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摘要： 目的　联合甲状旁腺激素（ｒｈＰＴＨ１-３４）和普萘洛尔（ＰＲＯ）处理体外培养的人松质骨源性成骨细胞（ＨＯＢ），观察其对人
成骨细胞增殖及骨保护素（ＯＰＧ）和核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）基因表达的影响，探讨其对骨代谢影响的可能机
制。 方法　（１）以成人髂骨和股骨颈部松质骨为原料，分离培养原代人成骨细胞并对其鉴定。 （２）以人成骨细胞为体外实验
模型，固定浓度 ｒｈＰＴＨ１-３４（５０ ｎｇ／ｍｌ）和不同浓度 ＰＲＯ（０畅１ μＭ、１ μＭ、１０ μＭ）分别及联合刺激体外培养的人成骨细胞 ７２ ｈ后，
采用 ＣＣＫ-８ 法检测细胞增殖能力，用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测成骨细胞 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ基因的表达。 结果　ｒｈＰＴＨ１-３４和

ＰＲＯ单独给药均可促进成骨细胞增殖（P ＜０畅０５），在 ＰＲＯ １０ ｕＭ 时成骨细胞 ＯＰＧ 基因的表达量增加（P ＜０畅０５），且大于
ＲＡＮＫＬ基因的表达量；相反，联合 ｒｈＰＴＨ１-３４和 ＰＲＯ给药抑制成骨细胞增殖（P ＜０畅０５），并抑制成骨细胞 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ基
因的表达（P＜０畅０５），且随着 ＰＲＯ浓度的增加，ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ基因表达均呈下降趋势。 结论　ｒｈＰＴＨ１-３４和 ＰＲＯ单独给药均
可促进成骨细胞增殖，而两者联合给药后却抑制了成骨细胞的增殖，可能是通过调控 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ基因的表达来实现的。
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Abstract： Objective　Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ （ ｒｈＰＴＨ１-３４ ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ （ＰＲＯ） ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ （ＨＯＢ） ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ， ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｂｏｎｅ
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ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ， ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．Ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ５０ ｎｇ／ｍｌ ｏｆ ｒｈＰＴＨ１-３４
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ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｒｈＰＴＨ１-３４ ｏｒ ＰＲＯ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ （P ＜０畅０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ｍＲＮＡ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ １０ ｕＭ ＰＲＯ （P ＜０畅０５）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ．Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｒｙ， ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｒｈＰＴＨ１-３４ ａｎｄ ＰＲＯ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （P＜０畅０５） ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ （P＜０畅０５）．Ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＰＲＯ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｈ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ ｄｅｃｒｅａｓｅ ．Conclusion　Ｔｈｅ
ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｒｈＰＴＨ １-３４ ｏｒ ＰＲＯ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ａｃｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ ．
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　　骨质疏松症（Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种骨量减少
和骨组织微结构异常为特征，导致骨骼脆性增加和

易发骨折的代谢性骨病。 目前，骨质疏松症已被认
为是影响人类死亡、机体功能和增加社会成本的最
重要的慢性疾病之一。 近年来，防治骨质疏松症药
物治疗最重要的进展，就是骨形成促进剂的出现，其
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（ｒｈＰＴＨ１-３４）。 在绝经后女性中，间歇小剂量注射
ＰＴＨ１-３４能够增加脊柱、髋部和全身骨密度，降低椎体
和非椎体骨折风险［１］ 。 骨转换标志物和骨组织形
态计量学研究已表明，ＰＴＨ 能够增加骨重建，也能
诱导新生骨的塑建［２］ 。 可见，如果能够使用抗骨吸
收药物，阻断 ＰＴＨ介导的骨吸收作用，那么 ＰＴＨ 介
导的骨形成作用将会进一步提高。 因此，有学者研
究发现，相对于单独雌激素替代（ＨＲＴ）的绝经后女
性，联合 ＨＲＴ 和间歇小剂量 ＰＴＨ 治疗能够明显增
加全身骨矿含量，降低椎体骨折发生率［３］ 。 此外，
有研究者试图联合双膦酸盐与 ＰＴＨ 治疗严重骨质
疏松症患者，以期取得最大的治疗效果，但结果并不
支持此种疗法，可能的原因是双膦酸盐对骨吸收的
抑制作用，遏制了 ＰＴＨ的促成骨作用［４，５］ 。
最近研究表明，神经内分泌系统在骨重建中发

挥重要的作用［６，７］ 。 其中，β肾上腺素能信号在骨代
谢中起关键作用。 既往研究已表明，骨膜和骨上均
有交感神经纤维分布，聚合酶链反应（ＲＴ-ＰＣＲ）结
果也证明人成骨细胞表面表达β２ 肾上腺素能受体
（β２ＡＲ）。 交感神经系统通过激活成骨细胞上的
β２ＡＲ，抑制成骨细胞增殖和骨形成，同时通过增加
ＲＡＮＫＬ的表达而刺激骨吸收。 因此，β受体阻滞剂
凭借其抑制骨吸收而又不抑制骨形成的特殊作用，
可能会对骨质疏松症和骨折愈合具有潜在的独特治

疗作用。 非选择性的 β受体阻断剂普萘洛尔
（Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ，ＰＲＯ）已在一些动物实验和临床试验中
被证明能够降低骨折发生率［８，９］ 。
因此，我们试图通过本实验，观察普萘洛尔能否通

过抑制骨吸收而与 ＰＴＨ介导的骨形成起协同作用，以
期为骨质疏松症的临床治疗提供一种新的策略。

1　材料与方法
1畅1　主要实验用品及化学试剂

　　ＰＴＨ１-３４ （购自上海吉尔生化有限公司），普萘洛
尔、抗坏血酸（购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２
（购自 ＨｙＣｌｏｎｅ），胎牛血清、胰蛋白酶、青霉素链霉
素、ＰＢＳ、ＣＣＫ-８（购自武汉博士德公司），碱性磷酸
酶染液、碱性磷酸酶活性试剂盒（购自南京建成生
物工程研究所），茜素红染液（购自赛业生物科技公
司），寡核苷酸引物、Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取试剂、ｄＮＴＰ、
ＤＮＡ聚合酶、逆转录酶、β-ａｃｔｉｎ引物（购自上海生工
生物工程公司 ）， ＳＹＢＲ 瞮Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （ ＴＩｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）（购自大连宝生物工程有限公司）。
1畅2　实验方法
1畅2畅1　人成骨细胞（ＨＯＢ）培养：参照 Ｇａｌｌａｇｈｅｒ ＪＡ
方法［１０］ 。 外科手术取成人松质骨（２０ ～５０ 岁无代
谢性骨病的骨折患者的髂骨或股骨颈）２ ｇ，去除外
膜结缔组织，剪成 ２ ｍｍ３ 大小骨粒，放入锥形瓶中，
加入 １０ ｍｌＰＢＳ震荡冲洗至少 ３ 次，直至骨粒发白，
然后将骨粒移至 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中，骨粒间距离保持
１ ｃｍ 接种，加入 １ ｍｌ 含 １５％胎牛血清（ ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，将培养瓶倒置培养在 ３７℃，５％
ＣＯ２ 条件下 ４ 小时，缓慢翻正培养瓶，再加入 ２ ｍｌ
含 １５％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养基，继续在 ３７℃，
５％ＣＯ２ 条件下培养，１ 周后更换培养基，注意不要
移动骨片，此后每周换液 ２ 次，约 ２０ ～３０ ｄ 即可得
到骨粒贴壁法所获得的成骨细胞。
1畅2畅2　人成骨细胞鉴定：将原代 ＨＯＢ 细胞用
０畅２５％胰酶消化，以 ３ ×１０５ ／ｍｌ 密度接种于含盖玻
片的 ６ 孔板中，每隔 ３ 天 ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养基（含
１５％ＦＢＳ、ＶｉｔＣ５０ μｇ／ｍｌ、１０ｎＭ β-甘油磷酸钠）换液。
约在 ２０ ～３０ ｄ 时，用通过相差显微镜形态学观察、
茜素红钙结节染色法和碱性磷酸酶染色法对成骨细

胞进行鉴定（具体方法参照说明书）。
1畅2畅3　实验方案：按照下列方案培养 ３ 个周期，每
个周期 ２４ ｈ，分别在 ６ ｈ末和 ２４ ｈ末换液，收集第 ３
周期 ２４末的细胞。 具体方案见表 １。

表 1　实验方案
Table 1　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｓｃｈｅｍｅ

组别 前 ６ ｈ 后 １８ ｈ
对照组 ＤＭＥＭ／Ｆ１２  ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 牋
ＰＴＨ 组 ＰＴＨ１ －３４ ５０ｎｇ／ｍｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ ^ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 牋
ＰＲＯ组 ＰＲＯ ０  ．１μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ ＰＲＯ ０ い．１μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２

ＰＲＯ １μｍｏｌ／Ｌ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ %ＰＲＯ １μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 哪
ＰＲＯ １０μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 9ＰＲＯ １０μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 刎

ＰＴＨ ＋ＰＲＯ 组 ＰＴＨ１ －３４ ５０ｎｇ／ｍｌ ＋ＰＲＯ ０ b．１μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ ＰＲＯ ０ い．１μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２
ＰＴＨ１ －３４ ５０ｎｇ／ｍｌ ＋ＰＲＯ １μｍｏｌ／Ｌ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 倐ＰＲＯ １μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 哪
ＰＴＨ１ －３４ ５０ｎｇ／ｍｌ ＋ＰＲＯ １０μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 枛ＰＲＯ １０μｍｏｌ／Ｌ ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２
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1畅2畅4　不同实验组对人成骨细胞增殖影响的测定
（ＣＣＫ-８法）：取第 ４ 代成骨细胞制备细胞悬液，按
照每孔 ５０００个细胞接种于 ９６ 孔板，待细胞贴壁（细
胞接种后 ２ ～４ ｈ）后，按照表 １ 实验方案给药，然后
放入培养箱中培养。 ３ 个周期末时，每孔加入 ＣＣＫ-
８ １０μｌ，轻轻摇匀，继续孵育 ２ 个小时，在 ４５０ ｎｍ 波
长处检测各孔吸光度值（ＯＤ 值）。 以上实验每组 ５
孔重复。
1畅2畅5　不同实验组对人成骨细胞 ＯＰＧ 及 ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ表达的影响：按照表 １ 实验方案给药 ３ 个周
期后，弃去培养基应用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ。
逆转录反应条件参照试剂盒说明。 ＰＣＲ 反应体系
为： ｃＤＮＡ５畅０ μｌ， ＳＹＢＲ 瞮Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （ ＴＩｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）２５ μｌ，上下游引物各 ０畅５ μｌ，用 ＤＥＰＣ-
Ｈ２Ｏ补足至 ５０ μｌ 体积。 ＰＣＲ 反应条件：９５℃预变
形 ３０ ｓ，９５℃变形５ ｓ，５５℃退火３０ ｓ，７２℃延伸６０ ｓ，
４０个循环。 以 β-ａｃｔｉｎ 为管家基因，对照孔为校正
值，采用 ２ －△△ＣＴ法计算基因表达的相对变化。 以上
实验重复 ３次，每组设 ３ 孔重复。 引物序列见表 ２。

表 2　ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ的引物序列
Table 2　Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ

扩增基因 引物序列 扩增长度

ＯＰＧ ５′-ＧＧＣＡＡＣＡＣＡＧＣＴＣＡＣＡＡＧＡＡ-３′ １１７ｂｏ
５′-ＴＧＡＣＣＴＣＴＧＴＧＡＡＡＡＣＡＧＣＧ-３′

ＲＡＮＫＬ ５′-ＡＧＡＧＣＧＣＡＧＡＴＧＧＡＴＣＣＴＡＡ-３′ １８０ｂｐ
５′-ＡＡＧＧＡＧＣＴＧＴＧＣＡＡＡＡＧＧＡＡ-３′

β-ａｃｔｉｎ ５′-ＡＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣ-３′ １８４ｂｐ
５′-ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ-３′

1畅3　统计学处理
所有数据均以数据软件包 ＳＰＳＳ１３畅０ 处理，计量

资料以均数±标准差（珋x±s）表示，组间比较分别采用
ｔ检验或单因素方差分析，采用析因分析的方法进行
两因素交互作用分析，P ＜０畅０５表示差异有统计学意
义。 各种统计图采用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１０畅０软件设计。

2　结果
2畅1　人成骨细胞的形态及鉴定

组织块法分离纯化的人成骨细胞贴壁前呈球

形，贴壁后呈不规则形、锥形或梭形，细胞表面有多
个短突起，胞核为单个核，呈圆形或椭圆形，还可见
透明折光结节为钙矿化结节（见图 １）。 骨钙素免疫
组化染色后，多数细胞胞浆可见弥散的棕色，并可见
红棕色颗粒（见图 ２）。 茜素红染色后呈大小形态不
一的橘红红色结节（见图 ３）。 上述特征均符合典型

人成骨细胞特征。

图 1　成骨细胞镜下形态
Fig．1　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＯＢ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　

图 2　骨钙素免疫组化染色
Fig．2　Ｉｍｍｕｍｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ

　

图 3　茜素红染色
Fig．3　Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ

　

2畅2　不同实验组对人成骨细胞的增殖能力的影响
（ＣＣＫ-８法）
由图 ４可见，ＰＴＨ组与对照组相比，其 ＯＤ值显

著高于对照组，差异具有统计学意义。 采用 ＬＳＤ 法
进行两两比较，ＰＲＯ 各浓度组 ＯＤ 值之间差异无统
计学意义，但均高于对照组，差异有统计学意义。 由
表 ３可见，ＰＴＨ组以及 ＰＴＨ与 ＰＲＯ的 ＯＤ值的交互
作用差别有统计学意义。 由图 ５ 可见，当无 ＰＴＨ
时，随着 ＰＲＯ浓度增加，ＯＤ 值呈上升趋势；而当同
时加入 ＰＴＨ 时，随 ＰＲＯ 浓度增加，ＯＤ 值反而呈下
降趋势，表明两因素具有拮抗作用。
2畅3　不同实验组对人成骨细胞 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 基
因表达的影响
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图 4　不同实验组对人成骨细胞的增殖能力（ＯＤ值）的影响
Fig．4　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （ＯＤ ｖａｌｕｅ）

ｏｆ ＨＯＢ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ．
注：Ｃｏｎ 为对照组，ＰＲＯ 为普萘洛尔组，ＰＴＨ ＋ＰＲＯ为联合用药组，＆ 代表 ＰＴＨ 组与对照组比较，ＯＤ 值显
著升高（P ＜０畅０５）；倡代表 ＰＲＯ 不同浓度组与对照组相比较，ＯＤ 值显著升高（P ＜０畅０５）；△

代表联合用

药组与 ＰＴＨ 组比，ＯＤ 值降低（P ＜０畅０５）。
　

图 5　７２ｈＣＣＫ８增殖结果（ＯＤ值）
两因素析因分析边际均数图

Fig．5　Ｔｈｅ ｍａｒｇｉｎａｌ ｍｅａｎ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｗｏ-ｆａｃｔｏｒ ｆａｃｔｏｒｉａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （ＯＤ ｖａｌｕｅ） ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ８ ａｔ ７２ ｈ

　

表 3　ＣＣＫ８增殖结果（ＯＤ值）两因素析因分析
Table 3　Ｔｈｅ ｔｗｏ-ｆａｃｔｏｒ ｆａｃｔｏｒｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ８ （ＯＤ ｖａｌｕｅ）
变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P 值
ＰＴＨ ０   畅２６ １ 　０ ��畅２６ ６３   畅７６ ＜０ 贩贩畅００１
ＰＲＯ ０   畅０８ ３ 　０ ��畅０３ ６   畅５２ ＜０ 贩贩畅００１

ＰＴＨ倡ＰＲＯ ０   畅２７ ３ 　０ ��畅０９ ２１   畅８４ ＜０ 贩贩畅００１
Ｅｒｒｏｒ ０   畅１３ ３２ 　０ ��畅００

由图 ６ 可见，对照组 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 的

表达量校正为 １，采用 ＬＳＤ法进行两两比较，ＰＲＯ组
与对照组相比，当 ＰＲＯ浓度为 ０畅１ μＭ和 １ μＭ时，
ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ表达量与对照组无统计学差
异，当 ＰＲＯ浓度为 １０ μＭ时，ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ表达量
与对照组无统计学差异，ＯＰＧ ｍＲＮＡ表达量较对照
组显著增高，有统计学差异。 由表４可见，ＰＴＨ组以
及 ＰＴＨ与 ＰＲＯ的 ＯＰＧ ｍＲＮＡ表达量的交互作用差
别有统计学意义。 由图 ７ 可见，当无 ＰＴＨ 时，随着
ＰＲＯ浓度增加，ＯＰＧ ｍＲＮＡ 表达量呈上升趋势；而
当同时加入 ＰＴＨ 时，随 ＰＲＯ 浓度增加，ＯＰＧ ｍＲＮＡ
表达量反而呈下降趋势，表明两因素具有拮抗作用。
由表 ５ 可见，ＰＴＨ 组以及 ＰＴＨ 与 ＰＲＯ 的 ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ表达量的交互作用差别有统计学意义。 由图
８ 可见，当无 ＰＴＨ 时，随着 ＰＲＯ 浓度增加，ＲＡＮＫＬ
含量基本不变；而当同时加入 ＰＴＨ时，随 ＰＲＯ 浓度
增加，ＲＡＮＫＬ含量反而呈下降趋势。

表 4　ＯＰＧ ｍＲＮＡ两因素析因分析
Table 4　Ｔｈｅ ｔｗｏ-ｆａｃｔｏｒ ｆａｃｔｏｒｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＰＧ ｍＲＮＡ
变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值
ＰＴＨ ３ RR畅７９５ １ 觋３ 忖忖畅７９５ １９４ RR畅６４６ ＜０ 祆祆畅００１
ＰＲＯ ３５ RR畅２６０ ３ 觋１１ 忖忖畅７５３ ６０２ RR畅７７５ ＜０ 祆祆畅００１

ＰＴＨ倡ＰＲＯ ４６ RR畅３００ ３ 觋１５ 忖忖畅４３３ ７９１ RR畅５０２ ＜０ 祆祆畅００１
Ｅｒｒｏｒ ０ RR畅３１２ １６ 觋０ 忖忖畅０１９
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图 6　不同实验组对人成骨细胞 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ表达量的影响
Fig．6　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ

ｏｆ ＨＯＢ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ
注：倡代表 ＰＴＨ 组与对照组相比，ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 表达显著升高（P ＜０畅０５）；★代表 ＰＲＯ １０μＭ 组与对照
组相比，ＯＰＧ ｍＲＮＡ 表达显著升高（P ＜０畅０５）；▲代表联合用药组与 ＰＴＨ 组相比，ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 表达均
显著下降（P ＜０畅０５）。

　

图 7　ＯＰＧ ｍＲＮＡ两因素析因分析边际均数图
Fig．7　Ｔｈｅ ｍａｒｇｉｎａｌ ｍｅａｎ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｗｏ-ｆａｃｔｏｒ

ｆａｃｔｏｒｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＰＧ ｍＲＮＡ
　

表 5　ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ两因素析因分析
Table 5　Ｔｈｅ ｔｗｏ-ｆａｃｔｏｒ ｆａｃｔｏｒｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ
变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P值
ＰＴＨ ６９ FF畅１４６ １ 适６９ 种种畅１４６ ２ ６２７ ||畅５８８ ＜０ 貂貂畅００１
ＰＲＯ １０ FF畅８８４ ３ 适３ 种种畅６２８ １３７ ||畅８６２ ＜０ 貂貂畅００１

ＰＴＨ倡ＰＲＯ １１ FF畅３１１ ３ 适３ 种种畅７７０ １４３ ||畅２７７ ＜０ 貂貂畅００１
Ｅｒｒｏｒ ０ FF畅４２１ １６ 适０ 种种畅０２６

图 8　ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ两因素析因
分析边际均数图

Fig．8　Ｔｈｅ ｍａｒｇｉｎａｌ ｍｅａｎ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｗｏ-ｆａｃｔｏｒ
ｆａｃｔｏｒｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ

　

3　讨论
骨质疏松症是一种骨量减少和骨组织微结构异

常为特征，导致骨骼脆性增加和易发骨折的代谢性
骨病。 尽管目前存在多种治疗方法，但是骨质疏松
症仍然存在诊断和治疗的不足，造成巨大的直接和
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间接经济损失，使得丧失生产能力。 近年来，骨质疏
松症的治疗取得了较大的进展，但是目前的治疗药
物主要是基于抑制骨吸收，如双膦酸盐类、雌激素、
选择性雌激素受体剂、降钙素、雷奈酸锶，虽然各种
药物之间作用机制不尽相同，但是抑制破骨细胞介
导的骨吸收是它们最终的共同通路，它们的疗效均
有限，部分原因就是它们仅针对骨吸收而对骨形成
无显著作用［１１］ 。

ｒｈＰＴＨ１-３４作为目前唯一的骨形成促进剂，可以
显著刺激骨形成，增加骨量和骨密度，继而极大程度
降低了骨折发生率。 同时，它还能够增加骨转换，导
致皮质骨骨吸收的增加，这一点在甲状旁腺功能亢
进症患者身上已得到充分证明［１２］ 。 同样地，接受
ＰＴＨ治疗的患者中，皮质骨骨密度变化很小。 因
此，联合骨吸收抑制剂和 ＰＴＨ有可能降低皮质骨的
骨转换，促进骨形成作用。 最初有研究者试图联合
双膦酸盐和 ＰＴＨ治疗严重骨质疏松症患者，以取得
最大疗效，但结果并不完全支持此种疗法，可能的原
因是双膦酸盐对骨吸收的抑制作用，遏制了 ＰＴＨ的
促成骨作用。 而另一项临床试验表明，如果采用序
贯疗法（即先使用 ＰＴＨ治疗再联合双膦酸盐治疗），
可能有效提高全身骨密度 ［１３］ 。 此外，有动物实验和
临床试验表明，联合 ＰＴＨ和雷洛昔芬治疗较 ＰＴＨ单
药治疗的骨形成作用更强［１４］ ，而联合 ＨＲＴ 和 ＰＴＨ
可以降低椎体骨折发生率［１５］ 。
近年来，有研究认为交感神经对骨代谢具有分

解效应，而且可能是通过成骨细胞上 β２ＡＲ 所介
导［１６］ 。 体外研究显示，肾上腺素能受体激动剂能够
刺激小鼠颅盖骨的骨吸收。 有研究进一步证明，全
身应用β肾上腺素能受体激动剂导致骨形成降低
和骨量减少，而应用非选择性β受体阻断剂普萘洛
尔则具有相反地作用［１７］ 。 此外，其他研究也证明，
应用β受体阻滞剂与骨折风险降低有关，同时可能
克服绝经后妇女的骨量丢失［８，９］ 。 因此，我们设想
联合 ＰＴＨ 和 ＰＲＯ 作用于人成骨细胞，可能会对骨
形成具有协同效应。
此外，目前研究表明，成骨细胞与破骨细胞之间

的通 讯 主 要 通 过 ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ／ＯＰＧ 系 统。
ＲＡＮＫＬ是由前成骨细胞和成骨细胞所表达，ＲＡＮＫ
在前破骨细胞和破骨细胞中提呈表达，ＲＡＮＫＬ激活
其受体 ＲＡＮＫ，作用是诱导成熟破骨细胞的分化和
增加破骨细胞存活。 ＯＰＧ 是肿瘤坏死因子受体超
家族中的成员，也是 ＲＡＮＫＬ的可溶性诱饵受体，抑
制 ＲＡＮＫＬ 与 ＲＡＮＫ 的结合［１８］ 。 在成骨细胞中，

ＰＴＨ调节 ＲＡＮＫＬ和 ＯＰＧ的表达，二者对于破骨细
胞生成起主要作用。 ＲＡＮＫＬ 属于肿瘤坏死因子超
家族成员，通过与破骨细胞的造血前体细胞表面
ＲＡＮＫ结合，促进它们的分化与生存。 ＲＡＮＫＬ 也能
够刺激已经完全形成的破骨细胞。 ＲＡＮＫＬ 的破骨
效应可被 ＯＰＧ抑制，ＯＰＧ 通过与 ＲＡＮＫＬ结合从而
阻止 ＲＡＮＫＬ 与它的受体 ＲＡＮＫ 结合。 ＲＡＮＫＬ 和
ＯＰＧ 的平衡是骨形成和骨吸收过程的重要决定因
子［１９］ 。
在我们的实验中，鉴于间歇应用 ＰＴＨ促骨形成

作用已经非常明确，所以我们选择了 ５０ｎｇ／ｍｌ 固定
剂量的 ＰＴＨ，分别与不同浓度的 ＰＲＯ共同作用于人
成骨细胞。 我们采用 ＣＣＫ-８ 试剂盒检测细胞的增
殖变化，结果显示：作用 ３ 个周期后，ＰＴＨ 单药组较
对照组的 ＯＤ 值增加（P ＜０畅０５）；ＰＲＯ 不同浓度组
的 ＯＤ 值均高于对照组（P ＜０畅０５），但未见浓度依
赖性（P＞０畅０５），这表明普萘洛尔对于人成骨细胞
具有促进增殖作用，这与既往部分文献报道一致；而
两药联合作用后的 ＯＤ 值却较 ＰＴＨ 组明显下降（P
＜０畅０５），且随着联合用药组中 ＰＲＯ 浓度的增加，
ＯＤ值呈不同程度下降（P ＜０畅０５），呈不同程度的下
降，这与我们的设想恰恰相反。 而 ＲＴ-ＰＣＲ 的结果
也证明：ＰＲＯ １０μＭ组 ＯＰＧ ｍＲＮＡ表达量较对照组
显著升高 （ P ＜０畅０５ ），其表达量高于 ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ，说明 ＰＲＯ １０μＭ时通过刺激 ＯＰＧ促进骨合
成；两药联合作用 ３ 个周期后， ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ的表达量均较 ＰＴＨ 组下降（P ＜０畅０５），但联
合用药组不同浓度之间无统计学差异（P ＞０畅０５），
这与增殖实验的结果是一致的。
最近，Ｋａｒｓｅｎｔｙ实验室的研究结果显示，条件性

地敲除成骨细胞上的β２ＡＲ可以导致骨量的显著增
加，也进一步证明了β２ＡＲ 在交感神经调节骨转换
中起着关键作用［２０］ 。 同理，我们使用非选择性的β
受体阻断剂普萘洛尔，通过阻断β２ＡＲ，同样促进了
人成骨细胞的增殖，而且可能是通过提高 ＯＰＧ
ｍＲＮＡ的表达来实现的。
联合 ＰＴＨ 和 ＰＲＯ 处理人成骨细胞后，细胞增

殖下降，且 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ表达量均下降，这
与我们最初的设想是恰恰相反的。 我们的实验结果
与 Ｒｙｏ Ｈａｎｙｕ 等结果类似，他们最初设想缺乏β２ＡＲ
的小鼠将会阻断交感神经对骨量的负调节，进而会
进一步提高 ＰＴＨ的骨合成作用，但结果实验却证明
β２ＡＲ的缺乏抑制了 ＰＴＨ介导的骨合成作用，而且
伴随着 ＰＴＨ靶基因的下降，其中涉及到骨基质合成
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（ＡＬＰ、Ｃｏｌ１α１和 ＢＳＰ）、成骨细胞增殖（ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１）和
周期蛋白的调节（Ｐｅｒ-１）。 他们认为成骨细胞上的
β２ＡＲ在 ＰＴＨ介导的骨合成作用中发挥着重要作
用［２１］ 。 但 Ｄｏｍｉｎｉｑｕｅ的实验结果却与我们的相反，
他们的结果提示，联合 ＰＲＯ 和 ＰＴＨ 治疗去卵巢小
鼠，与 ＰＴＨ 单药治疗相比，能够明显提高骨量和改
善椎骨的骨微结构［２２］ 。

综上所述，我们的实验表明，联合 ＰＲＯ 和 ＰＴＨ
抑制了人成骨细胞的增殖、ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ
的表达量，进而对骨代谢起负性调节作用，而目前关
于此方面的研究结果并不一致，还需要通过进一步
的实验，从不同角度验证其联合后作用效果及机制，
进而为未来临床治疗骨质疏松症提供新的策略。
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