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　　摘要:目的　观察氟和铝对小鼠胚胎成骨细胞株 (MC3T3-E1)骨保护蛋白 (OPG)和 NF-κB受体活化因子配体

(RANKL)mRNA表达的影响。方法　在细胞培养液中加入 50 μmol/L氟化钠或 /和 5 μmol/L氯化铝;72 h后提取细

胞总 mRNA, 用 RT-PCR方法分析 MC3T3-E1细胞 OPG和 RANKL的 mRNA表达 , 进行半定量分析。结果　与对照组

比较 , 氟铝联合染毒可显著提高 MC3T3-E1细胞 OPGmRNA的表达 (P<0.05), 两者具有协同作用 (P<0.05), 但

氟铝联合染毒对 MC3T3-E1细胞 RANKLmRNA的表达水平无显著改变;因此 , 与对照组相比 , 氟铝联合染毒组

RANKL/OPG比值显著降低 (P<0.05)。结论　氟铝联合可能通过增加成骨细胞 OPG基因表达水平来抑制破骨细胞

的分化和成熟 , 从而抑制骨吸收 , 使骨形成大于骨吸收。
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EffectsoffluorideandaluminumonmRNAexpressionofOPGandRANKLinMC3T3-E1 cells
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Abstract:Objective　ToexploretheeffectsoffluorideandaluminumonmRNAexpressionofOPGandRANKLin

MC3T3-E1, andmouseosteoblasticcellline.Methods　Cellswereculturedinmediumcontained50 μmol/LNaFor/and

5 μmol/LAlCl3.ExpressionsofOPGmRNAandRANKLmRNAweredeterminedandcarriedoutsemiquantitativeanalysisby

RT-PCR72 hlater.Results　Comparedwiththatofcontrolgroup, expressionsofOPGmRNAinMC3T3-E1treatedwithfluor-

ideandaluminumwereincreasedsignificantly(P<0.05), fluorideandaluminumhadsynergisticeffectonexpressionsofOPG

mRNAinMC3T3-E1 cells(P<0.05).However, theexpressionofRANKLmRNAshowednoobviouschangeamongdifferent

groups.Therefore, theratioofRANKL/OPGwassignificantlydecreased(P<0.05).Conclusion　Theresultssuggestedthat

thecombinedadministrationoffluorideandaluminummightinhibitthedifferentiationandmaturationofosteoblastbystimulating

expressionofOPGmRNA;thedecreasedratioofRANKL/OPGindicatedthattheprocessofboneformationwouldbegreater

thanthatofboneabsorption.

Keywords:fluoride;aluminum;mouseosteoblasticcellline(MC3T3-E1);osteoprotegerin(OPG);receptoractivator

onNF-κBligand(RANKL)

　　氟 、铝广泛存在于自然界 , 人体可通过饮用水 、

食物 、 茶叶等途径同时摄入氟和铝 。 1984年李福成

首次报道了在我国贵州由于用高岭土拌煤烘烤玉米 ,

使玉米氟 、 铝含量增高 , 引起以骨软化畸形为主的氟

铝联合中毒
[ 1]
;此后在我国西部有饮用砖茶习惯的

藏族 、 蒙古族 、 哈萨克族等少数民族地区发现了饮茶

型氟铝联合中毒
[ 2, 3]
。骨骼是氟和铝的共同靶器官 ,

研究表明氟能促进铝的吸收并蓄积于骨骼
[ 4]
;流行

病学调查结果显示饮茶型氟骨症患者多发生骨关节

病
[ 5]
。成骨细胞分泌的骨保护蛋白 (OPG)和核因

子 κB受体激活因子配体 (RANKL)在调节破骨细胞

的形成和活化方面起着关键的作用 , OPG、 RANKL

和其他细胞因子之间形成了一个精密的调控网络 , 是

许多骨代谢调节激素或因子在细胞水平发挥作用的共

同通道
[ 6]
。本实验拟通过观察氟 、 铝对小鼠成骨样

细胞 MC3T3-E1细胞骨保护蛋白和核因子 κB受体激

活因子配体 mRNA表达的影响 , 探讨氟铝联合对骨

骼损伤的可能作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器
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α-MEM培养液 , 美国 Gibco公司;胎牛血清 , Hy-

clone;0.25%胰酶 , Sigma;NaF, 日本和光纯株式会

社;AlCl3 , 上海生物工程有限公司;Trizol, Gibco;

TakaRaRNAPCRKitVer.3.0, 大连 TakaRa公司。

超净工作台 , 苏州安泰空气技术有限公司;倒置

显微镜 , Nikon公司;3K18型低速离心机 , Sigma公

司;CO2 培养箱 , Heraeus公司;2720型 PCR仪 ,

AppliedBiosystems公司;HE-120Gen多功能水平电泳

槽 , 上海天能。

1.2　细胞培养

小鼠颅顶骨前成骨细胞亚克隆 14 (MC3T3-E

subclone14)购自中国科学院细胞库。细胞于 α-

MEM培养液 (含 10%胎牛血清 , 100U/ml青 、链霉

素)、 5%CO2、 37℃条件下常规培养。

1.3　染毒液的配制

配制 100 mmol/LNaF和 10mmol/LAlCl3的储备

液 , 染毒前分别稀释为 500μmol/LNaF和 50μmol/L

AlCl3的 10倍工作液 。氟铝联合染毒液根据 Chabre

的方法
[ 7]
, 以 1 mmol/LNaF与 100 mmol/LAlCl3 1∶1

混合 , 现用现配 。实验分 4组:对照组 、 染氟组

(50μmol/LNaF)、 染铝组 (5 μmol/LAlCl3)、 氟铝

联合染毒组 (50 μmol/LNaF+5 μmol/LAlCl3)。

1.4　细胞总 RNA的提取

将 2×10
5
个 MC3T3-E1细胞接种于 25 cm

2
培养

瓶 , 于 5%CO2培养箱中常规培养 2 ～ 3d后加入含 50

μmol/LNaF或 /和 5μmol/LAlCl3的培养液培养 3 d。

弃去培养液 , PBS冲洗 2次后加入 1 mlTrizol, 反复

吹打后室温静止 5 min;加入氯仿 0.2 ml, 振摇 15 s,

室温静置 3 min, 4℃15 000×g离心 15 min;吸取

600μl上层的无色液相 , 移入 1.5 mlEP管中 , 加入

异丙醇 0.5 ml, 颠倒摇匀 , 室温静置 10 min, 4℃

15 000×g离心 10 min;弃去上清液 , 加入 75%乙醇

1ml, 4℃ 7 500×g离心 5min;弃去上清后室温干燥

5 min加入 0.1%DEPC水 , 55℃, 10 min溶解 RNA,

-80℃保存备用。

1.5　RT-PCR

1.5.1　逆转录合成 cDNA　按 RT-RCR试剂盒操作

指南配制逆转录反应液 , 设定反应条件:30℃、

10 min;42℃、 30min;99℃、 5min;5℃、 5 min。

1.5.2　PCR扩增反应　引物设计及合成:在 Gene-

Bank中查找小鼠 β-actin、 OPG和 RANKLmRNA序

列 , 用 Primer5.0设计引物 (表 1), 引物由上海生

工合成 。 PCR反应条件:β-actin、 OPG、 RANKL,

94℃、 2min;94℃、 30 s;60℃、 30 s;72℃、 30 s;

72℃、 8min。 β-actin:25个循环;OPG:30个循环;

RANKL:40个循环。
表 1　引物序列

基因 引物序列 (5′-3′) 长度 (bp)

β-actin　Sence GAGACCTTCAACACCCCAGC 446

β-actin　Anti-sense CCACAGGATTCCATACCCAA

OPG　Sense CACTGCACAGTGAGGAGGAA 346

OPG　Anti-sense GTGCTGCAGTTCGTGTGTTT

RANKL　Sence CAGCATCGCTCTGTTCCTGTA 107

RANKL　Anti-sense CTGCGTTTTCATGGAGTCTCA

1.5.3　琼脂糖凝胶电泳　取 10 μlPCR扩增产物与

2 μlloadingbuffer混合均匀后上样 , 电泳条件为电压

120V、 电流 100 mA, 紫外灯下观察 、 拍照并应用

ImageJ软件测算电泳条带的灰度值。

1.6　统计学分析

结果以x±s表示 , 应用 SPSS13.0统计软件进行

统计分析 , 多样本均数的比较采用单因素方差分析

(One-WayANOVA), 氟和铝交互作用分析采用 2×2

析因方差分析 , P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　氟和铝对 MC3T3-E1细胞 OPGmRNA表达的影响

氟 、铝单独及联合染毒 72 h对 MC3T3-E1细胞

OPGmRNA表达水平的影响见图 1。经过对 3次实验

结果进行凝胶电泳图像灰度分析发现 , 与对照组相

比 , 染氟组 、 染铝组 MC3T3-E1细胞 OPG与 β -actin

灰度比值无显著变化;而氟铝联合染毒组 OPG与

β -actin灰度比值显著升高 (P<0.05)(图 2)。采用

2×2析因方差分析 , 氟 、 铝联合对 OPGmRNA表达

水平升高有协同作用 (F=8.364, P=0.02)。

　　　　β-actin OPG

1:Marker;2:对照组;3:染氟组;4:染铝组;5:氟铝联合染毒组

图 1　氟和铝对 MC3T3-E1细胞 OPGmRNA表达的影响

2.2　氟和铝对 MC3T3-E1细胞 RANKLmRNA表达的

影响

图 3为 MC3T3-E1细胞染毒后 RANKLmRNA表

达情况 。对 3次实验结果进行凝胶电泳图像灰度分析

发现 , 与对照组相比 , 染氟组 、染铝组及氟铝联合染

毒 72h对 MC3T3-E1细胞 RANKL与 β-actin灰度比值

无显著变化 (图 4)。
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2.3　氟铝联合对 MC3T3-E1细胞 RANKL/OPGmR-

NA表达比值的影响

如图 5所示 , 与对照组比较 , 染氟组 、 染铝组

MC3T3-E1细胞 RANKL/OPGmRNA表达比值无显著

变化;而氟铝联合染毒组 RANKL/OPGmRNA表达比

值显著降低 (P<0.05)。

3　讨论

骨是由成骨细胞 (osteoblast, OB)和破骨细胞

(osteoclast, OC)共同作用维持的组织 , 成年后骨不

断进行更新和改造 , 即骨重建 (boneremodeling),

成骨细胞控制的骨形成和破骨细胞控制的骨吸收之间

的平衡保证了骨重建的正常进行 。在骨重建过程中 ,

破骨细胞是 “启动子 ”, 成骨细胞是 “调节者 ”, 骨

注:与对照组比较 , ＊P<0.05

图 5　氟和铝对 MC3T3-E1细胞 RANKL/OPG的影响

保护蛋白 、 NF-κB受体活化因子配体是偶联成骨细胞

和破骨细胞分化 、活化与生物活性的主要因子。 OPG

是一个分泌型的 TNF受体 , 是骨代谢的重要负调控

因子 , 能抑制 OC生成 、活化 , 减少骨吸收 , 增加骨

密度 , 它主要通过直接结合成骨 /基质细胞上的

RANKL发挥骨保护作用。 RANKL是诱导 OC生成的

关键性细胞因子 , 通过作用于 OC上的受体 RANK,

刺激 OC形成 、分化和活化 , 增强骨吸收。 OPG竞争

性结合 RANKL, 阻断 RANKL与其靶信号受体 RANK

的结合 , 抑制 RANKL/RANK对破骨细胞信号转导的

活化 , 减少 OC生成 , 发挥抗骨质疏松作用 。因此 ,

RANKL/OPG比值 决定破骨 细胞分 化 、 成 熟及

功能
[ 8]
。

本研究从基因水平观察了氟和铝联合对 MC3T3-

E1细胞 OPG、 RANKL表达的影响 , 发现氟铝联合可

提高成骨细胞 OPGmRNA的表达 , 且二者具有协同

作用 , 而对 RANKLmRNA的表达无显著性影响 , 使

成骨细胞表达的 RANKL/OPG比值显著降低。由此可

见氟铝联合系以 RANKL/RANK/OPG系统为靶点 ,

通过上调 OPG的表达 , 竞争性诱导结合成骨细胞上

的 RANKL, 致使 RANKL不能与破骨细胞及其前体细

胞上的 RANK结合 , 从而抑制破骨细胞的分化和成

熟 , 降低破骨细胞的骨吸收功能 , 使骨重建中的骨形

成大于骨吸收。砖茶型氟骨症患者 X线检查表明 ,

骨内改变主要是骨质增多
[ 9]
。流行病学调查结果也

显示饮茶型氟中毒氟骨症患者多发生骨关节病 , 并伴

有不同程度的骨硬化 、骨质疏松 、骨间膜改变及韧带

连接点钙化等表现 , 但以骨硬化为主
[ 5]
。本研究结

果提示氟铝联合通过 RANKL-RANK-OPG调控轴抑制

破骨细胞的骨吸收 , 促进骨形成 , 增加骨密度 , 可能

是氟铝联合中毒所致的骨硬化的分子机制之一 。
(下转第 8页)
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矽肺是因长期吸入游离 SiO2粉尘微粒所致的以肺

间质纤维化为主的全身性病变。目前矽肺的自由基理论

认为 , 当机体吸入大量 SiO2粉尘微粒时 , 肺泡巨噬细胞

(AM)会因吞噬游离 SiO2粉尘而被激活 , 激活状态的

AM一方面会合成并释放许多细胞因子 , 如 PDGF、

TNF-α、 IL-1、 TGF-β1等 , 另一方面会产生大量氧自由

基 , 从而损害肺组织结构和细胞 , 导致矽肺的发生
[ 1 ～ 3]
。

本实验显示 , 矽尘吸入会导致大鼠肺内淋巴细胞 、单核

巨噬细胞浸润以及肉芽肿的形成直至大面积纤维化;PC

组虽可见类似变化 , 但程度明显减轻 , 提示 PC能够减

轻 SiO2诱导的大鼠肺纤维化。

研究表明 , 细胞因子在肺纤维化发展过程中起着

重要的作用 , 它们构成一个复杂的细胞外信号转导分

子的网络系统及链式反应关系
[ 4]
;越来越多的研究

表明抗氧化剂能通过细胞因子网络调节肺纤维化 , 其

中 TGF-β1是一类重要的生长调节细胞因子 , 在细胞

的生长 、分化 、 免疫调节及细胞外基质合成调节中具

有重要作用
[ 5, 6]
。它的过度表达可加快肺间质纤维

化 , 导致广泛的细胞外基质蛋白如胶原 、 纤维黏连蛋

白和弹性蛋白的蓄积和肌成纤维细胞集聚等。在培养

的人胚肺成纤维细胞中 , TGF-β1是通过诱导热休克

基因转录因子 1 (heatshocktranscriptionfactor1)三

聚体的形成以及与其诱导 HSP47的热激元件 (heat

shockelement)的结合促进 HSP47合成增加 , 作为胶

原特异性分子伴侣的 HSP47, 可能是控制组织器官纤

维化最好的分子靶点之一
[ 7 ～ 9]

。

本实验结果显示 , 矽肺组中 SOD活力明显低于

对照组 , 而 TGF-β1和 HSP47的表达都明显高于对照

组 , 提示 SiO2可使大鼠体内抗氧化能力下降 , 造成

氧化损伤 , 加速促纤维化因子的表达 , 从而加快肺纤

维化进程 , 此与自由基理论基本相符 。 PC是从天然

植物中提取的生物类黄酮 , 在抗动脉粥样硬化 、抗病

毒 、抗肿瘤 、抗炎症 、抗过敏等许多功能上均显示了

一定效果 , 由于来源于自然 , 使用时几乎无副作用 ,

已成为目前抗氧化剂研究和开发的一大热点。本实验

发现 , PC能有效提高染尘大鼠血清 SOD活力 , 能有

效减少 TGF-β1和 HSP47在肺组织中的表达 , 抑制和

延缓肺纤维化的进展 。提示 PC可能通过氧化抗氧化

机制提高机体抗氧化能力 , 减少氧化损伤所导致的促

纤维化细胞因子的表达 , 达到延缓肺纤维化的作用 ,

但 PC如何通过细胞因子网络来达到延缓肺纤维化的

作用机制还有待进一步的探讨和研究 。
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