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摘要： 目的　观察不同浓度的瑞舒伐他汀对体外培养的人成骨细胞增殖及 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２基因表达的影响，探讨瑞舒伐他汀影
响骨代谢可能的分子机制。 方法　（１）成骨细胞的培养与鉴定；（２）给予不同浓度（０、１０ －６、 １０ －７、１０ －８、１０ －９ ｍｏｌ／Ｌ）的瑞舒伐
他汀刺激体外培养的人成骨细胞，２４ ｈ后采用 ＣＣＫ-８比色法检测细胞的增殖能力，用荧光定量 ＰＣＲ法检测 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２的相
对表达水平。 结果　瑞舒伐他汀可明显促进细胞增殖（P＜０畅０５），并促进成骨细胞 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２ 基因的表达（P＜０畅０５），１０ －７

Ｍ增殖最明显、基因的表达量最高。 结论　瑞舒伐他汀可促进成骨细胞的增殖，可能与 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２基因表达增加有关。
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　　骨质疏松症目前已成为全球性的公共卫生问题
之一，大多数治疗骨质疏松的药物是通过抑制骨吸
收发挥作用，临床上用于促进骨形成的药物为数极
少。 研究表明他汀类药物可通过多种途径刺激体外
培养的成骨细胞增殖和分化、增加骨密度、减少骨折
发生的危险，但其机制仍在探索中。 瑞舒伐他汀是
第三代 ＨＭＧ-ＣｏＡ 还原酶抑制剂，目前广泛应用于
临床。 本研究通过观察不同浓度的瑞舒伐他汀对体
外培养的人成骨细胞增殖及 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２ 基因表达

的影响，探讨瑞舒伐他汀影响骨代谢可能的分子机
制。

1　材料与方法
1畅1　材料

成年男性髂骨松质骨（由山西医科大学第二临
床医学院骨科手术室提供）、瑞舒伐他汀钙片（阿斯
利康制药有限公司）、ＤＭＥＭ-Ｆ１２（１∶１）培养基、标准
胎牛血清、胰蛋白酶、Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ-８ （ＣＣＫ-８）试
剂盒、ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德）、碱性磷酸酶染液
（南京建成）、Ｔｒｉｒｏｌ ＲＮＡ 提取试剂盒（上海生工）、
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寡核苷酸引物、ｄＮＴＰ、ＰＣＲ ｍａｒｋｅｒ （宝生物工程）、
ＤＮＡ聚合酶、引物（上海生工）、 ＲＴ-ＰＣＲ 试剂盒（大
连宝生物）。
1畅2　实验方法
1畅2畅1　人成骨细胞的取材和培养：骨科手术中取中
年男性的髂骨松质骨，剔除软组织，生理盐水反复冲
洗骨质，冲洗液澄清后，用 ＰＢＳ液冲洗摇荡 ３ 遍，剪
成 １ ｍｍ３ 的碎片，采用酶消化法分离并纯化成骨细
胞。 将其接种于 ３０ ｍｌ的培养瓶中置于 ３７℃、５％的
ＣＯ２ 恒温培养箱中。 ２ｄ 后换液并清除未贴壁的细
胞，以后每 ３ ｄ换液 １次，倒置显微镜下观察。 待原
代细胞融合成单层后，用 ２畅５ ｇ／Ｌ 的胰酶消化、传
代。
1畅2畅2　成骨细胞的鉴定：（１）成骨细胞形态观察：
每日倒置显微镜下观察细胞生长。 （２）取生长良好
第 ３ 代细胞爬片，待细胞长满盖玻片后，用 ＰＢＳ 液
进行冲洗，９５％乙醇固定，行碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染
色；取第 ５代培养细胞进行骨钙素免疫组化染色鉴
定。
1畅2畅3　瑞舒伐他汀对成骨细胞增殖能力的测定
（ＣＣＫ-８比色法）：ＣＣＫ-８ 比色法测定成骨细胞增殖
率：取对数期生长良好的成骨细胞，以 ２ ×１０５ ／ｍｌ 密
度接种于 ９６ 孔细胞培养板中，每孔 １００ μｌ，放置于
３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中孵育，２４ ｈ细胞贴壁后，瑞舒
伐他汀浓度分别为 ０ ｍｏｌ／Ｌ（对照组）、１０ －６ ｍｏｌ／Ｌ、
１０ －７ ｍｏｌ／Ｌ、１０ －８ ｍｏｌ／Ｌ、１０ －９ ｍｏｌ／Ｌ 对细胞进行处
理，每组设 ６ 个复孔。 作用 ２４ ｈ 后，分别在所需检
测的培养孔内每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ-８ 溶液，在细胞
培养箱内继续孵育 １ ｈ，测定 ４５０ ｎｍ处各孔吸光度
值（ＯＤ值）。
1畅2畅4　瑞舒伐他汀对成骨细胞 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２ 基因
表达的检测：取 ５ 瓶生长达 ７０ ～８０％的成骨细胞，
不同剂量的瑞舒伐他汀（０、１０ －６、１０ －７、１０ －８、１０ －９

ｍｏｌ／Ｌ）分别作用于细胞，２４ ｈ 后弃去培养液，运用
Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取总 ＲＮＡ后，荧光定量 ＰＣＲ 法检测
基因的相对表达。

（１）ｃＤＮＡ第一链合成：参照试剂盒说明。
（２）ＰＣＲ 的步骤：ＰＣＲ 扩增 ＬＲＰ５ 及 Ｒｕｎｘ２，同

时扩增 ｈｕｍａｎ-ａｃｔｉｎ 内参。 引物序列见表 １。 反应
体系： 共 ２０ μｌ， ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ （ＲＯＸ）１０ μｌ，上下游引物各 ０畅５ μｌ，ｃＤＮＡ ２
μｌ，无 ＤＮＡｓｅ 和 ＲＮＡｓｅ 的水 ７ μｌ。 反应条件：９４℃
预变性 １０ ｍｉｎ，活化 Ｔａｇ酶；９４℃ １５ ｓ，６０℃ ６０ ｓ，４５
个循环结束。

表 1　基因引物序列
Table 1　Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因

Ｇｅｎｅ
上游引物

Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ
下游引物

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ
ｈｕｍａｎ-ａｃｔｉｎ ５′-ａｇａｇｃｔａｃｇａｇｃｔｇｃｃｔｇａｃ-３′ ５′-ａｇｃａｃｔｇｔｇｔｔｇｇｃｇｔａｃａｇ -３′
ＬＲＰ５ N５′-ｇｔｔｃｇｇｔｃｔｇａｃｇｃａｇｔａｃａ-３′ ５′-ｇｔｃｃａｔｃａｃｇａａｇｔｃｃａｇｇｔ-３′
Ｒｕｎｘ２ e５′-ｔｔａｃｔｔａｃａｃｃｃｃｇｃｃａｇｔｃ -３′ ５′-ｔａｔｇｇａｇｔｇｃｔｇｃｔｇｇｔｃｔｇ -３′

（３）ＰＣＲ产物鉴定与分析：内参基因和目的基
因熔解曲线尖峰在同一轴上，未见杂峰，说明引物与
模板特异性结合，所测 ＣＴ 值有意义。 采用 ２-ΔΔｃｔ

法［１］计算基因的相对表达，Ｃｔ 值是荧光达到荧光阈
值的循环数，ΔΔｃｔ ＝（目的基因 Ｃｔ 值-管家基因 Ｃｔ
值）待测样本-（目的基因 Ｃｔ 值-管家基因 Ｃｔ 值）校
正样本，校正样本是被选作代表 １ 倍基因表达量的
样本。 以上实验重复 ３次，每组设 ３孔重复。
1畅2畅5　统计学处理：实验所得数据用均数±标准差
表示，应用 ＳＰＳＳ１７畅０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畅０５ 为差异有统计学意义。

2　结果
2畅1　成骨细胞的鉴定
2畅1畅1　成骨细胞倒置显微镜观察：原代细胞培养 ３
ｄ后贴壁，梭形、多角形多见，１２ ～１５ ｄ 左右单层铺
满瓶壁。 传代细胞多为梭形或三角形，细胞核大，有
多种突起，胞浆内可见黑色颗粒。
2畅1畅2　第 ３代细胞碱性磷酸酶染色阳性率达 ５０ ～
９０％，酶活性部位呈黑色细颗粒分布于胞浆，细胞核
阴性。 第 ５代细胞骨钙素免疫组化染色细胞呈阳性
反应，胞浆可见棕黄色颗粒状物质。 以上特点均可
证实培养细胞为成骨细胞。
2畅2　瑞舒伐他汀对成骨细胞增殖的影响（ＣＣＫ-８比
色法）
不同剂量的瑞舒伐他汀（０、１０ －６、１０ －７、１０ －８、

１０ －９ｍｏｌ／ｌ）作用于成骨细胞 ２４ ｈ后，显微镜下观察
成骨细胞数量明显增加，各组 ＯＤ值增加，１０ －７Ｍ增
殖最明显。 对照组与实验组、实验各组间比较差异
均有统计学意义。 （见表 ２）
2畅3　瑞舒伐他汀对成骨细胞中 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２ 基因
表达的影响

结果显示：不同浓度的瑞舒伐他汀作用于成骨
细胞 ２４ ｈ 后，ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２ 基因表达相对增加，以
１０ －７ Ｍ表达最高。 对照组与实组、实验组各组间比
较均有统计学意义（P＜０畅０５）。
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表 2　不同剂量的瑞舒伐他汀对成骨细胞增殖的影响
Table 2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

剂量 Ｄｏｓｅ（ｍｏｌ／Ｌ） ＯＤ 值 Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ
０ 寣０ ??畅１８１５ ±０ 亖畅００５

１０ －９ ０ ??畅２１０８ ±０ 亖畅００４

１０ －８ ０ ??畅２４０５ ±０ 亖畅００７
１０ －７ ０ ??畅２８１３ ±０ 亖畅００９
１０ －６ ０ 11畅２６０３ ±０ 帋畅００５

　　注：０ 为对照组，余为实验组

Ｎｏｔｅ： ０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ
表 3　不同剂量的瑞舒伐他汀对成骨细胞 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２

基因表达的影响

Table 3　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＲＰ５ ａｎｄ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ．
剂量 Ｄｏｓｅ（ｍｏｌ／ｌ） ＬＲＰ５ YＲｕｎｘ２  

０ 寣１  １ 适
１０ －９ １ 55畅２７５４ ±０ w畅０７ １ 排排畅２９７３ ±０  畅０５９７
１０ －８ １ 55畅４５２８ ±０ w畅０５２８ １ 排排畅９９９１ ±０  畅０９６７
１０ －７ ２ 55畅４２４９ ±０ w畅０６０７ ２ 排排畅７６６２ ±０  畅１１１
１０ －６ １ 55畅６８６３ ±０ w畅０８３３ １ 眄眄畅７１１ ±０  畅２５５９

　　注：０ 为对照组，余为实验组

Ｎｏｔｅ： ０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ

3　讨论
骨折是骨质疏松症最严重的终末事件，严重危

害人类健康。 我国已进入老龄化社会，骨质疏松症
的发病率也逐年增加，防治骨质疏松无疑是值得重
视的问题。 正常成人骨代谢的主要形式是骨重建。
骨重建主要由成骨细胞与破骨细胞共同完成，体内
骨转化的稳态一旦被打破，就会形成骨质疏松。 目
前临床上治疗骨质疏松症的药物多以骨吸收抑制剂

（以 ＯＣ为靶点）为主。 实践表明，骨吸收抑制剂在
一定程度上只能减少骨量丢失，不能有效的促进骨
形成、真正改善骨质量，更不能解除骨疼痛及骨折这
两个最影响患者生活质量的危害因素。 所以，促进
骨形成药物的应用尤为重要。 他汀类药物被称为最
具潜力的促进骨形成的药物［２，３］ ，Ｍｕｎｄｙ［４］等首次发

现他汀类药物可激活成骨细胞，促进骨形成。
Ｍｅｉｅｒ［５］ 、Ｗａｎｇ［６］等多项回顾性分析和调查结果表

明，他汀类药物可增加骨密度、降低骨折发生的危险
性。 另有研究发现，他汀类药物可提高体外培养的
新生小鼠颅盖骨成骨细胞的数量与新骨生成骨，同
时其成骨作用临床试验已证实。 也有研究者［７，８］证

实了他汀类药物同时有抑制骨吸收的作用。 但由于

实验的设计和不同他汀类药物特性的不同，少数学
者未得出上述相同的结论。
本实验从分子水平上对瑞舒伐他汀促骨形成作

用进行了研究。 通过给予不同剂量的瑞舒伐他汀刺
激体外培养的人成骨细胞 ２４ｈ，结果显示瑞舒伐他
汀可明显促进成骨细胞增殖、促进成骨细胞 ＬＲＰ５、
Ｒｕｎｘ２基因的表达，１０ －７Ｍ增殖最明显，基因的相对
表达水平最高。 根据这一结果推测瑞舒伐他汀可促
进成骨细胞的增殖，这一机制可能与 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２
基因表达增加有关。
低密度脂蛋白受体相关蛋白 ５（ＬＲＰ５）是一种

细胞膜表面蛋白，是低密度脂蛋白受体（ＬＤＬ）家族
成员之一。 近年来，ＬＲＰ５成为影响骨代谢和骨量累
积的重要基因。 Ｇｏｎｇ［９］等确定 ＬＲＰ５ 是骨质疏松症
－假神经胶质瘤综合征（ＯＰＰＧ）的致病基因并证实
ＬＲＰ５在成骨细胞表达。 Ｋａｔｏ［１０］等发现 ＬＲＰ５ 突变
小鼠的骨密度显著低于同龄野生型对照组，其骨形
成率相对对照组约下降 ２５％，单位面积成骨细胞数
量明显降低并伴有功能缺陷，而破骨细胞相关参数
无明显差异。 ＬＲＰ５ 基因与 ＬＲＰ５ 相关的信号途径
对成骨细胞分化、增殖和功能进行调控［１０］ 。 ＬＲＰ５
的作用机制与 Ｗｎｔ 信号转导通路有关，Ｗｎｔ 与
ＬＲＰ５、Ｆｚ 蛋白形成复合物，激活下游信号后引起 β
－粘连素稳定性增加，促使它转运至核内与 Ｌｅｆ１／
Ｔｃｆ［１１，１０］转录因子结合从而影响基因表达，调节细胞
各种活动。 临床研究表明，出生后如果仅 ＬＲＰ５ 单
独缺乏，就可导致骨质疏松；ＬＲＰ５ 失活性突变的病
人可引起骨密度降低，且骨密度降低的程度轻重不
一［１２］ 。 因此，进行 ＬＲＰ５ 信号转导药物的调节可积
极影响峰值骨密度，防治骨质疏松。

Ｒｕｎｘ２是间充质干细胞向成骨细胞分化的特异
性转录因子［１３］ ，对于一些已经分化的细胞也能促进
其向成骨表型分化［１４］ ， Ｒｕｎｘ２能调节多种成骨细胞
增殖分化特异性标志物的表达［１５］ ，在骨代谢调控和
骨形成方面起重要作用。 体内外众多实验表明，
Ｒｕｎｘ２ 是成骨细胞分化和骨发育的关键基因，它通
过多种信号转导通路和多种调节蛋白影响成骨细胞

的分化增殖。 其中 Ｗｎｔ／ＬＲＰ５／β-Ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
通过激活 Ｒｕｎｘ２ 的表达进而调节成骨细胞发育和
骨质形成［１６］ 。 Ｒｕｎｘ２ 对成骨细胞定向分化的调控
已广为认识，但 Ｒｕｎｘ２ 基因表达的调控及其诱导成
骨细胞的分子机制有待进一步探索，这将有利于人
们用药物主动调节其表达以刺激骨的形成来治疗骨

代谢疾病如骨质疏松症。
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综上所述，成骨细胞的增殖受多种信号途径和
相关因子的作用与影响，药物对其作用的分子机理
还需要更深入的研究。 本实验初步证实了瑞舒伐他
汀可以促进骨形成，其机制可能与 ＬＲＰ５、Ｒｕｎｘ２ 基
因的表达增加有关。 但基础研究只能为临床应用提
供一定的理论依据，他汀类药物应用于骨疾病的一
大缺陷是药物的代谢动力学，研究表明其在动物体
内增加骨密度的剂量远大于人体正常的口服调脂剂

量。 瑞舒伐他汀的血浆蛋白结合率高达 ９０％，主要
经肝脏代谢，如果通过加大剂量提高其对骨组织的
作用，会给肝脏、肌肉组织及其它组织器官带来严重
的不良反应。 所以，改进药物的化学结构性质，早日
研制出对骨骼亲和力高、具有显著作用的他汀类药
物及高利用率的给药途径是其能够应用于治疗骨质

疏松、促进骨折愈合的关键。
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