
·论著·

作者单位：!"##"" 长沙，中南大学湘雅二医院代谢内分泌研

究所

通讯作者：廖二元，$%&’(：)*(’&+,##-.,"/01 /+%

脂联素对人成骨细胞增殖作用的研究

袁凌青 罗湘杭 谢辉 郭丽娟 伍贤平 周后德 卢瑛 廖二元

摘要：目的 观察脂联素受体 " 和 , %234 和蛋白在体外培养的人成骨细胞的表达及其对人成骨细

胞的增殖作用，探讨脂联素对成骨细胞的作用机制。方法 分别用 256782 和 9):;)<0 =(+; 方法检测

脂联素受体 " 和 , %234 及蛋白的表达，->65?2 和细胞计数检测脂联素对人成骨细胞增殖的作用。

结果 人成骨细胞表达脂联素受体 " 和 , 的 %234，但只检测到脂联素受体 " 蛋白的表达，脂联素能

够促进人成骨细胞增殖，并呈剂量依赖性。结论 脂联素对成骨细胞可能起旁分泌或内分泌作用。
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脂联素是一种新发现的脂肪细胞因子，由脂肪

细胞特异性分泌。它由 ,!! 个氨基酸组成，其氨基

末端含有 " 个分泌信号序列，羧基末端有一个球蛋

白的功能阈，属于含胶原样功能阈的蛋白家族。脂

联素的生物学效应是通过脂联素受体（4?’C+2）" 和

, 介导的［"］。最近的研究表明成骨细胞可表达脂联

素及其受体，并且脂联素可影响骨代谢［,］，但其具体

的作用机制尚未明确。

本研究观察了脂联素受体在人成骨细胞的表达

和脂联素对成骨细胞增殖的影响，旨在探讨脂联素

调节骨代谢的机制。

< 材料和方法

<=< 材料 J$J 培养基、胰酶，$K54、抗坏血酸、牛

血清白蛋白（HL4）、!型胶原酶购自 L’F%& 公司，焦

碳酸二乙酯（K$78）、5<’M+( 购自 N0A’;<+F)0 公司，胎牛

血清（OHL）购自 >*/(+0) 公司，逆转录试剂盒购自

7<+%)F& 公司，5&P 酶、琼脂糖、溴化乙锭购自上海生

工公司，重组人脂联素构自美国 2QK 公司，抗人脂

联素受体 " 和 , 购自美国 7@+)0’B 制药公司，->65?2
购自中国科学院核物理研究所。4HN -R-# 测序仪为

上海博亚公司仪器。

<=> 方法

<=>=< 细胞培养

人成骨样细胞的培养：外科手术取成人（-# S T#
岁无骨代谢疾病的骨折患者髂骨或股骨头）的松质

骨 " S , F，去除外膜结缔组织，剪成 , %%- 大小碎

粒，7HL 冲洗 - 次，用 #U,TV胰酶6$K54 -R W消化两

次，每次 ,# %’0，弃去消化液，继用 " %FX%Y !型胶

原酶于 -RW消化 T 次，反复振摇，每次 ,# %’0，弃除

前两次消化上清液，取最后 - 次消化液，离心（",##
<X%’0）"#%’0，弃上清液后用含 "TV胎牛血清的 J$J
培养液重悬细胞，接种于 RT /%, 培养瓶，于-R W、

TV8I, 条件下培养，次日换液弃去悬浮细胞，每隔

两日换液 " 次；消化后的骨碎片可贴于 ,T /%, 培养

瓶壁（,T S !# 个 碎 骨 粒X瓶），加 入 含 "TV OHL 的
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!"! 培养液，#$ %、&’ ()* 条件下培养，+ , 后换

液，以后隔两日换液 + 次，即得到酶消化法及骨片贴

附法所获得成骨样细胞。用于观察矿化结节形成的

细胞，于接种后第 - . 开始，在上述 !"! 培养基中

加入 +/ 001234!5甘油磷酸钠［#5&］。

!"#"# 培养细胞的鉴定

将培养细胞用 678 冲洗 * 次，9:;<59:;=1> ?5+//
（*/ 001234 9:;<，* 001234 !@(2*，+&/ 001234 AB(2，

+’ 9:;=1> ?5+//）缓冲液加超声粉碎裂解细胞，裂解

液离心后取上清，以"5磷酸奈酚为底物，日立 $///
型全自动生化分析仪测定细胞内碱性磷酸酶（C46）

活性（平均 !"DE*’）。按美国 F;B81:;> 公司骨钙素

放免试剂盒说明书测定培养上清中骨钙素（)(）含

量，用+*& G 标记人骨钙素与骨钙素标准或培养上清液

共同孵育，#记数仪（中科院核物理研究所）测定上

清液中的骨钙素含量，最小测定值为 /E*$@34。用

7:B.H1:. 方法测出细胞内总蛋白含量，校正 C46 和

)(。矿化结节染色，细胞固定后，用 /E+’茜素红染

色 &0;>，蒸馏水洗 # 次，乙醇脱水，镜下观察并摄像。

!"#"$ I956(I 和免疫印迹检测人成骨细胞脂联素

受体的表达

细胞用 9:;J12 抽提总 IAC，取 +$@ 总 IAC 用逆

转录试剂盒合成 KFAC，再在 LM>M C0N *D// 6(I 扩

增仪上行 6(I，同时扩增 C.;N1I +、* 及内参基因!5
BK=;>。C.;N1I + 正向引物：&O5(((9LC(9LL(9CCC5
LLC(C5#O，反 向 引 物：&O5(CL9C(CL((L((99(9C5
LL5#O，扩增产物为 P+* QN。C.;N1I * 正向引物：&O5
999LLCL(((CL(99CLCLC5#O，反 向 引 物：&O59CL5
((CL((9C9(9L(((9C5 #O，扩增产物为 $R- QN。!5
BK=;> 正向引物：((9(L((999L((LC9((，反向引物：

LLC9(99(C9LCLL9CL9(CL9(，扩 增 产 物 为 -*/
QN。扩增条件：［!@* S ］+E& 0012，退火温度 -/ %，#&
个循环。6(I 产物用 +E*’琼脂糖凝胶电泳，溴化

乙锭染色后拍照。为证实扩增特异性，6(I 产物用

#$#/ 测序仪直接测序。

TM<=M:> 杂交参照分子克隆操作［-］，取 D/$@ 细

胞总蛋白点样于 P’ 8F856CL" 胶电泳分离，电转至

硝酸纤维素膜再用单克隆 C.;N1I + 和 * 抗体杂交，

检测 C.;N1I + 和 * 蛋白质表达，"(4 法显示免疫复

合物。

!"#"% 细胞增殖试验

为研究脂联素对细胞数的影响，人成骨细胞按

* U +/# 3孔密度接种于 R- 孔板，用重组脂联素 # V #/

$@304 干预 DP W。胰酶消化细胞，用 /E/D’台盼蓝

染色计数有活力的细胞。

!"$ 统计学处理

所有试验重复 # 次，数据以!# X $ 表示，组间比

较用单因素方差分析。% Y /E/& 有显著性差异。

# 结果

#"! 人成骨细胞鉴定

人成骨细胞能分泌 C46，分泌量为 0Z30@ 蛋

白，接种 +* . 后达到高峰，然后逐渐下降，C46 分泌

峰值较刚接种时高 #E$D 倍（-PER X DE- [< +PED X
+E*）。人成骨细胞的培养上清液中能测出骨钙素，

在接种后稍有升高［（#E& X -/E*$ [< DE+# X /ED+）

>@30@蛋白］，- . 后又开始下降。人成骨细胞在抗坏

血酸、!5甘油磷酸钠存在下，可使细胞外基质矿化，

培养 +P . 可形成矿化结节，茜素红染色成红色（图

+）。

图 ! 人成骨细胞矿化结节茜素红染色

人成骨细胞在抗坏血酸、!5甘油磷酸钠存在下，

培养 +P . 可形成矿化结节，茜素红染色呈红色

#"# 正常人成骨细胞表达脂联素受体

经过%型胶原、碱性磷酸酶和矿化结节染色证

实所 培 养 细 胞 为 成 骨 细 胞。通 过 I956(9 方 法，

C.;N1I + 和 * 0IAC 在人成骨细胞均有表达。直接

测序结果显示 P+* QN 的基因序列为 C.;N1I +，$R- QN
的基因序列为 C.;N1I *（图 +）。免疫印迹分析发现，

人成骨细胞仅能检测到 C.;N1I +（D* \FB）表达，而作

为阳性对照的脂肪组织 C.;N1I + 的表达丰度较成

骨细胞高（图 *）。

图 # 脂联素受体 + 和 * 0IAC 在人成骨细胞的表达

注：+ 泳道为人皮下脂肪组织作为阳性对照；

* 泳道为人成骨细胞
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图 ! 脂联素受体 ! 蛋白在人成骨细胞的表达

注：! 泳道为人皮下脂肪组织作为阳性对照；" 泳道为人成骨

细胞

"#! 脂联素促进成骨细胞增殖

通过细胞计数，# $ #%!&’() 的脂联素可增加成

骨细胞数量，并呈剂量依赖性（图 *）。

图 $ 脂联素对人成骨细胞数的影响

注：分别用 % $ #%!&’() 脂联素干预人成骨细胞 *+ ,，脂联素显

著促进成骨细胞增殖，并呈剂量依赖性，! ! - %.%/

! 讨论

许多研究表明高体重指数对骨密度有保护作

用［012］，但其具体的机制尚未明确。目前提出由于

肥胖引起的体重增加导致骨骼机械负荷增加，从而

促进了骨代谢，另外脂肪细胞分泌的雌激素增加也

可能参与了骨保护的作用。人们已经认识到脂肪组

织是一种特殊的内分泌器官，脂肪细胞能够分泌几

十种细胞因子，包括肿瘤坏死因子（345）1"，瘦素

（6789:;）等。研究表明部分脂肪细胞分泌的细胞因

子可调节骨代谢。

脂联素最先在脂肪细胞分化克隆出来，<7=;7=
等发现在成骨细胞中也有脂联素的表达［"］。脂联素

的生理功能是通过脂联素受体两个亚型（>?:8@A !

和 "）介 导 的。>?:8@A ! 主 要 在 肌 肉 中 表 达，而

>?:8@A " 主要在肝脏表达。我们通过 A31BCA 发现

人成 骨 细 胞 可 以 表 达 >?:8A ! 和 " 的 (A4>，但

D7E97=; F6@9 仅检测到 >?:8@A ! 蛋白的表 达。A31
BCA 是将 (A4> 经逆转录后再用 BCA 特异性地扩

增出 (A4> 的序列，A31BCA 理论上可以检测到仅有

数十个拷贝的基因。A31BCA 所获得的产物经过测

序直接证实了扩增的特异性。D7E97=; F6@9 结合了凝

胶电泳分辨率高和固相免疫测定特异性敏感等优

点，具有蛋白质反应均一性和敏感性高的特点，其检

测蛋白质的敏感性为 ! $ / ;&。因此脂联素受体

(A4> 和蛋白在成骨细胞表达的不均一性可能是由

于两种检测方法的敏感性不一致造成的，也有可能

在翻译水平的差异所导致的。

GE,:(H 等发现脂联素能够抑制破骨细胞形成，

提高成骨细胞碱性磷酸酶 (A4> 的表达，并且能够

促进成骨细胞矿化，增加小鼠小梁骨骨量［!%］。我们

的研究发现脂联素促进人成骨细胞增殖，并呈剂量

依赖性。这些研究表明，脂联素对骨代谢呈正性调

节作用。但其作用的具体细胞信号途径尚待研究。

综上所述，我们在转录水平证实了人成骨细胞

表达 >?:8@A ! 和 " 的 (A4>，在 翻 译 水 平 表 达

>?:8@A !，并且脂联素能够促进人成骨细胞增殖，为

脂联素直接调节成骨细胞提供了直接的证据。结合

<7=;7= 等发现成骨细胞也可分泌脂联素［"］，提示脂

联素对成骨细胞可能起旁分泌或内分泌作用。
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泌随着供体年龄增长而降低，从而影响骨的形成功

能。西药阿法骨化醇组可明显上调 !"# 蛋白表达，

其原因是由于 $，%&（’(）%") 具有上调自身受体表达

的能力［*］，阿法骨化醇是 $，%&（’(）%") 同系物，因此

促进了 !"# 蛋白的表达；补肾中药中，补肾益精方、

固本壮骨胶囊、金匮肾气丸之所以与阿法骨化醇具

有相似的作用，即上调 !"# 蛋白表达，可能与这些

中药具有促进成骨细胞增殖，或是活化了 !"# 蛋白

有关；知柏地黄丸在调控 !"# 蛋白水平方面却存在

着明显的差异，其差异的原因还需进一步的研究。

除此以外，本实验结果也表明，单味补阳中药与复方

补阳中药对 !"# 蛋白表达的作用效果是相似的（两

者在统计学上无明显差异，! + ,-,&）。这说明单味

中药可以代替中药复方制剂，同时由于其质量易于

控制，可为中医药的药物治疗开创一条新途径。

综上所述，补肾中药尤其是平补和补阳中药，之

所以能够具有预防骨质疏松疾病的功能，与其上调

!"# 蛋白表达，促进骨形成有关，从而为拓展补肾

中药在骨质疏松防治领域的应用奠定了良好的理论

基础。
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