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摘要： 目的　探讨缝隙连接通讯增强剂前列腺素 Ｅ２ 对脂肪细胞向成骨细胞横向分化及细胞间缝隙连接通讯的影响。 方法　
选取３月龄新西兰大白兔腹股沟处脂肪组织，分离提取成熟脂肪细胞，使其去分化得到去分化脂肪细胞，取第三代去分化的脂
肪细胞进行成骨诱导，加入 ＧＪＩＣ增强剂 ＰＧＥ２ 设为增强组，并设立对照组，ＭＴＴ法观察 ＰＧＥ２ 对细胞倍增是否有影响，进行茜
素红钙结节染色和 Ｉ型胶原免疫组化染色对成骨细胞定性检测，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ技术和划痕标记染料示踪法检测缝隙连接蛋白
４３（Ｃｘ４３）的表达。 结果　ＭＴＴ法检测结果显示 ＰＧＥ２ 对细胞生长增殖无显著影响。 茜素红染色显示均发现紫红色结节。 免
疫组化染色显示增强组 Ｉ型胶原表达增强，ＳＬＤＴ 法显示增强组荧光染料扩散高于对照组，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ技术检测结果显示增
强组 Ｃｘ４３蛋白的表达增高。 结论　ＰＧＥ２ 可以增强缝隙连接通讯以增强向成骨细胞分化的能力。
关键词： 脂肪细胞；成骨细胞；去分化；缝隙连接通讯
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Abstract： Objective　To explore the effect of gap junction strengthening agent PGE２ on the osteoblast transdifferentiation by
adipocytes and the gap junction intercellular communication （GJIC）．Methods　Groin adipose tissue was taken from ３－month－old
New Zealand white rabbits and the mature adipocytes were collected．The mature adipocytes were dedifferentiated and the
dedifferentiated adipocytes were obtained．The ３rd generation of the dedifferentiated adipocytes were induced and differentiated into
osteoblasts．PGE２ was additioned in the enhanced group．The control group was also established．The effect of PGE２ on osteoblast
proliferation was detected using MTT assay．Osteoblast phenotype was examined using Alizarin red staining and collagen type I
immunohistochemistry staining．The expression of Cx４３ was measured using Western blotting and sorape－loading and dye transfet
（SLDT） method．Results　The results of MTT assay showed that PGE２ had no significant effect on cell proliferation．The results
of Alizarin red staining showed that calcified nodules were purple stained in all groups．The results of collagen type I
immunohistochemistry staining showed that the expression of collagen type I was stimulated in the enhanced group．The results of
SLDT showed that the spread of fluorescent dye was more in the enhanced group than in the control group．The results of Western
blotting showed that the expression of Cx４３ was stimulated in the enhanced group．Conclusion　PGE２ enhanced the capability of
osteoblast transdifferentiation by enhancement of GJIC．
Key words： Adipocytes； Osteoblasts； Dedifferentiated； GJIC

　　骨质疏松症作为临床上的常见病多发病，主要
是成骨细胞数量的减少为特征，同时发现骨组织中

脂肪细胞数量增多，本现象的发生机制尚不明确。
国内外研究多从骨髓间干细胞定向分化和调控角度

考虑，较少从两种细胞的横向分化和细胞间信号传
导调控角度考虑。 因此，是否能够通过调控细胞间
缝 隙 连 接 通 讯 （ ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，ＧＪＩＣ）来干预脂肪细胞向成骨细胞的
横向分化，为骨量减少性疾病提供一种新的理论依
据，以期达到治疗此骨量减少性疾病。

1　材料和方法
1．1　材料

２．３ ～２．５ ｋｇ 新西兰大白兔。 前列腺素 Ｅ２

（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ，ＰＧＥ２ ） （购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
公司）。 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（武汉博士德生物工程
有限公司）等。
1．2　主要实验试剂配制
1．2．1　成骨诱导液配制

在新配制的基础培养基（含 １０％ＦＢＳ）中依次
加入 １００ ｍｍｏｌ／Ｌ 的地塞米松、 ０．０５ ｍｍｏｌ／Ｌ 的
ＶｉｔＣ、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ的β－甘油磷酸钠，０．２２ μｍ 微孔滤
器过滤除菌后 ４℃冰箱保存。
1．2．2　缝隙连接通讯增强剂的配置

将 １５０ ｍｇ ＰＧＥ２ 溶于 ２７ ｍｌ 无水乙醇中，充分
搅拌，加入 ３６０ ｍｌ 成骨诱导液中，０．２２ μｍ 微孔滤
器过滤除菌后 ４℃冰箱保存。
1．3　方法
1．3．1　提取成熟的脂肪细胞：将 ３月龄新西兰大白
兔空气栓塞法处死，置于无菌台上。 取无菌培养皿
一个，加入适量 ＰＢＳ液。 在双腹股沟处取皮下脂肪
组织约 ２ ｇ，置于此无菌培养皿中。 在无菌条件下，
去除表面的结缔组织。 并剪成糊状，并移入 １５ ｍｌ
离心管中，在离心管中滴入 ０．１％ Ｉ－型胶原酶 ３ ｍｌ，
并盖好瓶盖，置于 ３７℃水浴箱中进行消化，时间为
３０ ｍｉｎ，每 ３分钟进行一次震荡，加入含 １％ＦＢＳ 体
积分数的 ＤＭＥＭ 培养液 ６ ｍｌ 终止消化，１８０ ｒ／ｍｉｎ
离心１０ ｍｉｎ。 收集上层液体，接种于２５ ｃｍ２培养瓶，
采用天花板贴壁法培养成熟的脂肪细胞。
1．3．2　成熟脂肪细胞去分化：１０ 天后继续在低氧
低营养环境下培养，使其脱去脂滴，得到去分化脂肪
细胞（Ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ，ＤＡ），其后采用正
常培养（１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液），每 ２ 天更换一
次培养液。 待完全脱去脂滴呈长梭形，融合达 ８０％
时，进行传代。
1．3．3　 分组并向成骨细胞诱导：选取第三代的去
分化脂肪细胞，随机分为增强组和对照组，增强组中
加入含 ＰＧＥ２ 的成骨诱导液，对照组加入成骨诱导
液。 培养过程中光镜下观察细胞形态变化。
1．3．4　ＭＴＴ法检测细胞毒性作用：分组后的细胞
按 １ ×１０３ 个／孔接种于 ９６ 孔板内，向成骨细胞诱导

后的第 ２ 日起，两组各取 ６ 个孔，检测各孔在 ４９０
ｎｍ下的吸光度（Ａ）值，每天各取 ６ 孔进行检测，共
检测 ７天，并绘制两组细胞的生长曲线。
1．3．5　茜素红染色：取诱导后 １４ ｄ的细胞，用无水
乙醇进行固定，半小时后弃固定液，冲洗 ３遍后加入
０．１％的茜素红 Ｔｒｉｓ－Ｈｃｌ（ＰＨ ８．３）染色液染色半小
时。
1．3．6　Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色：诱导 ２周后进
行Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色，吸去诱导液，用 ＰＢＳ
冲洗 ３ 遍，每次冲洗 ２ ｍｉｎ，加入 ４％的多聚甲醛进
行固定，固定 ３０ ｍｉｎ，根据免疫组化试剂盒要求染
色。
1．3．7　划痕标记染料示踪：将 ２组细胞诱导 ２ 周后
接种于 ３５ ｍｍ直径培养皿中进行培养，显微镜下观
察细胞汇合成均匀单层细胞后，ＰＢＳ冲洗 ３遍，加入
荧光黄（Ｌｕｃｉｆｅｒ ｙｅｌｌｏｗ，ＬＹ）溶液，用手术刀刀刃在培
养皿中央作一直线划痕， ５ 分钟后用 ４％多聚甲醛
固定 ３ ｍｉｎ。 用荧光倒置显微镜拍摄 ＬＹ扩散情况，
ＬＹ扩散距离使用计算机图像进行测量。
1．3．8　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ技术检测 Ｃｘ４３ 蛋白的表达：取
诱导后的 ２组细胞，各取 ３ ｍｌ ４℃预冷的 ＰＢＳ液加
入 ２ 个培养瓶中，将培养瓶平放入摇箱中摇动 １
ｍｉｎ，以充分洗涤细胞，弃去洗液。 以同样的方法洗
涤细胞 ２ 次，然后将培养瓶置于冰上。 按 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ试剂盒步骤进行操作，并进行曝光得到 Ｘ 光胶
片。 所得 Ｘ光胶片用 Ｃｈｅｍｉ Ｉｍａｇｅｒ ５５００ Ｖ２．０软件
扫描，通过 Ｆｌｕｏｒ Ｃｈｅｒｔ２．０ 软件进行定量分析，测得
整合光密度值（ｍｔｅｇｒａｔｃｄ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ，ＩＤＶ）。
1．3．9　统计分析：采用统计分析软件 ＳＰＳＳ １１．５ 进
行单因素方差分析，按α＝０．０５ 检验水准， 所得数
据以 珋x ±s表示，P ＜０．０５，有统计学意义。

2　结果
2．1　成熟脂肪细胞的去分化

成熟脂肪细胞于 ２４ ｈ开始贴壁生长，形状呈圆
形空泡状，从 ４８ ｈ 开始，圆形空泡状的脂肪细胞的
胞质开始向周围伸展，第 ４ 天部分细胞胞质中的单
个脂滴分裂成多个脂滴并向中央聚集，细胞形态逐
渐由圆形变为椭圆形，在此环境下的第 １０天开始细
胞逐渐伸展，形成不规则形状并且平铺于培养瓶底
部，１４ ｄ 后梭形细胞逐渐增多，形态为成纤维细胞
状细胞，并且贴服于培养瓶的底部，脂肪细胞完全去
分化。
2．2　２组细胞生长曲线及倍增时间
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以每个时间点所测的 ２ 组各孔 Ａ 值的算数平
均值为纵坐标，以所测的时间为横坐标， 用
ＥＸＣＥＬ２００３软件绘制出散点折线图，可以发现随着
时间的变化 Ａ值随之增加，１ ～２ｄ２ 组细胞为生长停
滞期，指数生长期从第 ３天开始，均在第 ６天进入平
台期生长期。 曲线大致呈“Ｓ”形，２组细胞生长的总
体趋势变化不大（图 １）。 经计算对照组细胞的倍增
时间约为 ６０．９６ ｈ，增强组倍增时间约为 ６５．５７ ｈ，组
间进行单因素方差分析 P ＝０．９８２（P ＞０．０５），差异
无显著性意义，结果表明缝隙连接通讯增强剂 ＰＧＥ２

对去分化脂肪细胞生长增殖无显著影响。

图 1　２组 ＤＡ的生长曲线
Fig．1　Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＤＡ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　

2．3　茜素红钙结节染色
２组细胞诱导 ２ 周后行茜素红染色，然后后镜

下观察可见 ２组细胞均有被染成紫红色的钙结节。
2．4　ＳＬＤＴ法检测 ＧＪＩＣ的强弱

取诱导培养 ２ 周后的 ２ 组细胞，采用 ＳＬＤＴ 法
进行检测，并在荧光显微镜下观察和测量 ＬＹ 扩散
的层数，结果显示增强组为 ９ ～１０层（图 ２），对照组
为 ７ ～８ 层（图 ３）。
2．5　Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色

取诱导培养 ２ 周后的 ２ 组细胞，行Ⅰ型胶原免
疫细胞化学染色，染色后镜下观察发现组胞浆内均
有棕黄色颗粒呈条索状或网状沉积（图 ４、图 ５），并
对灰度值并进行统计学分析：增强组和对照组进行
比较，P值为 ０．０４６差异有统计学意义（P ＜０．０５）。
说明增强组胞浆内有更多的Ⅰ型胶原产生（表 １）。
2．6　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ技术检测 Ｃｘ４３蛋白的表达

２组细胞诱导 ２ 周后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测
Ｃｘ４３蛋白的表达，结果显示 Ｃｘ４３ 蛋白的相对分子
量为 ４５ ×１０３，增强组的条带要强于对照组并且颜
色较深（图 ６），所得 Ｘ光胶片用 ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅ５５００ 自

图 2　ＳＬＤＴ法检测增强组荧光黄扩散距离×１００
Fig．2　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ
ｕｓｉｎｇ ＳＬＤＴ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ×１００
　

图 3　ＳＬＤＴ法检测对照组荧光黄扩散距离×１００
Fig．3 　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ
ｕｓｉｎｇ ＳＬＤＴ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ×１００
　

图 4　增强组 ＤＡ诱导 １４ 天 Ｉ 型胶原免疫组
化染色镜下观察×１００
Fig．4 　 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ
ｏｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｄａｙ １４， ×１００
　

动成像分析仪对 Ｃｘ４３电泳条带进行分析，测得整合
光密度值（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ），并做统计
学分析，增强组和对照组比较 Ｐ值分别是 ０ 差异有
统计学意义（P ＜０．０５）（表 １）。
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图 5　对照组 ＤＡ诱导 １４ 天 Ｉ 型胶原免疫组
化染色镜下观察×１００
Fig．5 　 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｏｎ
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｄａｙ １４， ×１００
　

图 6　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ技术检测 Ｃｘ４３蛋白的表达
Fig．6　Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｘ４３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
　

表 1　不同组别Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色灰度值
评分（n ＝８，珋x ±s，P ＜０．０５）、

Ｃｘ４３表达水平（ＩＯＤ值，n ＝６，珋x ±s，P ＜０．０５）
Table 1　Ｔｈｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ（n ＝８， 珋x ±s， P ＜０．０５），

Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｘ４３（ＩＯＤ，n ＝６，珋ｘ±ｓ，P ＜０．０５）

组别 灰度值 Ｃｘ４３ 表达水平
增强组 １１５ ｙｙ．８０４ ±８  ．４７６* ５４８２６ ；；．６９ ±１９０９  ．１２*

对照组 １２５ 殮殮．４９７ ±９  ．２３０ ４８５１９ ｐｐ．１９ ±１６７８ 谮．５

　　注：*表示与对照组相比较，P ＜０．０５

3　讨论
骨质疏松症作为临床上的常见病多发病，主要

是成骨细胞数量的减少为特征，同时发现骨组织中
脂肪细胞数量增多，两者存在一种此消彼长的现象，
此种现象的发生机制尚不明确。 国内外研究多从骨
髓间干细胞定向分化和调控角度考虑，较少从两种
细胞的横向分化和细胞间信号传导调控角度考虑。
成骨细胞和脂肪细胞间的横向分化已经得到证

实［１］ 。
ＧＪＩＣ广泛存在于人体的各个系统中，目前研究

比较多并取得一定进展的有神经系统和心血管等系

统，成骨细胞和脂肪细胞间也存在广泛的缝隙连接，
缝隙连接介导的缝隙连接通讯对两种细胞的代谢、
生长、增殖及分化中起到非常重要的作用，两种细胞
存在相同的表型，是否可以增强缝隙连接通讯以此
影响脂肪细胞向成骨细胞的转换，为治疗骨量性疾
病提供理论依据。
3．1　缝隙连接通讯在横向分化中的作用

通过对缝隙连接通讯的不断研究，发现前列腺
素 Ｅ２ （ＰＧＥ２ ）

［１６］ 、胰岛素样生长因子Ⅰ（ ＩＧＦ－Ｉ）、甲
状旁腺素（ＰＴＨ）等对缝隙连接通讯有增强作用。

ＧＪＩＣ的组成单位为缝隙连接蛋白（Ｃｘ），通过调
控 Ｃｘ 的生成、Ｃｘ 的转运、及连接子的偶联情况可以
调节缝隙连接的数量，从而调控 ＧＪＩＣ。

ＧＪＩＣ在维持细胞间信息的传递，调节细胞增
殖、分化及维持组织内环境的稳态等过程中起着十
分重要的作用［３，４］ ，有研究表明［５ －７］成骨细胞和骨

细胞中主要表达 Ｃｘ４３［２］ ，ＭｃＬａｃｈｌａｎ Ｅ［１０］的研究表

明 Ｃｘ４３ 与骨骼的正常发育密切相关，Ｃｘ 介导的
ＧＪＩＣ在骨骼发育、塑形中扮演尤为重要的角色［８］ 。
可通过调节成骨细胞的增殖、分化及存活等生物学
过程而影响骨骼的发育、塑形［９］ 。
本实验选用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测成骨细胞中

Ｃｘ４３蛋白的表达，发现增强组 Ｃｘ４３ 的量明显多于
对照组的量，这说明 ＰＧＥ２ 对 ＧＪＩＣ 具有调控作用，
通过改变 Ｃｘ的生成和转运使其在细胞与细胞之间
产生了更多的缝隙连接结构的。 直观的 ＳＬＤＴ 法检
测缝隙连接通讯功能，发现单位时间内增强组 ＬＹ
的的扩散细胞层数明显多于对照组，说明细胞与细
胞之间产生更多的缝隙连接结构的基础上，可以使
单位时间细胞与细胞之间的信息交换量明显增加。
3．2　去分化脂肪细胞向成骨细胞横向分化

成熟的脂肪细胞在缺氧缺营养的培养条件下能

够去分化为成纤维样细胞，这种细胞在成骨诱导环
境下具有分化为成骨细胞［１１］的能力。 因此选用 ３
月龄新西兰大白兔，提取成熟脂肪细胞。
成熟脂肪细胞采用天花板贴壁法在缺氧缺营养

环境下进行培养，镜下观察到成熟的脂肪细胞第 ４
天开始逐渐脱去脂滴，１０ ｄ左右去分化成功得到高
纯度去分化脂肪细胞，随后进行分组诱导。
通过ＭＴＴ法检测发现 ＰＧＥ２ 药物对去分化脂肪

细胞向成骨诱导过程中对细胞增殖无显著影响。
钙结节为成骨细胞进入成熟期的标志［１２－１５］ ，成

骨细胞的成熟在骨形成的过程至关重要。 本实验中
２ 组细胞于诱导 ２ 周后行茜素红钙结节染色，均有

２８０１ 中国骨质疏松杂志　２０１４ 年 ９ 月第 ２０ 卷第 ９ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１４，Ｖｏｌ ２０， Ｎｏ．９



钙结节被染成了紫红色，说明在成骨诱导脂肪细胞
成功分化为成骨细胞，并能聚集钙离子，促进细胞外
基质矿化，使成骨细胞进入了成熟期。

Ｉ型胶原是成骨细胞分化过程中的早期标志之
一，在骨发育中 Ｉ 型胶原起重要作用，Ｉ 型胶原缺失
会造成成骨细胞发育停滞。 本实验结果显示增强组
胞浆内 Ｉ型胶原含量多于对照组，这说明增强 ＧＪＩＣ
可以产生更多的 Ｉ型胶原，加快骨基质重建进程。
本实验证实成熟的脂肪细胞能够去分化并且得

到了去分化脂肪细胞，去分化脂肪细胞在成骨诱导
环境下能够横向分化为成骨细胞，并能使之进入成
熟期，参与成骨过程。 增强 ＧＪＩＣ能够产生更多的成
骨细胞分化过程中的早期标志物 Ｉ 型胶原，使之继
续发育并进入成熟期。
综上所述，缝隙连接通讯增强剂 ＰＧＥ２ 通过调

控 Ｃｘ 的生成、Ｃｘ 的转运、及连接子的偶联，增加了
缝隙连接结构的形成，从而增加了缝隙连接的数量，
因此使得细胞与细胞间的信息传递增加，进而加快
了去分化脂肪细胞向成骨细胞横向分化的速度，分
化成了更多的成骨细胞并加快了成骨细胞的成熟和

骨质重建。 说明影响缝隙连接通讯能够影响脂肪细
胞向成骨细胞分化。
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