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17一 雌二醇对体外培养成骨细胞影响的实 

验研究 

汪现 刘来奎 翁玲玲 苏敏 郑虎 

【摘要】 目的 观察 l7一a雌二醇对体外培养成骨细胞增殖和成骨功能的影响。方法 用植块 

培养法从乳鼠中分离出成骨细胞，倒置显微镜观察其形态，碱性磷酸酶(ALP)染色来鉴定细胞。然后 

用不同浓度的 17．a雌二醇作用于成骨细胞，使用四甲基偶氮唑蓝(MTr)比色分析、ALP含量测定、细 

胞钙含量测定来检测其对成骨细胞增殖和成骨功能的影响。结果 17一a雌二醇以剂量方式促进各项 

指标的表达，促进成骨细胞的增殖和骨形成。结论 17．a雌二醇具有促进成骨细胞的增殖和骨形成 

作用，值得作进一步的研究。 
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【Alattraet】 Objective To investigate the effect of 17-a estradiol on osteoblasts(OB)cultured／n v／tro． 

Methods OB were isolated from rats and the cell morphology was observed by alkaline phosphtase(ALP)stain— 

ing．17-a estradiolin different concentrationswas added totheOB．whichwere incubated ．The effect of17-a estra- 

diol on the proliferation and osteogenesis of OB was monitored by MTr analysis．ALP activity and calcium contents 

determination．Results The M'IT(OD)，ALP and calcium contents ofthe cultured cells a8 well a8 the cell prelif- 

eration were hiigher in 17-a estradiol group than those in control group(P<0．05)in a dose—dependent manner．It 

suggested that 17-a estradiol premoted the proliferation and osteogenesis ofOB．Conclusions 17-a estradiol pro- 

nloles the proliferation of OB and bone formation． 
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有研究表明，使用雌激素替代疗法治疗雌激素 

缺乏引起的骨质疏松症后，不仅骨吸收减少，骨形成 

也增加⋯。而报道提示雌激素通过雌激素受体介导 

而起作用 J。 

17．a雌二醇是 17．B雌二醇的差向异构体。它们 

对雌激素受体及其亚型 ER．a和 ER． 的亲和力存在 

差异L3J。与 17．B雌二醇比较，17．a雌二醇只有很弱 

的雌激素活性L4 ；但却与 17．p雌二醇一样具有对心 

血管系统的有益作用L5 J。由此我们想到：将有可能 

在 17．a雌二醇类化合物及衍生物中寻找到在生殖 

组织中只产生较弱的雌激素样作用，而对骨骼却有 

着类似雌激素的有益作用的新化合物。因此，进行 

17．a雌二醇促骨生长的细胞实验，考察其是否具有 
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· 论 著 · 

促骨生长的活性，是一项很有意义的工作。 

材料和方法 

1．动物及试剂 

出生 1 d内的昆明乳鼠，由华西医学中心实验 

动物中心提供。17．a雌二醇(自制，熔点与文献一 

致 ，经元素分析、四谱结构确证)，DMEM．F12培养基 

(Gibco产品)，胎牛血清(FBS)(Sigma公司)，0．25％ 

胰蛋白酶(Sigma公司)，1 ms／m1 I1型胶原酶(Sigma 

公司)，碱性磷酸酶(ALP)抗体(博士德公司)，骨钙素 

抗体(博士德公司)，SABC免疫组织化学检测试剂盒 

(博士德公司)，MTY试剂盒(南京建成生物工程研究 

所)，ALP含量检测试剂盒(杭州迪安科技实业有限 

公司)。 

2．成骨细胞的分离、培养 

本实验采用植块培养法，原代细胞长满瓶壁后， 
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于无菌条件下进行传代。骨组织植块在培养 24 h 

后，可见少量梭形或多边形细胞从骨片植块边缘长 

出，并随时问延长细胞数量逐渐增多。2 d后，相邻 

植块长出的细胞可以汇合。分离的成骨细胞在培养 

于24 h后活细胞贴壁生长，死细胞悬浮于培养液中。 

贴壁生长的细胞可为梭形或多边形。2～3 d后换培 

养液除去死细胞，培养 6 d后基本长满瓶壁。成骨 

细胞在单层铺满培养瓶后可出现重叠生长。传代培 

养的细胞生长较快，接种后 2 h即已贴壁，3 d细胞 

长满瓶壁。 

3．培养成骨细胞的鉴定 

①活体观察：原代成骨细胞形态不规则 ，呈多角 

形、三角形，有较多的突起，单核呈卵圆形，1～3个 

核仁，胞浆丰富、清晰，细胞突起可互相联接。连续 

培养十几代的成骨细胞，可见胞体增大，胞浆稀疏， 

胞核缩小等退行性改变。②碱性磷酸酶染色(ALP) 

染色呈阳性。③骨钙素免疫组织化学染色呈阳性反 

应。 

4．实验分组及实验方法 

(1)实验分组 

实验共分为5组，其中 1组为对照组，其余 4组 

为分别加入浓度为 10～、10。6、10～、10{mol／L的 17．a 

雌二醇实验组。 

(2)M，I’I'比色分析(增殖率)、ALP活性及细胞钙 

含量测定 

取第 3代成骨细胞消化制成细胞悬液，以每24 

孔为一平行样本，按 90 ／孔以2×llf／ml的浓度接 

种于96孔培养板，每一平行样本内分别按加入 104、 

10～、10。6、10 mol／L浓度的 17．a雌二醇 10 l，使其最 

终浓度分队为 10 、10 、10～、10一moI／L，对照组加入 

等量完全培养基。每隔 3 d换液一次。培养 7 d后 

分别检测进行 M，I’I'比色分析、ALP活性及细胞钙含 

量测定。 · 

(3)不同浓度的 17．a雌二醇对不同时段成骨细 

胞 ALP活性影响的动态观察 

分组及培养同上，分别检测不同浓度实验组在 

第 3、5、7、10、14 d等不同时段细胞 ALP活性。 

5．实验方法 

(1)增殖率的测定 

采用四甲基偶氮唑蓝(MTI')比色分析测定成骨 

细胞样细胞的增殖率。 

细胞经0．25％的胰蛋白酶消化，离心弃上清液， 

MEM(10％NCS)稀释到一定浓度，接种 96孔培养板， 

每孔加入无血清培养液 100 td，常规培养24 h，换液， 

分别加不同浓度的17．a雌二醇培养。测定前4 h，用 

PBS冲洗后更换无血清 MEM培养液 100 ，同时加 

入10 l 0．5％ M，I’I'(PBS溶解配制，棕色瓶 4℃保 

存)，培养箱 37℃孵育 4 h，吸出上清液，加 100 td 

10％sDs(0．01 mol／L HCL配制)37℃下 2 h，冷至室 

温后在酶标仪上(波长570 am)测定 A值(吸光度)。 

(2)ALP活性测定 

采用磷酸对硝基苯酯(PNPP)二钠盐法测定培养 

成骨细胞 ALP活性。 

细胞经0．25％的胰蛋白酶消化，离心弃上清液， 

MEM(10％NCS)稀释到一定浓度，接种 96孔培养板， 

每孔加入无血清培养液 100 ，常规培养24 h，换液， 

分别加不同浓度的 17．a雌二醇培养。细胞汇合前 

取 20 于 96孔板，加入底物反应派(PNPP-DEA溶 

液：MgCI2．6H2O 101．7 nag，12 mol／L(N)HCI 1．95ml， 

DEA 10ml加蒸馏水 至 50 ml；临用前与 3 mmol／L 

PNPP等量配制)，37℃水浴 10 min，加90 l 0．1 mol／ 

L(N)NaOH终止反应。 

向培养板内加入 200 的 10％TritonX．100裂解 

细胞，按试剂盒说明要求操作，在酶联免疫仪上，选 

择405 am波长测定其 A值(吸光度)。 

(3)细胞钙含量测定 

采用 Conne~yE J等的方法。 

6．统计学处理 

为 SPSS10．0，结果以均数 ±标准差表示，方法为 

t检验。 

结 果 

1．17．a雌二醇对成骨细胞增殖率、ALP活性 、细 

胞钙含量的影响 

表 1 17．a雌二醇对成骨细胞 MTI"、ALP活性、细胞钙含 

量的影响 

注：与对照组比较 P<0．05 

由表 1可看出：10 、10。6 moI／L组的 ALP活性与 

对照组比较 P<0．05，而 10～、10{mol／L组与对照组 

比较没有显著性差异，显示浓度低于 10 mol／L时不 

能显著地对成骨细胞 ALP活性产生影响。说明浓度 
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为促进成骨细胞生长及提高 ALP活性的重要因素， 

只有浓度在 10 mol／L以上才有效。 
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2．不同时段 17．a雌二醇对成骨细胞 ALP活性 

的影响 

表 2 不同时段 17．a雌二醇对成骨细胞 AIJP活性的影响 

注：对照组比较 P<0．05 

由表 2可见，10。6 mol／L浓度组的 ALP活性增加 

最为显著，而不同浓度实验组的 ALP活性均在第 7 

d达到高峰。 

讨 论 

1．17．a雌二醇促进成骨细胞增殖 

绝经后骨质疏松是由于雌激素水平下降，引起 

成骨作用降低，破骨作用增加，导致骨矿含量下降及 

骨胶原减少。有研究发现雌激素(17．p雌二醇)能刺 

激成骨细胞增殖，也有一些则报道抑制成骨细胞增 

值【7．8 J。因此，雌激素对成骨细胞的作用机制仍不 

是十分清楚。 

本实验结果显示：较高浓度(10～、10 mol／L)的 

17．a雌二醇的实验组的细胞增殖率显著地高于相应 

的对照组，显示一定浓度的 17．a雌二醇能促进成骨 

细胞生长，从而对骨形成过程起促进作用。 

2．17．a雌二醇升高碱性磷酸酶的活性 

碱性磷酸酶【9 J可由成骨细胞产生，是成骨细胞 

成熟和分化的标志，其作用是水解有机磷释放出无 

机磷用于羟基磷灰石的形成，是骨形成过程中的催 

化剂，能促进骨基质的矿化。 

本实验显示，1O一、10 mol／L实验组在培养 3、5、 

7、10、14 d后碱性磷酸酶活性均显著地高于对照组 

(P<O．05)。成骨细胞样细胞在培养过程中能检出 

碱性磷酸酶，显示培养的细胞能合成和分泌碱性磷 

酸酶。说明 17．a雌二醇能提高碱性磷酸酶活性，促 

进骨形成，使成骨细胞样细胞向成骨细胞转化。 

在生理状态下，雌激素(包括雌酚酮、17．B雌二 

醇、17．a雌二醇)大量存在于人和哺乳动物的血清 

中，所以对照组中也有碱性磷酸酶的释放。 

3．17．a雌二醇提高骨钙水平 

细胞钙含量是成骨细胞分化的重要指标之一， 

钙是骨形成过程中必不可缺的重要元素；在骨钙素 

的作用下，钙能维持骨的正常矿化，特异性地反应成 

骨细胞活性及骨转化率。 

1O～、10-6moL／L实验组的细胞钙含量也显著地 

高于相应的对照组，说明一定浓度的 17．a雌二醇能 

促进成骨细胞生长及钙含量增加，从而对骨形成过 

程起促进作用。 

4．17．a雌二醇促进成骨细胞样细胞增值和促进 

骨形成实验的意义 ． 

近期研究发现 ：雌激素受体(ER)存在两种亚 

型，ER．a和 ER．p，两者不同点是 c末端配基结合位 

点及 N末端转移激活位点。ER的亚型决定了 ER 

配基结合的亲和力以及组织的分布不同，也决定了 

ER激动剂及拮抗剂在不同组织中的选择活性。 

17．a雌二醇由于其对雌激素受体及其亚型(ER． 

a和 ER．p受体)结合的亲和性的无差别，使 17．B雌 

二醇表现为对乳腺组织、子宫、卵巢以及骨组织都是 

完全的激动剂，这正是雌激素替代疗法一方面能预 

防绝经后骨质丢失 ；另一方面也因其对女性生殖器 

官的刺激作用而产生的副反应的原因；而选择性雌 

激素受体调节剂则不刺激女性生殖器官，同时具有 

促进成骨细胞的成骨作用。本实验初步证实了 17．a 

雌二醇也具有一种类似的对雌激素受体的选择性作 

用；对此的一个可能的解释是，因为 17．a雌二醇对 

ER．a和 ER．p受体结合有较大的差异性，17．B雌二 

醇对 ER．a和 ER．p受体的亲和力差别不大(分别为 

0．3和 0．4)，而 17．a雌二醇对 ER．p的亲和力(1．2) 

远大于对 ER．a的亲和力(0．2) J，而骨组织中的雌 

激素受体及其亚型(ER．a和 ER．B)的分布与表达与 

子宫、乳腺组织 中不一样，从而导致 17．a雌二醇对 

以上组织的选择性生理作用。 

正常女性的雌激素水平随年龄的增长而迅速下 

； ．， ： 《 ； ； {0 I l 0l 薯 羹  0 ： 聋  ≮ l   ̈ _ 囊 ，| 童 蠢 ≤ l  ， 鬟  ■；t 
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降是引起骨密度下降并导致骨质疏松的主要原因。 

本研究显示 17．a雌二醇具有促进成骨细胞样细胞 

生长并分泌碱性磷酸酶，提高骨钙水平的作用。由 

于 17．a雌二醇不具有雌激素样作用，这使它将不仅 

可用于女性的绝经后骨质疏松症的治疗，还将可能 

用于男性的骨质疏松症及相关疾病的治疗和预防。 

因此，17．a雌二醇的研究在骨量丢失的预防以 

及骨质疏松症的治疗方面显示了潜力。本实验为这 

方面的进一步研究提供了实验依据。实验所初步证 

实的 17．a雌二醇所具有的在体外促进成骨细胞样 

细胞增殖及促进骨形成的生理作用，对促进局部成 

骨细胞增殖作用，骨的形成和重塑，预防骨质疏松症 

的发生，加强骨折的愈合有着积极意义。可以此为 

先导化合物，进行以基于17．a、8雌激素类化合物与 

体内大分子之间的严格手性匹配与分子识别的结构 

改造；或者以此为工具药，进行以雌激素受体及其亚 

型为主的深入的药理实验，将有可能发现新的雌激 

素受体及其亚型，促进新的高效低毒的骨质疏松预 

防和治疗药物的研究。 
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影响与睾酮可在周围组织中转化为雌激素维持骨量 

有关[ 。 

糖尿病骨量的改变取决于峰值骨量及其后的骨 

量丢失，高糖状态易引起渗透性利尿，钙、磷、镁排泄 

增多，肾小管对钙磷等重吸收减少，肠道钙磷吸收减 

少，故糖尿病患者易发生骨质疏松。但本研究中本 

组 2型糖尿病患者骨密度与对照组差别不大，可能 

由于2型糖尿病多40岁以后起病 ，骨形成率降低则 

可延缓年龄相关性骨丢失，且 2型糖尿病常伴有肥 

胖、高胰岛素血症，使骨形成、骨量增加，骨骼应力增 

加，而且，脂肪组织具有转化为性激素维持骨量的作 

用[71。但糖尿病状态下骨吸收大于骨形成，又可导 

致骨量净丢失增加，故 2型糖尿病骨量可表现为正 

常、增高或降低[81。 

我们还发现 2型糖尿病患者 BMI高于对照组， 

多元回归分析后显示，BMI与腰椎 3、4骨密度显著 

相关(P=0．01)，可能也与肥胖、高胰岛素血症，使 

骨骼应力和骨形成增加有关，与 Willing等_9 J报道 

BMI可影响 BMD的结论一致。 
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