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rhPTH(1-34)对成骨细胞增殖、Collagen
及Osterix mRNA表达的影响
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摘要：目的观察间歇给予重组人甲状旁腺激素。。，[rhPTH。44，]对体外成骨细胞增殖、I型胶原蛋

白(Collagen I)及Osterix mRNA表达的影响，初步探讨rhPTH⋯34、对体外成骨细胞的作用机制。方法

体外培养新生大鼠成骨细胞，间歇循环给予0、10。1、10’10、10一、10一、10。M rhPlrHfl-34)干预，(24 h

为一循环，前12h给药)，共2次，用MTT法检测细胞的增殖；RT—PCR法半定量测定成骨细胞

Collagen I、Osterix mRNA的表达。结果显示rh盯H⋯。1可明显促进成骨细胞的增殖(P<0．05)，促

进成骨细胞Collagen I和Osterix mRNA表达(P<0．05)，10”M增殖、表达最明显，呈剂量依赖关系。

结论rhPTH(。Ⅲ)可促进成骨细胞的增殖、分化，可能是通过Collagen I和Osterix mRNA表达来调节。
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Abstract：Objective To observe the effect of rhPTHI．34 on osteoblast proliferation and the mRNA

expression of collagen I and Osterix in vitro，and to explore the mechanism of the effect of rhPTHl．“on

osteoblast in vitro．Methods Cultured osteoblasts of the new-bom rat were intervened with 0，10一“，

10一”，10一，10一，and 10～M rhPTHl“，2 times at the first 12 h in a 24．hour cycle．Cell proliferation

was assessed with MTT colorimetrie assay．The expression of collagen I and Osterix mRNA were examined

with semi-quantitive RT—PCR．Results rhPTH”4 sifnifieantly induced osteoblast proliferation(P<0．05)，

and stimulated the expression of collagen I and Osterix(P(0．05)．It was most remarkable at 10
4
M

concentration with a does—dependent manner．Conclusion rhPTHl“promotes the proliferation，

differentiation of the osteoblast，probably by increasing the expression of collagen I and Osterix mRNA．
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甲状旁腺激素(Parathyroid hormone，PTH)是维

持机体钙磷代谢平衡的一种重要的调钙激素，骨骼

是其主要的靶器官之一。小剂量”H具有明显的

成骨作用，而其N端1—34活性片段保留了全部的成

骨活性⋯。本研究通过观察rhP，I'H⋯”，对体外培养

的大鼠成骨细胞增殖、Collagen I及Osterix mRNA表

达的影响，探讨rhPTH⋯弘，对成骨细胞作用的可能

机制。
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1材料和方法
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1．1 材料

rhPTH㈤．，(上海深久医药生物技术有限公司赠

予)，DMEM培养基(GIBCO公司，美国)，胎牛血清

(杭州四季青生物制剂公司)，MTT(Sigma公司，美

国)，寡核甘酸引物，TrirolRNA提取试剂盒，dNTP．

M—MLV逆转录酶，PCRmarker(Fermentas)，DNA聚

合酶，引物，Beta引物(上海生工)，分光光度计(u．

2001，HITACHI，日本)，PCR热循环仪(Gene

Amp9600，PE公司，美国)，垂直电泳槽(Bio-Rad公

司，美国)，电泳仪(Bio-Rad Power／PAC200，美国)。
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1．2实验方法

1．2．1成骨细胞的培养：取新生24 h内的w，mr

大鼠，采用酶消化法分离培养颅盖骨成骨细胞。将

培养细胞置于37℃、5％％CO．培养箱，24 h后换藏

1次清除未贴壁的细胞，以后每2—3天换液1次，

待细胞K至半汇合时，用2 5晷，T|胰蛋白酵，按1—2

比例消化、传代。

1 2 2成骨细胞的鉴定

(1)活体现察倒置相差显微镜下观察原代及

传代成骨细胞的形态并照相。

(2)碱性磷酸酶(ALP)染色取第三代成骨细

胞接种于铺有益玻片的6孔板，待细胞长满玻片后，

PBS液冲洗，95％乙醇固定10rain，进行ALP染色观

察。步骤如下：将固定好的盖玻片用蒸馏水冲洗数

次后，人孵育液(3％p-甘油磷酸钠5ml，2％巴比妥

钠5ml，蒸馏水10m[．2％CaCl：lOml，2％MgSO．

Iml)中，37℃孵育4—6 h，自来水冲洗数改，2％硝

酸钻中授3—5rain，蒸馏水洗数次，】％的硫化铵中

2rain，自来水冲洗。自然干燥，封固．进行ALP染色

观察。

(3)茜素红法检测钙化结节 取第三代成骨细

胞进行爬片，待细胞长满玻片后，换含50tLg／mL维

生素c、10mmoVL 13-甘油磷酸钠与15％胎牛血清的

培养液培养，2—3天换液1次，15—20天后，取出玻

片．PBS液冲洗，95％乙醇固定10rain，0 t％茜素红

染色。

1．2．3 rhPTH⋯，对成骨细胞增殖影响的测定
(MTT法)：取第四代细胞以1×10‘／mL的密度接种

于96孑L培养板，每孔200“I。24h后分组加含药培

养液干预．设0、10“‘、10“o、10一、10～、10。M

rhPTH(b34)6组．0为对照。每组重复6于L。间歇循

环给药2狄(24h为一循环，前12h给药)，于培养终

止前4h加人M'I'T 20乩．继续孵育4 h。吸弃上清

液，每孔加入DMSOl50¨L振荡10rain。在酶标仪

(Novapath TM．Bio-RAD)490nm波长处检测各孔嗳

光度值(OD值)。

1．2．4 dtPTH⋯，对成骨细胞Collagen 1及Oskrix

mRNA表达的影响：不同浓度rhPTH⋯，间歇循环
作用于成骨细胞48h后，应用Tfi∞l提取细胞总

RNA后．用半定量RT-PCR方法检测Collagen I及

Ostefix mRNA的表达。

(1)eDNA第一链合成：采用(TAKARA RNA-

PCR Kit(AMV)Vet3 0)试剂盘．10fLL反应体系，样

车RNA 5pL，随即引物9l sLL，DEPC一水6¨L离心混

匀，7&C，5分后置于球上，加^5 x burr 4nL．RNA

inhibitorI“L．dNTP 2“L离心混匀．25℃，5rain，再加

反转录酶I v．L，按下面条件进行：25℃，IOmin，42℃，

60min．72t．10rain。

(2)PCR步骤：PCR扩增Collagen I及Osterix，

同时扩增Gapdh作为内参。；I物序列如下：Collagen

I上游引物：5'-aggagagagtgcc越ctcca-3’，下游引物：5。。

ccaccccagggataaaaaet-3’．PCR产物为208bp。Osterlx

上游引物：5’一mtec-atetgectgaetcct-3’，下游引物：5。。

ggggctgaaag舭agtgta-3’．PCR产物为205bp。反应体
系共25汕，eDNA 5p．L，dNTP 0 5pL。扩增条件：

946C变性20s，56℃退火20s，72℃延伸20s，32次循

环。

(3)PCR产物鉴定与分析：取PCR扩增产物

10吐和6×加样缓冲渣2灿点样于15∥L琼脂糖
凝胶，80V电压下电泳．于紫外线箱中观察并照像记

录。产物鉴定以PCRmarker为标准，通过凝腔成像

分析仪对目的基因和参照基因条带进行像素值测

定．并计算二者比值。

1 2．5统计学处理：实验所得数据以均数±标准差

表示，采用SPSS 13 0统计学软件对实验数据进行

分析，各组总体上有无差别采用单因素方差分析，组

间两两比较采用LSD法分析，P<0 05为有统计学

意义。

2结果

2．1成骨细胞的形态观察及鉴定

镜下观察成骨细胞多为梭形、三角形或不规则

的多边形，胞核呈圆形或椭圆形，居中或偏于一侧，

周围细胞以突起相连(图1)；碱性磷酸酶染色星阳

性反应，胞浆呈灰黑色颗粒(图2)；茜素红染色呈深

红色结节(图3)。以上结果符合成骨细胞的特征。

舶l威骨细胞形态学观察(x100

^2对成骨细船增殖能力的影响

结果表明，不同浓度的出唧。。，作用于成骨
万方数据



细胞后，各组OD值均增高，在10“‘一104M呈剂

量依桢关系，以10‘’M增殖最高。0与各剂量组、各

剂量组之间比较，差异有统计学意义(P<0 05)(见

表1)。

衰1 rh阿H_I H}W＆*日№口Ⅲ∞*自(⋯ffi6 ±J)

＆-目目目々|§*E#Ⅲ05-#§目m目m#，P<m∞
2．3对成骨细胞Colhgen I及Ostefix mRNA表达

的影响

结果表明，不同浓度的rhPTHf，。)作用于成骨

细胞后，CollagenI及Osterix mRNA表达增加，光密

度比值增加，在lO“。一104M呈剂量依赖关系，以

10’M表达最高，0与各剂量组、各剂量组之间比

较，差异有统计学意义(P<0 05)(见表2)。

3讨论

骨质疏橙症(o毗∞porpogis 0P)是吼骨强度下降，

骨折风险性增加为特征的骨骼系统痍病。骨强度实

目4 rhPTH_lⅢ，对成骨细胞

Collagen IA 0sledx mRNA表t∞％自

GAPDH*自$M*呲^口I一6 nⅢ女0

10”10”10一】0一m。Mm

际匣映骨密度与骨质量的整合。成骨细胞舟导的骨

形成与破骨细胞介导的骨吸收的不平衡是}『起骨量

丢失和骨结构改变的原因。rhPTH。⋯具有PTH相
同的生理作用，即通过与细胞表面受体特异性高亲和

力结合来介导、增加成骨细胞的活性及数量．从而促

进骨形成，是目前新型防治骨质疏橙症药物“。。

衰2 ColLagen】爱09时ⅨmRNA表达的灰度值(z±

研究川表明：PTH作用于成骨细胞上主要通

过：①腺昔酸环化酶．CAMP-蛋白澈酶A(PKA)@三

磷酸肌醇(IP3)-胞浆c a．蛋白澈酶C(PKC)途径发

挥作用引发细胞内的生物括性。很多生长因子、转

录园子都参与调节PTH的作用：Bmps、Oslerix、cbfal

宣■曩■瓣

万方数据
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等，但确切的PTH促骨合成作用的分子机理依然未

完全阐明。

本研究采用不同浓度的rhPTH㈣。、作用于成骨

细胞后，成骨细胞增殖明显增加，在10。11—10。9M

呈剂量依赖关系，以10”M促增殖作用最明显。其

结果与Maria GS”。结果相一致。成骨细胞的增殖，

增强了成骨细胞的生长、聚集、合成和分泌的功能，

促进了成骨细胞的成骨作用。但其对成骨细胞确切

的作用机制尚不完全清楚，可能是PTH通过促进成

骨祖细胞增殖分化、直接抑制成骨细胞凋亡延长成

骨作用，促进衬里细胞向成骨细胞转化及刺激成骨

细胞产生IGF．1和TGF等细胞因子发挥其成骨合成

效应‘5刮。

I型胶原蛋白是成骨细胞合成的特异性蛋白，

是骨基质的主要成分，其在细胞内的表达强度反映

了成骨细胞的功能状态。因此，对于衡量成骨细胞

的成骨能力，I型胶原的合成是一个非常重要的指

标。本研究表明不同浓度的rhPTH。。瑚，作用于成骨

细胞后可以促进Collagen I的表达，在10“1—10”

M呈剂量依赖关系，以10。9M表达最明显。由此推

测，rhP，I’H㈤。，可能是通过增加Collagen I的表达，促

进成骨细胞的成骨能力，增加骨强度。

Osterix(OSX)是2002年由Nakashima等¨1发现

的一种含有锌指结构的成骨细胞特异性转录因子，

属于SP／XKLF家族。有研究表明，OSX只在发育的

骨组织中特异性表达，是成骨细胞分化和骨形成过

程中所必需的转录因子¨1。核心结合因子a1(core

binding factor alpha 1，Cbhl)是成骨特异性转录激

活因子，在成骨细胞发育、分化和骨钙化形成过程中

起着极其重要的作用，研究表明p 3，OSX是位于

Cbhl的下游因子，与Cbhl共同调节成骨细胞的增

殖、分化和成熟。本研究表明rhPTH(1—34)作用于

成骨细胞后可以促进Osterix mRNA表达，在10“1

—10。9M呈剂量依赖关系，以104M表达最明显。

刘敏¨州研究表明，在MC3T3·E1分化过程中，OSX

和cbfal的表达量随成骨细胞的成熟逐渐增高。

Wang BL[1¨研究表明：在成骨细胞株UMRl06中，

低浓度的PTH可以促进OSX和cbhl的表达，高浓

度则抑制，成时间剂量依赖关系。OSX可通过

cAMP／PKA通道进行激活，也可通过PKC通道。

Shibing Yu¨引研究发现PrI'H通过作用于缺失ATF4

(activating tran．scription factor 4)基因的小鼠上，表

明PTH通过ATF4对Osterix进行调节且呈现剂量

依赖关系，对成骨细胞的增殖也是如此。由此推断，

rhPrI'H(1．34)可以促进OSX的表达，其表达过程可

能受到Cbhl、ATF4等因子的调节。Celil AB¨副等

研究表明在成骨细胞中，骨形成蛋白．2(bone

morphogenetic protein．2 BMP．2)、胰岛素样生长因子一

1(insulin．1ike growth factor．1 IGF．1)可以通过转化生

长因子-B(trans—forming growth factor一13，TGF—p)／骨

形态发生蛋白(bone morphogenetic proteins，BMPs)

信号通路、有丝分裂原激活蛋白激酶(mitogen

activated protein kinase MAPK)通道、蛋白激酶D

(protein kinase D PKD)可以调节OSX的表达，由此

是否可以推测PTH促进OSX的表达可能是通过这

些通道呢?Vander Horst G 014]研究表明，在体外实

验中，PTH和PTHrP通过抑制转录因子Osterix、

Cbhl等相关因子来调节成骨细胞的分化和成熟。

Hang SH¨副等研究也表明，rhPTH⋯⋯作用于UMR一

106-01细胞后，可以抑制转录因子Osterix的表达。

实验结论的不同可能是由于细胞类型的不同，PTH

的种类、浓度及干预方式(间歇或持续，时间的长

短)等因素造成表达的不同。

研究表明¨1，在OSX基因剔除小鼠胚胎中，成

骨细胞分化的标志物(I型胶原、骨钙素、骨桥素、骨

涎蛋白等)的表达水平严重降低或者阙如。由此推

测，PTH对成骨细胞的调节可能是通过OSX来促进

Collagen I的表达，进一步促进成骨细胞的增殖、分

化、成熟。

综上所述，rhP，I'H⋯川可以通过多种信号转导通

路和细胞因子参与对成骨细胞的调节，骨组织是代

谢活跃的组织，骨骼发育成熟以后仍不断进行骨重

建过程，在骨重建中成骨细胞具有重要作用，成骨细

胞在体内的生长分为增殖、分化、成熟或矿化过程，

本实验表明rhPTH㈨¨、可以在其增殖、分化的不同

阶段均有促进作用。同时也出现更多的亟待解决得

问题：PrrH对骨调节的具体信号通路尚不明确?

门H还能通过哪些因子参与对成骨细胞Collagen I

和Osterix进行调节尚不清楚?PTH作用于骨细胞

的时间和剂量关系还有争议，其在成骨细胞与破骨

细胞之间的调节，作用平衡机制等方面还有待于我

们去研究和探索。
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