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[摘要] 目的:研究雌激素作用下,罗格列酮对RAW264.7向破骨细胞分化的影响及机制。方法:破骨细胞诱导液

核因子-κB受 体 活 化 因 子 配 体(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κB
 

ligand,RANKL)诱 导 鼠 巨 噬 细 胞 系

RAW264.7细胞,加入罗格列酮和/或雌激素诱导5
 

d,抗酒石酸酸性磷酸酶(tartrate-resistant
 

acid
 

phosphatase,

TRAP)染色检测破骨细胞数量,实时荧光定量聚合酶链反应(real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR)检测破骨相关基因和转录因子的表达;噻唑蓝(methyl
 

thiazol
 

tetrazolium,MTT)检测罗格列酮

和/或雌激素对细胞活性影响。结果:RANKL诱导破骨细胞形成,且在罗格列酮或雌激素刺激下,破骨细胞数量增

加,破骨相关基因和转录因子表达增高(P<0.05);但在雌激素作用下罗格列酮抑制破骨细胞形成,破骨相关基因

及转录因子表达显著降低(P<0.05)。结论:雌激素作用下罗格列酮可能通过肿瘤坏死因子受体相关因子6
(tumor

 

necrosis
 

factor
 

receptor
 

associated
 

factor
 

6,TRAF6)和活化T细胞核因子,细胞质1(nuclear
 

factor
 

of
 

acti-
vated

 

T-cells,
 

cytoplasmic
 

1,NFATc1)抑制破骨细胞形成。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

rosiglitazone
 

on
 

osteoclastic
 

differentiation
 

of
 

RAW264.7
 

cells
 

under
 

estrogen.
  

Methods:
 

The
 

murine
 

macrophage
 

RAW264.7
 

cells
 

lines
 

were
 

induced
 

by
 

RANKL
 

in
 

the
 

presence
 

or
 

absence
 

of
 

rosiglitazone
 

and/or
 

estrogen
 

for
 

5
 

days.
 

The
 

number
 

of
 

osteoclasts
 

was
 

detected
 

by
 

TRAP
 

staining
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

osteoclast
 

related
 

genes
 

and
 

transcription
 

factors
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

The
 

effects
 

of
 

rosiglitazone
 

and/or
 

estrogen
 

on
 

cell
 

viability
 

were
 

detected
 

by
 

MTT.
  

Results:
 

Rosiglitazone
 

and
 

es-
trogen

 

increased
 

cell
 

viability.
 

RANKL
 

induced
 

osteoclast
 

formation
 

and
 

the
 

number
 

of
 

osteoclasts,
 

osteoclast
 

relat-
ed

 

genes
 

and
 

translation
 

factors
 

increased
 

under
 

rosiglitazone
 

or
 

estrogen
 

stimulation
 

(P<0.05).
 

However,
 

rosigli-
tazone

 

inhibited
 

osteoclast
 

formation,
 

and
 

osteoclast
 

related
 

genes
 

and
 

translation
 

factors
 

were
 

significantly
 

de-
creased

 

under
 

estrogen
 

(P<0.05).
 

Conclusion:
 

Rosiglitazone
 

could
 

inhibit
 

osteoclast
 

formation
 

by
 

TRAF6
 

and
 

NFATc1
 

under
 

estrogen.
[Key

 

words] PPARγ Rosiglitazone Estrogen Osteoclast

  骨组织通过成骨细胞的骨形成作用和破骨细胞

的骨吸收作用维持动态平衡。破骨细胞来源于造血

干细胞,分化进程由核因子-κB受体活化因子配体

(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κB
 

ligand,
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RANKL)和巨噬细胞集落刺激因子(macrophage
 

colony
 

stimulating
 

factor,M-CSF)调控,M-CSF促

进破骨前体细胞增殖,RANKL促进破骨前体细胞

向成熟的破骨细胞分化[1]。RANKL与核因子-κB
受体活化因子(receptor

 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-
κB,RANK)结合后,招募肿瘤坏死因子受体相关因

子6(tumor
 

necrosis
 

factor
 

receptor
 

associated
 

fac-
tor

 

6,
 

TRAF6),激活活化T细胞核因子,细胞质1
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(nuclear
 

factor
 

of
 

activated
 

T-cells,
 

cytoplasmic
 

1,

NFATc1)及其下游的破骨细胞激活受体
 

(osteo-
clast

 

activating
 

receptor,OSCAR),使破骨标志基

因抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶 (tartrate
 

resistant
 

acid
 

phosphatase,TRAP)[2]、ATP6V0D2[1]等的表达增

加而成为多核破骨细胞[2,3]。破骨细胞数量增加及

功能活跃时会导致病理性骨丢失,如更年期后骨质

疏松、牙周炎导致的牙槽骨吸收及类风湿性关节炎

等[4]。牙周炎是口腔常见疾病之一,在更年期女性

中发病率更高[5],其典型特征是软组织炎症和骨组

织破坏。如何抑制炎症和骨吸收一直是牙周炎防治

的研究重点。

  过氧化物酶体增殖物激活受体γ(peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

γ,PPARγ)是配体激

活转录因子,属于核激素受体家族成员[6]。研究表

明PPARγ抑制炎症反应,参与脂质代谢、糖脂代谢

及骨代谢等生命进程[6]。2型糖尿病药物噻唑烷二

酮类(thiazolidinedione,
 

TZD,如罗格列酮、匹格列

酮等)是PPARγ的合成配体。临床研究发现,糖尿

病患者服用此类药物后,体重增加,骨折发生率升

高[7]。体内研究结果显示,罗格列酮灌胃小鼠出现

骨量降低,成骨速度减少,破骨指标表达增加[8]。

PPARγ可抑制成骨细胞分化[9],并且通过过氧化物

酶体增殖物激活受体γ共受体1β
 

(peroxisome
 

pro-
liferator

 

activated
 

receptor
 

gamma
 

coactivator
 

1β,
 

PGC1β)和雌激素受体相关受体α
 

(estrogen
 

recep-
tor

 

related
 

receptor
 

α,
 

ERRα)促进破骨细胞的形

成[2]。但也有研究结果显示,PPARγ可抑制由炎症

因子诱导的破骨形成[10,11]。

  雌 激 素 生 理 浓 度 范 围 为 10-11
 

mol/L~
10-7

 

mol/L[12]。女性更年期后,由于体内雌激素水

平降低,可出现全身骨质疏松。全身性骨质疏松与

牙槽嵴顶高度降低和牙周骨组织破坏密切相关[5]。
行雌激素替代疗法,可以使全身骨密度明显增高。
体内外研究结果显示雌激素可促进骨形成并抑制破

骨吸收[13,14]。临床研究发现,服用 TZD类药物产

生骨吸收在女性较男性中更明显,在更年期较非更

年期更明显[7,15]。由此推测,雌激素可能干扰TZD
类药物对破骨细胞的诱导作用。因而本研究旨在探

究雌激素作用下,罗格列酮对破骨细胞的影响及机

制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 低糖 DMEM 培养基、胎牛血清

(fetal
 

bovine
 

serum,FBS)、胰酶(Gibco,美国);罗

格列酮(Rosiglitazone,R)、雌激素(Estrogen,ES)、

TRAP染色试剂盒(Sigma公司,美国);RANKL液

(R&D,美国);总 RNA 提 取 试 剂 盒(Omega,美
国);逆转录试剂盒、实时荧光定量聚合酶链反应试

剂盒(诺维赞,中国)。

1.2 破骨细胞诱导与实验分组 RAW264.7细胞

培养在基础培养基[DMEM+10%FBS+1%双抗

(青霉素/链霉素)]中,待细胞长满后,用细胞刮刮取

细胞,按2×104/mL密度种于96/12孔板中,加入

破骨诱导液(基础培养基+50
 

μg/L
 

RANKL)诱导

5
 

d,培养于37
 

℃、5%CO2 的恒温培养箱中。第3
天时换液。细胞按如下分组进行处理:对照组(N):
基础培养基/破骨诱导液;罗格列酮组(R):基础培

养基/破骨诱导液+20
 

nmol/L
 

R;雌激素组(ES):
基础培养基/破骨诱导液+10-8

 

mol/L
 

ES(雌激素

浓度根据以往文献选择[12,14,16]);雌激素+罗格列酮

组(ES+R):基础培养基/破骨诱导液+10-8
 

mol/L
 

ES+20
 

nmol/L
 

R。

1.3 细胞活性分析 用噻唑蓝(methyl
 

thiahzol
 

tetrazolium,MTT)法检测药物对细胞活性影响。

MTT粉末用磷酸缓冲盐溶液
 

(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)配置成5
 

g/L的溶液避光保存。将细

胞接种于96孔板中,每组设6个复孔,不同刺激培

养3
 

d和5
 

d后,弃去培养基。每孔加入150
 

μL混

合液(MTT∶DMEM=4∶11),置于37°孵育箱。

4
 

h后,吸出液体,每孔加200
 

μL二甲基亚砜,避光

摇床孵育30
 

min,测波长490
 

nm处A 值。

1.4 TRAP染色 将RAW264.7细胞种于96孔

板中,每组设5个复孔。破骨诱导5
 

d后,弃上清,
用4%多聚甲醛固定1

 

h。根据TRAP染色试剂盒

说明书进行染色,待染色成功,弃去染色液,终止染

色,37
 

℃烘干。镜下观察破骨细胞并计数核数目≥
3个的破骨细胞数目。

1.5 实时荧光定量聚合酶链反应(real-time
 

fluo-
rescent

 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,

qRT-PCR) 将 RAW264.7细胞种于12孔板中,
破骨诱导5

 

d后,依据说明书用RNA试剂盒提取破

骨细 胞 总 RNA,并 用 逆 转 录 试 剂 盒 逆 转 得 到

cDNA,随后根据荧光定量PCR试剂说明书进行

qRT-PCR。用7900HT仪器检测,数据采用2-△△Ct

法进行处理。引物序列如表1所示。

1.6 统计学分析 每组实验至少重复3次。采用
􀭺x±s表示,两组间比较采用t检验,≥3组间比较采

用单 因 素 方 差 分 析。采 用GraphPad
 

Prism
 

7软 件
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表1 引物序列表

Tab.
 

1 Primers
 

sequences
 

for
 

RT-PCR

基因名称 引物序列(5’
 

→3’)

PPARγ F:
 

CCAAGAATACCAAAGTGCGAT
 

R:
 

TCACAAGCATGAACTCCATAG
ATP6V0D2 F:

 

CAGAGCTGTACTTCAATGTGGAC
   

R:AGGTCTCACACTGCACTAGGT
OSCAR F:CCGTGCTGACTTCACACCAA

R:GGGGTGACAAGGCCACTTTT
TRAF6 F:

 

AAAGCGAGAGATTCTTTCCCTG
 

R:ACTGGGGACAATTCACTAGAGC
NFATc1 F:

 

GACCCGGAGTTCGACTTCG
 

R:TGACACTAGGGGACACATAACTG
GAPDH F:TCCATGACAACTTTGGTATCG

R:TGTAGCCAAATTCGTTGTCA

计算与制图,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 RANKL诱导RAW264.7细胞形成破骨细胞

加 入 50
 

μg/L 和 100
 

μg/L
 

RANKL 液 诱 导

RAW264.7细胞5
 

d后,进行TRAP染色,发现两

种浓度的RANKL诱导液可成功诱导出多核破骨

细胞,且随诱导液浓度升高(0、50、100
 

μg/L),破骨

细胞数量增加(0.00±0.00、28.33±0.47、69.00±
2.94)。50

 

μg/L的RANKL液诱导的破骨数量即

具有统计学差异,将50
 

μg/L作为后续诱导液浓度。

2.2 罗格列酮促进破骨细胞形成和PPARγ表达

罗格列酮刺激破骨细胞,TRAP染色结果显示,罗
格列酮促进破骨细胞形成,随着浓度升高(0、10、

20
 

nmol/L),破骨细胞数量增加(34.67±2.05、

42.33±3.78、52.33±2.87);20
 

nmol/L罗格列酮

作用时破骨细胞数量与对照组比较差异有统计学意

义 (P<0.01)。20
 

nmol/L 罗 格 列 酮 刺 激

RAW264.7细胞24
 

h和48
 

h后,qRT-PCR结果显

示,罗格列酮可明显提高PPARγ的表达,且随时间

增加(0、24、28
 

h),表达增高(1.01±0.17、2.88±
0.35、4.51±0.45),所以将20

 

nmol/L作为罗格列

酮后续实验浓度。

表2 药物对RAW264.7细胞活性影响

Tab.
 

2 Effects
 

of
 

drugs
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

RAW264.7
 

cells
􀭺x±s

组别
时间

  3
 

d         5
 

d     
N 0.43±0.04 2.41±0.15
R 0.43±0.01 3.45±0.08##

ES 0.52±0.02* 3.35±0.21#

ES+R 0.45±0.02 3.38±0.28##

 注:与3
 

d时N组相比,*
 

P<0.01;与5
 

d时 N组相比,#
 

P<

0.01,##
 

P<0.001

2.3 MTT检测 加入不同刺激(R:20
 

nmol/L,
 

ES:10-8
 

mol/L)培养细胞,在第3天和第5天进行

细胞活性 MTT检测。结果显示,在第3天时,雌激

素提高细胞活性,罗格列酮和罗格列酮+雌激素对

细胞活性没明显影响。刺激5
 

d后,罗格列酮和雌

激素都使细胞活性提高(表2)。

2.4 TRAP染色结果 细胞加入不同刺激破骨诱

导5
 

d后,进行TRAP染色,镜下拍照并计数核≥
3个的破骨细胞(如图1中黑色箭头所示,比例尺=
50

 

μm)。结果显示,PPARγ激动剂罗格列酮可明

显促进破骨细胞的生成,雌激素也可明显提高破骨

细胞数量。但ES+R组(39.67±4.03)较ES组

(58.00±3.74),破 骨 细 胞 数 量 明 显 减 少(P <
0.01)。

1a:对照组(N);1b:罗格列酮组(R);1c:雌激素组(ES);1d:雌激

素+罗格列酮组(ES+R)

图1 TRAP染色(×4)

Fig.
 

1 TRAP
 

staining
 

(×4).

2.5 qRT-PCR结果 破骨诱导5
 

d后,提取细胞

总RNA进行qRT-PCR。结果显示,在罗格列酮组

和雌激素组破骨相关基因ATP6V0D2、OSCAR表

达明显 增 加。同 时 加 入 雌 激 素 和 罗 格 列 酮 后,

ATP6V0D2、OSCAR表达明显降低。破骨转译因

子TRAF6和NFATc1在每组与破骨细胞数目和

破骨相关基因表达呈现相同的变化趋势(表3)。

3 讨论

  牙周炎是危害口腔健康,影响人类生活质量的

高发病率疾病。牙周炎发病时破骨细胞功能活跃导

致病理性骨丢失,牙槽骨破坏[4]。PPARγ对骨代谢

的影响一直以来受到关注。本研究中,PPARγ激动

剂罗格列酮可促进破骨细胞形成,使破骨标记基因

表达增加,与以往研究结论一致[17]。牙周炎时牙槽

骨骨吸收增加,骨形成减少,如何促进牙槽骨骨量增
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表3 各组破骨相关基因表达情况

Tab.
 

3 Expression
 

of
 

osteoclastic
 

related
 

genes
 

in
 

each
 

group 􀭺x±s

组别 ATP6V0D2 OSCAR TRAF6 NFATc1

N 1.00±0.02 1.00±0.01 1.00±0.02 1.00±0.02
R 1.20±0.09* 1.16±0.01** 1.20±0.04* 1.14±0.06*

ES 1.50±0.05** 1.32±0.02** 1.44±0.09** 1.80±0.06**

ES+R 1.04±0.01## 0.93±0.11# 0.85±0.07## 1.46±0.16#

  注:与N组比较,*
 

P<0.05,**
 

P<0.01;与ES组比较,#
 

P<0.05,##
 

P<0.01

加及减少牙槽骨的破骨吸收,一直是牙周炎干预的

研究热点。

  更年期后,雌激素水平降低,破骨功能活跃导致

绝经期妇女骨量下降,牙槽骨吸收增加,牙周炎高发

并加重[5]。雌激素直接靶向作用于破骨细胞,从而

抑制破骨细胞的形成[13],因而雌激素替代疗法可以

缓解更年期后骨质疏松。但本研究中,加入雌激素

后,破骨细胞数量及破骨相关因子表达却明显升高。
这和预期结果不一致。研究显示,在RAW264.7细

胞中,雌激素促进同种异体移植炎症因子(allograft
 

inflammatory
 

factor
 

1,AIF-1)的表达,该因子和关

节炎、胰岛素依赖型糖尿病等密切相关[12]。在巨噬

细胞系及造血干细胞中,雌激素可提高炎症因子肿

瘤坏死因子-α
 

(tumor
 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α)、

γ-干扰素(interferon-γ,IFN-γ)和诱导型一氧化氮

合酶(inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase,
 

iNOS)的表

达[16,18]。在长期缺乏雌激素的乳腺癌细胞系和滑

膜细胞中加入雌激素,炎症因子TNF-α、白细胞介

素-1β
 

(interleukin-1β,
 

IL-1β)和活性氧簇因子(re-
active

 

oxygen
 

species,
 

ROS)表达增多[19,20]。雌激

素可提高普通培养成软骨细胞中转化生长因子-β
 

(transforming
 

growth
 

factor-β,TGF-β)表达,但将

该细胞培养在含炎症因子的培养基中,雌激素抑制

TGF-β表达[21],而 TGF-β抑制炎症促进成骨[22]。
炎症和氧化应激因子促进破骨细胞形成[23,24]。本

研究中,加入雌激素后破骨形成增多,推测可能和炎

性因子的增多有关,需进一步检测相关炎症因子的

表达。

  同时加入雌激素和罗格列酮后,破骨细胞数量

和破骨相关基因的表达明显减少。原因可能是:(1)

PPARγ作用:PPARγ通过核因子-κB(nuclear
 

fac-
tor-κB,

 

NF-κB)等 信 号 通 路 抑 制 炎 症 因 子 产

生[6,11],从而抑制由炎症因子带来的破骨形成。炎

症因子和PPARγ促进破骨,但两者同时作用时,

PPARγ可抑制由炎症所导致的骨吸收[10,11];(2)ES
作用:切除卵巢后小鼠体内PPARγ表达增高,破骨

吸收增加,外源性加入雌激素后,PPARγ含量明显

降低,骨量增加,可见雌激素会影响PPARγ的促破

骨作用[13]。这也和以往临床研究的结果一致,TZD
类药物引起的骨吸收在更年期较非更年期更显

著[7,15]。这对治疗女性更年期后牙周炎具有指导意

义。

  多核破骨细胞由破骨前体细胞融合而成,破骨

功能基因 ATP6V0D2缺乏影响融合过程,破骨细

胞形成减少[1],OSCAR表达减少,OSCAR的促破

骨效应降低[3]。TRAF6和NFATc1对RANKL诱

导破骨 至 关 重 要。破 骨 功 能 活 跃 时,TRAF6和

NFATc1表达增高,反之亦然[25]。当造血干细胞缺

乏TRAF6或NFATc1时,无法单用RANKL诱导

破骨细胞形成[23,26]。本研究中,在罗格列酮+雌激

素组,TRAF6和NFATc1表达降低时,破骨数量和

破骨相关因子表达降低。雌激素作用下罗格列酮可

能通过TRAF6和NFATc1抑制破骨细胞的形成。

  本研究尚存在较多局限,需要更多的体内外研

究进一步验证,从而为临床治疗牙周炎,尤其是女性

更年期后牙周炎提供进一步指导。
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