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降钙素对体外培养成骨细胞的影响 
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【摘要】 目的 j蹙察破骨细胞抑制剂——降钙素(密钙息1对体外培养成骨细胞的作用。方法 

在新生 sD大鼠头颅骨第二继代成骨细胞(0 )培养液中分别加入不同浓度(1O～一10 g，m1)的密 

钙息，分别观察 OB 的增殖功能(用波长 570 rtm处 OD值表示)．分化功能l用碱性磷酸酶(ALP)活性 

表示]和矿化功能(用矿化结节数量，视野表示)。结果 OD值(均值 +标准差)为 0．323±0．101～ 

0 523±0 158；ALP活性(均数 ±标准差)为(O，104±0 012)U／rag蛋白质；矿化结节数量，视野(均数 ± 

标准差)为5 75±0．957个。结论 与对照组比较 ．适当浓度(1O～一l0 )的密钙息对 0 B】的增殖， 

分化和矿化功能均具有促进作用，lO 。 ml浓度密钙息作用尤其显著，它们的作用显著性差异为： 

促进 Oh 增殖功能 P 0 05；促进 0B】分化功能 P<0．0】和促进 0B】矿化功能 P<0 001。 
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Effects of~alcito~n on osteoblasls抽 vitro ZHU Jianm．in， NGHao，CHENXingang， ,12 Department 

o1"Onhopaed／cs．8$h ShanghaiPeop／e’ Hosp／ta／，鼽 r 20D233，China． 

【Abstract] O~ecth,e To ohsercethe effects of calcdotiia(Miracle)．allinhibitor of osteoclasts，呷 os— 
teobhsts in vitro Methods 1he cIlltere medium with diffen~tit Miaealeic eoneetitratiotis(10一 一l0⋯ g／nd) 

and the second generation osteohlasts(0瑾)from the skull of newl~m SD rats we mixed for the ohse~watlotl 一 

spectivdy on the pmliferatioti(OD v tie at wave~ngth 570nm)，the difierentiatioti(ALP activity)and the nhaeral— 

iration(ntineralized riodes／field of vision)of the 0B】 Results The OD v ties(meBⅡand standard deviation) 

．icere 0．323±0．10I～O．523±0 158；the ALP activty(ifoe~,l and staadard de atioti)'leErs 0．104±0 Ol2 U／mg 

proteins，and the mineralized nodes(mea力and stsmdard dev tioti)were 5 75±0．957 Conclusion Ia compari． 

s(1n with control异mups，the proliferation．differentiatioti andmineralization ofthe OB2 we／．~promoted by ealeilonin 

concentration(10～一l0 g，nd)，in whichthe effect of10～10 ml caleitotiin eoneentlafitin on OB2 wflsthe most 

significmlt for promotitig prolJferation(P<0．05)，differentiatioti(P<0 01)and mineralization(P<0 001)． 

【Key worn,~ Calcitonin； Osteoel~t； Osteoblast； Tissue cIlluJre； Fracture he~ing 

降钙素是强有力的破骨细胞抑制剂，可直接、快 

速而广泛地抑制骨吸收。临床上常被用于治疗高血 

钙症、Paget’s病、原发性 甲状旁腺 机能亢进症、 

Grave’自病和骨质疏松症等 。近年来，有人报告将 

降钙素用于治疗骨折，以减轻骨折后疼痛 ，减轻骨 

折固定所致的废用性骨质疏松症，加速骨折愈台 

等 。但其作用机理尚不清楚，且其对成骨细胞的 

作用及其对骨形成、骨发育和骨矿化的影响研究甚 

少。本文旨在探索降钙索对体外培养大鼠成骨细胞 

的影响，试图阐述降钙素在骨形成和骨折愈合中的 

作用。 
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材料和方法 

1．药物；选用瑞士 Novartis制药公司生产的人 

工台成鲑鱼降钙素产品——密钙息(M；aca1cic—— 

salmo—ea]．eitonin，synth，Novartis Phamm AG，Basle，Swltz· 

erland)，批 号 ：293MFD0498，规格 ；50 U／Iml／Amp 5 

支，用细胞培养液分别稀释至 1O～～10 gtml不同 

浓度。 

2．细胞培养 取新生(出生 24 h内)SD大 鼠头 

颅骨，用 0．25％胰蛋白酶预消化 15～2O IIlin，以清除 

纤维组织细胞。再用 0．1％ Ⅱ型胶原 酶，在 37℃环 

境中振荡(每分钟5O次左右)消化6o n，以 1000 rt 

min‘离心收集成骨细胞。将分离收集的成骨细胞 

以 1 x 10'个tom 的密度接种于培养瓶中，置 5％ 

c 、37 培养箱培养。24 h可见细胞贴壁生长，胞 

浆开始伸展 ，换新鲜培养液，以后每隔 48 h替换培 
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养液。于接种后第 4天(半汇合)取次代成骨细胞 

(0&)培养，先以0 25％胰蛋白酶使贴壁细胞消化 

松解、轻摇，细胞即脱壁。以 1×1 个／cm的密度移 

A含培养液的新培养瓶继续培养，加人不同浓度密 

钙息(10 —10 异，m1)作药效试验。采用 MEM(mln— 

imumE嘲e dium)培养液，内含 10％小牛血清、青 

毒素等，新鲜配置，冷冻保存 。 

3．观察指标 

(1)OB，增殖功能测定：O 以6×10 ， L密度接 

种于 24孔培养板上，24 h后按人含不同浓度药物 

(1O 一1旷 异，m1)的培养 液 中，于 加药后 72 h用 

MTY{[3一(4，5-dimethylthiazol-2一y1)一2．5-diphenyl一【et— 

razolium bromide~}方法在酶标仪上进行测试。测试 

条件为：①测定时换成无血清培养液 ；②测定波长为 

570 ntla；③37 、5％CO ，MTF孵育4 h；④MTrs0 (5 

gJL)，检测细胞数 1×l ，光密度(OD)值与活细胞 

数相关系数 =0．9701。以波长570 rim处的 OD值 

表示 0岛 增殖功能，结果与对照组比较 。 

(2)0 分化功能测定：0 以2×l ，孔密度接 

种于 孔培养板上， h后换人含敏感浓度(1O 。 

III1)药物的培养液中，每48 h更换培养液 1次，待 

汇合后用对硝基苯磷酸盐(PNPP)法和分光光度计 

测定细胞溶液中的 AlJP活性(条件为 pHil3．5、37 ， 

波长为405 nll1)；再用考马斯亮蓝法测定蛋白质含 

量，以U／rag蛋白质表示 ALP活性，结果与对照组比 

较。AlJP活性是 OB 分化功能指标 。 

(3)OB2矿化功能测定：O 以2×l ，孔密度接 

种于 6孔 Costor培养板上，10 d后换人含敏感浓度 

(10。’ g，IId)药物的培养液中，14 d后加人 口．磷酸甘 

油诱导成骨细胞分泌碱性磷酸酶，促进有机磷分解 

成膦酸盐 ，使钙盐沉积 ，形成矿化结节。再用 9o％ 

酒精固定，0．1％茜素红染色。以橘红色结节、边界 

清晰、>2OO胛·为标准。在4o倍光镜下作矿化结节 

计数，结果与对照组比较 。 

(4)对照组设计：采用去离子水设定药物空白对 

照组。 

(5)统计学方法：数据处理采用均数 ±标准差表 

示，组间比较采用 检验。 

结 果 

1．对 OB2增殖功能的作用：当密钙息浓度为 

10“gCml时，波长 570 nm处的 OD值(均数 ±标准 

差)为 O．323±0．101；浓度为 10。 ml时，OD值(均 

数 ±标准差)为 0 438±0 135；浓度为 10 。 irIl时， 

OD值 (均数 ±标准差)为 0．523±0．158；浓度为 

1旷 ml时，0D值 (均数 ±标准差)为 0．409± 

0．148。对照组 OD值(均数 ±标准差)为 0．347± 

0 035。与对照组比较，密钙息 1旷 ～1旷 g／ral各浓 

度组均促进 OB 增殖功能，其中 10 g，ml浓度组的 

促进作用具有显著性意义(P<0 05， ：6)，而 lO 

g／ral浓度时具有抑制 0B，增殖功能的作用。 

2．对 OB2分化功能的作用：参考不同浓度密钙 

息对 OB2增殖功能的作用结果，选取一个敏感浓度 

作 O岛ALP活性实验研究：结果显示，当取密钙息 

敏感浓度 10 。异，ml时，AlJP活性(均数 ±标准差)为 

(0．104±0．012)Utmg蛋 白质。对照组 AlJP活性(均 

数±标准差)为(O．o81±0．004)U／mg蛋白质。与对 

照组比较，敏感浓度的密钙息对 OB2 分化功能具 

有显著性促进作用(P<0．01， =6)。 

3．对 OB2矿化功能的作用：参考不同浓度密钙 

息对 OB 增殖功能的作用结果，选取一个敏感浓度 

作 OB2矿化功能实验研究。结果显示，当取密钙息 

敏感浓度 1旷 异，ml时，矿化结节数量，视野(均数 ± 

标准差)为(5 75±0．0957)个。对照组矿化结节数 

量，视野(均数 ±标准差)为(1．5±1 0)个。与对照 

组比较，敏感浓度的密钙息对 OB2矿化功能具有极 

显著促进作用(P<0．001，n=6)。 

降钙素主要由哺乳动物甲状腺内的旁滤泡细胞 

(c细胞)和低等动物的终鳃体产生，来源于神经蝽， 

其他如胸腺、甲状腺、垂体、肺、肝、肠、膀胱和脑脊液 

也有少量产生。降钙素属多肽类激素，由32个氨基 

酸组成 降钙素分泌受血钙水平控制，血钙升高时 

分泌增加，血钙降低时分泌降低。降钙素直接作用 

于破骨细胞受体 ，使细胞内钙离子转人线粒体，抑制 

破骨细胞活性，还能抑制大单核细胞转变为破骨细 

胞，从而减少骨吸收。肾脏对降钙素具有特异受体， 

降钙素可抑制近端肾小管对钙 、磷、镁的重吸收，并 

能短暂抑制钾、钠重吸收，降钙素通过刺激 1， ．羟化 

酶，增加 1，25一(oH) D 的生成。小剂量降钙素可抑 

制小肠的钙吸收，大剂量则能增加小肠的钙吸收。 。 

降钙素临床上常被用于治疗高血钙症、Paget氏 

病 、Graves氏病、原发性甲状旁腺机能亢进症和骨质 

疏松症(包括骨折固定引起的废用性骨质疏松症在 

(下转第 122页) 
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中国女性骨强度平均都较 日本女性低，但结果 P> 

0．05，无统计差异。可能 日本人生活水平高，奶制 

品、动物蛋白撮人多，健康保健意识强，所以骨量峰 

值也较国人为高。但其同属黄种人，饮食习’喷、生活 

方式、文化传统又相近，因此骨量值的差距在统计学 

上并无表现出差异。最适宜作为参照种群，从检测 

结果也可看出。我们对中国女性的检测结果，20～ 

29岁组骨强度值最大，以后每组依次下降。50岁 

后下降明显，每 10年丢失率为 10％，与报道相近 ， 

这时可出现骨质疏松的症状和表现。因此，中国女 

性的峰值骨量的测定应着重于20—29岁年龄段，可 

参考日本女性标准。但最高峰值应该比日本女性低 

3～5％左右 。 
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内)等，其药理机理都建筑在降钙素抑制破骨细胞作 

用的基础上，而对骨形成、骨发育和骨折愈台以及对 

成骨细胞的作用和影响研究甚少 。 

1991年 Fadry等 研究显示，降钙素可直接作 

用于人成骨细胞，刺激成骨细胞增殖和分化。1994 

年 Kobayashi等” 研究显示，降钙素可直接作用于小 

鼠成骨细胞(MC3T3．E1)，刺激小鼠成骨细胞胰岛素 

样生长因子．I(IGF-I)、f0s肿瘤基因(c．f0s)、I型胶原 

和骨钙素 mRNA表达，刺激小鼠成骨细胞增殖和分 

化。1997年 Drissi等 研究显示，人成骨肉瘤细胞 

和人成骨细胞可表达 降钙素t降钙素基 因相关肽 

(ealcitonirdealcitonin gene．related peptide"--CTtCGRPj。 

本组研究显示，降钙素(密钙息)对体外培养大鼠成 

骨细胞的增殖(浓度在 10“ IIIl的作用例外)、分化 

和矿化功能具有刺激作用，其统计学显著性意义排 

列为刺激矿化功能作用 (P<0，CO1)>分化功能 

(P<0．O1】>增殖功能(P<0．05)，从而为降钙素临 

床用于缓解骨折后疼痛和促进骨折愈合奠定了细胞 

学基础。至于降钙素(密钙息)在高浓度(10 III1) 

时抑制 O 增殖功能和低浓度(10 g，III1)时对 O 

增殖功能又失去作用的双向作用，可能与降钙素的 

窗口作用有关，也可能与 OB 的受体数量和活性有 

关，尚待进一步研究。 
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