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【摘+ 要】目的：通过对成人骨髓基质细胞（7QMH-）体外培

养的观察，研究辛伐他汀（H]M）对 7QMH- 成骨分化，增殖的

影响和作用机制. 方法：取人髓腔内骨髓，采用全骨髓培养法

进行原代和传代培养. 传代后实验组添加 !" R% 3;1 S T 的 H]M，

同时做不加药的空白对照. 应用半定量 U/#V-U 方法分别检

测核心结合因子 4!（-OE4!），!（-OEO）和 F:C0B5>（FHW）在成骨

细胞分化过程中的表达；应用碱性磷酸酶（JTV）检测试剂盒

及茜素红法检测细胞 JTV 比活性和细胞矿化能力；应用 --Y#
, 测定细胞增殖情况. 结果：H]M 作用后第 (，’，& 和 !$ 日的

-OE4! 和 FHW 表达均高于对照组，差异有统计学意义（8 Z
". "!），-OEO 差异无统计学意义（8 [ ". ")）；与对照组相比，

H]M 作用后的第 ( 日［（’(. )* \ $. &&）49（)*. ") \ !. !*），

（8 Z ". ")）］；第 ’ 日［（%". (& \ (. &,）49（’". )( \ (. ",），

（8 Z ". "!）］；第 & 日［（,’. $, \ !. $"）49（%$. &( \ ". ,)），

（8 Z ". "!）］；第 !$ 日［（&*. && \ (. $"）49（%*. !( \ !. %&），

（8 Z ". "!）］，JTV 比活性高于对照组. H]M 能增强形成钙结

节的能力并抑制细胞增殖（8 Z ". ")）. 结论：H]M 通过促进成

骨细胞相关基因的表达从而促进 7QMH- 成骨分化，同时具有

抑制细胞增殖的作用.
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FG 引言

骨髓基质细胞（ O;D0 34BB;P :CB;341 <011:，QM#
H-）具有自我增生及多向分化潜能，在适当诱导条件

下可以向成骨细胞，软骨细胞，脂肪细胞，网状细胞和

肌细胞等多种细胞分化［!］. 有研究报道治疗高脂血

症的他汀类药物可以治疗骨质疏松并能促进骨形

成［$］. M40G4 等［(］发现辛伐他汀（ :53N4:C4C5D，H]M）

可增强非变形的成骨细胞（M-(/(#2!）的碱性磷酸

酶（41X415D0 A7;:A74C4:0，JTV）活性和细胞外基质矿

化，但是作用机制尚不清楚. 以往的实验常使用动物

的 QMH-，但由于存在种属的局限，与人类的 QMH-
具有较大的差异. 本实验直接采用人骨髓基质细胞

（7834D O;D0 34BB;P :CB;341 <011:，7QMH-），通过添

加特定浓度的 H]M，观察其对 7QMH- 成骨分化及增

殖的影响，通过对比分析核心结合因子 4!（<;B0 O5DG#
5DI E4<C;B 41A74 !，-OE4!），核 心 结 合 因 子 !（ <;B0
O5DG5DI E4<C;B O0C4，-OEO）和 F:C0B5>（FHW）在成骨细

胞分化过程中的表达以探讨 H]M 促进骨形成的作用
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机制!

!" 材料和方法

!! !" 材料" 在征得患者同意的前提下，于华北煤炭

医学院附属医院取因需行髓内钉固定而扩髓患者髓

腔内骨髓 "（男 #，女 #）例，年龄 #$ % $"（ 平均 &’! (）

岁，患者术前检查无代谢性骨骼疾病及他汀类药物服

用史! )*+* 高糖培养基（ 美国 ,-./0 公司）；胎牛

血清（天津 1.) 公司）；!2甘油磷酸钠、维生素 /（ 美

国 3-,*4 公司）；3-*（ 美国 *+5/6 公司）；茜素红

（美国 4*5+3/0 公 司）；1789:;（ 美 国 -<=-150,+<
公司）；//62(（日本同仁化学研究所）；*2*>= 逆转

录试剂盒（加拿大 ..- 公司）；1?@ )<4 聚合酶（美国

A50*+,4 公司）；碱性磷酸酶检测试剂盒、考马斯亮

兰蛋白测定试剂盒购自南京建成生物制品有限公司；

引物由上海 34<,0< 公司合成!
!! #" 方法

B! C! BD E.*3/ 的细胞培养 D 注射器肝素化后抽取

# % $ F> 骨髓! 将所取骨髓经 BGG 目钼网过滤后，离

心去除上层脂肪，取沉淀细胞加入适量 )*+*，采用

全骨髓培养法以 B H BG" I JFC 接种于培养瓶中，加入

完全培养液（ 含青霉素、链霉素和 BGG F> I > 的胎牛

血清，普通高糖 )*+*）置 #KL含体积分数 $G F> I >
/0C 的湿化气孵育箱行原代培养［&］! &( E 后半量换

液，以后每 # M 全量换液，红细胞不贴壁死亡或随换

液弃去，原代培养至第 BC 日细胞汇合成单层后传代，

细胞计数后接种于培养瓶或培养板中，实验组采用含

有 BG NK F:; I > 3-*（3-* 溶于乙醇）的条件培养液，对

照组用完全培养液（ 含有与实验组所加入 3-* 等量

乙醇）!
B! C! CD 成骨细胞分化相关基因表达的检测D 取所有

" 例经培养后的 E.*3/ 在 3-* 作用后的第 #，"，’ 和

BC 日，采用 1789:; 一步法提取细胞总 5<4，5<4 定量

后取 C "O 总 5<4，*2*>= 反转录试剂盒进行反转

录! 反转录后取 C! $ "> J)<4 作为模板进行 A/5!
A/5 反应体系：BG H PQRRS7 C! $ ">，C$ FF:; I > *O/;C
B! $ ">，C$ FF:; I > M<1A G! $ ">，引物（C$ "F:; I >）

各 B ">，!"# 酶 G! C$ ">（(#! #$ TU?V I ">），J)<4 模

板 C! $ ">，)+A/ 水补足至总体积 C$ ">! A/5 引物

的序列：/PR?B 上游引物：V?VJJ?OJJ?JJVVV?JVV?J，/PR?B
下游引物：VVJJ?VJ?OJOVJ??J?J（产物 #B" PW）；/PRP 上游

引物：O?VJ?VO?OJJJVVVVVJVJJ，/PRP 下游引物：OOJ????O2
J??VJVOOV?OJ（ 产 物 BK$ PW ）；03X 上 游 引 物

OJ?OJV?O??OOO?OVOOVO，03X 下 游 引 物 OJ?OOJ?OOVO??JV2

VJVVJ（产物 #$’ PW）；!2?JV8T 的上游引物 ?VJ?VOVVVO?OJ2
JVVJ??，!2?JV8T 下游引物 J?VJVJVVOJVJO??OVJJ?（产物 #BG
PW）! A/5 反应条件：’&L & F8T；’&L #G Y，$$L #G
Y，KCL "G Y，#$ 个循环后 KCL延伸 BG F8T，循环结束

后取扩增产物于琼脂糖凝胶（ 含 G! $ "O I F> 溴化乙

碇）电泳，将凝胶置于凝胶成像分析系统中检测各基

因条带的吸光度值并求出与内参照基因 !2?JV8T 的吸

光度比值!
B! C! #D 4>A 比活性的检测D 传代细胞以 $ H BG& I 孔
细胞接种于 C& 孔培养板内，分别于 3-* 作用后的第

#，"，’ 和 BC 日检测细胞的 4>A 活性! 收集细胞，行

超声处理，&L 离心，BG GGG $，BG F8T，取上清，4>A
检测试剂盒检测细胞 4>A 活性，考马斯亮兰蛋白测

定试剂盒定量蛋白含量，4>A 活性与蛋白含量的比值

为 4>A 比活性，单位为 TU?V I（>·O）!
B! C! & D 细胞形成钙结节能力检测 D 培养皿中细胞

A.3 冲洗 C 次，K$G F> I > 冷乙醇固定 #G F8T，风干后

用 &G FF:; I > 的茜素红染色 B E，蒸馏水冲洗!
B! C! $D 3-* 对细胞增殖的影响D 将消化所得细胞以

B H BG& I F> 密度接种于 ’" 孔培养板，每组 #G 孔，每

孔培养基总量为 BGG ">，次日起每天选择 " 孔细胞，

连续测 $ M，每孔加入 //62( 溶液 BG ">，#KL孵育 &
E 停止，在酶联免疫检测仪上测定每孔的 % 值（ 波长

&$G TF，参比波长 "$$ TF）!
统计学处理：实验数据以 & ’ ( 表示，用 3A33

BB! G 进行配对 ) 检验对组间比较，* Z G! G$ 为差异有

统计学意义!

#" 结果

#! !" 骨髓基质细胞形态学观测 " 倒置相差显微镜

下，刚接种的骨髓中可见大的单核细胞，( % BG E 后

细胞开始贴壁，C& E 后少数细胞变形，呈长梭形，体

积较大，以后贴壁细胞开始成克隆样生长并向三角

形，多边形分化，部分区域细胞形成团簇，细胞接种早

期培养液中悬浮大量的血细胞，随培养时间延长，不

贴壁的血细胞逐渐死亡或随换液弃去，( % BG M 细胞

融会至 (G[ !
#$ #" %&’ 对 ()*+!，,%- 和 ()*) ./01 表达的影

响" 在 3-* 作用后的 #，"，’ 和 BC 日检测成骨细胞转

录因子 F5<4 的表达情况发现，实验组 /PR?B F52
<4，03X F5<4 在各时间点的表达均明显增加（* Z
G! GB），并且这种差异随 3-* 作用时间增加而增强，

实验组与对照组 /PRP F5<4 差异无统计学意义（* \
G! G$，表 B）!
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表 !" 实验组与对照组 #$%&!，#$%$ 和 ’() *+,- 表达的差异 （! . /，" # $）

时间（0）
#$%&! *+,-

对照 实验

#$%$ *+,-

对照 实验

’() *+,-

对照 实验

1 !2 34 5 42 66 62 74 5 42 66$ 42 89 5 42 47 42 98 5 42 6/ 42 91 5 42 46 !2 66 5 42 47$

/ 62 66 5 42 !/ 12 !3 5 42 !4$ !2 !: 5 42 49 !2 4! 5 42 49 !2 !7 5 42 4/ !2 84 5 42 41$

9 62 3: 5 42 4/ 12 38 5 42 4:$ !2 68 5 42 !: !2 !9 5 42 !! 62 89 5 42 13 12 19 5 42 3!$

!6 !2 97 5 42 49 12 39 5 42 !4$ !2 46 5 42 48 !2 69 5 42 !4 62 41 5 42 47 62 3! 5 42 !7$

$% ; 42 4! &$ 对照2

!" #$ %&’ 对 ()* 比活性的影响$ 在 (<= 作用后的

1，/，9 和 !6 日实验组与同一时间点对照组相比 ->?
比活性均高于对照组（% ; 42 48，% ; 42 4!，表 6）2

表 6" 实验组与对照组 ->? 比活性的差异

［! . /，@A&B C（>·D），" # $］

组别 1 0 / 0 9 0 !6 0

对照 832 48 5 !2 !3 /42 81 5 12 4: 762 91 5 42 :8 732 !1 5 !2 79

实验 /12 83 5 62 99& 742 19 5 12 9:$ :/2 6: 5 !2 64$ 932 99 5 12 64$

&% ; 42 48，$% ; 42 4! &$ 对照2

!2 +$ 细胞形成钙结节能力$ 实验组可见大量散在的

橘红色钙结节，为茜素红与钙盐形成的橘红色复合

物，对照组仅为大片模糊的橘红色，无钙结节形成

（图 !）2

-：对照组；E：实验组2

图 !" 茜素红染色检测细胞形成钙结节能力

!2 ,$ 细胞增殖$ 与对照组比较，从 (<= 作用后 1 0
开始实验组细胞数明显低于对照组（% ; 42 48），提示

(<= 具有抑制成骨细胞增殖的作用（图 6）2

#$ 讨论

近年来临床回顾性研究发现，他汀类药物作为治

疗高脂血症的一类药物具有治疗骨质疏松，降低股骨

颈骨折发生率的作用［8 F /］2 有实验证实 (<= 可减少

大鼠由于卵巢切除后所引起的松质骨骨丢失，同时可

提高皮质骨骨形成［7］2 本实验中实验组 ->? 的比活

性和细胞外形成钙结节的能力都明显强于对照组，说

明 (<= 能够显著增加体外培养的 GE=(# 的 ->? 比

活性和细胞矿化能力，促进 GE=(# 成骨分化2

&% ; 42 48 &$ 对照组2

图 6" (<= 对细胞增殖的影响

" " 我们在实验中发现 !4 F7 *HI C > (<= 能够促进成

骨细胞相关因子 #$%&!，’() *+,- 的表达，且此作

用随作用时间的延长而增强，而对 #$%$ *+,- 的表

达没有影响2 #$%&I 是成骨特异性转录激活因子，#$J
%&I 可诱导成骨细胞分化与骨形成［: F 9］2 ’() 则是成

骨细胞分化和骨形成所必需的转录因子［!4］，其表达

需要 #$%&I 的存在［!!］2 #$%&I 与 K,- 的结合以及 #$J
%&I 依赖的转录激活需要 #$%$ 的参与［!6］2 由此我们

得出 (<= 促进成骨细胞相关因子 #$%&!，’() *+,-
而不是 #$%$ *+,- 的表达，在转录水平提高细胞外

基质蛋白的表达，从而促进 GE=(# 成骨分化2
同时，我们还发现 (<= 具有抑制成骨细胞增殖

的作用2 但作用机制尚不十分清楚，这可能与 (<= 降

低骨祖细胞增殖率有关［!1］2 我们认为 (<= 能够促进

体外培养的 GE=(# 的成骨分化，同时抑制其增殖，但

是相对于促进骨形成减少骨量丢失的作用来说，其促

分化作用是显著的，而抑制增殖的作用则是微不足道

的2 (<= 促进成骨细胞分化的作用是否还通过其他
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的途径以及 !"# 对 $%&’( 和 )!* 的蛋白活性是否也

有影响还有待进一步研究+
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亚临床甲减患者血高敏 ! 反应蛋白测定

陈Y 冬

（华北煤炭医学院附属医院内分泌科，河北 唐山 V[GVVV）
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【关键词】亚临床甲减；高敏 $ 反应蛋白

【中图号】JFD,+ CY Y Y 【文献标识码】9

"# 临床资料# 亚临床甲减、甲减患者各 CV 例，甲状腺 P$W 及

9 超排除甲状腺炎、甲状腺结节、甲状腺腺瘤、甲状腺癌、垂体

性及其他恶性肿瘤引起的甲状腺疾病+ 近 , ’ 内无生育史，无

心脑血管疾病，无糖尿病，无炎症，外伤，未服用避孕药、降脂

药、!S阻断剂等+ "亚临床甲减组，女性，CV 例，年龄（EG+ BF d
[+ I[）岁；#甲减组，女性，CV 例，年龄（EC+ IV d [+ EI）岁+ $选

取门诊体检健康，甲状腺功能正常对照组，女性，CV 例，年龄

（EF+ CV d [+ ,[）岁+ G 组年龄、性别相匹配+ 采用酶联免疫法

（N03301%032 德国），检测患者的高敏 $ 反应蛋白水平+ 结果使

用 !-!! ,,+ F 统计软件处理+

$# 结果和讨论 # 甲减组高敏 $ 反应蛋白（,C+ DC d C+ G,）

?2 ‘ L较亚临床甲减组（E+ F, d V+ DI）?2 ‘ L，甲状腺功能正常

对照组（,+ BE d V+ EE）?2 ‘ L 增高，$ 值分别为 ,E+ GI，C,+ ,D，差

异存在显著性（’ e V+ V,）+ 亚临床甲减组高敏 $ 反应蛋白

（E+ F, d V+ DI）?2 ‘ L 较甲状腺功能正常对照组（,+ BE d V+ EE）

?2 ‘ L 增高，$ 值为 ,,+ GI，差异存在显著性（’ e V+ V,）+ 甲减、

亚临床甲减组高敏 $ 反应蛋白水平较甲状腺功能正常对照组

显著增高，甲减患者甲状腺激素低减引起血清胆固醇升高，冠

心病发病率较高［,］+ $J- 是动脉粥样硬化发生的标记［C］，能

直接诱导内皮细胞产生血浆纤溶酶原激活抑制物 "?JM8 及

蛋白的表达，并使其活性增加，同时抑制扩血管物质一氧化氮

合酶的表达和 M) 的释放［G］，关于是否对亚临床甲减行激素

替代治疗一直存在争议，对于未治疗的亚临床甲减是否与严

重的心血管后果有关，结论尚需进一步观察+
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