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基质细胞成骨及成脂分化的影响
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摘要：目的 观察地塞米松（79:）和"，!4（56）! 78（78 ）对骨髓基质细胞（;<=0）成骨及成脂分化的影

响。方法 以离心法分离培养人 ;<=0，以 "$> ? &1)@A 79: 和@或 "$> B &1)@A "，!4（56）! 78 作为分化诱导

剂对细胞进行干预，分别用细胞碱性磷酸酶（CAD）染液试剂盒及苏丹!染液对成骨细胞和脂肪细胞

进行组织化学染色，计数；使用 EFGD=E 技术在转录水平检测成骨细胞标记物骨桥蛋白（5DH）及脂肪

细胞标记物过氧化酶体增殖激活受体"!（DDCE"!）&EHC 的表达。结果 细胞染色结果表明各干预

组 CADI 细胞百分比均较对照组增加，与对照组相比有显著性差异（! J $K$4），苏丹! I 细胞百分比

79: 组较对照组增多，78 组较对照组减少，差异有显著性（! J $K$4），79: I 78 组较 79: 组苏丹! I 细

胞数明显减少，两者相比差异有显著性（! J $K$4）；5DH &EHC 及 DDCE"! &EHC 表达未在对照组测

得，79: 诱导了 5DH &EHC 及 DDCE"! &EHC 表达，"，!4（56）! 78 诱导 5DH &EHC 表达，并抑制 79: 诱

导的 DDCE"! &EHC 的表达。结论 79: 促进 ;<=0 的成骨分化及成脂分化，"，!4（56）! 78 促进 ;<=0
的成骨分化的同时抑制其成脂分化，与 79: 合用抑制 79: 成脂分化作用，强化了其成骨分化作用，反

映了成骨细胞与脂肪细胞间存在的反变关系，表明两者来源于同一前体细胞的可能性。
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许 多 研 究 表 明 骨 髓 基 质 细 胞（!"##$% &’#$!"(
)*((&，+,-&）属于间充质干细胞，具有多种分化潜能，

许多研究已表明骨髓成骨细胞和脂肪细胞在分化上

存在 着 反 变 关 系［.］。已 有 研 究 表 明 地 塞 米 松 和

.，/0（12）/34对骨髓基质细胞的成骨及成脂分化具

有调节作用，但研究结果结论不一。本实验旨在进

一步阐明地塞米松及.，/0（12）/34 对人骨髓基质细

胞成骨及成脂分化的影响以及两者间的相互关系，

为两者合理的临床应用提供实验依据，更深入理解

+,-& 定向分化机制及骨质疏松发生机制。

! 材料和方法

!"! 主要试剂

+5+ 粉剂、胰蛋白酶（26($7*）、胎牛血清（杭州

四季青）、淋巴细胞分离液（上海太阳）、地塞米松、

.，/0（12）/34（,89!"）、细胞碱性磷酸酶染液试剂盒

（南京建成）、+:+;<= 逆转录酶（>#$!*9"）、?@AB$(、
?"C 酶、@DE 酶 抑 制 剂、FD?> ,*’（ ,"79$7）、3DE
+"#G*# 3< /HHH（?"G"#"）。

!"# 骨髓基质细胞培养及观察

骨髓基质细胞培养，采用离心法进行培养。无

菌条件下取无骨代谢疾病骨科手术患者股骨骨髓组

织约 0 !<，加入淋巴细胞分离液进行分离（按 / I .），

离心，吸取单个核细胞，洗涤 4 次，吹打制成单细胞

悬液，接种于 .HH !< 培养瓶，在 0J-1/、4KL饱和湿

度条件下的恒温箱中孵化。所有实验采用传代细胞

进行，传代细胞随机分为对照组（无干预）、3*M 组

（.HN K !$(O< 3*M）、34 组［.HN P !$(O< .，/0（12）/34 ］、

3*M Q 34 组［ .HN K !$(O< 3*M 和 .HN P !$(O<
.，/0（12）/34］。利用倒置相差显微镜每日对生长

情况和形态变化特点进行动态观察，选取视野照相。

!"$ 细胞组织化学染色

在传代培养时 R 孔板内预先放置小盖玻片，细

胞以 .SH T .HU O)!/ 接种，.HJ VW, 完全培养基中培

养 . F 后分为 U 组，干预 U F 后将血清浓度调整为

0J以减慢细胞增殖，干预 ./ F 后取出盖玻片进行

染色。细胞 E<> 染色采用重氮盐法，脂滴染色采用

苏丹!法。每张盖玻片随机选两个区分别计数 /HH
个细胞，计算阳性细胞百分比。每组设 4 个孔，重复

/ 次。

!"% @?:>-@ 法检测细胞 1>D、>>E@"/ 基因表达

!"%"! ?@AB$( 法抽提培养细胞总 @DE，逆转录反应

合成 )3DE

配制总体积 /H#< 的反应液：@DE 样品 .#9，
1(89F?（0H#+O<）HSP#<，FD?>&（/ !+O<）0#<，0 T
XYZZ*# U#<，@D"&* 87[8X8’$#（UH ;O#<）HS0#<，+:+;<=
逆转录酶（/HH ;O#<）HS0#<，4KL水浴 . [，进行逆

转录反应；\KL水浴 0 !87，然后迅速置于冰上。

!"%"# 多聚酶链反应（>-@）扩增

>-@引物设计：根据 ]*7X"7G 数据库中提供的

人骨桥蛋白（1>D）、过氧化物酶体增殖活化受体"/
（>>E@"/）、$:")’87 全长 )3DE 序列，由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成三对引物，序列如下：

$:")’87 引物序列（预计扩增长度为 RRH X^）：上游：0_:
?]E-]]]]?-E---E-E-?]?]---E?-?E:4_，下 游：

0_:-?E]EE]-E???]-]]?]]E-]E?]]E]]]:4_。
1>D 引物序列（预计扩增长度为 44H X^）：上游：

0_:-?E]]-E?-E--?]?]--E?E--:4_， 下 游： 0_:
-?E-??E]E-?E-??]E--E]?]E-:4_。

>>E@"/ 引物序列（预计扩增长度为 40/ X^）：

上 游：0_:]-?]??E?]]]?]EEE-?-?]:4_，下 游：0_:
-??]]E-]?E]E]]?]]EE?E:4_。

>-@ 循环参数设置：1>D：\UL 0 !87!（\UL U0
&!0KL RH &!K/L \H &）/P 个循环!K/L .H !87!
UL 保存。>>E@"/：\UL 0 !87!（\UL 40 &!0KL
UH &!K/L \H &）4H 个循环!K/L .H !87!UL保存。

!"& 统计学处理

实验数据以率表示，运用 ,’"’" KSH 统计软件包，

两组计数资料间比较采用!
/ 检验。检验水准取"

‘ HSH0。

# 结果

#"! 倒置显微镜下细胞观察

离心法培养的原代细胞接种约 U [ 开始贴壁，

呈圆形未分化状态，U F 左右细胞大部分贴壁，并开

始向外周伸出突触，向饱满梭形转变，表面颗粒较

少，开始分裂、增殖（图 .）。随着培养时间延长，约 .
周后细胞体积增大，形状向多样性发展，呈现三角

形、星形、较长梭形及不规则形，并且表面颗粒状分

泌物增多（图 /，4），.. F 后细胞形状随培养时间延

长进一步向长梭形发展，细胞增殖加快，但排列仍不

规则（图 U），.U F 后细胞逐渐汇合，呈细长梭形，沿

一定方向排列（图 0）。胰蛋白酶消化传代时细胞逐

渐回缩成圆形（图 R）。传代细胞 R [ 左右大部分贴

壁，干预组细胞形态发生了变化，部分转变为多角

形，而对照组细胞多为成纤维样。
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图 ! 细胞培养 ! " 后向饱满梭形转变 #$$ %

图 " 细胞呈三角形、星形、不规则形、长梭形 &$$ %

图 # #! " 后细胞汇合成片，并沿一定方向排列 #$$ %

图 $ 细胞培养 # 周后体积增大形态多样化 #$$ %

图 % ## " 后向长梭形发展，排列不规则 #$$ %

图 & 细胞培养消化时细胞回缩成圆形 #$$ %

$’$ 细胞组织化学染色

$’$’! 细胞碱性磷酸酶（’()）染色

光镜下可见 ’()* 细胞胞浆中有大小不等的深

棕红色颗粒，即 ’() 所在部位，证实为成骨细胞（图

+）。,-. 组、,/ 组及 ,-. * ,/ 组 ’()* 细胞数较对照

组增加，与对照组相比有显著差异（! 0 $1$2）。,/

组 ’()* 细胞数较 ,-. 组增加，与 ,-. 组相比有显著

差异（! 0 $1$2）。两者联合用药 ’()* 细胞数与单

独用药组相比较没有差异（! 3 $1$2）（表 #）。

表 ! 干预 #& " 后 ’()* 细胞率和苏丹! * 细胞率

组别
对照组

（ " 4 #&）
,-. 组

（ " 4 #&）

,/ 组

（ " 4 #&）

,-. * ,/ 组

（ " 4 #&）

’()* 细胞率（5） /&12 6 !17+ 891$7 6 717# 7+1$$ 6 81#/ 7#19& 6 21+2
苏丹! * 细胞率（5） 9127 6 &1## &/1#+ 6 &17+ &19& 6 #1!9 #$1$! 6 &1/7

$’$’$ 胞浆脂滴染色

光镜下可见细胞核染成淡蓝色，苏丹! * 细胞

胞浆中有大小不等的桔红色颗粒，即为脂肪滴，证实

为脂肪细胞（图 7）。,-. 组苏丹! * 细胞率较对照

组明显增加，,/ 组较对照组减少，与对照组相比均
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有显著性差异（! ! "#"$）。%&’ ( %) 组较 %&’ 组脂

肪细胞 数 减 少，两 组 相 比 较 有 显 著 性 差 异（ ! !
"#"$）（表 *）。

!"# 细胞 +,-、,,./!0 基因转录

/12,3/ 结果显示，%&’ 组、%) 组及 %&’ ( %) 组

均有 +,- 4/-. 表达（图 5）；%&’ 诱导了人 6738 的

早期脂肪细胞标记物 ,,./!0 的表达，对照组、%)组

及 %&’ ( %) 组未测得 ,,./!0 4/-. 表达（图 *"）。

图 $ 细胞碱性磷酸酶染色

胞浆内 .9, 染成深棕红色 0"" :

图 % +,- 4/-. 表达

图 & 胞浆脂滴染色

胞浆内脂滴染成桔红色 0"" :

图 ’( ,,./!0 4/-. 表达

# 讨论

骨髓基质细胞是多相细胞群体，具有多种分化

潜能，其存在为骨重建的过程提供了潜在的支持，近

年来已被作为骨前体细胞来源而成为研究的热点。

研究已证实 6738 对外源性条件非常敏感，其中以

生物因素的作用最为显著和直接，类固醇激素在决

定基质细胞的分化方向上起着重要作用。

#"’ 地塞米松对骨髓基质细胞分化的影响

在人体，长期超生理剂量的糖皮质激素对骨骼

产生不利影响，成为目前引起骨质疏松的主要原因

之一。体内研究结果表明，导致上述结果的原因主

要是过量的糖皮质激素对成骨细胞系的增殖和;或
分化的负面影响。但体外多数研究结果表明糖皮质

激素促进 6738 成骨分化［0，)］。本研究结果也显示

%&’ 使 .9, 阳性细胞数增加，同时成骨细胞标记物

+,- 4/-. 的表达也明显增加。另外，许多研究结

果也显示 %&’ 促进了脂前体细胞的成脂分化，其成

脂作用随 %&’ 浓度增加而增强［<］，本实验结果证实

了这一结论，%&’ 诱导后脂肪细胞数增多，而且促进

,,./!0 4/-. 表达。因此，超生理剂量高浓度的

糖皮质激素导致脂肪数目增加，可能在糖皮质激素

引起骨质疏松的发病机制中起一定作用。

#"! *，0$（+=）0%)对骨髓基质细胞分化的影响

骨髓基质细胞中存在*，0$（+=）0%) 受体基因，

*，0$（+=）0%)对 6738 分化具有调控作用。本研究

结果表明*，0$（+=）0%) 对骨髓基质前体细胞的成骨

分化有促进作用。这与 >&??@ 等［$］研究结果一致，认

为 *，0$（+=）0%) 促 进 人 6738 的 成 骨 分 化。 但

.A4BCD 等［E，F］研究结果表明*，0$（+=）0%) 抑制大鼠

6738 的 成 骨 分 化。 另 外，还 有 研 究 认 为

*，0$（+=）0%)对 637G 成骨分化的影响取决于细胞
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的成熟程度，其对前体细胞的成骨分化表现为抑制

作用，而对成熟细胞起促进作用。针对上述矛盾结

果，一些学者提出可能与物种来源不同有关，有待进

一步探讨。

!，"#（$%）"&’对 ()*+ 成脂分化的研究报道较

少，本研究表明!，"#（$%）"&’ 对人 (*), 的成脂分化

表现为抑制作用，这与 -.//0 等［#］的研究结果一致，

但与 123456 等［7，8］ 的 研 究 结 果 相 反，后 者 认 为

!，"#（$%）"&’促进 (*), 成脂分化。对这种分歧的

产生的原因有着不同的解释，-.//0 等［9］认为该分歧

可能与骨髓来源的位点有关。但是 123456 等［7，8］后

来的研究否定了上述来源位点不同的解释，并提出

了可能与动物性别有关的观点，认为就雄性鼠而言，

!，"#（$%）"&’表现为促进其 (*), 成脂分化，而对雌

性鼠则表现为抑制其 (*), 成脂分化。本实验采用

的为 男 性 骨 髓 基 质 细 胞，表 现 为 !，"#（$%）"&’ 对

(*), 成脂的抑制，与上述性别不同的观点相矛盾。

因此，!，"#（$%）"&’ 对 ()*+ 成脂分化的研究尚有待

进一步深入。

!"! 骨髓基质细胞成脂及成骨分化的关系

体外许多研究也已表明骨髓成骨细胞和脂肪细

胞在分化上存在着反变关系，脂肪细胞标志物表达

增加往往伴随着成骨标志物表达减少，脂肪细胞能

被诱导表达成骨细胞标记，成骨细胞能表现脂肪表

型，从而表明了两者来源于同一前体细胞的可能性。

我们的研究结果也证实了这一观点，!，"#（$%）"&’

在抑制 ()*+ 成脂分化的同时促进了其成骨分化，

!，"#（$%）"&’与 &.: 合用抑制了后者的成脂作用，

脂肪细胞数目减少，同时增强了其成骨作用，成骨细

胞数目增多，支持两者来源于同一前体细胞的观点。

但成骨细胞和脂肪细胞两者间是如何进行相互调控

的分子机制目前尚不清楚，一些研究认为脂肪细胞

分泌的瘦素和多不饱和脂肪酸可能参与其调控，人

(*), 表达瘦素受体，其激活时增加成骨细胞分化而

抑制脂肪细胞分化［9］；成熟脂肪细胞分泌的多不饱

和脂肪酸对共同培养的原代成骨样细胞的增殖具有

抑制作用［;］。那么对两者间相互调控的分子机制的

深入研究将有助于我们对骨质疏松发生机制的理

解，这将为骨病的治疗开辟新的领域。
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