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摘要：目的 观察在不同浓度三碘甲状腺原氨酸环境下人成骨肉瘤 672" 细胞株增殖和肿瘤坏死因

子相关凋亡诱导配体（589:;）及其护骨素（<=7）、护骨素配体（<=7;）的表达，探讨甲亢性骨质疏松症

的发病机制。方法 用不同浓度 5"（#、$3# C $#/ $! 、$3# C $#/ $# 、$3# C $#/ % ’,*D;）分别刺激培养的

672" 细胞 !B E，655 比色分析法测定细胞增殖，流式细胞仪检测细胞周期，逆转录 =F8（85?=F8）法检

测基因表达情况，免疫细胞化学法检测 672" 细胞中 589:; 的表达及分布。结果 5" 以浓度依赖方

式抑制 672" 细胞的增殖，并将细胞阻滞于 7$ 期。5" 能下调 672" 细胞中 <=7 的表达，上调 <=7; 和

589:; 的表达。589:; 免疫反应阳性物质密度高浓度 5" 组明显高于对照组。结论 5" 可抑制成骨

细胞的增殖，导致成骨细胞中 589:; 和 <=7; 表达增多，<=7 的表达减少。这可能是甲亢性骨质疏松

症的重要发病机制之一。

关键词：三碘甲状腺原氨酸；672" 细胞；护骨素；肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
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甲状腺功能亢进症（简称甲亢）是临床上常见的

自身免疫性疾病，易并发骨质疏松，且为高转换率型

骨质 疏 松，许 多 激 素、细 胞 因 子 参 与 了 其 发 病 过

程［$］。肿 瘤 坏 死 因 子 相 关 凋 亡 诱 导 配 体（5O’,K
H.4K,J)J P(4M,K?K.*(M.Q (R,RM,J)J?)HQO4)HN *)N(HQ，589:;）

是新发现的肿瘤坏死因子超家族成员，可表达于人

体的许多组织，对一些肿瘤细胞具有很强的杀伤作
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用［!，"］，还 在 一 些 自 身 免 疫 性 疾 病 的 发 病 中 起 作

用［#，$］。但是否参与甲亢时的高甲状腺激素血症所

引 起 的 骨 质 疏 松，目 前 少 见 报 道。 护 骨 素

（%&’(%)*%’(+(*,-，./0）是 12345 的一个特殊的可溶性

受体，且与护骨素配体（%&’(%)*%’(+(*,- 6,+7-8，./05）

同为肿瘤坏死因子家族的成员，在调节破骨细胞的

形成和活化方面起重要作用［9］，这些细胞因子之间

形成复杂的调控网络，成为许多骨代谢调节激素（因

子）在骨细胞水平发挥调节作用的共同通道。我们

观察不同浓度三碘甲状腺原氨酸（1*,,%8%’:;*%-,-(，
1"）对具有人成骨细胞表型特征的 <09" 细胞株增

殖和 12345 及其 ./0，./05 的基因表达情况，拟从

成骨细胞的角度进一步探讨甲亢性骨质疏松症的发

病机制。

! 材料和方法

!"! 材料

第 =>9 代 <09" 细胞株由中南大学湘雅二医院

代谢内分泌研究所惠赠；<?< 培养液购自 @,+A7 公

司；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究所；

牛血清白蛋白购自 0,BC% 公司；1*,D%6 试剂盒购自

0,BC%公司；逆转录反应试剂盒购自 /*%A(+7 公司；

/E2 扩增试剂盒和 FG3 梯度 <7*H(* 购自 17I727 公

司；引物由北京三博远志公司合成。鼠抗人 12345
单克隆抗体购自第四军医大学免疫学教研室；生物

素标记的羊抗鼠 4+0 抗体购自宝泰克公司；3JE 复

合物购自华美生物工程公司；F3J 购自 @,+A7 公司。

!"# 方法

细胞培养及干预试验：第 =>9 代 <09" 细胞株，

根据实验要求接种于培养瓶或培养板（GK-C 公司）

中，用含 =>L胎牛血清、$> A+M5 维生素 E 的无酚红

<?< 培养液，于 "NO，$LE.! 条件下培养，" 8 换液

= 次。细胞达 $>L P 9>L汇片后换含 >Q=L牛血清

白蛋白的无血清 <?< 培养液培养 " : 后，加入不同

浓度的 1"，使其终浓度分别为 >、=Q> R =>S =!、=Q> R
=>S =>、=Q> R =>S T A%6M5。

!"#"! <09" 细胞增殖测定

!"#"!"! <11 比色分析法：接种在 U9 孔培养板的

细胞 1" 干预 !# : 后，吸去上清夜，每孔加入 = A+M
A5 <11 =>>!5，于 "NO孵育 ! :，细胞内出现深蓝色

晶体后，终止培养，吸弃孔内上清夜，每孔加入 =>>

!5 F<@.，#O冰箱内过夜，使细胞内结晶体完全溶

解，直接于 F0">!! 酶联免疫检测仪 $N> -A 波长处

比色，测定 .F 值。

!"#"!"# 流式细胞仪细胞周期检测：不同浓度 1"
的 <?< 培养液培养 !# : 后，消化收集细胞约 =>9，

/J@ 洗涤两次后快速加入 #O = A5 预冷的流式细胞

固定 液（含 N>L 无 水 酒 精，=Q$L 牛 血 清，!TQ$L
/J@），吹打混匀制成细胞悬液。加入 /4 染液 #O染

色 "> A,-。VE< 测定细胞 FG3 含量，专用软件进行

细胞周期和凋亡分析。

!"#"# 半定量 21W/E2：1*,D%6（0,B,C% 公司）抽提细

胞总 2G3。取 !!+ 总 2G3，用逆转录试剂盒合成

CFG3，再 取 = !5 CFG3 行 /E2 扩 增 ./0，./05，

12345 基因，以"W7C’,- 基因为内对照，引物序列及扩

增条件见表 =。=>!5 /E2 扩增产物于 =L琼脂糖凝

胶电泳，溴化乙锭染色，拍照，并用 4A7+(A7&’(* XF@
凝胶图像分析系统行条带光密度检测，测值与"W
7C’,- 光密度值比较，比值表示各 A2G3 的表达量。

表 ! 表 = 各基因引物序列及扩增条件

基因
引物序列

（$YW"Y）
退火温度

（O）
<+! Z 浓度

（A<）
循环次数

产物长度

（B)）

12345
正向 00E311E311EE1030E33E11
反向 031E1E01031E13EEE3EE11

$N !> "> U>T

./0
正向 30100030E303303E3110
反向 311003EE100113EE131E

$$ !> "> !9T

./05
正向 0E01E0EEE1011E11E131
反向 110010E11EE1EE111E31

$$ !> "> $UT

"W7C’,-
正向 E01000EE0EEE1300E3EE3
反向 1100EE11300011E3000000

$$ !> "> !#"
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!"#"$ 免疫细胞化学：!细胞爬片经 !" #$% 甲醛固

定后，经二甲苯、无水乙醇常规脱水。"用 & ’%$%
甲醇(双氧水室温作用 )" ’*+，以封闭内源性过氧化

物酶。#滴加鼠抗人 ,-./% 单克隆抗体（稀释度为

012""）于 !3过夜。$加生物素标记的羊抗鼠 /#4
抗体（稀释度为 0 10""）室温孵育 2 5。以上各步骤之

间均用 "6"0 ’%$% 789（:; <6)）振洗 & ’*+ = ! 次。

%加 .8> 复合物（稀释度为 0 1 2""）室温孵育 0 5。

&?.8（含 ?.8 &6" ’#，"6"0 ’%$% 789 !" ’% 和 )""
’%$% 双氧水 !"’%）显色 0" @ 2" ’*+。(脱水、透明

及 ?7A 封片。)结果观察及记录。采用 B%CD7E9
8;(2 光学显 微 镜 观 察 并 摄 片。以 正 常 羊 血 清 及

789 代替一抗染色，作为阴性和空白对照。

!"$ 统计学处理

用 9799 0)6" 软件包统计分析。方差齐性数据

用!! F " 表示，组间比较用单因素方差分析，组间两

两比较用 %9?( # 检验，$""6"& 认为有显著性统计

学意义。

# 结果

#"! 不同浓度 ,) 对 D4G) 细胞增殖及细胞周期的

影响

D,, 比色结果显示，,) 以浓度依赖方式抑制

D4G) 细胞的增殖，与对照组相比，06" = 0"H 0" ’IJ$%
组即可明显抑制 D4G) 细胞的增殖（$ K "6"&），并在

06" = 0"H L ’IJ$% 组达到最大效应（$ K "6"&）。,) 也

以浓度依赖方式影响细胞周期，高浓度 ,) 可明显将

细胞阻滞在 40 期（见表 2）。

表 # 不同浓度 ,) 对 D4G) 细胞增殖及

细胞周期的影响（!! F "）

组别 D,,（B? 值）
40 期细胞

（M）

9 期细胞

（M）

对照组 "62<"" F "6"0&& )<6GG 026)0

06" = 0" H 02 ’IJ$% 组 "62&LN F "6"0G" &<6!& 0G6G"

06" = 0" H 0" ’IJ$% 组 "622LL F "6"0&GOP G!6<! L6N&

06" = 0" H L ’IJ$% 组 "62")< F "6"0L)OPQ <!6GG L62L

注：与对照组比较，O $ K "6"&；与 06" = 0" H 02 ’IJ$% 组比较，P $ K

"6"&；与 06" = 0" H 0" ’IJ$% 组比较，Q $ K "6"&

#"# ,) 对 D4G) 细胞 ,-./%，B74 和 B74% ’-R.
表达的影响

-,(7>- 半定量结果显示，,) 能上调 D4G) 细

胞中 ,-./% ’-R. 的表达。06" = 0"H 0" ’IJ$% 即可出

现上调作用，并在 06" = 0"H L ’IJ$% 时这种上调作用

更明显。另一方面，相同浓度的 ,) 能上调 D4G) 细

胞中 B74% ’-R. 的表达，按照对照组、06" = 0"H 02

’IJ$% 组、06" = 0"H 0" ’IJ$% 组、06" = 0"H L ’IJ$% 组顺

序递增（ $ 均 K "6"&），06" = 0"H L ’IJ$% 组的 B74%
’-R. 表达明显高于对照组；同时 ,) 能下调 D4G)
细胞中 B74 ’-R. 的表达，与对照组和 06" = 0"H 02

’IJ$% 组相比，06" = 0"H 0" ’IJ$% 即可降低 B74 ’-R.
表达，并在 06" = 0"H L ’IJ$% 时这种下调作用更明显

（见表 )，图 0）。

表 $ 不同浓度 ,) 对 D4G) 细胞 ,-./%，B74 及 B74% ’-R. 表达的影响（% S &，!! F "）

组别 ,-./% B74 B74% B74$B74%

对照组 "6<)G F "6"0G "6NGG F "6"2) "60"& F "6"02 N62G! F "6LN0

06" = 0" H 02 ’IJ$% "6<L0 F "6"2) "6N&G F "6"00 "60)& F "6""NO <60"< F "6!!0O

06" = 0" H 0" ’IJ$% "6LN" F "6"2&OP "6N0& F "6"0NOP "62"0 F "6"22OP !6&L& F "6!0<OP

06" = 0" H L ’IJ$% 06"00 F "6"G!OPQ "6N"< F "6"0!OP "62)! F "6"2"OPQ )6N"2 F "62<<OP

注：与对照组比较，O $ K "6"&；与 0" H 02 ’IJ$% 组比较，P $ K "6"&；与 0" H L ’IJ$% 组比较，Q $ K "6"&

#"$ ,) 对 D4G) 细胞 ,-./% 免疫组织化学染色的

影响

,-./% 免疫反应阳性细胞多呈梭形，少数呈不

规则形。阳性物质呈棕黄色颗粒，位于胞质内，胞核

阴性。在对照组及 06" = 0"H 02 ’IJ$% 组中，,-./% 免

疫反应产物呈阴性或弱阳性。在 06" = 0"H 0" 及 06"
= 0"H L ’IJ$% 组中，胞质中 ,-./% 免疫反应阳性物

质密度明显增高（图 2）。

$ 讨论

甲亢时甲状腺激素分泌增多，甲状腺激素以三

碘甲状腺原氨酸（,)）的形式与成骨细胞核和细胞膜

的甲状腺素受体（,-）结合而控制成骨细胞的复制

和蛋白的合成。甲亢对骨代谢的影响主要表现为骨

吸收与骨形成均增强，并以前者增强为主，呈现高转
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!：对照组；"：!# $ !" %&’() 组；*：!# $ !# %&’() 组；+：!# $ , %&’() 组

图 ! 不同浓度 -* 对 ./0* 细胞 -123)，45/ 及 45/)%162 表达的影响

2：对照组；7：!8# 9 !# $ !" %&’() 组；:：!8# 9 !# $ !# %&’() 组；;：!8# 9 !# $ , %&’() 组

图 " 不同浓度 -* 对 ./0* 细胞 -123) 免疫反应产物的影响（<27: 9 "##）

换型的特点，从而引起骨矿物质含量减少和骨质疏

松。

-123) 是一种能与多种受体结合，发挥诱导或

抗凋亡作用的细胞因子。-123) 有 = 个受体：死亡

受体（;1+，;1=）、诱骗受体（;>1!，;>1"）和分泌型

受体 45/。-123) 与 ;1+，;1= 相互作用，诱导许多

组织来源的肿瘤细胞株迅速凋亡，但不能诱导正常

细胞凋亡。-123) 的两个诱骗受体 ;>1! 缺乏死亡

功能区，;>1" 只含有死亡功能区的 !(*，因而不能介

导凋亡，但 是 可 以 抑 制 ;1+、;1= 介 导 的 凋 亡［?］。

45/ 是一个分泌型的 -6@ 受体，是骨代谢的一个重

要的负调控因子，能抑制破骨细胞（4:）生成、活化，

减少骨吸收［0，,，A］，增加骨密度的作用。它主要通过

中和性结合 45/) 发挥骨保护作用，后者是诱导 4:
生成的关键性细胞因子，通过作用于 4: 上的受体

126B，刺 激 4: 形 成、分 化 及 活 化，增 强 骨 吸 收。

45/ 竞争性结合 45/)，阻断 45/) 与其靶信号受体

126B 的结合，抑制 45/)(126B 对破骨细胞信号转

导的活化，减少 4: 生成，发挥抗骨质疏松作用。许

多研究资料表明，甲状腺激素对 4: 的许多调节作

用是通过改变 47 的功能状态间接实现的，而 45/(
45/) 系统是甲状腺激素调节 4: 生成和抗骨吸收
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的作用途径之一。!"# 还能通过与 $%&’( 的竞争

性结合，抑制 $%&’( 和死亡受体结合，来抑制 $%&’(
诱导细胞凋亡的作用。反之，$%&’( 可结合 !"#，并

相互 中 和 对 方 的 功 能［)］，即 可 间 接 解 除 !"# 对

!"#( 的结合，抑制它的抑制破骨细胞的发生和增加

骨密度的作用。可见 !"# 和 $%&’( 是相互抑制的。

我们用 *$$ 比色分析法观察了不同浓度 $+ 对

具有成骨细胞表型特征的 *#,+ 细胞增殖的影响，

发现 $+ 能显著降低 *#,+ 细胞的增殖能力，呈一定

的量效关系。细胞周期中 #- 期为 ./& 和蛋白质合

成的准备阶段，./& 复制和组蛋白的合成在 0 期完

成，本实验流式细胞仪细胞周期检测结果也表明，$+
可改变细胞周期，把细胞阻滞于 #- 期。这些均提示

了 $+ 可以明显损害成骨细胞的增殖，这可能是甲亢

性骨质疏松症的发病机制之一。

我们从基因水平观察了不同浓度 $+ 对 *#,+
细胞株中 !"#，!"#( 表达的影响。发现 $+ 能使

!"#(1%/& 表达增加，呈剂量依赖性，$+ 浓度越高，

!"#( 1%/& 的表达越高。$+ 同时能抑制 *#,+ 细

胞中 !"# 1%/& 的表达，使细胞内 !"#2!"#( 比率

降低。提示 $+ 对成骨细胞中 !"#2!"#( 水平的调

节，可能是甲亢导致骨质疏松症的机制之一，$+ 引

起 !"#2!"#( 比率失调，导致骨质疏松。

我们 还 观 察 了 不 同 浓 度 $+ 对 *#,+ 细 胞 株

$%&’( 基因和蛋白表达的影响。发现随着 $+ 浓度

的升高，$%&’( 表达增多。$%&’( 是与细胞凋亡有

关的细胞因子，这提示了高浓度的 $+ 可能是通过

$%&’( 以自分泌或旁分泌的形式介导成骨细胞（!3）

的凋亡，从而调节 !3 的数量，导致骨形成减少，骨

质疏松的发生。另一方面，$+ 环境下 $%&’( 表达的

增多，可竞争性结合 !"#，阻断后者对 !"#( 的结

合，促进了 !4 数目的增多及分化成熟，导致骨质疏

松。关于 $%&’( 的死亡受体和诱骗受体在甲亢性

骨质疏松症发病中的变化情况，有待于进一步的研

究。

由此我们推测，甲亢患者体内高甲状腺激素血

症可能会抑制成骨细胞的增殖能力，$%&’( 与其分

泌型受体 !"# 及 !"#( 可能参与了甲亢性骨质疏松

症的发病过程，临床上积极抗甲状腺治疗有助于预

防骨质疏松症的发生。
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