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摘要：目的 探讨瘦素对人成骨样细胞 789% !型胶原 !’ 基因表达的影响。方法 789% 细胞以 %
个不同浓度的瘦素（’#? > @ ’#? 9 *4-AB）分别干预 "(、(>、=" C，用实时荧光定量 DE: 法检测 789% 细胞

!型胶原 !’ 基因 *:F! 的表达量，分析量效关系和时效关系，以 ’="<雌二醇作为阳性对照。结果

瘦素可上调 789% 细胞!型胶原 !’ 基因 *:F! 的表达，并存在浓度依赖和时间依赖效应，其最佳浓

度为 ’#? = *4-AB，最佳作用时间点为 =" C。’="<雌二醇则以 ’#? = *4-AB 浓度组在 "( C 表达为最强。结

论 瘦素可上调 789% 细胞!型胶原 !’ 基因 *:F! 的表达，其作用较 ’="<雌二醇持久和滞后。

关键词：瘦素；789%；实时荧光定量 DE:；!型胶原
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FB,7;<67：GB+567#H5 G4 /H+*,0/ 3C/ /II/63J 4I -/.3,0 40 +-.C+’（ K）64--+1/0 1/0/ /H.L/JJ,40 ,0 CM*+0
4J3/4N-+J3<-,O/ 6/-- -,0/ 789%; D57="!, 789% 6/--J P/L/ ,06MN+3/Q P,3C Q,II/L/03 Q4J/J 4I -/.3,0（’#? >、’#? =、

’#? 9 *4-AB）I4L "(、(>、=" C5 GC/ L/+- 3,*/ I-4ML/J6/06/ RM+03,3,S/ DE:（TU<DE:）P+J ./LI4L*/Q 34 Q/3/63 3C/
*:F! /H.L/JJ,40 4I +-.C+’（K）64--+1/0 1/0/ ,0 789% 6/--J，P,3C ’="<)" +J .4J,3,S/ 6403L4- 5 I5,@87, !-.C+’

（K）64--+1/0 1/0/ /H.L/JJ,40 L/1M-+3/Q NV -/.3,0 JC4P/Q + Q4J/<Q/./0Q/03 +0Q 3,*/<Q/./0Q/03 *+00/LJ，P,3C 3C/
N/J3 /II/63 6406/03L+3,40 +3 ’#? = *4-AB，+0Q *+H,*+- /H.L/JJ,40 +3 =" C5 !J .4J,3,S/ 6403L4-，’="<)" +-J4 L/+6C/Q

,3J *+H,*+- /II/63 ,0 ’#? = *4-AB 1L4M. +3 "( C5 J"-68@,#"-, B/.3,0 M.<L/1M-+3/Q +-.C+’（ K）64--+1/0 1/0/
/H.L/JJ,40 ,0 789%，PC,6C ,J *4L/ /0QML,01 +0Q -+3/L 3C+0 3C+3 4I ’="<)" 5

K5L M";!,：B/.3,0；789%；:/+- 3,*/ I-4ML/J6/06/ RM+03,3,S/ DE:；!-.C+’（K）64--+1/0 1/0/

瘦素（B/.3,0，BD）是 ’$$( 年由美国学者发现并

克隆的一种主要由白色脂肪组织合成及分泌的肽类

激素，它与 BD 受体结合后，主要参与调节人和动物

的摄食及能量代谢活动。最新的研究［’］发现，与体

型瘦弱者相比，肥胖者发生骨质疏松症的危险性较

低，且往往伴有血清 BD 的明显升高，提示 BD 可能参

与骨代谢的调节。但目前关于 BD 调节骨代谢的机

制研究尚无定论：BD 可能直接作用于骨髓基质细胞

和破骨细胞，促进骨髓基质细胞转化为成骨细胞，并

抑制破骨细胞功能，从而促进骨形成［"<(］；BD 也可能

间接通过中枢神经和A或交感神经系统释放相应的

介质，后者再作用于骨细胞而抑制骨形成［"，&，9］。本

研究 拟 探 讨 BD 对 成 骨 样 细 胞 789%（ WM*+0
4J3/4N-+J3<-,O/ 6/-- -,0/ 789%）的直接作用，应用实时

荧光定量 DE:（ L/+- 3,*/ I-4ML/J6/06/ RM+03,3,S/ DE:，

TU<DE:）技术检测 789% 细胞在增殖阶段的特异性

表达产物———!型胶原（GV./ !64--+1/0，EXB!）!’
基因 *:F! 的水平，以检测 BD 对 789% 细胞分化功

能的影响。

$ 材料和方法

$N$ 材料和仪器

789% 购自美国培养保存中心（!GEE 号：E:B<
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!"#$，来源于 !" 岁的女性成骨肉瘤患者）；%&、!$!’雌
二醇（!$!’(#）购自美国 )*+,- 公司；无酚红 ./(/ 培

养基、01*234 购自美国 567*813+96 公司；引物和荧光探

针，由广州中山大学达安基因公司合成；核酸回收试

剂 盒（:5;<=*>? @94(A81->8*36 B*8）、逆 转 录 试 剂 盒

C,6*D>1*E8 F0 B*8，购自德国 :*-+96 公司；0-< 酶购自

广州中山大学达安基因公司；定量 &GF 试剂盒购自

美国 ;H5 公司。$III 型荧光 &GF 仪、&(JKII&GF 仪

为美国 &91?*6 (4,91 公司产品；紫外分光光度计 LM
,*6*!#"I 为日本 )N5/;.OL 公司产品。

!"# 方法

!"#"! 细胞培养：/@KP 以含 !IQ胎牛血清的无酚

红 ./(/ 培 养 于 RQ GC# SJRQ 空 气、饱 和 湿 度 的

P$T环境，培养液中含 !II LS,% 青霉素、!II"+S,%
链霉素及 R ,,34S% 的 N(&()，每 P 天传代 ! 次。

!"#"# 细胞分组及药物干预：将 /@KP 按每瓶 U V
!IR 细胞的浓度接种于 #R >,# 培养瓶中，用含 !IQ
WH) 的 ./(/ 培养液培养，每瓶 " ,%。"U X 后吸去

培养液，&H) 洗 # 次，用 IY!QWH)’./(/ 继续培养 K
X，使细胞同步化，K X 后吸去培养液，&H) 洗 # 次，换

以 P 个 浓 度（!IZ U、!IZ $、!IZ K ,34S%）的 %&（%& 以

IY!QWH)’./(/ 溶解），每瓶 " ,%，每个浓度 P 瓶；

以 P 个相对应浓度的 !$!’(#（!$!’(# 同样以 IY!Q
WH)’./(/ 溶解）作为阳性对照，以 IY!QWH)’./(/
作为阴性对照。得出 %&、!$!’(# 的最佳作用浓度

后，取其最佳浓度，进行荧光 &GF 反应。

!"#"$ 引物设计：考虑细胞所含目的基因的量少，

采用巢式引物。GC%5;!：（W）;GG0G;;@;0@0@GG’
;G0G0，（F）0;G;G@G;@@0G0G;GG;@0，长 度 !#!
[E；GC%5;!：（内围 W）0@@;;@;@0@@;@;@0;G0@@’
;00@，（内围 F）GG;0@00@G;@;;@;G000@;0@，长

度 $K [E；GC%5;!（0-</-6 探针）：R\’W;/’GG;;GG’
;;@@G0@G;;GG0@@;0;/F;’P\，长度 ## [E。

!"#"% F]; 的抽提、定量与电泳：药物干预后，用

01*234 按操作说明抽提总 F];。每样品取 R"% F];
电泳，以判断 F]; 有无降解；紫外分光光度计测总

F]; ;#KI、;#KI S;#UI的比值，计算其纯度和浓度。

!"#"& 逆转录反应：取总 F]; IY""+，用逆转录试

剂盒合成 >.];。条件如下：R V F0 缓冲液 ""%，

//%M（!I LS"%）#"%，^]0&D（!I ,/）IY""%，GC%

#;! W&（#R"/）IY""%，GC%#;! F&（#R"/）IY"

"%，总 F]; IY""+，加无 F]; 酶的 .(&G 水至终体

积 #I"%，P$T! X，JRTP ,*6。

!"#"’ 阳性标准模板的制备：取一逆转录反应产物

>.]; R"%，按以下体系反应：R V &GF 缓冲液 !I"%，

GC%#;! W&（#R"/）!"%，GC%#;! F&（#R"/）!

"%，̂]0&D（!I ,/）!"%，0-< 酶（# LS"%）#"%，>.];
R"%，加无酶水至总体积 RI"%，反应条件为：JPT #
,*6，然后 JPT ! ,*6，RRT ! ,*6，$#T ! ,*6，共 "I
个循环，最后是 $#T $ ,*6 延伸。

&GF 扩增产物经 #Q低熔点琼脂糖凝胶电泳，

在长 波 紫 外 下，割 下 目 的 条 带。用 回 收 试 剂 盒

（:5;<=*>? @94 (A81->8*36 B*8）回收纯化。测定 ;#KI、

;#UI，以 ;#KI S;#UI _ !YU 作 为 纯 度 合 格 的 标 准。用

;#KI 测定值和片段长度数据换算出浓度（>3E‘S"%），

再做 !I 倍梯度稀释，制备成阳性定量标准品梯度。

荧光定量阴性质控标准品采用灭菌双蒸水。

!"#"( 巢式 &GF 反应：取各样本的逆转录反应产物

>.]; R"%，按以下体系反应：R V &GF 缓冲液 R"%，

GC%#;! W&（#R"/）IYR"%，GC%#;! F&（#R"/）

IYR"%，̂]0&D（!I ,/）IYR"%，0-< 酶（# LS"%）!

"%，>.]; R"%，加无酶水至总体积 #R"%，反应条件

为：JPT # ,*6，然后 JPT"R D，RRTPI D，$#T"R D，共

#I 个循环，最后是 $#T $ ,*6 延伸。

!Y#YU 荧光定量 &GF 反应：取各逆转录反应产物

>.]; R"%，按以下体系反应：R V &GF 缓冲液 !I"%，

GC%#;! W&（内围，#R"/）!"%，GC%#;! F&（内围，

#R"/）!"%，̂]0&D（!I ,/）!"%，0-< 酶（P LS"%）!

"%，W;/ !"%，>.]; R"%，加无酶水至总体积 RI"%，

反应条件为：JPT # ,*6，然后 JPT"R D，RRT"R D，共

"I 个循环。

!"$ 统计学处理

采用 )&)) !!YI 统计学软件分析及作图，拷贝数

以!! a " 表示；采用单因素方差分析比较各不同浓

度组间的差异；两样本均数之间比较用 # 检验；两样

本率之间比较用 $ 检验。% b IYIR 为差异有统计学

意义。

# 结果

#"! 荧光定量

图 ! 所示为阳性质控品经 !I c !I" 倍稀释后进

行荧光 &GF 扩增反应的动力学曲线。以起始拷贝

数的自然对数为横坐标，循环阈值为纵坐标，可得一

直线 型 阳 性 标 准 回 归 曲 线，线 性 相 关 系 数 & d
IYJJRR。图 # 为各样本的扩增图，各样本的扩增曲

线正常，阴性对照组的曲线几乎与基线平行，说明此

反应体系中不存在 &GF 污染，结果可靠。
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图 ! 阳性标准品扩增图

图 " 各样品扩增图

"#" 不同浓度的药物干预 !" # 对 $%&’ ()*!+,
-./+ 表达的影响（见表 ,）

*0、,1"23! 组内不同浓度间的拷贝数差异有显

著意义（! 值分别为 45675&’、!,&87’,8，均为 " 9
6768）。在 ,6: 4 ; ,6: & -<=>* 浓度时，*0、,1"23! 的最

佳药物浓度均为 ,6: 1 -<=>*。

表 ! 不同浓度的 *0、,1"23! 干预 !" # 后 $%&’ ()*!+, -./+ 表达的拷贝数（!# ? $）

药物
药物浓度（-<=>*）

6 ,6 : 4 ,6 : 1 ,6 : &

*0 ’’7,, @ ,6,6 ? 67!& @ ,6,6" 1!784 @ ,6,6 ? !7"1 @ ,6,6"# 4’761 @ ,6,6 ? !751 @ ,6,6"# 86764 @ ,6,6 ? ,7’4 @ ,6,6"#

,1"23! ’’7,, @ ,6,6 ? 67!& @ ,6,6" 4,7’, @ ,6,6 ? ,718 @ ,6,6"# 547,6 @ ,6,6 ? !7,& @ ,6,6"# 417"’ @ ,6,6 ? ,7&’ @ ,6,6"#

注：同种药物不同浓度之间的比较（单因素方差分析）：*0 组：! A 45675&’，,1"23!组：! A !,&87’,8，" " 9 6768；相同浓度（,6 : 4、,6 : 1、,6 : &

-<=>*）的 *0 与 ,1"23! 组比较：（ % 检验）：% 值分别为 "754!，17646，’67’"!，# " 9 6768

"#$ 最佳浓度的 *0、,1"23! 干预 !"、"4、1! # 对

$%&’ ()*!+, -./+ 的表达及其上调率的影响

*0及 ,1"23! 对 ()*,+, 基因 -./+ 的表达均

存在明显的上调作用，*0 随时间而递增，,1"23! 则

随时间而递减。上调率（B）A（各种药物 ()*!+,
-./+ 拷贝数 : 空白对照组 ()*!+, -./+ 拷贝

"’1 中国骨质疏松杂志 !665 年 ,6 月第 ,8 卷第 ,6 期 (#CD E )FGH<I<J<F，)KG<LHJ !665，M<= ,8，/<N,6



数）!空白对照组 "#$!%& ’()% 拷贝数 * &++,。

表 ! &+- . ’/0!$ 的 $1、&."234 干预 45、56、.4 7 对 89:; "#$!%& ’()% 表达的影响（!! < "，拷贝数）

药物
干预时间

45 7 56 7 .4 7

阴性对照（+=&,>?@2A838） ;&=66 * &+&+ < +=:B * &+&+ ;4=46 * &+&+ < +=6B * &+&+ ;4=;4 * &+&+ < +=C; * &+&+

$1 6:=B4 * &+&+ < +=BB * &+&+"#$ 6.=;4 * &+&+ < +=4& * &+&+"#$ 66=&B * &+&+ < +=&+ * &+&+"%#$

&."234 &+4=.B * &+&+ < :=4C * &+&+" &++=.. * &+&+ < 5=BB * &+&+" C6=:+ * &+&+ < :=B5 * &+&+"

注：同种药物不同作用时间之间的比较：$1 组：# D &:=6;4，&."234组：# D &+=B6&，" $ 均 E +=+B；相同时间点的 $1 与阴性对照组比较：% 值分

别为 &&&=++.，&+C=5++，&+;=564，# $ E +=+B；$1 与 &."234 组比较：% 值分别为 5=5B;，B=&&B，.=&&4，$ $ E +=+B

取最佳浓度（&+- . ’/0!$）的 $1 干预 89:;，结果

显示：$1 对 89:; "#$!%& ’()% 表达的促进作用

存在显著的时间依赖效应，随着时间从 45、56 7 增

加至 .4 7，各浓度的 $1 作用均逐渐增强，其最佳时

间点为 .4 7；&."234 作用则随时间递增而减弱，其最

佳时间点为 45 7。

图 " 最佳浓度（&+- . ’/0!$）的 $1、&."234

干预 45、56、.4 7 对 89:; "#$!%& 基因 ’()% 表达

上调率（,）影响的比较

" 讨论

本实验所用的人成骨肉瘤细胞株 89:; 来源于

&5 岁的女性成骨肉瘤患者，是具有无限传代功能的

多倍体细胞株，能产生大量胶原，具有体外矿化能

力，具有成骨细胞的所有特性，其发育经历细胞增

殖、细胞外基质成熟、细胞外基质矿化和细胞凋亡 5
个 阶 段。 成 熟 的 #? 分 泌 大 量 的 细 胞 外 基 质

（FGHIJKF00L0JI ’JHIMG，3"8），3"8 的不断积累和成熟

使 #? 本身的增殖逐渐停止，并开始表达一系列的

基因，诱 导 基 质 成 分 的 矿 化。其 中，!型 胶 原 占

C+,以上，主要构成矿物质沉积和结晶的支架，!
型胶原是一个异质三联体蛋白，由两条#& 及一条#4

链构成，分 别 由 位 于 &.N4&=; O N44 的 "#$&%& 及

.N4&=; O N44 的 "#$&%4 基因编码。与 #? 在基质矿

化阶段的表达产物———骨钙素及成熟阶段的表达产

物———碱性磷酸酶相比，!型胶原更能特异性地表

达 #? 在增殖阶段的产物，其含量与骨的生物力学

特性密切相关。

本实验以 $1（&+- 6 O &+- : ’/0!$）干预 89:;，结

果发现：$1 可上调 89:; "#$&%& 基因 ’()% 的表

达，并存在剂量依赖效应和饱和效应，以 &+- . ’/0!$
浓度组为最强，&+- 6 ’/0!$、&+- : ’/0!$ 作用则较弱，

其曲线呈抛物线型（见表 &）。最佳浓度（&+- . ’/0!$）

的 $1 干预 45、56、.4 7 对 "#$&%& 基因 ’()% 表达

的影响存在明显的时间依赖效应，以 .4 7 作用为最

强；与 45、56 7 相比，$1 干预 .4 7 后对 "#$!%&
’()% 表达的上调作用有统计学意义（ $ E +=+B）。

阳性对照 &."234 对 89:; "#$&%& 基因 ’()% 表达

的促进作用存在明显的时间效应：&+- . ’/0!$ 浓度

组在 45 7 表达为最强。与 &."234 相比，$1 干预 45、

56、.4 7 对 89:; "#$&%& 基因 ’()% 表达的促进作

用均较弱，但随着时间的推移两者的作用有接近的

趋势（见图 ;），提示 $1 的作用较为持久，并随时间

推移而递增；&."234 作用则较为短暂、随时间推移而

递减。延长时间后，两种激素对 89:; 的影响未知，

尚有待于进一步研究。

与本研究结果相仿，9/IPF0JPQF 等［.］用原代培养

的人髂脊 #?，以浓度为 &++ RS!’$（相当于 :=4B *
&+- : ’/0!$）的 $1 持续干预 ;B P，结果显示：$1 能明

显促进 #? 胶原合成，刺激 #? 增殖、分化及矿化，保

护分化成熟的 #?，减少凋亡，并促使 #? 转化为骨

细胞。@HFTTJR 等［6］用 (U21"( 技术，在原代培养的

#? 上检测到 +?2(V 的表达；(FWF0JRP 等［C］进一步研

究发现，$1 的表达仅在 #? 矿化和!或骨转换阶段方

可检测到，在骨基质成熟阶段则检测不到，且 $1 可
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使处于矿化阶段的 !" 中矿化结节的形成数量明显

增加，提示 #$ 可通过与 !" 上相应受体结合，在 !"
发育及骨矿化的过程中促进骨量增加。

与上述基础研究一致，临床研究亦提示：#$ 对

骨代谢具有正性调节作用。%&’&()*+ 等［,-］和 $&.)/
等［,,］分别研究日本和南澳大利亚妇女 #$ 与骨量的

关系，结果显示，血清 #$ 浓度与股骨骨密度呈正相

关，这种相关性独立于体脂含量及年龄的影响而存

在，提示 #$ 对骨代谢具有正性调节作用。随着研

究的深入，血清 #$ 作为一种可测定激素，将可能成

为代谢性骨病新的标志物，而 #$ 有可能成为防治骨

质疏松症的新一代药物。

既往的研究多放在 #$ 对骨转换的敏感指标

———!型胶原代谢产物的影响，本研究从基因检测

的角度揭示了 #$ 可上调 0123 细胞 4!#!5, 基因

’675 的表达，并存在剂量和时间效应。进一步研

究胶原基因的表达调控，有利于开发抗骨质疏松的

新药。
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