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雄激素对大鼠胎颅盖骨成骨细胞雌激素

受体基因表达的影响
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摘要：目的 通过研究雄激素（十一酸睾酮）对成骨细胞雌激素受体基因表达的影响，探讨雄激素对

成骨细胞增殖和分化的调控机制。方法 通过对体外培养的胎鼠颅盖骨成骨细胞实施含 5"6 5"

%.(78、5"6 9 %.(78、5"6 : %.(78 三种浓度雄激素的培养液干预，采用 ;<=>?; 的方法半定量观察成骨细

胞中雌激素受体基因 %;@A 表达的变化，用以分析雄激素对成骨细胞中雌激素受体的影响，并进而探

讨雄激素对成骨细胞的影响。结果 实验选用的各浓度组均未出现细胞毒性反应，雄激素干预使成

骨细胞中雌激素受体 &(B,& 基因表达上调，而雌激素受体 C2D& 基因表达轻微下调。结论 雄激素可以

特异性地在转录水平调节成骨细胞中雌激素受体基因的表达。
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在人类多种骨细胞包括成骨细胞、骨髓基质干

细胞、骨细胞、肥大软骨细胞和破骨细胞中，均检测

到雌激素受体和雄激素受体的存在。明确说明骨是

雌激素和雄激素的直接靶组织。成骨细胞作为骨组

织的重要细胞，在骨代谢中具有重要的地位。而雄

激素和雌激素对骨形成甚至骨吸收的影响，主要是

通过影响成骨细胞来发挥作用的。作为雄激素和雌

激素的共同的靶细胞，在探讨雄激素对骨作用的机

制时，对雄激素干预后成骨细胞内雌激素受体基因

表达的变化进行分析就具有明确的意义。本部分实

验即是通过对体外培养的胎鼠颅盖骨成骨细胞实施

雄激素干预，观察比较成骨细胞中雌激素受体基因

%;@A 表达的变化，用以分析雄激素对成骨细胞中

雌激素受体的影响，并初步探讨成骨细胞核受体的

调控与影响。

> 材料和方法

>?> 试剂和器材

>?>?> 试剂：PK$K 培养基及胎牛血清（QRS?N 公

司，批号："T5"F"），#型胶原酶及胰蛋白酶（URQKA
公司；5 V !#"），缓冲液（P=W&/O+），青霉素（上海先锋

药业有限公司，批号："F"E"!），链霉素（上海四药有

限公司，批号："!"E"T），十一酸睾酮（南京欧家农公

司，批号：AA=5X"!=5"），>$;YR@ $8K$; !T"" >?; 扩
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增仪（型号：!"#" $%& ’() *+*,"% -.//），天能全自动

数码凝胶图像分析系统（上海天能科技有限公司，型

号：!012-/34），*%56,*&"789 :/// 型光谱分析仪（;0<2
)$=，>1$）。

!"!"# 材 料：无 菌 手 术 剪、锥 形 瓶、培 养 皿、

?1’?@;A$2:33 二氧化碳培养箱、<B+%&C* ;D23 倒置

显微镜、A>A( -E 7%- 培养瓶、过滤器。

!"# 实验方法

!"#"! 血清制备及成骨细胞培养：胎鼠颅盖骨成骨

细胞通过酶消化法从 1= 大鼠［上海斯莱克实验动

物有限公司：许可证编号：1FGH（沪）I -//-2///-］胎

颅盖骨分离得到。将离心后沉淀的细胞团块用培养

液制成细胞悬液，并将获得的细胞混匀，接种于培养

瓶，置于 :JK、EL(<- 培养箱中培养；-. M 左右换液

3 次，以后每 - N : O 换液 3 次直至 P/L细胞融合。

选择第二代细胞用于实验。

!"#"# 胎鼠颅盖骨成骨细胞鉴定及体外形态学观

察：采用四环素标记法观察成骨细胞矿化结节鉴定

成骨细胞表型表达情况，操作如下：培养瓶中加入四

环素（E/!QR%@ 培养液）进行标记，更换新鲜培养液

继续培养，’;1 液冲洗；再经 4EL乙醇固定，荧光显

微镜观察，拍照。用倒置显微镜进行体外培养的胎

鼠颅盖骨成骨细胞形态学观察。

!"#"$ 细胞干预：（3）雄激素（十一酸睾酮）干预液

准备：使用前，将（十一酸睾酮）加入培养液并进一步

稀释成 3/S 3/ %TBR@、3/S 4 %TBR@、3/S P %TBR@ : 种实验

浓度的干预液；（-）将实验细胞常规消化后，制备细

胞悬液，计数，以 - U 3/. 个R7%- 接种于 A>A( -E 7%-

培养瓶，随机分为药物干预组与空白对照组，每组 :
瓶，共 3E 瓶；（:）细胞在 :JK、饱和湿度、EL (<- 的

条件下培养 .P M，然后饥饿培养细胞 -. M，准备雄激

素干预；（.）干预组细胞用含上述浓度雄激素的干预

液换液，进行细胞干预，并分别于干预后 P、-.、J- M
收集细胞。不含雄激素的无血清培养液换液用于对

照组。

!"#"% 成骨细胞总 )A$ 的抽提：（3）均质化：细胞

经 /V-EL 胰蛋白酶消化 - %W#，收集于离心管中，

-/// 6&% 离心、洗涤，离心 - 次，室温下静置 E %W#；

（-）分离：每个离心管中加入氯仿 /V. %@，经剧烈振

荡，室温下静置。再离心 3E %W#。取上层无色液相；

（:）)A$ 沉淀：将上层无色液相中加入 3 %@ 异丙醇，

室温下静置再离心，弃上清，沉淀即为 )A$；（.）)A$
洗涤：每 个 离 心 管 中 加 入 JEL 乙 醇 . %@，离 心 E
%W#；（E）)A$ 溶 解：旋 转 蒸 发 仪 中 干 燥，加 E/!@

=?’( 处理过的水溶解 )A$，S -/K保存；（X）)A$
浓度测定：用紫外分光光度仪测定 -X/ #% 波长下

<= 值定量，换算出总 )A$ 浓度，各取 -!Q )A$ 进

行反转录。

!"#"& )82’() 扩增特异基因片段：)82’() 反应体

系按试剂盒操作说明进行。各基因引物序列、退火

温度见表 3。

表 ! 基因引物序列及其他参数

基因 引物序列 $8（K）大小（Y&）

?)" EZ2 !!(8!!!(($$!$$$$8((2:Z EPVJ ../
EZ2 88!!(($!$(!!$(8!$(8!2:Z

?)# EZ28(!((!!(8!(($(88$(($ 2:Z X.V- ..X
EZ2 $!!(!(8!!!(8(!88(8((2:Z

#257,W# EZ2 !$((8!$($!$(8$((8($8 2:Z X/ :E/
EZ2 $!$($!($(8!8!88!!($8 2:Z

注：$8：退火温度；1W["：产物大小

（3）%)A$ 逆转录：使用 \0$!?A 逆转录试剂盒

（ <%#W*76W&,89 )"]"6*" 865#*76W&,5*" ^T6 7=A$
*+#,M"*W*），在冰浴的微量离心管中加入 3/ U ;C^^"6
)8 -V/!@、OA8’ -V/!@、<BWQT2O8 引物 -V/!@、)A$
酶抑制剂 3V/!@、逆转录酶 3V/!@、=?’( 水 3-!@，

共 -/!@。置于 $18?( ;02E-E 恒温孵育器中，:JK
X/ %W#，4:K E %W#，立即 .K保存。

（-）’() 扩增：在微量离心管中加入 =?’( 水 3X

!@、3/ U 缓冲液 :!@、OA8’ -!@、-E %99Q(B-、引物

各 3!@、7=A$ -!@、85_ 酶 -VE!@ 共 :/!@。使用

’?)H0A ?@9?) -.// ’() 扩 增 仪，4EK 预 变 性 3/
%W#，4EK变性 :/ *、X/K退火 3 %W#、J-K延伸 - %W#，

共 :E 个循环。

（:）电泳观察结果：扩增产物用 3VEL琼脂糖凝

胶电泳 3VE M，所得图象在天能凝胶图象分析系统进

行扫描，!‘1 3E//2$ 软件分析，分别计算个目标基因

与#257,WT# 基因吸收峰（峰面积 U 密度）比值，比较各

组间吸收峰比值的大小。

!"#"’ 统计学处理

所有实验操作重复 : 次，结果以均数 a 标准差

表示，使用 1’11 33V/ 软件对数据进行配对 ! 检验。

# 结果

#"! 培养的成骨细胞形态学观察

接种后的成骨细胞在倒置显微镜下呈典型类上

皮细胞外观，大多数表现为梭形和多角形，细胞突触

长，细胞间胞突相互连接，胞质透明，细胞核较大，原

代细胞生长活跃，细胞分裂象多见（见图 3）。原代

成骨细胞多于 3 周时间铺满瓶壁，并在此后陆续出
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现矿化结节，四环素荧光染色后在荧光显微镜下呈

金色结节状（图 !）。传代后细胞生长更为活跃。不

同浓度的雄激素干预培养液加入后，成骨细胞形态

未见明显变化。

图 ! 倒置显微镜下的小鼠胎鼠成骨细胞，

梭形和多角形多见，细胞突触长，细胞

间相互连接 " !##

图 " 成骨细胞部分钙化结节体积较大，

四环素荧光染色后在荧光显微镜下呈金

色结节状 " $##

%&’()：雄激素浓度 )# * +,-./% !$0；%&’(!：雄激素浓度 )# * 1 ,-./% !$ 0；%&’(2：雄激素浓度 )# * )# ,-./% !$ 0；%&’($：空白对照

!$ 0；%&’(3：雄激素浓度 )# * + ,-./% 4! 0；%&’(5：雄激素浓度 )# * 1 ,-./% 4! 0；%&’(4：雄激素浓度 )# * )# ,-./% 4! 0；%&’(+：空白

对照 4! 0；%&’(1：雄激素浓度 )# * + ,-./% )! 0；%&’()#：雄激素浓度 )# * 1 ,-./% )! 0；%&’())：雄激素浓度 )# * )# ,-./% )! 0；

%&’()!：空白对照 )! 0；%&’( 6：6&7(8
图 # 9:;<=9 检测不同浓度雄激素干预后成骨细胞 >9!和 >9"基因 ,9?@ 表达情况

表 " 雄激素干预成骨细胞雌激素!与

雌激素"基因 ,9?@ 的表达

时间 基因 控制组 )# * + ,-./% )# * 1 ,-./% )# * )# ,-./%
)!0 >9;! #A3+4 B #A#!4 #A542 B #A#25 #A5+! B #A#$1 #A51) B #A#54!

>9;" #A)+4 B #A#$3 #A)23 B #A#21 #A)$4 B #A#2! #A)32 B #A#$2
!$ 0 >9;! #A3#) B #A#$3 #A+14 B #A#!4!! #A415 B #A#$5!! #A512 B #A#21!

>9;" #A)5$ B #A#2+ #A)3+ B #A#$4 #A)$1 B #A#25 #A)2+ B #A#25
4! 0 >9;! #A33$ B #A#25 #A+!2 B #A#$)!! #A+1# B #A#24!! #A+5) B #A#34!!

>9;" #A!#) B #A#$5 #A)5# B #A#25! #A)$2 B #A#$5 #A)54 B #A#!4!

注：与对照组相比!! C #A#3，!!! C #A#)；DE.：对照组

"$" 雄激素干预对胎小鼠体外培养成骨细胞雌激

素受体基因 ,9?@ 表达的影响（图 2，表 !）。

"$"$! 雌激素受体（>9）在体外培养胎小鼠成骨细

胞表达情况：在培养的胎小鼠成骨细胞中均检测到

>9!和 >9"基因的 9:;<=9 产物，其中 >9"的表达

比较弱。

"$"$" 雄激素干预后成骨细胞雌激素受体 ,9?@
表达的情况：含不同浓度雄激素的干预培养液培养
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不同时相的成骨细胞，细胞 !"!基因随时间延长，

#"$% 表达增强，显著性也增加，!""基因随时间变

化无明显变化趋势，但与对照组比较仍有较明显的

减弱。

在不同浓度雄激素培养液的干预下，!"!基因

随雄激素浓度呈递增改变，但变化并不十分显著；

!""基因在浓度递增时无明显变化趋势，与对照组

比较有较明显的减弱。

! 讨论

在本试验中，体外培养的胎小鼠成骨细胞中均

检测到 !"!和 !""基因的 "&’()" 产物，其中 !""
的表达比较弱。同时发现雄激素作用于体外培养的

胎小鼠成骨细胞后，能增加该细胞 !"!基因的表

达，并且随作用时间的增加，表达增强，而随浓度的

递增无明显变化；对 !""基因的表达则有一定的抑

制作用。

目前已初步了解 !"!、!""在骨组织均存在但

分布不同，但对其各自的作用机制尚不清楚。有研

究发现，在雄性小鼠体内，在骨生长和发育的过程

中，雌 激 素 的 作 用 主 要 是 由 !"!来 介 导 而 不 是

!""
［*］。我们的结果发现雄激素作用于体外培养的

胎小鼠成骨细胞后，能增加该细胞 !"!基因的表

达，对 !""基因的表达则有一定的抑制作用。

雄激素对骨代谢的临床和生化影响已有了较好

的评价［+］，目前认为，雄激素对骨具有直接和间接两

种作用，除了直接作用于骨组织的靶细胞，雄激素可

在外周组织中转化成雌激素来发挥对骨的作用。在

本试验中，雄激素主要是通过直接作用于成骨细胞

来发挥作用，表明雄激素可以通过直接作用于成骨

细胞，对成骨细胞中雌激素受体表达产生影响，并调

控或影响细胞对雌激素的活性，从而对成骨细胞的

功能产生影响，但其影响机制及方式仍有待于进一

步研究。

在不同种系、不同来源的成骨细胞中 !"!和

!""的表达及作用存在很大差异。%,-. 等［/］观察到

人成骨细胞培养期 !""表达逐渐增强，而 !"!的表

达则变化不大，并由此推测 !""在成骨细胞中的作

用略大于 !"!；01,2 等［3］发现 !""在人的松质骨表

达强烈，!"!表达水平较低。由于 !"!在培养的人

成骨细胞中表达拷贝数较少，所以未检测到 !"!
#"$% 的 "&’()" 产物；因此，雄激素对人成骨细胞

中雌激素受体是否产生影响，及有何影响，仍需进一

步研究。
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