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要!为了探讨氟化物对反刍动物成骨细胞的细胞周期和凋亡的影响!本研究以初生山羊股骨骨膜为材料分离
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'本试验证实氟可诱导成骨细胞凋亡'
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氟是人体和动物必需的微量元素之一!少量的 氟有助于骨骼和牙齿的钙化'但氟在自然环境中分
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布不均而形成自然高氟地区'过量氟可导致慢性氟

中毒!使人和动物"反刍动物对氟敏感性最高#出现

氟斑牙和氟骨症!且引发心血管&中枢神经&消化&内

分泌&视觉器官&皮肤等多系统的全身性疾病'研究

发现!氟化物具有细胞毒性!可诱导兔&小鼠&大鼠等

动物的成骨细胞凋亡)
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'但由于存在种属差异!

过量氟是否导致反刍动物成骨细胞凋亡的报道却很

少'本研究拟通过体外培养的反刍动物成骨细胞染

不同剂量的氟!探讨氟化物对离体培养的成骨细胞

的细胞周期及凋亡的调控作用'
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浓缩为几个大的团块!而坏死细胞核呈均质红色'

试验结果表明!

"#'C!$

H/

E5?

(

F

组红色细胞较多!细

胞处于凋亡晚期!有些发生坏死'

!#$C!$

H/

E5?

(

F

氟使较多细胞发生凋亡!也有部分细胞发生死亡"图

!

#'

!#$C!$

H'

!

'C!$

H&

E5?

(

F

氟均可不同程度引

起成骨细胞凋亡及坏死'对照组大多数细胞呈均质

蓝色"图
"

#'

"#"#"

!

,=>

梯形带电泳
!

细胞凋亡时!

,=>

内源

性核酸内切酶将核小体切割成
!I$

!

"$$M

X

整数倍

的单核苷酸片段!通过
,=>

琼脂糖凝胶电泳!凋亡

细胞的
,=>

呈现特有的梯形带'试验结果表明!

成骨细胞染氟
&I8

后!

"#'C!$

D/及
!#$C!$

D/

E5?

(

F

氟浓度下可出现明显的梯形带%

'#$C!$

D&及

!#$C!$

D&

E5?

(

F

氟浓度下可见断裂的梯形条带%

!#$C!$

D'

E5?

(

F

组梯形带不明显"图
/

#'

图
@

!

染氟
@A"G@"

H$

I0-

$

J

成骨细胞%多数细胞呈亮

蓝色染色"

B%(

%

G!"

#

13

F

A@

!

'()I7

K

023:

6

0,/)--;;(0?3+

F

=23

F

(:=-.);:73L

+3+

F

.+4)2@A"G@"

H$

I0-

$

J,-.0234)

"

G!"

#

"#"#/

!

流式细胞仪检测
!

细胞凋亡早期的变化之

一是!位于正常细胞膜内侧&带负电的磷酯酰丝氨酸

"

;859

X

8@:KA

Y

?96BKL6

!

;+

#从膜内侧翻转到膜外侧!

即
;+

外化'异硫氰酸荧光素标记的连接素
^

"

>LH

L6]KL^

#是一种
2@

"e依赖性磷脂结合蛋白!可与
;+

结合从而检测出该变化!成为细胞凋亡的早期检测

指标'但凋亡早期细胞的细胞膜完整!所以对
;<

拒

%0%
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对照组%大多数细胞呈均质蓝色"
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13

F
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K

023:
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0,0;:)0=-7;:;;(0?3+

F

)M)+=-.)

;:73+3+

F

"

/0+:20-

%

B%(

%

G!"

#

图
$

!

氟诱导成骨细胞凋亡的
NO8

凝胶电泳梯形带

13

F

A$

!

P-)/:20

9

(02):3/7+7-

6

;3;0,NO8)Q:27/:)4,20I

,-.0234)L3+4./)40;:)0=-7;:;

染'而坏死细胞或凋亡晚期的继发性坏死细胞可同

时被
>LL6]KL^

和
;<

标记!故可区别早期凋亡细

胞和坏死细胞'

!!

图
&

为凋亡细胞二维散点图!十字线将细胞分

为正常的活细胞"左下区域!

>LL6]KL^

D

(

;<

D

#&早

期凋亡细胞"右下区域!

>LL6]KL^

e

(

;<

D

#&已死亡

细胞"右上区域!

>LL6]KL^

e

(

;<

e

#'

!#$C!$

H'

!

"#'C!$

H/

E5?

(

F

的氟均可诱导成骨细胞凋亡'其

中氟为
!#$C!$

H&

E5?

(

F

时!早期和晚期凋亡率最

高!分别为
/#//(

和
"#%"(

"图
'

#'

"#"#&

!

透射电镜观察
!

对照组细胞形态结构完整!

核膜清晰&完整!核仁大而圆!核质均匀!染色质均匀

分布!胞质富含线粒体和分泌小泡!基质密度高!内

左下区域为活细胞"

>LL6]KL^

D

(

;<

D

#%右下区域为

早期凋亡细胞"

>LL6]KL^

e

(

;<

D

#%右上区域为已死

亡细胞"

>LL6]KL^

e

(

;<

e

#

图
B

!

氟诱导成骨细胞凋亡的二维散点图
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F
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!
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$
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F

!a25L:B5?

%

"a!#$C!$

D'

E5?

(

F

%

/a!#$C!$

D&

E5?

(

F

%

&a'#$C!$

D&

E5?

(

F

%

'a!#$C!$

D/

E5?

(

F

%

Ja"#'C

!$

D/

E5?

(

F

图
C

!

流式细胞术分析不同浓度氟诱导成骨细胞的凋

亡率

13

F

AC

!

'()

9

)2/)+:7

F

)0,0;:)0=-7;:7

9

0

9

:0;3;3+4./)4

=

6
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F

)0,,-.0234)?3:(185T7+7-L

6

;3;

质网较多'

!#$C!$

H'

E5?

(

F

组超微结构变化不明

显'

!#$C!$

H&

E5?

(

F

组染色质边集!胞核收缩!线

粒体轻度肿胀"图
J

#'

'#$C!$

H&

E5?

(

F

组可见染色

质凝聚成团块!线粒体肿胀!颗粒增多!内质网扩张'

!#$C!$

D/

E5?

(

F

组使胞核变形!胞膜不完整!可见

细胞碎片%细胞染色质浓缩&边集!脱颗粒%线粒体明

显肿胀!嵴断裂或空泡变性%粗面内质网扩张"图

0

#'

"#'C!$

D/

E5?

(

F

组的细胞部分发生死亡!胞核

肿胀'

$I%
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期 钟代彬等$不同浓度氟对山羊成骨细胞周期和凋亡的影响

图
D

!

染氟
@A"G@"

LB

I0-

$

J

成骨细胞的超微结构%染

色质固缩&边集"

GC"""

#

13

F

AD

!

U-:27;:2./:.27-,)7:.2);0,0;:)0=-7;:;

%

;(0?3+

F

+./-).;;(23+V7

F

)02

9

)23

9

()2

6

%

7+4/(20I7:3+

/0+4)+;7:30+7+4I72

F
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6

@A"

G@"

LB

I0-

$

J,-.0234)

"

GC"""

#

图
#

!

染氟
@A"G@"

L$

I0-

$

J

成骨细胞的超微结构%胞

质浓缩&染色质凝聚&边集"

GD"""

#

13

F

A#

!

U-:27;:2./:.27-,)7:.2);0,0;:)0=-7;:;

%

;(0?3+

F

/

6

:0

9

-7;I/0+4)+;7:30+

%

/(20I7:3+7

FF

2)

F

7:30+

7+4I72

F
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L$

I0-

$

J,-.L

0234)

"

GD"""

#

$

!

讨
!

论

$A@

!

氟对细胞周期的影响

!!

细胞周期"

26??7

Y

7?6

#是指细胞从一次有丝分

裂结束到下一次有丝分裂结束的过程'细胞周期反

映了细胞的增殖速度'陈燕平等)

!

*运用流式细胞术

;<

单染法检测不同浓度氟对兔成骨细胞细胞周期

及凋亡的影响!发现
"$

$

E5?

(

F

的氟可显著促进

3*

增殖!不引起细胞凋亡!

+

期和
G

"

(

-

期细胞明

显增多%高浓度氟"

!J$

&

"&$

&

&$$

$

E5?

(

F

#则抑制

3*

增殖!并引起
3*

凋亡!使
G

"

(

-

期细胞明显减

少'本试验发现!山羊成骨细胞染氟
!#$C!$

D/及

"#'C!$

D/

E5?

(

F

时!

G

$

(

G

!

期细胞减少!其中
"#'C

!$

D/

E5?

(

F

氟使
G

$

(

G

!

期细胞显著减少 "

<

#

$#$!

#!

+

期细胞增加"

<

#

$#$'

#'这与上述报道的

氟浓度有所差异!可能与不同动物来源的成骨细胞

对氟的耐受性不同有关'

$A!

!

氟诱导细胞凋亡

!!

细胞凋亡的检测方法很多!常用的测定方法包

括光镜及电镜观察细胞形态&

,=>

琼脂糖凝胶电

泳&磷脂酰丝氨酸外翻分析"

>LL6]KL^

#联合
;<

法&

ZS=.F

法&

2@9

X

@96H/

活性检测&线粒体膜势能

的检测等'尽管凋亡的检测方法很多!但采用显微

镜和透射电镜的形态观察仍然非常重要!但电镜样

品制作过程繁琐且仪器设备昂贵!因而无法大量检

测样品%

,=>

琼脂糖凝胶电泳广泛用作群体细胞凋

亡分析!但无法进行定位%磷脂酰丝氨酸外翻分析

"

>LL6]KL^

#联合
;<

法对早期凋亡细胞的检测比

ZS=.F

法灵敏!且快捷&准确!是目前分析细胞凋

亡的最理想方法'本试验采用上述多种方法相互结

合&相互印证!从而弥补单一方法的不足及缺陷'

!!

研究发现氟不仅调控成骨细胞的增殖&分化和

钙化)

'

!

J

*

!还引起超微结构变化)

0

!

I

*

!并导致细胞

,=>

损伤!诱导细胞凋亡)

%

!

!$

*

'谢瑶芸等)

0

*通过光

镜和电镜观察了氟对小鼠胚胎长骨和成骨细胞的形

态结构的影响!发现过量的氟对长骨成骨细胞体外

培养生长发育&形态结构有明显的影响'刘开泰

等)

"

*观察了氟对体外培养的小鼠长骨细胞凋亡的影

响!发现氟浓度高达
"$

$

Q

(

EF

时!使
+

期细胞数增

加!

G

"

(

-

期细胞数减少!而
G

$

(

G

!

期细胞无明显改

变!且细胞凋亡率达到
"!#"$(

'其他研究)

/

!

!!

!

!"

*也

有相同发现!认为高氟抑制了
,=>

合成!从而使细

胞
,=>

含量明显降低'缪庆等)

!/

*观察了氟对大鼠

成骨细胞系
3̀*H!

的
,=>

损伤情况!发现
"#$

!

/#$EE5?

(

F

氟化钠染毒
"&8

可不同程度地诱导细

胞
,=>

链断裂'本试验观察到!氟浓度高于
!$

D'

E5?

(

F

使
,=>

发生断裂!诱导成骨细胞凋亡!其中

!#$C!$

H&

E5?

(

F

氟所致早期和晚期凋亡率最高'

氟浓度高于
!$

D/

E5?

(

F

使成骨细胞
G

$

(

G

!

期减少!

+

期细胞增多!抑制成骨细胞周期由合成
,=>

的
+

期向
G

"

(

-

期转化!使细胞停滞在
+

期'这与上述

报道的氟可致细胞损伤和凋亡的结论一致!而诱导

成骨细胞凋亡的最低氟浓度以及细胞凋亡率差异较

大!这可能与动物种类&细胞类型&培养基
X

4

及细

胞孵育时间等有关'

!I%
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!!

氟还可诱导其他细胞凋亡'

4KB@L5

等)

!&

*观察

了氟对体外培养的
S- !̀$J

细胞的影响!通过

,=>

梯带琼脂糖电泳和
ZS=.F

发现培养基浓度

为
'EE5?

(

F

时可诱导细胞凋亡'

+5L

Q

等)

!'

*发现!

!$$

!

"'$

XX

E

时!细胞活力降低&

,=>

和蛋白生物

合成能力下降&生长及增殖受到抑制等与氟诱导的

细胞凋亡有关!氟引起形态学变化&核小体间
,=>

断裂&亚二倍体细胞增加'

=@)

可诱导
4FHJ$

细胞

,=>

氧化性损伤及凋亡!经
=@)

处理的细胞脂类

过氧化物的水平升高'认为氧化应激参与介导了细

胞凋亡的过程)

!J

*

'王爱国等)

!0

*发现
&$

$

Q

(

EF

的

=@)

可对人胚肝细胞
,=>

产生明显的损伤作用!

损伤率达
&&#$$(

!且随着染氟剂量的升高!人胚肝

细胞
,=>

损伤率也有上升的趋势'

!!

F@N

等)

!I

*认为氟致骨细胞凋亡的机理是抑制

成骨细胞酸性磷酸酶的活性'陈璐璐等)

!%

*发现

=@)

刺激体外培养的成骨细胞原癌基因
"=

1

+8

&

"=

:

5)

的蛋白表达!从而影响成骨细胞的增殖和分化!

并介导了氟致成骨细胞凋亡'呼亚伟等)

"$

*观察到

加氟可致细胞凋亡!并检测到凋亡基因
X

'/

'本试

验观察到氟可致山羊成骨细胞凋亡!且氟浓度增加

时凋亡率升高!但氟诱导成骨细胞凋亡的机制尚需

进一步研究'
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