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辐射对成骨细胞系MC3T3一E1细胞增殖和功能基因表

达的影响
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摘要：目的 为了深入了解辐射对成骨细胞的影响，探讨成骨细胞系MC3T3一El细胞受到辐射后的功能变化。方法 将

MC3T3一El细胞体外培养，诱导成骨前体细胞和成骨细胞，经”7Csl射线照射后，用MTT法分析细胞的存活率，用实时定量

PCR方法分析ALP、RunX2和M—CSF基因的mRNA表达。结果 MTT实验表明，随照射剂量增加，正常MC3T3一E1细胞生长

率明显下降，而经过诱导分化的MC3T3一E1细胞生长率变化越来越不明显。实时定量PCR实验结果表明，经过“7Csl射线照

射后，MC3T3一E1细胞的ALP，RunX2和M—CSF基网的mRNA表达出现明显的降低；经过诱导分化为成骨前体细胞的，ALP，

RunX2和M．CSF基因的mRNA表达与相应的正常组相比没有明显的规律变化；经过诱导进一步分化成为成骨细胞的，ALP和

RunX2表达下降，M—CSF表达呈现升高趋势。结论 辐射抑制早期成骨细胞的增殖、发育和分化。随着成骨细胞的分化，辐

射对成骨细胞的增殖和生长发育影响减小，但是对成骨细胞发挥调节破骨细胞功能的作用并没有减少。
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Effect of radiation on the proliferation and functional gene expression of MC3T3-E1 osteoblast

cell line
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Abstract：0bjective In order to understand the effects of radiation on osteoblast，the function changes after radiation was

investigate by MC3T3一E1 cells．Methods MC3T3．E1 cells were cultured in vitro．and induced into osteoblast precursor and

osteoblasts using induction medium．Afterl”CsT irradiation．the survival of the cells was tested with MTT analysis．The gene

expression of RunX2，ALP，and M—CSF was examined using real—time quantitative PCR．Results MTT results showed that with

the increase of irradiation doses，the growth rate of normal MC3T3一E1 cells decreased significantly，but it was not obvious in

induced cells．Real—time quantitative PCR results showed that after”7 Cs．v irradiation，the gene expression of ALP，RunX2，and M—

CSF obviously decreased in MC3T3一E1 cells，but the change was not obvious in the osteogenic precursor cells compared with the

normal cells．The gene expression of ALP and Runx2 decreased，and M—CSF showed an increasing trend in differentiated

osteoblasts．Conclusion Radiation inhibits the proliferation，development，and differentiation of osteoblasts in early stage．With

the differentiation of osteoblasts，the effect of radiation on the proliferation and growth of osteoblasts decreases，but the role of

radiation in the osteoblast regulation of osteoclast function is not reduced．
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目前，放射性治疗是临床上治疗肿瘤的主要手

段，但在治疗的同时却给患者带来放射性骨损伤等

副作用。临床研究表明，肿瘤放射疗法会损伤正常
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机体骨组织，引起骨折、骨损伤等临床病症H。。实

验动物研究证实，小鼠全身受到2Gy照射后，骨密

度出现明显减少心】。骨折、骨组织损伤主要是骨质

减少造成的。成骨细胞起源于间充质干细胞，合成

骨基质，促进骨形成13。。MC3T3一E1细胞系是源于

C57BL／6小鼠颅盖骨的成骨细胞系，在体外，经诱导

分化具有成骨细胞特性的成骨细胞样细胞，增殖能

力强，是研究成骨细胞的良好模型H1。本研究采用

MC3T3一E1细胞为模型，研究电离辐射对成骨细胞

功能的影响。

1材料与方法

1．1主要试剂和仪器

细胞和试剂：MC3T3-E1细胞系来自中国医学

科学院基础医学研究所细胞库；使用Gibco公司的

仪．MEM培养基和胎牛血清(FBS)；美国Invitrogen

公司的Trizol试剂、M．MLV逆转录酶试剂盒和实时

定量PCR(Real—time PCR，RT-PCR)Platinum@

SYBR．Green qPCR SuperMix--UDG with ROX试剂

盒。

仪器设备：”7 Csl射线放射源是加拿大的

Gammall40；CFX96Touchl”Real time PCR仪来自美

国Bio．Rad公司；M200型酶标仪来自瑞士Tecan公

司；Nanodrop 2000 UV．Vis分光光度计是美国

Thermo公司产品。

1．2 细胞培养和成骨细胞诱导分化

将MC3T3一E1细胞置于含有10％胎牛血清

(Fetal bovine serum，FBS)的Ot-MEM培养基中，在

37％、5％CO：并且维持饱和湿度的培养箱中培养，

每2～3天更换一次培养液，直至细胞贴壁达到

70％一80％融合。根据文献"o报道，此时将培养液

更换为成骨细胞分化培养液(Osteoblast

differentiation medium，OBDM)培养，同样，每2—3

天换液1次，培养8天左右则可分化为成骨细胞前

体细胞，培养18天左右分化为成熟的成骨细胞。

OBDM是10％FBS的n—MEM培养液中含有10“

mol／L 3-甘油磷酸钠、50 Ixg／ml维生素C和8。o

mol／L地塞米松。

1．3细胞照射

以n 7Cs叮射线为放射源，剂量率为71．80 R／

min；MC3T3一E1细胞、以及在OBDM培养基中分别

培养5天(成骨前体细胞)和15天(成骨细胞)的细

胞，都分别进行2Gy和4 Gy剂量照射。在照射3天

后进行实验分析。
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1．4细胞增殖实验

运用M，r，I’方法比较MC3T3．E1细胞和其被诱

导形成的成骨前体细胞以及成骨细胞在经过2Gy

和4Gy照射后的增殖分化情况的变化。将对数生

长期的细胞，用胰酶消化，使其悬浮，接种到96孔板

中，每孔中细胞数为7×103个，每个剂量组有8个

孔作为平行样，细胞在培养箱中培养5天后，每孔中

加人5 mg／ml的MTT 20 trl，继续培养4小时，弃上

清，每孔加人二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide，

DMSO)150仙1，震荡10 mins使样品的蓝紫色结晶

完全溶解，然后用酶标仪，在490 nm波长处测定吸

光值。重复3次实验。具体实验方法参照本实验室

相关论文∞。。

1．5实时定量PCR(Real Time—PCR，RT—PCR)

提取RNA，逆转录，进行RT—PCR实验参照本实

验室以往发表的论文¨。。

1．6统计分析

使用SPSS统计软件处理数据，两两比较采用t

检验方法，以P<0．05认为具有统计学意义，以P<

0．01认为差异具有显著性意义。

2 结果

用MTT方法比较MC3T3．E1细胞及其被诱导

形成的成骨前体细胞和成骨细胞在受到2Gy和4Gy

剂量照射后和对照组的增殖分化情况的变化。细胞

增殖率为实验组存活细胞值／对照组存活细胞值×

100％。设未照射的MC3T3，El细胞的细胞增殖率

为100％，其它受到2 Gy和4Gy照射的MC3T3·E1

细胞相应地对照未照射组的MC3T3一E1细胞增殖率

见图2。实验结果表明：正常的MC3T3一E1细胞随

照射剂量的增加，相对细胞增殖率明显下降；、经诱

导分化的成骨细胞前体细胞受到照射2Gy剂量后，

细胞增殖率明显下降，而在4Gy照射剂量时，细胞

增殖率与受2Gy照射剂量相比，有明显的升高，但

与未照射组相比下降不明显；经诱导分化成熟的成

骨细胞，经过2Gy和4Gy照射后，细胞增殖率的变

化不明显(图1)。

用RT．PCR方法检测正常MC3T3．E1细胞和其

被诱导形成的成骨前体细胞和成骨细胞在未受照射

及受2Gy和4Gy剂量照射后，目的基因ALP、Runx2

和M．CSF的表达量的变化。以各组细胞的cDNA

作为模板，进行RT—PCR实验，得到相应的溶解曲线

见图2，可以看出它们都只有一个主峰，且底部没有

出现异常增宽，PCR产物经过凝胶电泳证明为单条
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图1 车f}{射×、『细胞增I乇二棼变化的影【I向

Fig．1 Effect of radiation on cell proliferation

‘P<0．05 vs．control

带，表明这几个基因在扩增过程中没有出现特异性

产物和污染。

ALP、Runx2和M—CSF基因在MC3T3一E1细胞、

其诱导形成的成骨前体细胞和成骨细胞中的表达变

化情况见图2。图2中的柱状图以各基因在未受照

射组的表达量设为100％，在2Gy和4Gy剂量照射

组的表达量为未照射组的百分数。

由图2A可以看出，ALP基因在正常MC3T3一E1

细胞中的表达量随照射剂量的增加而显著降低；在

经诱导分化的成骨前体细胞的各组中，表达变化不

明显；对于经诱导分化的成熟成骨细胞，在2Gy照

射组中的表达量上升，4Gy照射组中的表达显著下

降。

由图2B可以看出，正常MC3T3一E1细胞受到

2Gy和4Gy剂量照射后，Runx2的表达均明显降低；

经诱导分化的成骨前体细胞受照射后，Runx2基因

表达变化有上升趋势；经诱导分化的成熟成骨细胞

受照射后，Runx2基因表达旱现出显著性下降。

由图2C可以看出，经过2Gy和4Gy剂量照射

后，正常的MC3T3．E1细胞的M—CSF表达量降低，

经诱导分化为成骨细胞前体细胞和成熟的成骨细胞

的M—CSF的表达量随照射剂量升高而明显升高。

3 讨论

在骨骼重建过程中，成骨细胞的主要功能是促

进新骨的形成，破骨细胞促进骨的吸收，二者的数量

和功能对于维持骨骼的稳定是非常重要的。在肿瘤

的放射治疗中，患者平均每次接受1．8—2．0 Gy的

照射，照射的总剂量会达到50—80 Gy¨1；宇航员在

持续8～24 h的较大太阳粒子事件中，将会接受1～

2 Gy的照射∽]。有文献表明受到2Gy照射后，小鼠

出现明显的骨损伤和骨质疏松‘21。因此，本实验选

用13 7Cs,／射线对细胞分别进行2Gy和4Gy的照射，

并进行研究。

通过MTT实验表明，经过2 Gy和4 Gy剂量的

电离辐射，MC3T3．E1细胞的生长率下降，具有辐射

剂量依赖性；MC3T3．E1细胞诱导形成的成骨前体

细胞和成骨细胞的生长率与细胞的分化程度密切相

关，分化越成熟的细胞对辐射损伤的敏感性越小。

也有文献研究表明MC3T3一E1细胞在电离辐射条件

下，增殖能力降低，而随着分化能力升高，则具有辐

射剂量依赖性’10|，这与本研究结果相一致。

为了研究MC3T3一E1细胞和其分化的成骨前体

细胞和成骨细胞受辐射影响出现的功能变化，选择

了ALP，Runx2和M—CSF基因做为观察指标。ALP

是成骨细胞分化和矿化过程中的特征性标志⋯1，

Runx2(runt相关蛋白2，又称为Cb缸1)是成骨细胞

分化和骨形成过程中一种重要的转录因子¨“，其在

骨骼形成过程中的多个阶段都具有重要的作用Ⅲ1，

2 G、
√

B

r--'--I MC3T3一E l E卫osteoblast precursor l osteoblast

图2 ALP、Runx2和M—CSF的相对基【捌表达量

Fig．2 Relative expression of ALP．Runx2．and M—CS}

+P<0．05 w．contr01．”P<0．01 FS．(-on|r‘，I
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ALP和Runx2被用来表示成骨细胞的更新和分化

调控功能。成骨细胞是通过RANK／RANKL／骨保护

素通路对破骨细胞的分化、功能、存活等进行调

控¨“，而Hodge等。”。进一步证明成骨细胞是通过

表达M—CSF基因作用于RANK／RANKL／骨保护素

通路从而促进破骨细胞分化和骨吸收能力，则用M—

CSF代表成骨细胞对破骨细胞的调节功能。

经过2Gy和4Gy的”7 csl射线照射后，正常

MC3T3一E1细胞的ALP，RunX2和M．CSF基因的

mRNA表达出现明显的降低，与MC3T3．E1受照后

的生存率的降低是一致的，说明辐射影响MC3T3．

E1生长增殖、分化发育和对破骨细胞的调节功能；

经诱导分化成为的MC3T3一E1成骨前体细胞，受到

射线照射后相对生存率的下降幅度低于正常

MC3T3．E1细胞，三个重要的成骨细胞标志基因的

表达与相应对照组相比没有明显的变化，说明

MC3T3一E1细胞经过诱导分化为成骨前体细胞对辐

射损伤作用的敏感性降低，也可能分化的成骨细胞

前体细胞表现出的适应性反应的因素；经诱导进一

步分化为的MC3T3．E1成骨细胞，受到照射后成骨

细胞的相对生存率变化更不明显，ALP和Runx2基

因的mRNA表达呈现下降趋势，Runx2基因的

mRNA表达变化更明显，M—CSF基因的mRNA表达

却出现上升。这说明辐射抑制早期的成骨细胞的增

殖和生长发育，而随着成骨细胞的发育，辐射对成骨

细胞的增殖和生长发育影响减小，但是对成骨细胞

发挥调节破骨细胞功能的作用并没有减少。
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