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摘要： 目的　通过研究 １７β-雌二醇干预小鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）体外成骨分化，揭示雌激素预防和治疗绝经后骨质疏
松症（ＰＭＯ）的机制。 方法　贴壁法分离培养小鼠的 ＭＳＣｓ，并通过流式细胞仪鉴定其细胞表面标志物，同时体外诱导分化，鉴
定 ＭＳＣｓ多向分化潜能；免疫荧光、ＲＴ-ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＭＳＣｓ表达雌激素受体α和β（ＥＲ α和 ＥＲ β）；在雌激素干预
ＭＳＣｓ成骨诱导分化过程中，添加 １０ －１１ ～１０ －７ Ｍ的 １７β雌二醇和／或 ＥＲ拮抗剂 ＩＣＩ１８２，７８０和 ＥＲ α选择性拮抗剂 ＭＰＰ，采用
冯·科萨染色和定量钙离子测定方法，检测矿化结节数量及钙离子浓度。 结果　体外培养的小鼠 ＭＳＣｓ 表达 ＥＲ α和 ＥＲ β。
与对照组相比，１７β雌二醇干预能显著增加矿化结节数量增加及钙离子浓度，ＥＲ拮抗剂 ＩＣＩ１８２，７８０ 和 ＥＲα选择拮抗剂 ＭＰＰ
能逆转 １７β雌二醇的成骨诱导效应。 结论　１７β雌二醇主要通过 ＥＲ α能提高 ＭＳＣｓ 体外成骨诱导分化，可能是雌激素替代
治疗 ＰＭＯ的实验依据。
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Abstract： Objective　To illustrate the mechanism of estrogen in the prevention and treatment of postmenopausal osteoporosis
（PMO） through the intervention of １７β-estradiol in the osteogenic differentiation of mouse bone marrow mesenchymal stem cells
（MSCs） in vitro．Methods　Mouse MSCs were cultured using adhesion method．The biomarkers on the cell membrane were
identified using flow cytometry．After the induced differentiation in vitro， the multi-directional differentiation potential of MSCs was
also identified．The expression of estrogen receptor αand β（ER αand ER β） was detected using immunofluorescence， RT-PCR，
and Western blotting．During the intervention of estrogen in the osteogenic differentiation of MSCs， １０-１１-１０-７M １７β-estradiol， ER
antagonist， ICI１８２ and ７８０， and the specific antagonist of ER α， MPP， were additioned．The number of mineralized nodules and
the concentration of calcium were detected using Von Kossa staining and the quantitative detection of calcium．Results　The
expression of ER αand ER βwas observed in mouse MSCs cultured in vitro．Compared with that in control group， the number of
mineralized nodules and the concentration of calcium increased significantly after the intervention of １７β-estradiol， while the
osteogenic induction effect of １７β-estradiol could be reversed by ER antagonist， ICI１８２ and ７８０， and the specific antagonist of ER
α， MPP．Conclusion　１７β-estradiol can improve the induction of osteogenic differentiation of MSCs in vitro mainly depending on
ER α．This study may provide experimental basis for the estrogen replacement therapy in the treatment of PMO．
Key words： Bone marrow mesenchymal stem cells； Estrogen； Osteoblast； Differentiation

引言

随着我国人口老龄， 绝经后骨质疏松症
（ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ， ＰＭＯ）的发病率逐年
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增加。 雌激素缺乏是绝经后骨质疏松症的原因，女
性自然绝经或卵巢切除后，体内激素平衡失调，均可
导致成骨细胞与破骨细胞保持的骨的动态平衡失

调，导致骨质丢失速度明显加快、单位体积骨量减
少、骨强度降低和骨脆性增加［１］ 。 目前对绝经后骨
质疏松症尚无有效的治疗措施，预防骨质疏松症的
发生是目前老年医学领域研究的一个重要课题，雌
激素替代疗法预防和治疗 ＰＭＯ［２］ ，在临床应用中已
取得较好的疗效，但作用机理尚未明确。
骨质疏松症的发生与成骨细胞与破骨细胞关系

密不可分，骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ， ＭＳＣｓ）作为成骨细胞的前体细胞，其在骨骼发
育与重建的过程中起重要作用。 ＭＳＣｓ 作为一种成
体干细胞，具有自我更新、高度增殖以及在特定条件
下能够多向分化的特性。 有研究发现，ＭＳＣｓ成骨分
化的失调会导致骨质疏松［３］ 。 绝经后 ＭＳＣｓ 增殖及
分化功能均有减退，成骨细胞与破骨细胞分化的数
量与方向发生改变，可能是导致骨质疏松症的重要
原因［４］ 。 目前已证实， ＭＳＣｓ 表达雌激素受体
（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＲ），但并不清楚雌激素如何调
节 ＭＳＣｓ的成骨分化。 因此，在本研究中，通过雌激
素及其拮抗剂干预小鼠 ＭＳＣｓ 成骨分化过程，明确
雌激素及其受体在 ＭＳＣｓ成骨分化中的作用。

1　材料与方法
1畅1　材料
1畅1畅1　实验动物：健康雌性 ４ 周龄 Ｃ５７ 小鼠 ６ 只，
购自安徽医科大学实验动物中心，并取得安徽医科
大学实验动物伦理委员会的批准。
1畅1畅2　实验试剂：１７β-雌二醇和 ＥＲ α选择性拮抗
剂 ＭＰＰ 购自 Ｓｉｇｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， ＥＲ 拮抗剂 ＩＣＩ
１８２，７８０购自 Ｔｏｃｒｉｓ Ｂｉｏｓｉｃｅｎｃｅ 公司。 细胞培养试
剂：ＤＭＥＭ、ＭＳＣ-Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ＦＢＳ、０畅２５％Ｔｒｙｓｉｎ-ＥＤＴＡ、
ＧｌｕｔａＭＡＸ、青链霉素等购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｆｉｃｏｌｌ-
ＰａｑｕｅＴＭＰｌｕｓ 单核细胞分离液购自 ＳｔｅｍＣｅｌｌ 公司。
流式细胞仪检测试剂： ＦＩＴＣ-ＣＤ１０６、 ＰＥ-ＣＤ７３、
ＦＩＴＣ-ＣＤ９０、ＰｅｒＣＰ-ＣＤ１４、 ＰＥ-ＣＤ３４、 ＰｅｒＣＰ-ＣＤ４５ 和
ＡＰＣ-ＣＤ１９购自 Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ 公司；ＦＩＴＣ-ＣＤ１０５ 购自
Ｓｅｒｏｔｅｃ 公司； ＰＥ-ＳＴＲＯ-１ 购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司。
ＭＳＣｓ 分化试剂购自 Ｌｏｎｚａ Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ 公司。 兔抗
ＥＲ α和山羊抗 ＥＲ β购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司。 ＰＣＲ检
测试剂：逆转录酶 ＳＳⅡ和 Ｔｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公
司；ｒＴａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司；引物由上海生工生物
技术有限公司合成。

1畅2　实验方法
1畅2畅1　ＭＳＣｓ 培养：利用贴壁法分离、纯化细胞
ＭＳＣｓ。 无菌条件下获取小鼠股骨骨髓，加入 ＤＰＢＳ
稀释，贴壁缓慢加入离心管内盛有等体积的 Ｆｉｃｏｌｌ
分离液上，２５００ ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，小心吸取中间层
细胞置于另一离心管中，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，５ ×１０５ ／ｍｌ
单核细胞种植在 ＤＭＥＭ 低糖培养基，包含 １０％
ＦＢＳ、１％青链霉素和 １％ ＧｌｕｔａＭＡＸ，５％ＣＯ２ ，３７ ℃
孵箱培养，２４ ｈ 后更换培养基，８０％长满后 ０畅２５％
胰酶消化传代。
1畅2畅2　ＭＳＣｓ鉴定：流式细胞仪检测 ＭＳＣｓ 表面标
志。 贴壁培养的 ＭＳＣｓ 被消化收集，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
重悬在包含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ，分别加入 ＰＥ 或 ＦＩＴＣ
标记的单抗 ＣＤ１４、ＣＤ１９、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ９０、
ＣＤ１０５、ＣＤ１０６ 和 Ｓｔｒｏ-１ 荧光抗体，４℃避光孵育 ３０
ｍｉｎ。 流式细胞仪检测，Ｗｉｎ ＭＤＩ ２畅９ 软件分析结
果。

ＭＳＣｓ 体外诱导分化成为脂肪、骨和软骨细
胞［５］ 。 按照 Ｌｏｎｚａ Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ 公司 ＭＳＣｓ 分化试剂
操作步骤（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｏｎｚａ．ｃｏｍ），对于成脂肪分
化，ＭＳＣｓ以 ２畅１ ×１０４ 细胞／ｃｍ２ 密度种植，细胞达
到 １００％融合后，加入诱导／维持培养基，培养 ３ 个
循环，每个循环 ５ ～６ 天，之后继续在维持培养基中
培养 ５ ～７ 天。 福尔马林固定，油红 Ｏ 染色。 对于
成软骨分化，２畅５ ×１０５ 个 ＭＳＣｓ 以 １５０ ×ｇ 离心，形
成小的细胞团，１５ ｍｌ 离心管内，成软骨完全诱导培
养基包含 １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ-β３，诱导培养 ２８ 天。 细胞
团石蜡包埋，５ μｍ 切片，甲苯胺蓝染色。 对于成骨
分化， ＭＳＣｓ 以 ３畅１ ×１０３ 细胞／ｃｍ２ 密度种植，２４ ｈ
后更换成骨诱导培养基，每 ３ 天换液，连续培养 ２１
天，冯·科萨染色观察。
1畅2畅3　雌激素受体检测：体外贴壁培养的 ＭＳＣｓ 固
定后，采用免疫荧光染色，一抗为兔抗 ＥＲ α和山羊
抗 ＥＲ β。 根据一抗的动物来源，选用相应的罗丹明
结合的 ＩｇＧ进行免疫双标记，荧光显微镜观察脑片，
ＳＰＯＴ拍片并进行处理。

ＲＴ-ＰＣＲ检测 ＭＳＣｓ中 ＥＲ α和 ＥＲ β的 ｍＲＮＡ
的表达。 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＭＳＣｓ 总 ＲＮＡ，采用
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）反转录成 ｃＤＮＡ。 再以 ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增。 ＥＲ α的引物序列为：上游 ５’-ＴＣＣ ＴＡＡ
ＣＴＴ ＧＣＴ ＣＣＴ ＧＧＡ ＣＡＧ Ｇ-３’，下游 ５’-ＣＡＧ ＧＡＧ
ＣＡＧ ＧＴＣ ＡＴＡ ＧＡＧ ＧＧＧ-３’，片段长度 ４０８ｂｐ；ＥＲ β
的引物序列为：上游 ５’-ＡＧＡ ＧＡＡ ＴＴＣ ＧＴＣ ＣＡＧ
ＣＣＡ ＣＧＡ ＡＴＣ ＡＧ-３’，下游 ５’-ＡＧＡ ＡＡＧ ＣＴＴ ＣＡＴ
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ＣＡＧ ＣＡＣ ＣＴＣ ＣＡＴ ＣＣ-３’，片段长度 ４６７ｂｐ；以 β-
ａｃｔｉｎ作为的内源性参照，引物序列为：上游 ５’-ＴＧＧ
ＣＡＣ ＣＡＣ ＡＣＣ ＴＴＣ ＴＡＣ ＡＡ-３’，下游 ５’-ＴＣＡ ＣＧＣ
ＡＣＧ ＡＴＴ ＴＣＣ ＣＴＣ ＴＣ-３’。 梯度 ＰＣＲ扩增，９４ ℃ １
ｍｉｎ，９４ ℃变性 ４５ ｓ，退火 ５０ ～６０ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃延伸
４５ ｓ，３０ 个循环。 ＰＣＲ 扩增产物行 １畅５％琼脂糖凝
胶电泳后用 ＵＶＰ凝胶成像系统拍摄分析。

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＭＳＣｓ 中 ＥＲ α和 ＥＲ β蛋白
表达。 ＲＩＰＡ裂解液抽提全细胞蛋白溶液，ＢＣＡ 法
蛋白定量后按照每孔 ５０ μｇ 的上样量进行 ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ电泳，将电泳分离后的蛋白转移至硝酸纤维
素薄膜上，５％脱脂奶粉溶液 ３７℃封闭 １ ｈ，兔抗 ＥＲ
α和山羊抗 ＥＲ β抗体 １∶４００ 稀释后与膜 ４ ℃孵育
过夜，后 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，后进行 ＨＲＰ
标记的二抗孵育，条件为 １∶２００ 稀释，３７ ℃孵育 ４０
ｍｉｎ。 ＴＢＳＴ洗 ３ 次后，用 ＥＣＬ 超敏发光液进行发光
曝光。
1畅2畅4　雌激素干预 ＭＳＣｓ 成骨分化：ＭＳＣｓ 成骨诱
导分化过程同前，雌激素干预各组每次换液时添加
１０ －１１ ～１０ －７Ｍ 的 １７β雌二醇，雌激素拮抗组加入
１０ －６Ｍ 的 ＥＲ拮抗剂 ＩＣＩ １８２，７８０ 或 １０ －６Ｍ的 ＥＲα
选择性拮抗剂 ＭＰＰ。
不同浓度雌激素及其拮抗剂干预 ＭＳＣｓ 成骨分

化，细胞诱导成骨分化 ２１天时，吸弃培养液，用无菌
ＰＢＳ清洗后，９５％乙醇固定 ３０ ｍｉｎ，双蒸水洗 ３ 次，
冯·科萨染色，在低倍镜视野下进行矿化结节计数，
每孔细胞随机计数 １０个视野的矿化结节。
定量分析 ＭＳＣｓ 成骨分化，各干预组成骨诱导

分化 ２１天后，双蒸水洗 ３ 次，加入 ４００ μｌ 的 １Ｎ 盐
酸，充分消化，裂解产物过夜，甲酚酞络合剂（ ｏ-
ｃｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｏｎｅ ）显色，分光光度计 ５６０
ｎｍ定量检测。 各组数值与对照组比较，以百分比显
示［６］ 。
1畅2畅5　数据统计分析：实验数据以均数 ±标准差
（Ｍｅａｎ ±ＳＤ），各组之间的差异用 ＳＰＳＳ１６畅０ 软件
进行单因素方差分析，P ＜０畅０５有统计学差异。

2　结果
2畅1　ＭＳＣｓ培养

倒置相差显微镜下，初接种的细胞呈圆球状分
散悬浮于培养液中，２ ～３ ｄ 后出现长梭形细胞，少
部分细胞呈纺锤形或多角形，大小长短不一（图
１Ａ），大致 ４ｄ后长梭形细胞逐渐增多（图 １Ｂ），之后
长梭形细胞排列生长，出现增殖克隆（图 １Ｃ）。 １０ｄ
左右培养后细胞 ８０％融合（图 １Ｄ），胰酶消化传代，
体外培养扩增。

图 1　小鼠骨髓间充质干细胞原代培养
原代培养 ２ ～３ 天后出现梭形细胞（Ａ），之后长梭形细胞逐渐增多（Ｂ），大约 ５ ～６ 天后出现增殖克隆（Ｃ），当细胞
达到 ８０％左右汇合（Ｄ），传代培养。 Ａ和 Ｂ 放大倍数 １００ ×；Ｃ 和 Ｄ 放大倍数 ２００ ×。

Fig．2　Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ
Ｓｐｉｎｄｌｅ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ２ ｏｒ ３-ｄａｙ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ （Ａ）， ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ｓｐｉｎｄｌｅ-ｓｈａｐｅｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｂ）， ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｐｐｅａｒｅｄ （Ｃ） ａｆｔｅｒ ５-６ ｄａｙｓ．Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｒｅａｃｈｅｄ ８０％ ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ （Ｄ） ａｔ ｔｈｅ １０ｔｈ-１２ｎｄ ｄａｙ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｐａｓｓａｇｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ａ ａｎｄ Ｂ， ×１００； Ｃ ａｎｄ Ｄ， ×２００．

　

０３２ 中国骨质疏松杂志　２０１４ 年 ３ 月第 ２０ 卷第 ３ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｍａｒｃｈ ２０１４，Ｖｏｌ ２０， Ｎｏ．３



2畅2　ＭＳＣｓ 表面标志及分化潜能
流式细胞仪结果显示，ＭＳＣｓ 表达高水平的

ＣＤ７３ 和 ＣＤ１０５，部分表达 ＣＤ９０、ＣＤ１０６ 和 Ｓｔｒｏ-１，

不表达 ＣＤ１４、ＣＤ１９、ＣＤ３４ 和 ＣＤ４５（图 ２Ａ）。 为检
测ＭＳＣｓ的分化潜能，各年龄组第 ４代 ＭＳＣｓ被分别
分化成脂肪、骨和软骨细胞（图 ２Ｂ）。

图 2　小鼠 ＭＳＣｓ鉴定
流式细胞仪检测 ＭＳＣｓ 细胞表面抗原 （Ａ），结果显示 ＭＳＣｓ 表达 ＣＤ７３ 和 ＣＤ１０５，不表达 ＣＤ１４、ＣＤ１９、ＣＤ３４ 和
ＣＤ４５。 ＭＳＣｓ体外诱导分化成为骨细胞、脂肪细胞和软骨细胞（Ｂ）。 Ｂ 放大倍数 １００ ×。

Fig．2　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ
Ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒｙ （ Ａ）， ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ７３ ａｎｄ
ＣＤ１０５， ｂｕｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ＣＤ１４， ＣＤ１９， ＣＤ３４， ａｎｄ ＣＤ４５．Ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ （ Ｂ， ｌｅｆｔ ），
ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ （Ｂ， ｍｉｄｄｌｅ）， ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （Ｃ， ｒｉｇｈｔ）．Ｂ， ×１００．

　

2畅3　ＭＳＣｓ表达雌激素受体
免疫荧光结果显示，ＭＳＣｓ 表达 ＥＲ α和 ＥＲ β

（图 ３Ａ和 ３Ｂ），ＥＲ α和 ＥＲ β定位于细胞核，小部
分定位于细胞质内 （图 ３Ａ 和 ３Ｂ）。 ＲＴ-ＰＣＲ 和
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果进一步证实，ＭＳＣｓ 表达 ＥＲ α和
ＥＲ β（图 ３Ｃ和 ３Ｄ）。
2畅4　雌激素干预 ＭＳＣｓ成骨分化

对不同浓度 １７β雌二醇干预 ＭＳＣｓ体外成骨诱
导分化，冯· 科萨染色结果显示，与对照组比较（图
４Ａ），雌激素干预组矿化结节数量增加（图 ４Ｂ 和
４Ｃ）。 定量分析结果也显示，雌激素干预组钙离子
浓度高于对照组（图 ４Ｄ），矿化结节数量及钙离子
浓度随 １７β雌二醇浓度增加而增多，在雌激素生理

浓度（１０ －９Ｍ）最高（图 ４Ｃ和 ４Ｄ）。
为了进一步确认雌激素诱导 ＭＳＣｓ 成骨分化，

ＭＳＣｓ诱导成骨分化过程中添加 ＥＲ拮抗剂 ＩＣＩ１８２，
７８０和 ＥＲ α选择性拮抗剂ＭＰＰ。 结果显示，雌激素
干预组钙离子浓度高于对照组（图 ４Ｄ），添加 ＥＲ拮
抗剂 ＩＣＩ１８２，７８０后，其钙离子浓度与对照组基本一
致（图 ５），提示雌激素是通过其受体干预 ＭＳＣｓ 成
骨分化。 而添加 ＥＲα选择性拮抗剂 ＭＰＰ 后，其钙
离子浓度部分恢复（图 ５），提示雌激素是通过其受
体α干预 ＭＳＣｓ成骨分化。

3　讨论
骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）是一种异质的成体
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图 3　小鼠 ＭＳＣｓ表达 ＥＲ α和 ＥＲ β
免疫荧光结果显示，小鼠 ＭＳＣｓ表达 ＥＲ α和 ＥＲ β（Ａ 和 Ｂ），放大倍数 １００ ×。 ＲＴ-ＰＣＲ 和（Ｃ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ（Ｄ）
结果也显示 ＭＳＣｓ表达 ＥＲ α和 ＥＲ β的 ｍＲＮＡ 和蛋白。 小鼠卵巢组织作为阳性对照。

Fig．3　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲ αａｎｄ ＥＲ βｉｎ ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲ αａｎｄ ＥＲ βｉｎ ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ （Ａ ａｎｄ Ｂ， ×１００）．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ-ＰＣＲ （Ｃ） ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ （Ｄ） ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲ αａｎｄ ＥＲ βｉｎ
ＭＳＣｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｍｏｕｓｅ ｏｖａｒｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．
　

图 4　１７ β雌二醇干预小鼠成骨分化
冯·科萨染色结果显示，与对照组比较（Ａ），雌激素干预组矿化结节数量增加（Ｂ）。 Ａ 和 Ｂ 放大倍数 １００ ×。 定量
分析结果显示，雌激素干预组矿化结节数量（Ｃ）和钙离子浓度（Ｄ）高于对照组。 （倡P ＜０畅０５， 倡倡P ＜０畅０１）。

Fig．4　Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ １７ β-ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｏｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＭＳＣｓ．
Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ １７ β-ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （Ｂ）
ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ （Ａ）．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ （Ｃ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ （Ｄ） ｉｎ １７ β-ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ．Ａ ａｎｄ Ｂ， ×１００．（倡P ＜０畅０５，倡倡Ｐ ＜０畅０１）．　
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图 5　１７ β雌二醇通过其受体α干预小鼠
ＭＳＣｓ成骨分化

钙离子定量分析结果显示，雌激素主要通过其受体 α干

预 ＭＳＣｓ成骨分化。 （倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１）。

Fig．5　Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ １７ β-ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｏｎ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＲ α

Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＳＣｓ ｍａｉｎｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＲ α（倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１）．

　

干细胞，广泛应用于细胞治疗和组织工程研究，已成
为近年来关注的热点［７］ 。 ＭＳＣｓ 在骨代谢方面发挥
重要的作用，ＭＳＣｓ在在体外可诱导分化成为成骨细
胞，也可分化为破骨支持细胞，在骨转换时对破骨细
胞发出信号，从而调节骨代谢［８-９］ 。 骨改建是成骨与
破骨维持动态平衡的过程，ＭＳＣｓ增殖能力和分化特
性改变，影响成骨分化，骨形成和骨吸收之间的动态
平衡。 老年或绝经后，体内雌激素水平下降，ＭＳＣｓ
表现为数量减少、成骨分化活性降低、骨向分化与脂
向分化失衡。 随着年龄的增长，ＭＳＣｓ中骨祖细胞数
量下降，成骨分化能力减弱［１０-１１］ ，可能是导致骨质
疏松症的重要原因。 另一方面，ＭＳＣｓ骨向分化与脂
向分化间存在一种相互制约关系［１２］ 。 研究发现卵
巢去势等造成的骨质疏松都存在骨量减少与骨髓脂

肪组织增多共存的现象［１３］ 。 提示 ＭＳＣｓ 成骨与成
脂分化比例失衡可能是造成骨质疏松的另一个重要

病理机制。
许多研究证实，雌激素缺乏是公认的绝经后骨

质疏松症（ＰＭＯ）发生的关键因素，有研究显示大于
５０ 岁的女性因骨质疏松导致骨折的风险增加
２０％［１４］ 。 绝经后女性卵巢功能减弱，雌激素水平下
降，引起骨骼中钙结合能力下降，破骨细胞的骨吸收
作用增强，骨质丢失速度加快，引起骨量减少、骨脆

性增强，进而导致骨质疏松。 雌激素缺乏可以通过
核因子活化因子受体及其配体（ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ）途
径刺激破骨前体细胞向破骨细胞的转化［１５］ 。 雌激
素缺乏还能直接导致破骨细胞和成骨细胞中凋亡相

关因子配体（ＦａｓＬ）表达下降，使破骨细胞凋亡下
降［１６］ 。 另外，雌激素水平低下，导致 ＩＬ-６产生增加，
而 ＩＬ-６可刺激破骨细胞大量形成并增强其骨吸收
作用，以致骨质大量流失。 有研究显示，绝经后妇女
ＭＳＣｓ诱导 ＲＡＮＫＬ 表达的作用增强［１７］ 。 有研究显
示，雌激素通过其受体α、β介导调节骨代谢，现已
发现成骨细胞和破骨细胞表达 ＥＲ［１８］ 。 ＥＲα的基因
多态性与 ＰＭＯ的发生及严重程度密切相关。
雌激素能促进 ＭＳＣｓ的成骨分化。 有研究报道

１７β雌二醇能调节 ＭＳＣｓ骨钙含量的增加和 ＡＬＰ的
表达，对 ＭＳＣｓ 成骨细胞分化有促进或支持作
用［１９］ 。 １７β雌二醇能显著增加 ＥＲαｍＲＮＡ 及其蛋
白质的表达，增强 ＡＬＰ活性；降低 ＥＲβｍＲＮＡ及其
蛋白质的表达和细胞的凋亡率［２０］ ，同时雌二醇上调
如 ＡＬＰ、Ⅰ型胶原、ＢＭＰ-２、ＴＧＦ-β１ 等成骨分化基因
ｍＲＮＡ的表达。 本实验发现，体外诱导培养的小鼠
ＭＳＣｓ成骨分化过程中，添加 １７β雌二醇能显著增
加矿化结节数量增加及钙离子浓度。 进一步研究发
现，体外培养的小鼠 ＭＳＣｓ 表达 ＥＲ α和 ＥＲ β，１７β
雌二醇干预 ＭＳＣｓ诱导成骨分化过程中，添加 ＥＲ拮
抗剂 ＩＣＩ１８２，７８０ 和 ＥＲ α选择性拮抗剂 ＭＰＰ，结果
发现雌激素的诱导效应能被其受体拮抗剂逆转，提
示雌激素是通过其受体干预 ＭＳＣｓ 成骨分化。 而
ＥＲ α选择性拮抗剂 ＭＰＰ能部分逆转雌激素的成骨
诱导效应，提示雌激素主要通过其受体 α干预
ＭＳＣｓ的成骨分化。
尽管雌激素替代疗法预防和治疗 ＰＭＯ 已取得

较好的效果，但作用机理尚未明确。 由于体内环境
的复杂，雌激素体内应用的效应可能受其他因素的
制约，有待于从分子和细胞学水平进一步研究。 本
实验结果显示雌激素通过其受体 ＥＲ α促进 ＭＳＣｓ
体外的成骨诱导分化，为雌激素替代疗法预防和治
疗 ＰＭＯ提供理论和实验依据。
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Ｙａｔａｉ Ｃｈｕａｎｔｏｎｇ Ｙｉｙａｏ，２０１２，８（４）：８８-８９．
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ｍａｇｎｅｔｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ．Ｌｉｎｃｈｕａｎｇ Ｙｉｘｕｅ，２００９，２９（１０）：１１６-１１７．

［１８］　Ｘｕ ＹＬ，Ｊｉｎ ＪＪ，Ｘｕ ＤＹ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｃｕｐｏｉｎｔ Ｓｔｉｃｋｉｎｇ ｏｆ Ｍｉｇｕｄａｎ ｏｎ
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（收稿日期： ２０１３-０３-１２）
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