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骨细胞铁超载通过INSL3通路抑制成骨细胞成骨

功能对绝经后骨质疏松症的影响的研究
刘少强1  邱雪2  李锐冬1  汪豪1*

(1重庆医科大学附属第二医院骨科关节外科, 重庆 400010; 2重庆市第十三人民医院心内科, 重庆 400000)

摘要      该文探究绝经后骨质疏松症中铁超载是否可引起骨细胞铁死亡及其他功能改变, 影
响其对骨正常生理功能的调控从而引起骨质疏松症的发生, 并明确具体的机制。体外模拟骨细胞

铁超载环境, 使用共培养探究骨细胞铁超载对成骨细胞成骨功能的影响, 使用转录组测序(RNA-
Seq)寻找潜在的信号通路并进行验证。使用去卵巢小鼠模型体内模拟绝经后骨质疏松并进行干

预, 使用组织学和影像学方法对骨皮质和骨小梁情况进行检测, 并检测铁死亡相关分子的变化情

况。体外实验发现, 铁超载可诱导MLO-Y4细胞发生铁死亡。共培养结果表明, 骨细胞铁超载降低

了MC3T3-E1细胞成骨矿化能力, 并抑制了成骨相关蛋白的表达。转录组测序结果表明MLO-Y4细
胞铁超载抑制MC3T3-E1细胞的INSL3通路, 该文通过使用Western blot检测此通路的关键蛋白进行

验证。ELISA检测发现铁超载干预引起MLO-Y4细胞炎症因子分泌增加。体内实验发现, 去卵巢模

型的小鼠股骨骨皮质更薄, 骨小梁更疏松, 免疫组化结果表明其铁死亡水平更高, 而使用去铁胺进

行干预能缓解骨质疏松。骨细胞铁超载能引起骨细胞铁死亡, 并通过成骨细胞的INSL3信号通路

来抑制成骨作用, 从而促进绝经后骨质疏松症的进展。
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The Impact of Osteocytic Iron Overload on Postmenopausal Osteoporosis 
through Inhibiting the Osteoblast Osteogenesis via INSL3 Signaling Pathway
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Abstract       This study aimed to explore whether iron overload in postmenopausal osteoporosis condition 
can induce the ferroptosis and functional changes of osteocyte, thereby affecting its regulation of bone physiology 
and leading to osteoporosis, and to clarify the underlying mechanisms. An in vitro model of osteocytic iron over-
load was established, and co-culture experiments were conducted to examine the effects of osteocyte iron overload 
on the osteoblast osteogenesis. RNA-Seq was used to identify potential signaling pathways followed by validation. 
In vivo studies utilized ovariectomized mice to simulate postmenopausal osteoporosis. Cortex and trabecula were 
evaluated using histological and imaging techniques, along with measurements of ferroptosis-related proteins. In 
vitro, iron overload could induce the ferroptosis of MLO-Y4 cells. Co-culture results showed that osteocytic iron 
overload reduced the osteogenic mineralization ability of MC3T3-E1 cells and suppressed the expression of os-
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teogenic proteins. Transcriptomic sequencing revealed that iron overload of MLO-Y4 cells inhibited the INSL3 
pathway in MC3T3-E1 cells. ELISA detected increased inflammatory cytokines secreted from MLO-Y4 cells under 
iron overload. In vivo, ovariectomized mice exhibited thinner bone cortex and more osteoporotic trabecula. Immu-
nohistochemistry indicated higher ferroptosis level, while deferoxamine intervention alleviated osteoporosis. Osteo-
cytic iron overload can induce ferroptosis, which suppresses the INSL3 signaling pathway in osteoblasts, inhibiting 
osteogenesis and promoting the progression of postmenopausal osteoporosis.

Keywords       postmenopausal osteoporosis; ferroptosis; osteocyte; INSL3 signaling pathway

骨质疏松症 (osteoporosis)是一种常见的骨病 , 
以低骨量和骨微结构的破坏为主要特征。绝经后骨

质疏松症 (postmenopausal osteoporosis, PMOP)是最

常见的骨质疏松的类型之一。绝经后骨质疏松症是

因为绝经后雌激素水平降低 , 从而导致破骨细胞分

化和活性增加 , 骨吸收超过骨形成 , 从而引起骨快速

丢失。这将引起骨矿物密度降低、骨微结构恶化、

骨强度降低, 从而增加脆性骨折的风险[1]。在我国60
岁以上的女性中约有33%患有绝经后骨质疏松症 [2]。

国外的研究表明大约50%的绝经后女性会发生脆性

骨折, 导致疼痛、运动障碍和生活质量下降[3]。因此

预防和治疗绝经后骨质疏松对提升老年女性生活质

量至关重要。

铁死亡 (ferroptosis)是近年来发现的一种不同

于坏死、凋亡、焦亡等方式的细胞程序性死亡方式。

2003年DOLMA等 [4]发现使用小分子化合物 erastin
能够使细胞以一种不同于凋亡的方式死亡。2012
年DIXON等 [5]进一步发现这种新死亡方式可以被

铁螯合剂所抑制 , 但无法被凋亡抑制剂和坏死抑制

剂所抑制 , 因此将这种死亡方式命名为铁死亡。进

一步研究发现 , 铁死亡的细胞分子机制是细胞内过

量的Fe2+通过Fenton反应引起细胞内活性氧水平的

升高 , 从而引起细胞膜和细胞器膜发生脂质过氧

化, 导致膜结构破裂进而导致细胞死亡[6-7]。在绝经

后骨质疏松症中可以检测到骨组织铁死亡水平升

高, 且目前已经证实铁死亡可能发生在骨细胞、成

骨细胞和破骨细胞中[8]。骨细胞铁死亡被证明能

够增强破骨细胞的功能 , 从而促进骨质疏松症的

进展 [9], 而骨细胞铁死亡对成骨细胞功能的调控尚

不明确。

松弛素家族肽 (relaxin family peptide, RXFP)是
松弛素的G蛋白偶联受体 , 松弛素是一种胰岛素样

激素, 具有多种功能, 包括细胞外基质重塑、胶原降

解和基质金属蛋白酶上调 [10]。有研究证明松弛素通

过靶向RXFP-1诱导破骨细胞生成 , RXFP-1在破骨

细胞中表达并由RANKL诱导[11]。INSL3主要由睾丸

间质细胞产生 , 特异性靶向G蛋白偶联受体RXFP2。
INSL3/RXFP2通路被报道可以抑制成骨细胞成骨分

化能力促进骨质疏松症的发生 [12-13]。因此 , 本实验

旨在研究骨细胞铁超载是否可以通过 INSL3通路影

响成骨细胞的成骨功能 , 并通过体内及体外实验对

骨细胞铁超载状况下成骨细胞成骨相关指标进行检

测 , 以期进一步阐述骨细胞铁超载与绝经后骨质疏

松症的关系。

1   材料与方法
1.1   材料

MLO-Y4细胞系购自思泰默生物有限公司 ; 
MC3T3-E1购自中国科学院细胞库 ; α-MEM培养基、

胎牛血清、0.25%胰蛋白酶EDTA购自Gibco公司; 活
性氧检测试剂盒、CCK-8试剂盒购自深圳市白鲨

科技有限公司; 柠檬酸铁铵(ferric ammonium citrate, 
FAC)、去铁胺 (deferoxamine, DFO)、茜素红S染料

购自Sigma-Aldrich公司 ; 所有的ELISA试剂盒均购

自Abcam公司 ; OCN、OPN、Runx2抗体购自Santa 
Cruz公司; 其余抗体购自Proteintech公司。

1.2   细胞培养

MLO-Y4细胞和MC3T3-E1细胞均使用α-MEM
完全培养基(含10% FBS和1%青霉素/链霉素)进行培

养。选取生长状态良好的细胞进行后续实验。当细

胞生长到覆盖80%~90%培养皿时使用胰酶EDTA进

行传代。

1.3   细胞活性检测

将MLO-Y4细胞接种在96孔细胞培养板中, 接种

密度为5×103/孔, 使用不同的干预[不同浓度的FAC(0、
10、20、40、80、160、320 μmol/L)]处理细胞24 h。
然后将细胞用PBS洗涤2次, 然后与含有10% CCK-8溶
液的无血清α-MEM培养基在37 °C孵育1 h。使用酶



2881刘少强等: 骨细胞铁超载通过INSL3通路抑制成骨细胞成骨功能对绝经后骨质疏松症的影响的研究

标仪测量在450 nm波长处的吸光度值并记录。

1.4   ROS水平测定

将MLO-Y4细胞接种于6孔板或共聚焦皿中, 使
用不同浓度的FAC干预1天后 , 将细胞用PBS洗涤2
次, 然后与含有10 μmol/L DCF的无血清α-MEM培养

基在37 °C温育。30 min后 , 用新鲜的无探针培养基

替换染色溶液。使用共聚焦显微镜 (FV3000, Olym-
pus, 德国)观察细胞。并使用流式细胞仪(CytoFLOX, 
Beckman Coulter, 美国 )进行检测 , 使用FlowJo软件

(FlowJo LLC, 美国)进行后续分析。

1.5   透射电子显微镜(TEM)观察MLO-Y4细胞线

粒体结构

培养MLO-Y4细胞至对数生长期 (70%~80%融

合度), 并用FAC干预MLO-Y4细胞24 h后, 使用PBS
洗涤细胞2次, 胰酶在37 °C消化2 min, 1 200 r/min 4 °C
离心10 min收集细胞, 然后用2.5%戊二醛固定并于

4 °C下过夜。根据标准程序预处理细胞 , 包括乙醇

梯度脱水、树脂渗透、包埋与聚合、超薄切片、铀

铅双染色。在透射电子显微镜(JEM-1400, JEOL, 日
本)上观察线粒体的超微结构。

1.6   条件培养基收集

将MLO-Y4细胞分别在α-MEM完全培养基、含

有FAC的α-MEM完全培养基, 含有DFO的α-MEM完

全培养基 , 含有FAC和DFO的α-MEM完全培养基中

培养24 h后, 用PBS洗涤细胞2次, 随后四组都加入新

的α-MEM完全培养基, 培养24 h后收获条件培养基, 
用于后续实验。

1.7   ELISA检测MLO-Y4细胞分泌的细胞因子浓度

收集四组条件培养基后以3 000 r/min在4 °C离
心10 min后取上清液。在抗体预包被的微孔中 , 依
次加入标本、标准品、HRP标记的检测抗体 , 经过

37 °C温育15 min, 并彻底洗涤, 用底物TMB显色, 用酶

标仪在450 nm波长下测定吸光度值, 计算样品浓度。

1.8   茜素红染色

将MC3T3-E1细胞接种于24孔板中 , 接种密度

为 2×104/孔 , 经过成骨诱导分化 14天后 , 将细胞用

PBS洗涤2次 , 并用4%多聚甲醛室温下固定30 min。
用茜素红溶液在室温下将细胞染色30 min。染色后, 
用去离子水洗涤细胞 2次。在倒置显微镜下观察拍

照, 使用ImageJ软件对矿化结节进行定量分析。

1.9   转录组测序(RNA-Seq)
将MC3T3-E1细胞接种在6孔板中 , 接种密度为

1×105/孔 , 培养基组成为50%的条件培养基和50%的

α-MEM完全培养基。当细胞生长到覆盖 80%~90%
培养皿时 , 将培养基改为成骨分化培养基。成骨分

化培养3天之后, 去除培养基, 使用PBS洗涤之后, 使
用Trizol提取总RNA, 构建 cDNA文库后 , 使用 Illu-
mina测序平台进行测序。测序过程由武汉迈维代谢

生物科技公司完成。

1.10   Western blot检测蛋白表达情况

收集处理后的细胞 , 使用RIPA裂解液进行裂

解 , 提取总蛋白 , 使用BCA法测定蛋白浓度。配制

分离胶以及浓缩胶 , 按每个加样孔约 20 μg蛋白量

上样。电泳后转膜到孔径为0.45 μm的PVDF膜上 , 
使用 5%脱脂奶粉 4 °C封闭过夜后将膜放入相应

的一抗 (OCN: sc-74495, Santa Curz Biotechnology, 
 ;000 3׃OPN: 22952-1-AP, Proteintech Group, 1 ;100׃1
Runx2: 20700-1-AP, Proteintech Group, 1000 1׃; ALP: 
sc-365765, Santa Curz Biotechnology, 1000 5׃; SL-
C7A11: 26864-1-AP, Proteintech Group, 1000 3׃; HO-
1: 10701-1-AP, Proteintech Group, 1000 3׃; GPX4: 
67763-1-Ig, Proteintech Group, 1000 3׃; Ferritin: 
60875-5-Ig, Proteintech Group, 1000 5׃; PKA: #4782, 
Cell Signaling Technology, 1000 1׃; pPKA: #4781, 
Cell Signaling Technology, 1000 1׃; MEK: 67872-
1-Ig, Proteintech Group, 1000 10׃; pMEK: 81304-
1-RR, Proteintech Group, 1000 10׃; ERK: 66192-1-
Ig, Proteintech Group, 1000 10׃; pERK: 80031-1-RR, 
Proteintech Group, 1000 5׃; β-Tubulin: 80713-1-RR, 
Proteintech Group, 1000 10׃)中 , 在 4 °C环境中摇床

孵育过夜。室温孵育二抗(1000 1׃) 1 h后, 使用化学

发光成像系统(ChemiDoc Go, Bio-Rad, 美国)进行曝

光。使用ImageJ对蛋白表达进行定量分析。

1.11   建立小鼠骨质疏松症模型

该动物研究方案经过重庆医科大学附属第二

医院实验动物管理和使用委员会审核通过 , 伦理编

号为: IACUC-SAHCQMU-2024-00080。本研究使用

32只11周龄雌性C57/BL6小鼠[购自重庆恩彼生物科

技有限公司 , 生产许可证号 : SCXK(湘 )2021-0002]。
将小鼠随机分为四组 , 每组8只 , 分别进行假手术操

作 (Sham组 )、假手术操作及DFO干预 (DFO组 )、去

卵巢手术操作 (OVX组 )、去卵巢手术操作及DFO干

预 (OVX+DFO组 )。OVX组和OVX+DFO组的小鼠

在戊巴比妥钠麻醉下进行双侧卵巢切除术以诱导绝
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经后骨质疏松症 , Sham组和DFO组做同一切口 , 但
仅切除卵巢上方的脂肪团。麻醉方式为用 1%戊巴

比妥钠按 0.1 mL/10 g剂量进行腹腔注射。所有小

鼠术后恢复 7天 , DFO组和OVX+DFO组腹腔注射

DFO(100 mg/kg, 每3天注射1次, 持续8周)。Sham组

和OVX组小鼠腹腔内注射生理盐水作为对照。最后

通过过量吸入CO2对小鼠进行安乐死操作 , 并分离

股骨用于进一步研究。

1.12   micro-CT分析

1.2步骤中分离得到的小鼠股骨使用 micro-
CT[VNC-102, 平生医疗科技(昆山)有限公司]进行扫

描, 扫描电压为90 KV, 电流为0.09 mA, 扫描精度为

10 μm。对生长板上方0.5 mm, 高度为2 mm的区域

内的骨小梁和骨皮质进行进一步分析。分析指标包

括骨体积分数 (bone volume fraction, BV/TV)、骨矿

物质密度 (bone mineral density, BMD)、骨小梁间距

(trabecular separation, Tb.Sp)、骨小梁数量 (trabecu-
lar number, Tb.N)、骨小梁厚度 (trabecular thickness, 
Tb.Th)、骨小梁连接密度(connectivity density, Conn.
D)、皮质骨厚度 (cortical thickness, Ct.Th)、皮质骨

面积(cortical area, Ct.ar)、皮质骨总面积(total cross-
sectional area, Tt.ar)、皮质骨面积与总面积比值(cor-
tical area fraction, Ct.ar/Tt.ar)。
1.13   HE染色及Masson染色

股骨使用4%的多聚甲醛在4 °C固定24 h, 经脱

钙一周后进行石蜡包埋切片 , 切片厚度为4 μm。切

片经常规操作二甲苯脱蜡 , 梯度酒精水化至蒸馏

水。HE先使用苏木精室温染色(8 min), 伊红复染

(2 min)。Masson用苏木精染细胞核 (5 min), 丽春红

染浆液 (10 min), 苯胺蓝进行胶原纤维染色 (5 min)。
最后使用梯度酒精脱水 , 二甲苯透明 , 中性树胶封

片。使用正置显微镜进行观察并拍照。

1.14   免疫组织化学分析

股骨标本经脱钙、包埋、切片后 , 将切片烘

烤、二甲苯脱蜡后 , 使用梯度乙醇进行水化 (100%、

95%、80%和75%, 各5 min)。使用微波法进行抗原

修复后 , 使用 3% H2O2阻断内源性过氧化物酶活性

10 min, 将样本与5% BSA在室温下孵育30 min以消

除非特异性染色。将样品与谷胱甘肽过氧化物酶

4(glutathione peroxidase 4, GPX4)抗体(1500׃)在4 °C
孵育过夜 , 然后将样品与生物素化二抗 在(100׃1)
37 °C孵育30 min。将样品在室温下用DAB染色25 s, 

并在室温下用苏木精复染 5 min。使用正置显微镜

进行观察并拍照。

1.15   统计学分析

每个实验均进行3次独立的重复实验。数据表

示为平均值±标准差 (x
_
±s)。多组数据使用单因素方

差分析 (ANOVA)进行比较 , 然后使用Bonferroni多
重比较进行多组数据之间的相互比较。P<0.05被认

为具有统计学差异。所有统计分析均使用GraphPad 
Prism 10(GraphPad Software, 美国)进行分析作图。

2   结果
2.1   铁超载可诱导MLO-Y4细胞发生铁死亡

首先 , 我们使用CCK-8实验验评估后续干预

MLO-Y4细胞的 FAC和DFO的浓度。使用不同浓

度的FAC单独干预MLO-Y4细胞 , 在干预24 h之后 , 
CCK-8结果表明FAC能显著抑制MLO-Y4细胞的活

性, 且随着FAC浓度升高细胞活性降低。当FAC浓度

达到40 μmol/L时 , 组间出现统计学差异 (P<0.05, 图
1A), 因此我们选择此浓度进行后续实验。固定FAC
浓度的同时加入不同浓度的DFO进行共同进行干预, 
CCK-8结果显示, 不同浓度的DFO也以剂量依赖性方

式降低了MLO-Y4细胞活力 , DFO浓度为40 μmol/L
时出现统计学差异 (P<0.01, 图1B)。在后续实验中 , 
我们使用的FAC和DFO的浓度分别为40 μmol/L和
20 μmol/L。

为了证明铁超载可以引起MLO-Y4细胞的铁死

亡 , 我们分别从线粒体形态、铁死亡相关蛋白的表

达和活性氧三个方面对铁死亡水平进行检测。线粒

体形态的变化被认为是铁死亡的关键特征 , 我们发

现在FAC处理的MLO-Y4细胞中能观察到线粒体皱

缩、膜密度增加和线粒体嵴减少 , 而DFO干预能部

分逆转线粒体的这些变化(图1C)。使用Western blot
来检测铁死亡相关蛋白的表达情况 , 结果表明FAC
干预能降低SLC7A11、HO-1、GPX4的表达水平 , 
提升Ferritin的表达水平 (图1D~图1E)。活性氧检测

显示 , FAC干预提升了MLO-Y4细胞中活性氧的水

平 , 且随着FAC干预浓度增加 , 活性氧含量升高 (图
1F~图1H)。上述结果表明铁超载能够导致MLO-Y4
细胞发生铁死亡。

2.2   MLO-Y4细胞铁超载抑制MC3T3-E1细胞成

骨分化

为了进一步明确MLO-Y4细胞铁超载对成骨细
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胞分化的影响 , 我们使用共培养的方式进行研究。

收集不同方式干预的MLO-Y4细胞的条件培养基 , 
并将其用于MC3T3-E1细胞的成骨分化诱导, 再使用

茜素红S染色评价成骨分化的情况。结果显示, 成骨

诱导14天后, FAC处理的MLO-Y4细胞的条件培养基

能抑制MC3T3-E1细胞的成骨分化, 而DFO能部分缓

解这种抑制作用(图2A和图2B)。使用Western blot检
测MC3T3-E1细胞成骨相关蛋白的表达情况, FAC干
预的条件培养基能抑制MC3T3-E1细胞ALP、OPN、

OCN和Runx2蛋白的表达 , 而DFO共同干预的培养

基则能缓解对上述蛋白的抑制 (P<0.05, 图 2C和图

2D)。

MLO-Y4细胞通过分泌作用抑制MC3T3-E1细
胞的成骨分化。我们使用ELISA对MLO-Y4分泌的

细胞因子进行检测 , 发现铁超载环境下MLO-Y4细
胞分泌的炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α水平升高

(P<0.001), 而Sclerostin、IGF-1在各组之间未见明显

差异 , 这说明MLO-Y4细胞可能通过分泌炎症因子

抑制MC3T3-E1细胞的成骨分化(图2E)。
2.3   MLO-Y4细胞铁超载可能通过INSL3通路抑

制MC3T3-E1细胞成骨分化

通过转录组测序进一步探索MLO-Y4细胞铁超

载通过分泌作用对MC3T3-E1细胞的影响 , 铁超载

组和对照组相比有69个基因的表达存在显著性差异
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A: 不同浓度的FAC(0、10、20、40、80、160、320 μmol/L)干预24 h对MLO-Y4细胞活力的影响; B: 40 μmol/L FAC和不同浓度的DFO(0、5、
10、20、40、80、160 μmol/L)干预24 h对MLO-Y4细胞活力的影响; C: MLO-Y4细胞的代表性TEM图像(蓝色箭头: 正常线粒体。红色箭头: 异
常线粒体); D: MLO-Y4细胞在铁超载(40 μmol/L FAC)情况下铁死亡相关蛋白表达情况代表性蛋白质印迹图; E: MLO-Y4细胞铁死亡相关蛋白

表达水平的定量分析; F: 不同浓度的FAC(0、20、40、80 μmol/L)干预后MLO-Y4细胞DCF染色的代表性共聚焦图像; G、H流式细胞术分析用于

定量不同浓度的FAC(0、20、40、80 μmol/L)干预后MLO-Y4细胞中的ROS水平。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, 与对照组

(0 μmol/L FAC)相比。

A: effects of different concentrations of FAC (0, 10, 20, 40, 80, 160, 320 μmol/L) on the viability of MLO-Y4 cells after treatment of 24 h; B: effects of 
40 μmol/L FAC combined with different concentrations of DFO (0, 10, 20, 40, 80, 160 μmol/L) on the viability of MLO-Y4 cells after treatment of 24 h; 
C: representative TEM images of MLO-Y4 cells (blue arrow: normal mitochondria; red arrow: abnormal mitochondria); D: representative Western 
blot images for ferroptosis-related proteins in MLO-Y4 cells under iron overload (40 μmol/L FAC); E: quantitative analysis for the expression of 
ferroptosis-related proteins in MLO-Y4 cells; F: representative confocal images of DCF-stained MLO-Y4 cells after different concentrations (0, 20, 
40, 80 μmol/L) FAC treatment; G,H: flow cytometric analysis for quantifying ROS levels in MLO-Y4 cells after different concentrations (0, 20, 40, 
80 μmol/L) FAC treatment. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs control group (0 μmol/L FAC).

图1   铁超载可诱导MLO-Y4细胞发生铁死亡, DFO干预可以部分逆转铁死亡

Fig.1   Iron overload treatment induced the ferroptosis of MLO-Y4 cells, and DFO treatment partially alleviated ferroptosis

续图1
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A: 茜素红S染色的代表性图像; B: 茜素红S染色阳性面积的定量分析; C: 骨桥蛋白(OPN)、ALP、骨钙素(OCN)和Runx2的代表性蛋白质印迹

图像; D: MC3T3-E1细胞中ALP、OPN、OCN和Runx2蛋白表达水平的定量分析; E: ELISA检测铁超载环境下MLO-Y4细胞分泌的细胞因子。

**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, 与control组比较; # P<0.05, ## P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.000 1, 与FAC组比较。ns表示无统计学差异。

A: representative images of Alizarin Red S staining; B: quantitative analysis of Alizarin Red S-positive areas; C: representative Western blot images of 
OPN, ALP, OCN, and Runx2 in MC3T3-E1 cells; D: quantitative analysis for the expression of OPN, ALP, OCN, and Runx2 in MC3T3-E1 cells; E: 
measurement of inflammatory cytokines secreted by MLO-Y4 cells using ELISA. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs control group; #P<0.05, 
##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.000 1 vs FAC group; ns: not significant.

图2   MLO-Y4细胞铁超载抑制MC3T3-E1细胞成骨分化, DFO干预可以缓解抑制作用

Fig.2   Iron overload treated MLO-Y4 cells inhibited the osteoblastic differentiation of MC3T3-E1 cells, 
and DFO treatment partially alleviated the inhibition
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(图3A和图3B)。对差异基因进行KEGG和GO富集

分析 (图3C和图3D), KEGG富集分析结果显示 , Re-
laxin信号通路存在显著差异 , GSEA分析进一步表

明, 在铁超载共培养时Relaxin通路受到明显抑制(图
3E)。

检索相关文献发现 , Relaxin信号通路主要通过

INSL3介导对成骨细胞的作用。在 INSL3干预的情

况下, 使用MLO-Y4细胞的条件培养基进行干预, 并
使用Western blot检测PKA、MEK、ERK蛋白的磷

酸化情况。结果发现在INSL3的干预下, FAC干预的

条件培养基能够抑制PKA、MEK和ERK的磷酸化 , 
而DFO共同干预的条件培养基能够部分缓解抑制作

用 (图3F和图3G)。这说明MLO-Y4细胞铁超载可能

通过INSL3通路抑制MC3T3-E1的成骨分化。

2.4   micro-CT发现小鼠去卵巢可诱发骨质疏松

症, DFO可缓解骨质疏松症

去除小鼠双侧卵巢建立绝经后骨质疏松症动

物模型 , 并使用DFO干预进行相应治疗。取股骨远

端进行micro-CT扫描 , 并进行3D重建。股骨远端的

3D重建图像显示 , OVX组的小鼠股骨远端表现出

更薄的皮质骨和更薄、更疏松、更小的骨小梁 , 而
DFO干预显著增加了骨皮质的厚度和骨小梁数量

(P<0.001, 图4A)。对股骨远端的骨皮质和骨小梁的

参数进行定量分析 , 和Sham组相比 , OVX组表现出

较低的骨体积分数(BV/TV)、骨矿物质密度(BMD)、
骨小梁数量 (Tb.N)、骨小梁厚度 (Tb.Th)、骨小梁

连接密度 (Conn.D)、皮质骨厚度 (Ct.Th)、皮质骨面

积 (Ct.ar)、皮质骨面积与总面积比值 (Ct.ar/Tt.ar)和
较高的骨小梁间距 (Tb.Sp)。而DFO治疗显著抑制

了OVX干预引起的骨体积分数 (BV/TV)、骨矿物

质密度 (BMD)和骨小梁厚度 (Tb.Th)的降低或减小

(P<0.05, 图4B~图4K)。
2.5   HE及Masson染色观察到去卵巢小鼠体内骨

质疏松的发生, DFO能抑制骨质疏松发展

股骨远端进行脱钙并切片染色, 首先通过HE染
色和Masson染色评估股骨远端骨组织的形态学变

化。与micro-CT的结果相似 , OVX组中能观察到更

薄的皮质骨和更稀疏的骨小梁 , DFO治疗则可使骨

皮质厚度增加和骨小梁数量增加(图5A)。
2.6   小鼠去卵巢可诱发铁死亡, 铁死亡抑制剂

DFO可降低铁死亡水平

使用免疫组化检测骨组织中GPX4的表达情况

来评价骨组织中细胞铁死亡的程度。与Sham组相

比 , OVX降低了GPX4的表达水平 , 而DFO处理则

显著增加了OVX组小鼠体内GPX4阳性细胞的比例

(P<0.001, 图5B和图5C)。上述动物实验结果综合表

明, OVX干预提升了骨组织中细胞的铁死亡水平, 而
DFO干预减缓了OVX干预引起的铁死亡进程 , 从而

发挥了抗骨质疏松症的作用。

3   讨论
越来越多的研究表明铁死亡与骨质疏松症的

发生发展具有密切关系[14-18]。骨组织中的成骨细胞、

破骨细胞及骨细胞均可发生铁死亡。目前的研究绝

大多数侧重于成骨细胞及破骨细胞铁死亡与骨质疏

松症的关系 , 而关于骨细胞铁死亡与骨质疏松症的

研究较少。骨细胞是骨骼中数量最多的细胞 , 占细

胞总数的90%, 人体内大约有420亿个骨细胞 , 平均

半衰期为25年 [19]。既往的经验认为骨细胞是休眠细

胞 , 不参与或调节骨形成和骨吸收代谢。近些年的

研究发现 , 骨细胞通过延伸到骨表面的树突形成复

杂的网络 , 使骨细胞与其他细胞联系起来。而且骨

细胞被发现是一种多功能的内分泌细胞 , 可以分泌

众多的细胞因子包括炎症因子、RANKL、M-CSF、
OPG等 [20-21], 来调节骨代谢。骨细胞通过不同的信

号轴与破骨和成骨细胞沟通 , 包括RANKL/OPG轴

和SOST/Dkk1/Wnt轴等[22]。

为了探究骨细胞铁超载在骨质疏松中症的作

用 , 我们使用FAC干预MLO-Y4细胞来体外模拟铁

超载环境 , 并通过各种实验来验证MLO-Y4细胞发

生铁死亡。铁死亡在生物学特性方面变现为胱氨

酸 /谷氨酸逆向转运蛋白 (System Xc–)活性降低以及

Fe2+和活性氧的异常积累。在细胞形态学上, 铁死亡

主要表现为细胞变小、变圆 , 线粒体皱缩、线粒体

嵴减少或消失、线粒体膜密度增加等 [23-24]。我们通

过电镜观察到了FAC干预后骨细胞发生典型的铁死

亡细胞形态变化 , 流式细胞术也检测到了骨细胞中

ROS的异常积累。我们的Western blot结果显示SL-
C7A11、HO-1、GPX4蛋白表达水平下降, 而Ferritin
蛋白的表达量增加。SLC7a11是一种多通道跨膜蛋

白 , 介导系统System Xc–中的胱氨酸 /谷氨酸反向转

运蛋白活性, 在抑制铁死亡方面发挥着重大重要[25]。

GPX4通过催化GSH依赖的高反应性脂质氢过氧化

物还原为非反应性脂质醇 , 限制脂质过氧化的能力 , 
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以保护细胞免受膜脂质过氧化作用, 目前GPX4已成

为铁死亡的主要内源性抑制剂 [26]。缺氧也与铁死亡

密切相关, 缺氧可通过Nrf2/HO-1信号通路促进铁浓

缩 [27]。铁蛋白Ferritin作为参与调节体内铁稳态的重

要蛋白之一, 当细胞体内发生铁超载时, 其往往会代

偿性增加 , 因为其是体内存储铁的主要形式。近来

已有研究表明核受体共激活因子4(nuclear receptor 
coactivator 4, NCOA4)可介导细胞铁蛋白的自噬降

解, 二者结合会释放出游离铁, 大量的铁离子通过芬

顿反应促进脂质过氧化反应, 最终引发铁死亡[28]。

后续为了研究骨细胞铁超载是否可以影响成

骨细胞的成骨分化能力 , 我们使用间接共培养技术

证实了MLO-Y4骨细胞铁超载的条件培养基可以抑

制MC3T3-E1细胞的成骨分化。为了进一步明确骨

细胞铁超载通过何种机制或信号通路影响成骨细胞

的成骨能力 , 我们进行了ELISA实验和转录组测序。

ELISA检测铁超载环境下骨细胞MLO-Y4分泌的细

胞因子 , 结果发现炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α水
平升高, 而Sclerostin、IGF-1水平在各组间未见明显

差异 , 表明其可能是通过炎症因子来作用于成骨细

胞的。通过转录组测序和Wsterne blot验证 , 我们发

现了INSL3信号通路是其关键作用通路。INSL3通路

在2008年被报道与人成骨细胞的成骨分化相关 [12]。

FERLIN等 [12]发现 INSL3受体RXFP2基因突变的年

轻男性尽管他们的睾酮血浆水平在正常范围内 , 但
有骨量减少和骨质疏松的风险。与人类表型一致 , 
RXFP2–/–的小鼠腰部和股骨部位的骨组织形态计量

学和micro-CT分析显示骨量减少, 骨小梁改变, 矿化
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A: 差异基因火山图; B: 差异基因聚类热图; C: KEGG富集气泡图; D: GO富集气泡图; E: Relaxin通路的GSEA富集通路图; F: MC3T3-E1细胞中

PKA、MEK和ERK的总蛋白和磷酸化蛋白的代表性蛋白质印迹图像; G: MC3T3-E1细胞中PKA、pPKA、MEK、pMEK、ERK、pERK蛋白表

达水平的定量分析。**P<0.01, ***P<0.001, 与control组比较; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, 与FAC组比较。

A: volcano plot of differentially expressed genes; B: heatmap of differentially expressed genes; C: KEGG enrichment bubble plot; D: GO enrichment 
bubble plot; E: GSEA enrichment plot of Relaxin signaling pathway; F: representative Western blot images of total and phosphorylated proteins of PKA, 
MEK, and ERK in MC3T3-E1 cells; G: quantitative analysis of the phosphorylation levels of PKA, MEK, and ERK in MC3T3-E1 cells. **P<0.01, 
***P<0.001 vs control group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs FAC group.

图3   MLO-Y4细胞铁超载可能通过INSL3通路抑制MC3T3-E1细胞成骨分化

Fig.3   Iron overload treated MLO-Y4 cells may inhibit the osteoblastic differentiation of MC3T3-E1 cells through INSL3 pathway

续图3
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A: 皮质骨、松质骨和股骨远端的代表性3D重建图像; B~K: 股骨远端的骨小梁和骨皮质相关参数的定量分析包括骨体积分数(BV/TV)、骨矿

物质密度(BMD)、骨小梁数量(Tb.N)、骨小梁厚度(Tb.Th)、骨小梁间距(Tb.Sp)、骨小梁连接密度(Conn.D)、皮质骨厚度(Ct.Th)、 皮质骨面积(Ct.
ar)、皮质骨总面积(Tt.ar)、皮质骨面积与总面积比值(Ct.ar/Tt.ar)。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, 与Sham组比较; #P<0.05, 
##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.000 1, 与OVX组比较。

A: representative 3D reconstructed images of cortical bone, trabecular bone, and distal femur region; B-K: quantitative analysis of cortical and tra-
becular bone parameters in the distal femur region, including bone volume fraction (BV/TV), bone mineral density (BMD), trabecular number (Tb.
N), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular separation (Tb.Sp), connectivity density (Conn.D), cortical layer thickness (Ct.Th), cortical area (Ct.ar), 
total cross-sectional area (Tt.ar), cortical bone area fraction (Ct.ar/Tt.ar). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs Sham group; #P<0.05, 
##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.000 1 vs OVX group.

图4   通过影像学方法对铁超载干预的小鼠的骨质疏松程度进行评估

Fig.4   Radiological analysis of the degree of osteoporosis in iron overload-treated mice
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A: HE和Masson染色的代表性图像; B: GPX4的免疫组织化学染色的代表性图像; C: GPX4阳性的细胞定量分析。****P<0.000 1, 与Sham组比较; 
##P<0.01, 与OVX组比较。

A: representative HE and Masson staining images; B: representative IHC staining images for GPX4; C: quantitative analysis of GPX4-positive cells. 
****P<0.000 1 vs Sham group; ##P<0.01 vs OVX group.

图5   通过组织学方法对铁超载干预的小鼠的骨质疏松及铁死亡程度进行评估

Fig.5   Histological analysis of the degree of osteoporosis and ferroptosis in iron overload-treated mice
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表面面积减少 , 并且有功能性成骨细胞损伤。FER-
LIN等[13]在后续研究中, 进一步证明了INSL3/RXFP2
系统不仅通过 cAMP而且可以通过激活MAPK途径

对人成骨细胞发挥作用。本研究证明了骨细胞铁超

载能通过分泌作用抑制成骨细胞 INSL3信号通路从

而促进骨质疏松症的发生。

目前绝经后骨质疏松症在动物上采用去卵巢

小鼠模型来模拟 , OVX小鼠可发生明显的骨质疏松

症与铁死亡 [29-30]。与上述结果相似 , 我们发现OVX
组的小鼠发生了骨质疏松症 , 同时通过免疫组化检

测股骨远端骨组织中GPX4的水平 , 发现OVX组小

鼠体内铁死亡水平升高。绝经后骨质疏松症的患者

的骨组织中往往伴随着铁超载 [31], 堆积在骨组织中

的铁能够影响骨形成和骨吸收之间的平衡 , 从而引

起骨质疏松症。XUE等 [32]则发现去卵巢小鼠中破骨

细胞发生铁死亡且破骨活性增强 , 而乌头碱可以通

过抑制NF-κB通路减轻铁浓缩和抑制破骨细胞介导

的骨吸收, 从而改善骨质疏松症。除此之外, 众多研

究利用测序分析发现了许多调控铁代谢的基因可能

与绝经后骨质疏松症的发生发展有关[33-35]。

目前已有少量研究探讨了骨细胞铁超载的条

件培养基对破骨细胞与成骨细胞的影响。YANG
等 [36]通过体外实验证明了铁超载诱导的骨细胞凋

亡通过增加骨细胞RANKL的产生刺激破骨细胞分

化。MA等 [37]发现FAC增强MLO-Y4细胞SOST和
RANKL/OPG的表达能力 , 同时骨细胞铁死亡的条

件培养基抑制成骨细胞的成骨能力 , 并刺激破骨细

胞分化。此外, JIANG等[9]发现Nrf2信号通路是骨细

胞铁浓缩的核心调节因子。抑制 Nrf2在高铁环境中

导致骨细胞铁浓缩。Nrf2的抑制直接导致骨细胞中

RANKL的高表达 , 这是骨细胞介导的破骨细胞过

度活化的关键原因。研究已经证实RANKL主要由

骨细胞分泌 , 其对于破骨细胞形成和骨重塑至关重

要 [38-39]。本实验只研究了骨细胞铁超载对成骨细胞

的影响, 而未对破骨细胞的影响进行进一步研究, 我
们后续将进一步对此进行探索。综上 , 和传统的观

点认为骨细胞是休眠细胞不同 , 骨细胞也是预防和

治疗铁超载引起的骨质疏松症症的重要靶点。

本研究也存在局限性。首先本研究没有使用

激动剂/抑制剂对INSL3对骨质疏松的影响进一步进

行探究, 同时在体内试验没有对此通路进一步研究。

其次在动物实验中 , 我们只明确了骨组织铁死亡的

发生 , 并没有进一步明确发生铁死亡的细胞组成及

铁死亡的程度。这些不足拟在后续的研究中进一步

通过实验明确。

4   结论
本研究表明骨细胞铁超载可以引起骨细胞铁

死亡 , 同时通过分泌作用抑制成骨细胞的成骨分化

能力, 从而导致骨质疏松症, 而这一效应很可能是通

过增加炎症因子的分泌从而抑制 INSL3信号通路实

现的。DFO干预可预防骨细胞铁超载引起的骨质疏

松症。
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