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p一磷酸甘油诱导离体成骨细胞非矿化阶段的 

碱性磷酸酶表达 
陈璐璐 J~rgen Schiller Niels T．Foged 

摘要 普遍认为B_磷酸甘油(目GP)是成骨细胞培养中诱导骨基质矿化的重要元紊之一 然而它对 

成骨细胞的其它代谢过程的影响仍不甚清楚。本研究的目的是为了了解 GP在成骨细胞的早期培养， 

即非矿化阶段是如何影响它的生长 及 GP的这种影响在不同的传代细胞中有何不同 由于碱性磷酸 

酶(AI P)是成骨细胞分化的 一十特异指征，我们故选择ALP作为研究的主要指标 实验表明，l0ramoI9 

GP／I 提高AI PmRNA表达选2倍左右，增加1～4代成骨细胞的ALP活性达l0 ～30 (尸<0．01)。 

p GP诱导 ALP活性增加的作用可被蛋白台成抑制剂环己酰亚胺安全抑制。。H一晌腺嘧啶棱苷结合试验 

表明， GP对成骨细胞的增殖无影响。本研究结果显示， GP不作用于胎鼠头盖骨成骨细胞的螬殖．但 

在细胞培养的非矿化阶段诱导ALP mRNA表达及增加该酶的活性 
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Abstract： G】ycer。ph0sphate( GP)is accepted as an essential factor for the extracel[u[ar mat rix 

mine ralization process of osteoblasts m vitro．However tthe influence of口一GP on other metabolic activi 

ties of osteob[asts is still uncertain．The aim of this study was to investigate how GP influences rat OF．一 

teoblast development a r the ear]y period of culture，i．e．the non—mineralization phase，and how this varies 

with the different celt passages For this purpose，alkaline phosphatase(AI P)was chosen as 8 main oh 

】eel in this study By Northern blot analysis，up tO two fold increase of ALP mRNA was observed after 

stlmuladon of rat 0steobla tS with l0 mmollB—GP／L．Likewise． GP induced a 10 一30 increase I1 

AI_ P activity(P 0_01)of early passages(1tO 4)．The GPinducedincreasein ALP activitywastatatly 

inhibited by the protein synthesi s inhibitor，cycloheximide(50~mot／L)． GP stimulationwas found tO he 

without elfeel Oil cell prolife ration．Ln conclusion，a-GP has no effect on proliferation but induces an in 

crease in both mRNA level and activity of AI．P ia the non—minⅢ nzation phase of cultures1which]asts 

for~everal passages hm will disappear in older eoltures- 
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在含有 磷酸甘油(3 GP)及抗坏血酸的 

培养中．成骨细胞所形成的骨结节或骨样组织 

作者单位“ 3̂C,022)潮 【 省武泌 H济阻科^学附属协和医 

院内分泌科 (陈璐璐)：丹麦临床与基础研究中心<J~rgea 
SchCtler Niels T．Foged】 

能够矿 “ 。因此，这种培养方法被广泛用于 

研究离体骨细胞的不同功能0 ：。尽管许多年 

前Robison已报道有机磷酸可能是组织矿化所 

需的无机磷的一个来源 ，但由于骨基质矿化 

是一个复杂的过程，人们对 13-GP在这 过 
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中的作用机制仍缺乏了解。一些研究提示， 

GP除了诱导矿化外还可能影响细胞的增殖及 

分化。将鸡头盖骨内膜培养在含有 GP的培 

养液中，。H一胸腺嘧啶核苷的结合减少 。矿化 

的小鼠内软骨培养也显示 GP降低碱性磷酸 

酶(ALP)的活性 ]。另一方面，Lee等人发现口一 

GP增加大鼠成骨细胞培养早期矿化阶段的 

ALP mRNA表达．但对I型腔原、骨钙素等无 

影响嘲。 

本研究的目的是为了了解 GP对离体大 

鼠胎鼠头盖骨成骨细胞的ALP的影响。尤其是 

对细胞非矿化阶段的作用，以及这种作用在不 

同传代细胞中的改变。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养 

细胞分离过程遵循Bellows等提出的方 

法0]。所分离的21天的Sprague—Dawley胎鼠头 

盖骨被剪碎．然后经过胶原酶(2mg／m1)及透明 

质酸酶(1mg／m1)混合液的阶段性消化。消化过 

程于37。c下进行并同时加以搅拌。每2o分钟收 

集细胞一次，共得5批细胞。第一批细胞弃之不 

用．后4批细胞被混合后接种于含有F一12培养 

液的培养瓶中。培养液中同时加入抗生素及 

l0 的小牛血清(FCS)。培养瓶被置于37。C含 

有5 CO 的培养箱中。24小时后，存活细胞经 

胰蛋白酶作用从培养瓶中分离出来，然后按10 

个细胞／cm 的密度接种于培养瓶中。当细胞达 

到融合状态时按前述的胰蛋白酶的方法将细胞 

分离传代。 

所用培养液、抗生索、小牛血清购于Gib— 

co，药品购于Sigma。 

1．2 H一胸腺嘧啶核苷结合试验 

细胞按2×10 个细胞／cm 接种于96孔培养 

板中 在含有10 FCS的a—MEM中生长24小 

时，然后将培养液换为含0．1 小牛血清白蛋白 

的无血清e-MEM以诱导细胞的静止状态。24 

小时后，10retool~-GP／L被加入培养中并孵育 

蛆小时。。H一胸腺嘧啶核苷在最后的24小时内被 

加入培养中。细胞被用于分析之前，经磷酸缓冲 

液洗涤二次．然后用1O (W／V)的三氯乙酸固 

定，最后用0．3N的NaOH及1 的十二烷基硫 

酸钠溶液溶解细胞。样本中的放射性含量被液 

闪计数器所测定。 

1．3 ALP活性的测定 

用于ALP活性测定的细胞接种方法如上 

述。细胞被培养4天。]0mmol~一GP／I 于第三天 

加入培养中。在用于观察蛋白抑制剂作用的实 

验组中，50~mol／I。环己酰亚胺于 GP被加入 

前的2小时加入培养中。ALP活性通过PNP的 

方法直接在培养孔中测定。。 。加入PNP的培 

养板被置于37。c温育60分钟。P一硝基酚的吸收 

光度用酶联免疫分析测定仪测定(波长 

405nm)。酶活性最后经用亚甲基蓝染色法测定 

的平行培养板中的细胞数多少来校正。 

1．4 Northern杂交分析 

细胞被培养于含有[LGP及标准培养液中 

5～6天。各份标本的总 RNA的提取遵循 

Chomczynski等所提出的方法 。2O／~gRNA／ 

每份样品经含1 福尔马林琼脂糖凝胶电泳分 

离。然后转移至尼龙膜上(Hybond N)。预杂交 

及杂交均在42℃下进行。所用的ALP探针是 

从质粒pS31中获取的一2．4kb EcoRI eDNA片 

段。该片段编码完整的ALP基因。分离的探针 

用 Ⅱ一32p—dCTP(Amersham UK，3000~Ci／ 

mmo1)作随机引物标记。洗涤后的杂交膜被置 

于Molecular Dynamics Phosphor贮存板中曝 

光5～7天。为了校正各标本上样的差异，杂交膜 

用 P末端标记的28S RNA寡核苷酸探针再杂 

交。RNA的含量通过 Molecular Dynamics 

Phosphor Imager SF测定。 

2 结累 

2．1 细胞增殖 

。H一胸腺嘧啶核苷结合分析试验测定显示， 

10mmol[]-GP／L对胎鼠头盖骨各代细胞的增 

殖无影响(图1)。 

● 

■ 

● 
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细胞代 

圈1 胎鼠头盖骨各代细胞 H-胸腺嘧啶核昔结合 

试验。对照组的数值被确定为10o 。每组结果 均数 

土标准误表示 

2．2 ALP活性 

当胎鼠头盖骨细胞在含有p—GP的培养渡 

中生长4天，ALP活性相对于对照组增加10～ 

30 (P<0．01) 这种增加见于前4代细胞培养 

(图2)。当同等浓度的 GP在 ALP测定前被 

加入含有待查细胞的培养板中．结果显示这种 

化合物本身并不影响AI P的测定结果(图3)． 

证明实验组所显示的ALP增高并不是由于标 

本中残留的 GP所致。更进一步的实验表明， 

蛋白合成抑制剂能够阻断 p—GP对 AI P活性 

的影响(图3)。 

2．3 ALPmRNA表达 

来自于1～6代细胞的RNA标本被用于 

Northern杂交分析。结果表明，10mmol GP／ 

L使ALP mRNA水平提高1．5～2倍。这种增 

高见于1～3代细胞(附表) 

∞ 上 1 2 3 { 5 6 

细咆代 

囝2 6代胎鼠头盖骨细胞的ALP活性 对照组数 

值被确定为100 。每组结果以均数=标准误表示。*P 

< 0．05 

2 0r 

1．O 
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I 
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C Cyc 

图3 GP及蛋白合成抑制剂对 ALP活性的影 

响。c+ GP：口-GP于 ALP测定前加入测定板中} 

GP：培养含 GP；Cyc+ GP：培养中含有环己酰亚胺 

(Cycloheximide)与 GPIcyc：培养含环己酰亚胺．无 

GP。每组结果以均数土标准差表示 

附衰 三批实验所获 GP诱导的ALP mRNA水平的百分率变化 

(与对照组比较) 

绑 胞 代 
宴验次敷 
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+4B 5 +45．3 +31 9 一6 5 一28 4 ND 

+23．1 +13．3 +57 7 ND ND ND 

+1 B．20 +16．8 +25．99 —8．26 ND ND 

注 ND mRNA信号低柱黄范围 
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3 讨论 

自从Rohison在他的最早研究中揭示有机 

磷酸可能是组织培养的无机磷的来源 1．p-GP 

已被广泛用于各种成骨细胞培养p』诱导基质的 

矿化。大量的研究已证明只有在培养中加人口一 

GP，骨基质方能矿化。 ’tz．1 a]。p-GP的这种作用 

被认为与成骨细胞培养中高活性的ALP有关。 

普遍认为，在离体培养的矿化过程中， GP被 

ALP迅速水解而释放出无机磷，后者用于羟磷 

灰石的形成。这一作用可被ALP的可逆性抑制 

物左旋咪唑所阻断。经发现在被p-GP所处理 

过的培养中．DNA合成、胶原及总蛋白的台成 

均下降 ’“’ ，因此认为芦GP可能不仅仅是组 

织矿化的基础物质，而且也在某种程度上影响 

细胞的代谢 作为ALP的底物， GP在矿化过 

程中对ALP的影响已得到一定的研究。然而， 

这些结果却不相一致。其原因可能因为研究所 

用的对象来源于不同的培养系统、不同的细胞 

种类(如原代细胞或细胞系等)。大部份文献报 

道，离体成骨细胞培养中，p GP可致ALP括性 

下降。。 “ 。但当我们认真研究这些报道时，可 

发现，所有这些研究均将重点放在培养的晚 

期阶段，即矿化阶段。在这一阶段中．激活酶所 

需的二价离子(如Zn )由于形成矿仡物而被 

消耗，因此认为酶活性下降是由于二价离子减 

少所致0 。本研究的意图在于了解 Gp在早期 

培养阶段即非矿化阶段对ALP的影响。 

本文资料显示，在早期胎鼠头盖骨成骨细 

胞培养中，10retool GP／L增加ALP的活性。 

这种作用很明显不是由于在ALP测定过程中 

可能存在有痕量的 Gp所致，因为将 

lOmmoll3一GP／L直接加入ALP的测定过程中 

并不提高该酶的活性。而且，蛋白合成抑制剂可 

阻断 GP对ALP的影响。再者，ALP mRNA 

表达的增加更有力地证实了 GP的刺激作 

用。 

ALP是成骨细胞分化的特异性标志之一， 

在成骨和前成骨细胞中均可测到此酶的存在。 

有报道显示，ALP表达紧伴着细胞的增殖 

期0 因此．观察培养早期AI P的改变有利于 

了解 GP的效果 从本研究结果可以看出，0一 

GP对ALP的作用不是通过促进细胞的增殖 

而达到的。 

当测定不同传代细胞的 ALP活性及 

mRNA水平，我们发现，芦GP的刺激效果仅存 

在于头3～4代细胞，随着细胞的传代而逐渐消 

失 这种改变可能是由于随着细胞的传代，成熟 

的成骨细胞逐渐丧失它们的分化能力并失去它 

们的特征。例如．早先的报道已表明成骨细胞对 

甲状旁腺索及降血钙素的反应随着细胞的传代 

而消失。 

总之，本文第一次揭示在成骨细胞培养的 

非矿化阶段 GP对ALP的诱导作用。考虑到 

它同时是矿化过程中无机磷的供体．很有可能 

GP同时调节成骨细胞分化早期及后期阶段 

的某些环节 活体循环中的有机磷酸是否也有 

类似功能有待进一步论证。 
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机关干部骨质疏松与生活习惯的关系 

杨建文 李素勤 张晓光 于 华 

为了解男性机关干部骨质疏橙的发生率与生活习 

惯的关系．我们在近年来g~229名机关干部进行了骨密 

度及生活习惯的普查，现将结果分析如下： 

l对象：机关查体中所检查身体健康男性干部229 

人．年龄40～62岁，平均50．49岁。 

2．骨密度测量方法：采用1993年引进的美国Lunar 

公司的DPX—L双能x线骨密度仪，测量被幢个体腰 

2-腰4前后位的骨密度，结果判定 面密度(BMD，g／ 

cm )，误差1 。 

3，生活习惯调查；采用问卷方法，根据每日室外活 

动时间设簧了4个组：少于0．5小时组；0 5～l小时组；l 

～ 2小时组及多于2小时组 并详细询问了抽烟数量及 

时闻 

以上所得数据均用DBASEⅡ处理，统计处理采用 

f检验。 

衰l 229名机关干部骨密度值(g／cm!) 

作者单位：1 0084g．总后机关第一门谚部 

结果表明；1．229名机关干部骨密度值及骨质疏 

松发生率见表l。 

按照国际骨质疏橙判断标准(峰值减二个标准 

差)．则骨质疏铪者为23』、．占总人数的l0 

2．活动时间与骨密度的关系见表?。 

衰2 229名干部活动时间与骨密度的关系 

经统计学检验：<0．5小时组与72小时组有明显差 

异(P<0，01)；>0 5小时组与其它两组有一定差异(P 

< 0 05) 

3抽烟调查结果：每臼抽烟5支 上并数十年者8- 

』、，占息人数的37 ；其中每日抽烟10支 上者66̂ t 

占总人数的29 。在调查中还发现：在每日活动少于 

0．5小时组中，抽烟』、数高选45 ．而在活动时多于1小 

时以上』、群组中，抽烟人数减由24 

结果表明：活动步加之抽烟更会导致骨密度下降． 

使骨质疏松发生率增加 

一

蒸 一 
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