
雌二醇与雷洛昔芬对体外培养成骨细胞生物学功能的影响及护骨素表达的
调控  

    雌激素与拟雌激素(雷洛昔芬)临床上用于绝经后妇女骨质疏松的治疗，雷洛昔芬(raloxifene，RLX)是

第二代选择性雌激素受体调节剂(selective estro- gen receptor modulator ，SERM)，有组织特异的雌

激素受体激动或拮抗作用，对体内某些(如骨组织)雌激素受体的作用是拟雌激素作用，对另一些雌激素受体

的作用则表现为抗雌激素作用。有研究表明RLX可通过抑制破骨细胞(osteoclast, OC)的活性，抑制骨吸

收，且对成骨细胞(osteoblast, OB)有刺激作用[1]，但对其生物学作用及对护骨素(osteoprotegerin, 

OPG)的影响尚未见报道。本研究以RLX及雌激素(17-β雌二醇)干预体外培养的成骨细胞，观察成骨细胞的增

殖、分化、矿化功能和OPG的表达，从细胞和分子生物学角度了解雌激素与拟雌激素作用的异同。 

    

1  材料与方法 

    1.1  主要试剂 

    无酚红DMEM培养基(GibcoBRL公司)和胎牛血清(杭州四季青公司)，胰酶 (美国Sigma公司)，Ⅱ型胶原酶

(美国Sigma公司)，碱性磷酸酶(ALP)试剂盒(Sigma公司)。RLX(美国礼来公司)，17-β雌二醇(美国Sigma公

司)，Rizol试剂盒(GIBCO公司)，RT-PCR试剂盒(广州宝泰克生物科技公司)，DNA marker(广州宝泰克生物

科技公司)。 

    1.2  成骨细胞的分离与培养 

    取出生24 h的SD大鼠头盖骨(南方医科大学实验动物中心提供)，成骨细胞的分离培养具体参照[2]。 

    1.3  实验分组 

    DMEM稀释RLX，使其浓度分别为10-6、10-7、10-8和10-9mmol/L分别记为实验组1、2、3、4组。阳性对照

组(17-β雌二醇组，培养液终浓度为10-8mmol/L，记为E2)和空白对照组；每次试验每组6孔。 

    1.4  增殖测定 

    培养的第二代成骨细胞以6×103/孔密度接种于96孔培养板，24 h后在培养液中加入上述DMEM稀释的
RLX、17-β雌二醇，72 h后用MTT方法在酶标仪上进行测试。测试方法及条件参照[3]结果以A

570
表示。 

    1.5  碱性磷酸酶(ALP)测定 

    培养的第二代成骨细胞以6×103/孔密度接种于6孔培养板，按上法加药后48 h吸去培养液，细胞经0.1%

Triton X-100溶解液破碎制成细胞悬液，取0.1 ml用对硝基苯磷酸盐法(PNPP)测各组ALP活性，另取0.1 ml

用考马氏亮蓝法测定蛋白含量，以每毫克蛋白中国际单位(U/mg)表示ALP活性。 

    1.6  矿化结节形成测定 

    细胞以2×104密度接种于12孔塑料培养板(Ф24 mm)中，2 d换液1次，10 d后按上法加药，于14 d后加

入β-磷酸甘油，用95%乙醇原位固定，0.1%茜素红染色(ARS)30 min，用有格(0.2 mm×0.2 mm)涤纶薄膜贴

附于培养板底部，低倍光镜下对每孔作矿化结节计数，本实验采用双盲法。 
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    1.7  半定量RT-PCR 

    Trizol抽提成骨细胞总RNA。取2 μg总RNA，用逆转录试剂盒合成cDNA，再取1 μl cDNA行PCR扩增OPG基

因，以β-actin基因为内对照，引物参照Romas[5]设计，引物序列及扩增条件见表1。PCR扩增产物于1.5%琼

脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色、拍照。并用Hema凝胶成像分析系统检测目标条带的OD值，计算目标带与内参

照的比值并记录。 

    1.8  统计学处理 

    所有数据采用SPSS10.0 统计软件进行分析，多组比较使用One-way ANOVA的LSD法，组间比较使用配对t

检验。 

    

2  结果 

    2.1  对成骨细胞增殖率的影响 

    与对照组相比，不同浓度的RLX对成骨细胞均未表现增殖刺激作用(图1)(P>0.05)； E2与对照组相比差

异显著(P<0.01)，对体外成骨细胞表现出明显的增殖刺激作用。 

    2.2  对碱性磷酸酶(ALP)表达的影响 

    RLX不同浓度、E2给药组培养48 h后，ALP活性与对照组比较上升20.%~31.8%(图2)，统计检验P<0. 

01。显示RLX、E2均可促进OB 的ALP表达，但与RLX各浓度组无剂量相关。 

    图1  17-β E2，RLX对成骨细胞增殖率(A570)的影响 
    Fig.1  Effects of on the proliferation of osteoblasts in different groups

    Trial  1：RLX in 10-6 mmol/L；Trial 2：RLX in 10-7 mmol/L； 

    Trial  3：RLX in 10-8 mmol/L；Trial4:  RLX in 10-9 mmol/L； 

    RLX:raloxifene; E2: Estradiol; Control vs E2,**P<0.01



    图2  17-β E2、RLX对成骨细胞ALP活性的影响 
    Fig.2  Comparison of alkaline phosphatase activities between the different groups

    Control vs trial1-4 and E2,*P<0.01

    2.3  对成骨细胞矿化功能的影响 

    成骨细胞于培养14 d可见矿化结节的形成，茜素红染色后呈现大小、形态不一的红色阳性结节(图3)。结

果显示实验2-4组和E2组对矿化结节形成均有明显的刺激作用，与对照组相比差异显著(P<0.05，P<0.01)；

实验1组与对照组相比差异不显著(P>0.05)；RLX浓度与矿化结节形成呈剂量相关，浓度低对矿化结节形成的

刺激作用明显，10-8 mmol/L 、10-9 mmol/L RLX与对照组的差异非常显著(P<0.01)；10-8 mmol/L RLX组与

E2相比对矿化刺激无明显差异(P>0.05，图4)。 

    图3  E2组14 d的矿化结节 
    Fig.3  Mineral nodes in estradiol group (Qian-su Red staining, original magnification: 

×40) 

    图4  各组之间矿化结节的数目比较(个/孔) 
    Fig.4  Number of mineral nodes in different groups

    Control vs trial 1-4 and E2,*P<0.01, **P<0.01

    2.4  半定量RT-PCR检测成骨细胞OPG的表达 

    RT-PCR显示，在大约1200 bp和445 bp处分别出现了扩增条带(图5)，相应地与预期的OPG和β-actin的

扩增片段相符，说明OPG和β-actin在各组都有表达。测试各OPG条带单位面积的吸光值，并与各自的内对照β-

actin吸光值进行比较。结果显示(图6)，E2能上调成骨细胞中OPG mRNA的表达(P<0.05)，各浓度RLX对OPG 

mRNA的表达无明显影响(与对照组相比P>0.05)。 



    图5  各组OPG和β-actin的RT-PCR扩增结果 
    Fig.5  RT-PCR of osteoprotegerin and β-actin in different groups

    M: Marker; Lane 1：Control; Lane 2: Trial 1; Lane 3:Trial 2, Lane 4:Trial 3; Lane 
5:Trial 4 ; Lane 6: E2

    图6  RLX、E2对成骨细胞中OPG表达的影响 
    Fig.6  Comparison of osteoprotegerin expression of osteoblasts in different groups

    Control vs E2,**P<0.01

    

3  讨论 

    RLX是SERM的第二代非甾体苯并噻吩衍生物，其对骨的效应为拟雌激素样作用。成骨细胞上有雌激素受

体，RLX与雌激素均可通过雌激素受体发挥作用，研究发现雌激素可通过ER依赖方式刺激成骨细胞的分化，增

加基质的沉积和矿化[6]。但RLX在此途径上机制不明。我们的实验结果表明：①17-βE2能使成骨细胞增殖率

提高31.5%；而RLX对成骨细胞的增殖率几无影响；②17-βE2与RLX均能增加ALP活性，且两组之间无显著差

异；③17-βE2、RLX均能使矿化结节形成增加，且矿化结节形成与RLX浓度呈剂量相关，低浓度(10-8 

mmol/L、10-9 mmol/L)对矿化结节形成刺激作用明显(P<0.05，P<0.01)，高浓度(RLX10-6 mmol/L)对矿化

结节形成影响不显著(P>0.05)；RLX10-8 mmol/L组与E2相比对矿化刺激无明显差异(P>0.05)； ④17-βE2能

显著上调OPG蛋白的表达，而RLX对OPG的表达无明显影响。  一般认为, SERM 对靶组织的效应与所作用受体

亲和力、诱导后产生的结构改变等因素相关。17-βE2与RLX对雌激素受体α及β的传递活性在典型雌激素应答上

相似，但RLX为雌激素受体α的部分激动剂、β的强力转录激活剂，而17-βE2使雌激素受体α活化同时抑制受体β

引起的转录。由此可见，RLX与雌二醇两者与雌激素受体同一配体结合的亲和力、结合机理及因雌激素受体诱

导而引起的结构改变可能不同，导致配体-受体复合物产生微妙的结构差异最终导致以后转录效应有可能不同

[7]。我们的研究显示E2、RLX均可影响成骨细胞生物学功能，但产生的生物学效应不完全相同，考虑二者与

雌激素受体结合后效应不同可能是其功能差异的原因之一。 

    成骨细胞的增殖率、ALP活性、OPG蛋白、成熟矿化均是反映成骨细胞生物学功能的指标，ALP的活性是成

骨细胞分化的早期标志，其活性的强弱代表骨形成的状况，矿化则是细胞进一步分化成熟的功能表现[8]

[9]，对成骨细胞增殖的调控可以说是对细胞周期的调控。既往研究多认为RLX主要是通过抑制破骨细胞功

能、抑制骨吸收来实现抗骨质疏松作用。但我们的研究表明，RLX可使体外成骨细胞的ALP活性增高、矿化结

节形成增加，虽然对细胞周期的调控影响不明显，但可使体外成骨细胞分化、成熟，达到矿化，提示RLX能正

向调节成骨细胞，通过影响成骨细胞功能促进骨形成。但可能在部分途径上与E2不同。研究还发现RLX在低浓

度即可促进钙化结节的形成，在高浓度则无此种效应，10-8 mmol/L浓度与17β-雌二醇相似，支持Taranta等



[1]的研究结论。 

    护骨素(OPG)又称破骨细胞生成抑制因子，具有抑制破骨细胞分化、活性和增加骨密度的生物学作用。OB

可表达OPG基因，并通过OPG配体(OC分化因子)等调节OC活性，因此OPG是OB与OC间相互调节的偶联因子之

一。OPG转基因致过量表达OPG的小鼠呈骨硬化症表型；用重组OPG治疗可预防骨质疏松及逆转骨质疏松。OPG

是影响骨密度的重要因子。绝经后因雌激素缺乏导致促骨吸收的细胞因子(如IL-1、TNF-α、IL-6和巨噬细胞

集落刺激因子等)表达增加及抗骨吸收的细胞因子(如TGF-β等)合成减少，最终导致OPG的相对量减少，不能有

效中和OPG配体，使活性破骨细胞池扩大和骨吸收增加。雌激素的骨保护作用的分子机制尚未完全阐明，一般

认为是影响OB与OC间偶联作用所致，我们的研究结果显示E2能上调OB中OPG蛋白的表达，证实雌二醇可通过刺

激OB上调OPG表达从而影响OB-OC偶联，进而调节OC活性，这应是雌激素治疗绝经后OP的机制之一。研究同时

显示RLX与对照组OPG蛋白表达无明显差异，与雌二醇相比差异显著，显示RLX并无明显上调OPG蛋白表达的作

用，提示在通过OPG表达影响OB-OC偶联，影响骨代谢的机制上二者不同。  

    (责任编辑：吴锦雅) 
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