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雄激素对体外成骨细胞 678 及其配体

基因表达的影响
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摘要：目的 检测小鼠胎鼠成骨细胞体外培养并将不同浓度雄激素干预后，678 和 6789 ):;< 表达

的变化，探讨雄激素在成骨细胞介导破骨细胞分化、活化过程中的调控机制。方法 分离得到小鼠胎

鼠颅盖骨成骨细胞，培养传代并选择第二代细胞用于实验；对第二代成骨细胞实施含 =!> =! )5,?9、

=!> @ )5,?9、=!> A )5,?9 " 种浓度雄激素的培养液干预；抽提细胞 :;<，采用 :BC7D: 方法半定量观察成

骨细胞中 678 和 6789 基因 ):;< 表达的变化。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 678 基因表达上调，而 6789 与 678 比率随时间呈递减趋势。结论 雄

激素可以特异性地在转录水平调节成骨细胞中 678 和 6789 基因的表达。

关键词：雄激素；成骨细胞；骨保护素（678）；骨保护素配体（6789）；基因表达
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="2 >)-3,：<3IJ5HF3；6/GF5N,*/G；678；6789；8F3F FKLJF//+53

近来随着对骨保护素系统（678 RM/GF)）作用机

理的研究，逐渐了解到 678 系统不单对维持正常的

骨代谢平衡很重要，对骨骼系统的许多疾病同样有

重要影响［=］，而这些都是和 678 在成骨细胞调控破

骨细胞分化、活化过程中的作用直接相关的。成骨

细胞调控破骨细胞分化、活化的介导功能也开始倍

受瞩目。采用分子生物学技术对成骨细胞中一些参

与介导活动的基因进行研究，有助于了解成骨细胞

相应功能的变化。本部分实验的重点是通过对体外

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 骨 保 护 素（678）及 其 配 体（678
9+H*3I，又称 6ST，:<;$9，B:<;D(）基因 ):;< 表达

的变化，用以分析雄激素对成骨细胞介导功能的影

响。

? 材料和方法

?@? 试剂和材料

?@?@? 试剂

SU(U 培养基及胎牛血清（8V#D6 公司），!型

胶原 酶 及 胰 蛋 白 酶（RV8U< 公 司），缓 冲 液（SC
W*3X/），青霉素（上海先锋药业有限公司），链霉素

（上海四药有限公司），十一酸睾酮（南京欧家农公

司），7(:$V; (9U(: %Y!! 7D: 扩增仪，天能凝胶图

ZZ中国骨质疏松杂志 %!!Z 年 % 月第 =" 卷第 % 期 D0+3 [ 6/GF5L5J5/，TFNJ.*JM %!!Z，\5, ="，;54%



像分析仪，!"#$%&’()*+,(-./01 2333 型光谱分析仪。

!"!"# 材料

无菌手术剪、锥形瓶、培养皿、45647!8&$299 二

氧化碳培养箱、#:;)-<( !=$9 倒置显微镜、8>8? @A
/)@ 培养瓶、过滤器。

!"# 实验方法

!"#"! 成骨细胞体外培养

胎鼠颅盖骨成骨细胞通过酶消化法从小鼠胎鼠

颅盖骨分离得到。具体操作简述如下：（9）取胎鼠

93 只，B3C乙醇中浸泡 93 )DE；揭去头顶皮肤，切下

颅盖骨，将颅盖骨置于 ’$=*EF( 液内；（@）清除骨膜、

血管等结缔组织，用 ’$=*EF( 反复清洗，将洗净的颅

盖骨剪成 9 )) G 9 )) 大小的骨片；（2）将剪碎的颅

盖骨片置于锥形瓶内，加入 3H@AC胰蛋白酶溶液，

2BI下预消化 @3 )DE，弃消化液；（J）将预消化后的

颅盖骨片移入 3H9C!型胶原酶溶液中，2BI下振

荡消化 J3 )DE；（A）将含细胞的消化液在 9333 +K)DE
下离心 93 )DE，吸去上清液，沉淀的细胞团块用培养

液制成细胞悬液；（L）重复（J）、（A）；（B）将两次消化

获得的细胞混匀，接种于培养瓶，置于 2BI、饱和湿

度、AC ?#@ 培养箱中培养；（M）@J N 左右换液 9 次，

以后每 @ O 2 天换液 9 次直至 M3C细胞融合，常规消

化细胞进行传代。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：（9）培养瓶中加

入四环素（A3"PK)7 培养液），标记 23 )DE；（@）更换

新鲜培养液继续培养 23 )DE，6!5 液冲洗；（2）QAC
乙醇固定 93 )DE；（J）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细胞

形态学观察。

!"#"$ 细胞干预方法

（9）雄激素（十一酸睾酮）干预液准备：使用前，

将雄激素（十一酸睾酮）加入培养液并进一步稀释成

93R 93 )S:K7、93R Q )S:K7、93R M )S:K7 2 种实验浓度的

干预液，操作过程中谨防污染；（@）将实验细胞常规

消化后，制备细胞悬液，计数，以 @ G 93J 个K/)@ 接种

于 8>8? @A /)@ 培养瓶，随机分为药物干预组与空

白对照组，每组 2 瓶，共 9@ 瓶；（2）细胞在 2BI、饱和

湿度、AC ?#@ 的条件下培养 JM N，然后换无血清培

养液饥饿培养细胞 @J N，准备雄激素干预；（J）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 9@ N、@J N、B@ N 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 %8& 抽提

（9）均质化：细胞经 3H@AC胰蛋白酶消化 @ )DE，

收集于离心管中，@333 +K)DE 离心 A )DE，-= BH2 6!5
（含 3H9C ’46?，上海生工分装）洗涤、离心 @ 次（933
+K)DE，A )DE），每个离心管加入 @ )7 0%"TS:（UDV/S），

室温下静置 A )DE；（@）分离：每个离心管中加入氯仿

3HJ )7，剧 烈 振 荡 9A (，室 温 下 静 置 2 )DE。JI，

93 333 +K)DE 离心 9A )DE。小心吸取上层无色液相；

（2）%8& 沉淀：将上层无色液相转入另一清洁离心

管中，加入 9 )7 异丙醇，室温下静置 93 )DE，JI，

93 333 +K)DE 离心 93 )DE，弃上清，沉淀即为 %8&；

（J）%8& 洗涤：每个离心管中加入 BAC乙醇 J )7，

JI，BA33 +K)DE 离心 A )DE；（A）%8& 溶解：旋转蒸发

仪中干燥 93 )DE，加 A3"7 ’46? 处理过的水溶解

%8&，R @3I保存；（L）%8& 浓度测定：用紫外分光光

度仪（!"#$%&’()*+,(-./01 2333 型光谱分析仪）测定

@L3 E) 波长下 #’ 值定量，换算出总 %8& 浓度，各

取 @"P %8& 进行反转录。

!"#"& %0$6?% 扩增特异基因片段

%0$6?% 反应体系按试剂盒（W"&U48 逆转录试

剂盒）操作说明进行。各基因引物序列、循环数、退

火温度见表 9。

表 ! 基因引物序列及其他参数

基因 引物序列 ?;/:.( &0（I） 5DT.（V-）
#6U AX$U?U0UU0U?&&U?0UU&&??$2X 2A L@ JLJ

AX$??U?0U?&?U?0U?000?&?$2X
%&8Y7 AX$U??0U&UU???&U??&000U$2X 2A L9 J@Q

AX$0??UU&0??&U?&UUU&&UU$2X

#$*/,DE AX$U&??0U&?&U&?0&??0?&0$2X 2A L3 2A3
AX$&U&?&U?&?0U0U00UU?&0$2X

注：&0：退火温度；5DT.：产物大小

电泳观察结果：扩增产物用 9HAC琼脂糖凝胶

电泳 9HA N，所 得 图 像 在 天 能 凝 胶 图 像 分 析 系 统

（!"#$%&’ 公司）进行扫描，UZ5 9A33$& 软件分析，分

别计算各目标基因与#$*/,DE 基因吸收峰（峰面积 G
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 2 次，结果以均数 [ 标准差

表示，使用 5655 99H3 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
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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 !）。原代

成骨细胞多于 ! 周时间铺满瓶壁（"# 平方厘米 ! 次

性塑料培养瓶），并在此后陆续出现矿化结节，部分

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（见图 "）。传代后细胞生长更为活

跃，通常 $ % & ’ 即可铺满瓶壁。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 ! 倒置相差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 &(( )

"#" 不同浓度雄激素干预对胎小鼠体外培养成骨

细胞 *+, 及 *+,- 基因 ./01 表达的影响（见图 $，

表 "、$、&）

成骨细胞正常情况下 *+, 及 *+,- 基因均表

达，其中 *+,- 基因表达相对较弱。含不同浓度雄

激素的干预培养液培养不同时相的成骨细胞，细胞

基因表达情况：*+, 基因随时间延长，./01 表达呈

现增强趋势，显著性也增加，*+,- 基因在早期表达

增强，在 2" 3 表达稍有回落，但与对照组比较仍有

较明显差异；*+,- 与 *+, 比率随时间呈递减趋势。

在不同浓度雄激素培养液的干预下，*+,- 基因

表达随雄激素浓度的增高呈递减改变，但变化并不

十分显著，!" 3 和 "& 3 两个时点有较大差异；*+,

基因表达在浓度递增时无明显变化趋势；*+,- 与

*+, 的比率变化随浓度递增而减低，高浓度培养液

干预后的比率值明显低于对照组。

表 " 雄激素干预成骨细胞 !" 3 各基因 ./01 的表达

项目 ( !( 4 5 .678- !( 4 9 .678- !( 4 !( .678-
*+, (:;5$ < (:(2( (:5$; < (:!!(! (:5!# < (:!#"! (:292 < (:!(2!

*+,- (:"#$ < (:(25 (:#"$ < (:(;;!! (:$52 < (:(;" (:$#! < (:(#9!

*+,-8*+, (:$2( < (:(&" (:;"# < (:(#9!! (:&!$ < (:(&9 (:&2; < (:(&#!

注：与对照组比较，! ! = (:(#，!!! = (:(!

表 $ 雄激素干预成骨细胞 "& 3 各基因 ./01 的表达

项目 ( !( 4 5 .678- !( 4 9 .678- !( 4 !( .678-
*+, (:;9; < (:(#2 !:(;$ < (:!#"!! !:(#9 < (:!$;!! !:(5$ < (:!$2!!

*+,- (:"5; < (:(#9 (:&2# < (:(;"!! (:&"# < (:(;(! (:$52 < (:($5!!

*+,-8*+, (:&!( < (:($2 (:&&; < (:(&5 (:$2" < (:(;" (:&"! < (:(#"

注：与对照组比较，! ! = (:(#，!!! = (:(!

表 % 雄激素干预成骨细胞 2" 3 各基因 ./01 的表达

项目 ( !( 4 5 .678- !( 4 9 .678- !( 4 !( .678-
*+, (:2(! < (:(;2 !:&#! < (:!!5!! !:&$( < (:!"(!! !:$9$ < (:!"#!!

*+,- (:"5$ < (:(2( (:$9! < (:(#(! (:$2$ < (:(&9! (:$#! < (:($(!

*+,-8*+, (:&($ < (:($2 (:";5 < (:(&#!! (:"92 < (:(;"!! (:"52 < (:(&"!!

注：与对照组比较，! ! = (:(#，!!! = (:(!

$ 讨论

本实验重点观察了成骨细胞 *+, 系统相关基

因在雄激素的干预下 ./01 表达的变化。我们的结

果发现雄激素可以改变 *+, 及 *+,- 基因 ./01 的

表达水平，并与作用时间和作用浓度有关。现在认

为，成骨细胞调控破骨细胞的分化、活化活动，主要

是通过 *+, 和 *+,- 两个基因水平表达变化来完成

的。成骨细胞产生的分泌型糖蛋白 *+, 与其配体

（*+, ->?@A’）结合可以阻止 *+,- 与破骨细胞前体

细胞及成熟破骨细胞膜受体 /10B 的结合，从而阻

断破骨细胞的分化、活化过程［"，$］，同时，有研究认为

*+,- 与 *+, 的表达比率是反映成骨细胞介导能力

的关键，比率值越大，介导能力越强［&］。在本实验

中，雄激素能够上调 *+, 基因 ./01 的表达，并随

作用时间的延长而增加；同时，*+,- 亦呈剂量和时

间依赖性的上调，而考察 *+,- 和 *+, 的比值，发现

成骨细胞在雄激素干预下，随作用时间的延长介导

能力增强，并随浓度增加有所增强。这就表明雄激

素能够通过调节成骨细胞中 *+, 系统相关基因的

表达来发挥其对骨的作用。

近年来发现，一些自分泌和旁分泌因子如转移

生长因子 CDE@（F,GH!）、胰岛素样生长因子及其结合

蛋白、白细胞介素 ;（I-H;）和前列腺素 J"（+,J" ）等

在雄激素对骨的效用中也起到介导作用。雄激素在
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图 ! !"#$%! 检测不同浓度雄激素干预后成骨细胞 &$’
和 &$’( 基因 )!*+ 表达情况

(,-. /：雄激素浓度 /0 1 2 )345( 67 8；(,-. 6：雄激素浓度 /0 1 9

)345( 67 8；(,-. :：雄激素浓度 /0 1 /0 )345( 67 8；(,-. 7：空白对照

67 8；(,-. ;：雄激素浓度 /0 1 2 )345( <6 8；(,-. =：雄激素浓度

/0 1 9 )345( <6 8；(,-. <：雄激素浓度 /0 1 /0 )345( <6 8；(,-. 2：空白

对照 <6 8；(,-. 9：雄激素浓度 /0 1 2 )345( /6 8；(,-. /0：雄激素浓

度 /0 1 9 )345( /6 8；(,-. //：雄激素浓度 /0 1 /0 )345( /6 8；(,-. /6：

空白对照 /6 8；(,-. >：>,?.@

许多种细胞生成和活化 "’A#!的过程中起调控作

用，而破骨细胞也可以产生并活化 "’A#!，雄激素同

样对此过程有调控作用，有研究显示在雄激素的影

响下成骨细胞内 "’A#!的活性和其基因表达都有所

增加［;］。"型和#型胰岛素样生长因子、它们的受

体（"型胰岛素样生长因子受体和#型胰岛素样生

长因子受体）及它们的 = 种结合蛋白（胰岛素样生长

因子结合蛋白 /—胰岛素样生长因子结合蛋白 =）共

同组成的复杂的自分泌5旁分泌系统被认为与介导

雄激素对骨的作用紧密相关。’3@B［=］证实在 8A&C5
+!#= 细胞系，"型胰岛素样生长因子 )!*+ 的水平

被 ;$#二氢睾酮、睾酮上调。表明雄激素对骨代谢的

部分影响是由增加成骨细胞中胰岛素样生长因子的

表达与分泌导致的。白细胞介素#= 是在骨微环境

中由成骨细胞和骨髓基质细胞产生的前炎症细胞因

子，它可以刺激破骨细胞的形成和促进骨吸收，当破

骨细胞与成骨细胞一起培养时，D(#= 的表达在破骨

细胞尤其显著。前列腺素 E6 和 D(#= 一样能够刺激

破骨细胞的分化和成骨细胞的生长。$’E6 可通过

抑制 &$’ 的分泌，增高 !+*F 在破骨细胞的表达和

!+*F( 在成骨细胞的表达来刺激破骨细胞的生成。

而 D(#= 在 $’E6 抑制 &$’ 生成的过程中起调节作

用，这 些 都 显 示 了 D(#= 和 $’E6 是 通 过 对 骨 细 胞

&$’ 系统的影响而增强破骨细胞的分化［<］。

因此，雄激素干预后成骨细胞 &$’ 和 &$’( 基

因表达的变化可能源于以下机制：（/）直接作用：雄

激素与雄激素受体结合，既而形成配体受体复合物，

引发信号传递，通过其基因效应直接影响成骨细胞

G*+ 中相关基因的表达；（6）间接作用：雄激素干预

后局部骨微环境中的一些自分泌和旁分泌因子如转

移生长因子 H.I,、胰岛素样生长因子及其结合蛋白

等发生变化，从而影响成骨细胞 &$’ 和 &$’( 基因

表达。也可能两种作用相互促进，协同作用。对此

仍需做进一步的研究。

随着 &$’ 系统的调控机制被广泛接受，目前一

些学者已发现一些不通过 &$’ 系统介导就可以实

现促破骨细胞分化、活化的特例［2#/0］，说明 &$’ 系统

不是成骨细胞或其他细胞介导破骨细胞分化、活化

的惟一机制。但应该指出，&$’ 系统仍然是破骨细

胞分化、活化的主要介导者，而且在许多骨骼疾病的

发病机理中也都可发现此系统的异常。本研究对雄

激素干预后成骨细胞 &$’ 和 &$’( 基因 )!*+ 表达

变化的分析，表明雄激素可以通过调节成骨细胞

&$’ 系统相关基因的表达影响成骨细胞对破骨细胞

的介导功能，并发挥其对骨的作用。
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