有重要的调节作用，推测能促进 

骨形成。本实验结论揭示 leptin可能对骨代谢起双 

向调节作用。 

一 个有趣的现象是 leptin和 IL．6均通过 gpl30 

信号转导途径刺激 JAK．STAT激酶级联磷酸化将信 

号经细胞质转导至核内It8]。IL-6一方面能促进成 

骨细胞分化和活化。促进骨形成，IL-6和 IL．6R或 IL 

1一起还能作用于胚胎成纤维细胞促进向成骨细胞 

呈递，而不影响其向脂肪细胞、软骨细胞、肌细胞分 

化；另一方面 IL-6可介导破骨细胞分化、活化过程， 

促进骨吸收。而在雌激素、雄激素撤退时 IL．6受体 

上调，靶细胞对 IL．6敏感性增强。IL．6促进破骨细胞 

分化、活化作用占优势，骨吸收增强至骨质疏松u ， 

可见，leptin和IL．6在信号转导和骨重建调节方面有 

相似之处，但又不完全一样。 

关于 leptin调节成人成骨细胞 OPG mRNA的途 

径，我们在证实成人成骨细胞上有 leptin长、短受体 

mRNA共表达的基础上用受体放射结合实验探讨了 

成骨细胞上 OB．R的生物学特性。结果表明，本实验 

培养之成骨细胞与 I-Leptin的结合具有高亲和、可 

逆及可饱和的配基．受体结合特性，从而证实了成骨 

细胞存在 leptin受体蛋 白的表达并且能特异性地结 

合 leptin。因此我们推测，leptin能与成骨细胞上OB． 

R结合，直接与成骨细胞上 leptin受体特异结合，以 

内分泌、自分泌和旁分泌形式通过受体后信号转导 

调节成骨细胞功能，和其它因子共同参与骨重建调 

节。 

我们推测 leptin在骨重重建过程可能既促进骨 
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形成又能加速骨吸收，但是我们目前尚未作出leptin 

对破骨细胞分化因子(ODF)mRNA表达的影响，暂时 

不能得到ODF：OPG mRNA比值的数据，因此关于骨 

重建方向以及 leptin对骨量的最终影响还有待于进 

一 步研究。 
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同时成骨细胞分泌的 OPG可以和 RANKL结合从而 

竞争性阻滞了 RANK与 RANKL结合，达到调控 OC 

分化和功能作用。由此，成 骨细胞表达 OPG和 

RANKL的比例可能是调节破骨细胞的关键因素u引， 

Asami等学者[̈]发现小 鼠去卵巢后 RANKL表达升 

高，而 OPG表达下降。OPG和 RANKL主要由成骨 

细胞和骨髓基质细胞分泌，调控二者的表达水平就 

决定了对破骨细胞的调控方向。 

简单而言影响骨吸收的是破骨细胞，但掌握调 

控破骨细胞的分化和成熟的关键却是成骨细胞和基 

质细胞。因此本研究在选题时着重讨论蛇床子素影 

响成骨细胞对调控破骨细胞的中心途径，即检测对 

OPG和 RANKL的mRNA表达的影响，从而从该角度 

阐明蛇床子素对骨代谢作用的机理。 

我们的研究发现在加药对成骨细胞影响 48 h， 

即可以观察到两基因都已有表达，相对空白对照组， 

0ST上调 OPG mRNA的表达(P<0．05)，但对 RAN— 

KL的表达无显著影响，但 OPG／RANKL比值已经较 

正常空白对照组变大，对破骨细胞已经有明显的抑 

制作用；7 d时 OPG和RANKL表达都有增加，OST上 

调 OPG的表达(P<0．01)，OST在 10 tool／L下调 

RANKL的表达(P<0．05)，而在 OST的低浓度 1O～、 

10-6 mol／L观察到对 RANKL有降低表达的趋势，各 

浓度的 OST都使 OPG／RANKL比值较空白对照组增 

大，提示了蛇床子素可能抑制破骨细胞的分化、成熟 

的作用，OC的生成减少，活性减弱，从而抑制骨吸 

收。本实验中的 OPG表达量变化幅度不大，以及 

RANKL表达存在变化的趋势但无显著性，可能与实 

验时间因素有关，OPG和 RANKL都未达到表达的高 

峰。 

综上所述，在本研究中发现 OST可以主要上调 

大鼠成骨细胞中 OPG基因的表达，同时轻微降低 

RANKL的表达，提高 OPG／RANKL的比率，继而达到 

抑制 OC的分化和活性，使骨吸收降低 ，进一步证实 

其有抑制破骨细胞骨吸收的作用。在其早期无明显 

的改变和趋势。但本研究仅仅是利用 RT-PCR对几 

种因子在转录水平的检测，至于两种组织中每种因 

4l9 

子 mRNA表达量的确切变化、蛋白水平的情况及每 

种因子在组织中的具体定位有待于进一步研究。 
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