
绝经后骨质疏松是老年妇女常见的骨退行性疾病，

主要表现为全身骨量减少，骨的显微结构紊乱导致骨的脆

性增加，容易发生骨折，严重影响绝经后妇女的生活质

量。雌激素缺乏是导致绝经后骨质疏松的重要因素［1-3］。

正常骨量的维持有赖于成骨细胞的骨形成与破骨细胞
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摘要：目的 探讨雌二醇对成骨细胞内抗氧化酶表达的影响及在绝经后骨质疏松中的作用。方法 构建去卵巢骨质疏松大鼠模

型，随机分为SHAM组（假手术组），OVX组（去卵巢手术组），OVX+E2组（雌二醇+去卵巢手术组），3月后检测以下常规指标鉴

定骨质疏松模型是否成功：体质量、血清Ca2+、P、碱性磷酸酶（ALP）、酸性磷酯酶（ACP）以及骨密度。同时检测血清活性氧

（H2O2）及抗氧化酶γ-GCS、GSH-px和GSH-ST水平；PCR和Western blot检测雌二醇对成骨样细胞MC3T3-E1、MG63和原代成

骨细胞（OB）内关键的抗氧化酶γ-GCS mRNA和蛋白表达的影响；mRNA 芯片检测雌二醇对成骨细胞前体MC3T3-E1内84种

抗氧化酶表达的影响；利用PCR验证筛选出的有变化的抗氧化酶；利用CCK8检测雌二醇和抗氧化剂NAC对MC3T3-E1细胞

增殖的影响。结果 去卵巢手术组大鼠体质量增加，血清P、ALP、ACP升高，骨密度显著下降，表明造模成功。同时血清活性氧

（H2O2）水平显著增加，而抗氧化酶γ-GCS水平显著下降。造模的同时给予雌二醇预防性治疗，可逆转骨质疏松表型，同时抑制

血清活性氧水平，并提高抗氧化酶γ-GCS水平；雌二醇上调MC3T3-E1、MG63及OB中关键的抗氧化酶γ-GCS mRNA和蛋白水

平；mRNA芯片筛查到雌激素上调MC3T3-E1细胞内6种抗氧化酶（Gpx6、Gstk1、Nos2、Prdx2、Ngb和Ccs）表达；PCR检测发现雌

二醇均上调成骨样细胞MC3T3-E1、MG63及OB内 Ccs和Ngb mRNA水平；雌二醇和抗氧化剂NAC促进成骨细胞MC3T3-E1

增殖。结论 雌二醇显著上调成骨样细胞内抗氧化酶γ-Gcs、Ccs和Ngb的表达。绝经后骨质疏松与体内活性氧增高，抗氧化水平

下降密切相关。雌激素缺乏可能通过增加成骨细胞内活性氧水平，降低抗氧化酶水平，启动氧化应激级联反应，进而抑制成骨细

胞增殖，加重骨质疏松的进程。
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Abstract: Objective To investigate the effect of estradiol on the expression of antioxidant enzymes in osteoblasts and its role in
postmenopausal osteoporosis. Methods Rat models of osteoporosis established by ovariectomy were treated with estradiol for
3 months, and the changes in serum levels of reactive oxygen species (H2O2) and antioxidant enzymes (γ-GCS, GSH-ST and
GSH-px) were detected. The effects of estradiol on the expression of γ-GCS mRNA and protein in osteoblast-like cells MC3T3-
E1, MG63 and OB were examined with PCR and Western blotting. Using a mRNA microarray, we analyzed the changes in the
expressions of 84 antioxidant enzymes in the osteoblast cell line MC3T3-E1 following estradiol treatment, and the enzymes
with significant changes were verified by PCR. CCK-8 kit was used to evaluate the effect of estradiol and antioxidant NAC on
the proliferation of MC3T3-E1 cells. Results Rat models of osteoporosis were successfully established with ovariectomy. The
osteoporotic rats showed significantly increased serum level of reactive oxygen species (H2O2) and decreased levels of
antioxidant enzymes. Estrogen treatment of the osteoporotic rats obviously reversed the phenotype of osteoporosis, lowered
serum level of reactive oxygen species, and increased the level of γ-GCS. In MC3T3-E1, MG63 and OB cells, estradiol treatment
significantly upregulated the expression levels of γ-GCS mRNA and protein. In MC3T3-E1 cells treated with estrogen, the
mRNA chip identified 6 upregulated antioxidant enzymes (Gpx6, Gstk1, Nos2, Prdx2, Ngb and Ccs), and the results of PCR
verified that estradiol upregulated Ccs and Ngb mRNAs in MC3T3-E1, MG63 and OB cells. Estradiol and antioxidant NAC
obviously promoted the proliferation of MC3T3-E1 cells. Conclusion Estradiol significantly increases the expression of
antioxidase γ-Gcs, Ccs and Ngb in osteoblasts in vitro. Postmenopausal osteoporosis is closely related with the increase of
reactive oxygen species and the decrease of antioxidant levels. In osteoblasts, estrogen deficiency may increase the level of
reactive oxygen species, decrease the level of antioxidant enzymes, activate the oxidative stress cascade, and consequently
inhibit the proliferation of osteoblasts to aggravate the condition of osteoporosis.
Keywords: estradiol; antioxidant enzymes; osteoporosis
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的骨吸收之间的动态平衡，雌激素缺乏引发骨质疏松的

机制多认为是破骨细胞的骨吸收增加，大于骨形成，使

骨量丢失，形成高转换型的骨质疏松。雌激素对破骨细

胞的作用主要通过雌激素受体介导，增加破骨细胞的凋

亡、降低破骨细胞的存活时间以及抑制破骨细胞的分

化，雌激素缺乏后对这些破骨细胞的抑制作用减低，因

此促进破骨细胞的骨吸收功能［4］。近些年，研究者发现

雌激素缺乏还可以降低破骨细胞内抗氧化酶水平，增加

活性氧的水平，进而促进炎症因子TNF-α、IL-6等分子表

达，从而促进破骨细胞的骨吸收，形成高转换型骨质疏

松［5］。然而，关于雌激素对成骨细胞内抗氧化酶表达的

影响以及在绝经后骨质疏松中的作用未见报道，因此，

本文利用去卵巢骨质疏松模型、体外培养的成骨细胞系

和原代成骨细胞等，研究雌激素对成骨细胞内抗氧化酶

表达的影响及其在绝经后骨质疏松中的作用，期望为绝

经后骨质疏松的发病机制提供新内容。

1 材料和方法

1.1 材料

动物：2 月龄 SPF 级雌性 SD 大鼠 24 只，体质量

180~220 g，未曾交配，购于南方医科大学实验动物中

心，实验动物使用许可证号为SYXK粤2006-0015。细

胞来源：MC3T3-E1、MG63为本实验室保存，原代成骨

细胞（OB）的分离培养参照文献［6-11］进行。主要药品：

雌二醇（金耀氨基酸有限公司），ALP试剂盒（碧云天公

司），RNA提取试剂盒（Qiagen, Germany），RT-PCR试

剂盒（Takara，日本），γ-GCS 抗体、β-actin 抗体（Santa

cruz, CA）；鼠二抗（1∶3000）、兔二抗（1∶3000）抗体购自

Cell Signaling Technology；qPCR引物序列的合成于上

海 Invitrogen Trading（Shanghai）、细 胞 培 养 用 品

（Gaithersburg, MD, USA）。

1.2 方法

1.2.1 造模方法 动物适应饲养1 周后，随机分为对照

组（SHAM组）、去卵巢手术组（OVX组，雌二醇缺乏组）

和去卵巢手术+雌二醇治疗组（OVX+E2组），每组8只，

模型组和实验组行双侧卵巢切除术，对照组行假手术。

以3%戊巴比妥钠按1 mL/kg剂量进行麻醉大鼠，俯卧固

定，于髂嵴左右两侧外上方1 cm处切开皮肤，打开腹膜，

找到卵巢后结扎，然后完整摘除双侧卵巢，彻底止血后，

关腹。对照组打开腹膜后，找到卵巢，不切除，只切除旁边

的一小团脂肪。术后，OVX+E2组给予0.2 mg/（kg·3 d）

皮下注射苯甲酸雌二醇，连续12周。Sham组和OVX

组相应时间皮下注射等量蓖麻油［12-14］。

1.2.2 原代成骨细胞的分离与纯化 无菌条件下取出新

生鼠的颅盖骨，置入冷PBS中，剔除附着的结缔组织。

用PBS液清洗3次，将其置入盛有DMEM培养基的培

养皿中，剪成0.5 mm×0.5 mm大小碎块，加入0.25%胰

蛋白酶5 mL，置入孵箱中消化20 min，血清终止消化，

弃上清液，加入1.0 g/L Ⅰ型胶原酶10 mL，置于孵箱中

消化 90 min，1000 r/min离心 10 min，使细胞沉淀，用

PBS洗涤细胞2次，200目滤网过滤去除骨碎片。所沉

淀物以含10%胎牛血清、1%双抗的DMEM培养液重悬

细胞，吹打均匀，接种到新的培养皿中，于37 ℃，含体积

分数5% CO2培养箱培养。48 h后换液，以后隔日换液1

次。在原代培养过程中，每48 h换液1次至细胞融合成

单层，密度长至80%时，按1∶3的比例进行传代培养。

将原代培养细胞用0.25% 胰酶消化，制成细胞悬液，采

用差速贴壁法进行成骨细胞的纯化。

1.2.3 荧光相对定量PCR检测 用雌二醇处理MC3T3-

E1、MG63及原代成骨细胞（OB）24 h后，用荧光相对定

量PCR检测相关基因 mRNA水平的变化。先用试剂盒

提取RNA，随后用RT-PCR试剂盒进行RT-PCR。PCR

程序为：95 ℃ 3 min预变性；95 ℃ 10 s，58 ℃ 30 s，72 ℃
5 min进行扩增，45个循环；95 ℃ 1 min，58 ℃ 30 s，

95 ℃ 30 s，溶解曲线分析。引物序列见表1。

1.2.4 Western blot 检测 用雌二醇处理 MC3T3-E1、

OB 48 h后、MG63细胞24 h后，用Western blot检测γ-GCS

Gene (bp)

GAPDH (150)

Sense

Antisense

γ-gcs (132)

Sense

Antisense

Prdx2 (180)

Sense

Antisense

Ccs (194)

Sense

Antisense

Ngb (129)

Sense

Antisense

Gstk1 (140)

Sense

Antisense

Primers

5'-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3'

5'-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3'

5'-TGCACATCTACCACGCAGTCAA-3'

5'-GAACATCGCCTCCATTCAGTAACA-3'

5'-TTAGCGACCATGCTGAGGACTTC-3'

5'-ACACGCCGTAATTCTGGGACA-3'

5'-CGGCCTAGGCAGTGACAACA-3'

5'-AGTCGTCTGCACCAACACCATC-3'

5'-AGTCAGAGCTGATCCGGCAGA-3'

5'-GGCGGCCATTGTACTGGAAG-3

5'-CAGCAGTGAAGGCTGGAATGTC-3'

5'-AACAGTGGTGGGTAGCCCAAAG-3

表1 荧光相对定量PCR引物序列
Tab.1 Real-time PCR primer sequences and amplification
products.
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蛋白表达。细胞与蛋白裂解液（1∶1）混匀。裂解5 min后

于96 ℃金属浴裂解30 min，离心取上清进行SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳 1.5~2 h（恒流，每块胶 16 mA）。将

SDS-聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白质用Bio-Rad微型电转

移系统于4 ℃电转移至硝酸纤维素膜上（NC膜）上。根

据蛋白marker的指示将目标蛋白所在范围的膜剪下

来，NC膜用去离子水漂洗1次，加入20 mL封闭缓冲液

（含0.1% Tween-20的1×TBS和5% w/v脱脂奶粉），室

温下封闭1 h，取出用TBST漂洗1次即可进行一抗孵

育；一抗孵育过夜，取出用TBST振荡洗膜3次，5 min/

次；二抗孵育室温下孵育1 h；25 mL TBST振荡洗膜3

次，5 min/次。膜稍沥干后加入化学发光试剂（200 μL /

条膜，即A液、B液各100 μL，用前5 min将A、B液混合，

利用化学发光仪或者曝光机进行曝光。

1.3 统计学处理

实验数据均用SPSS20.0统计软件处理，实验所有

数据均用均数±标准差表示。如果方差齐，采用方差分

析法进行多组间比较，然后采用LSD法进行两两比较，

如果方差不齐，采用Welch法进行多组间比较，然后采

用Dunnet's T3法进行两两比较，P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 雌二醇外源补充预防去卵巢大鼠骨质疏松

造模12周后，用双能X-线吸收仪（SD-1000；Maifu

Inc，Beijing）检测骨密度，并收集血清，用生化仪

（AU600，Olympous）检测血清生化指标。结果显示，去

卵巢手术后大鼠体质量明显增加，骨密度显著降低，血

清P、碱性磷酸酶（ALP）、酸性磷酸酶（ACP）显著升高，表

明骨质疏松模型构建成功。雌二醇预防性治疗组则逆转

这一骨质疏松表型（图1）。

图1 雌二醇可有效预防去卵巢大鼠骨质疏松发生
Fig.1 Estradiol prevented osteoporosis in ovariectomied rats. A: Body weight; B: Bone density; C: Serum Ca2+; D: Serum
P level; E:ALP; F: ACP. (*P<0.05, OVX+E2 vs OVX; #P<0.05, OVX vs SHAM; **P>0.05, OVX+E2 vs OVX; ##P>0.05 OVX vs
SHAM).
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2.2 雌二醇外源补充可抑制去卵巢大鼠模型血清中活

性氧的水平，提高抗氧化酶γ-GCS的水平

利用南京建成生物有限公司的活性氧及抗氧化酶

检测试剂盒（JIAN CHENG，Nanjing，China）检测发现，

去卵巢模型组大鼠血清中活性氧H2O2显著升高，抗氧

化酶γ-GCS水平显著下降，而GSH-px、GSH-ST水平尽

管无显著变化（P>0.05），但都表现出下降趋势。雌二醇

预防性治疗后则显著抑制活性氧H2O2水平，升高抗氧

化酶γ-GCS水平（图2）。
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图2 雌二醇抑制去卵巢大鼠血清活性氧水平，升高抗氧化酶水平
Fig.2 Estradiol decresed serum H2O2 level and incresed γ-GCS in ovariectomied rats. A:H2O2; B: γ-GCS; C: GSH-
px; D: GSH-ST. (*P<0.05, OVX+E2 vs OVX; #P<0.05, OVX vs SHAM; **P>0.05, OVX+E2 vs OVX; ##P>0.05, OVX vs
SHAM).

2.3 雌二醇（E2）促进成骨细胞系MC3T3-E1、骨肉瘤细

胞系MG63及原代成骨细胞中抗氧化酶γ-GCS的表达

用雌二醇处理MC3T3-E1、MG63及原代成骨细胞

（OB）24 h后，用荧光相对定量PCR检测γ-GCS mRNA

水平的变化，结果显示，在雌二醇作用后，mRNA的表达

显著升高。用雌二醇处理MC3T3-E1和原代成骨细胞

（OB）48 h，MG63细胞24 h后用Western blot检测γ-GCS

蛋白表达，结果显示，γ-GCS蛋白表达显著升高（P<0.05，

图3）。
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图3 雌二醇上调MC3T3-E1细胞、MG63细胞和OB细胞中γ-GCS的表达
Fig.3 Estradiol up-regulated the expression of γ-GCS mRNA (A) and protein (B) in MC3T3-E1, MG63 and OB cells.
*P<0.01, #P<0.05 vs control.
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2.4 mRNA芯片筛查到雌二醇(E2)上调MC3T3-E1细

胞内抗氧化酶Gpx6、Gstk1、Nos2、Prdx2、Ngb、Ccs表达

E2处理MC3T3-E1细胞24 h后，用SABiosciences

Oxidative Stress and Antioxidant Defense PCR Array

（PAMM-065A）筛查MC3T3-E1细胞内84种内源性巯

醇抗氧化剂的酶的mRNA水平的变化。结果发现在雌

二醇作用后，6种抗氧化酶Gpx6、Gstk1、Nos2、Prdx2、

Ngb和Ccs的mRNA表达显著升高（P<0.05，图4）。

2.5 荧光定量 PCR 发现雌二醇能促进成骨细胞系

MC3T3-E1、骨肉瘤细胞系MG63及原代成骨细胞内抗

氧化酶Ccs和Ngb mRNA的水平显著升高

雌二醇处理MC3T3-E1、MG63及原代成骨细胞

（OB）24 h后，用荧光定量PCR 检测Prdx2、Rag2、Ccs、

Ngb和Gstk1的 mRNA水平的变化。结果显示雌二醇

处理后，MC3T3-E1、MG63及原代成骨细胞（OB）内Ccs

及Ngb基因均出现显著升高（P<0.05，图5）。

2.6 雌二醇和抗氧化剂NAC促进成骨细胞系MC3T3-

E1增殖

利用雌二醇（1 nmol/L）和 NAC（2 mmol/L）处理

MC3T3-E1细胞24、48、72 h后，分别加入CCK8孵育2 h，

进行检测。结果显示，雌二醇和NAC均显著促进成骨

细胞MC3T3-E1的增殖（P<0.05，图6）。

3 讨论

雌激素在绝经后骨质疏松的发病中起到关键的作

用。研究表明，在绝经期间，血清雌二醇水平下降率达

到85%~90%［15］，而给予雌激素替代疗法的绝经后妇女，

发生骨质疏松症引起的骨折概率明显下降。雌激素参

与骨质疏松的机制并不清楚，但有研究表明，雌激素可

通过多种途径参与骨代谢：（1）结合破骨细胞表面受体，

下调破骨细胞溶酶体酶活性，抑制骨吸收、降低骨切片

凹陷风险；（2）作用于破骨细胞前体，抑制破骨细胞生

长、分化，延缓骨量减少进程；（3）结合成骨细胞表面受

体，上调胶原酶、细胞因子及生长因子的释放，调节成骨

代谢，诱导骨重建等；（4）激活 Notch信号通路发挥促进

成骨分化、抑制成脂分化的作用；（5）通过促进破骨细胞

内抗氧化酶表达，抑制破骨细胞的骨吸收功能［16-21］。然

而雌激素对成骨细胞内抗氧化酶表达的影响及其在绝

经后骨质疏松中的机制少见报道。

本文首次利用mRNA芯片筛查了雌二醇对成骨细

胞前体细胞MC3T3-E1中84种抗氧化酶表达的影响，

并利用PCR在多种成骨样细胞进行验证，发现雌二醇

能显著上调MC3T3-E1、MG63及原代培养的成骨细胞

中抗氧化酶Ccs和Ngb mRNA水平，以及γ-GCS mRNA

和蛋白水平。去卵巢骨质疏松动物模型也发现，大鼠血

清中活性氧增加，抗氧化酶γ-GCS水平显著下降。造模

的同时给予雌激素，则可预防骨质疏松的发生，且显著

降低血清活性氧水平，提高抗氧化酶γ-GCS水平。

抗氧化酶具有将体内形成的过氧化物转换为毒害

较低或无害的物质的功效，人体代谢会生成抗氧化剂：

谷胱甘肽过氧化酶（GSH-PX）、超氧化歧化酶（SOD）等

内源性酶系或非酶系。在成长期，这些抗氧化物质在体

内合成旺盛，GSH-PX和SOD等抗氧化剂含量很高，能

抑制氧自由基产生，平衡人体的代谢，预防眼疾病及各

种慢性病［22-25］。γ-GCS，即谷氨酰半胱氨酸合成酶，谷胱

氨肽酶（GSH）是细胞内最重要的抗氧化剂，而γ-GCS是

其合成的关键酶，是机体重要的抗氧化酶，在氧化还原

平衡中起重要作用。GSH-Px，谷胱甘肽过氧化物酶是

机体内广泛存在的一种重要的过氧化物分解酶。它能催

化GSH生成GSSG，使有毒的过氧化物还原成无毒的羟

基化合物，同时促进H2O2的分解，从而保护细胞膜的结

构及功能不受过氧化物的干扰及损害。Gstk1基因，编码

的蛋白为GSTK1，即谷胱甘肽S-转移酶，属于胱甘肽S-

转移酶（GST）超家族，负责脂质过氧化物的解毒［26-27］。

Prdx2基因，编码的蛋白为PRDX2，为过氧化物酶2，是

抗氧化酶peroxiredoxin家族的一个成员，作用是降低细

胞内过氧化氢和烷基氢过氧化物的水平。研究表明

PRDX2蛋白可能在细胞中起抗氧化保护作用，可能有

助于提高CD8+ T细胞的抗病毒活性，同时具有增殖作

用，在癌症的发生发展中起到重要作用［28］。Ccs基因编

码的CCS蛋白即铜伴侣超氧化物歧化酶，是一种金属

蛋白酶，与铜超氧化物歧化酶（SOD）密切相关［29］。

本文筛选出的这些抗氧化酶究竟在绝经后骨质疏

松中起到什么样的作用？在体外的细胞实验中，我们发

图4 成骨细胞前体MC3T3-E1细胞利用E2处理后，用SA-
Biosciences芯片筛查细胞内84种氧化应激相关基因的变化
Fig.4 Changes of expressions of 84 oxidative stress related
genes detected by SABiosciences microarray in osteoblast
precursor MC3T3-E1 cells following treatment with E2.
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现雌二醇和抗氧化剂NAC都能显著促进成骨细胞的增

殖，因此，绝经后妇女雌激素的缺乏，导致成骨细胞内活

性氧水平到升高，降低γ-GCS等抗氧化酶的水平，启动

氧化应激信号级联反应，最终抑制成骨细胞的增殖，从

而加速骨质疏松的形成。那么哪些信号分子介导了这

一反应？这些信号分子对于成骨细胞的分化是否有影

响？还需要进一步的实验证实。

综上所述，本文的实验研究表明，绝经后骨质疏松

的发生与机体内活性氧水平的升高，抗氧化酶水平的下

降密切相关。雌激素可促进成骨细胞内抗氧化酶的表
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图5 雌二醇对MC3T3-E1、MG63及原代成
骨细胞内抗氧化酶表达的影响
Fig.5 Effects of estradiol on the expression of
antioxidant enzymes in MC3T3-E1 (A), MG63
(B) and OB (C) cells. *P<0.05, #P>0.05 vs
control.
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图6 雌二醇及NAC促进成骨细胞前体MC3T3-E1的增殖
Fig.6 Estradiol (A, B) and NAC (C, D) promote the proliferation of MC3T3-E1 cells in vitro. *P<0.05, **P<0.01 vs
control.

C D

A B

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2018, 38(4): 402-408 ·· 407



达，促进成骨细胞增殖。雌激素缺乏后，可能通过升高

成骨细胞内活性氧水平，降低抗氧化酶水平，启动氧化

应激级联反应，进而抑制成骨细胞增殖，从而促进绝经

后骨质疏松的发生。这一研究结果对于绝经后骨质疏

松发生机制的研究是一个有力的补充。
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