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白血病抑制因子mRNA的表达受雌激素的调控t)

卫 敏 程秋应 黄海宁 李昌本 赵寿元
（复旦大学遗传学研究所，上海 200433)

摘 要 运用RT-PCR方法检测了体外培养的大鼠成骨样细胞Ros 17 / 2.8在17卢雌二醇(E2）刺激前后

细胞中一些细胞因子的mRNA水平。发现在EZ刺激后，细胞中白血病抑制因子（LIF)的mRNA水平明

显上升，且呈现E2浓度依赖的特点．该结果提示，LIF可能参与替代性治疗过程中雌二醇对于骨质硫松

症的缓解作用。这为进一步研究细胞因子与骨质疏松症的相关性，阐明细胞因子在骨代谢中的作用打下

了基础，并将有利于发展治疗骨代谢疾病的药物。
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Abstract With RT-PCR techniques,we examined the expression pattern of some cytokines in rat

osteoblast-like cell line ROS 17／2.8, which was stimulated with 17刀-estradiol. After treatment, the obvi-

ous increase of LIF(Leukaemia Inhibitory Factor)mRNA level in the cell was observed. It indicates that

LIF may involve in the estrogen replacement treatment of osteoporosis. This work will found the base for

clarifying the relationship between expression of cytokines and bone remoldeling, and may even facilitate

the develo.pement of drug for bone metabolism abnormality,
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从胚胎发育到老年时期的整个生命过程中，骨骼始终经历着局部的骨重建过程(bone remodeling)，以适应机

体的生长发育及支持功能的变化。正常骨组织的维持有赖于骨重建过程中骨形成和骨吸收的平衡（‘〕，并受体内

多种全身性（systematic)激素（如雌激素等）的调节〔2. 3)。越来越多的证据表明，以前发现的参与调控细胞增殖、

分化的许多种局域性因子，如IL-1, IL-6, TNF, CSF, TGF-刀等细胞因子都参与了各个时期骨组织生长代

谢的调控。它们作为局域性调节因子（local factors)，以自分泌（autocrine)（和）旁分泌（paracrine）的方式调节着骨

内各种细胞的增殖、分化和活性．正是它们介导（至少部分介导）了全身性激素的效应，构成了骨形成和骨吸收的

精细调节网络〔4，’，6〕。随着对细胞因子作用机制认识的深人，应用细胞因子作为针对某些骨病的诊断和治疗方法

具有广阔的前景．本文报道用反转录PCR(RT-PCR）方法检测大鼠成骨样细胞株（(R as 17 / 2.8)在17 /3雌二醇刺

激前后细胞中白血病抑制因子（Leukaemia Inhibitory Factor, LIF）的mRNA水平，并就LIF在雌二醇替代治疗

骨质疏松症中的作用作了初步探讨。

卫本项目得到国家教委博士点基金资助．
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1材 料 和 方 法

1.1细胞株ROS 17/ 2.8来源于大鼠骨肉瘤

培养基Ham F12,95%; FCS, 5%; 0.8mmol/ L CaCI,; 28mmol/ L Hepes buffer雌二醇(1，-estradiol, E2,

MERK公司产品）溶解于95％乙醇，配制成10-zmol/ L的储备液。以2.5x1了细胞／厘米“铺板，37C, 5% CO,

培养，待细胞贴壁后加人雌二醇．实验中选取雌二醇刺激浓度：0 (95％乙醇）、I02mol / L. 10-7mol / L.

10-9mo1/ L, 10-"mol/ L，使用时均以1 000倍稀释至终浓度。细胞加雌二醇刺激2天，培养至70--800r。瓶壁

被细胞所覆盖（以避免细胞产生接触抑制），收获细胞以制备细胞总RNA.

1.2细胞及组织总KNA抽提

异硫氰酸肌一酸酚一步法抽提细胞总RNA (n。含甲醛的变性琼脂糖凝胶电泳，UV" 。检测RNA质量和浓

度

1.3转录和 PCR检测

转录Superscript II System GIBCO BRL公司试剂盒，按说明书操作·

PCR检测FDDK-1 DNA扩增试剂盒，按说明书操作。

(1）刀-actin，大鼠

引物 1 5'-TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGTAAAG-3'

弓｛物 2 5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATGGAGG-3‘

从成熟mRNA的反转录产物中预计可扩增出285bp的片断．

(2) Transforming Growth Factor, TGF-fl1；大鼠

引物 1 5'-AATACGTCAGACATTCGGGAA-3'

引物 2 5'-GTCAATGTACAGCTGCCGTAC-3'

从成熟rnRNA的反转录产物中预计可扩增出498bp的片断·

(3) Leukaemia Inhibitory Factor, LIF；大鼠

引物 I 5'-CAATGCCCTCTTTATTTCCTATTACACAGC-3'

引物 2 5'-GGGGACACAGGGCACATCCACATGGCCCAC-3'

从成熟mRNA的反转录产物中预计可扩增出333bp的片断。

PCR反应：951C 120s, (93 C 45s, 551C 45s, 72C 60s),o循环，72'C 400s进行PCR扩增，以1.0%琼脂糖凝胶电泳
检测

2结 果 和 讨 论

正常培养条件下，在成骨样细胞株中几乎检测不到LIFmRNA；在雌二醇处理后，LIFmRNA水平有较明

显的上升（以/3-actin为内对照）且显示出雌二醇浓度依赖的特点（图1),同时 我们检测一f雌二醇刺激前后该细

胞株中TG F脚 的mRNA水平，其表达量较LIF高且未见明显变化 （见图1).

雌二醇是一种重要的全身性骨代谢调节激素，在激素替代性疗法中用于缓解绝经后妇女的骨质疏松症状 雌

二醇处理的成骨样细胞株中发现LIF mRNA水平上升是一非常有趣的现象，提示LIF的表达 （至少部分）受到

雌二醇的调控，它可能参与机体的骨代谢调节过程 （另外，我们发现LIF在正常三月龄大鼠的骨髓细胞和骨干

组织中都有表达 （未发表资料）。

目前关于 LIF对骨重建过程作用的研究还刚刚起步。从现有结果看，LIF对骨细胞的影响可分为两个方

[$(: (1) M(-I, }-- }} -lla96}W-T (3(q IL -v. M-CSF, G-CSF等）参与调节了前体破骨细胞的发育成熟、（乃1

接刺激成熟破骨细胞，上调其骨吸收活性。已经有实验表明，当GM-CSF不存在或延迟出现时，LIF对正常的

造血祖细胞的促分化作用 （分化为 GM-CSF依赖的 CFU-GM）会加速 CFU-GM ( Colony Forming

12



2期 卫 敏等：白血病抑制因子mRNA的表达受雌激素的调控 13

Unit-Granulocyte-Macrocyte）的死亡。E：可下调骨内成骨细胞或其他骨细胞IL-6, CSF等的分泌。而这些细

胞因子是造血骨细胞分化为破骨细胞 （破骨细胞由CF U-GM和成熟巨噬细胞分化而来）的重要调节因子 Ez

可能通过刺激成骨细胞产生 LIF，促进前体破骨细胞分化，同时又下调其它一些破骨细胞成熟所必需的细胞因

子，导致成熟破祖细胞的产生受阻，从而抑制骨吸收。

图1 细胞总RNA的反转录PCR检测卜actin、丁G F-刀和LIF的结果

l. ROS17／2.8+E2(10-}mol/ L)-LIF; 2. ROS17/ 2.8+E2(l0}mol/ L)-LIF; 3. ROS17／2.8+E,
(10-"mol/ L)-LIF; 4. ROS17／2名+E2(0)-LIF; 5. ROS17/ 2.8+E2(10-'mot/ L）一丁GF-卢；6. ROS17
／2.8+EZ(10-9mol / L)-TGF-声；7. ROS17／2.8+E2(10-"cool/ L）一GF-刀；8. ROS17／2,8+E2(0）一丁G
F-P; 9. ROS17／2.8+E2(10-'mol/ L)-fi-actin; 10. ROS17／2.8+E2(l0-9mo1/ L)-fl-actin; 11. ROSI
7 / 2.8+E,(10-"mol/ L)-fi-actin; 12. ROS17／2.8+E2(0)/3-actin; M. (pX174/ Haelll DNA Marker,

已知TGF-刀在成骨样细胞中有表达，它也参与骨代谢的调控〔e〕我们也检测了该细胞中TGF-刀的

mRNA水平作为检测细胞中细胞因子 mRNA水平的一个对照。深人研究LIF对骨代谢的调控，阐明其在E：替

代疗法（Replacement Therapy)治疗骨质疏松症中的作用，将为发展针对骨质疏松的诊疗手段打下基础
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