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鲑鱼降钙素对小鼠腹腔巨噬细胞 

释放一氧化氮的影响 

嵇 扬 陆红 吴敏 

· 药 物 研 究 · 

【摘要】 目的 研究鲑鱼降钙素对小 鼠腹腔巨噬细胞释放一氧化氮的影响。方法 NO以 

Griess试剂测定。结果 效价为 1—8 U／rid的鲑鱼降钙素能显著抑制小鼠腹腔巨噬细胞一氧化氮释 

放，呈现剂量依赖性 ，抑制率为7．75％一71．44％。结论 鲑鱼降钙素对小鼠腹腔巨噬细胞释放一氧 

化氮的抑制作用可能是其骨质疏松治疗作用的机理之一。 
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【Abstract】 Objective To investigate tIle effects of Salcatonin Oil LPS-induced release of NO from mouse 

peritoneal microphase n vitro．Methods NO was detected by Griess metIlod．Results Salcatonin l一8 U／ml 

significantly reduced NO synthesis an d secretion from mouse pe ritoneal microphase n vitro．Conclusion The el- 

fects of Salcatonin on LPs_induced release of NO from mouse peritoneal microDhase n vitro may be one of anti． 

osteoporosis mechanism of Salcatonin． 
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鲑鱼降钙素(Salcatonin)是肽类血钙调节激素。 

目前，临床主要将其用于治疗骨质疏松症 J̈。近年 

来的研究发现：一 氧化 氮(NO)一一氧化氮合酶 

(NOS)系统在骨代谢中起重要作用 J。腹腔巨噬细 

胞可用来研究药物对 NO释放的影响 J。为阐明 

鲑鱼降钙素的作用机理，笔者探讨其对小鼠腹腔巨 

噬细胞释放一氧化氮的影响。现报道如下。 

材料和方法 

1．实验动物：BALB／C小鼠，雄性，体重(20±2)g 

购白军事医学科学院实验动物中心，动物许可证号： 

军医动字 95012。 

2．药品与试剂 ：脂 多糖 (Lipopolysaccharide，LPS) 

Sigma产品；RPMI 1640培养基(Gibco产品)；N．1．萘 

乙二胺盐酸盐(分析纯)，磺胺(分析纯)，北京芳草医 

药化工研制公司；其他均为分析纯试剂。鲑鱼降钙 

素注射液：河北八一制药厂批号为 9909O9；规格为 

4O～60效价单位／ml；以 10％小牛血清 RPMI 1640培 

养液将该注射液稀释至实验用浓度。 

作者单位：100071 北京，解放军总后勤部卫生部药品仪器检验 

所(嵇扬 、吴敏)；空军四六三医院(陆红) 

3．仪器：E960型酶标仪(Metertech Inc)中国台 

湾 

4．标准曲线的制备：精密称取 NaNO 6．9 mg，加 

水至 100．0 ml(1 mmol／L)，分别精密吸取 1 mmol／L 

NaNO 液 0．5、1．0、1．5、2．0 ml，加 水至 10．0 ml(50、 

100、150、200 nmol／L)；50、100、150、200 nmol／L NaNO2 

液各 100 ttl，加 Griess试 剂 (含 1％磺胺 、0．1％ N．1． 

萘乙二胺盐酸盐、2．5％磷酸)100 ttl，室温放置 10 

min，在 E960型酶标仪上 490 nm处测定各孔吸收度 

值；以浓度值(c)为横座标、相应的吸收度值(A)为 

纵座标绘制标准曲线。结果为： 

C(nmol／L)=210．2293A+1．0240 r=0．9999 

5．腹腔 巨噬细胞 的制备 ：BALB／C小 鼠拉 颈处 

死后，在 75％酒精中浸 2～3 S，ip含 10％小牛血清 

的 RPMI 1640培养液 3．5 ml／只，轻揉 1 min后抽出腹 

腔液 ，离心(1 000 r／min，5 min，4~C)，弃上清 ，巨噬细 

胞(M )以 D．Hanks液洗 2次 ，以含 10％小 牛血清的 

RPMI 1640培养液悬浮 M ，计数 ，调整 M 细胞数为 

1×106／ml；铺板 (96孔板 ：0．2 ml／孔 ；24孔板 ：1．0 ml／ 

孔)；置 37℃ 5％ CO，培养箱内培养，2 h后 以 D． 

Hank’S液洗去未贴壁细胞，重新加入含 10％小牛血 
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清的 RPMI 1640培养液。 

6．统计学处理 ：采用 Origin 5．0软件 ，t检验 。 

结 果 

1．LPS对腹 腔巨噬细胞 释放一 氧化氮 的影 响 ： 

在 24孔板上 MS内加入 LPS，使其终浓度分别为 20 

／~g／ml和 40 ttg／ml；置 37℃ 5％ CO2培养箱 内培养 3、 

9、12、16、20、24、33、42、58、66 h后 ，每孔取培养上清 

100 l，加 Griess试剂 100 l，室温放置 10 min，在酶 

标仪( 960)上490 nm处测定各孔吸收度值，从标准 

曲线上找出相应的 NO浓度值。结果见表 1。 

表 1 LPS对 M 释放一氧化氮的影响 

注：i±s，n=4，与对 照孔 比 ：’P<0．05 

由表 1可见，MS释放一氧化氮的量与 LPS终浓 

度相关 ，即：当 LPS终浓度增加时 ，MS释放一氧化氮 

的量也有 所增加。LPS终浓度为 20 ttg／ml时 ，已可 

使 MS释放一氧化氮的量显著增加，满足实验需要。 

12 h时 LPS已显著增加 MS的一氧化氮释放量，随 

着作用 时间延 长 ，该释 放量 逐 步增 加。我们 选 取 

24、48 h，考察药物对 MS释放一氧化氮的影响。 

2．鲑鱼降钙素对 LPS致腹腔巨噬细胞一氧化 

氮释放量增加的影响：在 96孔板上 MS内加入 LPS， 

使其终浓度为 20／~g／ml；随后样品孔加入鲑鱼降钙 

素，使其终浓度分别为 1、2、4、8效价单位／ml；对照 

孔加入同体积含 10％小牛血清的 RPMI 1640培养 

液 ；置 37℃ 5％ CO，培养箱内培养 24、48 h后 ，每孔 

取培养上清 100 l，加 Griess试剂 100 l，室温放置 

10 min，在 E960型酶标仪上490 nm处测定各孔吸收 

度值，从标准曲线上找出相应的 NO浓度值。结果 

几尢表 2。 

表 2 鲑鱼降钙素对 LPS致 M 一氧化氮释放量增加的影响 

抑制率％= 塑 蒜 x 
100％ 

注：；±s，n=4与对照孔 比： P<0．∞，与 LPS20孔 比：‘P<0．∞ 

可见，浓度为 1～8效价单位／ml鲑鱼降钙素对 

LPS致 MS一氧化氮释放量增加有抑制作用，并呈现 

剂量依赖性。 

讨 论 

NO是一氧化氮合酶(NOS)催化 L_精氨酸的产 

物，参与多种体内生理病理过程。现已有 3种不同 

亚型的 NOS被识别。其中诱导形式的 NOS(i NOS) 

由巨噬细胞分得，存在于巨噬细胞、中性粒细胞和血 

管内皮细胞内。i NOS是由内毒素脂多糖和／或细胞 

因子如 TNF—a、IL-2、IFN一7等诱导产生 的。i NOS一 

经诱导生成，活性可维持数小时到数天，并催化产生 

大量 NO。NO是一种不稳定的 自由基 ，合成后很快 

被氧化成 NO，，以硝酸根(NO； )和亚硝酸根(NO：- ) 

的形式存在于细胞外液中，可以 Griess试剂测定其 

浓度。目前认为：NO的体内作用具有双重性既有保 

护作用，又有损伤作用。在离体培养的细胞中，则主 

要表现其细胞毒作用 。 

近年来 的研究 表 明，NO—NOS系 统在 骨代谢 中 

起重要作用。NO对骨细胞活性 的影响具有双重性 ： 

适量的 NO增强细胞因子诱导的骨吸收，对维持成 

骨细胞的生长及破骨细胞的正常功能必不可少；而 

高浓度的 NO通过抑制破骨细胞形成和抑制成熟破 

骨细胞的吸收功能而抑制骨吸收，同时对成骨细胞 

产生抑制甚至毒性作用 。因而，提示 NO可能参 

与与细胞 因子活化 有关 的疾病 中骨 丢失 的发病 机 

理 。 

降钙素作为骨和钙代谢的主要调节因子，抑制 

破骨细胞的骨吸收作用，减少破骨细胞数 目，使骨钙 

含量和骨强度增加。人工合成的鲑鱼是除雌激素外 
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治疗骨质疏松症的较为肯定有效的药物，尤其适用 

于雌激素禁忌和男性骨质疏松患者。现已被批准为 

国家新药。本实验表明：鲑鱼降钙素能显著抑制 

LPS诱导的 NO产生。提示：这可能是鲑鱼降钙素治 

疗骨质疏松的机理之一。 
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(OC、PYD)X~于了解骨代谢平衡，掌握骨质疏松症的 

产生和发展过程是非常必要的。 
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·  肖 皂、· 

中国骨质疏松杂志已列入国家科技部中国科技核心期刊 

据中国科技信息研究所信息分析研究中心给中国骨质疏松杂志主编的来函，中国骨质疏松杂志从 2002 

年起列入国家科技部中国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)，这是自 1995年 8月杂志创刊以来，广 

大读者 、杂志编委以及杂志社工作人员共同努力的结果。望大家继续努力 ，使我们杂志的质量更上一层楼 。 

中国骨质疏松杂志编辑部 

第四届国际骨质疏松学术会议和第二届国际骨矿会议通知 

由中国老年学学会骨质疏松委员会 、中国骨质疏松杂志社主办的第四届国际骨质疏松学术会议和第二 

届国际骨矿研究会议(2003秋季会议)将于 2003年 11月 2～7 13在桂林市召开。详细征文通知将在今年晚 

些时候发出。 
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