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骨样细胞 MLO-Y4 与成骨样细胞 MC3T3-El

生物学特性的比较
瓮援援续惠云安龙商澎*

(西北工业大学生命科学院， 特殊环境生物物理学研究所， 空间生物实验模拟技术

国防重点学科实验室， 西安 710072)

摘要 分别采用倒直显微镜观察法、细胞计数法、 RT-PCR 法、磷酸对硝基苯盼法(PNPP

法)和 ELISA 法来比较小鼠骨样细胞MLO-Y4与小鼠成骨样细胞MC3T3-El 的细胞形态、增殖、 相

关基因的表达和分泌功能的差异。 结果显示MC3T3-El 细胞主长梭形 ， 具有少量短的交触;而MLO­

Y4 细胞主星状或树枝状且具有很多长的突触。 MC3T3-El 细胞的增殖能力强于 MLO-Y4 细胞，两

者的倍增时间分别是 18 h 和 20 h o MC3T3-El 细胞中原癌基因 c-fos 和骨桥蛋白基因 OPNmRNA

的表达明显高于 MLO-Y4 细胞， 而骨钙素基因 OC mRNA 的表达则是MC3T3-El 细胞远低于 MLO­

Y4 细胞，白细胞分化抗原 44 基因 CD44 mRNA 在两种细胞中的表达差异不明显 。 ALP 的分泌在

MC3T3-El 细胞中高于 MLO-Y4 细胞， NO 的分泌在两种细胞中没有显著性差异， M-CSF在 MLO­

Y4 细胞中的分泌较高 。 由此可见骨样细胞 MLO-Y4 与成骨样细胞 MC3T3-El 在形态、 ALP 和 M­

CSF 分泌及 c-fos 、 OPN和 OC mRNA表达方面差异明显。

关键词 骨样细胞 MLO-Y4; 成骨样细胞 MC3T3-El; 细胞形态;细胞功能

骨组织细胞包括骨细胞、成骨细胞、破骨细

胞、 骨衬细胞和它们的前体细胞等。其中成骨细胞

起源于骨髓基质问充质干细胞约为骨细胞数量的十

分之一， 执行骨形成的功能[IJ 。 而骨细胞是由成骨细

胞分化而来的， 是骨组织结构中含量最为丰富的细胞，

占骨组织细胞总数的 95% [2 J ， 是骨组织机械应力感

受的主要细胞[3 ，4 J 。 在骨组织工程的许多研究中， 目

前用成骨细胞进行的较多， 可能是因为成骨细胞有成

熟的细胞系，而骨细胞被深埋在矿物质化的组织内，人

们无法取得理想纯度和数量的骨细胞进行研究。 但

是随着 1997 年小鼠骨样细胞系 MLO-Y4 的建立[5，6] ，

关于骨细胞功能的研究越来越受到重视。骨细胞与

成骨细胞作为骨组织细胞中分化水平不同的两种细

胞，在很多方面都有差异， 在骨科学研究的不同领域

应考虑这些差异， 从而选择更为合适的细胞种类。

本文选取研究中最常用的骨样细胞 MLO-Y4 和成骨

样细胞 MC3T3-El，对其细胞形态、 增殖、分泌及

相关基因的表达进行了比较。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠骨样细胞 MLO-Y4 (美国德克萨斯大学

Bonewald 教授馈赠)， 小 鼠成骨样细胞MC3T3-El (中

国科学院上海细胞库) ， MEM 培养基和 Trizol (美国

Invitrogen 公司)，胎牛和小牛血清(中 国杭州四季青生

物工程材料有限公司)，倒置荧光显微镜(德国Laica公

司 )， Mode1680 酶标仪和 Bio-Tek Synergy HT 多功能

酶标仪(美国 Bio-Rad 公司 )， RT-PCR 试剂盒( 日本

TaKaRa公司 )， 小 鼠M-CSF和NO的 ELISA试剂盒(美

国 UNIONHONEST#ALD 公司) 。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 MLO-Y4 和 MC3T3-El 细胞均

在 37 oC , 5 % CO2 条件下进行培养。 MLO-Y4 细胞

用含 5% 胎牛血清和 5% 小牛血清的 MEM 培养基培

养， MC3T3-El 细胞用含 10% 小牛血清的 MEM 培养

基培养。

1.2 ， 2 细胞形态观察 将贴壁 24h 的MLO-Y4和

MC3T3-El 细胞在倒置荧光显微镜下进行观察拍照。

1.2.3 细胞增殖检测 选取对数生长期的 MLO­

Y4和 MC3T3-El 细胞各 200μl接种于 96 孔板， 2x 104

个细胞/孔， 37 oC , 5% CO2 条件下培养 72 h，每 1 2 h 
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取细胞进行细胞计数，共设三个复孔 。

1.2.4 相关基因表达检测 将贴壁生长 24 h 的

MLO-Y4 和 MC3T3-E1 细胞用 Tizol 裂解后转移至离

心管中，提取细胞总 RNA， 用紫外分光光度计检测总

RNA 的纯度和浓度 。 跟据试剂盒提供的方法进行

RT-PCR，检测mRNA的表达情况。 PCR寻|物用Primer

premier 5 . 0 设计， 骨钙素基因(OC) 、 白细胞分化抗

原 44 基因(CD44) 、 骨桥蛋白基因(OPN)和原癌基因

(c-fos)丰日 18S 的引物序列如表 1 所示 。

1.2 .5 碱性磷酸酶(ALP)检测 选取对数生长期的

MLO-Y4和 MC3T3-E1 细胞各 200 μl接种于 96 孔板，

2x104 个细胞 / 孔， 37 "C , 5 % CO2 条件下培养 72 h， 每

12 h取细胞培养上清液采用磷酸、对硝基苯酣法(PNPP

法)进行操作，共设三个复孔 。 具体步骤如下 : 取 20

μl 细胞培养上清液放入 96 孔板的微孔，力日底物反应

液(PNPP-DEA 溶液); 37 "C水浴 10 min， 加 90 μl 终

止液(0 . 1 mollL NaOH)终止反应; 405 nm 检测 A 值。

调零为 90 μI底物反应液加 90 μl 终止液， 样品A值在

ALP标准曲线上读取酶活性值(μ1IL)， PNPP浓度梯度

5 、 1 0 、 20 、 40 μmol/L 相当于 ALP 20 、 40 、 80 、

160 μl/L 。 然后用酶标仪检测培养上清液中 ALP 的

·研究论文

分泌值(A 405 ) 。

1.2.6 一氧化氮(NO)和巨噬细胞集落剌激因子(M­

CSF)检测 MLO-Y4 细胞和 MC3T3-E1 细胞连续

培养 72 h 。 分别在 12 h 、 24 h 、 48 h 、 72h 时间

点收集细胞培养上清液， 按照M-CSF和 NO 的 ELISA

试剂盒说明书方法进行操作然后用多功能酶标仪检

测培养上清液中 M-CSF 和 NO 的分泌值(Aω) 。

1.2.7 统计处理 使用统'计学软件也叩hpad Prism5 .0 

处理数据， 采用 t 检验进行分析 。 P<0 . 05 为差异有

显著性，具有统计学意义(P<0.05 标记为飞 P<0 .01 标

记为** ， P<0.001 标记为 *** ) 。

2 结果

2.1 细胞形态

镜下观察， 1\在LO-Y4细胞是星状或树枝状的细胞，

表面有 2-16 个突触与周围细胞相联系 。 MC3T3-E1

细胞为梭形、锥形或立方形， 其中梭形居多。表面

有 2-4 个短的突触与相邻细胞联系 。 由图 1 可见，

MLO-Y4 细胞的突触比 MC3T3 -E1 细胞的突触长且

粗 。 MC3T3-E1 细胞比 MLO-Y4 细胞体积大，但

MLO-Y4 细胞更加立体 。

Table 1 RT-PCR primers sequence 

Sequence (5' to 3') Seq uence (3 ' to 5 ') Augmentation length 

CD44 GGATTCATCCCAACGCTAT ACTCGCCCTTCTTGCTGT 216 bp 
OPN TTCACTCCAATCGTCCCTAC TGCCCTTTCCGTTGTTGTC 235 bp 

。c TTCTGCTCACTCTGCTGACCCT GTTCACTACCTTATTGCCCTCCTG 122 bp 

c-fos CAGCGAGCAACTGAGAAGACT CGGCGTTGAAACCCGAGAA 164 bp 

18S AATCAGGGTTCGATTCCGGA CCAAGATCCAACTACGAGCT 257 bp 

Fig.l Cell morphology of MC3T3-El and MLO-Y 4 

a, b, C: osteoblast- Iike cell MC3T子El (l OOx , 200x , 400x); a' , b' , c': osteocyte-Iike cell MLO-Y4 (l OOx , 200x , 400x). 
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2.2 细胞增殖

MC3T3-El 细胞与 MLO-Y4 细胞增殖情况如图

2 所见， MC3T3-E1 细胞的增殖要比 MLO-Y4 细胞更

快，但经过统计学分析， 二者的差异没有显著性。 按

照公式To=t[lg2/(lgN，一19No)]计算两种细胞的倍增时间

[7] ， 其中 To 为倍增时间 ， t 代表培养时间，lÝt。及 N， 代表

接种时及培养 t 小时后的细胞数， MC3T3-E1 细胞的

倍增时间是 18 h , MLO-Y4 细胞的倍增时间是 20 h 。

2.3 mRNA 表达

如图 3 所示， c-fos 和 OPN mRNA 的表达都是
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Fig.2 Cell proliferation of 岛1C3T3-El and MLO-Y4 
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Fig.3 mRNA expression of OC, CD44, OPN and c-fos 

MC3T3-E1 细胞明显高于 MLO-Y4 细胞(**P<0.0 1) ，

OC rnRNA 的表达则是 MC3T3-E1 细胞远低于 MLO­

Y4 细胞(**P<0.01)， CD44 rnRNA 的表达在两种细胞

中差异不明显 。

2.4 ALP 的检测l

ALP 在 MC3T3-E1 细胞中的分泌显著高于其在

MLO-Y4 细胞中的分泌(*P<0 .05 ; 材P<0.01 ; *** p< 

0.001) 。在 MLO-Y4 细胞中其分泌是随时间逐渐增

加的(图的 。

2.5 NO 分泌

两种细胞中 NO 的分泌，其差异没有显著性， 在

MLO-Y4 细胞中随时间的增加， NO 的分泌逐渐减少

(图 5) 。

2.6 M-CSF 分泌

在培养 48 h 之前，两种细胞中 M-CSF 的分泌都

是随时间逐渐增加的， 且岛1LO-Y4细胞的分泌要高于

MC3T3-E1 细胞。培养到 72h 时， M-CSF 在 MLO­

Y4 细胞中的分泌下降到比 MC3T3-E1 细胞更低的水

平， 如图 6 (*P<0.05 ; **P<0.01) 。

** 
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Table 2 The comparison of biological characteristics between osteocyte-like cell MLO-Y 4 and osteoblast-like cell 岛1C3T3-El

Cell Cell 
morphology proliferation CD44 

MC3T3 -E l Spindle-shaped with Faster 
few short dendrites No 

MLO-Y4 Star-shaped or Slower significant 
dendrite-shaped difference 
with more dendrites 

5 ,... 
..... MC3T3- EI 

-tI←· 岛1LO-Y4
4 

3 
< EE 

2 

。
12 24 48 72 

Time (h) 

Fig.6 Secretion of M-CSF 

2.7 骨样细胞 MLO-Y4 与成骨样细胞 MC3T3-El

生物学特性的比较

骨样细胞MLO-Y4与成骨样细胞MC3T3-El在形

态、 ALP 和 M-CSF分泌及 cjos 、 OPN和 OC mRNA

表达方面差异明显 。 实验结果总结归纳如表 2 所示。

3 讨论

成骨细胞取材容易，增殖能力强，在体内执行骨

形成功能。 成骨细胞的组织相容性好，植入体内后

能适应体内环境，保持良好的的生物学特性且不引起

排异， 是构建组织工程化活性骨的理想功能细胞f8J 。

此外，对于临床骨折和骨质疏松和空间骨丢失机制等

的研究也多选用成骨细胞，如:研究发现模拟空间失

重环境不仅对成骨细胞骨架、增殖和凋亡等功能产

生了很大影响[9-1 2J。但随着骨样细胞系的建立，关于

骨组织力学方面的研究，越来越多的人选择骨样细胞

系作为研究对象 。

在成骨细胞向骨细胞的分化过程中，细胞的体积

不断减少， 成熟的骨细胞体积减少 70% f l 匀 。 骨细胞

丢失了部分细胞器但却获得了很多长突触[叫 。 这些

含有细胞浆的突触将骨细胞与其他骨细胞以及成骨

细胞和破骨细胞联系在一起， 并成为骨细胞在形态学

方面一个显著的特征。 从我们的实验结果也可以看

mRNA expression Secretion of cytokine 
OPN OC c-fos ALP NO 岛1-CSF

High Low High High Low 
No 

Low High High Low significant High 
difference 

出，骨样细胞MLO-Y4 比成骨样细胞MC3T3-El 体积

小，突触多 。 这种形态学上的差异有利于骨细胞增

强对机械剌激的敏感性 。

细胞的增殖是细胞生命进化过程中所获得的基

本属性，要了解一种细胞， 首先要观察其增殖的能

力 。 我们的实验结果显示，成骨样细胞 MC3T3-El 比

骨样细胞 MLO-Y4 的增殖能力要强。 成骨样细胞

MC3T3-El 的倍增时间是 18 h 骨样细胞 MLO-Y4 的

倍增时间是 20 h 。 不同于生长在骨基质表面的成骨

细胞，骨细胞被深埋在矿化的骨基质中，它的增殖相

对缓慢一些 。

在骨细胞中表达的一些基因， 在成骨细胞中也有

所表达 。 我们选择 c-fos 、 OPN、 OC 和 CD44 这四

种基因来比较它们在骨样细胞 MLO-Y4 和成骨样细

胞 MC3T3-El 中的表达情况。 c-fos 具有调节骨组织

细胞生长的功能[ 15J o OPN 在骨基质中被发现，并且

在矿化前沿和骨细胞内浓度很高[ 1 6 ， 1 7J o OC 存在于骨

细胞的粗面内质网和高尔基体内[川凶陇川， 1川lω叭9

和其前体细胞以及类骨质细胞中都有表达[口川2川0 ， 2 1 J 。

CD44 主要在骨细胞和破骨细胞中表达，介导细胞与

细胞外基质间的相互作用 [22 ， 23 J 。 实验结果显示，

MC3T3-El 细胞中 cjos和 OPN mRNA 的表达明显高

于 MLO-Y4 细胞，而 OC mRNA 的表达则是 MC3T3-

El 细胞低于MLO-Y4细胞 CD44 mRNA在两种细胞

中的表达差异不明显。这与骨样细胞 MLO-Y4 和成

骨样细胞 MC3T3-El 的功能差异有关。 OC对骨的形

成有负调节作用[叫，那么执行成骨功能的 MC3T3-El

细胞中 OC mRNA 表达相应要低 。 OPN 对骨细胞的

形成有重要作用，骨细胞正是起源于成骨细胞，

MC3T3-El 细胞中 OPNmRNA 的表达高于骨样细胞

MLO-Y 4 0 c-fos 是一个快速反应基因， 其特征为静

止的细胞在受到外界丝裂原的剌激时能快速瞬间表

达[2阳J o c-fos 参与细胞增殖的调控过程，研究表明， 在

无 c-fos 存在的情况下，细胞生长缓慢或受到抑制[27J 。

作为增殖能力强于骨样细胞 MLO-Y4 的成骨样细胞

MC3T3 -El ，其 c-fos mRNA 表达要高一些 。 CD44

..r 
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mRNA在两种细胞中表达差异不明显， 表明 CD44 可

能并不能作为骨细胞的标志性分子 。

据报道， ALP 的表达在成骨细胞中很高， 在骨细

胞中很少，而且由成骨细胞向骨细胞分化的过程中，

ALP 的分泌逐步降低 [28 ， 29 ] 。 我们检测了骨样细胞

MLO-Y4 和成骨样细胞 MC3T3-El 中 ALP 的分泌 。

实验表明，在 MC3T3-El 细胞中 ALP 的分泌远高于

MLO-Y4 细胞， 且在 36 h 之后随时间而减少。 ALP

的高分泌通常是用来衡量成骨细胞特性的标志性指

标。由于成骨细胞是一种很活跃的分泌细胞， ALP 

分泌后期的减少可能与基质钙化有关。

从成骨分化的角度来讲， ALP是成骨细胞的早期

标志酶， 在成骨过程中水解磷酸酶，为提基磷灰石的

沉积提供必要的磷酸有利于成骨， 可标志成骨分化

的开始 。 从成骨细胞前体一直到矿化基质形成均有

ALP 的表达， 且会随时间的推移表达降低 。 这与我

们的实验结果也是相符合的 。 而 OPN 和 OC 是成骨

分化的晚期指标，它们表达增加的时间较晚， 至成骨

分化晚期才达到最高。 在骨的发育过程中 OPN 被成

骨细胞大量表达， 其作用是招募破骨细胞到损伤部位

进行骨吸收， 是成骨细胞执行成骨功能的标志性指标

之一 。 而骨细胞的主要功能是应力感受且作为成骨

细胞发源而来的细胞其 OPN 的表达少于成骨细胞是

合理而且符合成骨分化进程的一种现象。 OC 是成

骨细胞特异性合成和分泌的一种非胶原蛋白 ， 在钙离

子存在的条件下，与起磷灰石结合并稳定其构象，是向

成熟骨细胞分化的最具特征性的标志物 。 OC 是反

映成骨细胞在体外分化为成熟骨细胞及基质钙化的

重要指标。在成骨细胞分化后期表达大量的 OC 调

节其向骨细胞分化，而在成熟骨细胞阶段 OC 的表达

处于高峰期， 这也解释了本文实验结果中 OC 在骨样

细胞岛怔O-Y4中的表达多于其在成骨样细胞MC3T3-

El 中 的表达 。

NO 是一个活跃的小分子， 可作为第二信使参与

很多机体的反应[30] 0 NO 对骨髓细胞有多种作用， 具

有抑制骨吸收促进骨形成的功能[3 1 ] 。 相关研究证明

流体剪切力可以剌激骨细胞产生很高水平的NO[32， 34] ，

可见 NO 在骨细胞应答机械剌激的过程中也是一个

比较敏感的因子 。 我们的实验结果显示， NO 在两种

细胞中的分泌没有显著性差异 。 可能与 NO 更多的

是作为响应外界信号的分子这一特性有关， 在受到一

定的力或者化学信号后才会发生改变，而在常规培养

条件下以基线值存在 。 M-CSF 可以在成纤维细胞、

成骨细胞及内皮细胞中合成， 对骨细胞的形成具有重

要作用 。 MC3T3-El 和 MLO-Y4 细胞中均能检测到

M-CSF 的分泌， 且在培养 48h 之前， MLO-Y4 细胞的

分泌要高于 MC3T3-El 细胞两种细胞中 M-CSF 的

分泌都随时间逐渐增加 。 这可能与骨细胞作为骨组

织中重要的感受器这一功能有关，骨细胞通过这些分

泌因子的作用 ， 调节成骨细胞和破骨细胞的功能 。

研究表明，在没有促骨因子的条件下， 骨细胞会分泌

大量的 M-CSF， 诱导破骨细胞的形成来增加骨吸收[35] 。

由于骨细胞建立细胞系的技术难题， 在骨组织科

学的研究中， 很多研究者会选择拥有成熟细胞系的成

骨细胞， 而忽略了骨细胞与成骨细胞很多生物学特性

的差异给科学研究带来的不同结果。 随着骨细胞系

的建立和发展，人们对骨细胞的了解越来越多 。 骨

样细胞 MLO-Y4 和成骨样细胞 MC3T3-El 细胞成为

研究者较常用的细胞系 通过对两种细胞的细胞形

态、增殖、 分泌及相关基因的表达进行比较研究，

我们可以把握细胞特征 了解细胞功能， 将其更好的

应用于骨组织科学不同方面的研究中去 。

特别感谢美国德克 萨斯大学 Bonew a ld 教授惠赠

骨样细开包系 MLO-Y4 以供研究 。 感谢西北大学特殊环

境生物物理学研究所毒爱荣副教授 、 张维技术员 、孟

芮 、 高翔等同学的大力支持和帮助 。
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The Comparison of Biological Characteristics between Osteocyte-like Cell 

MLO-Y4 and Osteoblast-like Cell MC3T3-El 

Yuan-Yuan Weng, Hui-Yun Xu, Long An, Peng Shang* 

(Key Laboratory for Space Bioscience and Biotechnology, Institute of Special Enνironmental Biophysics, 

Faculty of Life Sciences, Northwestern Polytechnical Uniνersity， Xi'an 710072, China) 

Abstract To compare the biological characteristics of osteocyte-like cell MLO-Y 4 and osteoblast -like cell 

MC3T3-El from cell mo甲hology ， cell proliferation, cell secretion and gene expression with different methods: Cell 

morphology was observed by inverted microscope. Cell counting assay was used to detect cell proliferation. RT­

PCR was used to detect mRNA expression of OC, CD44, OPN and c-fos . Secretion of ALP was measured by PNPP. 

Secretion of M-CSF and NO were measured by ELISA. The results tell us: osteocyte-like cell MLO-Y 4 and osteo­

blast-like cell MC3T3-El showed obvious difference in cell morphology, MC3T3-El cells were spindle-shaped with 

few short dendrites , however, MLO-Y 4 cells were star-shaped or dendrite-shaped with more dendrites . The dou­

bling time of MC3T3-El cells was 18 h, while that of MLO-Y4 cells was 20 h. RT-PCR showed the expression of 

c-fos and OPN were higher and the expression of OC was lower in MC3T3-El cells than in 岛1LO-Y 4 cells , and there 

was not significant difference of CD44 expression between the two kinds of cells. ALP secretion was higher and M­

CSF secretion was lower in MC3T3-El cells than that in MLO-Y 4 cells. There is not significant difference of NO 

secretion between the two kinds of cells. It can be seen that there were significant differences in cell morphology, 

ALP and M-CSF secretion, expression of c-fos , OPN and OC between MLO-Y 4 cells and MC3T3-Elcells. In bone 

research MLO-Y 4 cells and 岛1C3T3-El cells are often used. According to their different biological characteristics , 

researchers could choose appropriate cell types to in their study. 

Key words osteocyte-like cell MLO-Y4; osteoblast-like cell MC3T3-El; cell morphology; cell functions 
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