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摘要：目的探讨富马酸替诺福韦酯(Tenofovir disoproxil fumarate，TDF)对体外培养小鼠胚胎前体成骨样细胞MC3T3．E1增

殖、凋亡及矿化的影响。方法体外培养MC3T3一El细胞，分为正常细胞对照组、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)对照

组、TDF处理组(50 nM、500 nM、5000 nM、50000 nM、250000 nM、500000 nM)，干预24 h、48 h。cell counting kit一8(CCK8)试剂盒

检测细胞增殖抑制率，ANNEXIN V／7AAD凋亡试剂盒检测细胞凋亡率，茜红素染色检测钙结节形成。结果TDF对MC3T3．

E1成骨细胞的增殖和凋亡的影响受TDF浓度和干扰时间的影响，即低浓度对增殖和凋亡无影响，高浓度抑制增殖并促进摘

亡，并随干扰时间增加，增殖抑制率和促凋亡率增大，并抑制MC3T3一E1成骨细胞钙结节形成；结论在血药浓度(约500 nM)

时，TDF对MC3T3一E1成骨细胞增殖和凋亡无影响，但抑制钙结节形成，进而影响成骨，可能是导致TDF相关性骨量减少和骨

质疏松的因素之～。
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Abstract：Objective To investigate the effect of tenofovir disoproxil fumarate(TDF)on proliferation，apoptosis，and

mineralization of mouse MC3T3一El ceils．Methods MC3T3．El cells were cultured in vitro，The cells were divided into normal

control group，DMSO control
group，and TDF treatment groups(50 nM，500 aM，5000 nM，50000 nM，250000 nM，Or 500000

nM，respectively)．After 24 and 48 hours，the growth inhibitory rate and apoptosis rate were examined using CCK8 kit and

ANNEXIN V／7AAD kit，respectively．Calcium nodule was examined using Alizarin red staining．Results The effect of TDF On

the proliferation，apoptosis，and mineralization of MC3T3一E1 ceils were dose and time—dependent．Low dose of TDF was not

effective on the proliferation and apoptosis，but high dose of TDF inhibited the proliferation，promoted apoptosis，and inhibited

calcium nodule formation．Conclusion TDF at blood concentration of 500nM is not effective on the proliferation and apoptosis of

MC3T3一E1 cells，but it inhibits mineralization，resulting in TDF—related bone loss and osteoporosis．
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富马酸替诺福韦醣(Tenofovir Disoproxil

Fumarate，TDF)，分子量为635．5149，有效成分为替
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诺福韦(tenofovir)，是一种核苷类逆转录酶抑制剂，

自2001年美国食品和药物管理局(Food and Drug

Administration，FDA，USA)批准应用，目前广泛应

用于人类免疫缺陷病毒(HIV，human

immunodeficiency virus)感染、慢性乙肝等抗病毒治

疗。核苷类逆转录酶抑制剂作用于RNA逆转录酶，

阻止核糖核酸病毒的遗传物质RNA逆转录成

cDNA，进而阻止病毒复制。

替诺福韦在临床上取得良好效果，伴随而来的

是其各种副作用的发生，例如骨量降低、骨质疏松

症。11、低磷酸盐血症性软骨病∽1、范可尼综合

征¨’“。已经证实，经过抗逆转录病毒治疗

(antiretroviral therapy，ART)后，含TDF治疗方案比

其他核苷类逆转录酶抑制剂的骨质丢失率高1％一

2％E 5-9]。目前，为减少TDF相关性骨质丢失的并发

症，相关替代药物(如马拉韦罗，Maraviroc，

MVC。to]，辉瑞公司生产的一种新的抗艾药)也在研

发中。已报道，另一个并发症是肾毒性，应用TDF

的患者肾毒性高达22—53％，包括近端小管功能不

全、范可尼综合征、肾衰⋯’121。近端肾小管功能异

常导致尿磷酸盐丢失或者肾1，Ot一二羟维生素D3丢

失，伴随骨软化已报道，在含TDF治疗组达1．6％一

22％㈣。

正常骨代谢处于动态平衡，是以成骨细胞的骨

形成和破骨细胞的骨吸收为基础。来源于间充质干

细胞的成骨细胞，在人体内合成胶原蛋白和糖蛋白

形成类骨质¨“。成骨细胞功能变化，可以导致骨丢

失，或者骨量减少，或者骨质疏松症。

基于临床中观察到的替诺福韦酯相关性骨质丢

失，我们旨在探索替诺福韦酯相关性骨质丢失的可

能机制。在本研究中，我们探索替诺福韦酯是否能

影响成骨细胞的生物学特征及矿化形成，进一步影

响成骨细胞的功能和骨形成。为此我们选择成骨细

胞前体细胞，暴露于含不同浓度的培养基中，收集细

胞，检测细胞增殖、凋亡及矿化的变化。已经有研究

显示替诺福韦酯可以导致成骨细胞基因表达紊乱，

这些基因涉及到成骨细胞功能，进而导致骨密度降

低。1 5I。我们的研究第一次探索了TDF对MC3T3-

El细胞凋亡及矿化的影响。

1材料和方法

1．1 细胞株以及主要试剂和仪器

小鼠胚胎前体成骨样细胞MC3TC-E1(购于中

国医学科学院基础医学研究所基础医学细胞中心，
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Chinese academy of medical sciences，institute of basic

medical basic medical cell resource center)，富马酸替

诺福韦二吡呋酯药物(Tenofovir Disoproxil Fumarate，

正大天晴公司提供，批号：1505041102，含量：

99．5％，水分：0．3％)、MEM-d培养基(Gibco公

司)，新生胎牛血清(Gibco公司)，CCK8试剂

(Dojindo，CK04)、Vitamin C(SIGMA公司)、3-甘油

磷酸钠(SIGMA公司)、100×青．链霉素溶液(吉诺

生物医药技术有限公司)、DMSO(美国AMRESCO

公司)、PBS(Gibco公司，4．775 g／500 m1)、酶标仪

(BIO．RAD Model 680型)、超低温保存箱

(SANYO)、流式细胞仪(FACS，Fluorescence

Activated Cell Softer)、CO，温箱(SANYO)、低速离心

机(法国捷安公司)，以及实验室其他常用设备。

配制浓度为0．5 mmol／ml的TDF母液：称取

0．318 g TDF，溶于1 ml DMSO，充分振荡混匀，一

20℃储存备用。按照实验所需浓度，用普通培养基

稀释到相应浓度。

1．2实验方法

1．2．1细胞培养、传代、冻存：将新鲜购置MC3T3-

E1细胞，置于5％CO，、37oC培养箱内培养，普通培

养液含90％MEM—Ct基础培养基、10％的胎牛血清、

100 o．g／ml双抗(青霉素．链霉素)。诱导培养液在

普通培养液基础上含10 mmol／L[3一甘油磷酸钠、50

斗∥L Vitamin C。每2～3天换液1次，细胞密度长

至80％一90％传代，并冻存部分第一、二、三代以备

用。

1．2．2细胞增殖情况检测：CCK8比色法。96孑乙板

接种细胞，每孔100“L，每孔细胞数4800个细胞。

铺板24小时后，观察细胞是否贴壁，贴壁后，更换含

不同浓度TDF(50 nM、500 nM、5000 nM、50000 nM、

250000 nM、500000 nM)的普通培养液。共分8组，

即空白对照组、不同浓度TDF处理组、DMSO处理

组。分别干预1 d、3 d、5 d、7 d后，用PBS洗一遍，

加入CCK8(5 ms／mL)，每孔20斗L，5％C02、37。C培

养箱孵育1．5 h，570 nm波长酶标仪测定各孑L吸光

度值(OD值)。

1．2．3 细胞凋亡检测：6孔板中接种细胞，每孔2

ml，每孔细胞数1．5×105个。24h细胞贴壁后，更

换含不同浓度TDF(50 nM、500 nM、5000 nM、50000

nM、250000 nM、500000 nM)的诱导培养液，分别于

24 h、48 h后，胰酶消化收集细胞，PBS、cell staining

buffer各洗一遍，100ul cell staining buffer重悬细胞，

Annexin V 2ul／样，室温染色15 min，上机检测前
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7AAD染色，2ul／样，流式细胞仪检测TDF对细胞凋

亡的影响。

1．2．4细胞钙化程度检测：茜红素染色法。6孑L板

接种细胞，每孑L 2 ml，每孑L细胞数1．5×105个，培养

24 h后待细胞贴壁，更换含不同浓度TDF(50 nM、

500 nM、50000 nM)的诱导培养基，每2天换液。于

第14天以70％乙醇同定细胞l h，以双蒸水洗3次

后，茜红素溶液染色30 min。染色后以双蒸水洗3

遍后，观察并拍照。

1．3统计学处理

实验所得数据用均数±标准差表示。SPSSl3．0

统计软件分析数据，进行单因素方差分析，各实验组

间比较采用Student—Newman—Keuls(SNK)检测，以P

<0．05表示差异有统计学意义，P>0．05表示无统

计学差异。

2 结果

2．1 TDF对MC3T3一El增殖的影响

本研究结果显示，与DMSO对照组相比，TDF

干扰24 h时，50 nM、500 nM、5000 nM浓度对

MC3T3一E1细胞增殖无抑制(P>0．05)，而48 h时，

50 nM、500 nM对MC3T3．E1细胞增殖无抑制(P>

0．05)，余各浓度的TDF均抑制MC3T3．E1细胞增

殖。结果表明，不同浓度的TDF对MC3T3一E1细胞

增殖抑制差异较大，而在临床血药浓度(约500nM)

下对MC3T3一E1细胞增殖无抑制(P>0．05)。

2．2 TDF对MC3T3一E1细胞凋亡率的影响

本实验结果显示，与DMSO对照组相比，TDF

浓度为250000 nM和500000 nM时，干扰48 h，

MC3T3．El细胞凋亡率明显增加。而在血药浓度

(约500 nM)，TDF对MC3T3一El细胞凋亡无影响。

2．6 TDF抑制成骨细胞钙结节形成

钙沉积，用来评估体外细胞外基质矿化的生理

过程。矿化对于骨形成过程非常重要。为了探究

TDF对骨矿化过程的作用，我们用茜红素染色分析

诱导培养基中钙结节的形成。MC3T3一E1细胞分别

用含TDF(0 nM、50 nM、500 nM、50000 nM)、DMSO

(0．1％。)的诱导培养基和非诱导培养基处理14 d。

NC组培养基：不含B一甘油磷酸钠和维生素c。结

果如图4所示，500 nM和50000 nM TDF处理组矿

化结节明显减少，同时对照组(含0．1％oDMSO)和正

常组(除5％胎牛血清和0．5％双抗的培养基外，不

含DMSO和TDF)钙结节较多，而非诱导培养基培

养14 d后(NC组)无钙结节的形成。表明TDF能

抑制MC3T3一E1钙结节的形成。

表1 不同浓度富马酸替诺福韦酯作用下体外培养小鼠前

成骨细胞MC3T3一El的增殖抑制率(x±s)(％)(n=3)

Table 1 The growth inhibition rate of MC3T3-El at different

concentrations of TDF(j±5，％，n=3)

注：3在相同浓度下，不同时间点两组间抑制率有统计学意义(P<

0．05)：+TDF干扰24 h后，高浓度TDF(50000 nM、250000 nM、

500000 nM)与DMSO对照组相比，抑制率有统计学意义(P<0．05)，

低浓度(0nM、50 nM、500 nM、5000 nM)和DMSO对照组相比无统计

学意义(P值分别为0．868、0．881、0 591、0．167)；。TDF干扰48 h

后，空白组(0 nM)、TDF处理组(50 nM、500 nM)和DMSO对照组相

比无统计学意义(P值分别为0．096、0．207、0．381)．余各组与DM、¨

对照组相比．均有统计学意义(P<0 05)；3 At theⅫ⋯t·

concentration，the rates have statistical significance between the twu

groups of different times(24 h and 48h)；’At 24 h，the rates of high

concentration groups(50000 nM．250000 nM，500000 nM)are

statistically significant(P<0 05)，compared with the DMSO control

group；the rates of low concentration groups(50nM，500nM．5000nM)

and DMSO group do not have significance(P value are 0．868、0．88 1、

0．591、0．167)，compared with DMSO control group；。At 48 h，the rates

of treatment groups(0nM，50nM，500nM)，have no statistical

significance(P value are 0．096，0．207，0．38 1)，compared with DMSO

control group；the rates of the other groups have statistical significance，

compared with DMSO control group

∥，零芦心◇≯≯≯芦
fDIj处理组

图1不同浓度TDF不同处理时间对MC3T3一

E1细胞增殖抑制率

Fig．1 The growth inhibition rate of MC3T3一E1

cells at different concentrations of TDF on 24 h and

48 h．
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表2 不同浓度富马酸替诺福韦酯对小鼠前成骨细胞

MC3T3一E1凋亡率的影响(j±s)(％)(n=4)

Table 2 The apoptic rale of MC3T3一El at different

concentrations of TDF(i±S．％。n=4)

注：。相同TDF浓度(250000 nm／L、500000 nm／L)，不同时间

点，两者之间有统计学意义(P<0 05)．其余各组间无统计学意义(P

>0．05)；‘TDF干扰24 h后，不同浓度TDF对成骨细胞凋亡率各组

间均无统计学意义：ATDF干扰48 h后．TDF浓度(500000 nmol／L、

250000 nmol／L)处理组与对照组(DMSO处理组)相比有统计学意义

(P<0．05)，其余各组问均无无统计学意义(P>0．05)；‘At different

points and same TDF concentration(250000nm／L or 500000nm／L)，the

apoptosis rates between groups are signifk’ant(P<0．05)：‘after 24 h

TDF treated．the apoptosis rates bPt¨’een groups have no significance：

。after 48 h TDF treated，the apoptosis rates of 50000nM group and

250000nmol／1．group have significance(P<0．05)，compared with

DMSO group．

×l_一

Lj■
s§羹羹爹爹梦穸

，t
4

I)l处理组

图2不同浓度TDF对细胞凋亡的影响。

Fig．2 The effect of different concentrations of

TDF on cell apoptosis

3 讨论

本研究旨在探索TDF对成骨细胞增殖、凋亡、

钙结节形成的影响。我们选择MC3T3一E1作为体外

模型，探索TDF对MC3T3．E1成骨细胞的影响。

HIV感染者中，骨量减少及骨质疏松较普遍，原

因是多方面的。包括HIV病毒活动，药物毒性，还

有宿主因素。其中药物毒性发挥重要作用，尤其是

TDF。尽管很多临床文献报道骨代谢与TDF的关

系，但是涉及的病理机制并未无完全阐明。
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临床研究已经表明TDF与骨代谢密切相关。

在含TDF抗病毒治疗方案的患者中，将TDF转换成

阿巴卡韦(abacavir，ABC)，48周时，环磷酰胺

(cyclophosphamide，CTX)、胶原蛋白I型(Collagen

type I)、I型前胶原氨基端肽(Procollagen I N．

terminal Peptide，P1NP)等血清三种骨标志物的含量

有意义地降低，表明骨代谢减弱161，骨保护素

(osteoprotegerin，OPG)无变化，遗憾地是此研究中

核因子KB受体活化因子配体(receptor activator

activator nuclear factor—KB ligand，RANKL)在样本中

未能检测到，OPG／RANKL／RANK信号系统对调节

骨代谢平衡起重要作用。持续应用包含齐多夫定

(zidovudine，AZT)／拉米夫定(1amivudine，3TC)的

ART治疗方案，直接转换成TDF／恩曲他滨

(emtricitabine，FTC)方案时，骨代谢增加、骨密度

(bone mineral density，BMD)降低，表明影响体内骨

代谢"J。相同的研究指出，低骨密度的接受抑制病

毒治疗的HIV感染患者，从TDF换成雷特格韦

(raltegravir)，48周时，髋骨和脊柱BMD升高，骨代

谢标志物(氨基末端肽、骨钙素(bone gla protein，

BGP)、骨碱性磷酸酶(bone specific alkaline

phosphatase，BSAP))降低。”。。ABC／3TC和TDF／

FTC联合依非韦伦(efavirenz，EFV)，最低限度，影

响肾小球滤过率，96周时，TDF／FTC组，肾小管功能

障碍(视黄醇结合蛋白(retinol binding protein，

RBP)／肌酐比值、微球蛋白(B-2 microglobulin，

B2M)／肌酐比值)和骨代谢标志物水平(P1 NP、

CTX、BGP、BSAP)都增加较大，髋骨骨密度降低更

多‘¨1。

由TDF引起的。肾磷和钙丢失可能与代偿性骨

重吸收有关，并改变了再生骨的矿化。此外，由于

HIV本身引起的炎症性细胞因子的活化，也可引起

骨密度降低”J。

本实验结果显示，TDF对MC3T3．E1成骨细胞

的增殖和凋亡的影响受TDF浓度和干扰时间的影

响，即低浓度对增殖和凋亡无影响，高浓度抑制增殖

并促进凋亡，并随干扰时间增加，增殖抑制率和促凋

亡率增大；TDF抑制钙结节形成，进而影响成骨。在

血药浓度(约500 nM)时，TDF不影响MC3T3一E1成

骨细胞的增殖和凋亡，但长时间应用(TDF干扰14

天)，钙结节形成明显受到抑制。

综上所述，我们的研究证实，在体外，血药浓度

(约500 nM)TDF对MC3T3．E1前成骨细胞的增殖、

凋亡等生物学特性无影响，但抑制成骨细胞矿化，进
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图3流式细胞计数检测不同浓度TDF对MC3T3一El凋亡的影响

Fig．3 The efret’t of different concentrations of TDF on cell apoptosis detec。ted by flow eytometry
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Fig．4 The effect of TDF Oil the mineralization of MC3T3一E1 ceils

而影响骨形成。HIV患者骨病的病理机制是复杂

的，也可能是HIV病毒本身和应用抗病毒药物两者

之间复杂的相互作用所导致。未来的我们的研究将

更加深入地探索，HIV病毒本身对骨代谢的作用，以

及暴露于HIV和TDF两者时骨代谢的变化，来更充

分地阐明艾滋病骨病的关键驱动凶素。
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