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［摘要］　目的：研究糖皮质激素受体β（ＧＲβ）的稳定过度表达对激素调节人骨肉瘤细胞增殖分化作用的影响，探讨糖皮质激

素受体β的生物学意义。方法：将ＧＲβ在人骨肉瘤细胞中稳定过度表达，用不同浓度（１０
－１０～１０－６ ｍｏｌ／Ｌ）的地塞米松处理

稳定过度表达ＧＲβ的细胞，用活细胞计数法和 ＭＴＴ法检测细胞的增殖，用标准酚比色法检测碱性磷酸酶（ＡＫＰ）的活性。结

果与结论：在稳定过度表达ＧＲβ的人骨肉瘤细胞中，糖皮质激素抑制细胞增殖和诱导细胞分化的作用均减弱；ＧＲβ可能是

ＧＲα的内源性抑制因子。
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　　糖皮质激素对细胞的增殖分化具有重要的调节
作用，这种调节作用主要由糖皮质激素受体（ｇｌｕ
ｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）介导。ＧＲ是一种激素依
赖性转录调节因子，由于对前体ＲＮＡ的剪切不同，

ＧＲ有 ＧＲα和 ＧＲβ两种同型（ｉｓｏｆｏｒｍ）
［１，２］。以往

的研究［３］证明，糖皮质激素抑制人骨肉瘤细胞
（ＨＯＳ８６０３）的增殖并诱导其分化，同时证明该效应
主要是由ＧＲα介导的。本课题组前期的工作表明，
在稳定过度表达ＧＲβ的 ＨＯＳ８６０３细胞中，糖皮质
激素对ＧＲα内源性靶基因ｐ２１的诱导明显受到抑
制［４］。由于ｐ２１与细胞增殖分化的关系非常密切，
因此，很自然地推测ＧＲβ对糖皮质激素调节 ＨＯＳ
８６０３细胞增殖分化的过程可能同样会产生影响。

为证实这个想法，本课题组研究了糖皮质激素对稳定
过度表达ＧＲβ的ＨＯＳ８６０３细胞增殖分化的调节，以
进一步探讨ＧＲβ的生物学意义。

１　材料和方法

１．１　菌株和质粒　大肠杆菌ＪＭ１０９由第二军医大
学医学遗传教研室提供；真核表达载体ｐｃＤＮＡ３由
第二 军 医 大 学 武 圣 明 教 授 惠 赠；ｐＲＳｈＧＲα 和
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ｐＲＳｈＧＲβ由剑桥大学Ｄｒ．ＥｖａｎｓＲｍ惠赠。

１．２　主要试剂　地塞米松为 Ｓｉｇｍａ公司产品；

Ｇ４１８为 ＣＮＩ产品；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂盒为

ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品。其他有关材料及试剂均为进
口或国产分析纯产品。

１．３　细胞系与细胞培养　ＨＯＳ８６０３人骨肉瘤细
胞系（由第二军医大学病理解剖学教研室建株），置
含５％（Ｖ／Ｖ）小牛血清及抗生素的 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ公司）培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２饱和湿润空
气中培养。

１．４　ＧＲβ在 ＨＯＳ８６０３细胞中的稳定过度表达　
用ＸｈｏⅠ和ＫｐｎⅠ分别双酶切ｐＲＳｈＧＲβ和ｐｃＤ
ＮＡ３，得到编码 ＧＲβ的全长ｃＤＮＡ片段和线性化

ｐｃＤＮＡ３质粒。用Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行定向连接，
得到ＧＲβ的真核表达载体ｐｃＤＮＡ３ＧＲβ。将ｐｃＤ
ＮＡ３ＧＲβ转入 ＨＯＳ８６０３细胞（具体操作见Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂盒说明），经Ｇ４１８压力筛选，得
到ＧＲβ的稳定转化子，用极限稀释法进一步筛选单
克隆细胞株［５］。

１．５　细胞增殖的检测

１．５．１　活细胞计数法　取对数生长期的 ＨＯＳＧＲβ
（稳定过度表达ＧＲβ的 ＨＯＳ８６０３细胞）、ＨＯＳｐｃＤ
ＮＡ３（用ｐｃＤＮＡ３空载体转染的 ＨＯＳ８６０３细胞）和
未转染的 ＨＯＳ８６０３细胞接种于２４孔板（２×１０４／
孔），２４ｈ后更换培养液，并加入不同浓度的地塞米松
至终浓度分别为１０－１０～１０－６ｍｏｌ／Ｌ，对照组细胞加等
体积无水乙醇，继续培养９６ｈ后收集细胞并计数。

１．５．２　ＭＴＴ 法　取对数生长期的 ＨＯＳＧＲβ、

ＨＯＳｐｃＤＮＡ３和未转染的 ＨＯＳ８６０３细胞接种于

２４孔板（２×１０４／孔），２４ｈ后更换培养液，并加入不
同浓度的地塞米松至终浓度分别为１０－１０～１０－６

ｍｏｌ／Ｌ，对照组细胞加等体积无水乙醇，培养９６ｈ后
每孔加 ＭＴＴ溶液至终浓度０．５ｍｇ／ｍｌ，继续孵育４
ｈ，终止培养，吸弃培养液，每孔加入０．５ｍｌＤＭＳＯ，
振荡１０ｍｉｎ，混匀后用酶联检测仪检测５００ｎｍ波
长的光密度值（Ｄ５００）。

１．６　碱性磷酸酶（ＡＫＰ）的测定　取对数生长期的

ＨＯＳＧＲβ、ＨＯＳｐｃＤＮＡ３和未转染的 ＨＯＳ８６０３
细胞接种于２４孔板（２×１０４／孔），２４ｈ后更换培养
液，并加入不同浓度的地塞米松至终浓度分别为

１０－１０～１０－６ ｍｏｌ／Ｌ，对照组细胞加等体积无水乙
醇，培养７２ｈ后用标准酚比色法检测 ＡＫＰ活性，

ＡＫＰ活性表示为ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｍｇ－１蛋白。

１．７　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示。组间
数据处理使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件进行方差分析，

两两比较用ｑ检验。

２　结 果

２．１　ＧＲβ的稳定过度表达对激素调节 ＨＯＳ８６０３
细胞增殖的影响　将 ＨＯＳＧＲβ、ＨＯＳｐｃＤＮＡ３和
未转染的 ＨＯＳ８６０３细胞接种于２４孔板（２×１０４／
孔），用不同浓度的地塞米松（１０－１０～１０－６ ｍｏｌ／Ｌ）
分别处理３种细胞９６ｈ后，用 ＭＴＴ法检测细胞的
增殖。结果表明，激素明显抑制 ＨＯＳ８６０３和 ＨＯＳ
ｐｃＤＮＡ３细胞的增殖，１０－６ｍｏｌ／Ｌ地塞米松对 ＨＯＳ
８６０３和 ＨＯＳｐｃＤＮＡ３细胞的增殖抑制率分别为

４９．６％和４９．１％。而在稳定过度表达ＧＲβ的 ＨＯＳ
ＧＲβ细胞中，地塞米松对细胞增殖的抑制作用明显减
弱，１０－６ｍｏｌ／Ｌ地塞米松对 ＨＯＳＧＲβ细胞的抑制率
仅为２９．４％，与激素对 ＨＯＳ８６０３和 ＨＯＳｐｃＤＮＡ３
细胞的增殖抑制率相差显著（Ｐ＜０．０１，图１）。用活
细胞计数法也得到了类似的结果。

图１　ＧＲβ的稳定过度表达对激素

调节ＨＯＳ８６０３细胞增殖的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ＨＯＳ８６０３，ＨＯＳｐｃＤＮＡ３ａｎｄＨＯＳＧＲβｃｅｌｌｓ
ＨＯＳ８６０３，ＨＯＳｐｃＤＮＡ３ａｎｄＨＯＳＧＲｂｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄａｎｄｐｒｏ

ｃｅｓｓｅｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｎｓ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｆｒｏｍ３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒ

ｉｍｅｎｔｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＨＯＳ８６０３ｏｒＨＯＳ

ｐｃＤＮＡ３

２．２　ＧＲβ的稳定过度表达对激素诱导 ＨＯＳ８６０３
细胞 ＡＫＰ活性的影响　将 ＨＯＳＧＲβ、ＨＯＳｐｃＤ
ＮＡ３和未转染的 ＨＯＳ８６０３细胞接种于２４孔板
（２×１０４／孔），用不同浓度的地塞米松（１０－１０～１０－６

ｍｏｌ／Ｌ）分别处理３种细胞７２ｈ后，用标准酚比色法
检测细胞的ＡＫＰ活性。结果表明：地塞米松明显诱
导 ＨＯＳ８６０３和 ＨＯＳｐｃＤＮＡ３细胞 ＡＫＰ活性，并
具有剂量依赖性特点，１０－６ ｍｏｌ／Ｌ 地塞米松对

ＨＯＳ８６０３和 ＨＯＳｐｃＤＮＡ３细胞ＡＫＰ活性的诱导
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倍数分别为２．８９和２．７８。而在稳定过度表达ＧＲβ
的 ＨＯＳＧＲβ细胞中，１０

－６ｍｏｌ／Ｌ地塞米松对ＡＫＰ
的诱导倍数为１．５３，与激素对 ＨＯＳ８６０３和 ＨＯＳ
ｐｃＤＮＡ３细胞 ＡＫＰ 活性的诱导相差显著 （Ｐ＜
０．０１，图２）。

图２　ＧＲβ的稳定过度表达对激素诱导

ＨＯＳ８６０３细胞ＡＫＰ活性的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＲβｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡＫＰａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎ

ＨＯＳ８６０３，ＨＯＳｐｃＤＮＡ３ａｎｄＨＯＳＧＲβ
ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｅｘａｍａｔｈａｓｏｎｅ

ＨＯＳ８６０３，ＨＯＳｐｃＤＮＡ３ａｎｄＨＯＳＧＲｂｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄａｎｄｐｒｏ

ｃｅｓｓｅｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ．Ｄａｔａｗｅｒｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｎｓ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆ３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓＨＯＳ８６０３ｏｒＨＯＳｐｃＤＮＡ３

３　讨　论

　　１９８５年，Ｈｏｌｌｅｎｂｅｒｇ等［２］在克隆人 ＧＲ的ｃＤ
ＮＡ时，发现ＧＲ有α和β两种同型。其中，ＧＲα就是
通常所指的ＧＲ，而ＧＲβ则是因对ＧＲ前体ｍＲＮＡ剪
切不同所产生的。由于ＧＲβ缺乏完整的激素结合区，
无激素结合活性，因此一直未引起人们的重视。目
前，有关ＧＲβ的表达调控和生物学意义尚不完全清
楚。

　　虽然ＧＲβ缺乏完整的激素结合区，但它同ＧＲα
一样，含有完整的ＤＮＡ结合区和转录激活区，可以和
靶基因上游调控区的糖皮质激素反应元件（ｇｌｕｃｏｃｏｒ
ｔｉｃｏｉｄｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，ＧＲＥｓ）结合，并且两者可以
形成异二聚体。因此，有理由相信ＧＲβ很可能是通过
影响ＧＲα的功能而发挥作用。我们前期的工作表
明，ＨＯＳ８６０３细胞中 ＧＲβｍＲＮＡ 的表达和 ＧＲα
ｍＲＮＡ的表达均受糖皮质激素的向下调节［６］；在稳定
过度表达ＧＲβ的细胞中，激素对ＧＲβ外源性靶基因

ＣＡＴ和内源性靶基因ｐ２１的诱导均受到抑制［４］；此
外，在部分激素抵抗型肾病综合征患者的外周血白细
胞中，ＧＲβｍＲＮＡ的表达量增多

［７］。这些结果均提示

ＧＲβ可能是ＧＲα的内源性抑制因子。

　　众所周知，ｐ２１是 ＣＤＫ（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉ

ｎａｓｅ）抑制因子家族的主要成员之一。ｐ２１抑制

ＣＤＫ２和ＣＤＫ４的激酶活性，从而在细胞周期的调控
中发挥非常重要的作用［８］。糖皮质激素诱导ｐ２１的
表达则可能参与了糖皮质激素抑制肿瘤细胞增殖和

诱导细胞分化的作用。ＧＲβ抑制激素对ｐ２１的诱
导，也就很有可能影响激素对 ＨＯＳ８６０３细胞增殖
分化的调节。本研究结果表明，在稳定过度表达

ＧＲβ的细胞中，糖皮质激素抑制细胞增殖的作用明
显减弱，１０－６ ｍｏｌ／Ｌ地塞米松对 ＨＯＳＧＲβ细胞的
抑制率仅为２９．４％，而１０－６ ｍｏｌ／Ｌ 地塞米松对

ＨＯＳ８６０３和 ＨＯＳｐｃＤＮＡ３细胞的增殖抑制率分
别为４９．６％和４９．１％；同时激素对ＡＫＰ（ＡＫＰ是成
骨细胞分化的一种特异性标志酶）的诱导也明显受
到抑制，１０－６ ｍｏｌ／Ｌ 地塞米松对 ＨＯＳ８６０３ 和

ＨＯＳｐｃＤＮＡ３细胞 ＡＫＰ活性的诱导倍数分别为

２．８９和２．７８，而对 ＨＯＳＧＲβ细胞 ＡＫＰ活性的诱
导倍数为１．５３。这一结果进一步提示ＧＲβ可能是

ＧＲα的内源性抑制因子，ＧＲβ可能参与了组织对糖
皮质激素反应性的调节。

　　ＧＲβ是ＧＲα的内源性抑制因子的观点仍有待
进一步验证，如果这一观点得到证实，那么，在考虑

ＧＲ介导糖皮质激素生物学效应（尤其是在病理情
况下）时，就不应忽视ＧＲβ的存在。
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