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摘要 　目的 :探讨抗骨质疏松新药 XW630 促进成骨作用的机理。方法 :提取并标记制备 TGF-β1 和 Col Ⅰ基因的

cDNA探针 ,将 3 种不同药物作用于大鼠成骨细胞 24、72 h 后 ,提取细胞总 RNA ,并与 TGF-β1 和 Col Ⅰ基因的 cDNA 探

针进行狭缝杂交。结果 : XW630 具有促进大鼠成骨细胞中 TGF-β1 和 Col ⅠmRNA 表达的作用 ,在相同浓度 (10 - 6

mol/ L)下 ,其作用优于四环素加哌嗪雌酮和单纯雌酚酮 ( P < 0105) 。结论 : XW630 可能通过促进 TGF-β1 和 Col Ⅰ

mRNA 的表达而促进成骨作用。
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Abstract
Objective :The purpose of this part of study was to investigate the mechanism of a new anti-osteoporotic drug , XW630 on pro2

moting osteogenic activity. Methods :Total RNA were isolated from osteoblasts of the mice after the reaction with XW630 in 24 and

72 hours , that were hybridized with the extracted and digoxigenin-labeled TGF-β1 and the collagen Ⅰ cDNA probes. Results :

XW630 significantly promoted TGF-β1 and collagen Ⅰ gene expression in osteoblasts , and this drug was superior than other two

kinds of estrogen in promoting osteogenic activity ( P < 0. 05) . Conclusion :XW630 promote osteogenic activity of osteoblasts ,

probably by enhancing the mRNA expression of TGF-β1 and collagen Ⅰ.
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　　转化生长因子β( transforming growth factor-β,

TGF-β)是一类具有多种生物学功能的蛋白多肽 ,主

要有 TGF-β1 和 TGF-β2 两种分子形式 ,分泌的 TGF-β

大多是以非活化状态的 TGF-β前体形式存在 1 ,2 。

骨是 TGF-β的最大组织来源 ,骨组织产生的 TGF-β

主要是 TGF-β1 ,而与之有 70 %同源性的 TGF-β2 含

量较少 ,约占骨 TGF-β总量的 20 % ,且 TGF-β2 在骨

组织中的分布比 TGF-β1 局限 3 ,4 。TGF-β1 可促进

成骨细胞的增殖 ,并可促使成骨细胞由不成熟型向

成熟型分化。因此 ,TGF-β1 可视为反映成骨细胞功

能成熟状况的特异性指标之一。骨基质由成骨细

胞合成并分泌的骨胶原矿化后形成 ,其有机成分中

90 %为胶原 ,且以 Ⅰ型胶原为主 5 。因此 , Ⅰ型胶

原 (collagen Ⅰ, Col Ⅰ)也可视作反映成骨细胞功能

状态的指标之一 6 。本研究以大鼠颅骨成骨细胞

为体外模型 ,着重从分子转录水平上研究 XW630

对成骨细胞 TGF-β1 和 Col Ⅰ基因表达的影响 ,探讨

其对成骨细胞代谢的影响及其促进成骨细胞成骨

作用的机理 ,为其进一步的临床应用提供理论和实
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验依据。

1 　材料和方法

1. 1 　主要试剂和仪器

含Ⅰ型胶原 cDNA 片段的质粒 DNA pSP65 ,含β-actin

cDNA 片段的质粒 DNA pBluescript SK和含 TGF-β1 cDNA 片段

的质粒 DNA pUC118(均由四川大学华西口腔医学院章锦才

教授惠赠) ;小量质粒纯化试剂盒 (Watson ,上海) :细胞总

RNA 分离纯化试剂盒 ( Gene Company Ltd ,美国) ,限制性内切

酶EcoR Ⅰ、Hind Ⅲ、低熔点琼脂糖 ( Gibco Brl ,美国) ,无 DNA

酶的 RNase、无 RNA 酶的 DNase (华美生物工程公司) ,地高

辛标记检测试剂盒及尼龙膜 (Boehringer Mannhein , 德国) ,

DEPC (Sigma Chemicals) ,其它均为进口分装或国产分析纯

试剂。

UV-265 型紫外分光光度仪 ; Minifold Ⅱ型点膜 器

(Schleicher&Schuell 公司) ; BACKMAN GDS-200 型密度扫描

仪。

1. 2 　目的基因 cDNA 片段的提取、回收

将大肠杆菌 HB101 接种至 LB 琼脂培养基中过夜培养

增菌 ,用小量质粒纯化试剂盒提取和纯化 3 种获赠质粒 ,低

熔点琼脂糖凝胶电泳回收目的基因 cDNA 片段。用 UV-265

型紫外分光光度仪测定 OD260nm和 OD280nm值 ,计算其浓度和

纯度后 ,置-20 ℃储存备用。

1. 3 　地高辛标记 cDNA 探针

取 2μg 回收的 cDNA 探针 ,用水稀释至 5μl 后 ,100 ℃水

浴 10 min 使之变性。按地高辛标记检测试剂盒操作手册 ,

采用随机引物法标记 3 种获赠质粒 cDNA 探针 ,置-20 ℃储

存备用。

1. 4 　成骨细胞分离、培养及实验分组

健康成年 SD 雌性大鼠 30 只 ,体重 250 g 左右 ,断头处

死 ,取头颅骨浸于 75 %乙醇中 1 min ,刮净骨膜及软组织 ,参

照 Kato 等 7 方法分离、培养大鼠成骨细胞 ,培养条件为

37 ℃、饱和湿度、5 %CO2。实验分为 4 组 : ①空白对照组 ; ②

雌酚酮组 ; ③四环素加哌嗪雌酮组 ; ④XW630 组。每组 3 瓶

细胞 ,分 24 h、72 h 时间点 ,共计 24 瓶。接种的细胞培养至

贴壁生长 24 h 后 ,弃原培养液 ,新的培养液除空白组外 ,分

别加入浓度为 10 - 6 mol/ L 的各组药物。加药 24 h、72 h 后 ,

按试剂盒操作手册 ,每组取 3 瓶细胞抽提细胞总 RNA。取 5

μl 提取的 RNA 液 ,测 OD260nm和 OD280nm值 ,确定 RNA 的纯度

和含量。

1. 5 　狭缝杂交及密度扫描

取 RNA4μg ,依次等倍稀释即 4μg、2μg、1μg ,分别加甲

酰胺 20μl ,37 %甲醛 7μl ,20 ×SSC 2μl ,60 ℃水浴 15 min 变

性。变性后的 RNA 与尼龙膜在 Minifold Ⅱ型点膜器上发生

交联。交联后的尼龙膜放入装有 4 ml 杂交液的塑料袋中 ,

50 ℃水浴 2 h 后 ,移入另外 4 ml 杂交液中 ,加入 DIG标记的

cDNA 探针 012μg ,50 ℃水浴 ,杂交过夜。待尼龙膜显色、晾

干后 ,在 BACKMAN GDS-200 型密度扫描仪上以反射波 ,013

mm窄缝 ,快速扫描 ,自动记录各样本密度值及波形 (图 1～

4) 。以β-actin 作为内参照 ,计算相对含量。

2 　结 　　果

2. 1 　大鼠颅骨成骨细胞 TGF-β1 mRNA 水平的变化

不同时间各组对成骨细胞 TGF-β1 mRNA 表达

水平影响的狭缝杂交及灰度扫描结果见图 1、2 ,自

动记录的各样本相对密度值见表 1。由表 1 及图

1、2 可知 :给药 24 h 后 ,与空白对照组相比 ,3 个给

药组成骨细胞 TGF-β1 的 mRNA 水平均升高 ,其中 ,

XW630 促进 TGF-β1 mRNA 表达水平的作用最强 ,与

空白对照组之间存在显著性差异 ( P < 0101) ,而与

另外两个给药组相比 ,也存在显著差异 ( P < 0105) ;

给药 72 h 后 ,除空白对照组 TGF-β1 mRNA 水平基本

保持不变外 ,其余 3 个给药组 TGF-β1 的 mRNA 表达

水平较相应 24 h 时为高。与空白对照组相比 ,

XW630 促进 TGF-β1 mRNA 表达水平作用最强 ( P <

0101) , 四环素加哌嗪雌酮次之 ( P < 0105) , 而

XW630 与另外两个给药组相比仍存在差异 ( P <

0105) 。
表 1 　不同时间各组对成骨细胞 TGF-β1

mRNA表达水平的影响

时间
相对密度值 ( ×103)

空白对照组　　雌酚酮组　　
四环素加
哌嗪雌酮组

　　XW630 组

24 h 3. 85 ±0. 59 5. 30 ±1. 09 △ 5. 99 ±1. 02 △ 8. 37 ±0. 89 33

72 h 4. 09 ±0. 89 6. 66 ±1. 13 △ 7. 04 ±1. 12 3△ 9. 96 ±0. 76 33

与空白对照组比较 : 3 P < 0. 05 , 33 P < 0101 ;与 XW630 组比
较 : △ P < 0105

图 1 　各样本 24 h 总 RNA 与 TGF-β1 cDNA 探针杂交及灰度扫描

狭缝 1～3 为 XW630 组 ;狭缝 4～6 为雌酚酮组 ;狭缝 7～9 为空

白对照组 ;狭缝 10～12 为四环素加哌嗪雌酮组 ,以下同
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图 2 　各样本 72 h 总 RNA 与 TGF-β1 cDNA 探针杂交及灰度扫描

2. 2 　大鼠颅骨成骨细胞 Col ⅠmRNA 水平的变化

各组对大鼠颅骨成骨细胞 Col ⅠmRNA 水平影

响的狭缝杂交及灰度扫描结果见图 3、4 ,自动记录

的各样本相对密度值见表 2。由表 2 及图 3、4 可

知 :给药 24 h 后 ,3 个给药组成骨细胞 Col ⅠmRNA

水平较空白对照组为高。其中 ,XW630 促进 Col Ⅰ

mRNA 表达水平作用最强 ,与空白对照组、雌酚酮

组、四环素加哌嗪雌酮组相比均存在显著差异

( P < 0105) ;给药后 72 h ,除空白对照组 Col ⅠmRNA

水平基本不变外 ,其余 3 个给药组 Col Ⅰ的 mRNA

表达水平较相应 24 h 高。与空白对照组相比 ,

XW630 促进 Col ⅠmRNA 表达水平作用最强 ( P <

0101) , 四环素加哌嗪雌酮次之 ( P < 0105) , 而

XW630 与另外两个给药组相比仍存在差异 ( P <

0105) 。
表 2 　不同时间各组成骨细胞

Col ⅠmRNA表达水平的影响

时间
相对密度值 ( ×103)

空白对照组　　雌酚酮组　　
四环素加
哌嗪雌酮组

　　XW630 组

24 h 2. 86 ±1. 06 4. 28 ±1. 01 △ 4. 49 ±1. 07 △ 6. 96 ±1. 10 33

72 h 3. 04 ±1. 23 5. 19 ±0. 69 △ 5. 71 ±1. 17 3 8. 02 ±1. 19 33

与空白对照组比较 : 3 P < 0. 05 , 33 P < 0101 ;与 XW630 组比
较 : △ P < 0105

图 3 　各样本 24 h 总 RNA 与 Col ⅠcDNA 探针杂交及灰度扫描

图 4 　各样本 72 h 总 RNA 与 Col ⅠcDNA 探针杂交及灰度扫描

3 　讨 　　论

骨组织代谢是一个极其复杂的过程 ,受到多种

因素的影响和制约。就其内在因素而言 ,主要是内

分泌激素调节钙磷代谢的系统调节作用和细胞因

子的局部调节作用。现有研究表明 ,除雌激素受体

(ER)外 ,雌激素 ( E2) 对成骨细胞的作用还可通过

IGF-1、IGF-运载蛋白和 TGF-β等旁分泌细胞因子调

节 8 。转化生长因子β是一个调控蛋白大家族 ,广

泛存在于正常组织细胞及转化细胞中 ,以骨组织及

血小板中含量最为丰富。其分子量为 25 kD ,属二

硫键同型二聚体 ,目前已发现有 5 种异构体 9 即

TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3、TGF-β4 和 TGF-β5。骨组织

中含 TGF-β的细胞种类较多 ,包括间质细胞、成纤

维细胞、成骨细胞、骨细胞和软骨细胞等。在骨折

愈合过程中 ,分布在间质细胞、成骨细胞及软骨细

胞中的 TGF-β明显增多 ,且其 mRNA 表达水平也显

著提高 10 ,11 。1983 年 ,Assoian 等 12 首先从人血小

板中分离纯化了 TGF-β1。其后的大量研究证实 ,

TGF-β1 是一种具有双向调节作用的生长因子 ,可促

进成骨细胞的增殖 ,并促使成骨细胞由不成熟型向

成熟型分化 13 ～15 。本研究从大鼠颅骨中分离、培

养成骨细胞 ,加入相同浓度 (10-6 mol/ L) 的 3 种雌激

素 24 h 和 72 h 后 ,各组成骨细胞的 TGF-β1 mRNA

表达水平较空白对照组高。其中 ,XW630 组成骨细

胞的 TGF-β1 mRNA 水平与空白对照组之间存在显

著性差异 ( P < 0101) ,且与另外两个给药组之间也

存在差异 ( P < 0105) 。由此可见 ,抗骨质疏松新药

XW630 对成骨细胞中 TGF-β1 mRNA 表达具有显著

的促进作用。XW630 促进成骨细胞自身 TGF-β1

mRNA 的表达 ,成骨细胞合成、分泌 TGF-β1 增加 ,而

TGF-β1 的增加又反过来促进成骨细胞的增殖与分
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化。因此 ,XW630 促进成骨的作用可能通过 促进

TGF-β1 mRNA 的表达水平来调节。

Ⅰ型胶原是骨基质中最主要的有机构成部分 ,

骨基质的 90 %由胶原组成。在正常生理状态下 ,成

骨细胞合成并分泌骨的有机质 ,主要为骨胶原 (以

Ⅰ型胶原为主 , Ⅲ型胶原常与之共存) ,骨钙素蛋

白、多糖类、脂质等较少。Ⅰ型胶原之间相互交联

形成骨基质的基本框架 ,其纤维间空隙区域间距离

为 015 nm ,与羟磷灰石钙离子间的距离相一致 ,这

为骨基质的矿化提供了良好的结构基础。机体吸

收的钙离子和焦磷酸裂解的磷离子合成羟磷灰石

(骨无机盐的主体)转运至骨胶原间区域内 ,按一定

的电位极性排列、沉积 ,羟磷灰石中的钙离子与胶

原内骨钙素分子经β逆转的α单环结构的 2 个 Gla

残基形成化学键 ,从而完成骨基质的正常矿化 8 。

因此 , Ⅰ型胶原在正常骨代谢中起着相当重要的作

用。本研究狭缝杂交结果表明 ,加入相同浓度

(10 - 6 mol/ L)的 3 种雌激素 24 h 和 72 h 后 ,各组成

骨细胞的 Ⅰ型胶原 mRNA 表达水平均较空白对照

组高 ,其中 ,XW630 组在给药 24 h 后 ,成骨细胞的

Col ⅠmRNA 水平与空白对照组及另两个给药组之

间都存在差异 ( P < 0101 , P < 0105) ,给药 72 h 后 ,

与空白对照组及单纯雌酚酮组之间仍存在差异

( P < 0105) 。由此可见 ,抗骨质疏松新药 XW630 对

成骨细胞中 Col ⅠmRNA 的表达具有显著的促进作

用 ,并以此来调节骨基质的矿化过程。
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