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Ghrelin联合三氧化二砷对骨髓间充质干细胞

增殖与成骨分化的影响
周刘涛  朱雪敏  邓雯*

(河南科技大学动物科技学院, 洛阳 471003)

摘要      该文主要探究Ghrelin对三氧化二砷(As2O3)导致的骨髓间充质干细胞(BMSCs)增殖

和成骨分化的影响。BMSCs设为对照组、As2O3组、Ghrelin组和联合(As2O3+Ghrelin)组。MTT法
检测细胞增殖能力; 成骨诱导的第7天和第14天, Real-time PCR及Western blot分别检测成骨相关

因子OPN、ALP、RUNX2的mRNA及蛋白表达; 第21天, 茜素红染色分析钙盐沉积情况。结果显

示, 细胞增殖能力Ghrelin组>对照组>联合组>As2O3组。与对照组比, As2O3组各因子表达均显著下

调(P<0.05), Ghrelin组第14天OPN蛋白表达无显著变化, 其余因子均上调(P<0.05); 联合组与As2O3

组比, 第14天OPN基因表达和第7天ALP蛋白表达无显著差异, 其余均显著上调(P<0.05)。钙盐

沉积: Ghrelin组>对照组>联合组>As2O3组。提示0.5 μmol/L As2O3 抑制BMSCs增殖和成骨分化, 
600 ng/mL Ghrelin增强细胞增殖和成骨分化; 且Ghrelin能减弱As2O3导致的BMSCs增殖和成骨分

化抑制作用。
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Effects of Combination of Ghrelin and Arsenic Trioxide on the 
Proliferation and Osteogenic Differentiation of Bone 

Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells

ZHOU Liutao, ZHU Xuemin, DENG Wen*
(Henan University of Science and Technology, College of Animal Science and Technology, Luoyang 471003, China)

Abstract       This work was to investigate the effects of Ghrelin on proliferation and osteogenic differentiation 
of BMSCs (bone marrow mesenchymal stem cells) induced by As2O3 (arsenic trioxide). BMSCs were divided into 
four groups: control group, As2O3 group, Ghrelin group and As2O3+Ghrelin group. MTT assay was used to detect 
cell proliferation. Real-time PCR and Western blot were used to detect the levels of OPN, ALP and RUNX2 mRNA 
and protein in BMSCs of different induction groups at day 7, 14 of osteogenesis induction. Alizarin red staining was 
used to analyze the calcium salt deposition of cells in different induction groups at day 21 of osteogenesis induc-
tion. The results showed that the cell proliferation ability of Ghrelin group>control group>combined group>As2O3 
group. Compared with the control group, As2O3 group significantly decreased the mRNA and protein expression of 
osteogenesis-related factors OPN, ALP and RUNX2 (P<0.05). There was no significant change in OPN protein ex-中
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pression on the 14th day in Ghrelin group, and the other factors were up-regulated (P<0.05). Compared with As2O3 
group, the expression of 14th day of OPN and 7th day of ALP in the combined group had no significant difference, 
and the other factors were up-regulated (P<0.05). Calcium deposition: Ghrelin group>control group>combined 
group>As2O3 group. The results showed that 0.5 μmol/L As2O3 could inhibit the proliferation and osteogenic dif-
ferentiation of BMSCs, while 600 ng/mL Ghrelin could promote the proliferation and osteogenic differentiation of 
BMSCs. And Ghrelin could weaken the inhibition of proliferation and osteogenic differentiation of BMSCs induced 
by As2O3 to some extent.

Keywords        BMSCs; Ghrelin; As2O3; proliferation; osteogenic differentiation

三氧化二砷(arsenic trioxide, As2O3)是砒霜的主

要成分, 环境中砷污染主要来源于含砷的工业废水、

废气、废渣的排放以及高砷煤矿废水灌溉。自然

环境中排放的砷污染了土壤和地下水, 进而造成庄

稼和饮用水的污染, 砷相关疾病因受砷的污染而普

遍存在[1]。骨髓间充质干细胞(bone marrow derived 
mesenchymal stem cells, BMSCs)分布在骨髓中, 具
有较强的自我更新潜能, 可分化为成骨细胞、成纤

维细胞、软骨细胞、脂肪细胞和心肌细胞等多种细

胞类型, BMSCs潜在的多向分化能力使其成为组织

修复、免疫调节和细胞治疗的优良材料[2]。研究发现, 
砷暴露不仅导致骨骼中的磷被砷所取代, 而且还抑

制BMSCs的增殖能力和成骨分化能力, 增加骨疾病

的发病率[3]。Ghrelin是一种脑肠肽, 由28个氨基酸

残基组成, 主要由胃产生, 在肠、胰腺、脑垂体、肾

脏和胎盘中也有少量分泌[4]。Ghrelin的生理功能众

多, 有促进生长激素的分泌、刺激食欲、调节能量

代谢、调控细胞增殖和免疫抗炎等功能[5]。研究发现, 
Ghrelin对于细胞增殖以及成骨分化具有一定的促进

作用[6-7]。因此, 本研究通过Ghrelin联合砷作用于绵

羊BMSCs, 进而分析Ghrelin对As2O3导致的BMSCs
增殖能力和成骨分化能力的影响, 为砷污染引起的

骨疾病治疗研究提供新思路。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验材料      绵羊BMSCs来源于河南科技大

学动物科技学院实验中心, 细胞分离培养及鉴定方

法参照文献[8]描述。

1.1.2   主要试剂      完全培养液(89% DMEM/F12+10%
胎牛血清+1%青/链霉素)、0.25%胰酶消化液、成骨诱

导培养液(DMEM/F12+10%胎牛血清+10 mmol/L β-甘
油磷酸钠+20 nmol/L地塞米松+50 μg/mL抗坏血酸)、

茜素红染液购自赛默飞世尔科技有限公司); As2O3购

自中国医药集团有限公司; Ghrelin购自西格玛奥德

里奇贸易有限公司; MTT试剂盒购自北京索莱宝科

技有限公司; 反转录试剂盒、Real-time PCR试剂盒、

蛋白质提取和Western blot检测试剂购自上海生物工

程有限公司; RUNX2抗体、骨桥蛋白(osteopontin, 
OPN)抗体、ALP抗体、β-actin抗体、HRP标记羊抗

兔IgG二抗购自北京博奥森生物技术有限公司。

1.2   方法

1.2.1   绵羊BMSCs的复苏及培养      从液氮中取出

冻存的第2代绵羊BMSCs, 置37 °C水浴中迅速溶解 , 
溶解的细胞悬液, 用4 °C预冷的10%胎牛血清DMEM/
F12溶液进行10倍稀释, 1 500 r/min离心5 min, 弃上清, 
加入适量完全培养基, 轻吹混匀, 接种到细胞培养瓶, 
37 °C、5% CO2条件下培养, 待细胞生长至80%左右, 
0.25%胰酶消化液消化接种, 分组实验。

1.2.2   MTT法测定细胞增殖能力      将第3代绵羊

BMSCs以5×104个/mL的密度接种到96孔板上, 分为

4组, 每组21孔。经查阅文献及预实验, 确定Ghrelin
和As2O3的最佳作用浓度[3,9], 分别按照对照组(完全

培养液)、Ghrelin组(600 ng/mL Ghrelin+完全培养

液)、As2O3组(0.5 μmol/L As2O3+完全培养液)、联合

组 (600 ng/mL Ghrelin+0.5 μmol/L As2O3+完全培养

液)培养细胞, 每3天换液一次, 共培养7天。每天每

组选择3个复孔, 测定在490 nm下的吸光度(D)值, 取
吸光度值均数作为结果, 实验重复3次。

1.2.3   成骨诱导分化      将第3代绵羊BMSCs按照

5×104个细胞/mL的密度接种于6孔板, 分为4组, 每
组15孔(3个培养板)。当细胞达60%融合时, 按照

对照组 (成骨诱导培养液 )、Ghrelin组 (600 ng/mL 
Ghrelin+成骨诱导培养液 )、As2O3组 (0.5 μmol/L 
As2O3+成骨诱导培养液)、联合组(600 ng/mL Ghre-
lin+0.5 μmol/L As2O3+成骨诱导培养液)进行成骨诱
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导, 每3天换液一次, 共诱导21天。

1.2.4   Real-time PCR      根据NCBI公布的基因

(RUNX2、OPN、ALP、β-actin) mRNA序列设计

RUNX2、OPN、ALP、β-actin的特异性引物 , 引物

序列见表 1, 由上海生物工程有限公司合成。采用

Trizol法提取成骨诱导第7天和第14天每组3孔细胞

的RNA, 测定RNA质量和浓度, 质量合格的样品进

行反转录反应, Real-time PCR测定成骨相关因子

RUNX2、OPN、ALP、β-actin的表达情况, β-actin作
为内参, 用2–ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。

1.2.5   Western blot      用RIPA裂解液提取成骨诱导

第7天和第14天每组3孔细胞的总蛋白, 经95 °C变性

5 min后, 取30 μg蛋白样品经10%的SDS-PAGE电泳

分离, 然后转移到PVDF膜上。脱脂奶粉于37 °C摇
床封闭3 h后, 4 °C一抗孵育过夜, 然后用HRP标记

的二抗, 室温孵育1 h, ECL化学发光检测蛋白条带, 
β-actin作为内参。

1.2.6   茜素红染色      成骨诱导的第21天, 用茜素红

染色观察各组细胞钙盐沉积情况, 并对红染面积分

数进行分析。

1.2.7   统计分析      使用GraphPad Prism 6和ImageJ
对数据进行分析, 实验数据以平均值±标准差(x

_
±s)

表示。组间数据比较采用单因素方差分析。当

P<0.05, 差异显著。

2   结果
2.1   Ghrelin联合三氧化二砷对BMSCs增殖能力

的影响

MTT实验结果发现, 与对照组相比, As2O3组在

第1天的吸光度值无显著差异, 而第2、3、4、5、6、
7天的吸光度值均显著下降(P<0.05); Ghrelin组在第

1、5、6、7天的吸光度值无显著差异, 而第2、3、
4天的吸光度值显著升高(P<0.05); 联合组在第1、2、
3、7天的吸光度值无显著差异, 而第4、5、6天的

吸光度值均显著下降(P<0.05)(表2)。与As2O3组比

较, 联合组在第1、2天的吸光度值无显著差异, 而
第3、4、5、6、7天的吸光度值均显著升高(P<0.05)
(表2)。

表1   Real-time PCR引物序列

Table 1   Sequence of primers for Real-time PCR
基因 编号 方向 序列(5ʹ→3ʹ)
Gene ID Direction Sequence (5ʹ→3ʹ)
OPN NM_001009224.1 Forward TGT TGG TTT CTT CGC TGT

Reverse TTC ACT CCA CCT TTC CCT A
ALP XM_027965561.1 Forward GAG CCT TTC CAT CTT CAG TT

Reverse GGG CAT AGA CTT CAA CCA G
RUNX2 XM_027959124.1 Forward AGC AGC AGC AGC AAC AGC AG

Reverse CAC GAC AAC GCA CCA ATG
β-actin XM_004013078.4 Forward TCG CCG ACA GGA TGC AGA AGG

Reverse GCC AGG ATG GAG CCT CCG ATC

表2   MTT法测定各BMSCs组的吸光度值

Table 2   MTT assay was used to detect absorbance value  of each BMSCs group 

天数

Day

D490

对照组 As2O3 组 Ghrelin 组 联合组

Control group As2O3 group Ghrelin group Combined group

1 d 0.156±0.034 0.137±0.024 0.207±0.04 0.144±0.044

2 d 0.367±0.023 0.184±0.007a 0.527±0.037a 0.319±0.036

3 d 0.517±0.04 0.329±0.016a 0.861±0.033a 0.516±0.025b

4 d 0.842±0.029 0.497±0.012a 1.278±0.058a 0.649±0.014ab

5 d 1.131±0.112 0.603±0.023a 1.266±0.063 0.786±0.018ab

6 d 1.312±0.105 0.685±0.034a 1.306±0.124 0.883±0.039ab

7 d 1.316±0.119 0.688±0.024a 1.307±0.106 1.159±0.056b

a: 与对照组比较差异显著(P<0.05); b: 与As2O3组比较差异显著(P<0.05)。
a: significant difference compared with the control group (P<0.05); b: significant difference compared with the As2O3 group (P<0.05).
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2.2   Ghrelin联合三氧化二砷对BMSCs成骨分化

能力的影响

2.2.1   成骨相关因子OPN、ALP、RUNX2的mRNA
表达水平      Real-time PCR结果显示, 与对照组相

比, 在成骨诱导分化的第7天和第14天, OPN、ALP、
RUNX2的表达水平, As2O3组均显著下调(P<0.05), 
Ghrelin组表达水平均呈现显著上调(P<0.05); 联
合组在第7天RUNX2及第14天OPN的表达水平显

著下调(P<0.05), 其他基因表达水平无显著差异

(图1和图2)。与As2O3组相比, 联合组在第7、14天 
ALP、RUNX2及第7天OPN的表达水平均显著上调

(P<0.05), 而第14天OPN的表达水平无显著差异(图 
1和图2)。

2.2.2   成骨相关因子OPN、ALP、RUNX2的蛋白表

达水平      Western blot结果显示, 与对照组比较, 在
第7天和第14天, As2O3组OPN、ALP、RUNX2的表

达水平均显著下调(P<0.05); Ghrelin组在第7天和第

14天, ALP、RUNX2及第7天OPN的表达水平显著上

调(P<0.05), 而第14天OPN的表达水平无显著差异; 
联合组在第7天和第14天, OPN、ALP、RUNX2的
表达水平均无显著差异(图3和图4)。与As2O3组比较, 
联合组在第7天和第14天, OPN、RUNX2及第14天
ALP的表达水平均显著上调(P<0.05), 而第7天 ALP
的表达水平无显著差异(图3和图4)。
2.2.3   茜素红染色分析      采用茜素红染色分析钙

盐沉积发现, 各成骨诱导组细胞均能红染, 但与对

a: 对照组; b: As2O3组; c: Ghrelin组; d: 联合组。*P<0.05, 与对照组比较差异显著;  #P<0.05, 与As2O3组比较差异显著。

a: control group; b: As2O3 group; c: Ghrelin group; d: combined group. *P<0.05, significant difference compared with the control group; #P<0.05, sig-
nificant difference compared with the As2O3 group.

图1   成骨诱导第7天不同组细胞中OPN、ALP、RUNX2 mRNA的表达

Fig.1   Expression of the OPN, ALP and RUNX2 mRNA in different groups at day 7 of osteogenesis induction
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a: 对照组; b: As2O3组; c: Ghrelin组; d: 联合组。 *P<0.05, 与对照组比较差异显著;  #P<0.05, 与As2O3组比较差异显著。

a: control group; b: As2O3 group; c: Ghrelin group; d: combined group. *P<0.05, significant difference compared with the control group; #P<0.05, sig-
nificant difference compared with the As2O3 group.

图2   成骨诱导第14天不同组细胞中OPN、ALP、RUNX2 mRNA的表达

Fig.2   Expression of the OPN, ALP and RUNX2 mRNA in different groups at day 14 of osteogenesis induction
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A: 蛋白免疫印迹图; B: 蛋白相对表达量。a: 对照组; b: As2O3组; c: Ghrelin组; d: 联合组。 *P<0.05, 与对照组比较差异显著; #P<0.05, 与As2O3

组比较差异显著。

A: Western blot; B : relative protein expression. a: control group; b: As2O3 group; c: Ghrelin group; d: combined group. *P<0.05, significant difference 
compared with the control group;  #P<0.05, significant difference compared with the As2O3 group.

图4   成骨诱导第14天不同组细胞中OPN、ALP、RUNX2 蛋白表达水平

Fig.4   Expression of the OPN, ALP and RUNX2 protein in different groups at day 14 of osteogenesis induction

A: 蛋白免疫印迹图; B: 蛋白相对表达量。a: 对照组; b: As2O3组; c: Ghrelin组; d: 联合组。*P<0.05, 与对照组比较差异显著; #P<0.05, 与As2O3组

比较差异显著。

A : Western blot; B: relative protein expression. a: control group; b: As2O3 group; c: Ghrelin group; d: combined group. *P<0.05, significant difference 
compared with the control group;  #P<0.05, significant difference compared with the As2O3 group.

图3   成骨诱导第7天不同组细胞中OPN、ALP、RUNX2 蛋白表达水平

Fig.3   Expression of the OPN, ALP and RUNX2 protein in different groups at day 7 of osteogenesis induction

照组相比, As2O3组细胞钙盐沉积较少(P<0.05), 而
Ghrelin组的钙盐沉积显著高于对照组(P<0.05)(图
5)。联合组的钙盐沉积显著高于As2O3组(P<0.05)
(图5)。

3   讨论
As2O3是一种常见的环境污染物, 流行病学研究

发现砷暴露能增加患骨疾病的风险[10-11]。As2O3最

早被用于研究治疗急性早幼粒细胞白血病。研究发

现, As2O3对于多种类型的肿瘤细胞生长具有一定的

抑制作用[12-13]。YUAN等[14]发现, 小鼠胚胎干细胞经

0.2~0.5 μmol/L As2O3处理后, 细胞凋亡程度不断升

高, 细胞增殖能力受到抑制。Ghrelin 是一种促生长

激素释放肽, 具有广泛的生理功能, 对多种类型细胞

均有促增殖的作用[15-17]。本研究以绵羊BMSCs为实

验对象, 探讨了Ghrelin联合As2O3对细胞增殖和成骨

分化能力的影响。MTT结果显示, 0.5 μmol/L As2O3 

作用于BMSCs后, 从第2天开始对细胞增殖就具有显

著的抑制作用, 即能显著抑制细胞增殖; 600 ng/mL 
Ghrelin作用于BMSCs, 从第2天开始出现显著促细

胞增殖作用, 细胞生长至第4天就达到接触抑制; 而
Ghrelin联合As2O3作用于BMSCs, 在一定程度上减

弱As2O3 对BMSCs的增殖抑制效应, 但并未完全消

除As2O3对细胞增殖的抑制作用, 这可能与Ghrelin
的作用浓度与时间存在一定的关系。推测在一定

范围内, Ghrelin对As2O3所致的增殖抑制具有缓解

作用。

研究发现, Ghrelin不仅可以促进BMSCs的增
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殖, 而且还能促进其向成骨细胞的分化[9]。而浓

度≥2 μmol/L的无机砷能显著降低大鼠颅骨成骨

细胞的分化[18]。0.5 μmol/L As2O3能显著降低体外

BMSCs向成骨细胞分化的能力, 长期暴露于As2O3饮

用水(0.05和0.5 mg/L, 12周)中的大鼠的骨密度显著

降低, 成骨特征性基因RUNX2的表达也显著下调, 并
减弱BMSCs的成骨分化, 显著改变骨的微观结构[3]。

OPN是骨骼矿化细胞外基质的重要组成部分, 在骨

细胞、成骨细胞和软骨细胞等多种细胞类型中均有

表达, 并参与骨形成和骨重建过程, 也是成骨细胞的

标志物[19-20]。ALP在骨骼中分布广泛, 在成骨细胞膜

上表达丰富, 参与基质矿化等过程, 因而常被作为检

测成骨细胞数量的一个指标[21]。RUNX2是一种调节

骨形成的主要转录因子, 参与形成功能完整的成骨

细胞[22-23]。ADHAMI等[24]研究发现, RUNX2缺失小

鼠在发育过程中, 成骨细胞标志物的基因表达减少, 
细胞外基质中胶原的装配受损, 导致骨骼的硬度和

结构完整性降低, 骨形成减少。本研究探讨了Ghre-
lin联合As2O3对BMSCs成骨分化的影响作用。结果

显示, 与对照组相比, 0.5 μmol/L As2O3 作用于成骨

诱导的BMSCs, 不同时间均显著下调成骨相关因子

OPN、ALP、RUNX2的mRNA和蛋白表达水平, 钙
盐沉积减少; 而600 ng/mL Ghrelin单独作用于成骨

诱导的BMSCs, 成骨相关因子OPN、ALP、RUNX2
的mRNA和蛋白表达水平总体呈现上调, 钙盐沉积

增多; 结果提示, 0.5 μmol/L As2O3抑制了BMSCs的
成骨分化过程, 而600 ng/mL Ghrelin对成骨分化具

有促进作用。Ghrelin联合As2O3作用于成骨诱导的

BMSCs, 表现为Ghrelin在一定程度上减弱As2O3所致

的成骨分化抑制作用。

WU等[25]证实, BMSCs的成骨分化受ERK相关

信号通路调控。 As2O3在BMSCs成骨细胞分化过程

中激活ERK, 而ERK抑制剂PD98059显著逆转As2O3

抑制成骨细胞分化过程, 提示砷可能通过ERK相关

的信号途径抑制成骨细胞的形成[3]。而YE等[9]发现

Ghrelin能通过ERK信号通路促进BMSCs的成骨分

化过程。那么, Ghrelin联合As2O3作用于成骨诱导的

BMSCs, 是否通过ERK信号通路来促进绵羊BMSCs
的成骨分化过程, 还有待进一步研究。Ghrelin联合

As2O3在成骨诱导分化过程中存在什么样的互作效

应, 也将是我们进一步研究的重点。
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