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雌激素和来曲唑对鸡胚额骨成骨细胞影响的差异比较**☆

邓益锋，陈秀霞，胡云峰，侯加法

Effects of estrogen versus letrozole on chicken embryo frontal bone osteoblast

Deng Yi-feng, Chen Xiu-xia, Hu Yun-feng, Hou Jia-fa

Abstract
BACKGROUND: There are plenty of studies of estrogen effects on mammalian osteoblast, but the studies of estrogen effects on
bird osteoblast cannot be found. There are many reports about the side effects of letrozole on bone metabolism, but there are no
reports about the effect of letrozole on osteoblast.
OBJECTIVE: The effects of estrogen and letrozole on the proliferation, cell cycle, estrogen receptor mRNA expression and
alkaline phosphatase (ALP) activity of chicken osteoblast in vitro were studied in order to illustrate the mechanism of medullary
bone osteogenesis.
METHODS: The osteoblasts were harvested from the frontal bone of 15-day SPF chicken embryos by the enzyme digestion, and
treated with various mass concentrations of estrogen (0, 5, 10, 20, 100, 200, 400, 800, 2 000, 20 000 ng/L) and letrozole (0, 5, 10,
25, 50, 100, 250, 500, 1 000, 5 000 μg /L). The proliferation rates of the osteoblast treated with estrogen or letrozole were
measured through the MTT method. The ALP activities of osteoblast were measured by the pNPP method. The cell cycle was
measured by flow cytometry. The expression of estrogen receptor mRNA was detected using real-time fluorescent quantitative
polymerase chain reaction (PCR).
RESULTS AND CONCLUSION: The estrogen could promote proliferation of osteoblast in concentration- and time-dependent
fashion. Estrogen could increase the expression of estrogen receptor mRNA, impulse cell cycle, and elevate ALP activities.
Letrozole could increase the cell population, impulse cell cycle, inhibit estrogen receptor mRNA expression, but letrozole has no
effects on ALP synthesis and secretion.
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Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(7): 1157-1161.
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摘要

背景：雌激素对哺乳动物成骨细胞影响研究较多，但其对禽类成骨细胞的影响还未见报道；来曲唑对骨代谢的不良反应报

道较多，但其对成骨细胞的影响还未见报道。

目的：实验创新性为通过观察雌激素、来曲唑对体外培养鸡胚成骨细胞增殖、周期及雌激素受体 mRNA 表达和碱性磷酸酶

活性的影响，以阐明蛋鸡髓质骨的代谢机制。

方法：取 15日龄 SPF鸡胚，酶消化法获取鸡胚额骨成骨细胞，分别采用不同质量浓度雌激素(0，5，10，20，100，200，
400，800，2 000，20 000 ng/L)和来曲唑(0，5，10，25，50，100，250，500，1 000，5 000 μg /L)处理。以四甲基偶

氮唑盐法测定细胞增殖率，以 pNPP法测定碱性磷酸酶活性，以流式细胞术测定细胞周期情况，以用实时荧光定量 PCR法

测定雌激素受体 mRNA的表达。

结果与结论：雌激素可促进鸡胚成骨细胞增殖，且具有浓度和时间依赖性，雌激素能诱导成骨细胞雌激素受体 mRNA表达，

推动细胞周期进程，提高鸡胚成骨细胞碱性磷酸酶活性。来曲唑可促进成骨细胞增殖，推动细胞周期进程，抑制成骨细胞

雌激素受体 mRNA表达，但来曲唑对碱性磷酸酶的合成与分泌没有明显影响。

关键词：鸡胚；成骨细胞；雌激素；来曲唑；雌激素受体；增殖；碱性磷酸酶
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0 引言

青年蛋鸡在性成熟前，体内雌激素水平迅速

升高，引起髓质骨大量产生[1]。人和大鼠体外试

验表明，雌激素不仅可以影响成骨细胞的增殖和

凋亡[2-4]，而且还影响成骨细胞功能发挥，促进

编码骨基质蛋白、激素受体、转录因子基因的表

达[5-8]。雌激素对蛋鸡成骨细胞的影响还未见报

道。文章将通过不同浓度的雌激素和抗雌激素药

物——来曲唑处理体外培养的鸡胚成骨细胞，研

究其对鸡胚成骨细胞增殖、周期、雌激素受体

mRNA 表达及其碱性磷酸酶活性的影响。

1 材料和方法

设计：体外观察实验。

时间及地点：实验于2006-01/2008-12在
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室完成。

材料：

实验方法：

雌激素的配制：无水乙醇配制含20 mg/L雌激

素母液，然后逐步稀释加入到含体积分数为

10% 胎牛血清的DMEM培养液中，使雌激素终

质量浓度为0，5，10，20，100，200，400，
800，2 000，20 000 ng/L。

来曲唑的配制：氯仿配制含100 g/L来曲唑母

液，然后逐步稀释加入到含体积分数为10%
FCS的DMEM培养液中，使来曲唑终质量浓度

为0，5，10，25，50，100，250，500，1 000，
5 000 μg /L。

鸡胚额骨成骨细胞的培养：参照文献[9]。
细胞增殖试验[四甲基偶氮唑盐(MTT)法]：于96

孔细胞板中，每孔接种第3代成骨细胞4×103个，

每组8个重复。培养24 h后，吸出培养液，分别

加入上述不同质量浓度雌激素、来曲唑培养液

培养10，24 h后，吸出培养液，并用PBS冲洗，

更换无血清的DMEM培养液，同时加入2 g/L
MTT 30 μL，孵育4 h后，加入DMSO 150 μL终
止反应后，用酶标仪(BioTek)测定其A值，波长

570 nm。

细胞碱性磷酸酶活性测定(PNPP法)：细胞培养

和雌激素、来曲唑浓度同细胞增殖试验，细胞

加药培养24 h后，吸出培养液，用PBS冲洗，

加50 mmol/L DEA裂解细胞，后加3 mmol/L对
硝基苯磷酸二钠(PNPP)作底物，在pH 10.5，
37 ℃条件下孵育10 min，用酶标仪(BioTek)测
定其A值，波长405 nm。

细胞周期的测定：根据雌激素、来曲唑对成

骨细胞增殖和对碱性磷酸酶影响的结果，选用

20 ng/L雌激素和250 μg /L来曲唑作为试验组，

与对照组(未加药物组)进行细胞周期试验。将第3

代细胞以5×105传入细胞瓶中培养24 h后，将试

验组培养液换成含20 ng/L雌激素和250 μg /L的
培养液，对照组仍更换不含任何药物的培养液，

培养24 h。胰酶消化，收集细胞。按照细胞周

期试剂盒说明书操作，进行流式细胞仪分析。

雌激素受体 mRNA表达的测定(Real-time
fluorescent quantitative RT-PCR法)[10]：细胞培

养和雌激素、来曲唑浓度同细胞增殖试验，

Trizol法提取待测细胞的总RNA，取2 μg总RNA
反转录成cDNA，依据美国国立生物技术中心

(NCBI)提供的雌激素受体(NM_205183)mRNA
序列，以GAPDH作为内参(NM_204305)设计

PCR引物，由大连宝生物工程有限公司合成。

引物序列为：

PCR 反应体系为：10 ×PCR 缓冲液2.5 μL，
上游及下游引物 (50 pmol /L)各1 μL，dNTP
(10 mmol /L)1.6 μL，MgCl2(25 mmol /L) 1.2 μL，
反转录产物1 μL，Taq DNA 聚合酶(Promega，
Hot Star)0.3 μL，Evagreen 1 μL，加水至总体

积25 μL。在ABI 7500型实时荧光定量PCR仪上

进行实时PCR定量分析。反应条件：94℃预变性

5 min，94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s，40个
循环。每份标本均行3复孔检测，取其循环阈值

(CT)均值。ΔΔCT=实验组(CTER-CTGAPDH)-
对照组(CTER -CTGAPDH)，2-ΔΔCT为模板中雌激

素受体 mRNA含量的相对比值。

主要观察指标：①鸡胚额骨成骨细胞增殖

率。②细胞周期分布。③成骨细胞碱性磷酸酶

活性。④成骨细胞雌激素受体mRNA表达。

设计、实施、评估者：设计为第一作者和

通讯作者，实施为全部作者，评估为二、三作

者，评估者经过正规培训。

统计学分析：由本文作者用SPSS 13.0软
件进行两组比较t 检验。

2 结果

2.1 雌激素、来曲唑对鸡胚额骨成骨细胞增殖

率的影响 见表1。

药品及试剂 来源

15日龄 SPF鸡胚

雌激素(17β-雌二醇)、
Ⅱ型胶原酶、胰蛋白酶

来曲唑原粉

MTT、DMSO、PNPP
细胞周期检测试剂盒

Trizol、dNTP、M-MLV反转录酶

Hot Start Polymerase
Eva Green
流式细胞仪(FACSCantoTM型)
酶标仪

南京药械厂

Sigma

武汉远城科技科技

发展有限公司

上海生物工程有限公司

BD公司

Takara
Promega
Biotium
美国 BD公司

BioTek

雌激素受体：

上游引物 5’-GAT ACA CCT AAT GGC AAA GTC
AGG-3’，
下游引物 5’-TGA TTG TGA GAG AGG ATA AGG
AGG AG-3’，
片段长 86 bp。

GAPDH：
上游引物 5’- AGAACA TCA TCC CAG CGT CC -3’，
下游引物 5’- CGG CAG GTC AGG TCAACA -3’，
段长度为 133 bp。
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雌激素质量对成骨细胞增殖作用具有浓度和时间依

赖性。雌激素质量浓度在200 ng /L内，随质量浓度上升，

其促增殖作用增强；超过200 ng /L时，随着质量浓度的

上升，促增殖能力逐渐下降。雌激素作用10 h后，10，
20，200，800 ng /L组的A值显著高于对照组(P < 0.05)；
作用24 h后，10，100，200 ng /L组显著高于对照组(P <
0.05)，20 ng /L组极显著高于对照组(P < 0.01)。表明随

着雌激素作用时间延长，其促增殖作用越显著。来曲唑

对成骨细胞增殖的影响不太明显，不同质量浓度来曲唑

处理成骨细胞10 h后，各组差异不显著；作用24 h后，

250 μg /L组A值显著高于对照组(P < 0.05)，其余各组A
值与对照组相比，差异无显著性意义(P > 0.05)。
2.2 雌激素对细胞周期的影响 见表2。

雌激素组和来曲唑组的G1期细胞比例均低于对照

组，S期细胞比例均高于对照组，雌激素组G2/M期细胞

比例极显著高于对照组、来曲唑组低于对照组。说明雌

激素、来曲唑均能改变细胞周期的进程。

2.3 雌激素、来曲唑对成骨细胞碱性磷酸酶活性的影

响 见表3。

雌激素对成骨细胞碱性磷酸酶活性有一定的影响，

用药24 h后，10 ng/L组的碱性磷酸酶活性显著高于对照

组(P < 0.05)，其他各组与对照组比较，差异无显著性

意义(P > 0.05)；不同浓度来曲唑作用24 h后，对成骨细

胞碱性磷酸酶没有显著影响，各组与对照组比较，差异

无显著性意义(P > 0.05)。
2.4 雌激素、来曲唑对成骨细胞雌激素受体mRNA表达

的影响 见表4。

表 1 不同质量浓度雌激素、来曲唑对成骨细胞增殖效应影响
Table 1 Absorbance in the effects of different concentration

estrogen and letrozole on the proliferation of chicken
osteoblast (

_

x±s, A)

aP < 0.05,bP < 0.01, vs. the control group

Estrogen
concentration (ng /L)

Culture time

10 h 24 h

0 (control) 0.166±0.070 0.178±0.016
5 0.202±0.055 0.251±0.080
10 0.340±0.160a 0.302±0.780a
20 0.405±0.093a 0.545±0.061b
100 0.260±0.091 0.315±0.127a
200 0.277±0.102a 0.307±0.183a
400 0.236±0.047 0.215±0.184
800 0.278±0.030a 0.270±0.016

2 000 0.263±0.034 0.157±0.034
2 0000 0.258±0.119 0.240±0.032

Letrozole
concentration (μg /L)

Culture time

10 h 24 h

0 (control) 0.165±0.021 0.180±0.036
5 0.168±0.030 0.170±0.017
10 0.175±0.015 0.190±0.012
25 0.177±0.026 0.195±0.039
50 0.179±0.035 0.208±0.013
100 0.177±0.036 0.203±0.034
250 0.180±0.017 0.236±0.052a
500 0.175±0.047 0.210±0.033

1 000 0.170±0.011 0.178±0.028
5 000 0.172±0.031 0.198±0.038

表 2 细胞周期分布
Table 2 Distribution of cell cycle (

_

x±s, n=3)

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. the control group

Group
Distribution of cell cycle (%)

G1 phase S phase G2/M phase

Control 75.54±0.06 19.20±0.10 5.36±0.04
Estrogen 71.13±0.13b 22.54±0.10b 6.33±0.03a

Letrozole 74.98±0.48 19.89±0.12a 5.13±0.36

表 3 不同质量浓度雌激素、来曲唑对鸡成骨细胞碱性磷酸酶
活性的影响

Table 3 Effects of different concentrations of estrogen and
letrozole on alkaline phosphatase (ALP) activities of
chicken osteoblast (Unit: Unit of King)

aP < 0.05, vs. the control group

Estrogen
concentration

(ng /L)

ALP activity
(

_

x±s)

Letrozole
concentration

(μg /L)

ALP activity
(

_

x±s)

0(Control) 3.603±0.332 0(Control) 2.591±0.045
5 3.767±0.323 5 2.705±0.340
10 4.420±1.747a 10 2.585±0.261
20 4.180±0.227 25 2.580±0.034
100 3.833±0.719 50 2.628±0.039
200 4.140±0.267 100 2.559±0.076
400 3.387±0.628 250 2.648±0.050
800 3.640±0.124 500 2.643±0.062
2 000 3.287±0.498 1 000 2.609±0.072
2 0000 3.593±0.069 5 000 2.599±0.045

表 4 雌激素、来曲唑对鸡成骨细胞雌激素受体 mRNA 表达的
影响

Table 4 Effect of estrogen and letrozole (LLE) on the
expression of estrogen receptor mRNA in chicken
osteoblast (n=6)

aP < 0.01, vs. the control group

Group ERCT GAPDHCT ΔCT ΔΔCT 2 -ΔΔCT

0 ng/L
estrogen
0 μg/L LE
(Control)

25.12 22.85 2.27 -0.165

25.07 22.78 2.29 -0.145
25.27 22.50 2.77 0.335
25.99 23.06 2.43 -0.005
25.13 22.69 2.44 0.005
25.38 22.97 2.41 -0.025

_

x±s 25.33±0.34 22.81±0.20 2.44±0.18 0.00±0.18 1.0(0.9-1.1)
10 ng/L
estrogen

22.73 23.09 -0.36 -2.795

22.84 22.75 -0.09 -2.525
21.16 22.08 -0.92 -3.355
21.16 22.01 -0.85 -3.285
21.42 22.06 -0.64 -3.075
21.68 22.23 -0.55 -2.985

_

x±s 21.83±0.76a 22.37±0.45 -0.57±0.31 -3.00±0.31 8.0(6.5-9.9)
250 μg/L
LE

26.74 22.68 4.06 1.625
26.83 22.91 3.92 1.485
27.21 23.04 4.17 1.735
26.56 22.65 3.91 1.475
26.82 22.79 4.03 1.595
27.18 22.83 4.35 1.915

_

x±s 26.89±0.26a 22.82±0.15 4.07±0.17 1.64±0.17 0.32(0.28-0.36)
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雌激素、来曲唑对成骨细胞雌激素受体mRNA表达

影响较大，20 ng /L雌激素能极显著促进成骨细胞雌激

素受体mRNA表达(P < 0.01)，其表达量约为对照组8倍；

250 μg /L来曲唑能极显著抑制成骨细胞雌激素受体

mRNA表达(P < 0.01)，其表达量约为对照组的1/3。

3 讨论

雌激素对成骨细胞增殖影响比较复杂，报道也不一

致。Fohr等[1]研究表明，17β-雌二醇可以促进MG-63和
SaOS2骨肉瘤细胞增殖，但却抑制TE85骨肉瘤细胞增

殖，对HOS85骨肉瘤细胞无明显作用[12]。研究发现，雌

激素能够促进小鼠骨髓中成骨细胞的增殖与分化，增加

骨基质的沉积和矿化[13-14]。本实验表明，雌激素可以促

进鸡胚额骨成骨细胞的增殖，且其增殖具有浓度依赖

性。当雌激素质量浓度在10 ng/L和20 ng/L时，雌激素

促进鸡胚额骨成骨细胞的增殖，且以20 ng/L的增殖作用

最强；雌激素质量浓度高于20 ng/L时，其增殖能力又有

所下降，且有随浓度增加而增殖能力下降的趋势，这可

能与雌激素的细胞毒性有关。

雌激素对成骨细胞的增殖作用与药物作用时间也

有一定的关系，将药物作用10 h时的A值与24 h时的A
值比较，雌激素水平低于200 ng/L时，各组10 h的A值
几乎都低于24 h A值，说明雌激素作用时间长，其增殖

作用也明显。雌激素质量浓度大于400 ng/L，则10 h时
的A值高于24 h时的A值，这可能是由于高浓度雌激素对

成骨细胞的毒害作用引起的，且随着雌激素作用时间的

延长，毒害作用表现的更加明显。由此可推论，20 ng /L
的雌激素质量浓度可能是鸡成骨细胞的最佳生理浓度，

当质量浓度高于20 ng /L时，就会对鸡成骨细胞产生一

定的毒害作用，且当雌激素浓度高于400 ng/L时，其毒

害作用更加明显。雌激素能够促进成骨细胞的增殖，主

要是通过胰岛样生长因子Ⅰ(IGF-Ⅰ)和转化生长因子

β(TGF-β)来实现的。研究表明，雌激素可以刺激成骨细

胞合成分泌IGF-Ⅰ和TGF-β。张建峰等[15]研究显示，鸡

IGF-Ⅰ能够促进鸡胚成骨细胞的增殖。TGF-β是骨中含

量最多的一种生长因子，成骨细胞本身可合成分泌

TGF-β，在成骨细胞的细胞膜上有TGF-β的特异性受体，

TGF-β可作用于成骨细胞，调节其增殖和分化[16-18]。

来曲唑为第3代芳香化酶抑制剂，与雄激素竞争，

可逆性结合到芳香化酶细胞色素P450的血红素上，从而

使雌激素生成受阻[19-21]。关于来曲唑对成骨细胞增殖的

影响还未见报道，推论认为，来曲唑对成骨细胞的影响

是通过抑制雌激素合成而间接实现的，如果该结论成

立，则来曲唑应该抑制成骨细胞的增殖。但本实验表明，

来曲唑对鸡胚成骨细胞增殖有一定的促进作用，与对照

组相比，除5 μg/L组和1 000 μg /L组A值低于对照组外，

其余各组A值均高于对照组，且250 μg/L组A值显著高于

对照组A值(P < 0.05)。这说明来曲唑除通过抑制雌激素

来间接影响成骨细胞外，其本身对成骨细胞也有直接促

增殖作用，但其作用机制还有待于进一步研究。

完整的细胞周期一般分为4期：G1期，为DNA合成

前期，蛋白质和RNA合成旺盛，为下一步DNA复制和蛋

白质合成做准备；S期，为DNA合成期，完成染色体的

复制，形成两个染色单体；G2期，为DNA合成后期，继

续进行蛋白质和RNA的合成；M期，为有丝分裂期，此

期细胞完成核和质的分裂，产生两个新的子细胞[22]。细

胞周期在一定程度上可反映细胞的增殖状态，S期细胞

比例越高，则细胞分裂活力强，处于增殖旺盛的细胞比

例越高[23]。试验结果表明，雌激素组S期细胞极显著高

于对照组，说明雌激素促进成骨细胞分裂增加，促进了

成骨细胞周期的进程。来曲唑组S期细胞显著高于对照

组，说明来曲唑也促进了细胞周期的进程。这也与细胞

增殖率的结果相吻合。雌激素促进细胞进程主要与周期

蛋白D1有关，周期蛋白D1是驱动细胞周期G1~S转换的

重要周期蛋白之一，雌激素与雌激素受体结合后，激活

有丝分裂原激活蛋白激酶 (Mitogen-activated protein
kinases，MAPKs)，MAPKs可以激活细胞外信号调节激

酶(Src/Shc/ERK)，并抑制c-Jun N末端激酶(JNK)信号级

联反应，引起下游转录因子，增加周期蛋白D1的表达，

周期蛋白D1与周期蛋白依赖激酶4(Cyclin dependent
kinase 4，CDK4)、CDK6结合成复合物使视网膜母细胞

瘤蛋白(pRb)发生磷酸化，高度磷酸化的pRb释放转录因

子E2F-1，推动细胞周期的进程[24-26]。

在成骨细胞增殖晚期，编码细胞外基质成熟的蛋白

的基因开始表达，在分化早期主要是碱性磷酸酶表达，

因而通常认为碱性磷酸酶是细胞外基质成熟的早期标

志物。实验中，培养基中添加不同质量浓度的雌激素培

养24 h后，与对照组相比，雌激素质量浓度低于200 ng/L
各组的碱性磷酸酶活性均高于对照组，10 ng/L组活性最

高，显著高于对照组，这与李蔚等[27]的研究结果相一致。

当雌激素质量浓度大于400 ng/L时，雌激素对成骨细胞

的毒害作用大于了它对碱性磷酸酶的促进表达作用，因

而使得其后4组的碱性磷酸酶活性低于对照组，这也与

细胞增殖率的结果相一致。

关于来曲唑对成骨细胞碱性磷酸酶活性的影响还

未见报道，推论认为，来曲唑对碱性磷酸酶的影响主要

是通过雌激素来实现的，来曲唑抑制雌激素的产生，从

而间接影响碱性磷酸酶的合成和分泌。本实验中，各组

碱性磷酸酶活性差异并不显著，也没有明显的变化趋

势，这可能是因为在体外培养体系中，成骨细胞合成雌

激素的数量有限，来曲唑对其的抑制作用不足以通过碱

性磷酸酶活性变化反应出来，这也与来曲唑对成骨细胞

的增殖率结果相一致。本实验中，雌激素对碱性磷酸酶
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的合成与分泌作用基本被排除，各组之间的碱性磷酸酶

活性又差异不显著，这也说明来曲唑本身对碱性磷酸酶

的合成与分泌也没有明显影响。

雌激素对成骨细胞碱性磷酸酶的影响也主要是通

过雌激素受体来进行的。雌激素与雌激素受体结合后，

形成配体受体复合物，诱导雌激素受体构象发生变化，

与碱性磷酸酶基因上的雌激素应答元件 (Estrogen
Responsive Element，ERE)结合，再与转录因子相互

作用，诱导染色质结构改变[28]，从而实现其对碱性磷酸

酶表达的调控。本实验结果表明，雌激素和来曲唑均可

影响雌激素受体的表达。雌激素可以诱导鸡成骨细胞雌

激素受体大量表达，雌激素组RE mRNA表达量为对照

组8倍，差异极显著(P < 0.01)，这也与徐彩红、Ladocs
等[29-30]的研究结果相一致。来曲唑可以抑制雌激素受体

的表达，使其表达量为对照组的0.32倍，差异极显著

(P < 0.01)。本实验雌激素受体表结果与细胞增殖、碱性

磷酸酶活性结果也相一致。

实验结果表明，雌激素通过诱导雌激素受体的表达

来对鸡成骨细胞进行调节，一方面可以通过促进成骨细

胞的增殖以增加成骨细胞的数量；另一方面又可以促进

碱性磷酸酶的合成与分泌，提高成骨细胞的功能，从而

更好地促进骨量的增加，为髓质骨的迅速形成提供保

证。
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