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17I3一雌二醇对体外培养人成骨细胞 CTGF和 

PAIP一1基因表达的作用 

翟木绪 彭依群 隋国良 王敏 廖二元 

摘要 ：目的 观察结缔组织生长因子(CTGF)和多聚腺苷酸结合蛋 白相互作用蛋 白一l(PAIP-1)mRNA 

在体外培养的人成骨细胞增殖分化不同阶段的表达，研究 l7 雌二醇(E2)对成骨细胞 CTGF和 PAIP-1 

mRNA表达的作用，探讨雌激素对骨组织保护作用的新机制。方法 用改良的钙一钴法 ALP染色，van 

Gieson法 1型胶原染色，0．1％茜素红矿化结节染色，半定量RT．PCR检测成骨细胞碱性磷酸酶(AlJP)、 

骨钙素(OC)和 l型胶原 mRNA的表达，半定量 RT．PCR和 Northern blot方法检测成骨细胞 CTGF和 

PAIP-1 mRNA表达。结果 半定量 RT-PCR和组织化学染色的结果均表明，成骨细胞接种培养后 0～ 

ll d为细胞增殖阶段 ，7～15 d为骨基质成熟阶段 ，15 d后为骨基质矿化阶段；在成骨细胞培养的不同 

阶段，均检测到CTGF和 PAIP-l mRNA的表达， 可显著下调成骨细胞 CTGF mRNA的表达，呈时间剂 

量依赖关系(P<0．01)，但对PAIP-l mRNA表达无明显作用。结论 E，时间剂量依赖性下调成骨细 

胞 CTGF mRNA的表达，但对 PAW-l mRNA表达无明显影响。 

关键词：雌二醇；结缔组织生长因子；多聚腺苷酸结合蛋白相互作用蛋白一l；成骨细胞 

Effects of 17beta‘estradioI on expression of CTGF and PAIP-1 in human osteoblasts in vitro ZHAI Muxu． 

SUI Guoliang，SUI Guoliang，et a1．Institute of Metabolism and Endocrinology，The Second Xiangya Hospital， 

Central South University，Changsha 410011，China 

Abstract：0bjective To observe the expression of connective tissue growth factor(CTGF)and polyadenylate． 

binding protein interacting protein 1(PAIP-1)mRNA during human osteoblast proliferation and differentiation，in． 

vestigate the effects of 17beta—estradiol on expression of CTGF and PAIP-1，and try to provide new mechanisms of e- 

strogens on bone tissues．Methods The expression of type 1 collagen，alkaline phosphatase and osteocalcin was 

determined by semiquantitative RT-PCR．Cultured cells were stained with van Gieson procedure and modified 

Gomori’S assay．Mineralized matrix staining was performed with 0
． 1％ Alizarin red．The expressions of CTGF and 

PAIP-1 mRNA Was examined through semiquantitative RT-PCR and Northern blotting．Results By the combina— 

tion of molecular and histochemical approaches，three stages of human osteoblast proliferation and differention can 

be defined as~Bows：cell proliferation(days 0 11)，matrix maturation(day 7—15)and mineralization(days 15．)． 

CTGF mRNA and PAIP-1 mRNA were all detected during three stages．RT-PCR and Northern blot showed that 

17beta-estradiol downregulated the expression of CTGF mRNA，but had no effects on PAIP．1 mRNA．Conclusions 

17beta—estradiolcan downregulate the expression of CTGF mRNA in human osteoblasts，but has no effects on the 

expression of PAIP一1 mRNA． 

Key words：Eswogen；Connective tissue growth factor；Polyadenylate—binding protein interacting protein 1；Hu． 

man osteoblasts 

结缔组织生长因子(connective tissue growth fac． 

tor，CTGF)是 CCN家族中的一员，是一种多功能的生 
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长因子，参与了体 内多种生理和病理过程 ，尤其在 

TGF．p依赖性纤维化途径中发挥重要作用。在生理 

状态下，CTGF可调节细胞外基质形成以及蛋白水解 

酶和蛋白酶抑制剂的合成。有研究表明，CTGF作为 
一

种重要的效应分子之一 ，在软骨细胞和成骨细胞 

的增殖分化方面发挥重要作用；多聚腺苷酸结合蛋 
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白相互作用蛋白一1(polyadenylate—binding protein inter— 

acting protein 1，PAIP一1)是一种翻译调节因子，在 poly 

(A)结合蛋白(polyadenylate—binding protein，PABP)介 

导的翻译过程中发挥调控作用 1-3]。雌激素缺乏与 

妇女绝经后骨质疏松的发生有关，但其发病机制尚 

未阐 。目前国内外 尚无研究资料表明 CTGF、 

PAIP一1参与了雌激素介导的骨代谢调控作用。本研 

究的目的旨在探讨 17t3雌二醇 E2对体外培养人成 

骨细胞 CTGF和 PAIP一1 mRNA表达的影响。 

1 材料和方法 

1．1 材料：雌二醇、无酚红 MEM培养基、胰酶，ED— 

TA、抗坏血酸、牛血清白蛋白(BSA)购自Sigma公司， 

焦碳酸二乙酯(DEPC)、Trizol购自 lnvitrogen公司，胎 

牛血清(FBS)购自 Hyclone公司，雌激素受体拮抗剂 

(ICI182780)购自英国 Tocris Cookson公司，逆转录试 

剂盒购 自Promega公司，Taq酶、琼脂糖 、溴化乙锭购 

自上海生工公 司，(bx174一Hinc lI digest DNA Marker 

购自Takara公司， 一 P—dCTP购 自北京亚辉生物制品 

公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 

正常人成骨细胞培养：按 Gerhon和 Termine 介 

绍的方法并作适当修改。外科手术取正常成人髂骨 

松质骨，剔除周围结缔组织，剪成 2 mm 大小碎粒 ， 

PBS冲洗摇荡3次，加入 1 mg／mlⅣ型胶原酶 37℃震 

荡消化 ，待松质骨变 白并呈蜂窝状，加入 20％ FBS 

MEM终止消化，10％ FBS MEM洗涤3次，待洗液中 

不含细胞时，将骨片贴于 25 cm 培养瓶，加入 MEM 

培养液(含 15％ FBS、抗坏血酸 50 g／m1)，37℃，5％ 

CO2培养。2 d后换液，以后每 3 d换液一次。培养 

约 15 d后，可见细胞游出，约 25 d达汇片，用 0．25％ 

胰酶一EDTA消化，按 5×105细胞／25cm。培养瓶接 

种 。 

1．2．2 细胞干预实验 

人成骨细胞接种于 25 cm 培养瓶，10％ FBS无 

酚红 MEM培养液培养，于第 2天换 0．1％ BSA无酚 

红 MEM培养液培养 24 h，分别用不同浓度 E，干预， 

分为 6组：①E2 0 mol／L；②E2 10加mol／L；③E2 10培 

mol／L；④E2 10 mol／L；⑤E2 10{mol／L+雌激素受体 

拮抗剂 ICI182 780 10 mol／L；⑥E2 10 mol／1+雌激素 

受体拮抗 剂 ICI182 780 10～mol／L，24h后 提取 总 

RNA。另外，10培mol／L E2干预的时间梯度组在作用 

0、2、4、6、12、24和48h后分别提取总 RNA。 

1．2．3 1型胶原染色：Van Gieson氏苦味酸复红染 

色法。人成骨细胞按 1×lO5细胞／~L接种于放有玻 

片的6孔培养板中，于培养第 6、12、18天取出玻片， 

一20~C丙酮固定，流水冲洗，蒸馏水冲洗，Weigert铁苏 

木素液染 5 min，流水冲洗 ，l％盐酸酒精分色迅速， 

流水冲洗，van Gieson苦味酸复红染液染 5 rain，95％ 

乙醇分化、脱水，无水乙醇脱水，二甲苯透明，中性树 

胶封片。 

1．2．4 矿化结节染色：于第 15天取接种于置玻片 

的6孔培养板 中成骨细胞，90％乙醇固定 10 min， 

0．1％茜素红染色 l min。 

1．2．5 ALP染色：改良钙一钴法(Gomori法)。将成骨 

细胞接种于置玻片的 6孔培养板中，于培养第 6、12、 

18天取出细胞片，PBS冲洗 ，4℃冷丙酮固定，加入孵 

育液(含0．5％3-磷酸甘油钠 、0。5％巴比妥钠 、0．9％ 

氯化钙、0．04％硫酸镁)，37 oC孵育 6h，2％硝酸钴作 

用 5 min，1％硫化胺处理 1 min，乙醇脱水。另设阴 

性对照，孵育液中不含 I3一磷酸甘油钠。 

1。2。6 半定量 RT—PCR检测成骨细胞 1 胶原 、 

ALP、OC、CTGF和 PAIP一1 mRNA的表达 

1。2．6．1 用 Trizol法(Invitrogen公刮)按说明书抽提 

总 RNA。在 Gene Amp 2400 PCR扩增仪上行半定量 

RT—PCR。首先取 总 RNA 2．Oug，用逆转 录试 剂盒 

(Promega公司)，按说明书合成 cDNA，再取 cDNA行 

PCR扩增。扩增体系：cDNA 50ng，25mM MgC12 2td， 

100ng／td引物各 0．7ul，10×PCR buffer 2。5f』l，Taq酶 

1U，加去离子水至终体积 25 l。CTGF、PAIP一1和 OC 

扩增条件：94℃预变性 5min，94℃ 30 S，56℃ 30 S， 

72℃ 30 s，最后 72℃延伸 7 min，循环 25个。1型胶 

原和 ALP扩增条件：94℃预变性 5 min，94℃ 50 S， 

58℃ 30 s，72℃ 45 s，最后 72℃延伸 7 min，循环 25 

个。同时以 3-actin基因作为内对照。扩增产物经 

1．2％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统测定光密度， 

分别计算各基因与 3-actin基因的光密度比值。 

1．2．6．2 引物设计 

用 PCR Designer软件设计，引物由上海博亚生 

物技术有限公司合成。 

引物序列如下： 

正向 反向 

~aean 5'-CCT GGCCTrTGC(3CATCE-3’ 5'-GGA TcrTCATGA cGr AGT CAGTG3’ 

C阱  5'-CCAAGG 0̂c AAA COGTGGT-3’ 5'-3AC TCE ACA GAA TrrAGC qEC．3’ 

PAIP-1 5'-TrrGGA AGATGC T1U GAA GG ．3’ 5'-CrG CAGTGA AAG GAA CACCA-3’ 

】型胶原 5'-ACCAECm ĉccrrAECAG-3’ 5'-∞ 叭 c 肺 CCAA从 C／'-3’ 

ALP 5'-AO2TOGTrcACAoffrGGA AG-3’ 5'-GIG AAG AGU,TGG GAA TC,GTC-3’ 

OC 5'-'IUAGAG 0口c'lEAGAG'1031E-3’ 5'-TCA G(E AACTag'lEA CAG'I~3t 
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GF I]1RNA的表达 

参J【f{分子克降实验指南进行操lf1 舒圳墩时 

组和实验虮 RN̂ 20l g，i 2％I1 琼脂辅 肇‘ 胶 

咀浊，转尼龙膜．将纯化 ll1l收的用 I I标 记 

PIJ A探}f(13-a【．fin为l～埘 瞪)．68 ：杂交，2×SSC／ 

0 05啦S1)s洗噍 l 5min x 2淡．0．5×SSC／O 5％SI)S 

50℃洗膜 I5nlin×2院，用 l'vph【)11 20(~0 I r rlagt~ttuarfl 

5 I成像分析系i允}j拊罔像．"仃条带光密度榆洲 

1．3 统计学处 

备实验独 雨盟 3次以 『．币复性 r 所选罔 

¨}⋯ l !l̈15、iiI l1．Nl 

片由重复实验的 皋之 lE较川，J篪分析 

2 结果 

2．1 I 胶原染色( I) 

van c㈣[)l-染色显 ．成骨圳咆披种堵养  ̂

几 {i胞 胶原染乜 淡红色，I2 胞 包转 

红．18大后细胞变僻撤为致衔．细1地轮廓父清，胶原 

染色深红 

2．2 化结常染色(I利21 

人成骨卸l胞培养I 5·II 『I． 怖红包的矿化站 

形成 

鼯  瓣 
圈 l 上蛀 I蚵 1一 幢姐谁也I~llli Gi -江 × 【H} 

2．3 A1 Il染色(J剖3) 

成骨~lll Jl$培捧5 tt G-AI,P染色‘ j卅 ，7 l后 

分细胞 ALP絷色转为lli I：．胞浆 _lr 黑也 细小 

}剞2 ii I- 桊 iI'Lr"化 

i 锅乜x： ) 

颗粒，l 2 t AI．P_5f1性细胞比倒lIIJ 多， IH ti 

儿丁所丁『细I也A1 P染也均成l 5fl『l ，圳_他轮 

清． 

鬻  ： j 
图 幢； 咆 AI P啦也l 盟种 种钛 

2．4 1 胶原、AI 1，和 OC mRNA成 ’细胞J诗摔的 

M时}鲴的表达c 4) 

半定量 R_l—I'CI{ ：成忖 胞接种培养 

后第 1人即观察到 I 胶 111[~"4A表造，垒筇 I1火 

选最l留峰．后逐渐下降，ALPⅢnNA的表达 r第 7戈 

+F始逐渐升商，军鲋 I7天达峰值，』 J∈表 水平 

尤州 iv涮，在整个培养期内(】I：的表达连渐 I‘酬， 

至 17 d达峰值． 后迅速下例．． 

2．5 CTGF和 P4IP—I mRNA~t-成骨卸1胞培养 旧lfIf 

期的表达(图5) 

首先直接以总 RNA为雠扳行 PCR．1 泳术见 

PAIP-I特异产物． 安所舢挺的总R A i}i不 痕量 

因纽 DNA污染．．雨秆半定量 RT—rCR结槊 乐： 

成骨细胞接种培养后第 1天即观察刮 CTGF mRNA 

韵表达，但表达水平软低，至第 5天达峰值，其后迅 

速 州，至 质成熟期J 表达水 r逐渐 I 州，行维仆 

矿化期；成骨 {胞增殖朋种I仃化删 I Ai i ri1|i A 

逃水平均较低， 。 质成熟 迅水 F抖i叫 

较f 

2．6 I7口一} 埘成汁细胞 C’rr： 坫 的影响(1 

6、7) 

2．6 1 定 R11_PCR的结 {l【{．小：10⋯、10 彝l 10 

均lJ月 下 成骨纠胞 C l·’- tI{N A+帕表达(P< 

0 01)． iO TCI【82 780+ I‘预 引ll】浓度 1： 

M 【比较簋抖无艟蒋一 (P>o．[15)；ID f1 Jt】J2～ 

24h F 下稠作川最叫 【P<o．oI1 

2 6 2 Nt+rtheJrt,,blut结粜{III ：10⋯、i0 和『tO 均 

训显下 成骨细胞 CTGF mRNA的是丛(P(0．0̈ ， 

且 叫 时问和剂量依赖关系，10 I7 作川6～ 

24 h达最大抑制效果(P(0．01) ： 
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体外培养的成骨细胞可由增殖活跃的前成骨 

细胞分化成成熟的成骨细胞 。采用组织化学 、 

生物化学、分子生物学 以及超微结构观察等方法， 

可将培养成骨细胞的体外分化过程分为 3个阶段： 

细胞增殖 阶段，基质成熟阶段和基质矿化 阶段。 

在这 3个不同的阶段，成骨细胞的基 因呈时序表 

达 ，因此，成骨细胞的基因表达与其增殖分化过程 

是相对应的_9，m J。我们采用组织化学和分子生物 

学方法确定体外培养成骨细胞增殖分化的不同阶 

段。人成骨细胞接种培养后0～7 d汇片，1型胶原 

mRNA表达于第 ll天达高峰 ，ALP的表达于第7天 

开始明显上调，至第 17天达峰值，在整个培养期内 

OC的表达水平逐渐上调，至 17天达峰值，其后迅 

速下调。van Gieson染色显示 ，人成骨细胞接种培 

养后 6 d细胞层胶原染色呈淡红色，未见明显骨结 

节形成，12 d后细胞层染色转红，可见结节形成， 

18 d后细胞变得极为致密，细胞轮廓欠清，胶原染 

色深红。细胞培养 5 d后 AI P染色旱阴性 ，7 d后 

部分细胞 ALP染色转为阳性，胞浆内可 见黑色的 

细小颗粒，12 d后ALP阳性细胞比例明显增多，至 

18 d几乎所有细胞 ALP染色均成阳性，可见融合 

成块状的黑色颗粒掩盖胞核 ，细胞轮廓显示不清。 

细胞培养 15 d后可见橘红色的矿化结节形成。根 

据上述指标的变化，本研究确定人成骨细胞分化 

过程的 3个阶段 ：细胞接种培养后 0～ll d为增殖 

阶段 ，7～15 d为基质成熟阶段 ，15天后为基质矿 

化阶段，这与文献报道基本一致_9 。 

半定量 RT—PCR结果显示：在人成骨细胞整个 

培养期内均检测到 CTGF和 PAIP一1 mRNA表达，细 

胞接种培养后第 1天即观察到 CTGF mRNA的表达， 

但表达水平较低，至第 5天达高峰，其后迅速下调， 

至基质成熟期其表达水平逐渐上调，并维持至矿化 

期。这与 Safadi等【11 J的研究结论不甚一致。Safadi 

等对体外培养的新生鼠成骨细胞的研究发现，CT— 

GFmRNA表达呈双峰模式(第 2天和第 14天)，其原 

因考虑与细胞来源的种属差异或所采用的研究方法 

不同有关。此外，在成骨细胞增殖期和矿化期 PAIP— 

l mRNA表达水平均较低，而在基质成熟期其表达 

水平相对较高。 

CTGF是一种肥大带软骨细胞特异性的基因表 

达产物，属于 CCN家族中的成员，是一种多功能的 

生长因子，可促进间叶细胞增殖、分化、胞外基质形 

成，在软骨细胞和成骨细胞的增殖分化方面发挥重 

要作用。Kumar等_】 J研究发现，重组人 CTGF—IJ蛋 

白可促进成骨细胞的黏附，抑制纤维蛋白原 整合 

素受体结合，并抑制大鼠 Ros 17／2．8细胞 0c的合 

成，提示 CTGF—L在调节细胞增殖／分化方面发挥重 

要作用。xu等l ]对原代培养成骨细胞的研究发 

现 ，在细胞活跃增殖阶段 CTGF表达水平最高，随着 

增殖活性的下降 CTGF表达逐渐降低，也提爪 CTGF 

可能参与 了成骨细胞增殖／分化过程 的调节。而 

Nishida等_】 J研究则表明，rCTGF仪轻度促进 SaOS．2 

细胞和 MC3T3一E1细胞的增殖 ，卡口反，rCTGF却能明 

显上调骨基质蛋白如 1型胶原、骨桥素和 OC mRNA 

的表达以及 ALP mRNA的表达并增强 ALP活性， 

rCTGF或 BMP一2干预 MC3T3．El细胞叮产生矿化的 

骨结节。上述研究提示，rCTGF主要促进成骨细胞 

的分化而不是增殖。因此，有关 CTGF对成骨细胞 

增殖／分化方面的作用尚存在 议，仃待进 ·步研 

究。我们采用半定量 RT—PCR干̈ Northern blot力 法， 

均观察到 E，町明显下调 CTGF mRNA的表达，l1． 

明显时间和剂量依赖性，于 6～24 h达最大抑制效 

应。Fukui等l】 研究发现 II 一1不11 TNF—a呵促进软骨 

细胞 BMP一2合成，推测雌激素町能通过 II 一1和 TNF— 

a影响 BMP一2的合成，进而下调CTGF的表达。分子 

水平的研究发现 CTGF基因结构中仔在 2个 cis作 

用调节元件，一个位于启动子区的软骨细胞特异转 

录增强域，一个位于3 非翻译区结构锚抑制 cis作用 

元件  ̈，并未发现 CTGF基因结构中存在雌激素反 

应序列或类似结构。应用雌激索受体拮抗剂阻断 

ER后，并未解除 17B—E2对 CTGF mRNA表达的下调 

作用，表明雌激素下调 CTGF表达并非通过核受体 

途径。对软骨细胞研究发现，在软骨细胞成熟期 ，视 

黄醇信号通路和 p42／p44丝裂原激活的蛋门激酶可 

促进 CTGF的表达，而 p38MAPK则抑制其表达_】 ， 

在成骨细胞雌激素是否通过上述信 号转导途径，尚 

需进一步研究。 

PAIP一1是一种翻译调节因子，与人 elF4G的中 

心区域具有序列 同源性，在 PABP介 导的翻译过程 

中发挥调控作用。PABP是一种真核细胞中普遍存 

在的含量丰富的胞浆蛋白，与 mRNA相结合的 PABP 

和 5’加帽结构相结合的真核细胞起始因子(elF4F) 

复合物中的 elF4G相互作用，促进 mRNA再循环以 

加快核糖体的利用进而促进翻译。体内外研究均证 

实，PAIP一1可通过促进 PABP介导翻译过程，从而在 
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翻译水平上的基冈表达调控方面发挥重要作用 。 

我们采用 cDNA代表性差异分析法联合 cDNA阵列 

点杂交方法发现，E，可上调 MG一63细胞 PAIP一1 mR— 

NA的表达l"J，但 本研 究采 用 RT—PCR和 Northem 

blot技术均未证实 干预后可 卜凋人成骨细胞 

PAW一1 mRNA的表达 。 

总之，本研究采用 RT—PCR和 Northern blot方法 

证实体外成骨细胞可表达 CTGF和 PAIP一1 mRNA，且 

17B—E2呈时间和剂量依赖性抑制增殖期成骨细胞 

CTGF基因的表达，这为进一步研究雌激素骨组织的 

保护作用提供了新的信息。 
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