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"摘要#

!

目的
!

探讨地塞米松作用下成骨细胞脂质分化及成骨相关基因的表达变化特点&方法
!

将
4P

大鼠颅骨成骨细胞作为研究对象!观察在应用不同浓度的地塞米松%甘珀酸分别作用于成骨细胞!其脂质与成

骨分化标志基因%成骨标志基因的表达变化&结果
!

应用地塞米松后成骨细胞内发生脂质积聚!成脂分化标志

基因
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表达上调!成骨相关的
GM,N1

%

="I&$
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X7]

相关基因无上调改变&应用甘珀酸后未见上

述基因表达的逆转改变&结论
!

成骨细胞在受到皮质激素作用后可产生脂质异常积聚!可能与其
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糖皮质激素$
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]=

&被广泛应用于

自身免疫性疾病*炎症性疾病的治疗#遗憾的是伴随

激素的应用产生了各种各样的不良反应)骨坏死是

其中一种严重的并发症'

$.1

(

)长期应用
]=

可能导致

高脂血症#血清三酰甘油*胆固醇升高#同时它也可诱

发骨髓脂肪细胞肥大*增生)大量临床与实验研究表

明
]=

诱发的脂质代谢紊乱存在于骨坏死的病理过

程中'

'.9

(

)成骨细胞是
]=

作用的靶组织之一#是维持

骨质平衡与代谢稳定的主要结构)适宜的
]=

水平

在骨的发育与维持中起着相当重要的作用)靶组织

中细胞内
]=

的浓度不仅依赖细胞外激素水平#同时

也依赖于激素的局部代谢)

]=

的生物学活性受到

$$

*

.

羟脱氢酶$

$$

*

.Q4P

&的调节#能够催化无活性皮

质酮与活性皮质醇相互转换'

)

(

)成骨细胞能够活化

非活性形式的
]=

#通过
$$

*

.Q4P$

来调节激素的水

平维持良好的内环境)甘珀酸能够抑制
$$

*

.Q4P$

的转换活性)

本文观察在应用活性抑制剂甘珀酸前后#地塞米

松$

PAN

&作用于成骨细胞后#对成骨细胞的成脂与成

骨分化的标志性基因及成骨细胞标志基因
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的表达#初步分析地塞米松对

诱发细胞内脂质积聚与基因表达异常之间的关系)
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材料与方法
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!

实验动物与试剂
!

0

月龄
4P

大鼠由广东医学

院动物研究中心提供)胰蛋白酶*

6EWE

*胶原酶

$

]ZU=X

&*小牛血清$

U#"I"

L

#B6I#,!M+CG#A+

&*碱性磷酸

酶试染色剂盒*碱性磷酸酶活性试剂盒$
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成骨细胞培养鉴定
!

拉颈脱臼处死
4P

大鼠#取

出颅骨#去掉附着的软组织#

7U4

液洗净后#在
6EWE

培养基中剪成约
$22

' 大小骨块#以
$B2

1 密度种植

于培养瓶内#反转培养瓶#加入
'2>

含有
1%̂

胎牛

血清的
6EWE

培养液#培养瓶置于细胞培养箱中
1

5

#待骨植块稍干涸粘于瓶底#然后翻转培养瓶#使组

织块浸没于培养基中#待细胞长满后传代$约
$1!

&#

用相差贴壁法纯化成骨细胞)碱性磷酸酶染色鉴定!

在成骨细胞长满盖玻片后#用
0Y$%̂

甲醛固定#蒸

馏水冲洗#将
;>7

孵育液直接滴加到盖玻片上#室温

下孵育
'%2#,

#在相差显微镜下观察)
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实验分组
!

成骨细胞接种于
)

孔培养板中#按

照所用地塞米松浓度分为
-

个实验组!空白对照组

$加生理盐水&#
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#所有组作用
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总
3:;

提取及
3A6I.C#2A7=3

分析
!

总
23.
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提取!按照
3:;.7IM+

试剂盒$

]#FB"

&说明从成骨

细胞提取总
3:;

)所得沉淀溶解于
PW7=

溶液#取
1

$

>

稀释至
$%%

$

>

#紫外分光光度计测定
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含量

及
I7

值)剩余部分存放于
V/%Y

以备逆转录)

逆转录!取细胞
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样本#根据上述
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的
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下保存)最终得到的
BP:;

放置

于
V1%Y

冰箱中保存以备下一步
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反应过程)

3A6I.C#2A7=3

!应用
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表达)
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.6BC#,

作为内参引物)反应体

系包含
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S
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通用
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反应液#
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延
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个循环)按照试剂盒说明根据测得
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值计算出
&
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值#

#
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目的基因
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待测样品中目的基因
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参照样品中目的基因
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相对表达量
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统计学处理
!

用
4744$$&%

统计软件进行数据

分析#计量资料以
5c?

表示#方差齐采用方差分析及

>4P

检验#不齐则用
JAIB5

近似方差分析及
PM,,ACC

D

检验#以
!

$

%&%9

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果
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成骨细胞分离培养鉴定
!

见图
$

)

!!

;

!第二代成骨细胞$

_0%

&%

U

!细胞碱性磷酸酶染色阳性

图
$

!!

成骨细胞分离鉴定

E&E

!

成骨细胞内脂质沉积
!

油红
X

染色显示#地塞米

松$

$_$%

V-

2"I

"

>

&作用后成骨细胞细胞质内出现散在

红染的均匀颗粒#细胞质内有脂质形成与积聚)见图
1

)

!!

;
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U
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_1%%

&

图
1

!!

激素作用后成骨细胞油红染色

表
$

!!

分离
3:;+

浓度及
I7

值$

5c?

%

组别
3:;

$

$

L

"

2>

&

I7

1)%

"

1/%

对照组
9&19c$&)( $&-0c%&1)

;

组
)&0%c$&/$ $&/9c%&11

U

组
0&)0c$&-' $&)$c%&'9

=
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9&01c$&91 $&-9c%&'0

P

组
)&99c$&(9 $&)'c%&'$

W

组
9&/-c$&)' $&('c%&10

\

组
-&'0c1&%( $&--c%&1(
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23:;+

分析
!

所分离获得的
3:;I7

值为
$&

-

#

1&%

#表明
3:;

含量稳定#可以用于下一步
3:;

分析$表
$

&)

3D.7=3

分析#当地塞米松由低浓度向

高浓度作用时#
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表达上升#

GM,N1

表达下降#成骨细胞的标志物
X7]

与
,

型胶原

表达无明显改变%应用
$$

*

.Q4P$

酶活性抑制剂
=Ug

不能改变这种趋势$图
'

&)
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年
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图
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3D.7=3

法各组基因定量结果分析$
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%
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3:;

表达在应用地塞米松后

上升#

;

*

U

*

=

组间差异有统计学意义$

!

$

%&%9

&%应

用甘珀酸后表达仍呈上升趋势#高低深度间仍存在统

计学差异$

!

$

%&%9

&#

GM,N1

表达下降)成骨性标志

基因表达变化各组间不显著#

X7]

在激素组呈略下降

趋势#组间差异无统计学意义$

!

%

%&%9

&)

F

!

讨
!!

论

!!

骨坏死是伴随糖皮质激素应用的一种严重并发

症)迄今为止对于它们之间的关系与机制研究已开

展了大量研究工作)

RX:W4

等'

-

(研究认为过量的糖

皮质激素可能诱发脂肪肝#引起脂肪栓塞阻塞骨的血

管#并最终导致骨坏死)大量的临床与基础研究表明

脂质代谢紊乱存在于股骨头坏死的病理过程中'

/

(

)

e;J;Z

等'

0

(认为发生于股骨头缺坏死的缺血性改变

可能是非直接或者是继发的改变#而不是一种原发的

原因)接受激素治疗的动物表现出软骨下骨区域骨

细胞的脂肪坏死#以及与骨细胞脂肪沉积相平行的渐

进性的骨细胞变性)骨细胞脂肪变是骨坏死病理过

程中脂质代谢紊乱的一项重要机制)脂质沉积可能

发生在激素治疗后的股骨头的各系细胞)随激素应

用时间延长#脂质沉积逐渐增加#并且融合成脂滴)

细胞核受压*边集#细胞器功能受到干扰#最终导致细

胞坏死 '

0

#

(

(

)这提示骨细胞的脂肪变性是股骨头坏

死的一项重要病理改变#是否这一改变的原因是由于

成骨细胞发生了转分化$表型改变&+ 目前报道较少)

成骨细胞表达碱性磷酸酶#

X7]

#

,

型胶原是成熟成

骨细胞的标志)本研究中作者发现当应用大剂量的

糖皮质激素时#成骨细胞出现脂质积聚改变#成脂肪

标志基因
77;3

(

*

=

"

WU7

)

表达显著升高#而成骨性

标志基因
GM,N1

表现下降#这提示在皮质激素诱发的

成骨细胞脂质变可能是由于细胞本身发生了表型异

常所致)

$$

*

.Q4P$

是一种
:;P7Q

依赖性酶主要起还原

酶活性#在人转换非活性皮质酮为有活性的皮质醇#

在啮齿类动物则转换
$$

去氢皮质酮为皮质酮#从而

扩大了激素的作用)有研究认为地塞米松不能被

$$

*

.Q4P$

转换#仅仅上调其表达'

$%.$$

(

)本文发现成

骨细胞受地塞米松作用后#出现明显细胞内脂质小滴

形成)说明糖皮质激素能够明显诱导成骨细胞内的

脂质积聚过程)而地塞米松能够诱导成骨细胞表达

成脂分化基因#表现为
77;3

(

#

=

"

WU7

)

随激素浓度

递增上升#应用皮质激素活性抑制剂甘珀酸后这种表

达增高的趋势未被抑制#而影响成骨分化基因
GM,N1

则有下降趋势)两种情况下成骨细胞
,

型胶原与

X7]

表达未见显著变化)由此提示地塞米松可能如

文献所述不需经过
$$

*

.Q4P$

酶的活性转换#而直接

进入细胞起作用)再者地塞米松抑制了该酶的表达#

导致内源性皮质激素转换下降#不能有效促进成骨#

表现为胶原与
X7]

表达无上升改变)

77;3

(

是维

持脂质稳定的重要核受体家族成员)体外研究提示

泼尼松能够打破
4P

大鼠
GM,N1

与
77;3

(

之间的平

衡#破坏成骨与成脂的内在稳定#从而削弱成骨能

力'

(.$%

(

)因此作者认为糖皮质激素作用下成骨细胞内

的脂质积聚可能是由于诱导了成脂分化性基因表达

的结果#但这种脂质调节异常的结果是否直接影响到

了成骨细胞的功能与机制#还有待于更深入的研究以

获取充分证据)

当
4P

大鼠颅骨成骨细胞在体外受到人工合成的

糖皮质激素作用时#表现为细胞内脂滴形成#成脂分

化性基因表达增加#成骨相关基因表达下降#酶活性

抑制剂不能有效影响这一趋势#提示过量的人工合成

皮质激素可能通过改变了成脂分化性基因的表达而

使细胞表型发生了改变#抑制了成骨性能#从而成为

激素诱发的骨坏死的原因之一#但仍需更深入的研究

来阐明详细机制)
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性#本研究选取了本室自建并保存的结直肠癌细胞株

QD1(.D#62$

和
QD1(.bABC"G

进行了裸鼠皮下成瘤

实验#结果显示
D#62$

基因同样能够显著促进结直肠

癌细胞在裸鼠体内的增殖)因此笔者推测#

D#62$

作

为增殖调控基因#

D#62$

在正常细胞
'

过度增殖
'

恶

性转化
'

肿瘤进展这一演进过程中担任重要的角色)

目前已有研究表明#

D#62$

可能通过以下机制发挥其

促癌作用!$

$

&特异性的激活
*

.B6C

信号转导通路促进

细胞的增殖及诱导肿瘤的发生'

$'

(

%$

1

&通过参与
D#.

62$.36B

信号传导通路增强抗凋亡蛋白的合成#从而

促进细胞的存活'

$0

(

%$

'

&抑制转录因子
B.2

O

B

的表达#

促进细胞增殖#抑制凋亡'

$9

(

)

综上所述#本研究以
D#62$

转基因小鼠及裸鼠为

载体在活体内整体水平探讨了
D#62$

在细胞增殖调

控中的重要作用#具有更高的,真实性-#为细胞增殖

研究提供了新的靶点和直接有力的理论依据)随着

肿瘤增殖动力学研究的不断深入#

D#62$

对细胞增殖

及肿瘤发生发展的相关调控机制必将逐渐被阐明)

同时#

D#62$

转基因小鼠作为具有自发高增殖活性的

模式动物#能够为细胞增殖与肿瘤演进的深层机制研

究提供新的理想平台#推动相关领域的研究进展)
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