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摘要： 目的　探讨不同剂量的甲状旁腺素（ＰＴＨ）对成骨细胞分化过程的影响。 方法　培养 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１成骨前体细胞，给与不
同浓度的 ＰＴＨ处理细胞，ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ方法，检测细胞内成骨因子基因 ｍＲＮＡ的表达；碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色方法，检测细胞
内 ＡＬＰ的分泌；Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ 染色方法，检测细胞内成骨钙化作用。 结果　１ ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＰＴＨ和 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＰＴＨ都
具有明显的促进成骨细胞分化的作用，以 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＰＴＨ的作用更强。 １００ ｎｍｏｌ／Ｌ较高浓度的 ＰＴＨ没有明显促进成
骨细胞分化的作用。 结论　不同剂量的 ＰＴＨ对成骨细胞的分化作用，具有不同的影响。
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Abstract： Objective　To investigate the effect of the different dose of parathyroid hormone （PTH） on osteoblast differentiation．
Methods 　MC３T３-E１ cells were cultured．Different dose of PTH was additioned to the medium．The mRNA expression of
osteoblastic markers was determined using real-time PCR．The secretion of alkaline phosphatase （ALP） in the cells was detected
using ALP staining method．The mineralization was detected using Alizarin red staining．Results　Compared with the control，
both １nM PTH and １０nM PTH could significantly stimulate the osteoblast differentiation， and the effect of １０ nmol／LPTH was
much stronger．But no significant stimulating effect of １００nmol／L PTH on the osteoblast differentiation was observed．Conclusion
　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｘｅｒｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ．
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　　人类甲状旁腺素（ＰＴＨ）是含有 ８４ 个氨基酸的
多肽蛋白，具有调节血钙、血磷，维持细胞外液内环
境的作用。 其人工合成体 ＰＴＨ１-３４，为含有 ３４ 个
ＰＴＨ Ｎ端氨基酸序列的相似分子片段，ＰＴＨ１-３４ 能
够与 ＰＴＨ 受体结合而发挥相同的生物学作用［１］ 。
研究表明，高剂量的给与 ＰＴＨ 能够抑制骨的形成，
而低剂量的间断给与则更有利于骨的形成。 这种合
成作用包括改善骨小梁微细结构，并通过刺激松质

骨和皮质骨中的新骨生成，增加骨量，提高骨强度，
并促进骨折愈合

［２］ 。 经证实 ＰＴＨ 和 ＰＴＨｒＰ 可防止
间充质干细胞过度消耗，促进骨痂形成，并使之扩
大。 由于 ＰＴＨ以软骨基因和成骨前体细胞为信号
目标，并且两种细胞在骨折愈合中发挥重要的作用，
因此 ＰＴＨ本身起着促进骨折愈合的作用［３，４］ 。
有研究表明，虽然间断给与 ＰＴＨ可以明显促进

成骨细胞的成熟分化，但是这种作用的大小却与
ＰＴＨ的剂量有很大相关性的［５］ 。 目前证明，在 ＰＴＨ
作用于成骨细胞的过程中，其激活了多条信号通路，
因此 ＰＴＨ发挥生理作用的机制是呈网状结构的；伴
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随给与剂量的不同，各条信号通路所发挥的生理作
用也不尽相同，这使得不同剂量的 ＰＴＨ促进成骨细
胞分化的作用强弱不等

［６］ 。
有研究表明，大剂量的 ＰＴＨ对成骨细胞分化具

有明显的抑制作用，只有较低剂量的 ＰＴＨ才具有促
进成骨细胞分化的作用，但是具体的作用浓度还不
完全清楚

［７］ 。 本研究利用 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 离体细胞系，
经间断给与不同浓度 ＰＴＨ 处理后，利用 ＲＴ-ＰＣＲ、
ＡＬＰ染色和 Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ 染色等方法，检测 ＰＴＨ 是
否具有促进成骨细胞分化的作用，及其不同剂量的
ＰＴＨ对成骨细胞分化的不同影响。

1　材料和方法
1畅1　材料

ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞系 （ Ｓｉｇｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｏ．ＬＬＣ：
９９０７２８１０，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，美
国）；α-ＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）；碱性磷酸
酶（ＡＬＰ）染色 ｏｎｅ-ｓｔｅｐ 试剂（Ｐｉｅｒｃｅ 公司，美国）；
Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ 染色剂（北京索莱宝科技有限公司，中
国）；ＲＮｅａｓｙ 试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ 公司，美国）；逆转录试
剂盒（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，美国）；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ （Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，美国）。
1畅2　细胞培养和分组

将ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞培养于α-ＭＥＭ培养液中，其
内加入 １０％胎牛血清、１％青霉素／庆大霉素溶液、５
ｍｍｏｌ／Ｌ Ｌ-Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ ，饱和湿度
孵育箱中培养，至细胞 ７０％ ～８０％融合时，开始分
别以生理盐水、１ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ、１０ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ 和
１００ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ处理细胞，每次以生理盐水或 ＰＴＨ
处理细胞 ６ ｈ，然后更换细胞培养液，至 ４８ ｈ 后，再
次以 ＰＴＨ处理细胞 ６ ｈ，然后再次更换细胞培养液，
４８ ｈ为 １个循环，共 ３ 个循环。

将细胞分为 ４ 组：盐水对照组：与 ＰＴＨ 组相同
体积，相同温度，相同给药方式的生理盐水处理细
胞；１ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ组：以 １ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ处理细胞；１０
ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ 组：以 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ 处理细胞；１００
ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ组：以 １００ ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ处理细胞。
1畅3　检测指标
1畅3畅1　ＲＮＡ 提取和 ｒｅａｌ-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 μＬ 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： ＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＴＣＣ
ＴＣＣＡＴＣＣ， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ： ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＡＧＴＣＴＣＡＴＣＣＴ；
Ｒｕｎｘ２： Ｓｅｎｓｅ： ＧＧＡＡＴＧＡＴＧＡＧＡＡＣＴＡ， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：
ＡＣＣＧＴＣＣＡＣ ＴＧＴＣＡＣＴＴＴ； ＯＣ： Ｓｅｎｓｅ：ＴＧＣＴＴＧＴＧＡ
ＣＧＡＧＣＴＡＴＣＡＧ， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ： ＧＡＧＧＡＣＡＧＧＧＡＧ
ＧＡＴＣＡＡＧＴ； Ｂｓｐ： Ｓｅｎｓｅ： ＣＡＧＡＡＧＴＧＧＡＴＧＡＡ
ＡＡＣＧＡＧ， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ： ＣＧＧＴＧＧＣＧＡＧＧＴＧＧＴＣＣＣＡＴ；
β-ａｃｔｉｎ： Ｓｅｎｓｅ： ＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧ；
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＣＧＣＡＡＧＴＴＡＧＧＴＴＴＴＧＴＣＡ．反应条件
为：９５ ℃预变性 １５ ｍｉｎ后，９５ ℃变性 ２０ ｓ，５８ ℃退
火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，共 ４５个循环，于 ７２ ℃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 β-ａｃｔｉｎ 为内参基
因，通过 ＰＣＲ仪 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ 分析软件进行定量分析。
1畅3畅2　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 １０％中性福尔马林固定
细胞 ２０ ｍｉｎ；吸除福尔马林，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加入
ＡＬＰ ｏｎｅ-ｓｔｅｐ染色剂，于３７ ℃条件下孵育４５ ｍｉｎ；吸
除染色剂，ＰＢＳ清洗 ２次，室温下自然干燥过夜。
1畅3畅3　Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ 染色：彻底吸除细胞培养液，蒸
馏水清洗 ３次；以 ４ ℃ １０％中性福尔马林固定细胞
２０ ｍｉｎ；吸除福尔马林，蒸馏水清洗 ３ 次；加入
Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ染色剂，于室温下染色 ３０ ｍｉｎ；吸除染
色剂，蒸馏水清洗 ３次；脱水干燥：加入乙醇脱水，室
温下自然干燥过夜。
1畅4　统计学处理

Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ结果全部数据以均数 ±标准差
（珋x±s）表示，用 ＳＰＳＳ１２畅０ 统计软件进行统计学分
析，各组间比较采用 t 检验；当 P ＜０畅０５ 时认为有
统计学意义。

2　结果
2畅1　不同浓度的 ＰＴＨ对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞内成骨因
子 ｍＲＮＡ表达的不同影响
经 １ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度和 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ 每

日处理ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞 ６ ｈ，４８ ｈ为１ 个循环，共３个
循环后，细胞内 ＡＬＰ、ＯＣ、Ｂｓｐ 和 Ｒｕｎｘ２ 等各个成骨
因子 ｍＲＮＡ的表达增强，与对照组相比差异有统计
学意义（P＜０畅０５）（图１）。 与以上两个浓度的 ＰＴＨ
形成对比， 经 １００ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ 处理
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞后，细胞内 ＡＬＰ、ＯＣ、Ｂｓｐ和 Ｒｕｎｘ２ 等
各个成骨因子 ｍＲＮＡ的表达仅略有增强，但与对照
组相比差异无统计学意义（P ＞０畅０５） （图 １）。 另
外，１０ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ 与其他两个浓度的 ＰＴＨ
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相比，提高细胞内各个成骨因子 ｍＲＮＡ的表达程度
最高。

图 1　不同剂量的 ＰＴＨ对细胞内成骨因子 ｍＲＮＡ
表达的不同影响

倡代表与对照组相比差异有统计学意义（P ＜０畅０５）

＃代表与对照组相比差异无统计学意义 （P ＞０畅０５）

Fig．1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ＰＴＨ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ

倡ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０５）；

＃ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＞０畅０５）

　

2畅2　不同浓度的 ＰＴＨ对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞内碱性磷
酸酶染色强度的不同影响

图 2　不同浓度的 ＰＴＨ对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞内碱性磷酸酶染色的影响
倡代表与对照组相比差异有统计学意义（P ＜０畅０５）

＃代表与对照组相比差异无统计学意义 （P ＞０畅０５）

Fig．2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ＰＴＨ ｏｎ ＡＬＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ
倡ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０５）；

＃ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＞０畅０５）　

经 １ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ 和 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的
ＰＴＨ每日处理ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ 细胞６ ｈ，４８ ｈ为１个循环，
共 ３ 个循环后，细胞内碱性磷酸酶染色强度与对照
组相比，明显提高；而 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＰＴＨ对于碱

性磷酸酶染色强度的促进作用，则明显强于 １ ｎｍｏｌ／
Ｌ ＰＴＨ的作用（图 ２）。 经 １００ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ
每日处理 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞 ６ ｈ，４８ ｈ为 １个循环，共 ３
个循环后，细胞内碱性磷酸酶染色强度与对照组相
比，无明显提高（图 ２）。
2畅3　不同浓度的 ＰＴＨ对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞内 Ａｌｉｚａｒｉｎ
Ｒｅｄ染色强度的不同影响
经 １ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ 和 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的

ＰＴＨ每日处理ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞６ ｈ，４８ ｈ为１个循环，
共 ３个循环后，细胞内 Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ染色强度与对照
组相比，明显提高；而 １０ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ 对于
Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ 染色强度的促进作用，则明显强于 １
ｎｍｏｌ／Ｌ ＰＴＨ的作用（图 ３）。 经 １００ ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的
ＰＴＨ每日处理ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞６ ｈ，４８ ｈ为１个循环，
共 ３个循环后，细胞内 Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ染色强度与对照
组相比，无明显提高（图 ３）。

3　讨论
在有关 ＰＴＨ的很多报道中，研究者更多的关注

于 ＰＴＨ对于细胞的作用效果和机制。 目前较一致
的观点认为，间断性给与 ＰＴＨ的确具有促进成骨细
胞分化的作用

［８，９］ ，但是较少有人关注于具体的药
物浓度问题，而这恰恰是实验当中需要特别了解和
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图 3　不同浓度的 ＰＴＨ对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞内 Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ染色的影响
倡代表与对照组相比差异有统计学意义（P ＜０畅０５）

＃代表与对照组相比差异无统计学意义 （P ＞０畅０５）

Fig．3　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ＰＴＨ ｏｎ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＭＣ ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ
倡ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０５）；

＃ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＞０畅０５）

　

注意的问题。
有关 ＰＴＨ不同浓度的在体实验，目前有部分报

道。 通过研究 １０２ 例桡骨远端骨折，并给与 ＰＴＨ治
疗的绝经后妇女，观察骨折愈合的情况。 随机分为
３组，每组 ３４ 例，安慰剂组每天注射安慰剂 ８ ｗ，实
验组给予 ２０ μｇ（治疗骨质疏松症的标准剂量），或
４０ μｇ 的 ＰＴＨ１-３４；治疗于骨折后 １０ ｄ内开始，并持
续 ８ ｗ；每 ２ 周进行一次临床随访及拍摄 Ｘ 光片。
动态比较相同时间的安慰剂组和实验组，骨折部位
桥梁骨痂的修复情况，结果显示 ２ 组未见明显差
异

［１０］ 。 中泽［１１］
等建立了大鼠骨折愈合模型，每天

应用 ＰＴＨ１-３４ １０ μｇ／ｋｇ，实验组动物骨痂内软骨量
是对照组的 １畅４ 倍，这种差异在 ２１ ｄ后消失，并且
骨折完全愈合。 Ｋａｋａｒ［１２］等利用大鼠骨折模型，每天
给予 ＰＴＨ ３０ μｇ／ｋｇ，该实验证明，ＰＴＨ 的影响主要
是通过软骨细胞，促进骨痂内软骨细胞分化，加速骨
折愈合。 但是以上这些研究，都没有明确究竟何种
剂量或浓度的 ＰＴＨ能够发挥最适的作用效能，我们
的研究主要是在明确 ＰＴＨ的作用的同时，进一步探
讨了不同浓度的 ＰＴＨ对细胞的不同作用效果。
首先，我们利用 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１成骨细胞系，通过间

断给与不同浓度的 ＰＴＨ１-３４，利用 Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技

术，明确了 ＰＴＨ对细胞内各项成骨因子 ｍＲＮＡ表达
的促进作用；更重要的是，我们发现这种作用是与
ＰＴＨ的剂量具有相关性的，１０ ｎｍｏｌ／Ｌ 浓度的 ＰＴＨ
发挥了最大的作用效果。 同时，碱性磷酸酶染色结
果与 ＰＣＲ的结果非常一致，碱性磷酸酶是细胞成骨
分化的重要的标志性蛋白，我们发现，无论是在碱性
磷酸酶的 ｍＲＮＡ 水平或是在蛋白水平，１０ ｎｍｏｌ／Ｌ
浓度的 ＰＴＨ 都具有最大的促进其表达的作用。 另
外，在细胞成骨钙化能力方面，Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ 染色也
显示，１０ｎＭ浓度的 ＰＴＨ 增强其染色强度的作用最
强，表明 １０ｎＭ浓度的 ＰＴＨ 促进细胞内成骨钙化的
作用最强。
综上所述，本研究一方面证实了间歇性给与

ＰＴＨ具有促进成骨细胞分化的作用，另一方面也明
确了不同浓度的 ＰＴＨ对于成骨细胞的分化，发挥着
不同的作用效果。
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梁从板状向杆状转变，结构模型指数增加。 在本试
验中，饲喂茜草 ３ 和 ６ 个月后，１０％ 组大鼠的 股骨
远端骨小梁体积百分比，骨小梁厚度，连接密度，骨
小梁数量和股骨远端的骨矿物质密度的水平均显著

高于 ０％组大鼠，而股骨远端的骨小梁分离度和结
构模型指数显著低于 ０％组大鼠。
据此可知，饲喂≤１０％的茜草，能增加大鼠的体

重，６个月内不会对大鼠健康造成损害；饲喂≥１５％
茜草则有可能损伤大鼠的肾脏。 饲喂 １０％的茜草，
增加大鼠股骨的长度，增强股骨远端和股骨骨干的
显微结构。
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