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ＭＡＰＫ信号通路参与１７β雌二醇对维生素Ｄ受体表达的调控

周　筠，张秀珍，宋利格

同济大学医学院附属同济医院内分泌科，上海２０００６５

　　［摘要］　目的　探讨１７β雌二醇对成骨细胞中维生素Ｄ受体（ｖｉｔａｍｉｎＤｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）表达的调节，以及丝裂原激活的

蛋白激酶（ｍｏｔｉｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路是否参与该过程。方法　小鼠前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１亚克隆
１４用添加１０％ 小牛血清的无酚红αＭＥＭ培养液培养，在干预细胞时，换为不含血清的无酚红αＭＥＭ 培养液。用实时荧光

定量ＲＴＰＣＲ法和蛋白质印迹法检测１７β雌二醇干预前后细胞中ＶＤＲ基因和蛋白的表达，用蛋白质印迹法检测１７β雌二醇

干预前后细胞中 ＭＡＰＫ信号通路的激活。然后用 ＭＡＰＫ信号通路阻断剂 Ｕ０１２６和１７β雌二醇同时处理细胞，观察ＶＤＲ表

达的变化。结果　１７β雌二醇作用７２ｈ可以上调 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＶＤＲ基因和蛋白的表达；１７β雌二醇可在１５ｍｉｎ内激
活ＥＲＫ信号通路，并持续到６０ｍｉｎ，但是不能激活ＪＮＫ和ｐ３８信号通路；应用Ｕ０１２６后，１７β雌二醇对成骨细胞中ＶＤＲ表达

水平的上调作用可被部分抑制。结论　１７β雌二醇可上调成骨细胞中ＶＤＲ的表达，并能快速激活成骨细胞中 ＭＡＰＫ信号通
路；ＭＡＰＫ信号通路参与了雌激素上调ＶＤＲ表达的过程。

　　［关键词］　雌二醇；维生素Ｄ受体；成骨细胞；丝裂原活化蛋白激酶类
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　　雌激素是一种甾类激素，主要通过与其核受体α
和β结合发挥生物学作用。雌激素可以通过调节破
骨细胞的生存以及成骨细胞和破骨细胞之间的相互

作用来调节骨转换［１２］。应用于去卵巢大鼠，雌激素

可以抑制骨吸收和促进骨形成［３４］。尽管雌激素对

于骨转换的作用已很明确，但是雌激素调节骨形成
的具体作用机制目前尚不清楚。

　　维生素Ｄ也是一种甾类激素，通过与细胞核内
的维生素Ｄ受体（ｖｉｔａｍｉｎＤｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）结合而
在机体发挥作用，ＶＤＲ数量的多少对维生素Ｄ发挥



·１２９２　 · 第二军医大学学报　２０１１年１２月，第３２卷

作用起决定性［５］。以往认为，ＶＤＲ配体相对保守单
一，而且具有高亲和力。随着研究的进一步深入，人
们发现，由于 ＶＤＲ和孕烷 Ｘ受体（ｐｒｅｇｎａｎｅＸｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）序列的高度同源性，它们的激活剂或
者配体出现重叠，这也就意味着除了１，２５二羟维生
素Ｄ３［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］、维生素Ｄ类似物以外，还有
更多外源性化合物以及内源性物质有可能成为

ＶＤＲ的配体，与其结合，调控下游靶基因［６］。一些
实验也证明，雌激素可以调节成骨细胞中ＶＤＲ的表
达［７８］，但是雌激素通过什么途径促进 ＶＤＲ的表达
还不清楚。有实验表明，在某些类型的细胞中，丝裂
原活化蛋白激酶（ｍｏｔｉｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，

ＭＡＰＫ）的激活可以促进 ＶＤＲ的表达［９］，而雌激素
是否可以通过激活 ＭＡＰＫ调节ＶＤＲ在成骨细胞系
中的表达目前还不明确。

　　本实验将１７β雌二醇（１７βｅｓｔｒｏｄｉａｌ，Ｅ２）作用于
小鼠前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１亚克隆１４，观察 ＶＤＲ
基因和蛋白表达量的变化，同时检测 ＭＡＰＫ信号通
路的激活，并在使用 ＭＡＰＫ信号通路的抑制剂后观
察ＶＤＲ表达的变化情况，以探讨 ＭＡＰＫ信号通路
是否参与了１７β雌二醇调节ＶＤＲ表达的过程。

１　材料和方法

１．１　材料　小鼠前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１亚克隆１４
（ＣＲＬ２５９４ＴＭ）购自美国组织培养库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｉｓ

ｓｕｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）；αＭＥＭ 和胎牛血

清购自Ｇｉｂｃｏ公司；１７β雌二醇购自Ｓｉｇｍａ公司；反

转录ＰＣＲ和定量ＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；

ｐ４２／４４ＭＡＰＫ抗体、磷酸化ｐ４２／４４ＭＡＰＫ抗体、

ｐ３８ＭＡＰＫ抗体、磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ抗体、ＳＡＰＫ／

ＪＮＫ抗体和磷酸化ＳＡＰＫ／ＪＮＫ抗体购自美国细胞

信号转导公司（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＳＴ）；

ＶＤＲ抗体和αｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自美国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公

司；ＭＥＫ１／２磷酸化抑制剂 Ｕ０１２６购自ＣＳＴ；ＥＣＬ
化学发光试剂盒购自ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ。

１．２　细胞培养　小鼠前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１亚克

隆１４用含１０％胎牛血清的无酚红αＭＥＭ 培养，培

养液包含１％Ｌ谷氨酸盐，置于３７℃下含５％ＣＯ２培

养箱 中 培 养。细 胞 隔 天 换 液，待 细 胞 生 长 至

８０％～９０％时传代。

１．３　药物干预　细胞在含１０％胎牛血清的无酚红

αＭＥＭ培养液中培养至８０％～９０％汇合后，用ＰＢＳ
清洗，换用不含血清的无酚红αＭＥＭ 培养液，并加

入相应浓度的试剂进行处理。（１）用含不同浓度

１７β雌二醇（１×１０
－１０～１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）的培养液处

理细胞７２ｈ，对照组中所包含溶剂乙醇的终体积分

数为０．００６７％。（２）用１７β雌二醇（１×１０
－８ｍｏｌ／Ｌ）

和 Ｕ０１２６（２０μｍｏｌ／Ｌ）共处理细胞７２ｈ，同时设

Ｕ０１２６（２０μｍｏｌ／Ｌ）对照组。

１．４　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测

１．４．１　细胞总ＲＮＡ 的提取与检测　按照 ＴＲＩｚｏｌ
试剂盒的方法提取总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳观察

ＲＮＡ质量。

１．４．２　ｃＤＮＡ 第一链的合成　在ＰＣＲ 管中加入

５００ｎｇ总ＲＮＡ、ＯｌｉｇｏｄＴ引物５０μｍｏｌ／Ｌ、Ｒａｎｄｏｍ

６ｍｅｒｓ１００μｍｏｌ／Ｌ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ

Ⅰ０．５μｌ、５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ缓冲液２μｌ，超纯水补充

至１０μｌ，然后３７℃下反转录１５ｍｉｎ，８５℃下５ｓ使反

转录酶失活，即获得ｃＤＮＡ，置－２０℃冰箱中保存。

１．４．３　荧光定量ＰＣＲ扩增　Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ荧光定量

ＰＣＲ仪扩增 ＶＤＲ基因，同时扩增 ＧＡＰＤＨ 作为内

参照。所用引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成。ＶＤＲ 正向引物序列 ＧＣＡ ＡＣＡ ＧＣＡ

ＣＡＴＴＡＴＣＧＣＣＡＴＣ，反向引物ＡＣＣＡＧＣＴＴＡ

ＧＣＡＴＣＣＴＧＴＡＣＣＣ；ＧＡＰＤＨ 正向引物序列

ＣＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＧ，反向引

物ＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ。分

别取ｃＤＮＡ产物１００ｎｇ、２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
１２．５μｌ、上下游引物各０．３μｍｏｌ／Ｌ，超纯水补充至

２５μｌ。ＰＣＲ反应程序如下：９５℃热启动１０ｍｉｎ，然

后９４℃变性４０ｓ，６０℃退火４０ｓ，７０℃延伸６０ｓ，共

４０个循环；扩增完毕后进行熔解曲线分析。反应结

束后由计算机根据反应过程中产生的荧光信号进行

数据处理并绘制出目的基因和内参基因的扩增曲线

和熔解曲线。所有反应重复３次，用２－ΔΔＣＴ法计算

目的基因和内参的表达相对值。

１．５　蛋白质印迹检测　收集细胞后，抽提细胞总蛋

白，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳

后电转移至ＰＶＤＦ膜，脱脂奶粉室温封闭２ｈ，ｐ４２／

４４ＭＡＰＫ 抗体、磷酸化ｐ４２／４４ＭＡＰＫ 抗体、ｐ３８

ＭＡＰＫ抗体、磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ抗体、ＳＡＰＫ／ＪＮＫ
抗体、磷酸化ＳＡＰＫ／ＪＮＫ抗体和αｔｕｂｕｌｉｎ抗体分

别杂交ＰＶＤＦ膜２ｈ后加辣根过氧化物酶标记的二

抗杂交１ｈ，洗膜后将膜置于ＥＣＬ化学发光试剂盒

的反应液中室温孵育５ｍｉｎ，将ＰＶＤＦ膜放置显影仪

显色，存储为图片。

１．６　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示。采用
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ＳＰＳＳ１６．０统计软件处理实验数据，各组数据经过

正态分布检验和方差齐性检验后，采用 ＡＮＯＶＡ进

行统计学分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　１７β雌二醇对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中ＶＤＲ基因和

蛋白表达的影响　用不同浓度１７β雌二醇处理

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞７２ｈ，实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＶＤＲ
基因表达水平的变化。从图１Ａ中可以看出，浓度为

１×１０－９～１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时１７β雌二醇均可以促进

ＶＤＲ基因表达水平的升高（Ｐ＜０．０５），以１×１０－８

ｍｏｌ／Ｌ浓度的作用最强。在基因表达水平变化的基

础上，进一步用蛋白质印迹法检测不同浓度１７β雌

二醇处理 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞７２ｈ后ＶＤＲ蛋白表达水

平的变化，结果表明：１×１０－８～１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ的

１７β雌二醇可以上调 ＶＤＲ蛋白的表达（（Ｐ＜０．０５，

图１Ｂ、１Ｃ）。

图１　不同浓度１７β雌二醇对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞中ＶＤＲ基因和蛋白表达的影响

Ｆｉｇ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ１７βｅｓｔｒｏｄｉａｌｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＶＤＲｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓ

Ａ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ，Ｃ：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＶＤＲ：ＶｉｔａｍｉｎＤ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　１７β雌二醇激活 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＭＡＰＫ信

号　为研究１７β雌二醇是否可以激活 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细

胞中 ＭＡＰＫ信号，用１７β雌二醇（１×１０
－８ｍｏｌ／Ｌ）处

理 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞后，检测５、１０、１５、３０和６０ｍｉｎ
时 ＭＡＰＫ的激活情况。结果显示：１７β雌二醇可在

１５ｍｉｎ内激活ＥＲＫ信号通路，并可持续至６０ｍｉｎ，

并且从１５ｍｉｎ时开始抑制ＪＮＫ信号通路的激活，但

对ｐ３８信号通路没有激活作用（图２）。

图２　雌激素激活 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＭＡＰＫ信号通路

Ｆｉｇ２　ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭＡＰＫｉｎ

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓｂｙ１７βｅｓｔｒｏｄｉａｌ
ｐｐ４４／ｐ４２：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐ４４／ｐ４２；ｐ４４／ｐ４２：Ｔｏｔａｌｐ４４／ｐ４２；ｐ

ＪＮＫ：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＪＮＫ；ＪＮＫ：ＴｏｔａｌＪＮＫ；ｐｐ３８：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ

ｔｅｄｐ３８；ｐ３８：Ｔｏｔａｌｐ３８

２．３　Ｕ０１２６抑制１７β雌二醇对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细

胞中ＶＤＲ表达的上调　用 Ｕ０１２６与１７β雌二醇共

同处理 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，检测 ＶＤＲ基因和蛋白表

达水平的变化。结果显示，Ｕ０１２６可以部分抑制

１７β雌二醇对成骨细胞中ＶＤＲ基因（图３Ａ）和蛋白

（图３Ｂ、３Ｃ）表达水平的上调作用（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　雌激素的生物学功能主要由雌激素受体（ＥＲα
和ＥＲβ）介导，长期以来有关雌激素成骨作用的机制

大部分集中在对雌激素受体（ＥＲ）的研究上。然而

成骨细胞上雌激素受体的数量很少，而且雌激素与

雌激素受体的结合率也很低。同时也有研究表明在

ＥＲα和ＥＲβ敲除的小鼠中，雌激素的成骨作用仍部

分保留，提出雌激素的成骨作用可能有其他替代途

径存在［１０］。

　　ｖａｎＡｂｅｌ等［１１］的动物实验显示，去卵巢大鼠小
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肠近 端 钙 转 运 蛋白的 基 因 （ＴＲＰＶ６、ＣａＢＰ２９ｋ、

ＰＭＣＡ１ｂ）表达相比假手术组差异没有统计学意义，
而当给予去卵巢大鼠１７β雌二醇后，小肠近端 ＴＲ
ＰＶ６、ＣａＢＰ２９ｋ的基因表达分别提高７倍与９倍，说
明雌激素是维生素Ｄ内分泌系统重要的调控因子。
然而，雌激素如何调控维生素Ｄ在骨、钙代谢过程中
的作用机制并不完全清楚。

图３　Ｕ０１２６可以部分抑制１７β雌二醇对

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中ＶＤＲ表达的上调

Ｆｉｇ３　Ｕ０１２６ｐａｒｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＶＤＲｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１７βｅｓｔｒｏｄｉａｌ
Ａ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ，Ｃ：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｅｓｔｒｏｄｉａｌ：１×

１０－８ｍｏｌ／Ｌ１７βｅｓｔｒｏｄｉａｌ；Ｕ０１２６：２０μｍｏｌ／ＬＵ０１２６．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｅｓｔｒｏｄｉａｌ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　一些研究显示，雌激素可以上调多个器官中

ＶＤＲ的表达和活性，如骨、肠、乳腺和子宫［１２１５］。我

们的结果也发现，雌激素可以上调 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞

中ＶＤＲ基因和蛋白的表达。关于雌激素上调ＶＤＲ
表达的机制，目前主要有以下研究：雌激素可能通

过基因组效应，调节 ＶＤＲ基因的转录和表达［１６１７］；

雌激素可以增强 ＶＤＲ特异性启动子的活性。实验

证据显示，在雌激素和维生素Ｄ同时存在时，维生素

Ｄ也可以上调雌激素受体的表达［１８］。这和我们的结

果一致。综上，我们可以推断，雌激素和维生素Ｄ可

能是通过调节相互的受体而发挥协同和交互作用。

　　雌激素除了通过其核受体α和β发挥基因组效

应外，还可通过非基因组效应激活细胞外信号。研

究表明，雌激素与ＥＲβ结合后，可以激活细胞外信号

调节激酶／丝裂原活化蛋白激酶（ＥＲＫ／ＭＡＰＫ），从

而在体内调节大鼠结肠细胞［１９］和十二指肠黏膜细

胞［１５］中 ＶＤＲ的转录和表达，在体外雌激素激活的

ＥＲＫ可以调节结肠癌和乳腺癌细胞系中ＶＤＲ的转

录和表达［９］。在人粒细胞白血病细胞系 ＨＬ６０中，

ＥＲＫ／ＭＡＰＫ和ＪＮＫ／ＭＡＰＫ 通路激活可以通过

ＶＤＲ促进其向单核细胞的分化［２０］。但是目前尚没

有关于在成骨细胞中，ＭＡＰＫ信号通路和 ＶＤＲ关

系的研究。

　　 我 们 的 研 究 表 明，雌 二 醇 可 以 快 速 激 活

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中的 ＥＲＫ 信号通路，但不能激活

ｐ３８和ＪＮＫ通路，应用ＥＲＫ通路的特异性抑制剂

Ｕ０１２６后，ＶＤＲ的表达可被下调，提示雌二醇可以

通过激活ＥＲＫ信号通路上调成骨细胞中ＶＤＲ的表

达。ＥＲＫ信号转导通路是 ＭＡＰＫ信号转导通路中

的一条重要通路。ＥＲＫ一旦被激活，可使许多不同

的靶蛋白磷酸化，包括胞质蛋白（如 Ｃｐｌａ２，Ｒａｆ１，

ＰＬＣγ等）、膜蛋白（如 ＮＧＦ受体等）及多种转录因

子（如Ｅｌｋ１，ｃｍｙｃ等）。Ｌａｉ等［２１］运用显性失活法，

将ＥＲＫ１ＤＮ转染人成骨细胞，其碱性磷酸酶的表达

及骨质沉积均受抑制，同时由于细胞与胶原、ＯＰＮ
等黏附降低，细胞的伸展、移位也受抑制。由此认为

ＥＲＫ不仅对于成骨细胞的分化增殖，而且对成骨细胞

的黏附、伸展、位移及整合素的表达均具有重要意义。

　　本研究发现，雌激素可以通过非基因组效应激

活ＥＲＫ／ＭＡＰＫ信号通路，并且此通路参与了雌激

素对成骨细胞中 ＶＤＲ表达的上调过程。雌激素和

维生素Ｄ作为两种重要的调节骨代谢的激素，在成

骨过程中可以协同调节成骨细胞的分化和功能表

达，但其具体分子机制还需要进一步深入研究。
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苏定冯教授出任ＣＮＳＮＴ主编

　　第二军医大学药学院苏定冯教授被聘为ＣＮＳＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｓ＆Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（ＣＮＳＮＴ）杂志主编。ＣＮＳＮＴ是１９９５年创
刊的国际性刊物，由 ＷｉｌｅｙＢｌａｃｋｗｅｌｌ出版公司出版发行，被科学引文索引（ＳＣＩ）收录，２０１０年的影响因子为３．４９２，在药理学和
神经科学领域享有较高的声誉。早期为季刊，以刊登综述性文献为主。２０１０年改为双月刊，２０１２年起改为月刊。主要刊登神

经科学领域的基础和临床研究原始文章、综述和治疗学新发现的报告等，尤其侧重于脑卒中和退行性疾病的相关研究，面向世
界范围内作者征稿（在线投稿：ｈｔｔｐ：／／ｍｃ．ｍａｎｕｓｃｒｉｐｔｃｅｎｔｒａｌ．ｃｏｍ／ｃｎｓｄｒ）。

　　苏定冯教授为第二军医大学国家重点学科（药理学）的学科带头人，国家科技部“９７３”项目首席科学家，兼任中国药理学会
副理事长，并被聘为法国药学科学院外籍院士。于２００３年起任《中国药理学报》副主编，２００６年起任《第二军医大学学报》副主

编，２００６年被英国的《临床科学》杂志聘请为顾问（Ａｄｖｉｓｅｒ），２００７－２０１０年任澳大利亚《临床与实验药理学与生理学》（ＣＥＰＰ）
杂志的主编。２０１０年７月开始担任ＣＮＳＮＴ的主编。


