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福莫特罗对大鼠骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化基因表达的影响 *
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摘要 目的：研究β2肾上腺素能激动剂福莫特罗（Formoterol）对大鼠的体外骨髓间充质干细胞（MMSC）向成骨细胞分化的影响，
进而探讨其作用机制。方法：取 SD大鼠的骨髓间充质干细胞，用条件培养液诱导分化后分别加入不同浓度药物，在不同时间点采
用 RT-PCR法检测细胞分化中 Runx2和 Osterix的 mRNA的表达，采用 western blot法检测细胞中MEK和 ERK1/2的磷酸化。结
果：在细胞分化早期，加入已知浓度 10-7mol/L的 Formoterol可抑制成骨样细胞细胞特异性转录因子 Runx2 mRNA表达；在细胞
分化晚期，浓度 10-7mol/L的 Formoterol也可抑制成骨样细胞 Osterix mRNA表达。在加入浓度 10-7mol/的 Formoterol作用 30min
后，MEK和 ERK1/2的蛋白磷酸化表达均下降。结论：β2受体激动剂可抑制MMSC细胞体外向成骨样细胞的分化，并且可抑制
MEK和 ERK1/2磷酸化的表达。
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ABSTRACT Objective: To observe the effects of Formoterol（β2-adrenergic receptor-specific agonist）on the differentiation of rat
osteoblast-like cells. Methods: Osterix and RUNX2 are osteoblast-specific transcriptional factors that are essential for osteoblast
differentiation and bone formation. RT-PCR was used to detect the Osterix and RUNX2 genes expressions during the treatment of
different drug dose,the expression of P-MEK and P-ERK1/2 were measured by western blot. Results: ①The mRNA expression of cells
cultured with a concentration of 10-7mol/L of Formoterol are obviously low. ② The protein phosphorylation of ERK and MEK in
osteroblasts decreased at 30min treating the cells with Formoterol. Conclusions: In the present study, we examined the molecular
mechanism of Osterix and RUNX2 gene expression, and found that Formoterol inhibited Osterix and RUNX2 expression in the mouse
osteoblast-like cells, Formoterol-induced decrease of Osterix and RUNX2 expression may occurred in dose-dependent manner through
the activation of extracellular signal-regulated kinase pathway.
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前言

人体中骨骼存在着骨吸收和骨形成的动态平衡，在正常骨
组织中，骨量和骨矿成分始终维持着稳态，成骨细胞和破骨细
胞通过相互调控机制，共同完成骨组织的形成和吸收。正常骨
矿化的骨量减少将导致骨强度降低，引起骨质疏松，骨质疏松
发病的原因有多种，如糖皮质激素或 PTH增多，绝经期后骨质
疏松症等。有动物体内研究发现，β受体阻滞剂普萘洛尔可以
抑制卵巢切除大鼠的骨丢失[1]。一些临床患者的回顾性研究发
现，β受体阻滞剂的长期应用可以提高 50岁以上妇女的髋部
和前臂的骨密度，降低骨折的发生率[2]，有关β2受体信号对骨
代谢的影响也得到得到日益重视。

由于大剂量使用β2受体激动剂可使肾中 DPD(脱氧吡啶
啉，骨吸收的特异指标)明显增加，故多数学者认为β2受体信
号对骨质影响主要通过增强人和大鼠成熟破骨细胞的骨吸收

活性实现的，对破骨细胞的研究较多见，而对成骨细胞分化功
能研究却鲜有报道, 且以往对β受体阻滞剂对骨代谢的影响
多是在动物体内实验或临床回顾性研究中得出的结论,而对细
胞的独立作用尚缺乏研究[3]。本试验采用大鼠骨髓间充质干细
胞来源的成骨样细胞作为靶细胞，观察在不同浓度 Formoterol
条件下骨髓间充质干细胞向成骨样细胞分化时特异性基因的
表达的改变，探讨其对成骨细胞分化功能的影响。

研究表明几乎所有的胞外信号传导途径都可以影响骨的
生物代谢，现已证实特定的外界刺激（如激素、细胞因子以及
外力等）可通过 RTK-Ras-MAPK信号通路途径诱导基因在骨
组织中的表达，在促进成骨细胞分化中起重要作用[4-5]本实验通
过研究 Formoterol对 MAPK途径中关键激酶的影响从而探求
起对成骨细胞作用可能的分子机制。

1 材料与方法
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1.1 实验动物和试剂
Formoterol（美国 SIGMA公司），TRIZOL试剂（美国 IN-

VITROGEN公司），逆转录试剂盒（大连宝生物公司），Mix 酶
（天根生化科技有限公司），引物（美国 INVITROGEN公司），琼
脂糖（biowest公司），30％丙烯酰胺(Acr -Bis 29:1 )紫外可见分
光光度计，全自动酶标仪，PCR热循环仪（美国 Bio-Rad公司），
低温高速离心机（德国 Eppendorf公司），图象分析软件 ImageJ.
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 大鼠间充质干细胞来源成骨细胞的培养 取 3 周龄 SD
大鼠颈椎脱臼处死，75%酒精浸泡 10分钟，无菌手术取大鼠双
侧胫骨和股骨，去除肌肉等附着组织，PBS液冲洗后暴露骨髓
腔，用无菌注射器抽取基质培养液（DMEM/F12）反复冲洗干骺
端，直至发白，将抽取液轻轻吹打成单细胞悬液，将上述单细胞
悬液移入 25ml培养瓶中，于 5% CO2，37℃饱和湿度条件下培
养。移入培养液 24小时后换液。以后每三天换一次。待细胞贴
壁汇合达 80%时，给与 0.25%的胰蛋白酶消化，按照 1：2比例
传代培养。
1.2.2 间充质干细胞的诱导分化 取第 3代细胞，按密度 1×
104/mL传代后移入六孔板中，加入条件培养液（β-甘油磷酸
钠 10mmol/L，地塞米松 10-8mol/L，维生素 C 50μg/L）诱导。
1.2.3 实验分组 向诱导细胞中加入 β2AdR 激动剂（For-
moterol），培养细胞按照以下浓度加药：对照组为 A组（加诱导
培养液），加药 B、C、D组药物浓度分别为 10-9mol/L，10-8 mol/L，
10-7mol/L。
1.2.4 RT-PCR逆转录反应 吸弃六孔板中培养液，PBS液冲洗
后，按照 Trizol试剂说明书提取 RNA，取 1μl RNA溶液，按照

逆转录说明书加入反应体系，5×PrimeScript Buffer 2μl，
PrimeScript RT Enzyme Mix0.5μl，Primer 0.5μl，Random 6
mers（100μM）2μl，RNaseFreedH2O 定容至 10μl，于 PCR 热
循环仪中反转录，反应引物（如表 1）由 Primer软件设计合成，
产物 cDNA于 -20℃保存。
1.2.5 PCR反应 取 2μl RT反应液加入到下一步的 PCR反应
体 系 中 ，Taq PCR MasterMix12.5μl，PCR Forward Primer
（10μM）1 μl，PCR Reverse Primer（10μM）1 μl，dH2O（灭菌
蒸馏水）8.5 μl，反应条件为 Osterix 、GAPDH 预变性 94℃、
5min，变性 94℃、45s，退火 57℃、45s，延伸 72℃、60s，共 25 个
循环，终末延伸 72℃、5min；RUNX2预变性 94℃、5min，变性
94℃、45s，退火 58℃、30s，延伸 72℃、60s，共 25个循环，终末延
伸 72℃、5min。电泳结束后将凝胶成像分析系统成像，用软件
进行灰度值测定，计算目的基因／内参灰度相对比值。
1.2.6 Western Blotting法 向已加入诱导剂的培养液中加入已
知浓度（10-7～10-9mol/L）药物 Formoterol，加药物作用 30min后
提取蛋白，采用 western blot法，GAPDH作为内参，检测 MEK
和 ERK蛋白磷酸化的表达，显色的 PVDF膜用胶片曝光，用
ImageJ软件进行扫描分析，用软件进行灰度值测定，以目的蛋
白显色条带与 GAPDH条带灰度比值作为目的蛋白的相对表
达量。
1.3 统计学分析

各分组所得实验数据以均数±标准差(±S)表示，采用统
计学软件 SPSS16进行数据分析，选用两两比较的 t检验。p<0.
05时认为有统计学意义。

表 1 RT-PCR反应引物
Table 1 Primers used in the RT-PCR experiments

基因名称（Primer names） 引物序列（sequences） 长度（bp） 编号（BLAST.No）

Runx2 F: 5'-CCATAACGGTCTTCACAAATCCTC-3' 227 NM_053470.1

R: 5'-ACTTGGTGCTGAGTTCAGGGAG-3'

Osterix (Osx/Sp7) F: 5'-CTGGGAAAAGGAGGCACAAAGAA-3' 486 NM_001037632.1

R: 5'-GGCAAAGTCAGACGGGTAAGTAG-3'

GAPDH F: 5'-CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA-3' 251 NM_017008.3

R: 5'-GCCAGTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3'

图 1 RT-PCR检测 Runx2和 Osterix mRNA的表达
Figure 1 representative RT-PCR analysis of Runx2 and Osterix

2 结果

2.1 RT-PCR检测 mRNA的表达

实验 A、B、C、D 四组中，在加入已知浓度药物（10-7～
10-9mol /L）3天后，与对照组相比，加药的 B、C、D组中 Runx2
的表达量下降明显，差异具有统计学意义（p<0.05），且随着药
物浓度的增加，Runx2的表达量呈递减下降的趋势。实验 A、B、

Group 对照 10-9mol/L 10-8mol/L 10-7mol/L

Runx2
0.768±

0.304

0.560±

0.128▲
0.501±

0.091 ▲

0.390±

0.0798▲

Osterix
1.298±

0.499

1.139±

0.461

0.693±

0.335 ▲

0.604±

0.473 ▲

表 2加入药物 Formoterol（10-7～10-9mol/L）3天后 Runx2相对表达量
mRNA的变化,7天后 Osterix相对表达量 mRNA的变化(x±s)

Table 2 Dose-dependent effects of Formoterol on Runx2 and Osterix

mRNA relative expression in osteoblast-like cells（10-7～10-9mol/L）

Note : ▲P＜0.05 (10-9mol/L ~10-7mol/L) group compared with control

group；
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C、D四组中，在加入已知浓度药物（10-7～10-9mol / L）7天后，与
对照组相比，加药的 C、D组中 Osterix的表达量明显下降，差
异具有统计学意义（p<0.05），且随着药物浓度的增加，Osterix
的表达量呈递减下降的趋势。（见表 2）
2.2 Western Blotting法检测蛋白 ERK及MEK磷酸化的表达

在实验 A、B、C、D四组中，分别加入已知浓度药物 For-
moterol（10-7～10-9mol/L）30min后检测蛋白MEK及 ERK1/2磷
酸化的改变，与对照组相比，可见 B、C、D组 MEK及 ERK1/2
磷酸化的表达量均有下降，差异具有统计学意义（p<0.05），D
组中蛋白MEK磷酸化表达较 B、C组明显下降（p<0.05）。（见
图 3）

3 讨论

目前关于β2受体信号的一些研究表明在人的成骨细胞
和破骨细胞上均存在β2受体，其具体机制为通过调控下丘脑
外周交感神经系统途径，作用于成骨细胞表面的β2受体，从
而影响骨组织代谢[6]。对于β2受体激动剂对成骨细胞作用现

在有两种观点，某些研究发现 β2 受体激动剂可通过
cAMP/PKA途径，促进原癌 c-fos基因表达，从而促进骨组织合
成[7]，但现阶段多数文献认为β2受体激动剂可以直接抑制成
骨细胞的成骨活性，同时促进破骨细胞的骨吸收活性，临床研
究表明超常规量使用β2受体激动剂可使成人髋骨和股骨骨
折的风险明显增加[8]，动物试验中大剂量使用β2受体激动剂
沙丁胺醇使成鼠骨骼中骨皮质和骨小梁的结构发生明显改变
（骨小梁变薄且数量减少），而且研究也发现一定剂量β2受体
激动剂的使用可以使骨骼中的 BMD（bone mineral density）和
BMC（bone mineral content）指数明显下降[9]。β2肾上腺素能受
体激动剂可抑制体外成骨样细胞的功能和细胞增殖,而阻滞剂
对成骨样细胞功能和增殖的影响与其浓度有关[10]。为了解β2
受体激动剂对成骨细胞分化的影响，探讨其在骨质疏松疾病中
的作用机制，我们进行活体外药物细胞试验，研究福莫特罗
（Formoterol）对体外大鼠的骨髓间充质干细胞（MMSC）对成骨
细胞分化的影响。

在调控成骨细胞分化成熟和影响其功能的转录因子中
Runx2和 Osterix发挥了重要作用，是各种激素、局部及外部调
控因子调控成骨细胞分化的关键位点[11]，因此检测转录因子的
变化对了解药物对成骨细胞分化影响有重要意义。Osterix是目
前发现的调控骨骼发育的最直接的转录因子,缺失 Osterix小鼠
的间质干细胞会完全丧失向成骨细胞分化的能力, 目前认为
Runx2可以在成骨细胞分化的起始阶段触发骨基质蛋白的形
成 ,Runx 2与 Osterix结合后可上调 Osterix的启动子活性，但
Runx2同时又会使其维持在较早期的阶段而阻止成骨细胞的
进一步分化 ,因此 Runx 2可提供大量的未成熟成骨细胞，而成
骨细胞的最终分化成熟则需要 Osterix的作用，实验表明，七天
后 Osterix可以诱导干细胞先经历一个双向或多向潜能的分化
阶段从而最终分化为成骨细胞[12]。通过本实验证实，加入已知
浓度药物 β2AdR 激动剂（Formoterol）（10-7～10-9mol/L）3 天
后，检测细胞中特异性转录因子 Runx2的 mRNA表达，与对照
组相比，加药组 Runx2的表达量下降，在 B、C、D组中差异明
显，且具有统计学意义（p<0.05）。在加入已知浓度药物β2AdR
激动剂（Formoterol）（10-7～10-9mol/L）7 天后检测发现 Osterix
的表达下降，在 C、D组中，差异具有统计学意义（p<0.05）。随着
Formoterol浓度的增加，细胞中 Runx2和 Osterix的 mRNA表
达减低，表明MMSC向成骨细胞分化受抑制，Formoterol可以
通过下调 Runx2和 Osterix的表达而抑制MMSC的成骨分化。

β2受体激动剂对成骨细胞分化调控具体机制尚不清楚，
实验证明外界刺激可通过胞外信号传导途径诱导影响成骨细
胞生长和分化，改变胞内关键调节因子如 c-fos等的 mRNA水
平，从而在正常发育和骨疾病中对成骨细胞和破骨细胞系产生
影响。影响成骨细胞特异性基因表达的胞内信号通路具体调控
机理至今尚不十分清楚，外界刺激可通过诱导影响成骨细胞生
长和分化，如某些细胞因子在影响成骨细胞分化和骨生长和重
塑中可以通过 RTK一 Ras-MAPK信号通路途径影响成骨细胞
增殖，促进成骨细胞分化。也有实验证实液体流动刺激可以通
过 RTK 一 Ras-MAPK 信号通路对成骨细胞 collagen type I，
RUNX2等产生作用[13]，β2受体激动剂是否通过影响这一信号

图 2 Western Blotting法检测蛋白 ERK及MEK磷酸化的表达
Figure 2 A representative Western Blotting analysis of ERK and MEK

phosphorylation

表 3 Formoterol对 ERK及MEK磷酸化的表达的影响
Table 3 Effects of Formoterol on ERK and MEK phosphorylation in

osteoblast-like cells.
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通路从而发挥调控 RUNX2等转录因子的作用有待实验证实。
在外界刺激信号传递到细胞核内过程中，MAPK通路包含一系
列磷酸化级联反应，涉及 3种关键激酶：c-Raf（MAPK激酶激
酶)，MEK（MAPK激酶)和 ERK(也称胞外信号调节激酶 extra-
cellular signal regulated kinase，ERK）。ERK是信号从细胞表面
转导入细胞核内部的重要传递者 ,属于丝氨酸 /苏氨酸蛋白激
酶 ,其激活需要分子中特定苏氨酸残基和酪氨酸残基同时被磷
酸化。MEK属于少有的双重特异性激酶 ,使酪氨酸和苏氨酸两
个调节位点磷酸化而激活 ERK，并将其转移到胞核而磷酸化
转录因子等多种底物来调节相关基因表达 , 进而参与细胞生
长、分裂、迁移、代谢、凋亡等多种生理过程 [14]。c-Raf是 Ras
下游的重要效应器之一，为 Ras信号进入 MAPK通路的桥梁。
本实验我们观察 β2 受体激动剂对 ERK 磷酸化的表达的影
响。在加入已知浓度药物（10-7～10-99mol／L）30min后，与对照
组相比，加药组 MEK及 ERK磷酸化的表达量均下降，差异具
有统计学意义（p<0.05），在 10-7mol/L组中，D组中蛋白 MEK
磷酸化表达较 B、C组明显下降，结果表明在特定浓度条件下
福莫特罗可抑制蛋白MEK和 ERK磷酸化的表达。

本实验结果显示β2受体激动剂可抑制MMSC细胞体外
向成骨样细胞分化, 并且可抑制 MEK和 ERK1/2磷酸化的表
达,这使我们对β2受体激动剂影响成骨细胞分化的认识更加
丰富，为进一步了解β2受体激动剂影响骨质改变的分子学机
制，治疗骨质疏松提供了理论依据，为骨质疏松的治疗提供新
的可能途径，但β2受体激动剂对成骨细胞分化作用的具体分
子学通路仍不清楚，β2受体激动剂是否是通过 c-fos基因最
终影响成骨细胞分化，特定浓度的β2受体抑制剂改善骨丢失
是否是通过影响成骨细胞功能性的改变发挥作用，这些都需后
期的实验研究来验证。
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