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雷洛昔芬对大鼠成骨细胞分泌细胞因子

的影响
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摘要：目的 初步探讨雷洛昔芬对成骨细胞自分泌和旁分泌的作用机制。方法 采用新生大鼠颅骨

来源酶消化法体外培养成骨细胞，在培养液中加入不同浓度雷洛昔芬（"、#"4 5、#"4 6、#"4 7 &-)$8），在共

同条件下培养。应用酶联免疫法（%89:;）测定细胞培养上清液中 98<#!、98<7 和 =>?<"水平。结果 雷

洛昔芬（#"4 5 &-)$8 组和 #"4 6 &-)$8 组）的 98<#!、98<7 值低于对照组，雷洛昔芬各组 =>?<"值均高于对

照组，@ 项测试指标在 " A !B , 和 !B A B5 , 组间比较无显著性差异。结论 适当浓度下雷洛昔芬

（#"4 5C，#"4 6C）抑制大鼠成骨细胞分泌 98<#!和 98<7，雷洛昔芬能够通过调节成骨细胞的自分泌及旁

分泌影响破骨细胞的功能。雷洛昔芬促进大鼠成骨细胞分泌 =>?<"，雷洛昔芬在体内对 =>?<"分泌与

调节的作用待进一步研究。
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绝经后骨质疏松症患者进行雌激素替代疗法

（EH2G-/E. GE0)’+E&E.2 2,EG’0O，-G %S=），骨量减少得到

明显抑制，骨折发生率明显降低。但随着美国妇女

健康启动计划（2,E T-&E.QH UE’)2, 9.(2(’2(NE，-G TU9）
等多项大规模试验数据的公布，浸润性乳房癌、冠心

病、卒中和肺栓塞发病率增加［#］，使医生及患者对

%S= 有所顾虑。选择性雌激素受体调节剂（HE)E+2(NE
EH2G-/E. GE+E02-G &-KJ)’2-GH，-G :%SC）因其具有雌激

素激动或拮抗双重作用的功能，引起人们的关注。

其中尤以新一代 :%SC 雷洛昔芬（G’)-F(IE.E，-G S8V）

成为防治绝经后骨质疏松的较为理想的药物。

雷洛昔芬是一个非甾体苯并噻吩化合物（分子

式 D!5U!6>LB:UD8），对骨和心血管系统具有类雌激

素作用，对子宫内膜和乳腺增生有抗雌激素作用。

因此雷洛昔芬被认为是专为绝经后妇女设计疗效显

著的防治骨质疏松性骨折的药物。雷洛昔芬多重预
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后评 价 临 床 研 究（!"#$%&#’ ("$)*+’, (- ./#*0%-’1’
23/#"/$%*1，*4 !(.2）显示［5］，腰椎骨折的危险性降

低了 678 9 :78；与 2.; 相比，其不增加子宫内膜

的厚度，不引起阴道出血，可显著降低浸润性乳腺癌

的危险性（<58），且对血脂代谢有良好的作用。虽

然雷洛昔芬已经较广泛应用在骨质疏松症的治疗，

但此种化合物调节骨代谢机制目前仍不甚了解。

本试验通过观察雷洛昔芬对成骨细胞分泌细胞

因子的调节作用，并进一步观察不同剂量及作用时

间对其分泌细胞因子的影响；初步探讨雷洛昔芬通

过对成骨细胞自分泌及旁分泌的作用影响破骨细胞

功能的机制。

! 材料和方法

!"! 主要试剂与仪器

雷洛昔芬 原料（美国礼来公司提供）；大鼠 =>?
@!试剂盒（A%’4)’ B%*$’)C1*#*DE，=1) F GHI）；大鼠 =>?
J、;KL?"试 剂 盒（B%*H*"4)’ =1$’41/$%*1/#，=1) F GHI）；

!2! 培养基（M=B=N( 美国）；小牛血清（KNH，M=B=N(
美国）；#型胶原酶（)*##/D’1/,’ # H=M!I 美国）；胰

蛋白 酶（ $4E&,%1 进 口 分 装）；N(5 培 养 箱（O’4/’",
:7J7 德国），倒置相差显微镜（K%P*1 ;H @77 日本），

酶标测试仪（2>Q?R77 美国），恒温离心机（O’4/’", 德

国），光学显微镜（K%P*1 2 J77 日本）。

!"# 实验方法

!"#"! 成骨细胞培养（新生大鼠酶消化法）：新生

HS 大鼠（5T C 以内）@7 个，<78酒精中浸泡 @7 +%1；

去头 顶 皮 肤，切 下 头 盖 骨，将 头 盖 骨 置 于 ABHUS?
O/1P, 液内；剔除黏附的骨膜、血管等结缔组织，用

ABHUS?O/1P, 液清洗 5 次后将洗净的头盖骨剪成 @
++ V @ ++ V @ ++ 小片；将骨片移入 : +# 7W5:8胰

消化酶溶液弃消化液；将骨片移入另一含 7W@8#
型胶原酶溶液中，6<X震荡消化分离细胞 J7 +%1 V 5
次；合并 5 次消化液，将含细胞的消化液在 @777 4U
+%1 下离心 @7 +%1，吸去上清液，沉淀的细胞团块用

培养液制成细胞悬液。计数后接种于培养瓶，置

:8二氧化碳培养箱中 6<X下培养。5T C 左右换液

@ 次清除未贴壁细胞，以后 5 9 6 Y 换液 @ 次。待汇

合时用胰蛋白酶消化传代，按 6 V @76 U孔分组接种于

培养板。

!"#"# 实验分组：本实验采用第二继代细胞，接种

5T C 后用不同培养液（对照组仅加培养液，其他组加

入不同浓度含药培养液）分组培养。（@）对照组 7
+*#U> ；（5）雷洛昔芬 @7Z R +*#U>；（6）雷洛昔芬 @7Z <

+*#U>；（T）雷洛昔芬 @7Z J +*#U>；分别留取第 5T C，TR
C 的细胞培养上清液 5 +# 置低温冰箱备用。留取样

品放置于低温干燥冰箱，使样本浓缩至 @ +#。
!"#"$ 观察指标：细胞因子测定采用酶联免疫吸附

法，步骤按试剂盒上说明书操作，质控品数在质控范

围，结果可信。

!"#"% 统计学处理：数据采用 HAHH @7W7 统计软件，

以均数加减标准差表示，采用方差检验，组间比较采

用 ! 检验，" [ 7W7: 定义为统计学结果差别有显著

性。

# 结果

#"! 白介素?@!（=>?@!）测定结果

7 9 5TC 结果中雷洛昔芬组（@7Z R、@7Z < +*#U>）=>?
@!值低于对照组，其中 @7Z R +*#U> 组有显著性差异，

" [ 7W7:；雷洛昔芬 @7Z J +*#U> 组值高于对照组，有

显著性差异，" [ 7W7:。5T 9 TR C 雷洛昔芬组（@7Z R、

@7Z < +*#U>）=>?@!值低于对照组，其中 @7Z < +*#U> 组

有显著性差异，" [ 7W7:；雷洛昔芬 @7Z J +*#U> 组值

高于对照组，有显著性差异。7 9 5T C 与 5T 9 TR C 值

比较，组间无显著性差异（见表 @）。

表 ! 雷洛昔芬各组 =>?@!测定结果（&DU+#）

组别 例数 7 9 5T C（&DU+#） 5T 9 TR C（&DU+#）
对照组 T TW5T \ 7W]75 TW6T5 \ 7WT56
.I>（@7 Z R!） T 5W:6: \ 7WJ:6! 6WR6: \ 7W6<<
.I>（@7 Z <!） T 6W5:: \ 7W]:5 5WJ6 \ 7WTT7!

.I>（@7 Z J!） T :W]:5 \ 7W<76! :W]5 \ 7W<7T!

注：与对照组比较，! " [ 7W7:

#"# 白介素?J（=>?J）测定结果

7 9 5TC 结果显示，雷洛昔芬组 =>?J 值低于对照

组，其中 @7Z < +*#U> 组有显著性差异，" [ 7W7:；5T 9
TR C 雷洛昔芬组各剂量组 =>?J 低于对照组，与对照

组无差异；7 9 5T C 与 5T 9 TR C 值比较无显著性差异

（见表 5）。

表 # 雷洛昔芬各组 =>?J 测定结果

组别 例数 7 9 5T C（&DU+#） 5T 9 TR C（&DU+#）
对照组 T 5W7@6 \ 7W5<T 5W:RR \ 7W5R6
.I>（@7 Z R!） T @W]57 \ 7W5:J 5W@:: \ 7WR:]
.I>（@7 Z <!） T @W6@7 \ 7W@J]! @WR7< \ 7WJ]<
.I>（@7 Z J!） T @WR5J \ 7W@:6 5W6T \ 7W57T

注：与对照组比较，! " [ 7W7:

#"$ 肿瘤坏死因子（;KL?"）测定结果

7 9 5T C 中各组 ;KL?"（@7Z R、@7Z < +*#U>）值高于

与对照组，有显著性差异，" [ 7W7:。5T 9 TR C 中各

组 ;KL?"与对照组比较均有显著性差异，" [ 7W7:。

5T 9 TR C ;KL?"值较 7 9 5T C 有升高趋势，但无显著
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性差异（见表 !）。

表 ! 雷洛昔芬各组 "#$%!测定结果

组别（! & ’） 例数 ( ) *’ +（,-./0） *’ ) ’1 +（,-./0）
对照组 ’ 2(3*2( 4 (355! 2!316( 4 *3*(*
789（2( : 1;） ’ 2*3<2( 4 236*6! 2131= 4 !35’<!

789（2( : <;） ’ 2’35= 4 (3(16! 213<!( 4 (3*!(!

789（2( : 6;） ’ =3=’5 4 (3*1= 2=3=5 4 235*<!

注：与对照组比较，! " > (3(5

! 讨论

选择性雌激素受体调节剂（?@7;）是一类化合

物，其结构多样，与雌激 素 受 体（@ABCD-EF CEGE,BDC，
@7）显示具有高度结合力，选择性地作用于不同组

织的雌激素受体，在不同靶组织可以表现为雌激素

激动剂和（或）拮抗剂的作用。由于不同 ?@7; 结构

上的特点，对各种受体的亲和力可有所差异，从而在

组织中发挥不同的生物效应。雷洛昔芬被称为第二

代 ?@7;，并且是第一个被批准用于预防和治疗绝

经后骨质疏松症的 ?@7; 类药物。

近年来，骨代谢中雌激素、雷洛昔芬与细胞因子

的关系，特别是其中白细胞介素%2"（ HFBEC0EIJHF%2"，

K9%2）、白细胞介素%6（HFBEC0EIJHF%6，K9%6）、肿瘤坏死因

子%"（BI/DC FEGCDAHA LMGBDC%"，DC "#$%"）间关系的研究，

成为该领域的重要内容。这些细胞因子均可单独刺

激破骨细胞的发育。然而，它们的作用需依赖基质

细胞或成骨细胞的存在方能表现出来。这一现象提

示上述细胞因子可能通过刺激基质细胞或成骨细胞

产生其他细胞因子而间接地诱导破骨细胞形成，即

通过 自 分 泌（MIBDGCHFE）及 旁 分 泌（,MCMGCHFE）的 方

式［!］。K9%2、"#$、和 K9%6 是以细胞因子网络的形式

发挥效应，并表现出协同放大的作用［!，’］。 K9%2 和

"#$ 可刺激 K9%6 的产生［5］；K9%2 和 "#$ 所介导的应

答过程部分可由 K9%6 替代。目前，已经证实在骨微

环境中产生大量的免疫及造血因子，这些复杂的、作

用相互重叠的因子影响骨的形成与吸收。骨代谢中

雌激素、雷洛昔芬与细胞因子的关系，特别是 K9%2，

K9%6，"#$%"间关系的研究，成为该领域的重要内

容。

目前，雌激素对骨的直接作用，特别是通过各种

细胞因子等局部因素的作用及其作用机制已经受到

重视。雌激素对骨代谢的作用主要表现为抑制骨吸

收。雌激素能抑制破骨细胞的活性，其机制可通过

直接或间接的方式发挥作用。直接作用：抑制破骨

细胞的骨吸收活性并呈剂量依赖关系。间接作用指

雌激素通过对成骨细胞的作用，影响成骨细胞介导

的破骨细胞活性而发挥作用。成骨细胞能分泌调节

因子，促进无活性的破骨细胞转变为活性的细胞。

自然或手术绝经后雌激素缺乏会引起 K9%2、K9%6、

"#$ 分泌增多，而 @7" 后上述细胞因子的水平会下

降［1%2(］。K9%2、K9%6、"#$ 是雌激素作用于骨的几种主

要细胞因子。这几种细胞因子对于破骨细胞的生成

起着重要作用。其中，K9%2 和 "#$ 是已知最有效的

骨吸收刺激因子，它们对破骨细胞及其前体细胞发

挥着极其相似的作用，且对破骨细胞形成而言 K9%2
和 "#$ 是必需的“上游”因子，即诱导其他调节因子

如 K9%6。K9%6 作为一种多功能细胞因子，在细胞因

子介导的破骨性骨吸收中起到中心调控的作用。

K9%2 由单核%巨噬细胞分泌，也可来自成骨细

胞、肿瘤细胞等其他细胞，有 K9%2!、K9%2"两种类型，

两种类型 K9%2 抗原性不同，但靶细胞受体和生物活

性相似，都是强烈的破骨性吸收因子，促使破骨细胞

前体细胞分化成熟，其中 K9%2"曾被称为人破骨细

胞的活化因子［2(］。 K9%2 可自分泌、旁分泌发挥作

用，K9%2 诱发的生物效应多通过其他激素或细胞因

子的介导而产生，它可以刺激靶细胞产生 K9%6，K9%2
作用于骨组织对骨吸收有明显影响。有研究认为

K9%2 这些作用是间接进行的。K9%2 首先与成骨细胞

或基质细胞发挥作用，一方面成骨细胞产生细胞因

子使成熟的破骨细胞活化，另一方面成骨细胞分泌

K9%6、N?$ 促进破骨细胞的前体细胞分化成熟，K9%2
间接作用于上述两个环节促进骨质吸收。K9%2 受体

缺失的去卵巢小鼠不发生骨丢失，也证实了 K9%2 在

骨吸收中起重要作用［2*，2!］。

在实验中，雷洛昔芬在 2(: 1;、2(: <; 浓度下抑

制成骨细胞 K9%2"分泌，与雌激素在体外成骨细胞

培养中影响分泌 K9%2"的作用相似［22，2’］。但实验中

在 2(: 6; 浓度下实验结果雷洛昔芬对 K9%2"分泌有

促进作用，与 N+EIF- 等［2’］报道不一致，其文章中雷

洛昔芬在 2(: 6; 浓度下对人成骨细胞分泌 K9%2"有

抑制作用。有学者曾经解释在体外培养中某些不同

结果的产生可能是由于实验中所采用成骨细胞来

源、培养方法、细胞接种密度不同［25］，本实验采用的

是新生大鼠来源，而 N+EIF- 等采用的是成人成骨细

胞，因其细胞的成熟度和生长速度不一致可能导致

不同结果。另外，较高浓度也可能是产生相反作用

的原因之一，在整个实验中，2(: 6; 浓度下雷洛昔芬

与另外两个浓度下的作用有显著性差异。

K9%6 主要由骨髓干细胞、单核%巨噬细胞和成骨

细胞分泌，破骨细胞也可分泌少量 K9%6。现在 K9%6
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已被普遍认为是骨重建过程中刺激骨吸收的关键因

子。大量实验证实 !"#$ 不仅可增加破骨细胞形成，

还与成熟破骨细胞的骨吸收功能有关，是强烈的溶

骨因子。与 !"#% 和 &’( 有协同作用。成骨细胞表

面有 !"#$ 受体。成骨细胞可在 !"#%、’)* 和 %，+,
（-(）+./ 刺激下产生 !"#$，!"#$ 和 %，+,（-(）+./ 协

同刺激骨髓粒#巨细胞集落干细胞形成破骨细胞前

体。!"#$ 可被 0+ 抑制［,］，其对骨代谢的影响与 0+

正好相反。多数学者认为成骨细胞产生的 !"#$ 是

以自分泌、旁分泌方法调节破骨细胞的形成和功能，

同时进一步地调节 !"#$ 的基因表达。妇女绝经后

0+ 下降，对 !"#$ 的监控失调，!"#$ 水平增高，活性增

强，进而通过 !"#$ 刺激破骨细胞前体细胞的形成和

分化，激发破骨细胞的活性，促进骨吸收，最后导致

骨质疏松。)1234356 等［%$］的研究提示，!"#$ 刺激破

骨细胞形成并非通过破骨细胞上的 !"#$ 受体，而是

通过成骨细胞上的 !"#$ 受体介导。大鼠成骨细胞

可以自分泌 !"#$，近年来研究发现成骨细胞不仅与

骨形成密切相关，而且在骨吸收过程中也起到至关

重要的作用，直接或间接地参与了调节，在破骨细胞

激活和破骨细胞吸收的激素调控方面居中心地位。

本实验中雷洛昔芬对成骨细胞分泌 !"#$ 呈抑

制作用，与其他学者［%,，%$］的实验结果一致；而既往的

雌激素作用下的体外培养也显示，雌激素可以抑制

成骨 细 胞 分 泌 !"#$，进 而 影 响 破 骨 细 胞 的 功

能［%%，%,，%7，%8］，两种药物的相似作用提示雷洛昔芬可

通过与雌激素相同的途径影响成骨细胞分泌 !"#$
的功能。

’)* 主要由单核巨噬细胞合成，也可由 ’ 细胞、

自然杀伤细胞、软骨细胞，成骨细胞也可分泌。根据

来源和结构不同分为 ’)*!和 ’)*"，其中 ’)*!与骨

质疏松的关系更为密切。91::6; 等［%<］研究卵巢切除

大鼠分泌 ’)* 的 ’ 细胞增加，野生小鼠卵巢切除后

骨质迅速丢失，而在 ’)*#!受体缺乏的小鼠则未出

现类似骨质改变，故提示 ’)*#!在卵巢功能下降后

骨质疏松发病中有不可忽视的作用。已有大量的实

验结果证实 ’)*#!在体内及体外实验中均是骨吸收

的刺激物，它可通过激活破骨细胞而发挥效能。目

前认 为，’)*#!对 破 骨 性 骨 吸 收 的 作 用 是 通 过 含

’)*#!受体的成骨细胞介导的，成骨细胞既是 ’)*#!
的效应细胞，又是 ’)*#!的产生细胞，可在 !"#% 等细

胞因子的刺激下合成及释放 ’)*#!。由此说明 ’)*#
!以旁分泌或自分泌的形式调节着成骨细胞和破骨

细胞的功能。’)*#!是强有力的骨吸收诱导剂，且

必须在成骨细胞存在时发挥作用，对骨代谢的影响

通过调节破骨细胞的增殖、分化和成熟来介导的。

本实验中，我们意外地发现雷洛昔芬对成骨细

胞分泌 ’)*#!有促进作用。而目前尚未见到雷洛昔

芬对成骨细胞分泌 ’)*#!的实验观察报道，也未见

雷洛昔芬在体内实验中对 ’)*#!分泌影响的报道。

=3 = 等［%%］研究显示雌激素对大鼠骨髓来源的成骨

细胞分泌 ’)*#!无明显作用。在体内，成骨细胞不

是主要分泌 ’)*#!的细胞，体内实验中绝经后血清

中 ’)*#!水平升高主要是单核细胞的分泌作用。有

文献报道，雌激素抑制单核细胞 ’)*#!基因的表达，

不同受体（09!及 09"）其效应是不一样的，雌激素

与 09"的抑制效应远大于与 09!结合的效应［+>］。

所以，我们推测在体外培养实验中雷洛昔芬对成骨

细胞分泌 ’)*#!作用与 =3 = 等报道的雌激素作用

结果不同的原因，可能是由于存在着与雌激素不完

全相同的受体作用机制。此外，雷洛昔芬在体内对

’)*#!分泌的作用与影响尚不清楚，这有待今后的

实验进一步了解与明确。

在本实验体外培养中随着浓度增高至 %>? $ @
时，对成骨细胞的细胞因子分泌无调节作用，甚至有

相反的作用出现。临床试验也表明如在 @-90 实

验中 $> A:BC 和 %+> A:BC 剂量对骨质疏松治疗效果

相似，并非随着剂量增加疗效也同步增加，故提示我

们采用适当的剂量才会达到最佳效果。我们推测过

高浓度不但无益，甚至可能有相反的作用。

我们的体外实验以成骨细胞作为着眼点，观察

了雷洛昔芬对成骨细胞的一系列作用。而在体内，

对于骨形成和骨吸收有着极为复杂的调节机制，而

且雷洛昔芬对破骨细胞也有着重要作用。我们实验

通过观察雷洛昔芬对体外培养的成骨细胞的作用，

为今后的进一步研究提供依据及参考。对雷洛昔芬

有待于深入的实验研究，如能建立成骨细胞和破骨

细胞的共同培养体系将是理想的实验条件，并需进

行体内实验研究，而雌激素受体的研究将是解释

D09@ 作用机制的钥匙。
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