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症患者，如何获得适 当的氟制剂治疗 ，仍是亟待 

解决 的重大 问题 。本文通 过对 离体成骨 细胞 培 

养 ，研 究 不 同剂 量 氟化 钠 (NaF)对 成 骨细 胞 的 

影 响投 观察硫 酸锌 (ZnSO )是否 直接在 细胞 水 

平对抗 NaF的作用。 

1 材料 和方法 

1，1 细胞 分离与 培养 

选取新生 24 h SD大 鼠(同济 医科大学动 

物 中心 提供 )．拉 颈处 死 后周 身用 75 乙醇 消 

毒 ，无菌 条件 下取 颅骨 并清 除 表面 血迹 及 软组 

织 ，用 DMEM 洗 2次 ，将 骨 片剪 碎 成糜 状 ，然 

后经 过胶原酶 (2 mg／m1)及 透 明质 酸酶 (1 mg／ 

m1)混 合 液 的 阶段 性 消化口]，收 集 2～4批 细 胞 

接 种 到含 有 DMEM (含 抗 生 素 及 10 的 小 牛 

血 清 )的培 养 瓶 中 ，置 37(、、5 CO 的培 养 箱 

中培 养 ，待 细胞 接 近融 合 时 ，用 0．25 胰 蛋 白 

酶 、0，02 EDTA 消化 ，以 2×l0 ／cm 个 细 胞 

的密度 种板 。 

1．2 细胞增 殖率测定 

细胞 接 种 至 96孔 培 养 板 ，24 h后 换 为 含 

有 0，1 牛 血 清 白蛋 白的 DMEM，次 日加 入 不 

同 浓 度 (10 mmol／I 、10 mmol／I 、l0 

mmol／I 、5× l0 mmol／I )的 NaF 和／或 Zn 

SO 继续 培养 48 h，在最后 4 h每 孔滴 人 20id 

MTT(5 mg／m1)，37 C、5 CO 培养 箱 中9呼化 

4 h，吸 出上层 液体 ，每 L滴 加 l00 1 20 SDS— 

j0 DMF，震荡 l5 min后 37 c再孵育 4 h，用 

酶标仪读数(波长 570 nm)。 

1．3 碱性磷 酸酶(AI P)活性测 定 

细胞 接 种 至 24孔板 ．24 h后 加 入 前 述 浓 

度 NaF和／或 ZnSO ，继续 培养 4 d。吸 出培养 

液 ，加 0，1 tritonX i00 100,ttl珂L以裂 解细胞 ． 

然后 加 入 2，5 mmol／I，PNPP及缓 冲液 5O 1／ 

L，37C 9呼育 30 min，0．1 mmol／I 氢 氧 化 钠 

50 I／ L终止反应。将各孔液体分别移人 96 L 

板 ，用酶标仪读取 OD值(波长 5 70 mm) 

1．4 骨钙 素(OC)放免测 定 

细胞接 种 至 6 L板 ．24 h后加 入前 述 浓度 

NaF和／或 ZnSO 及 50,ug／ml维 生素 c，继续 

培养 12 d，其闻每 3 d换液 一 次 第 12天 收集 

每 孔 1O0 uI上清 液 ，用 骨钙 素放 免 试 剂 盒 (北 

京 中山生物技术 公 司)测定 骨钙素水平 。试 剂盒 

批 内变 异系数 2．61 ，批间变 异系统 5．74 ± 

0．51 。 

1．5 统计 分析 

实验结果以均值 ±标准差(；± )表示 ，组 

间用 ，检 验 

2 结果 

2，1 细胞增 殖 

NaF对 细胞增 殖表 现 为双 向调 节 ，NaF浓 

度偏低 时 (i0 M ．10 mol／I )，细胞 增 殖 率 明 

显增加 ，与无 NaF组相 比，P<0．05 但培养液 

中 NaF浓度增 至 10 mol／I 及 5×i0 mol／I 

时，细胞增殖率受抑制 l0 mol／I ZnSO 本身 

具有一定 的增 加成 骨细胞增殖 的作用 ，在 与 

NaF联台作用时，其加强小剂量 NaF对细胞增 

殖的刺激 ，并部分恢复大剂量 NaF抑制细胞增 

殖 的影响 (表 1)。 

表 1 细胞 M⋯1 1、测定 结 果 ( 一8) 

注 ；与 0组 比一*P％ o 05(0组 即 NaF、ZnN)1陆度 均为 0 ；与相 对应 无 gnSO ．NaF浓 度相 同组 比 ， < l1．0 5 
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2．2 AI P活性测定 

不同剂量NaF及 ZnSO 与 NaF共同培养 

对成 骨细 胞 AI P活性 影 响 的方 式 与 细胞 增殖 

率 的改 变基本一 致 (表 2)。 

表 2 细胞 AI 1’活性测定结果 (OD值 =6) 

： 0组 比 ·， <0．(15{**， <f)．0】； j相对 心 ZnSO 、NaF浓 度十H同组 比 ，△ ，，<0．0； 

2．3 骨 钙素分泌 

各 剂 量 NaF对 细 胞骨 钙 素 的 分泌 均 有 促 

进 作用 ，差异具 有显著性 (，)<O．05) ZnSO 协 

同小剂量 NaF、但对抗大剂量 NaF的影响(表 

3)。 

表 3 细胞骨钙素分泌量 ~ng／m[ =3) 

： 0组 比 ，*， < 0．05；* < )．0【{与 相对 膻 无 ZnSf)1、N F浓 度 相 同组 比较 △P< 

3 讨论 

氟化物能明显增加骨密度，组织学研究亦 

显示 它能促 进 类骨 质 沉 积而 提 高骨 量 ]，体 外 

研究则表明氟具有促进成骨细胞有丝分裂，增 

加骨形成的作用 ．因此在过去 3O年中，它是 

治疗骨质疏松的一种重要药物 同时，氟剂量过 

大会导致氟骨症 (骨硬度增加)，如地方性氟病 

及工业氟暴露 如何寻求最有效而安全的剂量 

来治疗骨质疏松症及寻找有效的拮抗剂对抗过 

量氟所致 的损害仍是人们关心的问题 。 

体外胎 鼠或新生鼠颅骨成骨细胞培养 ，是 

观察不 同药物对离体成骨 细胞影响的 良好模 

型。通过对细胞增殖及分化不 同时期标志物如 

AI P、骨钙素 、骨小结形成等的测定 ，可客观地 

评价所选择的实验药物在细胞水平的效果 。我 

们 的 结 果 显 示 ，NaF对成 骨 细胞增 殖 ，分 化 的 

作 用 依 赖 于 其 剂 量 ，l0 tool／I 、10～tool／I 

NaF促进 增殖 及 AI P活性 ；l0 tool／I 及 5× 

l0 tool／I．NaF反 而对 细胞有 毒性作 用 ，抑 制 

其增 殖 和早期 分 化 ，但 5×l0 mol／I 、10 ’mol／ 

I 、l0 tool／I 及 l0 tool／1 NaF 组 骨 钙 索 水 

平 均 较对 照组 增 高 ，其 中 5×l0 mol／I．组骨 

钙素水平最高 。这些数据与其他作者对人和鸡 

成骨细胞研究所得的结果相似．但也有不同之 

处。Khokher等 报 道 氟 化 钠 浓 度 至 少 在 

100#mol／I 才能刺激人成骨细胞 AI P活性 ，至 

少 250umol／I 才 能 显著 提 高 。H 掺 人 率 。 

Wergedal等 则观察到 50#mo1．／I 为促 进人成 

骨细胞增 殖和 分化的 最适剂量 ]。这些 差异 可 

能是 由于所用细胞的种类 及培养条件不 同所 

致 NaF对骨钙素分泌的促进作用是导致骨基 

质 不适 当矿化 的基础 有研 究揭示 ．氟 离子 

(F一)半径与骨基质 中的 OH 具有相 同的半径 

及电荷 ，故易发生置换而使 羟磷灰石结 晶变为 

更稳定 的氟磷灰石结晶，但后者可比前者体积 

大 2～9倍 。当氟过量时，这种巨大的板块状结 

晶将使 骨力学框架 的连续性、规律 性遭到 破 
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坏 L6一。 

NaF对 骨 细 胞 作 用 的分 子 生 物 学 机 制 尚 

有争议。Lau等认为促有丝分裂剂量的氟能特 

异性 抑制成 骨细胞 内磷酸激 酶而增 加有丝分 裂 

原活化蛋白激酶氨酰磷酸化作用和活性以促进 

成 骨 细胞 增殖 。近来 ，Burgener等提 出氟 通 

过 直 接 增 加 特 异 性 酪 氨 酸 激 酶 活 性 (与 抑 制 

PTPP相反 )而促进 成骨 细胞 增殖一 。 

锌 (Zn。 )是氟 的拮抗 剂之一 ，可被 用于 治 

疗氟骨症。锌的作用认为在体内能与氟结合 ，形 

成难 以溶解的氟化物 ，降低体内氟含量 但锌 

在细胞水平如何拈抗氟的作用现不详．且未见 

报道 。我们 的实验 显示 10 mol／I ZnS() 本 身 

亦 有刺激成 骨细胞 的作 用 ．在与 NaF共 同加人 

成骨细 胞培 养时 ，表现 为 协同小 剂量 NaF增加 

细胞增殖及分化，但抑制大剂量 NaF的作 用， 

并降低大剂量 NaF促进骨钙素分泌的影 响．这 
一 观察解释了临床上锌为何可以对抗过量氟所 

致的骨硬化症。 目前的研究证明锌与骨质疏松 

也有关 系 ，给绝经期 妇女补 充微量元 素锌 ，结果 

钙缺乏组和不缺乏组密度均增加 刘秀明等 

在胎 鼠头盖骨 细胞 的 体外 培 养 中加 入 10一 

mol／i ZnSO 即 能 够 促 进 成 骨 细 胞 增 殖 和 分 

化 ⋯ 因此 ，将适 量 的锌 和 氟共 同作用 于 成骨 

细胞 ，有可 能既对抗 氟的毒性 ，又加 强治疗 骨质 

疏松 的效果 。我 们的上述 结果 为骨质疏松症 治 

疗的新思路提供了一定的实验依据。 

总之，本实验提示 NaF对成骨细胞增殖分 

化的作 用呈剂量依 赖性双 向调节 ，10 mol／I 

ZnSO 能够部分对抗大剂量 NaF抑制增殖分 

化的作用 ，ZnSO 这种在细胞水平与氟相互影 

响是否仅存在于化学反应水平 ，抑或有不 同的 

生物效应 ．有 待进一步 的研究 。 
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