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番茄红素对氧化应激后成骨细胞的影响
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摘要：目的 研究具有强抗氧化作用的番茄红素对氧化应激后成骨细胞的影响。方法 制造氧化应

激状态成骨细胞模型。将细胞随机分为 5 组：高、中、低浓度番茄红素组及对照组。然后用流式细胞

术检测各组成骨细胞生长指数，用酶标仪检测各组成骨细胞内碱性磷酸酶的活性。在各组细胞中另

加入矿化结节诱导液，观察各组成骨细胞矿化能力。结果 各实验组成骨细胞较对照组生长指数高，

碱性磷酸酶表达增加，形成的矿化结节多。结论 番茄红素可以增加氧化应激状态成骨细胞的增殖、

碱性磷酸酶的表达及矿化功能。
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原发性骨质疏松症的发病率较高，病因复杂。

近年研究提示由活性氧造成的氧化应激也是其发病

原因之一。番茄红素属于烃类胡萝卜素，具有不饱

和性，在体内具有强有力的抗氧化作用。本实验在

原代培养大鼠成骨细胞的培养基中加入过氧化氢造

成氧化应激模型，以增殖、分化，碱性磷酸酶的表达

及矿化功能为指标，观察番茄红素对氧化应激后成

骨细胞的影响，旨在为骨质疏松的防治提供一定的

依据。

= 材料和方法

=>= 动物

出生 !5 + DF 大鼠，DTO 级，购自青岛市药检所。

=>? 主要试剂

低糖 FV%V，胎牛血清购自 L2*)3-, 公司。"型

胶原酶，番茄红素，#<甘油磷酸钠，对硝基苯磷酸二

钠（;YTT）购自 DUZVG 公司。

=>@ 成骨细胞的原代培养

取新生 !5 + DF 大鼠 C# 只，无菌条件下取头盖
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骨，剪碎，在 !"#水浴箱中用 $%&’的!型胶原酶消

化 ($ )*+，弃去消化液，另加 $%&’的!型胶原酶消

化 ,$ )*+，所得消化液 &$$$ -.)*+ 离心 / )*+ 收集细

胞，用含 &$’胎牛血清的低糖 0121 培养基稀释，

接种于直径 &$ 3) 培养皿中，静止 &$ )*+，弃去贴壁

细胞，反复 ! 次。将所得细胞以 ( 4 &$/ 个.)5 接种

于 (/ 3)( 培养瓶中，置于 !"#，/’的 67( 培养箱中

培养，(8 9 后换液。传代后用第 ! 代细胞进行实验。

!"# 培养细胞的鉴定

!"#"! 成骨细胞的形态学观察

在倒置显微镜下，每天观察成骨细胞的生长情

况并用数码相机拍照。

!"#"$ 成骨细胞碱性磷酸酶染色

采用改良的 :;);-* 氏钙钴法［&］，取培养皿中长

满成骨细胞的盖玻片，,/’的酒精固定 &$ )*+，蒸

馏水冲洗 ! 次。将盖玻片放入孵育液中 !"#，/ 9。

滴加 (’的硝酸钴 / )*+，流水冲净。滴加 &’的硫

化胺 / )*+，流水冲净，复染。孵育液配方：(’巴比

妥钠 / )5；!’"甘油磷酸钠 / )5；(’无水氯化钙 &$
)5；(’硫酸镁 & )5；蒸馏水 &$ )5，调至 <= ,%8。对

照：以蒸馏水代替孵育液中">甘油磷酸钠。

!"% 番茄红素的配制

参照文献［(］，取 &)? 番茄红素，用 & )5 二甲基

亚砜溶解，移入低糖 0121 培养基中，$%(#) 滤膜

抽滤后，分别配成含 &$@ / );A.5（高浓度），/ 4 &$@ B

);A.5（中浓度），&$@ B );A.5（低浓度）番茄红素，含

&$’胎牛血清的低糖 0121 培养基。上述操作均

在暗室内进行。所配含番茄红素培养基避光密闭低

温保存。对照组培养基含等浓度的二甲基亚砜及

&$’胎牛血清。

!"& 氧化应激细胞模型的建立及处理

将细胞消化计数，调节细胞浓度为 & 4 &$8 个.
)5，接种于 ,B 孔板或 (/ 3)( 培养瓶中。参照文献

［!］，待细胞贴壁后，分别用含 &$@ 8 );A.5 =(7(，含

&$’胎牛血清的低糖 0121 培养基处理 (8 9。然后

将细胞随机分为 8 组：高、中、低浓度番茄红素组及

对照组。各实验组细胞分别用含高、中、低浓度番茄

红素，含 &$’胎牛血清的低糖 0121 培养基处理 "(
9。

!"’ 流式细胞仪测细胞生长周期

将细胞用 =(7( 和番茄红素处理后，用 $%(/’
的胰酶消化，然后用含 &$’胎牛血清的低糖 0121
吹打，&$$$ -.)*+ 离心 / )*+，用 CDE 洗 ! 次，计数，调

节细胞浓度为 & 4 &$B 个.)5。用流式细胞仪检测各

组成骨细胞生长周期中各期细胞比例，以增殖指数

（<-;A*FG-HI*;+ *+JGK，CL）表示成骨细胞分裂增殖能力。

CL M（E 期细胞数 N :( 期细胞数 N 1 期细胞数）.（:$

期细胞数 N :& 期细胞数 N E 期细胞数 N :( 期细胞

数 N 1 期细胞数）4 &$$’。

!"( 碱性磷酸酶活性测定

将细胞接种于 ,B 孔板，用 =(7( 和番茄红素处

理后，将培养板中培养基吸出，CDE 洗 ! 遍，加入

$%&’的 O-*I;+>P &$$ &$$#5，冻、溶 ! 遍后，取细胞

液 /$#5，加 入 /$#5 对 硝 基 苯 磷 酸 二 钠。放 于

!"#培养箱中，&/ )*+。用 $%( );A.5 的 QH7= /$#5
终止反应，酶标仪于 8$/ +) 波长检测吸光度值，在

碱性磷酸酶标准曲线上读取酶活性值（R.5）。

!") 矿化结节计数

将细胞以 & 4 &$/ 个.)5 接种于 B 孔板，用 =(7(

和番茄红素处理后，换为含 /$#?.)5 维生素 6，含

&$@ ( );A.5">甘油磷酸钠，含 &$’的胎牛血清的低糖

0121 培养基。每 ! J 换液 & 次。培养 8 周后分别

用茜素红法和改良 S;+ T;UUH 法对矿化结节染色。

低倍镜下计数各组细胞的矿化结节数。

!"!* 统计学处理

用 ECEE &&%/ 软件对实验数据进行分析，实验结

果以!! V " 表示，组间比较采用 # 检验。

$ 结果

$"! 成骨细胞的形态学观察

细胞贴壁后，呈多角形，有长短不等的伪足，胞

浆丰富，细胞核较大而明显，呈圆形或椭圆形，有一

或两个核仁。当细胞完全融合后，各个细胞的边界

不清楚，仍可见明显的细胞核及核仁。用 =(7( 处理

后，细胞伸出的伪足稍有收缩，使细胞的分界明显

（图 &、(）。加入含番茄红素的培养基 "( 9 后，细胞

收缩的伪足又重新铺展，融合，各实验组细胞生长无

明显区别（图 ! W /）。对照组细胞活性差，部分细胞

伪足收缩，形成无细胞的空白区（图 B 箭头）。

$"$ 成骨细胞的碱性磷酸酶染色

细胞胞浆内有大量细小棕黑色沉淀并掩盖于细

胞核上，染色强阳性者细胞呈棕黑色，弱阳性者呈棕

黄色。对照组细胞内无棕黄色或棕黑色沉淀（图 "、

X）。

$"+ 细胞生长周期结果

各实验组增殖指数（<-;A*FG-HI*;+ *+JGK，CL）均较

对照组大，$ Y $%$&。番茄红素 / 4 &$@ B );A.5 组较
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图 ! 加入 !"#" 之前，细胞生长旺盛，边界不清

图 " 加入含 !"#" 的培养液后，细胞伸出的

伪足稍有收缩，使细胞的分界明显

图 # 番茄红素 $% & ’ ()*+, 组

图 $ 番茄红素 ’ - $% & . ()*+, 组

图 % 番茄红素 $% & . ()*+, 组

图 & 对照组

图 ’ 碱性磷酸酶染色阳性，细胞胞浆内有大

量细小棕黄色颗粒，掩盖于细胞核上（!，"%% - ）

图 ( 碱性磷酸酶染色阴性对照，细胞胞浆

内无细小棕黄色颗粒（"%% - ）
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!"# $ %&’() 组 *+ 大，! , "-"!（表 !）。

表 ! 各组细胞增殖指数（" . /）

项目 组别 增殖指数（01&’2341562&7 27849，*+）
对照组 " :;<= > ":""?

番茄红素 !" # $ %&’() 组 " :/;? > ":"!;!

< @ !" # $ %&’() 组 " :<$! > ":"!A!"

!" # < %&’() 组 " :<B$ > ":"AA!

注：与对照组比较! ! , "-"!，与 !" # $ %&’() 组比较" ! , "-"!

"#$ 碱性磷酸酶活性测定

各实验组均较对照组碱性磷酸酶含量增加，!
, "-"!，并且各实验组之间碱性磷酸酶含量的差别

也有统计学意义，! , "-"!（表 A）。

表 " 各组细胞碱性磷酸酶活性（" . !"）

项目 组别 碱性磷酸酶含量（C()）

对照组 $:/! > ":<=
番茄红素 !" # $ %&’() 组 !A:$" > A:!=!

< @ !" # $ %&’() 组 !<:!$ > A:!;!"

!" # < %&’() 组 !=:/$ > ;:/<!""

注：与对照组比较! ! , "-"!，与 < @ !" # $ %&’() 组比较" ! ,

"-"!，与 !" # $ %&’() 组比较"" ! , "-"!

"#% 矿化结节计数

经过 / D 的培养，成骨细胞呈细长梭形，重叠生

长，形成细胞集落，集落中央形成圆形矿化结节，茜

素红法染色后呈橘红色，改良 E&7 F&GG5 法染色后

呈黑色（图 ?、!"）。各实验组形成矿化结节数高于

对照组，其中番茄红素 !"# $ %&’() 组 ! , "-"<，< @
!"# $ %&’() 组及 !"# < %&’() 组 ! , "-"!。但各实验

组间的差异无统计学意义（表 ;）。

图 & 茜素红法染色矿化结节呈橘红色（#，/"" @ ）

表 ’ 各组成骨细胞矿化结节数（" . /，个）

项目 组别 矿化结节数

对照组 <;:" > <:?
番茄红素 !" # $ %&’() 组 $$:< > ;:/!

< @ !" # $ %&’() 组 B":" > A:?!!

!" # < %&’() 组 B":= > =:!!!

注：与对照组比较! ! , "-"<，!! ! , "-"!

图 !( 改良 E&7 F&GG5 法染色矿化结节

呈黑色（#，/"" @ ）

’ 讨论

原发性骨质疏松症是人类最常见的慢性疾病之

一。骨量受如下这些因素的影响：遗传、营养、运动、

激素水平及生活方式等。氧化应激现在也被认为是

影响骨健康的一个重要因子［/H$］。

番茄红素属于烃类胡萝卜素，含有 !! 个共轭双

键及 A 个非共轭双键，分子量为 <;$ 道尔顿，它易溶

于脂肪和油脂中并呈现红色。番茄红素分子中含有

多个双键，在体内具有强有力的抗氧化作用及防癌

抗癌作用［B］。

活性氧（145I62J4 &9KL47 G04I24G，MNO）是生物体内

有氧代谢产生的含氧自由基，主要包括超氧阴离子

（NA
# ）、羟基（NP# ）和过氧化氢（PANA ）。当机体防

御系统功能低下时，异常增多的 MNO 对生物机体造

成一系列的氧化损伤［=］。众多的国内外研究提示活

性氧抑制成骨细胞的生长、分化，甚至造成成骨细胞

的凋亡［?H!A］。本实验也观察到，用 PANA 处理细胞

后，细胞活性变差。

本实验流式细胞仪检测结果示各实验组增殖指

数均较对照组大，提示了番茄红素对氧化应激后成

骨细胞生长的促进作用。Q2% 等［A］研究发现 !"# $

%&’() 和 !"# < %&’() 番茄红素可以促进人类成骨细

胞样骨肉瘤细胞的生长和分化，与本实验的结果相

一致。碱性磷酸酶是细胞外基质成熟的早期标志，

其活性可以反应成骨细胞功能的强弱。矿化结节的

形成代表了成骨细胞分化成熟，是成骨功能的形态

表现。本实验中各实验组成骨细胞形成的矿化结节

数较对照组多证实了番茄红素可以增加氧化应激后

成骨细胞的矿化能力。

关于番茄红素对氧化应激后成骨细胞的影响的
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研究还未见报道。最近仅有 !"#$%&" 等［’(］证明在鼠

成骨细胞 )! ( * (+, ’ 和骨肉瘤细胞系 -). ’/0，

钒酸盐可以导致活性氧生成以及氧化应激标志物—

硫巴比土酸反应物的生成，钒酸盐的这些作用可以

部分被抗氧化剂维生素 , 抑制。

在此研究中，番茄红素可能通过以下机制发挥

作用：活性氧造成的氧化应激会损伤蛋白质，脂肪和

123［’’］，强抗氧化剂番茄红素可与成骨细胞内的活

性氧作用，抑制这些损伤，刺激细胞增殖；番茄红素

还可影响细胞周期基因［’4］和缝隙连接通讯［’5］。

总之，本实验结果表明，番茄红素的强抗氧化特

性可能与其促进氧化应激状态成骨细胞的增殖、碱

性磷酸酶的表达及矿化能力有关。

本实验中，高、中浓度番茄红素组成骨细胞 67
差别无显著性，各实验组矿化结节之间的差别也无

显著性，提示番茄红素对氧化应激后成骨细胞的分

泌和成骨功能的影响可能不是浓度依赖性的。番茄

红素对氧化应激后成骨细胞影响的浓度效应关系及

其影响的具体机制还有待于进一步研究。
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