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摘要：目的 通过体外地塞米松刺激原代大鼠成骨细胞分化，观察 ""!羟化类固醇脱氢酶 "（""!4
567"）在成骨细胞分化中的变化以及相关成骨基因的表达情况，探讨 ""!4567" 与成骨细胞分化之间

关系以及可能的作用机制。方法 采用酶消化法获得大鼠成骨细胞，建立地塞米松（71,）药物刺激模

型（71, 组 " 8 "#9 $ &:);< 和正常对照组），分别于培养 #、!、=、>、$、"# 2 抽提 ?@A 行 ?B4CD? 和蛋白行

E1FG1H- I):G，检测成骨细胞相关基因和 ""!4567" 的表达情况。结果 ""!4567" 在正常成骨细胞中随

着培养表达逐渐升高，在 71, 刺激组中成骨细胞分化指标 A<C、DJ<"较对照组明显升高，伴有 ""!4
567" &?@A 和蛋白水平的下调。结论 在成骨分化过程中，""!4567" 表达下降，与分化呈逆相关。

""!4567" 可能通过自分泌的方式参与调节成骨细胞的分化。
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糖皮质激素对骨代谢的作用并不一致。在人和

大鼠骨髓基质细胞诱导成骨分化及形成细胞外基质

的过程中，糖皮质激素起着重要作用［"］。而药理剂

量的糖皮质激素则可以引起骨质疏松症，主要是抑

制了骨形成，同时对骨吸收也有作用［!］。总体来说，

糖皮质激素对于骨的作用较为复杂，主要依赖于糖

皮质激素作用的时间和浓度，以及成骨细胞与破骨

细胞的分化阶段［U，=］。

在分子水平上，糖皮质激素信号是通过糖皮质

激素受体（V?#）介导的。V?#几乎表达于所有细胞

中，在成骨细胞中，它主要通过与糖皮质激素反应元

件结合，调节靶基因的表达，包括有骨钙素、"型胶

原、BVW!4" 等。对于糖皮质激素应答的调节，可以

发生在多个水平，包括 V?#水平与受体后水平。同

时糖皮质激素作用还可以通过 ""!羟化类固醇脱氢

酶（""!4567）的作用，进行受体前调节。""!4567 是

局部组织调节糖皮质激素水平的关键酶，它分为 "
型和 ! 型，可以催化氢化可的松和可的松相互转化。

""!4567" 具有双向作用（脱氢酶;还原酶），在成骨细

胞中，通过表达还原酶活性，可以催化无活性的可的

松成为有活性的氢化可的松，因而也可称为是糖皮

质激素作用的“放大器”［X］。成骨细胞中调节 ""!4
567" 活性可能是成骨细胞增殖、分化和功能的一个
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重要的决定因素［!，"］。目前对于 ##!$%&’# 在正常成

骨细胞发育中所起作用尚不清楚。本实验通过体外

特定浓度地塞米松刺激原代大鼠成骨细胞分化，观

察分化与 ##!$%&’# 之间的相互关系，进一步探讨

##!$%&’# 在成骨细胞分化中的作用机制。

! 材料和方法

!"! 材料

新生 &’ 大鼠（出生后 (! ) 内）由江苏省实验动

物中心提供。’*+* 培养基、胎牛血清（,-&）购自

%./0123 公 司，+’45、"型 胶 原 酶，地 塞 米 松 购 自

&6789 公司，牛血清白蛋白购自 :;-<= 公司，焦碳酸

二乙酯（’+><）、4?6@10 购自 ;2A6B?1732 公司，逆转录试

剂盒购自 >?18379 公司，49C 酶、琼脂糖、溴化乙锭购

自上海生工公司，5D> 染色试剂盒购自南京建成公

司，其余试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 成骨细胞培养：采用酶消化法原代培养大鼠

成骨细胞，步骤简述如下：拉颈处死大鼠，于 "EF酒

精中浸泡 ( 862 后取出头盖骨，在 %92GH 液中去除附

着的软组织和骨膜后剪碎，"型胶原酶（%92GH 液）

("I振荡水浴分别消化 JK 862 和 LK 862，弃去第 #
次消化液，收集第 J 次消化液并离心（LKK ?M8N862，E
862），经 %92GH 液洗涤 J 次后，滤网滤除杂质后离

心，将细胞团悬浮于 #KF ,-& 的 ’*+* 中，置入 JE
80 培养瓶中，在 ("I、EF<=J 孵箱中培养 JO ) 后换

培养基，以后隔天换液，待细胞达 PKF Q LKF融合

时，以 KRJEF胰蛋白酶消化传代。实验用第 J 代培

养细胞。

!"#"# 成骨细胞鉴定：采用偶氮偶联法 5D> 染色进

行成骨细胞鉴定，使用 5D> 染色试剂盒，步骤详见

说明书，阳性结果为胞浆中可见红色 5D> 阳性颗

粒。

!"#"$ ’+S 药物刺激模型建立：取生长良好的成骨

细胞，以胰酶消化，计数，按 ERK T #KO N80 接种于 !K
88 培养皿中，培养 JO ) 后，换新鲜培养液，加入 # T
#KU P 810ND ’3V，培养 JO )，以此点为 K W，分别于培养

K、J、O、!、P、#K W 抽提细胞（ ! X (）总 YZ5 和蛋白质

行 Y4$><Y 及 [3HB3?2 \01B 检测，每一时间点用正常

细胞作为对照。实验重复 ( 次。

!"#"% Y4$><Y：收集 ’3V 药物刺激组（ ! X (）及正

常对照组细胞（ ! X (），采用 4?6@10 一步法分别提取

两组细胞总 YZ5，分光光度计测定浓度，=’ J!KNJPK
比值在 #RP Q JRK 之间。取 J#7 总 YZ5 进行逆转录

成 /’Z5，引物按 :32-92G 相关序列由 >?683? ERK 软

件设计，所用引物见表 #。取 J#0 /’Z5 作为模板于

JK#0 反应体系中行 ><Y。><Y 反应条件：LOI E
862，LO I (K H，EEI (K H，"JI !K H，(( 个循环，"JI
#K 862，OI J 862。最后取 E#0 扩增产物，#RJF琼脂

糖凝胶电泳。利用凝胶成像系统进行光密度扫描，

求取每一样品和!$9/B62 的光密度比值。

表 ! ><Y 引物序列

目的基因 上游引物 下游引物
产物大小

（\M）

##!$%&’# E]$4<5:5<<5:5554:<4<<5:$(] E]$5::5:54:54::<554:<4:$(] O"#
:Y E]$5<<4:<4<4:<444:<4<$(] E]$::5:44<<<44<<<4444$(] J"P
5D> E]$4<::5<<<4:<<445<<5$(] E]$4:4<4<<4<:<<<:4:44$(] JJ"

<=D$ E]$<55:5<5:4<54<:5545<5$(] E]$5:4<<54:4:55544:4<4<$(] JEJ
=>: E]$4<<4::<5<<45<<45555<5:<5$(] E]$<45<5<4<4<4:<544<5<444::$(] E"P

Y5Z^D E]$:4::4<4:<5:<54<:<4<4:$(] E]$<:<4:::<<5<54<<55<<$(] JPK

!$9/B62 E]$<5<:54::5::::<<::5<4<54<$(] E]$4555:5<<4<454:<<55<5<5:4$(] JEK

!"#"& [3HB3?2 \01B：收集 ’3V 药物刺激组（! X (）及

正常对照组细胞（ ! X (），提取细胞总蛋白质，用考

马斯亮兰法测定蛋白质浓度，制备 #KF &’&$>5:+
分离胶及 EF浓缩胶，!K _ 稳压电泳；湿转至 >_’,
膜，按 [3HB3?2 \01B 检测试剂盒说明进行操作。其中

一抗为兔抗小鼠多克隆抗体（##!$%&’#，# ‘ JKKK）（购

自美国 Y3H39?/) :323B6/H 公司），二抗为羊抗兔（;7:$
%Y>，# ‘JK KKK）。用 +<D 检测方法检测。实验所得

[3HB3?2 -01B 条 带，由 >)1B1H)1M 软 件 处 理 后，在

-92WH/92 分析软件中测得各自的总灰度值，进行定

量比较分析，并且均采用自身!$9/B62 灰度值校正。

!"#"’ 统计学处理：实验数据以均数 a 标准差（!" a
#）表示，&>&& ##RKK 统计软件进行 $ 检验，% b KRKE
表示差异有显著性。

# 结果

#"! 成骨细胞鉴定

经偶氮偶联法 5D> 染色，光镜下可见到 LKF以

上细胞染色阳性，胞质中可见红色颗粒，提示分离培

养的细胞为成骨细胞（图 #）。
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图 ! 大鼠成骨细胞（碱性磷酸酶 ! "##）

"#" 正常培养及 $%& 刺激分化过程中 ’’!()*$’ 和

+, 表达。

’’!()*$’ 的表达无论是在 -,./ 水平还在蛋

白水平上，$%& 组较对照组均有明显下降（图 "），在

正常对照组中，随着培养的进行，’’!()*$’ 表达逐

渐增加，而当加入地塞米松诱导分化后，可以发现似

乎随着分化，’’!()*$’ 的表达相对下降，与分化呈

负相关（图 0）。而 +, 的表达在 $%& 组和对照组中，

各时间点的表达水平基本一致，但是 $%& 组较对照

组有明显增加（图 1）。

"#$ $23 对成骨细胞分化的影响

分别于培养 #、"、1、4、5、’# 6 抽提细胞总 ,./
行 ,7(89, 检测成骨细胞分化标志基因 /:8、9;:
"。结果显示 $%& 组与正常对照组相比，

图 " ’’!()*$’ 在 -,./ 和蛋白水平的表达情况。与对照组比较，$%& 组在各点表达上显著降低

图 $ ’’!()*$’ 在 -,./ 和蛋白水平上表达情况。/：在蛋白水平上，$%& 组的表达较对照组显著下降

（! < #=#>）。对照组中 ’’!()*$’ 随培养逐渐增加，而在 $%& 组则始终处于相对较低水平，与分化呈逆

相关。?：在 -,./ 水平上，$%& 组的表达较对照组也明显下降（! < #=#>）
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图 ! !" 的表达情况。#：内参!$%&’() 在 *+, 组（*-.$*/-.）和对照组（0-.$0/-.）中各时间点的表达。1：!" 在各点的表达。

0：!" 在两组中各时间点表达基本一致，但 *+, 组较对照组同一时间点上的表达明显增加（! 2 -3-4）

#56、075"在各时间点的表达水平明显增加，可见

/ 8 /-9 : ;<=>5 地塞米松能够显著促进体外成骨细胞

分化（图 4 1 0）。在各个时间点上，两组指标差异有

显著性（! 2 -3-4）（图 ?）。

图 " #56 和 075/ 表达情况。#：内参!$%&’() 在 *+, 组（*-.$*/-.）和对照组

（0-.$0/-.）中各时间点的表达。1：#56 在两组中各点的表达。0：075/ 在两组

中各点的表达

图 # 各项指标在 *+, 组和对照组之间表达情况。

#：#56 在 *+, 组各时间点表达较对照组显著增加

（! 2 -3-4）；1：075/ 在 *+, 组各时间点表达较对照

组增加显著（! 2 -3-4）

$%! *@A 对成骨细胞功能的影响

成骨细胞可以分泌 76!、"#BC5 等，调节成骨

细胞及破骨细胞功能。两者表达情况如图（图 D 1
0）。当低浓度地塞米松（/ 8 /-9 : ;<=>5）加入成骨细

胞培养中，76! 的表达较对照组增加，而且在 -、?、

:、/- . 时 差 异 有 显 著 性（ ! 2 -3-4）（ 图 : #）。

"#BC5 的表达在两组之间没有明显差异（图 : 1）。

& 讨论

糖皮质激素在临床上广泛使用，用于治疗炎症

等多种疾病，但是其长期使用又会带来明显的副作

用，包括骨质疏松症，严重者将导致骨折，目前已日

益引起世人关注。糖皮质激素对骨代谢的作用机制

较复杂，体内体外实验结果亦不一致。目前在体内

实验中发现，糖皮质激素主要通过诱导成骨细胞凋

亡，抑制骨形成，导致骨质疏松症的发生［:］。另外也

有研究指出糖皮质激素可以通过直接作用于破骨细

胞，加强骨吸收［E］。但是在体外实验则发现糖皮质

激素对原代培养的大鼠成骨细胞系有显著的促进骨

形成作用［/-］，这种促进作用与糖皮质激素浓度有

??/ 中国骨质疏松杂志 F--D 年 G 月第 /G 卷第 G 期 0H() I 7J’+<K<L<J，M%L&H F--D，N<= /G，B<3G



图 ! !"# 和 $%&’( 的表达情况。%：内参!)*+,-. 在 /01 组（/23)/423）和对照

组（523)5423）中各时间点的表达。6：!"# 在两组中各点的表达。5：$%&’( 在

两组中各点的表达

图 " !"# 和 $%&’( 在 /01 组和对照组之间表达

情况。%：!"# 分别在 2、7、8、42 3 时，/01 组表达较

对照组显著增加（! 9 2:2;）；6：$%&’( 表达在两组

差异无显著性

关，4 < 42= > ?@AB(，4 < 42= 8 ?@AB( 均可以促进成骨分

化，但相对生理水平，较高浓度的 4 < 42= > ?@AB( 可

能具有抑制增殖作用，而相对低浓度的 4 < 42= 8 ?@AB
( 则无此作用［44］。在本实验中，拟利用特定浓度的

地塞米松（4 < 42= 8 ?@AB(）诱导成骨细胞分化，观察

44!)CD/4 对成骨细胞分化的影响并探讨其作用机

制。

44!羟化类固醇脱氢酶（44!)CD/）是调节糖皮

质激素的关键酶，它有两种亚型（44!)CD/4 和 44!)
CD/ E），催化有活性的氢化可的松和无活性的可的

松之间互相转换。44!)CD/4 具有双向调节作用，既

可将氢化可的松转化为可的松而灭活，也可将无活

性的可的松转化为有活性的氢化可的松，44!)CD/4
主要分布于肝脏、脂肪、性腺、脑，骨等组织，在这些

组织中以还原作用为主，调节组织糖皮质激素到达

其受体的量及循环中糖皮质激素浓度。44!)CD/ E
为单向选择性的，仅催化脱氢反应，使氢化可的松转

化为可的松。目前这两种酶在骨中均已得到证实。

通过在局部调节糖皮质激素的水平，44!)CD/4 可能

会对骨代谢起着重要作用。在体内成骨细胞中，

44!)CD/4 可以通过表达还原酶活性，增加局部糖皮

质激素水平，从而影响成骨细胞的增殖和分化；相

反，通过表达脱氢酶活性则可以降低局部的糖皮质

激素水平［4E］。

我们的研究结果显示低浓度的地塞米松（4 <
42= 8 ?@AB(）能够促进体外培养的成骨细胞的分化，

分化标志基因 %("，5!("在 /01 组较对照组均有显

著增加。（图 7）地塞米松在成骨细胞培养中明显促

进骨形成的作用机制还不十分清楚。成骨细胞分泌

的 !"# 和 $%&’( 是耦联骨形成和骨吸收的重要因

子，/01 刺激分化后，可以发现 !"# 较对照组分别在

2、7、8、42 3 时候有显著增加，而 $%&’( 的表达在两

组之间差异无显著性。（图 8）在体内，地塞米松可

能通过调节 $%&’(B!"# 来影响破骨细胞的形成。

在正常对照组中，随着培养的进行，44!)CD/4 表达

逐渐增加，而当加入地塞米松诱导分化后，44!)CD/4
的表达无论在 ?$&% 水平还是在蛋白水平，/01 组

均较对照组有明显下降，与分化呈负相关。（图 F）

#$ 的表达在对照组和 /01 组中各时间点表达基本

一致，而在同一时间点，/01 组则较对照组明显增

加。本研究假设，在原代大鼠成骨细胞分化过程中

可能存在着一种内在的分化驱使的分子机制，控制

着 44!)CD/4 的表达和活性以及氢化可的松的生成。

当细胞正常生长时，44!)CD/4 的表达和活性随着培

养时间而增强，与此相反的是，当给予外源糖皮质激

素诱导其分化时，44!)CD/4 的表达和活性却相对降

低。换言之，44!)CD/4 以自分泌方式活化氢化可的

松，促进合适的分化。而当足够的活性糖皮质激素

>74中国骨质疏松杂志 E22> 年 F 月第 4F 卷第 F 期 5G-. H !I,0@J@K@I，L*K+G E22>，M@A 4F，&@:F



（如氢化可的松，地塞米松等）诱导成骨细胞分化时，

由 !!!"#$%! 介导内源性糖皮质激素的活化则保持

在较低水平。通过这两者之间的相互调节机制，成

骨细胞分化与局部糖皮质激素水平处于动态平衡

中。

以往研究在脂肪细胞中可以观察到对糖皮质激

素作用的自分泌调节机制，并且这可能成为潜在的

治疗肥胖的重要靶点［!&］。新鲜分离的脂肪间质细

胞中，!!!"#$%! 主要是将氢化可的松钝化为可的

松。而当诱导脂肪分化时，!!!"#$%! 的脱氢酶活性

即转为还原酶，活化可的松，促进脂肪分化。在本研

究中，成骨细胞可能亦可利用 !!!"#$%! 活性通过自

分泌的方式调节它们的分化。不同的是，在成骨细

胞中，!!!"#$%! 活性与分化过程呈负相关，而在脂

肪细胞中，则是呈正相关。

综上所述，本研究通过体外细胞培养显示 !!!"
#$%! 随着成骨细胞分化而表达下降，与分化呈逆相

关。其中可能的机制是，在分化过程中，通过控制

!!!"#$%! 的表达，从而调节糖皮质激素的水平，以

促进合适的成骨细胞分化。但其在体内的作用机制

尚需进一步研究。本研究为 !!!"#$%! 对成骨细胞

分化及功能影响的分子机制的探讨奠定了一定的基

础。
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