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1 7l3一雌二醇和孕酮对人成骨细胞胰岛素 

受体底物家族的作用 

黄秋霞 周后德 廖二元 杜巍 

摘要：目的 观察 1713-雌二醇和孕酮对人成骨细胞和人成骨肉瘤 MG-63细胞胰岛素受体底物家族 

(insulin receptor substrate IRS)表达的影响。探讨雌、孕激素对骨的作用机制。方法 从正常骨 

折病人骨组织中分离正常人成骨细胞，经纯化和培养后，用Van Gieson行I型胶原染色、钙钻法行 

碱性磷酸酶染色、茜素红行钙化结节染色进行成骨细胞鉴定。用半定量RT—PCR检测细胞 IRS-1、一 

2、一3 mRNA表达量。结果 分离和培养的细胞具有正常人成骨细胞的形态，能分泌 I型胶原、碱 

性磷酸酶并形成钙化结节。17 雌二醇和／或孕酮均不影响人成骨细胞和MG-63细胞 IRS-lmRNA 

的表达 (P>0．05)，可诱导人成骨细胞和M 63细胞IRS-2 mRNA的表达上调 (P<0．05)，IRS- 

3 mRNA的表达下调 (P<O．05)。二者联合干预时作用明显加强 (P<0．O1) 结论 17 雌二醇 

和孕酮均不影响IR 1 mRNA的表达，但可使人成骨细胞和MC一63细胞 IRS-2 mRNA的表达上调， 

IRS-3mRNA的表达下调，二者联合干预具有正性协同效应。不同的IRS家族成员对同一细胞具有 

效应的多样性。 
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Effects of 17 p_estradiol and progesterone on insulin receptor substrate family in human osteoblasts 
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Abstract：Objective To investigate the effects of 1 717一estradiol(Ez)and progesterone(P)on the ex— 

pression gene of insulin receptor substrate(IRS)family in cultured normal human osteoblast-like cells 

(HOB)and human osteosarcoma cell line MG-63 and its mechanism．Methods Human osteoblasts 

were isolated from bone tissues in subjects free of osteoporotic fractures．Alkaline phosphatase，miner— 

alized nodes，and type 1 collagen in osteoblasts were tested by modified staining techniques of Gomori" 

S，alizarin red，and Van Gieson，respectively．Semi—quantitative RT—PCR was used tO measure on the 

expression of Ez and P mRNA of IRS family．Results No influence was found of Ez and P on IRS-1 

mRNA expression in MG-63 cells or HOB．The expression of IRS-2 mRNA (P< 0．05) was in— 

creased and the expression of IRS-3 mRNA was decreased by Ez and／or P(P<0．05)．This effect be— 

came mone significant with the combination of E2 and P．Conclusions Ez and P have no effects on the 

expression of IRS-1 mRNA in MG-63 cells and HOB，but could up—regulate the expression of IRS-2 

mRNA and down—regulate the expression of IRS-3 mRNA．Combined intervention with Ez and P can 

positively create synergistic effects on expressions of IRS-2 and IRS-3． 

Key words： Insulin receptor substrate；Human osteosarcoma cell line MG-63； Human osteoblasts； 

1 713一estradiol；Progesterone 

IRS是胰岛素受体 (insulin receptor IR)和胰 

岛素样生长因子一1受体 (insulin like growth一1 re— 

ceptor IGF一1R)酪氨酸蛋白激酶的主要细胞内底 
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物。主要连接 IR、IGF一1R和多种效应分子，并直 

接或间接介导了细胞对胰岛素、胰岛素样生长因子一 

1、白介素、干扰素、肿瘤坏死因子等的反应L1。]。 

最近发现 IRS是骨代谢的调节因子，在骨的发育、 

成熟和代谢转换中起着重要作用。IRS-1仅在成骨 

细胞上表达，而 IRs-2在成骨及破骨细胞都有表达。 

IRS-1由成骨细胞分泌，通过成骨细胞与破骨细胞 
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之间的偶联而维持破骨细胞的形成与骨吸收，IRS-2 

在骨形成方面起着主导作用，两者之间的平衡可能 

在骨矿化与骨转换中起着重要作用[3“]。雌、孕激 

素对骨的作用机制尚未完全阐明。我们通过研究具 

有正常人成骨细胞表型特征的人成骨肉瘤 MG-63细 

胞株和人成骨细胞 IRS家族的表达及178一雌二醇和 

孕酮对其表达影响，旨在探讨雌激素和孕激素对人 

成骨细胞岛素受体底物基因表达的影响及作用机制。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养 

人成骨肉瘤 MG一63细胞株为本所细胞库保存 

(ATCC号：CRL-1427)，细胞株为 100～I10代的 

细胞。人成骨肉瘤 MG一63细胞株用无酚红的 MEM 

培养液 (Sigma公司)培养，含 10 FBS、抗坏血 

酸 50／~g／ml、青霉素 50U／ml、庆大霉素 50／~g／ml。 

每 3d换液 1次，细胞汇片后用 0．25 胰酶-EDTA 

消化，按 5×10 个细胞／瓶接种至25cm 培养瓶中。 

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、股骨头和肋骨)，去 

除周围结缔组织，剪成 lmm×1mm×1mm大小碎 

粒，PBS冲洗摇荡 3次，加入 lmg／ml1V型胶原酶 

(Sigma公司)37℃震荡消化，待松质骨变白并呈蜂 

窝状 ，加入含 20 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 25cm 培养瓶，加入 MEM 培养液 (含 

15 FBS、抗坏血酸 50／~g／ml、青霉素50U／ml、庆 

大霉素 50t~g／m1)，37℃，‘5 C0 培养。2d后换 

液，以后每 3d换液 1次。培养约 15d后，可见细胞 

游出，约 25d后达汇片，用 0．25 胰酶一EDTA消 

化，再接种 25cm 培养瓶，细胞数为 5×10 个／瓶。 

用于细胞功能鉴定及进一步研究的细胞均为第二、 

三代细胞。 

1．2 正常人成骨细胞功能鉴定 

原代正常人成骨细胞汇片后，用 0．25 胰酶一 

EDTA消化液消化，以 3×10 ／ml密度接种于 6孔 

板中，每隔两 日用 MEM 培养液 (含 15 FBS、抗 

坏血酸 50t~g／m1)换液。用于观察矿化结节形成的 

细胞，在接种后第 6d开始，每次换液时，在上述 

MEM培养液中另加入 10mM~-磷酸甘油钠 (fi-sodi— 

um glycerophosphate)[ 。第20d时进行细胞功能鉴 

定。 

1．2．1 I型胶原染色：细胞用 PBS洗 3次，4 多 

聚甲醛固定 10min，Weigert铁苏木素染液染色 

5min，Van Gieson苦味酸酸性复红染液染色 5min， 

95 乙醇快速分化、脱水，倒置显微镜下观察并 

摄像。 

1．2．2 碱性磷酸酶染色：细胞 固定后入孵育液 

(0．5 B一磷酸甘油、0．5 巴比妥钠、0．9 氯化钙、 

0．04 硫酸镁)，于 37℃孵育 6h，2 硝酸钻 (cob— 

altousnitrate)作用5min，1 硫化胺处理lmin，乙 

醇脱水，镜下观察并摄像 

1．2．3 矿化结节染色：细胞固定后 ，用 0．1 茜素 

红 (alizarin red—S)染色 5min，蒸馏水洗 3次，乙 

醇脱水，镜下观察并照像。 

1．3 细胞干预实验 

人成骨肉瘤 MG-63细胞株细胞培养于 25cm× 

25cm培养瓶中用含 10 FBS无酚红 MEM 培养液 

培养，每 3 d换液 1次，满瓶贴壁后 6 d换 1 BSA 

无酚红 MEM 培养液培养 2 d，再用干预培养液 17B一 

雌二 醇 10～mol／L、孕酮 10一mol／L、178-雌二醇 

10吨mol／L+孕酮 10{mol／L (培养 24 h，均用 1 

BSA无酚红含 MEM培养液配置)。空白对照用 1 

BSA无酚红MEM培养液培养。 

正常人成骨细胞接种于 25cm 培养瓶，每 2 d 

换液 1次，细胞满底 6 d后 1 BSA无酚红 MEM 

培养液培养 2 d，再用干预培养液 17B一雌二醇 10≈ 

mol／L、孕酮 10一mol／L、178一雌二醇 10{mol／L+ 

孕酮 10≈／mol／L (培养 24h)。空白对照用 1 BSA 

无酚红MEM培养液培养。 

1．4 引物设计 

表1 引物序列表 

1．5 半定量 RT—PCR测定细胞 IRS-1、IRS-2、一 

3m RNA 

用Trizol按操作说明方法提取细胞总RNA。用 

Promage公 司 的 RT-PCR 试 剂 盒，在 Gene— 
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Amp2400I，CR扩增仪上进行RT PCR。引物序列及 

扩增条件由Prim一3在线引物软件设计。扩增条件 

为：IRSI：2 5retool MgCI 21．7tt1．循环数 32，在指 

数增 长 期 内，退 火 温 度 5 7℃，IRS~2：25retool 

MgC[11．8“l，循环数 35．在指数增长期内，退火温 

度 55℃ IRS一3：2jmmol MgCI 1．6 l，循环数 32． 

在指数增长期内．退火温度j B( 同时扩增13acdn 

基因作为内对照 扩增产物在 1．5 琼脂糖凝胶电 

泳后拍照。 

1．6 统计学方法 

各实验独立重复3敬以 ．重复性好 所选图 

表为重复实验的结果之一，数据表示糟 ±s．数据 

结果采用 SPSS11．0软件进行统计．组间比较用 

ANf)VA分析 

一  

圈2 l型腔原染色×Ⅷ) 

2 结果 

2．1 正常人成骨细胞功能鉴定 

用改良的胰酶 胶原酶序贯消化后的骨碎片接种 

在培养瓶巾．一周可见骨碎片周围有细胞游出．三周 

细胞汇片可传代 镜下观察细胞呈类梭形、多边形、 

纺锤形、立方型，核呈圆形 符合成骨细胞形态特征 

(见图1) 在成骨细胞的增殖期，细胞合成I型胶原， 

然后开始矿化，Van Gieson苦昧酸酸性复红染液染色 

晕棕红色．这说明细胞保持了合成基质蛋白的功能 

(见图2)，用改良的钙钻法 (Gomori法)染色显示细 

胞内棕黑细微颗粒，说明细胞能哆合成碱性磷酸酶 

(见图3) 成骨细胞ALP活性增高表明骨基质的成 

熟 成骨细胞在维生素c、口一磷酸甘油钠作用下可使 

胞外基质矿化．形成多个矿化结节，进人骨基质的矿 

化阶段。茜素红染色呈棕红色 矿化功能是成骨细胞 

完全分化成熟的标志 (见匿【4)。 

囤3 碱性磷酸酶染色×IO0 

国 4 矿化结节染色×100 

2．2 人成骨肉瘤 MG 63细胞和正常人成骨细胞 

IRStuRNA的表达 

RTP—CR结果显示人成骨肉瘤 MG--63细胞和正 

常人成骨细胞均有IRS-1、2、一3 mRNA的表达， 
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以IRS一1表达丰度最高，IRS-3表达丰度晟底。其中 

IRS-1、一2、一3在 MG-63细胞中表达丰度较在正常 

人成骨细抛中的表达丰度稍高 【见图5．6)= 

M I 2 

150i,p 

5fi~ I’ 

2501,Ii 

IRI 

M为分子量标准 F圈同：1为1R 1：2蔓．IR~2,3为IRS 3 

圈5 IRSmRNAiE．MC~63细胞的裹达 

7501 

500 h1 
250bI 

t：IRSl；2：IRS‘2{3：IRs_3 

圈 6 IRSmRNA往 HOB巾一的表进 

B—Hr 

2．3 17[}雌二醇和孕酮对人成骨肉瘤 MG一63细胞 

和人成骨细胞 IRS mRNA的影响 

用 1 moI l_l7B一雌二醉和 l too1．／I 孕酮干预 

人成骨肉瘤 MG一63细胞和人成骨细胞，结果显示： 

不管是 1 7 雌二醇和孕酮单独或联台干预均 影响 

人成骨 l瘤MC~63细胞和正常人成骨细胞 IR．~lm 

RNA的表达 (见图7．8) 

Ⅵ I ’ 4 n S 

750[’【_ 

500bp 

25Obu 

和5为对照组i 2和#为 组l 3和7为P蛆t 4和8为P— 组 

2、3、 为 IRSIrnRNA组I i、6、7、B为 ttmmRNA纽 

圈7 1 70雌_二醇 10‘moL．"L和孕恻 1,2 mol／1 对 

M【 83 IR导I mRNA轰述的 响 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 

750bI 

5O0bp 

250bI’ 

1和5为对照纽i 2和 6为 E!组I 3和 7却P组i 4和 8为P+ 

组；1、2 3、 为1R 1mRNA组 5、6、7、8为 a￡unmI~NA组 

图日 17}量ll_I醇10 mol／I．和孕酮10 mol,"L耐 

HOB IRS-1 mRNA表达的彩响 

l 7 雌二醇和孕酮可使 MG一6 3细胞 IRS-2m 

RNA的表达上调，分别为对照组 的 (421士 

68) (P< 0．05)． (327二54) (P< 0．05)。 

两者联合干预具有正性协 同效应，为对照组的 

(494士7 2) (P<0．01)。 (见图 9) l 7口一雌二 

醇和孕酮干预人成骨细胞，IRS-2m RNA的表达 

分别 为 对照 组 的 (38 6±48) (P<0．05)． 

(319=37) (P<0．05) 两者联合干预具有正 

性协 同效应．为对照 组的 (4 5 2±5 8) (P< 

0．01j (见图 L0)， 

750b1~ 

S[Xlbp 

250bp 

2 3 4 5 6 7 8 

1菁日S为埘照组l 2和6为 蛆；3和 7为P组；4和8为 

P+B 纰：【 2、3、4为 0-actin mRNA纽；5、6、7、s 

为IRs_2mRNA组 

图9 l?}雌_二醇 10 nml’1．和孕酮 10 moL．"I一 

埘 M(} 3 IR 2 mRNA表迭的影响 

2501 p 

500bp 

250[,I, 

1 2 3 4 5 6 7 

1罩"5为对Ha垣 l 2和 B为 E2组}3和 7为 P组i 和8 

为P 组；1、2、 、4为 口acti口mRNA组；5、6， 

7、8为 JRSImRNA蛆 

圈 10 1 口雌二酵 l0 moL．"1．和孕酮 10 mol／L 

对 HOBIRs_0 mRNA表达的彤响 

l 7B一雌_二醇 和孕酮 可使 MG一63细胞 IRS- 

3mRNA的表达下 谰．分别为对照组的 (64．7= 

7．5) (P< 0．05)． (55．2± 6．4) (P<0．05) 

二者联合干预为对照组的 (36．8±j．4) (P< 

0．0】)(见图 11) l73_雌二醇和孕酮干预人成骨细 

胞，1RS一2mRNA的表达分别为对照组的 (56．8士 

6．4) (P< 0．05)， (47．6± 5．4) (P<0．05)． 

联合干预为剥照组的 (36．8土3 7) (P<0．01) 

(见图 12) 
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围 I- l7口雌_二醇 l nml11一和孕酮 I I rnol 

对 MG 53【R s_ mRSNA丧选的影响 

5(IIIi 

jfmhI，一  

2"~tl1 n— —  

7jn【1r， 

51)【】hn一  

2501 J__— —  

M 0 

B一 

圃 12 I7}雌二醇 1c nml／1．和孕酮 1 0 mol／t 

埘 H()B IR 3 mRSNA点遗的影响 

3 讨论 

8一舭 li 

成骨细胞体外培养实验显示，成骨样细胞在分化 

过程中能从增殖活跃细胞分化为周围有矿化骨摹质的 

成熟成骨细胞 威骨细胞分化分为3个阶段：细胞增 

殖、骨基质成熟与骨基质矿化阶段” ] 在细胞增殖 

阶段．细胞合成大量 I型胶原，为骨基质成熟与骨基 

质矿化提供基质网架。骨基质成熟期，AI P活性最 

高．表明骨基质的成熟 骨基质矿化阶段，I P基 

因的表达明显增加．细胞有多个骨结节形成，进入骨 

基质矿化阶段 l型胶原、AI，l】的合成以及矿化结节 

的形成是成骨细胞的表型特征．这d王是我们进行细胞 

鉴定的依据 率实验直接取材正常成人的髂骨、股骨 

头和肋骨的松质骨．采用胶原酶法获得人的成骨细 

胞，进行细胞形态、碱性磷酸酶染色、I型胶原染色 

和钙化结节染色糕定．结果显示我们所分离、培养的 

细胞具有成骨细胞的表型特征，符合研究的需要 

据IRS分布、表达及功能不同，目前发现哺乳动 

物的IRS家族主要有3个成员：IRS_1．IRS~2．IRs_ 

3 我们应用 PT-PCR技术首次发现正常人成骨细 

胞和MG-63细胞上均存在 IR．~I、2、一3mRNA的表 

达，其 中以 IRS-lmRNA的 表达 丰度最 高，IRS- 

3mRNA的表达丰度最底。这说明M(~63细胞可作为 

正常人成月’细胞模型来研究成骨细胞的基因调控及功 

能特点 且 分化早期的成骨细胞株 MC 63细胞上． 

IRS-1、一2、一3mRNA表达丰度均大于正常人成骨细 

胞的表达丰度 说明 IRS家族还可能在成骨细胞的发 

育过程中起着重要作用，其表达量与成骨细胞分化、 

发育的不同阶段相关。 

本实验中我们发现雌激素、孕激素可上调人成骨 

细胞 【Rs_2 mRNA的表达。人成骨细胞上存在雌激 

素、孕激素核受体 IRS-2基因增强子上存在孕激素 

町诱导性反应元件．因而 IRS-2基因可作为孕激素直 

接的靶基因 孕激素通过孕激素核受体与位于靶基因 

启动于或增强子上的孕激素反应元件结合．通过在基 

网转录过程中起主要作用的RNA聚合酶lI而刺激靶 

基因的转录 。IRS-2基因启动子含有多个转录困子 

的结合位点．能够与广泛表达的转录因子 SP-1因子 

<stressproteiw1)、AP 2因 子 (act[vatorprotNrr2)、 

【℃AA1 盒结合 雌激素通过对 SP-1因子、AP_2因 

子、CCAAT盒转录因子的调节，这螬反式作用因子 

再分别与IRs2基因上游启动子中的多个GG．C-CGG 

序列、CCSCRGGC序列、( AAr序列结合，从而启 

动1R,％2基因的转录 我们推测雌、孕激素通过两 

种不同的途径来诱导成骨细胞 IRS-2 mRNA表达上调 

是雌、孕激素具有正性 同效应的主要原因 

在本实验中我们还发现成骨细胞1R 1r NA的 

转录水平 受雌、孕激素影响 尽管 IR 1和 IRS_2 

属于IRS家族．它们可在许多细胞上共同表达，存在 

结构和功能上某些的一致L1 ”)，但它们还有许多结构 

和功能上的差别 在 IRS基因家族中．赋予诱导功能 

的调节元件在进化过程中没有完全保持一致 IRS-I 

摹困的调控区没有发现孕激素反应元件 虽然成骨细 

胞IR&1基因上存在雌激素转录因子A l及与孕激 

素启动子高度同源域，但雌、孕激素受体占领 IRS-l 

基网上 的反应 元件不 足以有 效地诱导 IRS-1的 

转录-”。 

本研究违显示雌激素、孕激素可下阔人成骨细 

胞IRS-3 mRNA的表达．两者联合干预具有正性协 

同效应 IRSr3能够核移位．具有转录活性。IR．％3 

酪氨酸磷酸化结合区第 1 92 223位氨基酸残基对核 

异位起着关键的作用。我们推测雌激素、孕激素通 

过其核受体调节IRS一3基因的表达-”]。但具体机制 

还有待进一步研究 

IRSrl主要在维持骨转换中起重要作用 IRS-1． 

鼠的成骨细胞酪氨酸蛋白不能磷酸化．影响成骨细胞 

的增殖和分化．使成骨能力下降 IRS-1成骨细胞上 

破骨细胞的分化括化因子一核因子 B活化因子受体配 

体 (receptor activator ol nuclear factor-Bligand 

RANKI j也不能被诱导+从而影响破骨细胞形成与 
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分化。IRS-1．鼠出现骨转换率下降的低骨量，它的骨 

形成和骨吸收都下降口]。而IRS-2在促进骨形成、抑 

制骨吸收中起重要作用。IRS-2小鼠的骨形成下降。 

骨基质合成受影响，如I型胶原酶、碱性磷酸酶、骨 

钙素、骨桥蛋白等水平都是下降的，RANKL和基质 

金属蛋 白酶-13(matrix metalloproteinase-13 MM P_ 

13)是增加的，使骨吸收增加。IRS-2．鼠出现骨转换 

增加的低骨量，骨形成下降而骨吸收增加l_4]。IRS-3 

对骨代谢的作用目前还不清楚，但IRS之间还存在相 

互作用，IRS-3通过抑制 IRS-1和 IRS-2的功能而成 

为IGF-1的负向调节因子[1 。IR 3可能通过对 IRS- 

1及IRS-2的相互影响而对骨代谢发挥作用。 

综上所述，17J3一雌二醇和孕酮对骨代谢的调节 

可能主要是通过上调 MG-63细胞和正常人成骨细胞 

IRs一2基因的表达，从而影响 RANKL的诱导，促 

进骨的形成，抑制骨的吸收，两者联合干预具有正 

性协同效应。这可能是雌、孕激素联合治疗防治绝 

经后骨质疏松的又一新的作用机理。 
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