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要!成骨细胞在骨代谢过程中发挥成骨作用!笔者制备羊骨髓肽钙螯合物"

[:!\H

#!探究其对体外培养成骨细

胞的增殖及活性的影响!并将其效果同羊骨髓肽"

[:

#进行比较'制备的
[:!\H

经傅里叶红外光谱仪进行扫描鉴

定&从新生
8?

大鼠颅骨中分离纯化的成骨细胞经碱性磷酸酶"

<S:

#和茜素红染色鉴定&在培养液中添加不同浓度

的受试物!
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法确定最佳作用浓度'以
%@!

&

雌二醇"
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#为阳性对照!通过测定各组细胞
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)=&-3

和
<S:

(骨钙素"
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#的含量!考察
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在最适作用浓度"
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#下对成骨细胞增殖和活性的影

响'结果表明!

[:

和
[:!\H

的红外光谱图未完全重叠!吸收峰发生了明显的位移变化!说明
[:

与
\H\5

0

反应形

成了
[:!\H

'分离的成骨细胞经
<S:

染色呈阳性!胞内可见大量黑褐色颗粒&茜素红染色后细胞呈深红色!并形

成钙化结节'
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处理组的
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和
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水平均显著"
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#高于
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处理组!但均显著
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#低于雌激素组'综上!尽管效果不及雌激素!

[:!\H

和
[:

均可促进体外培养成骨细胞的

增殖并增强其成骨活性!效果
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优于
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骨质疏松"
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#是由于成骨细胞

"

#,62#Y5H,6

!

T>

#介导的骨形成与破骨细胞"

#,62#!

45H,6

!

T\

#介导的骨吸收失衡!导致骨吸收大于骨形

成而引起的以骨小梁稀疏(断裂(骨量减少(骨密度

下降为特征的骨代谢疾病)

%!0

*

'受集约化养殖(环境

污染(动物生产(其他疾病发生等因素的影响!畜禽

T:

越来越受到人们的重视'

除骨形成作用外!

T>

还参与
T\

骨吸收活性的

调节)

0!)

*

!在
<̂9]

%

<̂9]S

%

T:7

信号通路中!

T>

分泌的
<̂9]S

可 识 别
T\

前 体 细 胞 表 面 的

<̂9]

并与之结合!转导骨吸收信号以调节
T\

前

体细胞的增殖和成熟'另外
T>

分泌产生的
T:7

可与
<̂9]

竞争性地结合
<̂9]S

!从而防止骨的

过度吸收!可见
T>

的数量和活性将直接决定骨量

及骨密度)

)!.

*

!提高
T>

的细胞数量和成骨活性在骨

质疏松防治中尤为关键'

课题组前期研究表明!羊骨髓肽"

3HXX#B

L

2

L

!

6$"2,

!

[:

#及其钙螯合物"

[:!\H

#对去卵巢大鼠均

具有明显的骨质改善作用!且比雌激素更安全)

@

*

'

在抗骨质疏松新药筛选和药效学评价中!体外培养

的成骨细胞是一种重要模型)

0

!

(

*

'为进一步揭示

[:

(

[:!\H

改善骨质的机制!本研究通过体外试验

探究二者对成骨细胞增殖及活性影响!并将二者的

效果进行比较!为研发更安全(更有效的
T:

防治药

物提供理论依据'

#

!

材料与方法

#N#

!

试剂及仪器

E2-,#X0@

型傅里叶变换红外光谱仪"

>XKW2X

光谱仪器公司#(

[\@0%

酶联免疫检测仪"上海箐华

科技仪器有限公司#(

(

型胶原酶"

8$

1

3H

#(

&;0=_

胰蛋白酶
!G?E<

消化液"

N

A

\5#-2

#(

%&&m

青霉素

链霉素混合液"北京博奥拓达科技有限公司#(胎牛

血清"浙江天杭生物科技有限公司#(

%@

&

!

雌二醇

"

8$

1

3H

#(牛血清白蛋白"

>8<8#5HXY$#

#(

EX$6$#-!

P%&&

"

8$

1

3H

#(

\255\#K-6$-

1

]$6!(

试剂盒"日本同

仁#(碱性磷酸酶"

<S:

#测试盒及总蛋白定量测试

盒"南京建成生物工程研究所#(

Ĥ6>7:GSF8<

]$6

"上海桥杜生物科技有限公司#'羊骨髓肽"内蒙

古锡盟肽好生物制品责任有限公司生产#中的蛋白

质含量为
/._

"以干基计#!

?[G[

%

U%0

培养基

"

7$Y4#

#中加入
%&_

胎牛血清(

%_

青霉素链霉素混

合液制得完全培养基'

#N!

!

羊骨髓肽钙螯合物"

J)LK5

#的制备及鉴定

以羊骨髓肽"

,I22

L

Y#-23HXX#B

L

2

L

6$"2

!

[:

#

和氯化钙为原料制备
[:!\H

'螯合工艺为)

(

*

$

[:

浓度
(/;0(3

1

2

3S

d%

(肽钙质量比
0o%

(

L

N(;%

(

)&y

螯合
*&3$-

(

(

倍体积乙醇静置沉淀
*I

"乙醇

质量分数
#

/=_

#!

(&&&X

2

3$-

d%离心
%&3$-

!沉

淀再经真空冷冻干燥"

d0.y

预冻!工作压强
/&

"

%&&:H

!升华温度
)=

"

== y

#制得
[:!\H

!经测定

[:!\H

中的钙含量为"

/;&=`&;*.

#

_

'用傅里叶

红外光谱仪在
)&&&

"

)&&43

d%波段内对样品粉末

进行扫描以确定
[:!\H

的形成'

#N(

!

新生大鼠颅骨成骨细胞的分离和纯化

无菌条件下!将出生
0)I

内的
8?

大鼠)山西医

科大学动物实验中心提供
8\P]

"晋#

0&%=!&&&%

*脱

颈处死!采集颅骨!

:>8

冲洗后剪碎!

&;0=_

胰蛋白

酶
!G?E<

消化液中消化
0=3$-

!收集消化液!组织

中添加
&;%_

(

型胶原酶继续消化
%I

!收集消化

液!合并
0

次消化液!

%=&&X

2

3$-

d%离心
=3$-

!弃

上清!用
?[G[

%

U%0

完全培养基重悬细胞!移至

0=43

0的细胞培养瓶!培养箱中培养"

*@ y

!

=_

\T

0

#!培养物每隔
&;=I

转至另一培养瓶中!重复

.)@0



!

%0

期 金淑秀等$羊骨髓肽及其钙螯合物对成骨细胞增殖和活性的影响

0

"

*

次!以除去大部分成纤维细胞而获得原代成骨

细胞!待细胞完全贴壁融合后!以
&;0=_

胰蛋白酶

溶液消化!传代
*

次获得纯度高(稳定性好的成骨

细胞)

/!%&

*

'

#N%

!

成骨细胞的鉴定

通过细胞形态学观察(茜素红染色及碱性磷酸

酶"

<S:

#细胞化学染色对0

%;*

1纯化获得的成骨细

胞进行鉴定)

%%!%0

*

'

#N'

!

成骨细胞生长曲线的绘制及各受试物最佳作

用浓度的确定

!!

将生长良好的第三代成骨细胞以
%m%&

)个2孔d%

的浓度接种于
/.

孔细胞培养板上!每孔含完全培养

基
%&&

+

S

!

*@y

培养至贴壁后每天换液'用
\\]!

(

法绘制生长曲线时!每天取
=

孔进行测定!连续

@"

!测定时弃掉旧培养液!每孔加
/&

+

S

新鲜培养

液和
%&

+

S\\]!(

溶液!避光孵育
)I

后用酶标仪

测定
T?

)=&-3

)

%*

*

'确定
[:

(

[:!\H

对成骨细胞增

殖的影响时!根据生长曲线!将到达平台期的时间确

定为
\\]!(

法检测时间'确定各受试物的最佳作

用浓度时!每孔的接种浓度均为
%m%&

)

!培养
0)I

待细胞贴壁后!每天换液时在完全培养基中加入不

同浓度的受试物进行培养!在之前确定的检测时间

进行检测!

T?

)=&-3

最大值所对应的浓度即为每种受

试物的最佳作用浓度'

#NC

!

J)

$

J)LK5

对成骨细胞增殖的影响

向
/.

孔板内已经贴壁的成骨细胞中加入

%&&

+

S

完全培养基"对照组#或含有最佳作用浓度

受试物的完全培养基!绘制各组细胞的生长曲线!方

法同0

%;=

1'

#NO

!

成骨细胞骨钙素"

=8)

#含量及碱性磷酸酶

"

0P)

#活性测定

!!

将成骨细胞以
%m%&

)浓度接种到
0)

孔板上!

每个处理组
.

个重复!贴壁后换用添加了最佳作用

浓度
[:

或
[:!\H

的完全培养液!每天换液!培养

@0I

后用
&;%_EX$6#-P!%&&

裂解
*&

"

)&3$-

!吸

取
)

+

S

细胞裂解液测定总蛋白浓度!其他裂解液

%&&&X

2

3$-

d%离心
=3$-

!取
*&

+

S

上清液用于

>7:

含量和
<S:

活性的测定!按照
<S:

试剂盒和

大鼠
>7:GSF8<

试剂盒的操作步骤进行'

<S:

的

活性通过总蛋白质浓度标准化!表示为
]$-

1

!<X3!

,6X#-

1

R-$6

2

1

d%

'

#N$

!

统计方法

试验数据采用
8:880%;&

软件处理!结果以0平

均值
`

标准误1表示!折线图(柱状图由
8$

1

3H:5#6

%&;&

软件绘制'

!

!

结
!

果

!N#

!

羊骨髓肽钙螯合物"

J)LK5

#的鉴定

如图
%

所示!

[:

和
[:!\H

的红外光谱图波

形一致但未完全重叠!吸收峰发生了明显的位移

变化'

图
#

!

羊骨髓肽"

J)

#与羊骨髓肽钙螯合物"

J)LK5

#红外光谱图

Q3

,

B#

!

D;-3/7*5*-<.

1

-46*E9+7.;+*6

1

-

1

63<-A36;J)5/<J)LK5

!!

对红外光谱图进一步分析!结果如表
%

所示!说

明钙离子主要与骨髓肽游离氨基端的氨基"

!9N

0

#(

游离羧基端的羧基"

!\TTN

#以及肽链内部的羰基

"

\xT

#发生了结合!通过螯合!羊骨髓肽变成了羧

酸盐和铵盐'

@)@0
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表
#

!

羊骨髓肽与钙离子螯合前后红外光谱分析

D5>2-#

!

K;5/

,

-.+73/7*5*-<.

1

-46*5>-7+*-5/<576-*45243E94;-2563/

,

+7>+S3/->+/-95**+A+23

,

+

1

-

1

63<-

红外吸收峰

F-CXHX2"

HY,#X

L

6$#-

L

2HW,

[:

波数%
43

d%

OHV2-K3Y2X

#C[:

[:!\H

波数%
43

d%

OHV2-K3Y2X

#C[:!\H

变化

\IH-

1

2,

原因分析

2̂H,#-,

官能区
% *0(/;). **=/;%/

波数增加!谱带红移并变
9!N

伸缩振动即
!9N

0

的

UK-46$#-H5HX2H

宽!螯合成为铵盐 伸缩振动"

6

9!N

#

0 *&@*;)/

消失
\TT!

对称振动

* 0/.&;@) 0/@*;&@

波数增大!发生蓝移
\xT

伸缩振动"

6

\xT

#

) %.=%;/. %.0);=(

波数减小
\TT!

伸缩振动

= %)=0;*=

消失
\TT!

对称振动

. %)&&;@/ %)%@;%/

波数增大
\TT!

对称振动

指纹区
@ %%.0;./

消失
\TT!

由伸缩振动变成了变形振动

U$-

1

2X

L

X$-6HX2H ( %&(0;)*

红移!谱带变宽

/ (@(;/.

新增加 单键的伸缩振动!变形振动

%& ..*;%(

消失

%% ===;0. =@&;()

红移!波数增加

!N!

!

成骨细胞的鉴定

分离的原代成骨细胞经
NG

染色后!可见细胞

呈短梭形(三角形(多边形(鳞片状(铺路石状等成纤

维细胞样形态!符合成骨细胞的特征)

%%!%0

*

!细胞轮

廓清晰!细胞质丰富且呈淡红色!细胞核呈卵圆形!

大而清晰"图
0<

#'第三代成骨细胞经碱性磷酸酶

染色后!视野内可见大量阳性细胞!细胞膜及细胞

质内有大量黑褐色颗粒"图
0>

#&茜素红与钙离子

螯合形成可紫红色或红色复合物!第三代成骨细

胞经茜素红染色后在细胞表面形成红染的钙化结

节"图
0\

#'

<'

经
NG

染色的原代成骨细胞&

>'

经碱性磷酸酶"

<S:

#染色的第三代成骨细胞&

\'

经茜素红染色的第三代成骨细胞钙化

结节

<'NG!,6H$-2"

L

X$3HX

A

4K56KX2"#,62#Y5H,6,

&

>'T,62#Y5H,6,,6H$-2"Y

A

H5WH5$-2

L

I#,

L

IH6H,2

&

\'\H54$C$2"-#"K52,#-6I2

,KXCH42#C#,62#Y5H,6,HC62X<5$DHX$- 2̂",6H$-$-

1

图
!

!

从新生大鼠颅骨细胞中分离培养的成骨细胞"

_#""

#

Q3

,

B!

!

\<-/63734563+/+7+.6-+>25.6.3.+256-<7*+9/-+/5652*56452S5*3524-22

"

_#""

#

!N(

!

J)

$

J)LK5

对成骨细胞增殖活性的影响

由生长曲线"图
*<

#可知!第三代成骨细胞贴壁

后第
%

天内经过短暂的适应期!第
0

天便进入指数

增殖期!

="

之后进入稳定期!此后细胞数目基本稳

()@0



!

%0

期 金淑秀等$羊骨髓肽及其钙螯合物对成骨细胞增殖和活性的影响

定'因此!确定受试物最佳作用浓度时选择
T>

贴壁

后的第
=

天进行检测'由图
*>

(

\

可知完全培养液中

添加不同浓度的受试物!第
=

天检测时!

[:

(

[:!\H

均在
%&

*

+

1

2

3S

d%浓度下
T?

)=&-3

值最高!细胞数量

最多!故确定此浓度为
[:

(

[:!\H

的最适作用浓度'

同理!雌激素最适作用浓度为
%&

0

+

1

2

3S

d%

'图
*?

中的测定结果经方差分析!相同的接种密度!在最适

浓度下!雌激素(

[:!\H

和
[:

组的
T?

)=&-3

在整个

检测期均高于空白组"

>

+

&;&=

#!且
[:!\H

组的

T?

)=&-3

显著高于
[:

组"

>

+

&;&=

#!在第
)

天时!甚

至高于雌激素组"

>

+

&;&=

#'

<'

成骨细胞生长曲线&

>

(

\'

不同受试物最适浓度的选择&

?'

不同受试物对成骨细胞增殖情况的影响

<'EI2

1

X#B6I4KXV2#C4K56KX2"#,62#Y5H,6,

&

>

!

\'825246$#-#C#

L

6$3H54#-42-6XH6$#-C#X2H4I6X2H632-6

1

X#K

L

&

?'GCC246,

#C"$CC2X2-66X2H632-6

1

X#K

L

,#-6I2

L

X#5$C2XH6$#-#C#,62#Y5H,6,

图
(

!

各处理组最适浓度的选择及其对成骨细胞增殖情况的影响

Q3

,

B(

!

:-2-463+/+7+

1

639524+/4-/6*563+/7+*-54;6*-569-/6

,

*+E

1

5/<6;--77-46+76;-9+/6;-

,

*+A6;4E*S-+7+.6-+>25.6.

!!

以上结果说明
[:!\H

和
[:

表现出雌激素样

作用!均可促进成骨细胞的增殖!且与
[:

相比!

[:!\H

促进作用更显著"

>

+

&;&=

#'

!N%

!

J)

$

J)LK5

对成骨细胞成骨活性的影响

由图
)

可知!

[:

及
[:!\H

处理成骨细胞后!

细胞裂解液中的
<S:

活性及
>7:

含量尽管极显著

低于雌激素组"

>

+

&;&%

#!但均极显著高于空白组

"

>

+

&;&%

#&且
[:!\H

处理组的
<S:

活性及
>7:

含量均极显著高于
[:

处理组"

>

+

&;&%

#'

(

!

讨
!

论

受集约化养殖过程中饲养管理方式(日照(饲料

配比(激素和抗生素应用(重金属污染等问题的影

响!骨质疏松"

#,62#

L

#X#,$,

!

T:

#对畜禽健康及动物

福利的影响逐渐引起社会关注)

.

!

%)!%=

*

'研究表明!

T:

发生时!机体的抗氧化水平下降!免疫功能下

降!肝(肾(甲状腺等组织表现出病理变化)

%.!%@

*

'过

去
0&

年来!抗骨吸收药物一直被作为治疗
T:

的首

选!但由于骨吸收与骨形成紧密相关!在抑制骨吸收

时!骨形成的减少也不可避免)

%(!00

*

!因而促进骨形

成的更安全有效的
T:

防治药物的研发日益受到人

们的重视'

动物来源的多肽及其钙螯合物的生物利用度

高(安全性好!被证实可促进骨骼生长发育(提高骨

/)@0
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大写字母和小写字母分别代表
&;&%

水平和
&;&=

水平差异显著!字母相异表示差异显著!相同表示差异不显著

\H

L

$6H552662X,H-"5#B2X4H,252662X,

L

X2,2-6,$

1

-$C$4H-652V25

%

x&;&=

!

H-"

%

x&;&%'?$CC2X2-652662X,$-"$4H62,6H6$,6$4"$CC2X!

2-42,Y26B22-6I26X2H632-6,

!

,H3252662X,32H--#,$

1

-$C$4H-6"$CC2X2-42,

图
%

!

各受试物对第三代成骨细胞碱性磷酸酶"

0P)

#活性及骨钙素"

=8)

#含量的影响

Q3

,

B%

!

G77-46+76-.6-<5

,

-/6.+/6;-5463S36

@

+752M523/-

1

;+.

1

;565.-5/<=8)4+/6-/6+76;3*<

,

-/-*563+/+.6-+>25.6.

密度(恢复骨质疏松大鼠骨骼微观结构!具有
T:

防

治作用!同时还具有促进免疫(抗氧化等功能!广受

关注而不断被开发)

0*!0.

*

'但其对骨质的改善作用

的相关研究大都集中效果验证方面!集中在受试物

对血液生化指标和骨骼指标的影响方面!对作用机

制方面!例如对成骨细胞的增殖和成骨活性的影响

报道极少'

作为生物体的主要组成部分!骨组织内始终进

行着由成骨细胞介导的骨形成与由破骨细胞介导的

骨吸收组成的骨转换过程'

T>

作为调控骨吸收的

中心细胞)

=

*

!其增殖分化活动受到抑制是骨质疏松

症的主要原因)

@

*

'成骨细胞的数量与活性将直接决

定最终的骨形成量)

0

*

'

在骨代谢过程中会产生多种生化标志物!其中

碱性磷酸酶"

<S:

#是参与骨代谢的重要蛋白质!既

可代表成骨细胞的早期分化水平!又代表着骨形成'

同样!骨钙素"

>7:

#在成骨细胞分化过程中产生!是

骨矿化不可或缺的重要因子)

0@

*

'

经红外光谱鉴定!

[:

与
\H\5

0

发生了螯合!形

成了羊骨髓肽羧酸盐和铵盐)

0(

*

!其螯合部位与其他

肽钙螯合物相同)

0.

!

0/

*

'

[:!\H

和
[:

均可增强成

骨细胞的增殖活性(成骨细胞裂解液中的
<S:

活性

和
>7:

含量!增强成骨细胞的成骨活性!且同质量

浓度
[:!\H

的效果优于
[:

!所以
[:!\H

中
\H

0c

的螯合掺入!不仅可降低
[:

的用量!还可使效果增

强!具体作用机制还有待进一步研究'

%

!

结
!

论

体外研究表明!效果虽不及雌激素!

[:

和
[:!

\H

均可促进
T>

的增殖并增强其骨形成活性!且

[:!\H

效果优于
[:

'
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<9?Ĝ 8G9ES

!

:SnG977

!

26

H5'\#K

L

5$-

1

#CY#-2X2,#X

L

6$#-H-"C#X3H6$#-$-X2H5

6$32

$

92BW-#B52"

1

2

1

H$-2"CX#3IK3H-NHV2X,$H-

>[R,

)

b

*

'J 8+)& ?()&' ;&7

!

0&%@

!

*0

"

@

#$

%*/=!%)&='

)

0%

*

!

SFR\\

!

]<SR:?

!

8<SĜ 9TG
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