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rhPTHl。34对成骨细胞增殖及BMP．7、BMP一9

基因表达的影响

徐峰董进
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摘要：目的研究重组人甲状旁腺激素1—34(rhPTHI一34)对成骨细胞增殖及BMP-7、BMP-9基因表达

的影响。方法通过不同剂量的重组人甲状旁腺素(rhPTHl一34)(0、10“1、10。”、lO一、lO一、10。

tool／L)间歇性(24 h／周期，前12 h rhPTHl-34干预)刺激体外培养的成骨细胞，用噻唑蓝(MTT)法检

测细胞的增殖能力，RT—PCR法检测成骨细胞BMP一7、BMP-9基因的表达。结果 间歇性小剂量

rhPTHI．34可明显促进成骨细胞的增殖能力及增强BMP-7、BMP一9基因的表达。结论 间歇性小剂

量rhPTHl_34可促进成骨细胞增殖，可能与BMP一7、BMP一9基因表达相关。
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Abstract：Objective To study the effect of recombinant human parathyroid hormone(rhPTHl-34)on the

proliferation of osteoblasts and the gene expression of bone morphogenetic protein一7(BMP一7)and bone

morphogenetic protein一9(BMP-9)． Methods Cultured osteoblasts were treated with different

concentrations of rhPTHl．34(0，10—1‘，10一‘o，lO一9，10—8，and 10—7mol／L)，at the first 12h of a 24h

interval．Cell proliferation was assessed using MTT colofimetric assay．The expression of BMP-7 and BMP-9

genes was examined with semi·quantitative RT—PCR．Results rhPTHl·34 promoted osteoblast proliferation

(P<0．01)and increased the expression of BMP-7 and BMP-9 genes with low dose and intermittent

administration．Conclusion LoW dose and intermittent administration of rhPTHl一34 indueed osteoblast

proliferation，probably in association with the expression of BMP-7 and BMP一9．

Key words：rhPTHl-34；Osteoblasts；Proliferation；BMP-7；BMP-9

人甲状旁腺素是由甲状旁腺分泌的84个氨基

酸多肽，是主要的骨代谢调节激素之一。其氨基酸

末端1．34肽具有1—84完整的全部生物学活性。研

究表明，改造后的rhPTHl—34具有更高的稳定性和

更好的活性，且具有更多多向性的生物学功能¨o。

本实验通过rhPTHl—34间歇性刺激成骨细胞，观察

rhPTHl．34对成骨细胞增殖及BMP一7、BMP-9基因

表达的影响，探讨rhPTHI．34对骨代谢的影响。
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1材料和方法
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·论著·

1．1 材料

rhPTHl-34，DMEM培养基(GIBCO公司)，胎牛

血清(杭州四季青生物制剂公司)，胰蛋白酶(美国

Sigma公司)寡核苷酸引物，Trizol提取试剂盒，

dNTP，M—MLV逆转录酶，PCRmarker，DNA聚合酶，

引物，Beta引物(上海生工)，分子光度计(U一2001，

HITACHI，日本)，PCR热循环仪(Ggene Amp9600，

PE公司，美国)，垂直电泳槽(Bio-Rad公司，美国)，

电泳仪(Bio．Rad／PAC200，美国)。

1．2实验方法

1．2．1成骨细胞的培养：采用酶消化法分离并纯化
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乳鼠颅盖骨成骨细胞，计数后以适当的密度接种于

含有DMEM培养瓶中，在37。C、5％CO：孵育箱中培

养，24 h换液1次，以后隔2—3 d换液并观察细胞

的生长情况，待细胞融合达80％以上，用2．5％胰蛋

白酶消化、传代。

1．2．2成骨细胞的鉴定：取第三代成骨细胞进行爬

片，待细胞长满盖玻片后，用PBS进行冲洗，95％乙

醇固定5～10 rain，行碱性磷酸酶(ALP)染色。取第

五代成骨细胞接种于6孔板中，用含有15％胎牛血

清的DMEM液培养，隔3 d进行换液1次，待15—

20 d后，行茜素红染色。

1．2．3 rhPTHl—34对成骨细胞增殖影响的测定

(MTT法)：取第三代成骨细胞接种于96孔板中，每

孑L lOOp。L，放置于37℃、5％CO：培养箱中孵育48 h

后，实验组加入含有不同浓度的rhPTHl．34(0、

10。11、10“o、10～、10一、10。7 mol／L)的无血清

DMEM液继续孵育24 h，设置8个重复孔。实验结

束前4 h加入MTT液20斗L，继续孵育4 h。吸弃上

清液加入DMSO 150 trL，震荡10 min，在490nm波

长处检测每个孔吸光度值(OD值)。

1．2．4 rhPTHl-34对成骨细胞BMP一7、BMP一9基因

表达影响的测定：不同浓度的rhPTHl—34作用于成

骨细胞24 h后，应用Trizol提取细胞总RNA后，用

半定量RT．PCR方法检测BMP一7、BMP一9基因的表

达。

(1)cDNA第一链合成：采用TAKARA RNA—

PCR Kit(AMV)Ver30试剂盒，lOlL反应体系，样本

RNA5}xL，随即引物91“L，DEPG一水61xL离心混匀，

70℃，5 rain后置于冰上，加入5×buffer41xL，RNA

inhibitorl}xL，DNTP2“L离心混匀，25℃，5 rain，在加

反转录酶1fl,L，按25℃10 min，42℃60 rain，72℃10

min进行。

(2)PCR的步骤：PCR扩增BMP-7、BMPO的

同时扩增Gapdh作为内参。引物序列为：BMP．7上

游引物：5-gaaaacagcagcagtgacca一3下游引物5-

ggtggcgttcatgtaggagt一3 PCR产物为165 bp。扩增条

件：94℃变性20s，56。C退火20s，72℃延伸20s32次

循环；BMP一9上游引物5-gaggcagttcaggacctcag-3下游

引物5-cttaggcaggagacggtcag一3 PCR产物为1 80 bp扩

增条件：94。C变性20s，58℃退火20s，72。C延伸20s

32次循环；Gapdh上游引物5-tgaacgggaagctcactgg一3

下游引物5-tccaccaccctgttgctgga一3 PCR产物为307

bp扩增条件：94℃变性20s，56℃退火20s，72℃延

伸20s32次循环。

(3)PCR产物鉴定与分析：取PCR扩增产物点

样于琼脂凝胶上电泳检测，紫外线箱中观察并记录。

产物鉴定以PCRmaker为标准，通过凝胶成像分析

仪对目的基因和参照基冈条带进行像素值测定，并

算出两者比值。

1．3统计学处理

应用SPSS 13．0统计学软件对实验数据进行处

理分析，数据以i±s表示。组问两两比较用LSD—T

检验。P<0．01有统计学意义。

2 结果

2．1成骨细胞的鉴定结果

成骨细胞ALP染色呈阳性反应，胞浆呈灰黑

色，茜素红染色呈红色阳性钙化结节。鉴定证实为

成骨细胞。

2．2 rhTHl．34对成骨细胞增殖的影响

不同浓度的rhPTHI．34(0、10—1、10一o、10一、

10～、10。7mol／L)作用于成骨细胞24 h后，结果显

示：间歇小剂量给予rhPTHl．34可促进成骨细胞增

殖，浓度为10。9 mol／L时，显微镜下观察成骨细胞

数目明显增加，且OD值显著增高。对照组与实验

组，实验组组间比较，均有显著性统计学意义(P<

0．01)(见表1)。

表1 不同浓度rhPTHi一34对成骨细胞增殖的影响(n=8，面±5)

注：实验组与对照组比较P<0．01；实验组嘲比较P<0．01

2．3 rhTHI．34对成骨细胞BMP一7、BMP-9基因表

达的影响

不同浓度的rhPTHI．34(0、10“1、10“o、10一、

10～、10。moL／L)作用于成骨细胞24 h后，用RT．

PCR方法测定BMP-7、BMP-9基因的表达。结果显

示：间歇小剂量给予rhPTHl—34可促进成骨细胞

BMP．7、BMP-9基因表达的能力，浓度为10。9 mol／L

时，成骨细胞BMP．7、BMP．9基因表达明显升高，且

光密度比值显著增高。对照组与实验组，实验组组

间比较，均有显著性统计学意义(P<0．01)(见表
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3讨论

早在30年代．发现间歇_H=使用PTH可促进甘

形成．但其作Ⅲ机制仍不完伞明确，推断可能与PTH

对成骨细胞的调节有关。近年来随着研究的不断深

入．证实其104氨基酸肚具有完整的生物活性。且

随着骨质疏桧病困治疗和j甄防的研究进展，改造

，开的rh盯HI一34促进骨形成的作川蜓是得到r广泛

的戈注’。研究表明骨形成是成骨细胞和破哥细

胞在多种因子存在的馓环境中共嗣作用的结果，而

多种因子在促进骨形成的过程中发挥着举足轻重的

地位。

本宴验通过不同浓度的^PTHl04刺激成骨细

胞24 h后．结果表明，间歇小剂量给予rhPrHI一34．

可促进成骨细胞增碛及BMP·7、BMP-9基嘲表达的

能力．而浓度为10’moi／L时．其增殖能力明壮丁|

高，BMP-7、BMP-9基P,I丧选显著增强。通廿这一结

粜可以推测嗣耻小剂最rh町Hl·34可能是通过

BMP-7，RMP-9基田表达的增强来促进成骨细胞的

增殖及分化。

BMPs家族陶具有独特的异位骨污导括性而被

发现并被命名为骨形态发生蛋白。娃研究骨形成的

丰要细胞因于之一。从早期的睦胎发育到器官发育

等身体扯育的各个阶段都发挥r韦坚作川’。

BMP．7叉称作骨形成蛋白-1是骨形态发生蛋白家

旗中的一员．转移m长因子(TGF·B)翘家旗成员之

一。书要在对，肾组织中表达．特别在骨发行和骨折

愈台过程巾扁表达4 BMP-7珏有广泛的t物学

功能．其诱导骨彤成作川屉为突出柏·体内可通过膜

内成骨和软骨内化骨婀种方式诱导成骨．而戢骨内

化骨为其主要成骨方式‘。最近研究艟爪将霞组

人BMP一7(rhBMp-7)以Algipore和bio—05sbl∞k为

载体．植人动物的下颤骨缺损区。隹实验侧发现有

大量新骨形成，而在对照伽无新骨形成“，此试验

克分证明，BMP．7具有较强的诱导成骨作Ⅲ。lme

荨也发觋在骨骼发育和修补厦重掏过程中，BMP寡

旌诱导分化问充质细胞进人成韶细胞．提高MPCs

分化与戚骨细胞的成骨作用 而在此过程中BMP-7

扮演重要角色。二者结论均显示BMP-7在促进骨

形成中发挥重要作月{。本实验得H{结论间歇性小剂

量矗盯H1—34刺激成骨细胞可以促进成骨细胞增殖
及成骨细胞BMP-7基因的表达．由此可以推断

BMP．7基凼表达的增强町能促进r成骨细胞的增殖

及骨形成，那么BMp-7是如{uJ发挥作用呢’据文

献报道，TGF一13具有促进钉丝分裂，成骨细胞增殖厦

分化功能。此外PTHl．34也可上涮体外培养的人

成骨细胞的TGF—B龋凼转泉的水半。有实验显爪，

给予体外培养的大鼠成竹细胞间歇和持续性PTHl—

34刺激3个周期(4B h／周期)，发现间歇性PTHl-34

刺激可促进TGF—B基因转录，而持续性町Hl-34刺
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激可抑制TGF．B基因转录。这充分说明，TGF—B可

能参与了介导PTHl．34的促成骨作用。而BMP-7

作为TGF．B家族成员之一也具有相同功能，且可能

也是通过PTHl—34上调BMP一7基因转录而促进成

骨细胞增殖及分化。

BMP．9也是BMPs家族中发挥重要作用的一

员，其在成骨细胞分化中是最具潜能的诱导因子之

一。在近期研究中，Ifelm等旧一。发现应用重组的腺

病毒载体表达嵌合的BMP-9基因显示有明显的诱

导成骨效应。Dumont等归。最近也研究表明人骨髓

间充质干细胞体外复合BMP-9能有效地在啮齿类

诱导脊柱融合。以上实验充分说明BMP一9在成骨

作用方面发挥着重要作用，然而BMP-9介导的成骨

信号转导机制尚不明确，而且rhPTH(1-34)是如何

通过增强BMP．9的表达来促进骨形成的机制也需

要进一步的深入研究。但目前BMP一9仍可以做为

一种有效的骨形成物质。

综上所述，rhPTHl．34可以通过多种因子的协

同作用，促进成骨细胞的增殖及分化。而其作用机

理需要更过深入的研究。
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