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摘要：目的 探讨雌激素对脂多糖诱导的体外培养大鼠成骨细胞凋亡基因 1/*2%、1(3、4(5 表达的影

响，为明确雌激素抑制脂多糖诱导的大鼠成骨细胞凋亡的机理提供依据。方法 新生 67 大鼠颅骨

第 %8. 代成骨细胞随机分为对照组、脂多糖组、脂多糖 9 雌激素组等 . 组，每组细胞分别培养 %:、:;、

$% <，=、$、": > 后作免疫组化染色，计数各组阳性细胞率，并比较组间的差异性。结果 对照组成骨细

胞有少量 1/*2%、1(3、4(5 表达，脂多糖组细胞 1(3 和 4(5 表达显著升高（! ? #8#=），高峰期为 $% <，1/*2%
的表达无明显变化（! @ #8#=）；脂多糖 9 雌激素组细胞 1(3 和 4(5 表达显著降低（! ? #8#=），高峰期仍

为 $%<，且 1/*2% 的表达显著升高（! ? #8#=）。结论 脂多糖使成骨细胞 1(3 和 4(5 表达增强，而对 1/*2
% 的表达无明显影响；雌激素能抑制脂多糖增强成骨细胞 1(3 和 4(5 表达的作用，能使 1/*2% 的表达明

显增强，使 1/*2%A1(3 比值增大从而抑制脂多糖诱导的大鼠成骨细胞凋亡。
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雌激素对大鼠成骨细胞凋亡有抑制作用，但其

作用机理尚不明确。目前已知调控成骨细胞凋亡的

基因主要有 1/*2% 基因家族、4(5 和 V =. 基因，李克

强等［"］在去卵巢大鼠骨质疏松模型的研究发现，成

骨细胞凋亡的增加与 1/*2% 的表达无关，而是因 4(5
的表达增强所致。本实验以体外培养的大鼠成骨细

胞为研究对象，以脂多糖诱导成骨细胞凋亡，探讨雌

激素对凋亡调控基因 1/*2%、1(3 和 4(5 表达的影响。

? 材料和方法

?@? 成骨细胞的培养和鉴定

新生 67 大鼠（. W = >）消毒后处死，无菌取颅

骨，置于含有 7X&X 的培养皿中，剔除骨内、外膜及

骨缝间组织，Y(CQ 液反复浸泡、洗涤 . 次，将骨块修

整为 " W % ’’% 大小碎块，#8%=Z胰蛋白酶在 .$[消

化 %# ’)C；终止消化后，用弯吸管吸取碎骨片，均匀
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接种于 !" #$ 的培养瓶中，翻转培养瓶置 %&’体积

分数 "(的孵箱中 ! ) % *，转正培养瓶并加入含有

!+(小牛血清的 ,-.- 培养液后继续培养，% / 后换

液，& ) 0+ / 后待细胞融合成单层后再传代培养。从

形态和碱性磷酸酶染色对成骨细胞进行鉴定。

!"# 细胞分组

第 !、% 代 细 胞，用 +1!"( 的 胰 蛋 白 酶 消 化，

,-.- 培养液漂洗 ! 遍，然后配成 0 2 0+" 的细胞悬

液。将细胞悬液加到 3 孔板上，每孔 0 #$，加入 0 #$
含 !+(小牛血清的 ,-.- 液后放入 %&’箱中培养。

待细胞长满后加入 0 #$ 以下溶液。4 组：对照组；5
组：脂多糖组，加入脂多糖（浓度为 0+ 678#$）；9 组：

雌激素 : 脂多糖组，在 5 组中加入 0&!.!（浓度为

01+ ;#）。各组细胞在 %&’培养箱中分别培养 !<、

<=、&! *，"、& 和 0< / 后进行免疫组化染色。

!"$ 免疫组化染色

各组标本用 <(的多聚甲醛固定，%(正常血清

处理，用滤纸吸去血清，滴加第一抗体，%+ ) 3+ #>;，

滴加生物素化的第二抗体（0：!++），?5@ 液洗 ! 次，

滴加（0：!++，提前 %+ #>; 配制），%&’，%+ #>;；镜下显

色，自来水终止，苏木素复染，室温 < ) " #>;，反蓝

0+ ) !+ #>;，脱水，透明、封片。结果判断：以 ?5@ 液

代替一抗作为阴性对照；阳性判断标准：当细胞胞浆

内出现棕黄色颗粒染色为阳性细胞，每张切片随机

" 个视野，每个视野计数 !+ 个共细胞计数 0++ 个细

胞中阳性细胞比率。

!"% 统计学处理

各组细胞阳性率以!! A " 表示，采用!
! 检验进

行统计学分析。

# 结果

#"! 成骨细胞显微结构观察

相差显微镜下培养第 % 天可见成骨细胞自颅骨

碎片移出，呈短梭形或三角形，生长于瓶底；培养的

第 & ) = 天，细胞融合成单层。传代细胞在 3 #>; 内

贴壁，细胞形态为长梭形、鳞片形、短梭形、圆形。细

胞周围有半透明光晕，胞核椭圆居中，轮廓清晰，核

内 0 ) ! 个核仁，细胞突起细长，常跨越细胞与远处

的细胞突起相连接。

#"# 碱性磷酸酶染色

染为紫色者为阳性细胞。原代细胞阳性率为

&=13(，阳性细胞多为梭形和鳞片形细胞。随着传代

次数 的 增 多，阳 性 细 胞 率 随 之 增 加，第 % 代 为

B!10(。

#"$ 免疫组化染色结果

正常 培 养 的 成 骨 细 胞 有 5C$D! 的 表 达，为

&13( ) B1"(，脂多糖组的 5C$D! 的表达率与同时间

段的正常组细胞比较无显著性差异（# E +1+"）见表

0。脂多糖组和雌激素 : 脂多糖组阳性率比较有显

著性差异（# F +1+"）；正常培养的成骨细胞有少量

5GH 表达，为 31!( ) &1&(；脂多糖组细胞的 5GH 表

达较正常组明显增加，差异有显著性（# F +1+0），高

峰期出现在 &! *，加入雌激素后 5GH 的表达明显下

降，差异有显著性（# F +1+"），高峰仍在 &! * 见表 !；

正常培养的成骨细胞有少量 IGJ 表达，为 <10( )
310(；脂多糖组细胞的 IGJ 表达较正常组明显增

加，差异有显著性（# F +1+"），&! * 达到高峰，随后

逐渐下降；加入雌激素后 IGJ 的表达明显下降，差异

表 ! 各组细胞 5C$D! 的表达（(）

时间 !< * <= * &! * " / & / 0< /

4 =K" A +K% B K0 A + K0" = K& A + K< = K< A + K! B K" A + K0& & K3 A + K"<

5 &K= A +K%0" = K! A +K<"" &K& A +K"0" & K% A +K"3" & KB A +K&"" = KB A +K3="

9 !3K+ A %KB0 L !% K< A < K=# !"K& A "K!# !0K" A <K<# !<K+ A %K0# !" K+ A % K+ L

注：与 4 组比较 " # E +1+"；与 5 组比较 L # F +1+"，# # F +1+0

表 # 各组细胞 5GH 的表达（(）

时间 !< * <= * &! * " / & / 0< /

4 &K3 A +K< 3 K! A + K" 3 K< A + K%< 3 KB A + K<" & K! A + K& & K& A + K%

5 !0K! A <K<"" !BK0 A 3 K!" %<K% A "K%" !& K3 A %K<" !3K0 A <K=" !" K< A %K3!"

9 0%K& A !K%< L 0" K0 A ! K3 L !! K< A < K0 L 0< K" A ! K%& L 0% K3 A 0 K&= L 0! K< A 0 K&!#

注：与 4 组比较 " # F +1+0；与 5 组比较 L # F +1+"，# # F +1+0
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表 ! 各组细胞 !"# 的表达率（$）

时间 %& ’ &( ’ )% ’ * + ) + ,& +

- &.% / 0.,* * .) / 0 .1& & ., / 0 .12 * .* / 0 .&, * .3 / 0 .2& 2 ., / 0 .%1

4 %1., / %.&*! %(.& / 1.2&! 12.% / 1.),! %2 .3 / %.)&! %*.3 / %.1& 5 %& .& / 1 .&&!

6 ,&.* / ,.*&" ,2., / ,.%)" %1.2 / %.(" ,* .) / ,.2&" ,*.% / %.*3" ,% .3 / , .3%"

注：与 - 组比较 ! ! 7 080,，5 ! 7 080*；与 4 组比较 " ! 7 080*

图 " 对照组 !"# 表达（)% ’）阳性细胞较少

（胞浆染棕黄色） 9 %00

图 # 脂多糖组 !"# 表达（)% ’）阳性细胞

较对照组明显增多 9 %00

有显著性（! 7 080*），高峰仍在 )% ’，见表 1。各组

细胞 !"# 表达见图 , : 1。

! 讨论

凋亡是由于内外环境变化所激发的细胞自身主

动、有序的死亡方式，其过程涉及精确的基因转录和

蛋白质合成。近年来的研究表明，细胞凋亡与多种

癌基因和原癌基因的表达有关，;<=>% 和 ;"? 是一对

重要的癌基因，它们对体内多种细胞的凋亡有调控

作用，本实验以体外培养的大鼠颅骨成骨细胞为研

究对象，旨在研究雌激素对脂多糖诱导的成骨细胞

凋亡相关因素 4<=>%、4"? 和 !"# 表达的影响。在矿

图 ! 雌激素 $ 脂多糖组 !"# 表达（)% ’）

阳性细胞较多糖组明显减少 9 %00

化的骨组织小结中 @AB<’ 等［%］发现有 ;<=>?,、;"? 基

因的表达，;"? 的表达能促进细胞的凋亡，;<=>% 则有

利于软骨细胞和骨细胞生存直到成熟并能抑制成骨

细胞 的 凋 亡。作 为 一 种 治 疗 骨 质 疏 松 的 药 物，

CDE"FDB G % 是通过抑制 !"# 和 4"? 的表达从而抑制

成骨细胞凋亡起治疗作用的［1］。在人成骨样细胞

HI 21 细胞的凋亡是因 4<=>%J4"? 的比值减小引起

的［&］。可的松诱导成骨细胞凋亡时 4<=>%J4"? 比值

降低，而给予 ,)!K% 时 4<=>%J4"? 比值升高，同时成

骨细胞凋亡减少［*］。说明雌激素对成骨细胞 4<=>%、

4"? 和 !"# 的表达可能有影响。本研究结果发现，在

正常培养的大鼠成骨细胞上有少量 4<=>%、4"? 和 !"#
的表达，其表达并不随培养时间的延长而有所变化。

在脂多糖组，加入脂多糖后 %& ’ 即可见 4"? 表达较

正常培养细胞组明显增强，)% ’ 达到高峰，)% ’ 以后

逐渐下降，,& + 时仍高于正常组，而 4<=>% 的表达则

无明显变化；在脂多糖 L ,)!K% 组，4<=>% 的表达显

著增强，4"? 的表达则显著减弱，4"? 的表达高峰期

仍为 )% ’，表明脂多糖通过使 4"? 的表达增强、4<=>
%J4"? 比值减小诱导大鼠成骨细胞凋亡，雌激素通过

使 4<=>% 的表达上升、4"? 的表达下降、4<=>%J4"? 的

比值升高从而抑制脂多糖诱导的大鼠成骨细胞的凋

亡；雌激素对脂多糖诱导的大鼠成骨细胞 4"? 表达

的高峰期并无影响。说明雌激素能通过成骨细胞表
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面的雌激素受体抑制 !"# 的表达，促进 !$%&’ 的表

达，使 !$%&’(!"# 比值升高，从而抑制脂多糖诱导的

大鼠成骨细胞凋亡。!$%&’ 表达的增强可通过以下

途径抑制成骨细胞的凋亡：抑制白细胞介素&)!转换

酶（*+,）转变成为有活性的 *+,；抑制线粒体内的细

胞色素 + 氧化酶释放出来，而该酶与凋亡有关；有

抗氧化作用，减少氧自由基的产生；!$%&’ - 端的 !.
/ 与 0"1&) 结合后促进 0"1&) 的活性，引起增殖从而

达到抗凋亡的作用；阻止 +’ 2 穿出线粒体［3］。

4"5 属于肿瘤坏死因子(神经生长因子家族成

员，4"5 蛋白是 * 型膜蛋白，分为胞外区、跨膜区、胞

浆区，其中胞浆区中有一段长约 67 个氨基酸的序

列，该序列对 4"5 传导细胞凋亡的信号是必要的。

4"5 的配体 4"58 为 ** 型受体式配体，主要分布于 9
效应细胞，当 9 效应细胞膜表面的 4"58 结合靶细胞

表面的 4"5 后，即可引起 4"5 介导的一系列级联反

应，导致靶细胞凋亡［6］。在成骨细胞的凋亡发生中，

4"5 起重要的作用，作为一种治疗骨质疏松的药物，

:;<"=;> ? ’ 是通过抑制 4"5 和 !"# 的表达从而抑制

成骨细胞凋亡起治疗作用的［@］。本研究发现，在体

外培养的大鼠成骨细胞也有少量 4"5 表达，在脂多

糖组，加入脂多糖后 ’/ A 4"5 的表达较正常培养细

胞组明显升高，6’ A 达到高峰，其后逐渐下降，但 )/
B时仍高于正常细胞组；在脂多糖 2 雌激素组，4"5
的表达显著低于脂多糖组，但 4"5 表达的高峰期仍

为 6’ A；脂多糖能诱导大鼠成骨细胞的 4"5 表达增

强，雌激素能抑制脂多糖促进成骨细胞 4"5 表达的

效应。在体内，4"5 和 4"58 结合后能激活白细胞介

素&)!转换酶（*+,）和 +CC @’ 降解（DEC&F;GH5I）聚合

酶而引起染色体断裂和凋亡［J］，雌激素可通过其受

体作用于成骨细胞抑制 4"5 的表达从而抑制凋亡。

脂多糖能使成骨细胞的 !"# 的表达增强、!$%&’(
!"# 比值减小诱导成骨细胞凋亡，雌激素能使 !$%&’
表达增强、!"# 表达减弱从而使 !$%&’(!"# 值增大抑

制脂多糖诱导的成骨细胞凋亡；脂多糖使成骨细胞

的 4"5 表达增强，而雌激素使 4"5 的表达减弱。雌激

素通过其受体对成骨细胞 !$%&’、!"# 和 4"5 表达的

调控抑制成骨细胞的凋亡。
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国际会议通知

’773 年世界骨质疏松大会将在加拿大多伦多市召开。我会和杂志社将组织代表团参会，凡我会委员、

杂志社编委、《骨矿与临床》一书作者，都可从网上报名参加，然后获得详细的参会通知。
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