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摘要：目的探讨持续性给与甲状旁腺素(PTH)对成骨细胞分化过程的抑制作用。方法 培养

Mc3T3一E1成骨前体细胞，持续性给与PTH处理，碱性磷酸酶(ALP)染色方法，检测细胞内ALP的分

泌；免疫荧光方法检测细胞内0sterix(0sx)蛋白的表达；real·time RT—PcT法和westernblot方法检测

细胞内成骨因子基因和蛋白的表达。结果 Mc3T3一E1成骨前体细胞具有自发向成骨细胞方向分化

的特征，与对照组相比，经PTH持续性处理的细胞ALP染色强度明显降低，0sx免疫荧光强度较弱，

细胞内成骨因子基因和蛋白的表达亦显著低于对照组。结论 持续性给与PTH具有抑制成骨细胞

分化的作用。

关键词：持续性；甲状旁腺素；成骨细胞；分化
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Abstract： objective To investigate the efkct of continuous treatment with parathyroid hormone(PTH)to

inhibit the osteoblast differentiation．MethOds MC3T3一E1 cells were cultured in the presence of continuous

PTH treatment．Alkaline phosphatase(ALP) staining was perfo瑚ed to detect the ALP protein．0sterix

(Osx) expression was detected with immunofluorescence． Real—time PCR and westem blotting were

peIformed to examine the gene and protein expressions of osteoblastic factors．Results MC3T3一E1 cells had

the characteristic of the spontaneous osteoblast differentiation．Comparing with control group，ALP staining

density decreased dramatically in the continuous PTH treatment group． Osx protein expression also

decreased．The gene and protein expressions of osteoblastic factors in the treatment group were also lower than

those in the contr01 group．Conclusion Continuous PTH treatment inhibits osteoblast diffbrentiation．
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骨质疏松症是常见的全球性疾病，随着我国人

口的老龄化，该病的发生率逐年增加⋯。目前治疗

骨质疏松症的药物较多，甲状旁腺素(PTH)是近几

年来开始应用的药物，该药物商品名为Teriparatide，

目前已通过FDA认证，临床用于严重骨质疏松症的

治疗悼’3|。有研究表明，间歇给予PTH可以显著提

高骨密度和骨强度；但是，持续性给与PTH却可以

导致骨质丢失和骨强度的下降H-。本研究拟通过
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成骨细胞系的培养，在细胞水平阐明，持续性给与

PTH对成骨细胞的作用如何，以为临床应用PTH治

疗骨质疏松症，提供一定的帮助。

1材料和方法

1．1材料

MC3T3-E1细胞系(这种细胞为小鼠成骨前体

细胞，可分化为成熟成骨细胞，目前广泛应用于有关

成骨细胞的实验当中)；1～34重组人甲状旁腺素

(Sigma公司)；0L—MEM培养基(Gibco公司)；碱性磷

酸酶(ALP)染色one-step试剂(Pierce公司)；

RNeasy试剂盒(Qiagen公司)；逆转录试剂盒
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(【nviIrogen公司)；sYBR Green(Applied Bi08ys【ems

公司)；Bsp兔抗鼠单克隆抗体(sanla cⅢz

biotechn。logy公司)；Run)【2兔抗鼠单克隆抗体

(abcam公司)；Osteocalcin(Oc)兔抗鼠单克隆抗

体(sama cru山ioIechnology公司)；osx兔抗鼠单克
隆抗体(abcam公司)；coll al兔抗鼠单克隆抗体

(abcam公司)；p-aclin兔抗鼠单克隆抗体(s培ma公

司)；羊抗兔单克隆抗体(二抗)(”nta c丌-z

biotechnology公司)。

1．2细胞培养和分组

将Mc3T3-El细胞培养于a-MEM培养液中，其

内加人10％胎牛血清、】％青霉素／庆大霉素溶液、

5mM L—Glu岫mine，置于37屯、5％c0，，饱和湿度孵

育箱中培养，至细胞60％～70％融合时．开始以

PTH进行处理。

将细胞分为2组：盐水对照组：O．9％生理盐水

处理细胞，给药方式同PTH；PTH组：加入IO“M

PTH持续处理细胞，每24h细胞换液一次。

1．3检测指标

1．3．1 碱性磷酸酶染色 彻底吸除细胞培养液，

PBs清洗3次，于室温下以lO％中性福尔马林固定

细胞20min；吸除福尔马林，PBs清洗2次．加入ALP

one-step染色剂，于37aC条件下孵育45mi“；吸除染

色剂，PBs清洗2次，室温下自然干燥过夜。

1．3．2 RNA提取和Rea】．time RT-PcR用RNeasy试

剂盒提取细胞总RNA．按逆转录试剂盒说明书逆转录

合成cDNA，然后稀释3倍，取1“l稀释后的cDNA

进行Real．time PcR反应。特异性小鼠引物序列如

下：ALP：Sense：TGACCTI℃TcTcCTcCAl℃C．Antjsense：

CTrcC他cGAGTcTcATcCT：Run】【2：Sense：GGAATGA

TGAG从CTA。血fi8ens8：ACCGl℃CACTGTcACllT；OC：
Senso：TGC玳TcACGAGCTATCAG。AnliserIso：GAGGAC
AGGGAGGATCAAGT：Osx：Sense：TGGCCATGCTGAI：1BC

AGcC．Antisens8：TGGGTAGGcGTcCCCCA他G；Bsp：Sen-
s8：CAG从G1BGATGAAAACGAG，Antisense：CeGrCGCG
AGGTGGTCCCAT：Collal：Sens8：GC硝11GGCCAAG从GAC

A托C，Antisens8：CCTcGGcTrr(：CACGl℃1℃；B—acti“：

SenB8：AGA肌、TGCA眦AGCAAGCAG；AnⅡsense：GCGCA

AGlTrAGGⅡ11BrcA．反应条件为：95℃预变性15min

后，95℃变性20s，58℃退火30s，72qC延伸30s，共

45个循环，于720C延伸阶段检测荧光产物，生成扩

增曲线。在同一次反应中。各组均设3个平行重复。

以B—actin为内参基因，通过RotorGene分析软件进

行定量分析。

1．3．3免疫荧光检测彻底吸除细胞培养液，PBs

清洗2次。室温下4％福尔马林固定15min．O．1％

T^tonx-100通透细胞膜．0．05％Tween 20清洗细胞

3次，2．5％BsA封闭60min，加入兔抗鼠单克隆抗体

(1：100)，于4qc孵育过夜，0．05％Tween 20清洗细

胞3次，加入羊抗兔抗体室温下孵育60min，用

vecIamoun【液固定，荧光显微镜观察照相。
I．3．4 westem blot 以Golden lv“s buffer液提取

细胞总蛋白，BcA法测定蛋白浓度．每泳道上样

40肛g，经lO％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白．转至

PVDF膜。再加入一抗(1：1000)4℃孵育过夜，洗膜

后．加入二抗(1：3000)室温下孵育l h。以B-actin

为内参基因．s“pers唔nal we sl Pico试剂孵育10min，

曝光30s．照相并分析。

1．4统计学处理

ReaI·lime RT．PcR结果全部数据以均数±标准

差(i±s)表示，用sPssl2．0统计软件进行统计学分

析．各组间比较采用￡检验；当P<0．05时认为有

统计学意义。

2结果

2．1持续性PTH处理对Mc3T3-E1细胞碱性磷酸

酶(ALP)染色强度的影响

自持续性PTH处理后2日起，隔日一次进行

ALP染色。两组细胞ALP染色强度均随时间逐渐

增强，表明Mc3”一El细胞具有自发向成骨细胞分

化的特点。但是，我们可以看到，PTH组细胞的

ALP染色强度增长缓慢；而且更重要的是，持续性

町H处理分别于第2、4和6日，明显降低了细胞内

ALP染色的强度，表明细胞内碱性磷酸酶的合成作

用明显受到抑制作用(图1)。

讯 巩1l】 m·【

囵囵
围l持续性PTH对细胞ALP染色强度的影响

2．2持续性PTH处理对Mc3T3一E1细胞内各成骨

因子基因表达的影响

与ALP染色结果一致．Real-time RT—PcR结果
万方数据
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显示，对照组细胞内各成骨因子基因表达随时间逐

渐增强．表明Mc3T3．E1细胞具有自发向成骨细胞

分化的特点。经持续性PTH处理后，细胞内的各个

衄粼
m黜
菱k址

2．3持续性PTH处理对MC3T3．E1细胞内成骨因

子蛋白表达的影响

免疫荧光检测显示PTH组Osx蛋白表达明显

弱于对照组；westernblot检测结果表明门H组Oc、

Bsp、Runx2和collal的蛋白表达明显低于对照组

(图3、图4)。

3讨论

甲状旁腺素近年来开始应用于临床治疗骨质疏

松症的患者，而人类甲状旁腺素(hPTH)是含有84

个氨基酸的多肽蛋白，具有维持细胞外液内环境，调

节血钙、血磷等的重要作用”‘71。目前通过FDA认

证，用于治疗具有高危骨折因素的骨质疏松症病人

的药物，为其人工合成体PTH(1～34)。PrH(1～

34)含有34个PTH N端氨基酸序列相似分子片段，

这一部分能够与跗H受体结合而发挥相同的生物

学作用，本研究即以PTH(1～34)为研究药物，探索

其对成骨细胞的作用。

目前有关PTH对于成骨细胞分化的作用，还存

成骨因子基因表达被抑制。分别于2、4和6日，两

组细胞基因表达差异明显，经统计学分析，有显著性

差异(P<O．05)(图2)。
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图3持续性PTH对细胞内Osx蛋白表达的影响

在着一定的争议。有研究表明，间歇给与PTH能够

显著提高骨密度和骨强度，并能够明显促进成骨细

一椎翟最皇g山墨『)艘琳智霉

一娟匠求目；吐芎艘琳智霉
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■[二I二]
圈4持续性PTH对细胞内成骨困子蛋向表达的影响

胞的分化”。但是在体实验表明，持续性的”H治

疗却可以导致骨的分解代谢，造成骨量丢失，骨密度

和骨强度的下降。wang等就持续性PTH和短暂性

PTH对成骨细胞的作用进行了比较，发现二者的作

用存在着一定的区别”。HorwiIz等证实，人体长期

注射门H后，机体重新启动了骨吸收的过程，并出

现成骨细胞成熟停滞的现象1”’。而Yang等则发

现，持续性的PTH处理，能够促进大鼠骨髓间充质

干细胞向成骨细胞方向的分化”。

我们的研究表明，持续性PTH处理后的成骨细

胞内碱性磷酸酶的合成明显降低，而后者是细胞成

骨作用的重要标志性蛋白。其他诸如Oc、Bsp和

collal等因子则是成骨细胞进一步成熟和矿化作用

的重要因子”2，在持续性PTH作用下，这些因子的

表达都在一定程度上受到抑制；而且，细胞成骨作用

在转录水平的两个重要调控基因”。”，Runx2和

0sx的mRNA和蛋白的表达，也由于持续性PTH的

作用而降低。以上结果都表明，持续性PTH处理抑

制了成骨细胞的分化作用。

综上所述，成骨细胞经持续性给与PTH后，其

成骨因子无论在mRNA或是蛋白水平的表达，都出

现了明显的降低，其成骨分化作用明显受到抑制。

本研究在细胞水平阐明持续性”H的作用效果，但

此种效果的具体细胞分子学作用机制，还有待于进

一步的研究。
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