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摘要：目的 利用大鼠骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs)建造体外实验模型，探讨间歇应用甲

状旁腺激素1—34(parathyroid hormone 1—34，PTH 1—34)对BMSCs成脂分化中脂蛋白脂肪酶(1ipoprotein lipase，LPL)和碱性磷酸

酶(alkaline phosphatase，ALP)的影响。方法(1)全骨髓贴壁培养法分离出BMSCs，体外培养与鉴定；(2)以P3代BMSCs为

体外实验模型，分为两组：单纯诱导液组和PTH组。单纯诱导液组：BMSCs+DMEM培养基+诱导液；PTH组：BMSCs+DMEM

培养基+诱导液+PTH 1—34；(3)采用间歇方式将不同浓度的PTH 1—34加入PTH组的BMSCs培养基，14天后采用ELISA法

测定LPL活性，采用RT—PCR法测定ALP的活性。结果 (1)P3代细胞表达抗原CD29、CD44，不表达抗原CD45，基本符合

BMSCs表面标志物特征；(2)成脂诱导液诱导BMSCs分化21天后，油红O染色可见胞内脂滴出现，符合脂肪细胞的特性；(3)

问歇应用不同浓度的PTH作用于BMSCs后，与对照组比较，LPL的表达量下降，ALP活性增加，并呈剂量依赖性。结论小剂

量间歇应用PTH 1—34可使BMSCs的成脂分化中LPL表达量降低，ALP表达量增加，证明小剂量PTH 1—34可抑制BMSCs成脂

分化，促进其成骨分化。
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Abstract：Objective To establish rat bone marrow mesenchymal stem cell experimental model，and to explore the effect of

intermittent application of parathyroid hormone on lipoprotein lipase(LPL)and alkaline phosphatase(ALP)during adipogenic

differentiation by BMSCs．Methods (1)BMCSs were separated and expanded by whole bone marrow adherent culture method，

and they were identified in vitro．(2)The P3 of BMSCs was taken for the test in vitro．They were divided into 2 groups：pure

induced liquid group(BMSCs+induced liquid+DMEM medium)and PTH group(BMSCs+induced liquid+DMEM medium+

PTHl—34)．(3)Different concentrations of PTHl-34 were intermittently additioned to BMSCs medium．After 14 days LPL activity

was measured using ELISA．Expression of ALP mRNA was measured using real-time PCR．Results The P3 cells expressed

CD44 and CD29，but did not express CD45，which were consistent of BMSCs characteristics．By culturing in adipogenic medium

for 21 days，Oil Red O staining could be seen，indicating that the cells were successfully induced to adipocytes．Compared with the

control group，mRNA expression of ALP decreased but LPL activity increased after intermittent use of different concentrations of

PTHl—34．The effect was dose—dependent．Conclusion Intermittent application in low doses of PTHl—34 decrease LPL activity but

increase mRNA expression of ALP during adipogenic differentiation by BMSCs，indicating that low doses of PTHl—34 inhibit

adipogenic differentiation but promote osteogenic differentiation．
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甲状旁腺激素1-34(parathyroid hormone 1．34．

PTHl-34)由甲状旁腺的主细胞和嗜酸性粒细胞合
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成并分泌⋯，是当前促进骨形成药物的代表性药

物。早在1979年Riggs BL就研究了PrrH在骨质疏

松症(osteoporosis，OP)中的重要性，发现绝经后及

老年性骨质疏松患者存在PTH水平下降。21。研究

表明，”H呈代偿性分泌增多，可导致骨转换率加

速和骨丢失，而小剂量、间歇应用PTHl—34能够促

进骨形成，同时还可以改善骨骼的微结构。3⋯。骨髓

间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells，

BMSCs)具有内在的成骨和成脂肪分化潜能，两者之

间的分化相互关联∞。。成骨细胞和成脂细胞不仅

拥有一个共同的前体细胞源BMSCs，还具有相同的

细胞表型，在一定条件下两种细胞可在不同的分化

方向之间转化，并且存在一种相互牵制、此消彼长的

关系∽1。BMSCs向成骨细胞与脂肪细胞分化的平

衡维系着髓内骨组织与脂肪组织量的平衡，成骨分

化与成脂分化互为“倒数”关系。⋯。因此，当BMSCs

分化的脂肪细胞含量高时，相应的其所分化出的成

骨细胞少，反之亦然。本实验是通过研究问歇应用

不同浓度的PTHl—34对BMSCs成脂分化中LPL和

ALP的影响，探讨间歇应用小剂量PTHl—34治疗骨

质疏松症的分子机制。

1材料和方法

1．1主要试剂及仪器

PTHl．34(上海吉尔生化)，DMEM／F12培养基、

胎牛血清(GIBCO公司)，成脂诱导培养基、成骨诱

导培养基(Cyagen)，四氮唑化合物(MTT)，二甲亚

枫(DMSO)，PBS溶解液，LPL活性试剂盒(南京建

成生物工程研究所)，Trizol RNA提取试剂，dNTP，

引物(上海生工)，酶标仪(美国赛默飞公司)，PCR

热循环仪(Ggene Amp9600，PE公司，美国)。

1．2体外实验模型的建立

取4周龄SPF级SD雄性大鼠1只，脱颈法处

死，无菌条件下去除干骺端暴露骨髓腔，将骨髓冲至

离心管，离心，弃上清，移液枪反复吹打至细胞均匀

后，将细胞以1×106 cells／ml的密度种植于25 cm2

培养瓶中，培养箱培养72 h后更换培养液，除去未

贴壁的细胞并观察。后每2～3天换液1次，至12d

细胞融合至80％～90％时，取P3代细胞胰酶消化

后分别置于成脂和成骨诱导培养基中培养，21d和

28d后分别进行油红0染色和茜素红染色。

1．3实验方法

I．3．1间歇应用不同剂量的PTHl—34对BMSCs增

殖的影响(MTT法)：取P3代BMSCs接种于96孔

板中，5000cells／：fL，每孔2001xL，置于细胞培养箱中

孵育。以48 h为一个循环，间歇应用，前6个小时

加入含有不同浓度的PTHl—34(0、10’10、10一、10“

tool／1)培养基，后42 h换成不含PTHl—34的细胞培

养基，每组设5个复孑L。一个循环后每孔加5％M，IvI’

液20 ul，混匀后继续在细胞培养箱中孵育4 h，终止

培养，吸弃上清液，稍振荡待后每孔加入溶剂

(DMSO)150 ul，震荡10 min，选择490 nm波长，测

定各孑L的光吸收值(OD值)。

1．3．2间歇应用不同剂量的PTHl—34对BMSCs成

脂分化的影响：取生长状态良好的P3代细胞，分两

组进行实验，即单纯诱导液组和PTH组。单纯诱导

液组：BMSCs+DMEM培养基+诱导液；PTH组：

BMSCs+DMEM培养基+诱导液+PTHl—34，PTH

组又分为3小组。以48 h为一个循环，前6个小时

分别向PTH组的3个小组加入含不同浓度PTHl-34

(10’10、10一、10“mol／1)的成脂诱导培养基，单纯诱

导液组内仅有成脂诱导液，不加PTH，6 h后吸弃上

清液，用PBS清洗1次，然后换成成脂诱导培养基

维持42 h。7个循环后，用ELISA法测定LPL的活

性，用RT—PCR法测定ALP的表达量。具体步骤如

下：(1)细胞总RNA的提取：收集细胞，加入1 ml

Trizol，充分破碎和溶解细胞提取RNA；加入200trL

氯仿，振荡混匀后离心5 min，将上清液移人EP管

中，加入异丙醇，离心5min以沉淀RNA。(2)cDNA

第一链的合成：参照试剂盒说明。(3)PCR反应步

骤：根据引物设计软件设计ALP和PPAR,／引物，同

时扩增3-actin作为内参，引物见表1。反应条件：

94％预变性10 min，活化Tag酶；94。C变性15 S，

55℃30 S，60℃60 S，45个循环结束。以B—actin为

管家基因，对照孔为校正值，采用2“们1法计算基因

表达的相对变化。

表1 RT—PCR基因引物序列

Table 1 The primer sequences of genes for

semi··quantitative RT-PCR

1．4统计学处理

应用SPSS 13．0统计学软件对实验数据进行分

析，计量资料以哥±S表示。组问两两比较采用LSD—

t检验，以P<0．05为差异表示有统计学意义。
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2．1 BMSCs的鉴定结果

2．1．1 BMSCs的形态特征、表面标志物鉴定：倒置

相差显微镜下观察，P。代BMSCs细胞为圆形、悬浮

状，3天后细胞贴壁，呈多角形、有突起形成，集簇状

排列，10～14 d细胞融合至80％～90％，传代后呈

200 M)O 6(1()80() 1()00

I：or、A。ard scatter

均一长梭形、纺锤形和多角形，体积较大，开始增殖

以后细胞突起相互连接，常有一两个位置居中的细

胞核，增殖迅速，并呈集落样生长，且都能附着在细

胞培养瓶壁上生长，具有成纤维细胞的特点。流式

细胞仪检测显示，P3代BMSCs CD29阳性细胞比率

为79．95％，CD44阳性细胞比率为84．19％，CD45

阳性细胞比率为1．33％(见图1)。

图1 细胞表面标志物鉴定

Fig．1 Identification of the cell surface markers

2．1．2 BMSCs的多向分化能力的鉴定：(1)BMSCs

成脂诱导的鉴定：BMSCs成脂诱导1W后，细胞由长

梭形变为椭圆形、圆形，出现折光性强的小脂滴，21

d后油红0染色后在光镜下细胞胞浆内可见染成红

色的脂肪滴，有的细胞核偏向一边，符合脂肪细胞的

特性(见图2)；(2)BMSCs成骨诱导的鉴定：BMSCs

成骨诱导后10 d左右，细胞体积增大，由长梭形呈

多角形、短梭形改变，形成多层细胞，28 d后茜素红

染色阳性(见图3)。

2．2间歇应用不同剂量PTHl．34对BMSCs增殖、

成脂分化及成骨分化影响的结果

2．2．1间歇应用不同剂量PTHl-34对BMSCs增殖

的影响：间歇应用不同剂量PTHl—34(0、10。o、10一、

10“mol／L)作用于BMSCs后，对照组与实验组、实验

组组间比较，差异无统计学意义(P>0．05)，见表2。

图2 BMSCs成脂诱导(×100)

Fig．2 A(1ipocyte dilfeFellfialion by t)one marrow

111t，senchymal stem(-f-lls f×1 00 1
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图3 BMSCs成骨诱导(x40)

Fig．3 Osteoblast differentiation by bone marrow

mesenehymal stem cells(×40)

表2不同实验组对BMSCs增殖的影响(n=5，i±s)

Table 2 Efiect of different treatment on the cell

proliferation of BMSCs(n=5，牙±S)

浓度PTH值

0 mol／L

10—10 moI／L

10一9 moI／L

10—8 m01／L

，值

P值

0．39±0．10

0．36±0．1l

O．3l±O．05

0．39±O．09

0．751

0．538

2．2．2 间歇应用不同剂量PTHl一34对BMSCs成

脂分化中LPL、ALP的影响：间歇应用不同剂量

PTHl．34(10一o、10一、10。8 mol／L)作用于BMSCs

后，与单纯诱导液组相比，脂肪细胞标志物LPL的

表达量随PTHl-34浓度的升高而降低，组间比较

及组内比较均有统计学意义(P<0．05)，见表3。

成骨细胞标志物ALPmRNA的表达量随浓度的升

高而增加，组间比较及组内比较均有统计学意义

(P<0．05)，见表4，结果提示间歇应用PTHl_34

可抑制BMSCs成脂分化，促进其成骨分化，且呈剂

量依赖性。

表3不同实验组对LPL表达量的影响(n=5，i±S)

Table 3 Effect of different treatment on the

expression of LPL(n=5，i±s)

浓度LPL值

0 mol／L

10一”moI／L

10一moI／L

10—8 moI／L

，值

P值

11 20土0．6l

7．62±0．48+

5．84-I-0．57‘’

5．32±0．52’4

141．24

<0．000

注：各实验组与对照组比较，P<0．05；各实验组组问比较，P均

<0．05，差异有统计学意义

表4不同实验组对ALP表达量的影响(／1,=3，i±s)

Table 4 Effect of different treatment on the mRNA

expression of ALP(n=3，置±s)

浓度 ALP值

0 mol／L

10—10 moI／L

10一moI／L

10一moI／L

F值

P值

注：各实验组与对照组比较，P<0．05；各实验组间两两比较，P

均<0．05，差异有统计学意义

3 讨论

OP是一种以骨量低下，骨微结构损坏，导致骨

的脆性增加，易发生骨折为特征的全身性骨病。疼

痛、脊柱变形和发生脆性骨折是其最典型的临床表

现‘“。正常成熟骨的代谢主要以骨重建形式进行，

成人骨骼终生不问断地更新和重建，目的是新旧交

替、维持骨强度平衡。这一骨重建过程，依赖于破骨

细胞的骨吸收和成骨细胞的骨形成两个过程精确协

同。近年大量研究已从细胞水平展示了破骨细胞和

成骨细胞相耦联的奇妙关系，它们经细胞内外多途

径精确信号调控，涉及正负反馈环和双向作用机制，

从而维持骨稳态。

国内外关于PTHl．34对BMSCs细胞增殖影响

的研究尚有不同报道，杜艳萍等人。副研究不同浓度

PTHl．34(10“2—10“mmol／L)对人BMSCs细胞增

殖的影响，发现PTHl。34可以促进BMSCs的增殖，

调节其分化，但不能维持BMSCs细胞的干性。而国

外Tillmann等H1将不同浓度PTHl-34(0、10 txmol／

L、100 I上mol／L)作用于加入了成骨诱导液的BMSCs

细胞，结果发现PTHl—34对BMSCs的增殖无影响。

本实验通过观察间歇应用不同浓度PTHl—34对

BMSCs细胞增殖的影响，发现各浓度PTHl-34对

BMSCs增殖无明显影响，同Tillmann等人结果相

似。结果提示在一定的诱导条件下，PTHl-34有可

能不影响BMSCs的增殖，而只根据其所处的诱导环

境促进其分化，可能是当细胞在诱导液作用下诱导

分化时，促进了细胞的分化功能而其增殖能力却受

到抑制。当然，其它的一些内在因素亦有所影响，如

细胞种属不同或分化程度不同。

脂蛋白酯酶(1ipoprotein lipase，LPL)于1943年

首次被发现，是丝氨酸酯酶家族成员之一，它主要由

脂肪细胞、心肌细胞、骨骼肌细胞等实质细胞合成和

筹赫嚣嚣：
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分泌，只在胚胎和新生儿的肝中有表达，在成人肝中

不表达‘lo]。LPL的主要生理功能是可以水解血浆

乳糜微粒和极低密度脂蛋白中的甘油三酯(TG)，生

成的游离脂肪酸进人心肌、骨骼肌等氧化分解、释放

能量，或在脂肪组织中重新合成TG储存起来。LPL

是TG降解的限速酶，对清除体内过多的TG至关重

要，在脂代谢、胰岛素抵抗、脂肪细胞分化中有重要

作用，成为当今研究肥胖症和相关疾病的热点‘1⋯。

影响LPL表达量的因素很多，激素、营养、运动、过

氧化物增殖因子活化受体1、载脂蛋白、糖基化磷脂

酰肌醇锚定高密度脂蛋白结合蛋白1、血管生成素

样蛋白3和4等都可影响LPL的表达量⋯1。

碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)主要来自

于骨骼，由成骨细胞产生，是成骨细胞分化成熟标记

酶，可能参与骨基质成熟钙化过程的调节，促进ca“在

基质中的沉积，为诱导成骨后的关键标志物之一，可用

该酶活性的高低来检测BMSCs向成骨分化的能力。

笔者通过RT—PCR方法显示碱性磷酸酶的表达来鉴定

成骨细胞，以此来反映成骨分化的程度。PTHl．34可通

过BMP信号通路导致BMSCs向成骨细胞分化‘1“，

BMP信号通路调节干细胞的自我更新和分化，细胞的

增殖、迁移和凋亡，以及胚胎发育和出生后组织体内稳

态的维持。该信号通道已经被证实了是以牺牲脂肪细

胞生成为代价来促进成骨细胞生成¨3|。

因此，ALP作为诱导成骨后的关键性标志物之

一，并且是最早出现的成骨标志，可以通过对它的测

定反映细胞向成骨方向分化的程度¨“；而LPL是脂

肪分解的关键酶，已被证实是脂肪细胞分化早期的

经典标志之一，故可通过对LPL的测定来反映成脂

分化的程度。本实验通过研究问歇应用不同剂量

PTHl·34对大鼠骨髓问充质干细胞成脂分化中LPL

和ALP的影响，发现实验组与对照组比较下，脂肪

细胞标志物LPL表达量降低，而成骨细胞标志物

ALP的表达量升高，提示间歇应用PTHl．34可抑制

BMSCs成脂分化，促进其成骨分化，成脂分化与成

骨分化之间互为反作用，即在骨髓间充质干细胞成

骨分化增强时，成脂分化就减弱¨“，LPL表达量降

低而ALP表达量升高，同国内外报道相一致。

本研究通过探讨间歇性应用不同浓度的PTH

对BMSCs成脂分化中LPL和ALP的影响，得出实

验结果提示间歇性应用PTH可人为的在体外动物

实验模型中造成P，I’H分泌的高度稳定性及规律性，

尽量模拟与人体正常生理相似的PTH分泌，从而达

到促进骨髓间充质细胞向成骨分化的目的。但是本

研究是将大鼠来源BMSCs建立体外实验模型，所得

结果建立在体外实验基础上，而将PTHl—34作用于

骨质疏松大鼠体内是否同样具有抑制BMSCs成脂

分化，促进成骨分化的作用，是否受体内其它环境的

影响，还有待进一步研究论证。
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