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摘要：目的 初步探讨瘦素对小鼠成骨细胞 12"3"4$#细胞增殖及骨保护蛋白、核因子!@激活受体
配体 %9;:表达的影响。方法 以小鼠成骨细胞 12"3"4$#为体外实验模型，用 133法检测瘦素作
用 12"3"4$#细胞后的增殖情况，934629方法检测 567、9:;<= %9;:表达。结果 瘦素（#!、C!、E!、
B!和 #-! FG·%=H #）作用于 12"3"4$#细胞 CE I后，可促进其增殖，5J值显著增加（! K !?!#），增加骨
保护蛋白 %9;:表达，同时降低核因子!@激活受体配体 %9;:表达，且呈浓度依赖性。结论 瘦素
促进12"3"4$#细胞增殖，同时通过调节骨保护蛋白 %9;:和核因子!@激活受体配体 %9;:的表达，
从而促进骨形成，抑制骨吸收。
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瘦素（=PRM’F）是由肥胖基因编码、#-A个氨基酸
组成，主要由白色脂肪组织分泌的蛋白质类激素，分

子量为 #-Z[。研究发现，瘦素参与骨代谢，并介导
了骨量、脂量和生殖三者之间的关系，在骨代谢中发

挥重要的调节作用［#］，然而瘦素在骨重建中的作用

是非常复杂且充满争议的。体外研究表明，瘦素能

促进成骨细胞增殖分化，抑制其凋亡，促进成骨细

胞合成细胞外基质蛋白、多种生长因子和细胞因

子［C］。近来研究还发现［"］，瘦素可通过 5678
9:;<=89:;<系统，参与调节破骨细胞的生成，从

而影响骨重塑过程。

56789:;<=89:;<系统是近年来发现的破骨
细胞分化过程中的一个重要信号传导通路，是成骨

细胞作用于破骨细胞的重要途径［E］。研究证实，骨

保护素（0LMP0R*0MPGP*’F，567）是一种分泌型糖蛋白，
可以抑制破骨细胞的产生和活性。核因子!@ 受体
活化因子配基（ *P/PRM0* &/M’+&M0* 0Q ;T4!@ =’G&FN，
9:;<=）是一种"型跨膜蛋白，是目前发现的惟一
具有诱导破骨细胞分化、发育、发挥功能的因子；

567 是 9:;<=的可溶性阻断受体。56789:;<=比
值大，抑制破骨细胞分化；反之，促进破骨细胞分化。

破骨细胞分化因子（ *P/PRM0* &/M’+&M0* 0Q ;T4!@，
9:;<）是一种#型跨膜蛋白，是 9:;<=的惟一受
体，是 9:;<=发挥功能的关键；56749:;<=49:;<
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骨调节轴，是影响破骨细胞分化、发育、调节其功能

惟一的、最终的途径，不仅在多种骨质疏松的发病

中起重要作用，而且也为骨质疏松的治疗开辟了广

阔的前景。本实验通过研究不同浓度瘦素对成骨细

胞增殖及 !"#$%、&’( )!#"表达的影响，探讨瘦素
在骨代谢平衡 &’(*!"#$%*!"#$系统中发挥的作
用，深入研究骨质疏松症发病机制，为防治人类骨质

疏松症等骨代谢疾病提供新途径。

! 材料和方法

!"! 实验材料
瘦素（购于美晶生物制剂公司），小鼠 +,-.-/01

细胞株（购于浙江大学医学部），2+0+ 培养基
（(34&%），胎牛血清（购于四季青生物制剂公司），胰
蛋白酶，02."，2/56789: 液，二甲基亚枫，碘化丙啶
及 +..（均购于美国 ;<=)6 公司）；寡核苷酸引物，
.><>?@!#"提取试剂盒，A#.’B+/+%C逆转录酶，’,!
)6>8D>（ED>)D7F6:），2#" 聚合酶，引物，4DF6 引物（上
海生工），分光光度计（G/HII1，53.",53，日本），’,!
热循环仪（(D7D ")J KLII，’0公司，美国），垂直电泳
槽（4<?/!6A公司，美国），电泳仪（4<?/!6A ’?MD>*’",
HII，美国）。
!"# 方法
!"#"! 细胞培养：小鼠 +,-.-/01细胞复苏后，将细
胞以 1 N 1IL *)%接种于培养瓶中以 2+0+（2+0+粉
1-B- =，#65,&- IBO =，50’0; -BP =，青霉素 IBIP =，
链霉素 IBIP =）加 1IQ胎牛血清为培养液，在 -RS，
PQ,&H 浓度，饱和湿度下培养，HT U换液，以后 H V -
A更换 1次培养液。
!"#"# 瘦素对成骨细胞增殖影响的测定（+..法）：
调整细胞密度为 1 N 1IP，接种于 KL 孔板，每孔 1II

!%，HT U 后换含不同浓度瘦素（I、1I、HI、TI、OI、1LI
7=·)%W 1）的 2+0+培养液，每组设 L 个重复孔，孵
育 HT U。于细胞培养终止前每孔加入+..（P =·%W 1）

TI!%，继续孵育 T U。吸弃孔内上清液，每孔加入
2+;& 1PI!%，振荡 1I )<7，在 TKI 7)波长处检测各
孔吸光度（&2值）。
!"#"$ 瘦素对成骨细胞 &’(、!"#$% )!#"表达的
影响：将细胞接以 1 N 1I- 密度种于培养瓶中，在
-RS，PQ,&H 浓度，饱和湿度下培养 HT U，后换含不
同浓度瘦素（I、1I、HI、TI、OI、1LI 7=·)%W 1）的 2+0+
培养液，HT U后，应用 .><X?@提取细胞总 !#"后，用

!./’,!方法测 &’(、!"#$% )!#" 表达。细胞总
!#"提取和 ’,!步骤如下。
（1）Y2#" 第一链合成：采用（."$"!" !#"/

’,!$<F（"+C）CD> -BI）试剂盒，1I!%反应体系，样
本 !#" P!%，随即引物 K1!%，20’,/水 L!%离心混
匀，RIS，P )<7 后置于冰上，加入 P N Z[EED> T!%，
!#" <7U<Z<F?> 1!%，A#.’ H!%离心混匀，HPS，P )<7，
再加反转录酶 1!%，按下面条件进行：HPS 1I )<7，
THS LI )<7，RHS 1I )<7。
（H）’,!步骤：’,!扩增 &’(和 !"#$%，同时扩
增 4DF6作为内参。引物序列如下：&’( 上游引物：
P\/Y6Y6=F=6==6==66=6Y6FF/-\，下游引物：P\/=6=66=66Y/
YY6FYF==6Y6F/-\，’,! 产物为 HK1 ZJ。!"#$% 上游引
物：P\/=6Y=FF66=Y66Y==6666YF66/-\，下游引物：P\/=YF66F/
=FFYY6Y=666F=6=FY/-\ ’,!产物为 -O1 ZJ。4DF6上游引
物：P\/YF6Y66F=6=YF=Y=F=F==Y/-\，下游：P\/Y6==FYY6=6Y=/
Y6==6F==Y/-\，’,! 产物为 HRI ZJ。反应体系共 HP

!%，’,! 反应液配置如下：5H& 1-BP!%，1I N Z[EED>
HBP!%，1I ))?@·%W 1 A#.’ IBP!%，J><)D>1（HP!)?@·
%W 1）IBHP!%，J><)D>H（HP!)?@·%

W 1）IBHP!%，.6]酶
1!%，HP ))?@·%W 1 +=,@H H!%，Y2#" P!%。反应条
件：KTS变性 HI :，PTS退火 -I :，RHS延伸 -I :，-L
次循环。

（-）’,!产物鉴定与分析：取 ’,!扩增产物 1I

!%和 L^加样缓冲液 H!%点样于 1P =·%W 1琼脂糖凝

胶，OI C电压下电泳，于紫外线箱中观察并照像记
录。产物鉴定以 ’,! )6>8D> 为标准。通过 "@JU6
3)6=D> HHII型凝胶成像分析仪对目的基因和参照基
因条带进行像素值测定，并算出二者比值。

!"#"% 统计学处理：应用 ;’;; 11BI 统计学软件对
实验数据进行分析，数据以!! _ " 表示，组间比较用
单因素方差分析。# ‘ IBIP 差异有显著性。

# 结果

#"! 瘦素对 +,-.-/01细胞增殖的影响
不同浓度的瘦素（I、1I、HI、TI、OI、1LI 7=·)%W 1）

作用于 +,-.-/01 细胞，培养 HT U 后，显微镜下观
察成骨细胞，+..比色法测定培养液 &2值。结果
表明，随着瘦素浓度增高，显微镜下观察成骨细胞

数目显著增加，各组 &2值显著增高，且呈浓度依赖
性，对照组与实验组，实验组组间比较，统计学差异

均有显著性（# ‘ IBI1），见表 1。
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加，不同浓度实验组组间比较，随着瘦素浓度增高，

!""比色法测定培养液 #$值呈显著增加趋势。这
表明瘦素作用于成骨细胞，通过与其表面瘦素受体

结合后，促进成骨细胞增殖，从而促进骨形成。且在

本实验使用的浓度下（% & ’(% )*·+,- ’），促进成骨

细胞增殖呈浓度依赖性增加，这与国内外的相关报

道相一致。

!"# ,./01) 对 !23"345’ 细胞 #67、89:;, +8:9
表达的影响

近来还有研究揭示，瘦素可参与调节破骨细胞

的生成，从而影响骨重塑过程。破骨细胞表面无瘦

素受体表达，而一些研究发现，瘦素有抑制破骨细胞

生成的作用。<=>>=?@A 等［B］发现，在人外周血单核
细胞中，瘦素可促进 #67的蛋白和 +8:9表达，同
时降低 89:;的表达。CDE*D.E@等［’%］发现瘦素不仅
可抑制人间质细胞分泌 89:;,，还可促进人间质细
胞合成分泌 #67。89:;,与 89:;结合，可促进破
骨细胞生成，而 #67是 89:;,的诱饵受体，可阻碍
89:;,与 89:;的结合。而 #67F89:;,F89:; 系
统是近年来发现的破骨细胞分化过程中的一个重要

信号传导通路，是成骨细胞作用于破骨细胞的重要

途径。可见瘦素与成骨细胞表面的瘦素受体特异性

结合，可通过促进 #67表达，降低 89:;, 表达，促
进 89:;,与诱导物受体 #67的结合，从而使 #67F
89:;,比值增大，抑制破骨细胞的生成［’%］，抑制骨
吸收。

本实验以不同浓度瘦素作用于 !23"345’ 细
胞，经过 GH I 培养，用 8"4628方法测 #67、89:;,
+8:9表达。实验结果表明，随着瘦素浓度增高，可
使 #67 +8:9 表达升高，而 89:;, +8:9 表达降
低，对照组与 ’% )*·+,- ’实验组相比，虽然表达在

数值上增加（或降低）了，但是没有统计学意义，考虑

可能由于这两组浓度接近，故 8"4628方法，没有检
测出其差别。而其余实验组与对照组，实验组组间

比较，均具有统计学意义，且呈浓度依赖性表达增加

或降低；这与 ,@+*I@E1等［J］所做的，不同浓度瘦素作
用于 !23"345’ 细胞后，89:;, +8:9 表达降低的
结果相一致。可见瘦素可通过促进 #67表达，降低
89:;,表达，从而抑制破骨细胞的生成［’%］。从这些
研究结果可以看出，瘦素可通过影响 89:;,F89:;F
#67系统的平衡，即促进 #67表达、降低 89:;,表

达，使 #67F89:;, 比值大，从而抑制破骨细胞分
化，达到抑制破骨细胞的生成，抑制骨吸收的作用。

骨代谢的稳定依赖于骨吸收与骨形成之间的动

态平衡。瘦素作为参与骨代谢的重要调节因子，在

中枢具有抑制骨形成作用，同时在外周可直接与成

骨细胞上的瘦素受体特异结合，以内分泌、自分泌和

旁分泌形式通过受体后信号转导调节成骨细胞功

能；同时还影响了其他几种调节骨代谢激素，如 K7L4
’、糖皮质激素、生长激素等的水平，共同参与调节骨
重建和骨生长。在体内瘦素的中枢性和外周性作用

哪种占主导？且瘦素与成骨细胞作用后，是否还存

在其他作用途径参与调节骨重建呢？这些问题目前

还存在很大的争议，有待于我们去研究与探索。
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