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摘要：目的 用胰岛素（4567）、胰岛素样生长因子8#（49:8#）干预体外培养的人成骨肉瘤细胞 ;9%"
（;9%"），并以 #<8!雌二醇（&$）做阳性对照。观察细胞增殖功能的改变，为治疗 => 提供实验依据。方

法 将 ;9%" 细胞接种到 ?;&; 培养基中培养，并进行药物干预。用美兰染色，酶标仪测定细胞 =?
值。结果 各药物组内 =? 值比较均有统计学差异（! @ !A!B），量效关系呈抛物线形。三药物组间细

胞增殖率差异无统计学意义（! C !A!B）。三组药物的最佳药物浓度分别为 B D #!E F ’/*GH、B D #!E F

’/*GH、#!E F ’/*GH。结论 与 &$ 相同，4567、49:8# 两种药物均有促进 ;9%" 细胞增殖的作用。
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骨质疏松（=>）是以骨量及骨质量进行性减少

为特征并导致骨脆性增加，容易骨折的临床综合征，

骨质疏松已成为老年人骨折的主要原因。糖尿病患

者大约有 B!V发生 =>［#］。H(JOP(0* 等［$］应用胰岛素

样生长因子8#（49:8#）对体外培养的人类成骨样细

胞进行干预，结果发现 49:8# 有促进成骨样细胞增

殖的作用，并呈剂量 依 赖 性，其 增 殖 率 为 X]V ^

#]!V。;(R31.［"］实验发现，给原发性 => 病人用外

源性的 49:8# 治疗，骨形成增加。而 49:8# 与胰岛素

原有 %!V的结构同源性且具有胰岛素（4567）样作

用［#］，本研究用美兰染色法对成骨样细胞 ;9%" 增

殖功能进行检测，旨在观察 4567 和 49:8# 对成骨细

胞增殖功能的影响。探讨 => 的发生机制并观察

4567 这一糖尿病的常用药物及 49:8#，是否与 #<8!
雌二醇（&$）一样具有保护骨量的的作用，为 => 尤

其是糖尿病性 => 的治疗提供实验依据。

A 材料和方法

ABA 细胞培养
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!"#$ 细胞（美国 %&’’）以无酚红的 ()* +,-
的 .!/!（ 0123456781 公 司）培 养 基 培 养 于 9* ’:;

<9* 空 气、饱 和 湿 度、$=> 的 ’:; 培 养 箱（?@8@8
-AB48CB，01D）中。.!/! 内加有 ()) EFCG 的青霉素、

())!7FCG 的链霉素及 9 H ()I $ C6GFJ 的羟乙基哌嗪

乙硫磺酸（K/L/-），$ M 传代一次。将 !"#$ 按 ( H
()N F孔接种于 <# 孔培养板（’OB465 公司）的中间 #)
孔，（以排除边缘效应），每种药物浓度 () 个平行孔，

并用 () 个空白未加药组做对照。用含 ()*胎牛血

清（+,-，杭州四季青生物工程材料有限公司）的无

酚红的 .!/! 培养基培养。;N P 后吸去培养液，

L,- 洗 ; 次，换 以 )Q(* 牛 血 清 白 蛋 白（,-%）的

.!/!。

!"# 药物干预

用不同浓度的 0R-E（J3GA 公司）和 0"+S(（-37CO
公司）对 !"#$ 进行干预，以 (=S"雌二醇（/;，-37CO
公司）做阳性对照组。各药物干预 !"#$ 浓度（单位

为 C6GFJ）分别为 0R-E：)，()I T，; H ()I T，9 H ()I T，

()I =，; H ()I =，0"+S(：)，()I <，()I T，; H ()I T，9 H
()I T，()I =；/;：)，()I ()，()I <，()I T，()I =，()I #。分别

以 ’(，’;，’$，’N，’9，’# 表示（表 (），其中 ) 浓度组

为空白对照（’:R）。

!"$ 美兰法检测成骨样细胞增殖功能

药物干预 NT P 后吸去培养液，)Q(9 C6GFJ 的盐

水洗 $ 次，()*的中性福尔马林固定 #) C31，(*的

美兰染色 $) C31，)Q)( C6GFJ 的硼酸缓冲液洗 $ 次，

加入 ( U( 的无水乙醇和 )Q)( C6GFJ 盐酸混合液（VF
V），$) C31 后在全自动酶标仪上读取波长 #$) 1C 的

吸光度（:.）值。

!"% 统计学处理

用 -L--((Q) 统计学软件进行统计分析及作图。

所有数据均以均数 W 标准差（!! W "）表示，采用随机

区组设计方差分析方法进行统计学处理，# X )Q)9
为差异有显著性。

# 结果

美兰染色镜下观察，细胞均匀分布，其活细胞胞

核和胞质均呈蓝色，胞核深染。

美兰染色检测不同药物对 !"#$ 增殖功能的影

响，结果显示：各组内不同药物浓度间 :. 值差异有

显著性（# 均 X )Q)9）；0R-E、0"+S(、/; 的最佳药物浓

度分别为 9 H ()I T C6GFJ、9 H ()I T C6GFJ、()I T C6GFJ。

各组从低浓度至最佳药物浓度，其 :. 值随药物浓

度的增加而呈增加趋势，达到最佳药物浓度后，其

:. 值随药物浓度的增加而呈下降趋势，其量效关系

曲线呈抛物线型，见表 (。

表 ! 美兰染色检测不同药物对 !"#$ 增殖功能 :. 值的变化（!! W "）

组别
各药物浓度组平均 :. 值

’(（’:R） ’; ’$ ’N ’9 ’#
0R-E )Y;( W )Y)$ Z ) Y;9 W )Y); ) Y;< W )Y)=" )Y;< W )Y(N#" )Y;# W )Y)9 ) Y(< W )Y)N Z

0"+S( ) Y(N W )Y)$ Z ) Y(9 W )Y)# Z ) Y(# W )Y); Z ) Y(T W ) Y)$" )Y;) W )Y)9#" )Y(T W )Y)#"

/; ) Y)< W )Y)N Z ) Y() W )Y); Z ) Y() W )Y)$ Z ) Y(N W ) Y);#" )Y(N W )Y)N" )Y(; W )Y)$ Z"

注：#为最佳药物浓度组。同一药物组内比较"与 ’:R 组比较 # X )Q)9；Z 与最佳药物浓度组比较 # X )Q)9

进一步计算不同药物对 !"#$ 增殖率的影响。

细胞增殖率（*）[（最佳药物浓度组 I ’:R）F’:R
（:. 值）；0R-、0"+S(、/; 的细胞增殖率分别为（$TQ(
W ()Q;）*、（N;Q< W ()Q#）*、（99Q9 W ;#Q;）*，$ 组比

较差异无显著性（# \ )Q)9），见图 (。

$ 讨论

本文所用的细胞培养方法参照 LOGC85 等［N］所用

方法。由于一般的培养基为实验观察方便而加酚

红，而酚红有雌激素样作用，因此，本实验选用无酚

红的 .!/! 培养基，排除了酚红的上述干扰。另外

也有些研究者选用 ;*,-% 的无血清培养基进行细

胞增殖功能的检测［9］。本研究在实验开始时即应用

)Q(*,-% 的无血清培养基，以排除血清中雌激素的

图 ! 美兰染色法，各药物组增殖率变化及比较
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影响。

目前认为检测细胞增殖有以下几种方法，即：活

细胞记数、同位素掺入、美兰（美兰酶标法）和流式计

数法。其中美兰染色法是延用已久的一种成熟的细

胞计数法，它经济、方便、无污染，是目前国内外认可

的一种细胞计数方法，如 !"#$%"&’ 等［(］用 )*+,- 和

)*+,( 对人成骨细胞进行干预，检测其 .*/ 和血清

01!- 羧基端前肽（/)0/）水平，同时应用美兰染色进

行细胞计数。本方法灵敏度高、重复性好、操作简

单，已广泛应用于各种活细胞的检测。因此，本研究

选用美兰酶标法检测细胞的增殖功能，其中美兰测

定采 用 234567 等［8］所 用 方 法。结 果 显 示：)9:;、

)*+,- 及阳性对照 <( 均可促进 =*8> 的增殖。

本研究按照药物干预实验梯度增加的给药原则

并参考国内外文献，确定各种药物的干预剂量；其中

)9:; 的剂量参考文献［?］，文中 @A4 用 -BC D 4E’F!、

-BC G 4E’F!、-BC ? 4E’F!、的 )9:; 干预成骨样细胞系，

发现其胶原水平呈剂量依赖性增加，在 -BC ? 4E’F!
浓度时检测其胶原增加量为 HBI。本实验 )9:; 的

浓度分别为 -BC G 4E’F!、H J -BC G 4E’F!、( J -BC ? 4E’F
!，其最佳药物浓度在 ( J -BC ? 4E’F!，提示 )9:; 浓度

仍有增加的必要。应用 )*+,- 干预成骨样细胞的研

究较多，其剂量从 -BC D K -BC ? 4E’F! 不等［G，(］，本实

验选用 -BC D K -BC ? 4E’F! 之间的 H 个浓度作为干预

剂量。@"L3M"N" 等［D］的实验也发现 )*+,- 的干预可

使原骨祖细胞数量增加 8>I；OP%QA6’ 等［G］发现 )*+,
- 在抑制胶原酶 > 的转录过程中，在 -BC G K -BC ? 4E’F
! 范围内，其作用呈浓度依赖性。本研究与上述结

果相仿。关于 <( 的浓度选择，0&6#$ 等［-B］发现在

-BC G K -BC ? 4E’F! 浓度时，<( 对成骨样细胞的作用

最强，与本实验结果相符。

纵观近 -B 年来国内外在此领域的研究，大多用

)*+,-、)*+,(［(］、生长素［--］、雌激素［-(］、/2R 和其他生

长因子等干预成骨样细胞系来检测细胞增殖和分化

功能。用 )9:; 作为干预药物的报道甚少。本研究

采用了 )9:; 作为干预药物，首次发现 )9:; 有促进

成骨样细胞增殖的作用，证实了 )9:; 这一来源方

便、费用经济、副作用少的生物性制剂和 )*+,- 具有

与 <( 相同的促进成骨样细胞增殖的作用。众所周

知，( 型 S= 患者成骨细胞功能下降的主要影响因

素是高血糖的毒性作用和 )9:; 的相对或绝对不

足［->］。所以，)9:; 的发现为 )9:; 类药物用于临床

来治疗 1/，尤其是糖尿病伴发 1/ 提供了理论和实

验依据。
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