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摘要 目的 探讨地塞米松对体外培养的小鼠 MLO-Y4 骨
细胞及脂多糖( LPS) 刺激下小鼠骨细胞表达白细胞介素-6
( IL-6) 和核因子 κB 受体活化因子配体( ＲANKL) 的影响。
方法 以 10 －6、10 －7 mol /L 地塞米松作用 MLO-Y4 细胞，于
24、48、72 h后检测细胞增殖; 以不同浓度地塞米松刺激骨细
胞 4 h，采用实时荧光定量 PCＲ 检测细胞 IL-6 和 ＲANKL 的
表达，用 ELISA检测细胞 IL-6 的分泌。以 10 －7 mol /L 地塞
米松于不同时间点作用于 MLO-Y4 细胞，采用实时荧光定量
PCＲ检测细胞 IL-6 和 ＲANKL的表达，采用 ELISA检测细胞
IL-6 的分泌。以 10 －7 mol /L地塞米松与 100 μg /L的 LPS于
不同时间点共同作用于 MLO-Y4 细胞，采用 Ｒeal-time PCＲ
检测细胞 IL-6 和 ＲANKL的表达，采用 ELISA检测细胞 IL-6
的分泌。结果 10 －6 mol /L 地塞米松抑制 MLO-Y4 细胞增
殖，而 10 －7 mol /L 地塞米松对细胞增殖无明显影响。除
10 －9 mol /L 外，10 －8、10 －7、10 －6 mol /L 地塞米松均下调
MLO-Y4 细胞 IL-6 的表达。10 －7 mol /L地塞米松能抑制 LPS
对 MLO-Y4 细胞 IL-6 表达的上调作用，且在 8 h 时最为明
显。不同浓度及不同时间点地塞米松对 MLO-Y4 细胞
ＲANKL的表达无明显影响。结论 低浓度地塞米松可下调
骨细胞及 LPS刺激下的骨细胞 IL-6 的表达，而对 ＲANKL表
达无明显影响。
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地塞米松是糖皮质激素的一种，能发挥抗炎和

免疫抑制作用，低浓度( 10 －7 ～ 10 －9 mol /L) 地塞米
松作用于成骨细胞还产生诱导成骨的作用［1］。脂
多糖( lipopolysaccharides，LPS) 是种植体周围炎主要
致病因素，诱导成骨细胞产生促炎因子白细胞介素-

6( interleukin-6，IL-6 ) ［2］，还能上调核因子 κB 受体
活化因子配体( receptor activator of nuclear factor-κB
ligand，ＲANKL ) ，使 ＲANKL /骨保护素( osteoprote-
gerin，OPG) 比率下降［3］从而引发骨破坏。地塞米松
则对 LPS诱导的成骨细胞 IL-6 有抑制作用，但目前
为止有关不同浓度地塞米松对骨细胞的作用鲜有报

导。该研究以小鼠骨细胞 MLO-Y4 为研究对象，以
骨改建的重要调节因子 IL-6 和骨破坏过程中的重
要信号通路 ＲANKL 为检测指标，探讨地塞米松是
否能影响骨细胞 IL-6 及 ＲANKL 的表达，对 LPS 刺
激下骨细胞上调的 IL-6 及 ＲANKL 如何作用。旨在
获得一种减少种植体周围炎骨吸收的新途径。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 主要材料和试剂 MLO-Y4 骨细胞株［由
Dr． Lynda F． bonewald( 美国密苏里州堪萨斯大学口
腔生物系) 惠赠］; α-MEM 培养基购自美国 Hyclone
公司; 胎牛血清购自中国四季青公司; LPS ( E．
coli0111B4) 、地塞米松购自美国 Sigma-Aldrich 公
司; CCK-8 试剂购自日本同仁公司; ＲNA 提取试剂
盒购自中国 TIANGEN 公司 ; Ｒever Tra Ace qPCＲ
Master Mix 购自日本 TOYOBO 公司; 2 × SG Fast
qPCＲ Master Mix 购自中国 BBI Life Sciences 公司;
小鼠 IL-6 检测试剂盒购自中国桥杜公司; 实时荧光
定量 PCＲ所用引物由上海生工生物工程公司合成。
1． 1． 2 主要仪器 CO2 培养箱( 型号: MCO-15AC) 购
自日本 SANYO 公司; 生物安全柜 ( 型号: BSC-
1300IIA2) 购自中国苏净安泰公司; 吸光度测定仪( 型
号: Varioscan) 购自美国 Thermo 公司; 实时荧光定量
PCＲ仪( 型号: Step One Plus) 购自美国 ABI公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 骨细胞培养 复苏后用含 89% α-MEM 培
养基、10%胎牛血清和 1%双抗的培养基培养、增殖
和传代。
1． 2． 2 CCK8 细胞毒性检测 将 MLO-Y4 细胞以 5
× 104 /ml浓度接种于 96 孔板，每孔加入细胞悬液
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200 μl，实验组和对照组分别做 4 个复孔。待细胞
贴壁后吸去原有培养基，于实验组分别加入地塞米

松终浓度为 10 －6、10 －7 mol /L 的培养基，对照组仅
加入新鲜培养基。分别培养 24、48、72 h 后去除原
有培养基，用磷酸盐缓冲液( PBS) 冲洗 2 次后重新
加入培养基 100 μl。同时设置 4 个不含细胞、仅有
培养基的空白对照孔，加入培养基 100 μl，分别在实
验组、对照组和空白对照组孔中加入 10 μl CCK8 溶
液，继续培养 1 h，用吸光度测定仪在 450 nm波长处
测定吸光度( A) 值，取每组 4 孔平均值为该组样本
检测值。重复实验 3 次，进行统计分析。
1． 2． 3 实时荧光定量 PCＲ
1． 2． 3． 1 检测不同浓度地塞米松对 MLO-Y4 细胞
IL-6 和 ＲANKL表达的影响 分别以地塞米松终浓
度为 0、10 －9、10 －8、10 －7、10 －6 mol /L 的培养基作用
于细胞 4 h 后，用 TＲIzol 加离心柱法提取细胞总
ＲNA，反转录后以实时荧光定量 PCＲ 检测 IL-6 及
ＲANKL的相对表达量，重复 3 次，进行统计分析。
1． 2． 3． 2 检测地塞米松在不同时间点对 MLO-Y4
细胞 IL-6 和 ＲANKL表达的影响 以地塞米松终浓
度为 10 －7 mol /L 的培养基作用于细胞，分别于孵箱
培养 0. 5、1、2、3、4、5、6、8 h，每个时间点设置 1 个对
照组。用 TＲIzol加离心柱法提取细胞总 ＲNA，反转
录以后用实时荧光定量 PCＲ 检测 IL-6 及 ＲANKL
的相对表达量，重复 3 次，进行统计分析。
1． 2． 3． 3 检测地塞米松及 LPS 在不同时间点对
MLO-Y4 细胞 IL-6 和 ＲANKL 表达的影响 以地塞
米松终浓度为 10 －7 mol /L及 LPS终浓度为 100 μg /
L的培养基共同作用于细胞，分别于孵箱培养 0. 5、
1、2、4、6、8、10、12 h 后用 TＲIzol 加离心柱法提取细
胞总 ＲNA，反转录以后用实时荧光定量 PCＲ 检测
IL-6 及 ＲANKL的相对表达量，重复 3 次，进行统计
分析。
选取 GADPH作为内参基因。目标基因和内参

基因引物序列见表 1，每个样本做 3 个复孔取均值。

表 1 目的基因引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
GADPH F: GACATCAAGAAGGTGGTGAAGC

Ｒ: GAAGGTGGAAGAGTGGGAGTT
IL-6 F: GACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG

Ｒ: TCCTTAGCCACTCCTTCTGTGAC
ＲANKL F: CTGATGAAAGGAGGGAGCACG

Ｒ: GGAAGGGTTGGACACCTGAATG

1． 2． 4 ELISA

1． 2． 4． 1 检测不同浓度地塞米松对 MLO-Y4 细胞
IL-6 分泌的影响 分别以地塞米松终浓度为 0、
10 －9、10 －8、10 －7、10 －6 mol /L的培养基作用于细胞 4
h，收集细胞上清液后检测。
1． 2． 4． 2 检测地塞米松在不同时间点对 MLO-Y4
细胞 IL-6 分泌的影响 以地塞米松终浓度为 10 －7

mol /L的培养基诱导细胞，分别培养 0. 5、2、4、8 h，
每个时间点另设置 1 个对照组，仅加入培养基; 收集
细胞上清液后检测。
1． 2． 4． 3 检测地塞米松及 LPS 在不同时间点对
MLO-Y4 细胞 IL-6 分泌的影响 以地塞米松终浓度
为 10 －7 mol /L及 LPS终浓度为 100 μg /L 的培养基
共同诱导细胞，分别培养 0. 5、4、8、12 h，每个时间点
另设置 1 个对照组，仅加入 LPS 终浓度为 100 μg /L
的培养基; 收集细胞上清液后检测。
将上清液以1 000 r /min 离心 10 min 以去除沉

淀和细胞碎片。根据说明书用 ELISA 试剂盒测定
IL-6 的浓度。每个样品均设 3 个复孔，用吸光度测
定仪在 450 nm处读取 A 值。以标准品浓度由低到
高为横坐标，A值为纵坐标绘制标准曲线，计算出标
准曲线的回归方程，代入方程计算浓度。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS软件对数据进行统计
分析。对细胞增殖实验，用 t 检验比较各实验组和
对照组的 A值; 对实时荧光定量 PCＲ，用 2 － ΔΔCt表示

目的基因表达的相对倍数( 其中 ΔΔCt = ΔCt实验组 －
ΔCt对照组，而 ΔCt = Ct目的基因 － CtGADPH ) ，用单因素方差
分析比较不同浓度地塞米松刺激细胞 IL-6 及
ＲANKL表达的相对倍数，两两比较用 LSD 法。用 t
检验比较各时间点 IL-6 及 ＲANKL 表达的相对倍
数。ELISA 结果统计学分析法同实时荧光定量
PCＲ。实验结果均用 珋x ± s表示，检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 地塞米松细胞毒性实验结果 10 －6 mol /L 的
地塞米松在 72 h时对 MLO-Y4 细胞增殖有影响，而
10 －7 mol /L的地塞米松则对 MLO-Y4 细胞的增殖无
明显影响。见表 2。

表 2 地塞米松刺激MLO-Y4 细胞各时间点吸光度值( n = 3，珋x ± s)

组别 24 h 48 h 72 h
10 －6 mol /L 0． 621 ± 0． 040 1． 640 ± 0． 048 1． 504 ± 0． 297*

10 －7 mol /L 0． 644 ± 0． 047 1． 592 ± 0． 053 2． 247 ± 0． 148
对照 0． 631 ± 0． 044 1． 657 ± 0． 066 2． 316 ± 0． 323

与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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2． 2 不同浓度地塞米松对 MLO-Y4 细胞 IL-6、
ＲANKL表达及 IL-6 蛋白分泌的影响 地塞米松
浓度对 MLO-Y4 细胞表达 IL-6 有影响( F = 26. 844，
P ＜ 0. 001 ) 。两两比较得出，10 －9 mol /L 地塞米松
对细胞表达 IL-6 无明显影响，10 －6、10 －7、10 －8 mol /
L地塞米松对 MLO-Y4 细胞表达 IL-6 有影响，且在
10 －6、10 －7 mol /L 时最显著。不同浓度地塞米松对
MLO-Y4表达 ＲANKL 无明显影响( 图 1) 。ELISA 结
果表明 IL-6蛋白分泌与mＲNA检测结果相符( 图2) 。

图 1 不同浓度地塞米松作用MLO-Y4 细胞
IL-6 及 ＲANKL mＲNA相对表达量

与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 2 不同浓度地塞米松作用MLO-Y4 细胞 IL-6 蛋白分泌变化

与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 3 地塞米松在不同时间对 MLO-Y4 细胞 IL-6、
ＲANKL表达及 IL-6 蛋白分泌的影响 10 －7 mol /L
地塞米松在 0. 5 h 时对 IL-6 表达无影响，而其余时
间点均下调 IL-6 表达( P ＜ 0. 05) ，其中 4 h 时对 IL-
6 表达的下调达峰值。所有时间点对 ＲANKL 表达
无影响( 图 3 ) ; ELISA 结果表明 IL-6 蛋白分泌与
mＲNA检测结果相符( 图 4) 。

图 3 地塞米松对MLO-Y4 细胞 IL-6 及
ＲANKL mＲNA表达影响随时间的变化

与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001

图 4 地塞米松对MLO-Y4 细胞 IL-6 分泌的影响随时间的变化

与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 4 地塞米松及 LPS 在不同时间点对 MLO-Y4
细胞 IL-6、ＲANKL表达及 IL-6 分泌的影响 相较
仅加入 100 μg /L LPS的对照组，100 μg /L的 LPS和
10 －7 mol /L地塞米松共同作用于骨细胞时，在 0. 5 h
及 1 h处对 IL-6 表达没有明显影响，其余时间点地
塞米松均对 LPS 有抑制作用( P ＜ 0. 05 ) ，且在 8 h
时这种抑制作用达到峰值( 图 5 ) ; ELISA 结果表明
IL-6 蛋白分泌与 mＲNA检测结果相符( 图 6) 。

3 讨论

糖皮质激素被证实具有广泛的抗炎和免疫抑制

作用，能下调血清中 IL-6 和 ＲANKL 的表达［4］。地
塞米松是糖皮质激素的一种。在成骨细胞研究中，
其能抑制 IL-6 表达，并抑制 IL-6 对 ＲANKL 的上调
作用。同时，低剂量( 10 －7 ～ 10 －9 mol /L) 地塞米松
能增加成骨细胞 ALP 和磷酸化 GSK-3β 蛋白的表
达［5］，因此就成骨细胞而言，在种植体周围炎导致

骨吸收倾向时，一定浓度范围的地塞米松能抑制炎

症，减少破骨，并促进成骨。
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图 5 地塞米松及 LPS对MLO-Y4 细胞 IL-6

和 ＲANKL mＲNA表达影响随时间的变化

与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 6 地塞米松及 LPS不同作用时间下

MLO-Y4 细胞 IL-6 蛋白分泌变化

与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

骨细胞是由成骨细胞分化而来、位于矿化基质
中的星状细胞，在骨组织细胞中占比高达 95%。传
统观点认为其是“休眠的”、“无功能的”成骨细胞。
但现在认为骨细胞有其特殊的生物学特性，并与成

骨样细胞有明显差异。骨细胞是骨中重要的机械感
受性细胞，在调节骨形成和再吸收方面起主要作

用［6］，还能接受化学信号，产生多种细胞因子作用

于成骨细胞和破骨细胞，调控骨改建。
LPS是细菌内毒素的主要成分，是种植体周围

炎的主要致病因素，有研究［7］表明 LPS 能上调
ＲANKL，下调 OPG，从而刺激破骨细胞形成和骨吸
收的产生。在 LPS诱导下，种植体周围组织破坏比
牙周组织破坏更快［8］。

IL-6 是一种具有多种功能的致炎因子。能在多
种细胞中激活有关增殖、分化、存活与凋亡的靶基
因。IL-6 在骨改建中起重要作用，对成骨细胞分化

有负面影响［9］。骨细胞也能产生 IL-6，随之通过调
节骨细胞和成骨细胞间通讯来影响骨量［10］。IL-6
还能刺激 ＲANKL 生成，ＲANKL 是一种能调节多种
生理或病理功能的细胞因子，包括破骨细胞分化和

骨质疏松症等［11］。前期研究［12］表明以 LPS 刺激骨
细胞 MLO-Y4 可明显促进 IL-6 和 ＲANKL水平的增
加，但对 OPG的表达无明显影响。故若能控制 LPS
刺激下 IL-6 和 ＲANKL 的分泌，可从分子水平减少
二者对种植体周围炎骨吸收的促进。
本实验研究显示，10 －6 mol /L 地塞米松影响骨

细胞增殖，但 10 －7 mol /L 则无明显影响。证明对
MLO-Y4 细胞而言，一定浓度地塞米松对其增殖无
明显影响，但随着浓度增大，增殖下降，表明地塞米

松浓度过大对细胞有抑制甚至毒性作用，使骨细胞

存活能力降低，从而导致凋亡。这与 Jia et al［13］的
结果一致。
不同浓度地塞米松作用于骨细胞时，当浓度为

10 －8 mol /L及以上，与对照组比较，IL-6 表达均明显
下降，浓度为 10 －7 mol /L及 10 －6 mol /L时下调最明
显，两种浓度作用之间无明显差异。这表明除 10 －9

mol /L浓度以外，其余浓度地塞米松均可下调骨细
胞 IL-6 的表达。在选取下调最明显、且不影响骨细
胞增殖的 10 －7 mol /L 浓度作用骨细胞时，不同作用
时间下，除 0. 5 h 以外，其余时间点与相同处理时间
的对照组相比，IL-6 表达均有明显降低，且在 4 h 时
降低最为明显，表明地塞米松对骨细胞 IL-6 分泌产
生影响，并有剂量和时间依赖性的抑制作用。当
LPS刺激存在时，10 －7 mol /L地塞米松在除 0. 5 h和
1 h以外的其他时间点中，与相同处理时间的对照
组相比，IL-6 表达均有明显降低，且在 8 h 时最为明
显，说明地塞米松对 LPS作用下 IL-6 的上调有抑制
作用，并在 8 h 时达到峰值。表明地塞米松在炎症
因素( LPS) 刺激下能以时间依赖性的方式使骨细胞
抗炎反应减弱，减少因 LPS 上调 IL-6 而导致的骨吸
收。
本实验中地塞米松刺激对于骨细胞 ＲANKL 的

表达无明显影响，表明地塞米松无法抑制 LPS 对骨
细胞 ＲANKL的上调作用，可能是因为骨细胞在 LPS
刺激下 ＲANKL表达增加与 IL-6 的促进作用无明显
关联，LPS对 ＲANKL的上调可能是通过其他途径实
现。要得到能够明显抑制 ＲANKL 产生的药物，还
需要进一步实验研究。
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Effect of dexamethasone on the expression of IL-6 and
receptor activator for nuclear factor-κB ligand in mouse osteocytes

Zheng Yun1，Yu Ke2，Li Chang1

( 1Dept of Prosthodontics，2Dept of Implant Dentistry，
The Affiliated Stomatological Hospital of Southwestern Medical University，Luzhou 646000)

Abstract Objective To investigate the effect of dexamethasone on the expression of interleukin-6( IL-6) and re-
ceptor activator of nuclear factor-κB ligand( ＲANKL) in MLO-Y4 cells and on the expression of IL-6 and ＲANKL
in MLO-Y4 cells stimulated by LPS． Methods MLO-Y4 cells were treated with 10 －6 mol /L and 10 －7 mol /L dexa-
methasone respectively，cell proliferation was detected after 24，48，and 72 hours by CCK8 assay． Treated MLO-Y4
cells with dexamethasone at different concentrations for 4 h． The expression of IL-6 and ＲANKL was detected by
Ｒeal-time PCＲ，and the secretion of IL-6 was detected by ELISA． Treat MLO-Y4 cells with 10 －7 mol /L dexametha-
soneat different time points． The expression of IL-6 and ＲANKL was detected by Ｒeal-time PCＲ，and the secretion
of IL-6 was detected by ELISA． MLO-Y4 cells were treated simultaneously with 10 －7 mol /L dexamethasone and 100
μg /L LPS at different time points． IL-6 and ＲANKL expression was detected by qＲT-PCＲ，detection of IL-6 secre-
tion by ELISA． Ｒesults 10 －6 mol /L dexamethasone inhibited the proliferation of MLO-Y4 cells，while 10 －7 mol /L
dexamethasone had nosignificant effect on cell proliferation． In addition to 10 －9 mol /L，dexamethasone at 10 －8，

10 －7，and 10 －6 mol /L all down-regulated the relative expression of IL-6 in MLO-Y4 cells，10 －7 mol /L dexametha-
sone can down-regulate the relative expression of IL-6 in MLO-Y4 cells，10 －7 mol /L dexamethasone inhibited the
up-regulation of IL-6 expression in MLO-Y4 cells by 100 μg /L LPS，and this inhibition was the most significant at
8 h． Dexamethasone had no significant effect on the expression of ＲANKL in MLO-Y4 cells at different concentra-
tions and different time points． Conclusion Low concentration of dexamethasone can down-regulate the expression
of IL-6 in MLO-Y4 cells and MLO-Y4 cells stimulated by LPS，but has no obvious effect on the expression of
ＲANKL．
Key words dexamethasone; osteocyte; IL-6; ＲANKL; LPS
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