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摘要：目的 观察胰岛素样生长因子 6（67896）对体外培养的大鼠成骨细胞的增殖、凋亡及 6 型胶原蛋

白合成的影响，探讨 67896 对骨代谢影响的可能机制。方法 不同浓度 :.67896 刺激体外培养的大鼠

成骨细胞，采用噻唑蓝（;<<）法测定细胞增殖能力；肿瘤坏死因子!（<=89!）单独或与 :.67896 共同刺激

成骨细胞，流式细胞仪检测细胞周期和凋亡率；:.67896 刺激成骨细胞，免疫细胞化学结合计算机图像

分析系统检测 6 型胶原蛋白的表达。结果 一定浓度 67896 能明显增加成骨细胞数量（! > #?#@），在

#?" A "## /0B&) 这种作用与 67896 的浓度呈正相关；<=89!在 #?" A "## /0B&) 浓度范围内呈剂量依赖性

地促进成骨细胞凋亡（! > #?#@），并使 C 期细胞减少（! > #?#@），而 67896 能抑制 <=89!对成骨细胞的

促凋亡作用（! > #?#@）；经 67896 的刺激，成骨细胞 6 型胶原蛋白的表达明显高于对照组（! > #?#@）。

结论 67896 对大鼠成骨细胞有明显的促增殖作用，在 #?" A "## /0B&) 之间呈浓度依赖性，67896 能抑

制 <=89!诱导的大鼠成骨细胞凋亡，67896 能促进大鼠成骨细胞 6 型胶原蛋白的合成。
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67896 是一种含有 T# 个氨基酸残基与胰岛素有

相似结构的多肽，它几乎存在于哺乳动物所有组织

中，具有促进细胞增殖和分化的功能，成骨细胞含有

丰富的 67896，在骨代谢的调节中起着重要作用。骨

质疏松症是以骨量减少、骨的微观结构退化为特征

的，致使骨的脆性增加和易于发生骨折的一种全身

性骨骼疾病，其发病机制尚不清楚，W+.)+ 等［"］对 R@
名骨质疏松患者与 "## 名健康者研究发现，与同性

别同年龄的正常人相比，骨质疏松患者血清游离

67896 下降了 TXY，总 67896 下降了 !$Y，其中发生

过骨折的 "X 名患者上述改变较未发生骨折的患者

更为明显。神经性厌食相关性骨量减少和骨质疏松

的发生可能与营养不良导致体内 67896 缺乏有关，
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使用 !"#$%&# 能明显增加神经性厌食症妇女的骨密

度［’］。这些研究提示 #$%&# 可能与骨质疏松症的发

生有关联，但是，#$%&# 是否直接影响和如何影响骨

代谢尚不清楚，本研究通过观察 #$%&# 对体外培养

的大鼠成骨细胞增殖、凋亡与 # 型胶原蛋白合成的

影响，探讨 #$%&# 对骨代谢影响的可能机制。

! 材料和方法

!"! 材料

新生 () 大鼠（出生后 *+ " 内）由江苏省实验动

物中心提供，!"#$%&# 购于罗氏公司，为 ,-!. 无菌冻

干粉剂，按产品说明先溶于 -/, 01 无菌的 -/, 02134
乙酸中，再用无血清 )565 稀释到 ,--- 7.301，以

-/’01 体 积 分 装 后 8 ’-9 保 存，使 用 时 以 无 血 清

)565 稀 释 到 设 定 的 浓 度；)565 培 养 基 购 于

$#:;< 公司，胎牛血清（%:(）购于 =>?127@ 公司，AB%&
"购于 (C.0D 公司，兔抗大鼠 # 型胶原蛋白抗体购于

:#<)6(#$B 公司，生物素标记羊抗兔二抗试剂盒购

于北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司，)E: 购 于

E5F6(< 公司胰蛋白酶、## 型胶原酶、5AA、)5(< 均

购于 (C.0D 公司，其余试剂均为国产分析纯。

!"# 实验方法

!"#"! 成骨细胞培养：采用酶消化法原代培养大鼠

成骨细胞，参照文献［*］并略作修改，简述如下：拉颈

处死大鼠，于 GHI乙醇中浸泡 * 0C7 后取头盖骨，在

=D7JK 液中去除附着的软组织及骨膜后剪碎，-/,I
## 型胶原酶（=D7JK 液）*G9水浴分别消化 ’- 和 L-
0C7，弃去第 , 次消化液，收集第 ’ 次消化液并离心

（,--- !30C7 H 0C7），细胞团经 =D7JK 液洗涤 ’ 次后悬

浮于含 ,-I%:( 的 )565 中，台盘蓝染色示活细胞

比例为 M’I N LLI，细胞按 O P ,-O 3?0’ 底面积植入

培养瓶，在 *G9、HI;<’ 孵箱中培养 ’O " 后换培养

基，以后隔天换液，待细胞达 M-I N L-I汇合时（大

约 H Q）以 -/’HI胰蛋白酶消化，吹打后得到的细胞

经完全培养基洗涤 ’ 次后传入 L+ 孔培养板中待行

细胞增殖试验，+ 孔培养板中待行凋亡检测，’O 孔板

待行免疫细胞化学试验。

!"#"# 成 骨 细 胞 鉴 定：采 用 钙&钴 法 碱 性 磷 酸 酶

（E4R）染色进行成骨细胞鉴定，R:( 洗细胞 * 次，

LHI乙醇 H 0C7，蒸馏水洗 * 次，加入孵育液 *G9孵

育 O N + "，自来水冲洗，’I硝酸钴作用 * N H 0C7，蒸

馏水洗 * 次，,I硫化铵反应 ’ 0C7，自来水冲洗，光

镜下观察，阳性结果呈灰黑色。

!"#"$ 细胞增殖能力测定：第 ’ 代成骨细胞以 , P

,-H 301 的密度分别植入 * 块 L+ 孔板中，每板接种 *+
孔，每孔 ,--!1，用含 ,-I%:( 的 )565 培养 ’O " 后

换无血清 )565 再培养 ’O "（此为清洗期），设立对

照组（ ! S +），仍使用无血清 )565 培养，试验组分

别用含不同浓度 #$%&#（-/,、,/-、,-、H-、,-- 7.301）的

无血清 )565 培养，每组 + 孔，在设定的培养时间（*
板分别为 ’O、OM、G’ "）结束前 O " 每孔加入 5AA（H
0.301）’-!1，继续培养 O "，吸弃孔内培养液，加入

)5(< ,H-!1，振荡 ,- 0C7 使结晶物充分溶解，OL-
70 波长测定 <) 值。

!"#"% 细胞凋亡的测定：对数生长期的成骨细胞以

O P ,-O 301 的密度接种于 + 孔板，每孔 * 01，用含

,-I%:( 的 )565 培养 ’O " 后换无血清 )565 再

培养 ’O "，开始加药刺激，设立对照组（复孔），仍使

用无血清 )565 培养；AB%&"组，分别用含不同浓度

#B%&"（-/,、,/-、,-、H-、,-- 7.301）的无血清 )565 培

养（每个浓度做复孔）；AB%&"T #$%&# 组（复孔），培养

基为含有 AB%&",-- 7.301 和 #$%&# H- 7.301 的无血

清 )565，* 组细胞培养 G’ " 后，-/’HI的胰酶消化

离心，R:( 清洗，G-I预冷酒精悬浮固定细胞，O9过

夜，送南京医科大学流式细胞仪室进行检验，流式细

胞仪购于美国 :) 公司，型号为 %E;(UD7VD.@ (6，碘

化啶显色，;@11 WX@KV 软件分析。

!"#"& # 型胶原蛋白表达的测定：第 ’ 代成骨细胞

以 O P ,-O 301 的密度植入事先置有盖玻片（盖玻片经

多聚赖氨酸处理）的 ’O 孔板中，每孔 , 01，用含 ,-I
%:( 的 )565 培养 ’O " 后换无血清 )565 再培养

’O "，设立对照组（ ! S +），仍使用无血清 )565 培

养，试验组（! S +）的培养液为含 H- 7.301 #$%&# 的无

血清 )565，培养 OM " 后，爬有细胞的盖玻片经 R:(
清洗，LHI的酒精固定，=’<’ 去除内源性过氧化物

酶，山羊血清封闭，加一抗 O9过夜，加二抗作用，

)E: 显色，苏木素复染细胞核，中性树胶封片，以

R:( 作为空白对照，兔 #.$ 作为阴性对照。光镜下

观察，棕黄色为阳性细胞，46#;EW HH-,Y 图像分析

系统进行图像分析。

!"$ 统计学处理

全部资料采用 KVDVD G/- 统计软件进行分析，所

有数据以均数加减标准差表示，采用单因素方差分

析进行数据处理，并且根据 5AA 结果的散点图趋

势，进行曲线拟合。

# 结果

#"! 成骨细胞 E4R 染色
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表 ! !"#$! 对成骨细胞增殖的影响（! % &，!" ’ #）

时间（(） ) *+,-. )/0 *+,-. 0/) *+,-. 0) *+,-. 1) *+,-. 0)) *+,-.

23 ) 4056 ’ )4))72 ) 42)1 ’ )4))52 ) 42)6 ’ )4)030 ) 4226 ’ )4))56" )427& ’ )4)002" )4276 ’ )4)050 8

39 ) 405) ’ )4)01& ) 420& ’ )4))96 8 ) 4205 ’ )4)033# ) 4237 ’ )4))97# )47)0 ’ )4)023# )4775 ’ )4)05&#

62 ) 4270 ’ )4)0&& ) 4211 ’ )4))&0" )42&& ’ )4)09) 8 ) 4290 ’ )4)06)# )4771 ’ )4)07&# )4767 ’ )4)230#

注：各组与对照组（!"#$! 浓度 ) *+,-.）比较 " $ : )/)1，8 $ : )/)0，# $ : )/))0

经钙$钴法 ;<= 染色，光镜下 5)>以上细胞染

色阳性，呈灰黑色（图 0）。

图 ! 大鼠成骨细胞碱性磷酸酶染色（ ? 2))）

图 " !"#$! 对成骨细胞增殖的影响

"#" 成骨细胞增殖能力测定结果

7 个刺激时间均显示 !"#$! 浓度在 ) @ 0)) *+,-.
之间，随着 !"#$! 浓度的递增，细胞的 AB 值呈现上

升的趋势，其中刺激时间为 23 ( 的细胞，!"#$! 浓度

0)、1)、0)) *+,-. 三组与对照组有显著性差异（$ :
)/)1），再对各浓度试验组之间两两比较，!"#$! 浓度

0) *+,-. 分别与 1) *+,-. 和 0)) *+,-. 组间比较也有

显著性差异（$ : )/)1），而 1) *+,-. 与 0)) *+,-. 两

组之间差异无显著性；刺激时间为 39 ( 的细胞，所

有 1 个浓度的试验组与对照组比较都有显著性差异

（$ : )/)1），进一步分析显示，除 )/0 与 0 *+,-. 之间

的差异没有显著性其余均有显著性（$ : )/)1）；刺

激时间为 62 ( 的细胞，所有 1 个浓度的试验组与对

照组比较都有显著性差异（$ : )/)1），再对各浓度

试验组之间两两比较，除 )/0 与 0、0 与 0) *+,-. 之

间的差异没有显著性，其余均有显著性（$ : )/)1）。

根据本资料的散点图趋势，认为可拟合指数曲线模

型，三个指数曲线方程分别为 23 (：%& % )/206756& C
)/)0)7&69D.E+0)（" C )/)0），（$ : )/)1，’2 % )/5960）；

39 (：%& % )/230&952 C )/)770111D.E+0)（" C )/)0）（$ :
)/)1，’2 % )/97)&）；62 (：%& % )/290)6)1 C )/)70260&D
.E+0)（" C )/)0）（$ : )/)1，’2 % )/9323），根据拟合优

度和回归图判断，三条指数曲线拟合的效果是满意

的，见表 0，图 2。

"#$ 成骨细胞凋亡及细胞周期的测定结果

流式细胞仪检测显示成骨细胞凋亡率随 FG#$!
浓度的增高而增加，与对照组相比有显著性差异（$
: )/)1），提示 FG#$!有明显的诱导成骨细胞凋亡的

作用。各浓度组随着 FG#$!浓度的递增 H 期的细胞

比例逐渐减少，当 FG#$!浓度为 0)、1) 和 0)) *+,-.
时与对照组相比有显著性差异（$ : )/)1），各浓度

组 ")$"0 期细胞比例与对照组相比虽然没有显著性

差异（$ I )/)1），但均高于对照组，而 "2$J 期变化

不明显，提示 FG#$!可阻滞成骨细胞由 ")$"0 期进

入 H 期，抑制细胞增殖。在加入 !"#$! 后细胞的凋亡

率明显减低（$ : )/)1），H 期细胞比例明显增加（$
: )/)1），提示 !"#$! 有明显的抑制细胞凋亡、促进细

胞增殖的作用（表 2）。

"#% 成骨细胞 ! 型胶原蛋白表达的测定结果

大鼠成骨细胞经 1) *+,-. !"#$! 刺激 39 ( 后，!
型胶原蛋白的表达明显增加（图 7）。对照组与试验

组各随机取片 7 张，每张玻片随机取 0) 个视野，经

<K!L;M 11)0N 病理分析软件分析显示，) *+,-. 组

为 56/75 ’ 1/700，1) *+,-. 组为 91/35 ’ 7/2&0，试验

组 ! 型胶原蛋白平均灰度较对照组降低 02/2>（$
: )/))0）。
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表 ! !"#$! 对成骨细胞凋亡的影响

组别

%&#$!（’()*+）
",$"- 期细胞 ".$/ 期细胞 0 期细胞 凋亡细胞

, 12342 5 .36 1 311 5 -316 7 36 5 , 374 , 37- 5 ,3,.

, 3- 17 3,8 5 .394 4 324 5 ,364 7 346 5 -31 - 36- 5 ,3-6!

- 3, 17 31- 5 2372 4 328 5 -312 6 31- 5 ,3-- 2 36- 5 ,397!

-, 113-- 5 2312 1 3-8 5 -32 9 37. 5 ,34! 9 3.1 5 ,3-1 :

4, 11 3.4 5 .399 1 3-2 5 .3- 2 36. 5 ,37-! 9 37. 5 ,3.- :

-,, 113.2 5 2346 8 398 5 -32. . 3.1 5 ,348! 1 39 5 , 3.2"

%&#$!; !"#$!（’()*+）
-,, ; 4, 143.7 5 -311 -, 3-- 5 ,3,8. 9 36. 5 -378# - 39- 5 ,3-6#

注：不同浓度 %&#$!各组与对照组（%&#$!浓度 , ’()*+）比较 ! ! < ,=,4，: ! < ,=,-，" ! < ,=,,-；!"#$! ; %&#$!共同刺激组与 %&#$!（-,, ’()

*+）单独刺激组比较 # ! < ,=,4

图 " 大鼠成骨细胞 ! 型胶原细胞免疫化学

" 讨论

成骨细胞是骨的形成、骨骼发育与生长的重要

细胞，它能向其周围产生胶原纤维和基质，并且有促

进基质钙化的功能。本研究的结果显示 !"#$! 能明

显增加培养的大鼠成骨细胞数量，在 !"#$! 的浓度

为 ,=- > -,, ’()*+ 之间，作用时间为 .9、91 和 7. ?
呈浓度依赖性，并且作用时间在 91 ? 和 7. ?，浓度

在 - > -,, ’()*+ 之间这种作用更为显著。!"#$! 增

加培养的大鼠成骨细胞数量既可能是由于促进增殖

作用，也可能由于抑制凋亡作用，或两者兼有所致；

为了进一步探讨 !"#$! 对成骨细胞增殖的影响，我

们采用流式细胞仪技术对成骨细胞的凋亡进行测

定，首先使用无血清的培养基培养成骨细胞观察在

饥饿状态下成骨细胞的凋亡情况，结果显示经饥饿

7. ? 后成骨细胞的凋亡率仅为 ,=7.@，AB+CD 等［9］报

导成骨细胞在体内的凋亡率仅为 ,@ > ,=6@，说明

在没有凋亡诱导剂的作用下成骨细胞在体内和体外

均不容易发生凋亡，在 %&#$!作用后凋亡率才有所

上升，因此 /%% 显示试验组成骨细胞数量的增加可

能与 !"#$! 对成骨细胞的促增殖作用有关，EFDGBH
等［4］研究发现 I?!"#$! 能增加各年龄人成骨细胞样

细胞脱氧胸腺嘧啶核苷的合成，促进细胞的增殖。

当然，!"#$! 对成骨细胞促增殖作用的具体机制尚有

待进一步研究。

细胞凋亡是一个主动的、程序化的细胞固有的

死亡过程，细胞凋亡受细胞内特定基因及多种因子

的调控，%&#$!是一种具有杀伤肿瘤细胞功能的细

胞因子，大量研究表明 %&#$!与细胞凋亡之间的关

系异常密切，认为 %&#$!的抗肿瘤机制中，诱导肿瘤

细胞凋亡是其中一种重要的途径。实验证明 %&#$!
也能诱导成骨细胞凋亡［6，7］，本研究使用不同浓度的

%&#$!刺激成骨细胞，结果显示 %&#$!对成骨细胞

的促凋亡作用呈浓度依赖性，并且 %&#$!使成骨细

胞阻滞在 ",$"- 期，抑制成骨细胞的增殖，而用 !"#$

! 与 %&#$!共同刺激成骨细胞发现凋亡率明显减低
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了，提示 !"#$! 对 %&#$!诱导的成骨细胞凋亡有明显

的抑制作用。以往研究发现 %&#$!在体外有抑制骨

形成和促进骨吸收的作用，%&#$!能抑制成骨细胞

碱性磷酸酶（’()）的活性和 ! 型胶原蛋白的合成，并

且 %&#$!可诱发骨母细胞产生一种破骨细胞活化因

子，促进破骨细胞的骨吸收。本实验显示 %&#$!对

骨形成的抑制作用可能与其促使成骨细胞凋亡有关

联，!"#$! 抑制了 %&#$!诱导的成骨细胞凋亡间接的

显示了其促进骨形成的作用。!"#$! 是维持体内许

多组织正常生长的重要生长因子之一，!"#$! 还能抑

制许多肿瘤细胞株的凋亡，*+, "-./, 等［0］研究发现

!"#$! 可能通过调节抗凋亡蛋白 12.$3 和 12.$4( 在体

内的 水 平 来 抑 制 神 经 母 细 胞 瘤 细 胞 的 凋 亡，56..
等［7］实验发现 !"#$! 能促进体外培养的小鼠成骨细

胞的增殖，并能抑制其凋亡。#+8./9 等［:］研究发现

!"#$! 在体外实验中呈剂量和时间依赖性抑制 %&#$!
诱导的人骨肉瘤细胞和成骨细胞凋亡同时伴有 ’()
活性的改变，认为 !"#$! 抑制凋亡的作用可能与成

骨细胞合成 ’() 的能力有关，或者 ’() 活性的改变

是成骨细胞凋亡而导致的结果，目前尚未清楚。

我们又通过细胞免疫化学的方法观察 !"#$! 对

大鼠成骨细胞 ! 型胶原蛋白合成的影响，结果发现

经过 !"#$! 的刺激后成骨细胞 ! 型胶原蛋白的合成

明显增加（! ; <=<<>）。! 型胶原蛋白是成骨细胞分

泌的一种基质蛋白，是骨胶原的重要组成部分，经矿

化后为骨骼提供支架。很早就有学者通过?5$脯氨

酸掺入法测定体外培养的大鼠成骨细胞胶原合成的

能力［><］，证明 !"#$! 使培养基中 ! 型胶原蛋白的降

解减少，!"#$! 对大鼠成骨细胞这种作用与其促增殖

作用无关，因为在使用 @&’ 合成抑制剂羟基脲时这

种作用仍然存在；%A-B+C 等［>>］使用 !"#$! 刺激体外

培养的人骨髓基质细胞（ADEF，能诱导分化为成骨

细胞）发现 !"#$! 能促进分化的 ADEF 和成熟的成骨

细胞 ! 型胶原的基因表达，在基因水平证实了 !"#$!
促进骨基质的合成，本研究通过细胞免疫化学的方

法在蛋白质水平证实了 !"#$! 明显增加 ! 型胶原蛋

白的合成，促进了骨形成。但是 !"#$! 对 ! 型胶原蛋

白合成的促进作用除了上调其基因表达，可能还存

在其他机制，有待进一步研究。

综上所述，本研究通过体外细胞培养实验显示

8A!"#$! 促进成骨细胞的增殖、抑制 %&#$!诱导的成

骨细胞凋亡，促进成骨细胞 ! 型胶原蛋白的合成，提

示 !"#$! 有可能促进骨的形成。
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