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Abstract 

BACKGROUND: Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) plays a crucial role in cell occurrence and development by regulating cell 

proliferation, differentiation and inhibition of apoptosis. But the underlying mechanism is unclear. 

OBJECTIVE: To investigate the effects of IGF-1 on the proliferation and differentiation of the cultured mouse osteoblasts and the 

mRNA expression levels of some related factors of Wnt signaling pathway. 

METHODS: The medium containing 25 μg/L IGF-1 was added to the mouse osteoblasts cultured in vitro. Cell proliferation was 

determined using CCK-8 method on days 1, 2, 3, 4, and 5 of culture. Alkaline phosphatase activity was determined with 

enzyme-linked immunosorbent assay on days 3, 6 and 9 days of culture. On day 3 of culture, total RNA was extracted, and the 

mRNA expression levels of Wnt-3a, low density lipoprotein receptor-related protein 5 and β-catenin were detected by real time 

polymerase chain reaction.  

RESULTS AND CONCLUSION: 25 μg/L IGF-1 can promote the proliferation of mouse osteoblasts, increase the activity of 

alkaline phosphatase, and significantly increase the mRNA expression levels of Wnt-3a, low density lipoprotein receptor-related 

protein 5 and β-catenin (P < 0.05). These findings suggest that IGF-1 can promote the proliferation and differentiation of 

osteoblasts and Wnt signaling pathway is involved in this process. 

 

Guo L, Zheng LG, Wang M, Hao L. Effects of insulin-like growth factor 1 on expression of Wnt signaling pathway-related factors 

in mouse osteoblasts.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(28): 5169-5172.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：胰岛素样生长因子 1可促进细胞增殖、分化，但其具体作用机制尚不清楚。 

目的：观察胰岛素样生长因子 1对小鼠成骨细胞增殖﹑分化的影响，及Wnt信号通路相关因子 mRNA的表达。 

方法：向体外培养的小鼠成骨细胞中加入 25 μg/L的胰岛素样生长因子 1，分别于培养的第 1，2，3，4，5天用 CCK-8比

色法检测细胞增殖率；于培养的第 3，6，9天应用酶联免疫法检测细胞内碱性磷酸酶活性；细胞培养第 3天提取总 RNA，

采用 Real-time RT-PCR检测Wnt-3a，低密度脂蛋白受体相关蛋白 5，β-catenin mRNA的表达。 

结果与结论：25 μg/L胰岛素样生长因子 1能够促进成骨细胞增殖，提高碱性磷酸酶活性，而且明显增加成骨细胞中Wnt-3a、

低密度脂蛋白受体相关蛋白 5、β-catenin mRNA的表达(P < 0.05)。说明胰岛素样生长因子 1能够促进成骨细胞的增殖和

分化，Wnt信号通路参与了该调控过程。 

关键词：胰岛素样生长因子 1；成骨细胞；增殖；分化；Wnt/β-catenin 
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0  引言 

 

成骨细胞在骨的形成、发育、改建、修复

过程中发挥重要作用。在生物体内，成骨细胞

的生物活性受多种因素的影响。Wnt/β-catenin

信号通路在骨细胞的分化、增殖及凋亡过程中

发挥着重要的作用
[1]
。Wnt/β-catenin信号通路

与其他途径及蛋白相互协调作用于骨组织。胰

岛素样生长因子1(insulin-like growth factor-1, 

IGF-1)是骨形成的调节因子，具有促进有丝分

裂、促进成骨等作用，在骨形成过程中发挥了

重要的生理作用
[2]
。在IGF-1促进成骨细胞增殖

分化的过程中，Wnt信号转导通路是否参与其

作用尚不清楚。为进一步明确IGF-1对小鼠成骨

细胞增殖分化的影响及Wnt信号转导通路在该

过程中的作用，实验以IGF-1作用于小鼠成骨细

胞，探讨IGF-1对成骨细胞增殖、分化的影响及

在此过程中Wnt/β-catenin信号通路相关因子

Wnt-3a，低密度脂蛋白受体相关蛋白5(low 

density lipoprotein receptor related protein，

LRP-5)，β-catenin的表达。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞水平的对比观察实验。 

时间及地点：于2009-12/2010-03在口腔

疾病研究国家重点实验室完成。 
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材料：清洁级新生昆明小鼠20只，由四川

大学华西动物实验中心提供，动物合格证号：

川医实验动物准字：010。 

主要试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：  

小鼠成骨细胞的体外培养及鉴定：在无菌条件

下取新生24 h内的昆明小鼠颅盖骨，用镊子去

除表面膜层，Hank’s液清洗3次，剪碎，将组

织碎块均匀地铺散在75 mL培养瓶底壁上。翻

转培养瓶，将有组织块的瓶底向上，加入5 mL

含体积分数20%小牛血清的F12培养基，置于

37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中培养。4 h后

翻转培养瓶，置培养箱中继续培养。待细胞生

长融合长满瓶底时，进行消化传代。取第3代

细胞爬片，进行碱性磷酸酶染色。取培养至第

28天的细胞行茜素红矿化结节染色。 

实验分组：取生长良好的第3代小鼠成骨细

胞，分为实验组和对照组，实验组成骨细胞给

予25 μg/L的IGF-1进行干预，对照组正常培养。  

小鼠成骨细胞增殖率：取生长良好的成骨细

胞，按每孔1×10
8
 L

-1
细胞浓度接种于96孔细胞

培养板中，每组设6个复孔，共接种5块96孔培

养板。12 h细胞贴壁后，在各孔内换入相应的

培养液，继续培养。在培养的第1，2，3 ，4，

5天，分别在所需检测的培养孔内每孔加入   

10 μL CCK-8，37 ℃继续孵育1 h，测定450 nm

处各孔吸光度值。 

小鼠成骨细胞碱性磷酸酶活性：取第3代小鼠

成骨细胞，按2×10
4
个/孔细胞浓度接种于6孔细

胞培养板中，每组设3个复孔。12 h细胞贴壁后，

在各孔内换入相应的培养液，继续培养。在培

养的第3，6，9天，胰酶消化，每孔加入3 mL

培养基终止消化，混匀离心，弃上清，加入5 mL 

PBS，混匀离心，弃上清控干，加入80 μL PBS

液混匀后存于-20 ℃冰箱待检。检测之前反复

冻融细胞3次，超声裂解，在酶联免疫检测仪上

选择405 nm波长测定吸光度值，做标准曲线，

计算样本总蛋白浓度，换算求出样本中碱性磷

酸酶活性(nkat/L)
[3]
。最后计算出各组中的每毫

克蛋白中相对的碱性磷酸酶活性值。 

小鼠成骨细胞Wnt信号通路相关因子的表达：将

第3代小鼠成骨细胞按2×10
4
个/孔细胞浓度接

种于6孔细胞培养板中，每组设3个复孔。体外

培养3 d后，采用Trizol一步法提取细胞总RNA，

RNA定量后反转录合成第一链 cDNA，用

SYBR
®
 Premix Ex Taq

TM
 II荧光定量PCR系统

进行PCR反应，内参基因β-actin与待测基因同

批扩增，梯度稀释内参基因法制定相对标准曲

线，根据扩增产物的Ct值(扩增产物的荧光信号

达到设定的阈值时所经过的扩增循环次数)及

相对标准曲线求出各标本所含该基因的模板

量，mRNA的相对表达量以公式2
(-△△Ct)

表示
[4]
。

采用溶解曲线法和凝胶电泳法鉴定产物特异性

和片段大小。PCR反应体系：总体积20 μL，包

括：SYBR
®
 Premix Ex Taq

TM
 II 10 μL，引物 

(10 μmol/L)各0.8 μL，cDNA模板2 μL。PCR反

应条件： 95  30 s℃ ； 95  5 s℃ ，60  30℃  s，

40个循环。 

引物序列： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要观察指标：小鼠成骨细胞增殖率、碱

性磷酸酶活性以及Wnt信号通路相关因子的表

达。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0

统计分析软件进行处理，实验所得数据以x

_

±s

表示。采用单因素方差分析处理组间差异，    

试剂及仪器 来源 

F12 培养基、胰蛋白酶       

IGF-1、考马斯亮蓝          

Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

试剂盒    

碱性磷酸酶检测试剂盒  

              

引物                 

               

RNA 提取试剂盒、RT-PCR 试

剂盒     

全波长扫描式多功能读数仪   

 

FTC2000实时荧光定量基因扩

增仪     

Gibco, USA 

Sigma, USA 

Dojindo Laboratories, 

 Japan 

北京柏定生物工程有限 

公司，中国 

大连宝生物技术有限 

公司合成 

TAKARA, Japan 

 

Thermo VARIOSKAN 

 FLASH, Finland 

加拿大枫岭(FUNGLYN) 

公司 

Gene Primer 

β-actin 

 

 

 

Wnt-3a

  

 

 

LRP-5 

 

 

 

β-catenin

Sense 5'- GAA GAT CAA GAT

CAT TGC TCC T -3'         

Antisense 3'- TAC TCC TGC

TTG CTG ATC CA -5' 

Sense 5'-AGC TGA AGT GAA

GAC CTG CT-3'            

Antisense 3'- GAC TCT CGG

TGT TTC TCT ACC AC -5' 

Sense 5'- GAC TGT GCT GAT

GGG TCT GAT -3'          

Antisense 3'- GAC GAA GAG

GGA GAG GAT GAT AC -5'

Sense 5'- GGG TCC TCT GTG

AAC TTG CTC -3'           

Antisense 3'- CTT GTA ATC

CTG TGG CTT GTC C -5' 

Product length 

(bp) 

111

 

 

 

116

 

 

 

120

 

 

 

167
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3             6             9  

Control group
 

Experimental

group 

1.50

1.00

0.50

0.00

a 
a

a 

P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  小鼠成骨细胞培养结果  倒置显微镜下观察，可

见原代培养细胞呈长梭形或星形，胞体丰满，胞突细长，

胞质均匀，中央胞核呈椭圆形或圆形，核仁清晰。培养

14 d左右细胞长满培养瓶底，呈放射状、漩涡状排列，

碱性磷酸酶染色阳性。培养28 d，细胞形成明显的矿化

结节，茜素红染色阳性，以上结果证实所获得的细胞为

成骨细胞。 

2.2  IGF-1对小鼠成骨细胞增殖率的影响  与对照组

比较，实验组细胞的吸光度值显著增高(P < 0.05)，说

明25 μg/L IGF-1能明显促进细胞增殖，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  IGF-1对小鼠成骨细胞碱性磷酸酶活性的影响  

实验组细胞的碱性磷酸酶活性显著高于对照组      

(P < 0.05)，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  Real time RT-PCR检测结果  实验组Wnt-3a，

LRP-5，β-catenin mRNA表达水平均较对照组明显升高

(P < 0.05)，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

骨重塑过程在系统或局部骨生长调节因子的作用

下处于动态平衡之中。成骨细胞含有丰富的IGF-1，参

与骨代谢的调节。最近的研究充分肯定了IGF-1在调节

成骨细胞和破骨细胞中起重要作用
[5-6]
。有学者发现，

IGF-1可明显促进正常大鼠骨祖细胞的增殖和分化，增

强碱性磷酸酶活性和骨的矿化
[7]
。课题组的前期研究也

证实不同质量浓度的IGF-1能促进小鼠成骨细胞增殖和

碱性磷酸酶表达
[8]
。实验中观察到25 μg/L的IGF-1对小

鼠成骨细胞的增殖和碱性磷酸酶表达有显著的促进作

用。提示IGF-1可通过诱导小鼠成骨细胞增殖以保证参

与骨改建的成骨细胞数量而促进骨组织再生
[9]
，同时促

进其进一步分化成熟
[9-10]
。 

近年来，很多研究表明Wnt家族与其相关作用成分

在骨发育过程中发挥了重要作用。在Wnt信号转导通路

中，Wnt相关受体，尤其是LRP-5，Frizzled蛋白和

β-catenin等发挥着重要作用
[11]
。Wnt信号通路包括3条

细胞内信号转导通路，即Wnt/β-catenin信号转导通路、

Wnt/Ca
2+
信号转导通路和Wnt/平面细胞极性信号转导

通路
[12]
。近年来的研究表明，经典Wnt信号在控制骨形

成方面具有重要作用
[13]
。经典的Wnt/LRP-5信号传导通

路通过一些机制来增加骨量，包括更新干细胞，刺激前

成骨细胞复制，诱导成骨细胞形成
[14]
。 

在Wnt家族及其作用途径的相关信号分子中，无论

何种亚型或分子的异常表达都可能破坏Wnt系统的正负

Figure 2  Comparison of alkaline phosphatase (ALP) activity of 
oateoblasts between experimental and control 
groups                               (x

_

±s, n=3)
图 2  两组小鼠成骨细胞碱性磷酸酶活性比较 

a

P < 0.05, vs. control group 

A
c
ti
v
it
y
 o
f 
A
L
P
 (
n
k
a
t/
L
) 

Figure 3  Wnt-3a, low density lipoprotein receptor-related 
protein 5 (LRP-5) and β-catenin mRNA expression 
of osteoblasts (x

_

±s, n=3)  
图 3  两组小鼠成骨细胞Wnt-3a，低密度脂蛋白受体相关蛋

白 5，β-catenin mRNA的表达 
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LRP-5       Wnt-3a     β-catenin  

Control group
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a

Figure 1  Comparison of absorbance (A)value of osteoblasts 
between experimental and control groups (x

_

±s, n=3)
图 1  两组小鼠成骨细胞吸光度值比较 

a

P < 0.05, vs. control group 
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平衡机制，导致骨骼系统畸形
[15]
。Shi等

[16]
在MC3T3-E1

骨祖细胞系增殖分化的不同阶段用固化三醇、锂氯化物

及两者联合进行干预，发现抑制Wnt信号通路转导可使成

骨细胞分化受阻，而诱导Wnt信号通路组分表达可加快成

骨细胞分化。骨形态发生蛋白诱导多潜能干细胞向成骨

细胞分化过程中LRP-5表达上调
[17]
。LRP-5的功能丧失突

变会导致骨质疏松-假性神经胶质瘤综合征，其特征之一

是骨密度降低，而LRP-5的功能获得性突变则会引起高骨

密度症
[18]
。说明LRP-5基因能够影响骨量和骨密度的变

化。LRP-5基因缺失的小鼠，成骨细胞增殖率下降，出现

明显骨质疏松
[19]
。C3H10T1/2是一种可以分化为成骨细

胞、脂肪细胞、软骨细胞等的多潜能干细胞系，在骨形

态发生蛋白2的作用下可以分化为成骨细胞。Bain等
[20]

发现，在此过程中，骨形态发生蛋白2可以上调β-catenin。

C3H1OT1/2细胞过度表达β-catenin或加入氯化锂使内

源性β-catenin表达上调，均能使成骨细胞早期分化标志

碱性磷酸酶表达及活性增加。这表明β-catenin在成骨前

体细胞及成骨细胞增殖分化过程中发挥作用。 

在IGF-1的作用下骨髓间充质干细胞可以分化为成骨

细胞，在此过程中，IGF-1可以上调β-catenin，这表明

β-catenin在成骨前体细胞及成骨细胞增殖分化过程中发挥

作用，并受IGF-1的调节。实验中，为进一步探讨IGF-1促

进小鼠成骨细胞增殖和碱性磷酸酶表达的可能作用机制，

应用Real-time RT-PCR检测Wnt-3a、LRP-5、β-catenin 

mRNA的表达。Zhou等
[17]
体外实验显示，Wnt-3a通过

β-catenin途径起作用，对成骨细胞早期分化的标志分子碱

性磷酸酶起作用，能够提高碱性磷酸酶的活性。实验结果

也表明IGF-1明显促进成骨细胞增殖和碱性磷酸酶活性，同

时增加成骨细胞中Wnt-3a、LRP-5和β-catenin mRNA的表

达。提示Wnt/β-catenin信号途径参与了IGF-1促进成骨细

胞的增殖和分化的过程，可以看出Wnt-3a、LRP-5和

β-catenin对成骨细胞增殖、分化有促进作用。 

IGF-1在成骨过程中有显著的促进成骨效应，近年

来不断有研究实验证实，Wnt/β-catenin信号途径在骨改

建过程中起着重要的作用，但其具体的机制尚未明确。

因此，对于Wnt/β-catenin信号途径在成骨细胞分化、成

熟、以及功能作用及调节关系上有待深入研究。 
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据库 2001/2010 的相关文献，关键词为“胰岛素样生长因

子 1、Wnt/β-catenin信号、成骨细胞”，未见将胰岛素样生

长因子 1、Wnt/β-catenin 信号通路同时用于成骨细胞增殖

分化的研究。实验研究胰岛素样生长因子 1 对

Wnt/β-catenin 信号通路相关因子表达的影响并阐明其作用

机制。结果显示，胰岛素样生长因子 1 能够促进成骨细胞

增殖，提高碱性磷酸酶活性，并且明显增加成骨细胞中

Wnt-3a、LRP-5、β-catenin mRNA的表达。说明胰岛素样

生长因子 1 能够促进成骨细胞的增殖和分化，Wnt 信号通

路参与了该调控过程。 


