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·论著· 

睾酮对离体胎鼠头盖骨成骨细胞影响的研究 

陈璐璐 曾天舒 夏文芳 柯俐 

摘要 目的 探讨雄激素对成骨细胞代谢的影响。方法 腑鼠头盖骨成骨细 

胞培养于含不同浓度睾酮的培养基中．观察细胞胸腺嘧啶棱甘掺入、碱性磷酸薛 

(ALP)活性、骨钙素基因表达及骨钙素合成等细胞增殖及分化等指标的变化情 

况。结果 胎鼠头盖骨成骨细胞的增殖不受睾酮影响 但ALP活性、骨钙素基因 

表达及其合成在不同程度上受睾酮的调节。结论 雄激素对威骨细胞的分化具 

有促进作用，但对其增殖无影响。 
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Effects of testosterone oJ1)letel rat ettlYariaJ osteoblasflc eelIs如 vitro 

Chen Lulu．geng Tianshu，Xia Wenfaixg，et al 

Department of Endocrinology，Uixioix Hospita1．Tongii Medical University，Wukan 430022，China 

Ain'tract ObjecHve To investigate the e[[ect of testosterone 0n hone cell metabolism．Methods 

FetaI rat ealvarlal osteoblastic cells were cultured in the rfiedium containing different concentrations 0f 

testosterone．。H-thymidine incorpvrativix．alkaline phosphatase(ALP)activity，osteoc~lcin gene expres— 

slon and prnd uct n were detected to determine the cond ifioix of cell proliteration and mfferemiation． 

Results The proliferatioix of fetal rat ca]varial osteoblastic cells was independeixt of the presence of 

testosterone．However，ALP activity，osteocaleiix geixe expression and production were regu]ated in dif- 

ferent extent by testosterone．Conclusion Testosterone stimulates the differentiation 0f rat calvaria1 

osteobhistlc cells in vitro． 
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早在4O年前，Alhright等已观察到睾酮对 

老年男性骨质疏松有效0 。大量的临床观察也 

表明雄激素在维持骨量上起着重要的作用。切 

除睾丸的男性往往较早地出现骨质疏松【 砖} 

予骨质疏橙患者服用合成的雄激素可明显提高 

血清碱性磷酸酶(ALP)的水平 ]，提示雄激素 

促进骨的生成。本研究通过体外培养的胎鼠成 

骨细胞，观察睾酮是否对成骨细胞具有直接的 

影响。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养 
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胎鼠头盖骨成骨细胞通过酶消化法从21天 

龄的SD胎鼠头盖骨分离得到_‘]。剪碎的头盖 

骨经过胶原酶(2mg／m1)及透明质酸酶(1ing／ 

rn1)混合液的阶段性消化，每20分钟收集细胞 

一 次，共得5批细胞。第一及第二批细胞弃之(主 

要含有成纤维细胞)。后三批细胞混合后接种于 

含有F一12培养液的培养瓶中。培养瓶中同时加 

入抗生素及10 的小牛血清(FCS)。培养瓶被 

置于37℃含有5 CO。的培养箱中。24小时后， 

存活细胞经胰蛋白酶从培养瓶中分离出来，然 

后按1O‘个细胞／era 的密度接种于培养瓶或培 

养板中。培养液为不含苯酚，加有10N的经炭预 

处理过的胎牛血清(CS—FCS)及抗生素的a— 

MEM。细胞在37℃、饱和湿度、5 COz的条件 

下培养24小时，然后加入50~g／ml抗坏血酸 加 

入培养瓶及培养板中的细胞均被分为实验组及 

对照组。实验组分别加入10 ～10 mol／L睾 

酮，对照组不含有睾酮。其后备组每周换培养液 

3次直到实验终止 

所甩培养液、抗生素、胎牛血清购于Gibco 

公司，药品购于Sigma公司。 

1．2 H一胸腺嘧啶核苷( H—TdR)掺入实验 

接种在96孔培养板的细胞生长24小时后， 

将培养液换为含0．1 小牛血清白蛋白的无血 

清n—MEM，24小时后，激素加入相应培养液中 

并孵育48小时。。H一胸腺嘧啶核苷在最后的24d, 

时内被加入培养液中。 H—TdR结台率的测定 

方法同参考文献 ]。 

1．3 细胞直接计数 

用于直接计数的细胞种植于6孔培养板中， 

实验组中激素在培养的第一天加入。细胞在5 

的CS—Fcs中培养至第4天。移去培养液，用 

PBS洗涤细胞3次，然后加入0 25 胰蛋白酶， 

37~C消化1分钟，收集细胞入20 ml离心管中， 

加入10 mI培养液，轻柔吹打细胞至游离状，用 

细胞计数器低倍镜下计数细胞。每一标本取样3 

次，计数后取平均值。 

1．4 碱性磷酸酶(ALP)活性测定 

接种于96孔板的细胞被培养4天，ALP活 

性经比色法直接在培养孔中测定 。。加入对硝 

基苯磷酸二钠的培养板被置于37 C温育6O分 

钟。对硝基酚的吸收光度用酶联免疫分析测定 

仪测定(波长405 rim)。酶活性最后经用亚甲基 

蓝染色法测定的平行培养板中的细胞数多少进 

行校正。 

1．5 Northern印迹杂交 

细胞被培养至1l天，总RNA的提取采用 

Chomezynski等所提出的方法 。RNA分离及 

杂交见文献[4] 样本中的骨钙素mRNA甩一 

特异的编码完整的鼠类骨钙素eDNA序列的 

寡核苷酸探针(5'-TGC CCT CCT GCT TGG 

ACA TGA AGG C一3’)所 测 定。探 针 用 

ATP做末端标记。样本上样差异的校正经 

用28S RNA寡核苷酸探针再杂交而完成。mR— 

NA的含量用 Molecular dynamics phosphor 

imager SF测定。 

1 6 骨钙素含量的测定 

细胞培养至1 3天(预实验提示骨钙素分泌 

在培养的第1l～14天时达高峰)，收集培养液， 

骨钙素的含量经鼠骨钙素RIA药盒测定(美国 

生物医学技术公司)。 

2 结果 

2 1 细胞增殖 

。H—TdR及细胞直接计数结果显示睾酮对 

细胞增殖无明显影响。各组数值与对照组相比 

不具有统计学差异 

2 2 细胞分化 

2，2．1 ALP活性 

ALP活性测定表明，睾酮明显提高该酶活 

性。实验各组平均每细胞的酶活性均高于对照 

组(增加范围为13 ～17 )，其中10 mol／L 

睾酮对酶活性的影响略高于另外两浓度组，但 

组间比较差异无显著性(P>o．05)，见图1。 

2．2 2 骨钙素含量 

分析培养第1 3天培养液中骨钙素含量发 

现，在睾酮作用下，胎鼠成骨细胞分泌的骨钙素 

增加。当激素浓度为1wlO和10 mol／L时，骨 
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圉1 睾酮对成骨细胞ALP活性 

及骨钙索生成的影响 

注：每一柱形图代表j± 3其中ALP各实验 

一 6，骨钙素各实验 3结果 各测定值表示， 

对照组设定为l00 ；与对照组比较，*P<O o1． 

△P<0．05 

钙素分泌量较对照组分别增加13 及l 5 ．差 

异有非常显著性(P<0 01)。10 mol／I，睾酮 

增加骨钙素分泌为9 (P<O 05)，见图1 

2．2．3 骨钙素mRNA表达 

放射自显影杂交带显示睾酮增加 mRNA 

表达。实验各组骨钙素mRNA杂交带密度均较 

对照组增高(图2) 但定量分析发现实验各组 

mRNA表达的增加与对照组比较差异无显著 

性(P>0．05)，各组间无明显差异。 

co l0‘9 lO。‘。 lO‘” 

睾酮 (mmob'L) 

圈2 骨钙紊mRNA杂交带 

CO：对照组 

3 讨论 

普遍认为雄激素通过蛋白同化作用促进骨 

的形成。雄激素减少被认为是老年性骨质疏松 

症的发病因素之一。 。有研究认为雄激素对靶 

组织的作用是通过细胞因子介导的 。通过观 

察雄激素对成骨细胞胰岛素样生长因子(IGF 

Ⅱ)受体的调节发现，雄激素对成骨细胞的作用 

很可能是通过IGF一Ⅱ所介导 。至于雄激素对 

骨细胞的直接作用，至今报道不多。 

本研究通过观察离体胎鼠成骨细胞增殖及 

分化的变化，发现睾酮对成骨细胞增殖的影响 

不显著，但促进细胞分化，表现为增加AI P活 

性及骨钙素的生成。ALP是成骨细胞分化的早 

期指标．其表达随着细胞分化的发展而增强。其 

作用是水解有机磷酸释放出无机磷而用于强磷 

灰石的形成。因此，是骨形成所必需的酶。它的 

表达代表着骨形成的状况。值得注意的是，ALP 

的表达紧接着细胞增殖的下调 代表着细胞分 

化的开始 。本研究中睾酮不作用于细胞增 

殖．而刺激增殖下调后细胞分化的第一表征，推 

测该激素可能具有启动细胞分化某一环节的作 

用。 

骨钙素作为成骨细胞分化的中期指标，其 

具体功能至今仍不甚清楚。有研究认为骨钙素 

是成骨细胞与破骨细胞间信息传递的物质，它 

的缺乏可使破骨细胞形成受阻 。本研究结果 

显示，睾酮虽促进骨钙素分泌，但对骨钙素 

mRNA的诱导不显著。对骨钙素生成的影响是 

否主要作用于转录后水平或抑制骨钙素降解， 

有待进一步的研究。 
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1．建立中国人群的峰值骨量。诊断骨质疏松主要以骨量减少为依据，骨量减步是以峰值骨量为 

基础。因而，建立不同性别的峰值骨量是当务之急。 

2．骨质疏松诊断应结合骨组织结构改变指标，如x线片、影像、组织形态计量等和临床症状、 

生化指标。 

3．实施骨质疏松测量仪的质量控制。近几年骨密度测定仪发展很快，目前国内已有DEXA100 

多台。广大基层医院仍以SPA机为主，约有i000台。不同厂家和不同型号仪器的精确度和准确度不 

同，降低了骨密度测定结果的可信度和可比性。各地应利用现有仪器设备，建立本实验室的正常值 

标准，参考这次制定的诊断标准进行诊断，特别应注意提高操作者水平，在此基础上，组织全国质量 

比对，确定不同机型的比对系数，通过实施质量控制，确保骨密度测定的准确性和可比性。 

4．不同种族、性别、遗传、环境、营养状况及地区差异造成骨密度值不同，深入研究这些影响因 

素与骨密度的关系，将会给骨质疏松诊断标准提供新的依据 

5．骨形态计量学应结合动物实验及病理学，将这一方法的检测和研究引向深入，为制定诊断标 

准提供详细的资料。 

6．目前，积累了大量前臂中远端]／3处的骨密度数据，进一步测量井比较前臂1／6处、1／10处的 

数据，找出一定的规律，很有价值。 

大会最后选举并通过了骨质疏松诊断标准学科组成员：组长刘忠厚，副组长杨定焯，成员朱汉 

民、王洪复、张柳。由刘忠厚提名并通过了张柳(兼任)、唐海、赵燕玲为学科组的秘书。大会并通过了 

个人会员的资格和权利的议案。 

我们相信，在骨质疏松诊断标准学科组的带领下，经过同行们的共同努力，我国骨质疏松诊断 

标准一定会更加完善，为我国骨质疏松事业的发展发挥更大的作用。 

(李扶刚 郭亦超) 
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