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摘要：目的 研究脱氢表雄酮（@A(<）促进成骨细胞（BC）增殖的作用和机制。方法 体外分离培养

大鼠 BC，取传一代细胞，分别给予 $!D : 、$!D > 、$!D % ))8,EF @A(< 培养 >’ G，以 $!D ? ))8,EF 雌二醇

（4-HI*5+8,，(’）为阳性对照，另设空白对照组。以细胞形态学和碱性磷酸酶（<FJ）染色鉴定。应用光

镜、四唑盐（KLL）法检测细胞的生长和增殖。茜素红染色观察成骨细胞矿化结节形成功能；同时双抗

体夹心 <CM=(FNO< 法测定不同浓度 @A(< 培养液中对 P(QR、BJQ、LQR=!$ 、NF=$!和 QK=MOR 浓度的影

响。结果 不同浓度 @A(< 组 BC 增殖能力均有上升，其中以 $!D > ))8,EF @A(< 组最显著（ ! S
!;!$），其作用和 (’ 相似（! T !;!:）；不同浓度 @A(< 组 <FJ 的活性均升高，亦以 $!D > ))8,EF @A(< 组

最显著（! S !;!$），$!D > 、$!D % ))8,EF @A(< 的作用和 (’ 和相似（! T !;!:）；$!D % ))8,EF @A(< 组单位

细胞数的 <FJ 活性高于空白对照组（! S !;!:）。不同浓度 @A(< 组矿化面积及矿化面积比均有显著

增加（! S !;!$），其作用和 (’ 相似。在低浓度 @A(< 组的培养中对 BJQ、LQR=!$、P(QR 的反应呈上升

趋势与对照组有显著差别与 BC 增殖能力呈正相关；在高浓度 @A(< 组的培养中对 NF=$!、QK=MOR 的

反应呈下降趋势与对照组有显著差别与 BC 增殖能力呈负相关。结论 @A(< 能够促进大鼠 BC 生长

和增殖，其作用可能与刺激 BJQ、LQR=!、P(QR；抑制 NF=$!、QK=MOR 途径有关。
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脱氢表雄酮（F+0)F(!+-%’$F(!/&+(!$+，9:;<）和雌

激素一样都能促进成骨细胞（IS）的增殖及骨矿化

物质在骨内沉积，抑制成骨细胞的凋亡和抑制破骨

细胞（IQ）的吸收［2］。近年来研究发现一些细胞因

子，如血管内皮生长因子（N;KC）、骨保护素（IJK）、

转化生长因子（LKCM!2 ）、白介素（O8M2!）、粒细胞M巨
噬细胞集落刺激因子（KPMQRC）等通过作用于 IS 或

IQ 而参与骨代谢。雌激素对上述细胞因子的作用

已有报道［D］，但 9:;< 对这些细胞因子产生影响目

前研究较少，本实验是在离体培养 IS 的基础上，检

测 9:;< 对 IS 增殖效应及对以上细胞因子的影

响，探讨 9:;< 对 IS 增殖的作用机制。

/ 材料和方法

/0/ 实验动物

2 F 龄 R9 新生大鼠（复旦大学放射医学研究所

动物房，合格证 TU），雌雄不拘。

/01 实验材料

P;P 培养基干粉：KOSQI SV8 W@R@<；胎牛血

清：KOSQI SV8 W@R@<；胶原酶"：R%16’ 公司；胰蛋

白酶：华美生物工程公司；脱氢表雄酮（9:;<）：美国

R%16’ 公司产品，配成浓度为 2 X 234 A、2 X 234 Y、2 X
234 5 66!,78；碱性磷酸酶（’,>’,%$+ -0!/-0’&’/+，<8J）

染色试剂盒：R%16’ 公司；大鼠 N;KC、IJK、LKCM!2、

O8M2!、KPMQRC 定量 ;,’/’ 试剂盒由美国 <ZV 公司提

供，西康生物科技有限公司分装。

/02 大鼠成骨细胞分离培养与鉴定

/020/ 成骨细胞分离培养（机械分离加酶消化法）：

出生 DU 0 内的 R9 大鼠 23 只，取颅盖骨，去骨膜，

JSR 反复冲洗后将骨组织剪碎，3@DA[胰蛋白酶 A
68 TY\预消化。弃消化液，将骨片移入含 3@2["
型胶原酶消化，离心弃上清，加入适量培养液，制成

细胞悬液混匀，以 2@D X 23U 7*6D 接种于 DA *6D 培养

瓶，置 A[ QID，TY\ 条 件 下 培 养 至 细 胞 汇 合 后，

3@DA[胰蛋白酶消化，2@D X 23U 7*6D 分瓶接种于 DA
*6D 培养瓶，继续培养，汇合后用于测定 IS 的增殖

及功能等。

/0201 成骨细胞鉴定（碱性磷酸酶染色：偶氮偶联

法）：底物、显色剂与缓冲液按 2 ]2 ] A3 比例混合配制

孵育液，接种在玻片上的细胞培养 2 .，D@A[戊二醛

U\固定 Y 6%$，蒸馏水冲洗，浸入孵育液，TY\条件

下孵育 ^3 6%$，蒸馏水冲洗，晾干，中性树胶封片，光

镜观察、摄片。

/0202 矿化结节染色（茜素红法）：汇合后的成骨细

胞经含抗坏血酸、!M甘油磷酸钠矿化诱导液培养，形

成不透光的矿化结节，茜素红染色鉴定。光镜下观

察。以红染，边界清晰，周围有明显细胞堆积，短径

大于 233（D3）#6 的标准，低倍镜下计数每个视野

下的矿化结节数。

/0203 大鼠各细胞因子定量测定（;8OR< 法）：大鼠

成骨细胞2@DA X 23T *+,,768 X D33#87孔接种于 U_ 孔

细胞培养板分为各浓度组培养 DU、U_、YD 0 后，采用

双抗体夹心 <SQM;8OR< 法。在 U5D $6 处测各标本

中各细胞因子浓度 I9 植。

/03 观察指标

/030/ 成骨细胞增殖能力（PLL 法）：成骨细胞 2@DA
X 23T *+,,768 X D33#87孔接种于 5^ 孔细胞培养板，

培养 DU 0 后，分为空白对照组、雌激素（+/&(’F%!,，;D）

234 _ 66!,78 组、9:;< 234 A、234 Y 和 234 5 66!,78 A
组。培养 YD 0，弃上清液，每孔加无血清 P;P 培养

液 233#8，PLL（二甲基噻唑二苯基四唑溴盐）23

#8，TY\孵育 U 0，加入 D3[的 R9R（十二烷基硫酸

钠）2A3#8，TY\温育 D 0，酶标仪 AY3 $6 波长检测吸

光度值。

/0301 成骨细胞碱性磷酸酶（<8J）活性（J‘JJ 法）：

以上 A 组，培养 YD 0，弃上清液，JSR 冲洗，每孔加

J‘JJ 底物 2A3#8，TY\孵育 T3 6%$，加入 3@D 6!,78
的 ‘’I: A3#8 终止反应，酶标仪 U3A $6 波长检测
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吸光度值（!"），样品 !" 值表示 #$% 活性。以 #$%
的 !" 值&’(( 的 !" 值比值表示单位细胞数 #$%
活性。

!"#"$ 成骨细胞矿化结节形成功能（茜素红染色）：

成骨细胞 )*+ , -./ 0122&3$ , ) 3$&孔接种于 )4 孔细

胞培养板，分为以上 + 组。培养至完全汇合后换成

含 -.5矿化诱导液的培养液继续培养，每 ) 6 换液 -
次，继续培养 / 7，吸弃培养液，%89 洗涤 ) 次，:+5
酒精固定，弃酒精，%89 洗涤 ) 次，加入 .*)5茜素红

染液染色，光镜下观察。以红染，边界清晰，周围有

明显细胞堆积，短径大于 ).!3 的标准，低倍镜下

计算每个视野的矿化面积和矿化面积比。每组计算

). 个视野。

!"#"# 大鼠各细胞因子（;$<9# 法）：测定大鼠 !8
各标本中各细胞因子浓度 !" 植。

!"% 统计学处理

数据以均数 = 标准差表示，采用 9%99 -.*. 统计

软件进行连续变量分析及相关性分析。

& 结果

&"! 成骨细胞形态学分析

显微镜下，原代细胞培养第 ) 6，见成骨细胞贴

壁展开呈多种形态。培养 / > + 6，细胞体积增大，见

较多细胞分裂相；胞浆丰富，伸出多个伪足，细胞半

融合。培养 - 7 左右，细胞融合成铺路石状。!8 的鉴

定：#$% 染色成阳性，可见胞质内蓝紫色阳性颗粒，

核不着色，位于细胞一侧，可见 - > ) 个核仁。以胞浆

呈明显蓝紫色颗粒为阳性细胞，无着色或和背景一

致为阴性细胞。原代培养的细胞纯率超过 :.5，符

合本研究的要求，见图 -。

图 ! 成骨细胞碱性磷酸酶染色（ , -.. 倍）

&"& 不同浓度 "?;# 对成骨细胞碱性磷酸酶（#$%）

活性、增殖能力的影响（见表 -）

和对照组相比 -.@ + 33A2&$ "?;# 组 #$% 活性

和成骨细胞增殖能力差异无显著性（! B .*.+），-.@ C

33A2&$ "?;# 组 #$% 活性和成骨细胞增殖能力最高

（! D .*.-）。-.@ C 或 -.@ : 33A2&$ "?;# 组和 ;) 组

相比 #$% 活性相仿（! B .*.+）。单位细胞数 #$% 活

性 ;) 组、-.@ C 33A2&$、-.@ : 33A2&$ "?;# 组均有升

高，以 -.@ : 33A2&$ "?;# 组升高最显著（! D .*.+）

优于 ;) 组，-.@ + 33A2&$ "?;# 组差异无显著性（!
B .*.+）。

&"$ 不同浓度 "?;# 对成骨细胞矿化结节形成功

能的影响（见表 )）

-.@ +、-.@ C及 -.@ : 33A2&$ "?;# 组与对照组相

比对矿化结节计数无差异（! B .*.+），而矿化面积

及矿化面积比却显著增加（ ! D .*.-），与 ;) 组相

仿。各组矿化结节照片见图 ) > 4（ , -.. 倍）。

表 ! 各组成骨细胞碱性磷酸酶（#$%）活性、增殖能力比较

项目 空白对照组 -. @ E 33A2&$ ;) 组
"?;#

-. @ + 33A2&$ 组 -. @ C 33A2&$ 组 -. @ : 33A2&$ 组

细胞增殖能力 .F4 = .F./ . F4. = .F.)!! .F4 = . F./! . F+ = .F.C!! . F4 = . F.+!

#$% 活性 .FG = .F.G . FC = . F.C!! . FG = .F.4 . FC = . F.4!! . FG = . F.G!

单位细胞数 #$% 活性 -F+ = .F-G - F+ = . F-4 - F4 = . F-4 - FG = . F)+ - FC = . F-+!

注：与空白对照组比较，!! D .*.+，!!! D .*.-

表 & 各组成骨细胞矿化结节计数、矿化面积和矿化面积比

项目 空白对照组 -. @ E 33A2&$ ;) 组
"?;#

-. @ + 33A2&$ 组 -. @ C 33A2&$ 组 -. @ : 33A2&$ 组

矿化面积（!3
)） EE+-. F: = 4++:) F:. -/:.-/F- = +:CC: FC-!! -/-:./F: = )ECEGFGC!! -44:4/F- = 4:G//F)C!! -4G.G+ F4 = 4)-4-F/+!!

矿化面积比 GF+ = / F/+ -. F) = 4 F/:!! :FC = ) F-)!! -.FC = /FG+!! -. FC+ = /F-.!!

注：与空白对照组比较：!! D .*.+，!! ! D .*.-
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图 ! 对照组矿化结节

图 " !" 组矿化结节

图 # #$ % & ’’()*+ ,-!. 组矿化结节

图 $ 对各细胞因子的最佳影响

!%# 不同浓度 ,-!. 对各细胞因子的影响

大鼠 /0 接种培养于各浓度组 "1、12、&" 3 后，

发现不同浓度 ,-!. 对各种细胞的表达与对照组比

较均差异有显著性（! 4 $5$#）。低浓度 #$% 6 ’’()*+
组在各时间点对 7!89、/:8、;89<!# 的反应均呈上

升趋势，在 &" 3 时最活跃。7!89 与成骨细胞 .+:

呈正相关，.+: = $5>2? @ $5$$$">7!89，"" = $56$，!
= $5$$1；与 AB: 呈 正 相 关，AB: = $5?2 @
$5$$$"#27!89，"" = $56"，! = $5$$?。/:8 与成骨细

胞 .+: 呈 正 相 关，.+: = $5>$ @ $5$$?#/:8，"" =
$52&，! = $5$$C；与 AB: 呈 线 性 正 相 关，AB: =
$5?# @ $5$$1C/:8，"" = $526，! = $5$$#。;89<!# 与

成骨细胞 .+: 呈正相关，.+: = $51>6 @ $5$$?>;89<

!#，"" = $56C，! = $5$$#；与 AB: 呈正相关，AB: =
$5"&" @ $5$$?> ;89<!#，"" = $56&，! = $5$$$ 见表 ?、

图 >。在高浓度 #$% > ’’()*+ 组对 D+<#!、8E<FB9 的

反应在 12 3 间点均呈下降趋势。D+<#!在与成骨细

胞 .+: 呈负相关，.+: = $52$ % $5$#D+<#!，"" = $56>，

! = $5$1；与 AB: 呈负相关，AB: = $5>C % $5$#D+<#!，

"" = $52>，! = $5$#>。8E<FB9 与成骨细胞 .+: 呈负

相关 .+: = $5&> % $5$#8E<FB9，"" = $56>，! =
$5$$#；与 AB: 呈负相关，AB: = $5>? % $5$#8E<FB9，

"" = $52?，! = $5$# 见表 1、图 >。

表 " #$% 6 ’’()*+ ,-!. 组 7!89、/:8、

;89<!# 细胞因子的变化

项目 组别 "1 3 12 3 &" 3

7!89 空白对照组 #61G$ H $G$$ ?$& G? H $ G$$ ##> G# H $ G$$

,-!. 组 #6&G6 H >GC? >C G2 H # G#&! >1> G> H "# G61!

/:8 空白对照组 "$"G" H $G$$ #C? G2 H $ G$$ #?& G&" H $G$$

,-!. 组 #1"GC H >G#1 #>" G& H 6 G$2! "2> GC? H #G$?!

;89<!# 空白对照组 C1GC H $G$$ >C G6 H $ G$$ >" G2 H $ G$$

,-!. 组 1"G2 H #$G#6 1C GC H 1 G2&! &1 G2 H > G16!

注：与空白对照组比较!! 4 $5$#
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表 ! !"# $ %%&’() *+,- 组 .)/!!、01/234 细胞因子的变化

项目 组别 56 7 68 7 95 7

.)/!! 空白对照组 !9:; < ! :6$ != :$ < 5 :$= !9 := < ! :8=

*+,- 组 !=:$ < " :99 !9 :6 < ! :95! !; :6 < !:;5!

01/234 空白对照组 !$:$ < " :"" !> :5 < " :"" ; := < " :""

*+,- 组 !9:5 < ; :86 !5 :! < 5 :6$! !; :6 < 5:=5!

注：与空白对照组比较!! ? "@"!

图 " 成骨细胞 -)A 与 B,04 呈线性关系

图 # 成骨细胞 C3A 与 B,04 呈线性关系

$ 讨论

一些“健康”妇女虽然绝经后立即进行激素替代

治疗依旧发生骨质疏松。说明一些其他危险因素在

起作用，例如：甲状旁腺激素，降钙素水平的改变，钙

摄取的情况等。许多研究表明，细胞因子是介导骨

质疏松的一个重要因素。这些细胞因子包括：.)/
!!，白介素/>（.)/>），肿瘤坏死因子/"（DE4/"），干扰

素/#（.E4/#），01/234，白血病抑制因子（).4）等。本

图 % 成骨细胞 -)A 与 FA0 呈线性关系

图 & 成骨细胞 C3A 与 FA0 呈线性关系

图 ’( 成骨细胞 -)A 与 D04/!! 呈线性关系

研究发现离体大鼠成骨细胞 *+,- 培养中产生 .)/
!!、D04/!!、FA0、01/234、和 B,04 这些细胞因子与

FG 增殖密切相关。

在成年男性及女性中，*+,- 是最丰富的肾上
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图 !! 成骨细胞 !"# 与 $%&’!( 呈线性关系

图 !" 成骨细胞 )*# 与 +*’(!呈线性关系

图 !# 成骨细胞 !"# 与 +*’(!呈线性关系

腺甾体激素前体。由于原代培养的 ,- 在体外实验

中比人 ,- 株更具有代表性［.］，因此，本研究采用原

代培养的 ,- 为研究对象，同时选用小鼠头盖骨分

离培养的 ,- 进行实验。碱性磷酸酶染色鉴定了原

图 !$ 成骨细胞 )*# 与 %/’0"& 呈线性关系

图 !% 成骨细胞 !"# 与 %/’0"& 呈线性关系

代分离培养的 ,-，纯率在 123 以上，符合本研究的

要求。456) 对 ,- 经 78 9 培养后，,- 代谢加快，对

糖原利用较多，而使细胞活性增强。本试验结果显

示，低浓度（(2: ;和 (2: 1 <<=>?*）456) 组 )*# 活性、

,- 增殖、单位细胞 )*# 活性、,- 矿化结节形成功

能均 上 升，其 作 用 和 67 组 相 仿；而 高 浓 度 (2: @

<<=>?* 456) 对 )*# 活性无影响。456) 的正常生

理浓度为 2A22( B 2A2."<=>?*，，这和本实验结果无

论是对 ,- 增殖还是对于 )*# 活性，最佳浓度均是

(2: ; <<=>?* B (2: 1 <<=>?* 相一致，而高浓度水平

(2: @ <<=>?* 不利于 ,- 增殖。

大鼠 ,- 接种培养于 456) 各浓度组 78、8C、;7
9 后，发现不同浓度对各种细胞因子的与对照组比

较均差异有显著性。以接近生理浓度 (2: 1 <<=>?*
浓度组对 D6%&、,#%、$%&’!( 细胞因子的反应最活

跃并与 ,- 增殖能力均密切正相关。以高浓度 (2: @

<<=>?* 浓度组对 +*’(!、%/’0"& 细胞因子的抑制反

C; 中国骨质疏松杂志 722C 年 7 月第 (8 卷第 7 期 09EF G ,HIJ=K=L=H，&JMLNOLP 722C，D=> (8，Q=A7



应明显与 !" 增殖能力均密切负相关。由此推测，

在体外大鼠 #$%& 促进 !" 增殖能力可能通过刺激

’%()、!*(、+(),!- 细 胞 因 子 的 表 达，抑 制 ./,-!、

(0,12) 细胞因子有关。

在骨代谢的动态平衡中，决定个体骨代谢水平

和调节骨代谢偶联的因素主要来源于细胞因子和旁

分泌激素［3］。实验中各细胞因子在体外大鼠 !" 中

所起的作用不同可能与其分子机制有关。!" 能分

泌 ’%() 可促进血管内皮细胞分泌 .(),-、%+,-，从

而刺激 !" 的生长［4］。进一步的研究发现，!*( 是

5&67/（核因子 8",6),7" 受体激活子配体）的诱饵

性受体，通过与 5&67/ 竞争性结合 5&67（6),8" 受

体激活子），从而抑制 !1 的分化和成熟，诱导 !1 凋

亡。因此，!*(,5&67/,5&67 形成一个调节 !1 活

化和骨重塑的网络［9，:］。大量文献报道 +(),!- 是

!" 中含量较多的生长因子，在 !" 的细胞膜上有

+(),!- 的特异性受体，是一种具有生长抑制、刺激

分子外基质形成和免疫抑制等功能的多肽化合物。

+(),!- 通过上调成骨细胞 !*( 基因 ;56& 的表达

促进 !" 并抑制 !1 前体细胞的增殖与分化。一定

剂量的 +(),!- 使成骨与破骨形成新的平衡，骨形成

大于骨吸收，使骨重建［<，=］。./,-!不论在体内或体

外都具有明显的促进骨吸收的作用。./,-!促进骨

吸收的机制是其可诱导 !1 前体细胞分化为 !1，促

进 !1 的分化［>］。粒细胞克隆刺激因子（(0,12)）可

刺激 !1 前体生长及分化，可活化酪氨酸激酶受体，

有利于 !1 的形成［-?］。高浓度水平 -?@ 9 ;;ABC/ 不

利于 !" 增殖，可能与抑制 ./,-!、(0,12) 有关。

总之，骨的形成是一个十分复杂的多因素过程，

涉及多种生长因子。虽然本实验结果显示，在骨微

环境中，#$%& 通过自分泌或旁分泌所产生的多种

“上游”激素和细胞因子（’%()、!*(、+(),!-）等调节

“下游”的 !1 分化因子（./,-!、(0,12)）等起作用，这

为以后的动物实验和临床应用提供了必要的实验依

据，但最终效果评测仍需要大量体内外实验验证。
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