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·基础论著·

高效抗逆转录病毒治疗对骨髓间

充质干细胞向成骨细胞分化的影响
权学民 1  张强 1  高峥嵘 1  赵昌松 1  赵汝岗 1  王晶晶 2  刘琨 3  陈宗锋 3

【摘要】目的  观察高效抗逆转录病毒药物血清干预骨髓间充质干细胞（BMSC）增殖及成骨

分化的研究，探讨抗病毒药物对骨代谢的影响。方法  采用3种HAART药物分别制备药物血清干预

BMSC增殖及分化，CCK法检测细胞增殖情况，碱性磷酸酶、钙茜素及油红O染色观察细胞成骨、成

脂分化，PCR检测BMSC向成骨分化过程中Runx 2和OPG基因表达水平。结果  替诺福韦酯药物血清组

与大鼠血清组比较，药物血清干预72 h时（A72 h）值差异具有统计学意义（F = 15.42、P = 0.004）。

BMSC成骨诱导分化试验中，与对照组比较药物血清组干预组碱性磷酸酶染色阳性细胞减少，茜素红

染色钙结节减少，其中替诺福韦酯药物血清组改变最为显著，而且成脂诱导分化中与对照组比较成脂

样细胞增多。BMSC成骨诱导分化，PCR检测与对照组比较替诺福韦酯药物血清组Runx 2表达减少，

OPG表达增加（F = 11.81、P = 0.026，F = 10.14、P = 0.033）。结论  HAART药物可能抑制BMSC增
殖和成骨分化，其中替诺福韦酯的影响最为显著。
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【Abstract】 Objective  To investigate the intervention of three high active antiretroviral therapy (HAART) 
drugs serum on proliferation and osteogenic differentiation of bone mesenchymal stem cell (BMSCs), and explore 
the effects of HAART drugs on bone metabolism. Methods  Rats’ serums containing three kinds of HAART drug 
were prepared to intervene the culture and differentiation of BMSCs. Proliferation of BMSCs was measured by 
CCK assay. Alkaline phosphatase, calcium alizarin and oil red O staining were used to observed the differentiation 
of cells osteogenesis and adipogenesis. The levels of gene expression of Runx 2 and osteoprotegerin (OPG) in 
the osteogenetic differentiation of BMSCs were tested by RT-PCR. Results  Compared with the rat serum group, 
A72 h value of three kinds of drug serum group were significantly different (F = 15.42, P = 0.004). Compared 
with the control group, alkaline phosphatase positive cells which reflected osteogenesis differentiation decreased 
in drug serum group, and calcium nodules decreased in alizarin red staining test, in which tenofovir disoproxil 
containing group was the most significantly secreased. Fat cells which reflect adipogenic induction increased. In 
PCR detection, compared with control group, the expression of Runx 2 decreased and OPG expression increased 
in tenofovir disproxil containing group (F = 11.81, P = 0.026; F = 10.14, P = 0.033). Conclusions  HAART drugs 
suppressed the proliferation and osteogenic differentiation of BMSCs which the influence of tenofovir disoproxil 
was most significant.
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高效抗逆转录病毒治疗（ h i g h  a c t i v e 
antiretroviral therapy，HAART）的应用有效降

低了获得性免疫缺陷综合征（acquired immune 
deficiency syndrome，AIDS）患者的病死率和人类

免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，
HIV）感染相关疾病的发病率，提高了患者的生活

质量[1-2]。但长期服用HAART药物的不良反应也不

容小觑[3]。关于HAART药物影响骨代谢的报道日

渐增多，特别是骨密度降低、骨折风险增加及骨

坏死等发生率增加，倍受学者们的关注[4-10]。研究

报道[4, 11]，HAART药物可以直接干扰成骨细胞和破

骨细胞分化，也可以影响体内维生素D代谢。已知

骨髓间充质干细胞（bone mesenchymal stem cell，
BMSC）是体内骨代谢的重要储备，已有文献报

道HIV对BMSC的影响[12]，但HAART药物及代谢产

物对BMSC增殖和分化有何影响报道甚少。本实验

通过观察HAART药物血清干预BMSC增殖及成骨分

化，探讨HAART药物对骨代谢的影响，报道如下。

材料与方法

一、材料 
1. 实验动物及药物：8只雄性Sprague-Dawley

（SD）大鼠，SPF级，体重平均为（300 ± 20）g，
购自北京华阜康生物科技股份有限公司[合格证：

SCXK（京）2012-0001]。 
2. HAART药物：拉米夫定（lamivudine，

3 T C），替诺福韦酯（ t e n o f o v i r  d i s o p r o x i l 
fumarate，TDF），克力芝（keletra，LPV/r），由

首都医科大学附属北京地坛医院红丝带之家提供。

3. 主要实验试剂：DMEM培养基（Gibico公
司）；胎牛血清（sciencell公司）；CCK试剂盒

（碧云天生物技术研究所）；OricellTM SD大鼠

骨髓间充质干细胞成骨诱导分化培养基试剂盒

（Cyagen公司）；OricellTM SD大鼠骨髓间充质

干细胞成脂诱导分化培养基试剂盒（Cyagen公
司）；碱性磷酸酶活性（ALP）染色试剂盒（斯丹

赛生物技术有限公司）；茜素红（Alizarin Red S）
钙染色试剂盒（Cyagen公司）；油红O（oil red）
染色试剂盒（Cyagen公司）；real-time PCR反应试

剂盒（Toyobo公司）。

二、方法

1. HAART药物血清的制备：8只SD大鼠随机分

成4组，称重，计算给药量，分别用3种不同HAART药
物灌胃取药物血清，其中一组取空白血清。根据药物

代谢周期，3TC和TDF片1次/d，LPV/r 2次/d，相同剂量

重复给药3 d，待血药浓度达到稳定。终末给药1 h后大

鼠处死，无菌操作下腹主动脉采血5～10 ml，4 ℃冰箱

过夜，2 500 r/min（离心半径r = 20 cm）离心25 min，
56 ℃灭活，－20 ℃保存备用。

2 .  H A A RT药物血清对B M S C增殖的影响

（CCK法）：取第3代BMSC，以500 000 cells/ml
浓度接种于96孔板，待细胞贴壁，换液后分别加入

100 μl不同培养基、10% FBS、10%大鼠血清，以3
种药物3TC、TDF、LPV/r制备的10%药物血清干预

细胞培养，分别于干预后0 h、24 h、48 h、72 h显
微镜观察细胞生长情况，采用CCK法检测吸光度

值（A450 nm）。

3. HAART药物血清对BMSC向成骨、成脂分

化的影响：取第3代BMSC，以500 000 cells/ml浓度

接种于6孔板，待细胞贴壁，更换培养基进行成骨

诱导分化时加入100 μl按比例浓缩的10%药物血清

（3TC、TDF和LPV/r）干预，大鼠血清组作为对

照，诱导培养14 d行碱性磷酸酶染色，28 d行钙茜

素红染色；成脂诱导分化培养基培养的细胞，诱导

培养30 d采用油红O染色。染色成功后在显微镜下

观察。

4. HAART药物血清对BMSC向成骨细胞分化

的影响（PCR检测）：取第3代BMSC，以500 000 
cells/ml浓度接种于6孔板，细胞贴壁换液后加入

100 μl按比例浓缩的10%药物血清（3TC、TDF和
LPV/r）干预，大鼠血清组作为对照，更换培养基

进行成骨诱导分化，诱导培养的14 d，提取RNA，采

用real-time PCR（SYBR-green染料法）检测Runx 2和
OPG基因相对表达量。

5. Runx 2和OPG基因的PCR检测：将冻存

细胞经液氮研磨至粉末后采用TriZol提取法提取

宗RNA。以GAPDH为内参照，相对定量OPG、

Ruanx 2基因表达。引物序列根据美国Promega公布

的基因序列，使用软件Primer 5.0软件设计，由河

北蓝梦生物医药科技有限公司合成，具体引物序列

详见表1。
三、统计学处理

数据采用SPSS 11.0统计软件进行处理，计量

资料以 x  ± s表示，数据符合正态分布，各组间的

比较采用方差分析，以P ＜ 0.05为差异具有统计学
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意义。

结    果 

一、HAART药物血清对BMSC增殖的影响

（CCK法）

本实验通过检测0～72 h不同时间点A450 nm值，

观察细胞增殖情况。胎牛血清、大鼠血清和药物血

清组A450 nm值在72 h内呈典型的曲线增加（图1），

3种（3TC、TDF和LPV/r）药物血清组与胎牛血清

组比较，A450 nm值于24 h时差异无统计学意义，在

48 h（F = 24.84、P = 0.001，F = 36.03、P = 0.003，
F = 21.91、P = 0.002）和72 h（F = 64.75、107.71和
81.51，P均＜ 0.001）时差异具有统计学意义，TDF
药物血清与大鼠血清组比较，A450 nm值于48 h有一

定差异，但无统计学意义（F = 1.66, P = 0.233），

干预后72 h差异具有统计学意义（F = 15.42、P = 
0.004），详表2。

二、HAART药物血清对BMSC成骨、成脂分

化的影响

BMSC成骨诱导分化，碱性磷酸酶染色阳性细

胞呈蓝色，成骨样细胞增多染色加深。显微镜下观

察，与大鼠血清对照组比较药物血清干预组碱性磷

酸酶染色阳性细胞显著减少（见图2）。 
钙茜素红染色，成骨样细胞内可出现云片状

红染区域，或出现规则的钙结节。显微镜下观察，

与大鼠血清对照组比较药物血清干预组红染区域稀

疏，钙结节减少（见图2）。 
BMSC成脂诱导分化，油红O染色脂肪滴呈红

色，细胞核蓝色，成脂样细胞增多，视野内红染蓝

核细胞增多。显微镜下观察，与大鼠血清对照组比

较3TC药物血清组和LPV/r药物血清组未见红染蓝

核细胞增多，而且反而减少，但TDF药物血清组红

染蓝核细胞明显增多（见图2）。 
三、HAART药物血清对BMSC成骨分化的影

响（PCR检测）

大鼠血清，3种（3TC、TDF和LPV/r）药物血

清干预的BMSC表达Runx 2和OPG基因RNA电泳图

如图3所示，RNA条带完整，显示提取的总RNA质

量可靠。

用3种HAART药物血清分别干预BMSC成骨分

化，结果显示3种药物血清组Runx 2 mRNA表达减

表 1  内参基因与目的基因引物序列

基因 序列（3'→5'） 产物大小（bp）

GAPDH 228

   F GGCAAGTTCAACGGCACAG

   R CGCCAGTAGACTCCACGACA

OPG 152

   F CGGATGGGTTCTTCTCAGGT

   R GCACAGGGTGACATCTATTCCA

Runx 2 130

   F TGCTTCATTCGCCTCACAAAC

   R TTGCAGCCTTAAATGACTCGG

表 2  CCK 检测 BMSC 增殖 A450 nm 值（n = 6）
分组 0 h 24 h 48 h 72 h

胎牛血清 0.169 ± 0.026 0.298 ± 0.057 0.492 ± 0.051 0.787 ± 0.066

大鼠血清 0.170 ± 0.024 0.273 ± 0.030 0.373 ± 0.047 0.516 ± 0.020

3TC药物血清 0.173 ± 0.029 0.289 ± 0.040 0.369 ± 0.022 0.527 ± 0.031

TDF药物血清 0.171 ± 0.024 0.277 ± 0.034 0.343 ± 0.022  0.455 ± 0.022a

LPV/r药物血清 0.169 ± 0.024 0.285 ± 0.041 0.379 ± 0.018 0.488 ± 0.018

DMEM 0.176 ± 0.026 0.202 ± 0.022 0.225 ± 0.062 0.235 ± 0.029

      注：a：TDF 药物血清组与大鼠血清组比较干预后 72 h 差异具有统计学意义（P ＜ 0.05） 

图1  胎牛血清、大鼠血清、三种（3TC、TDF和LPV/r）药

物血清对BMSC增殖的影响
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少，OPG mRNA表达增加，其中TDF药物血清组

与大鼠血清对照组差异具有统计学意义，与大鼠

血清对照组差异有统计学意义Runx 2 mRNA（F = 
11.81、P = 0.026），OPG mRNA（F = 10.14、P = 
0.033）。3TC药物血清组和LPV/r药物血清组与大

鼠血清对照组比较Runx 2 mRNA和OPG mRNA表

达差异无统计学意义，详表3和图4。

  讨    论

自1996年，HAART药物的引入使得抗HIV
治疗得到了突破性进展，其发病率和病死率大

注：钙茜素红：成骨分化诱导培养28 d钙茜素红染色（× 40）；碱性磷酸酶：成骨分化诱导培养14 d碱性磷酸酶染色（× 40）；油红

O：成脂分化诱导培养30 d油红O染色（× 40） 

图2  观察3种药物血清与大鼠血清干预BMSC向成骨细胞、成脂细胞分化的影响 

表 3  PCR 检测比较不同药物血清对 BMSC 成骨分化的影

响（∆Ct）（n = 6）
组别 Runx 2 mRNA OPG mRNA

大鼠血清 1.000 ± 0.170 1.000 ± 0.194

3TC药物血清 0.962 ± 0.152 1.085 ± 0.056

TDF药物血清 0.620 ± 0.089 1.414 ± 0.114 

LPV/r药物血清 0.920 ± 0.089 1.131 ± 0.055

注：从左到右依次为大鼠血清，3种药物血清（3TC、TDF和

LPV/r）对BMSC成骨诱导分化中提取的RNA 

图3  Runx 2和OPG电泳图 

图4 大鼠血清、3种药物血清（3TC、TDF和LPV/r）对

BMSC成骨分化中Runx 2和OPG基因相对表达量的影响 
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幅下降。到目前为止 [13 ]，HAART药物的研究

已发展到6大类、30多种，包括核苷类逆转录

酶抑制剂（NRTIs）、非核苷逆转录酶抑制剂

（NNRTIs）、蛋白酶抑制剂（PIs）、整合酶抑制

剂（raltegravir）、融合酶抑制剂（FIs）和CCR5抑
制剂（maraviroc）。随着HAART药物在临床广泛

应用，对其不良反应的报道越来越多。最大的影响

应是对骨代谢的抑制。研究报道[4-10]，HAART药物

可引起骨密度降低，骨坏死、骨折风险增加。报

道次数最多的是NRTIs和PIs[14-17]，也是目前应用最

广泛的两种药物。HAART药物需要终生服药。因

此，体内残留药物及代谢产物可能对骨代谢储备细

胞，即BMSC增殖及分化有一定影响[18]。基于以上

考虑，本实验选用HAART临床一线药物：3TC、

TDF、LPV/r，以灌胃的方式模拟体内变化，制备

药物血清干预BMSC增殖和分化。

已知维持骨量及骨结构稳定由成骨细胞和破

骨细胞完成，但BMSC增殖和分化与两种细胞的

功能息息相关。BMSC具有高度自我更新和多向分

化潜能，但在骨髓组织中BMSC含量并不丰富，而

且受周围环境的影响[19-20]。诱导BMSC最终分化为

成熟的成骨细胞经过极为复杂的过程[21-22]，如定向

成骨谱系分化，增殖，细胞外基质的成熟和基质

矿化等，每个阶段都有不同亚型的基因表达和多

种细胞因子调节。Runx 2是整个BMSC分化过程中

的重要因子[23]，是诱导和足够的BMSC分化成骨细

胞谱系和抑制其分化成脂肪细胞和软骨细胞所必

需的。骨保护素（OPG）由多种间充质细胞衍化

细胞所分泌，如成骨细胞、内皮细胞、血管平滑

肌细胞等。OPG又称为破骨细胞抑制因子，OPG
竞争性地与成骨细胞表达释放的RANKL结合抑制

RANK活性。OPG是细胞外基质矿化时期表达增

加的特异性因子，成骨细胞分泌RANKL竞争性调

节OPG的作用[24-25]。本研究通过定量RT-PCR检测

Runx 2、OPG基因表达，分析HAART药物血清对

BMSC成骨分化的影响。

本研究观察到3种HAART药物血清对BMSC
增殖有抑制作用，但与大鼠血清组比较3TC药物

血清和LPV/r药物血清组对BMSC增殖的抑制差异

不大，TDF药物血清组对BMSC增殖的影响较其它

两组药物血清更加明显，在72h时与大鼠血清比较

有差异。根据研究结果，认为长期服用HAART药
物特别是含TDF药物可能对BMSC增殖产生一定

影响。本研究还观察到HAART药物血清对BMSC
成骨诱导分化的影响。在HAART药物血清干预的

BMSC成骨诱导分化的细胞中，碱性磷酸酶染色

阳性细胞减少，茜素红染色红染区域稀疏、钙结

节减少，这种影响在TDF药物血清组最为明显，

然后是LPV/r药物血清和3TC药物血清组。此外，

TDF药物血清对BMSC成脂分化也有一定影响，油

红O染色可见成脂样细胞增多。可以推测，长期服

用HAART药物，在体内蓄留的药物和代谢产物可

能影响到BMSC的成骨分化，进一步影响骨代谢。

PCR检测的研究中同样观察到，HAART药物血清

对BMSC成骨分化过程中Runx 2和OPG基因表达水

平的影响，结果可见对照组比较HAART药物血清

组Runx 2基因表达减少，OPG基因表达增加，其中

TDF药物血清组与对照组比较差异有显著性。Runx 2
基因表达减少可能是被激活的BMSC无法进一步分

化为成熟的成骨细胞。成熟的成骨细胞表达释放

的RANKL减少，OPG无法与成骨细胞表达释放的

RANKL有效结合，OPG基因表达相对增加。

本实验结果显示，3种HAART药物分别制备

的药物血清对BMSC增殖和成骨分化有一定抑制作

用，随着时间的延长可能此种抑制作用更加明显。

药物的不同浓度或药物之间的相互作用对BMSC
增殖和分化的影响，本课题组于另一实验中对此

进行了研究。HAART药物需长期口服，因此，对

BMSC增殖和分化的影响日积月累可能是患者出现

骨密度降低、骨折风险增加等骨代谢障碍的重要因

素之一。
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