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棕榈酸及亚油酸对人成骨肉瘤细胞
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摘要：目的 探讨棕榈酸及亚油酸对人成骨肉瘤细胞 :; )( 的作用。方法 取对数生长期的 :; )(
细胞分 , 组进行干预，分别是：!对照（<=>）组；"棕榈酸 ’?# @ ’#A $ .71·BA ’ 组；#棕榈酸 ,?# @ ’#A $

.71·BA ’组；$棕榈酸 ’#?# @ ’#A $ .71·BA ’组；%棕榈酸 ,?# @ ’#A $ .71·BA ’ C 亚油酸 ’?# @ ’#A , .71·BA ’

组。干预 "$ 6 后用 !=DEF 荧光双染和 GH>-B 法观察细胞凋亡的形态学改变；用 !IIJK0ILMDNFG< 流式

细胞技术检测早期细胞凋亡；用单细胞凝胶电泳评估细胞损伤和凋亡情况。结果 随着棕榈酸浓度

的增加，细胞凋亡比例增加，呈浓度梯度效应。棕榈酸组细胞凋亡百分比明显高于对照组及同时给予

亚油酸组（! 均 O #?#,）。结论 棕榈酸能引起成 :; )( 细胞凋亡，亚油酸则对其有保护作用。
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大量的流行病学调查发现骨质疏松症常和动脉

粥样硬化并存。著名的 NV/.0I36/.［’］研究就发现，

女性冠心病的发病危险性与掌骨的皮质骨面积呈负

相关，近年有学者提出骨密度可以作为冠心病的独

立预测因子［"］。大量使用糖皮质激素后能引起血脂

明显升高，同时骨细胞内出现脂滴，逐渐扩大以致骨

细胞碎裂、坏死，最终导致股骨头坏死［(］。多项临床

研究发现他汀类降脂药能促进骨形态发生蛋白L"

的表 达，改 善 骨 代 谢，从 而 降 低 髋 部 骨 折 的 危 险

性［$］。动物实验还发现 IL( 脂肪酸能增加皮质骨密

度，改善悬吊大鼠的骨密度［,］。我们前期的研究发

现，绝经后妇女的骨密度与血甘油三酯水平呈负相

关［)］。这些均说明骨代谢与脂代谢之间有密切的关

系。本研究利用体外培养的人成骨肉瘤细胞 :; )(
探讨棕榈酸及亚油酸对该细胞凋亡的影响及其浓度

效应。

@ 材料和方法

@A@ 材料

:; )( 细 胞 株 购 自 中 山 医 科 大 学 细 胞 库，\L
Y:-:、B 谷 氨 酰 胺 购 自 ;0X97]+B 公 司，棕 榈 酸

（T/1.0R09 /90U，E!）、亚油酸（10I71J09 /90U，B!）和低熔
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点琼脂糖凝胶购自 !"#$% 公司，胎牛血清购自 &’(
公司，胰蛋白酶、吖啶橙（)*）、碘化丙啶（+,）购自

)-./!0*公 司，原 位 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 购 自

.1234 公司，)5546"5789:,&0 凋亡试剂盒购自 ’"5;
公司。

图 ! -< => 经不同浓度 +) 和 +) ? @) 处理后凋亡细胞（箭头所示）（ A BCC）

!"# 方法

!"#"! -< => 细胞的培养：-< => 细胞用含 BCD胎

牛血清的无酚红 E7(-/- 培养基培养，并静置于

>FG HD0*I 饱和湿度的培养箱中。隔天全量换液，

每 > 天用 CJIHD胰酶消化，以 B K> 比例传代。

!"#"# -< => 细胞的药物干预：取对数生长期的

-< => 细胞以 B A BC= 9孔接种于 = 孔板，加入 I $@ 新

鲜培养液，预培养 B ; 后，分为 H 组用含 CJHD’!)、

>D:’! (-/- 的基础培养基加下列药物进行干预：

!对照（0*L）组；"+) BJC A BCM N $1O·@M B（+) BJC）

组；# +) HJC A BCM N $1O·@M B（+) HJC）组；$ +)
BCJC ABCM N $1O·@M B（+) BCJC）组；%+) HJC A BCM N

$1O·@M B ? @) BJC A BCM H $1O·@M B（+) HJC ? @)）组。

!"#"$ 用 )*9+, 荧光双染法检测 -< => 凋亡情况：

药物干预 IN 3 后弃去培养基，用 CJB $1O·@M B +’! 洗

B 遍，分别加入 B $#·$@M B )*，B $#·$@M B +,，用 +’!
稀释至终浓度为 BC&#·$@M B，行 )*9+, 双染 H $"5，

+’! 洗 I 遍，立即置于共聚焦显微镜下共定位检测

-< => 凋亡情况并拍照。

!"#"% &PL/@ 法光镜下检测 -< => 晚期凋亡情况：

将无菌盖玻片置于 = 孔培养板内，将处于对数生长

期的 -< => 细胞接种于培养孔内制成细胞爬片，分

组进行上述药物干预 IN 3 后，弃去培养基，ND多聚

甲醛固定 >C $"5，用原位细胞凋亡检测试剂盒，)+
法检测细胞凋亡，于光学显微镜下随机挑选视野观

察并拍照。

!"#"& 流式细胞技术检测 -< => 早期凋亡情况：依

方法 BJIJI 处理后弃去培养基，用 CJB $1O·@M B +’!
洗 I 遍，用 CJIHD胰酶消化 I $"5，待胞质回缩，用含

血清的培养基终止。离心 BCCC Q9$"5 H $"5，尽量除

去上清，用 CJB $1O·@M B +’! 重悬细胞，调整细胞浓

度为 B A BC= 9$@。用 )5546"5789:,&0 凋亡试剂盒在

流式细胞仪上检测 -< => 细胞早期凋亡情况。

!"#"’ 单 细 胞 凝 胶 电 泳 检 测 -< => 凋 亡：参 照

!"5#3［F］方法并改良，具体操作步骤如下：!样本的制

备：药物干预 IN 3 后消化细胞，制成浓度为 B A BCH 9
$@ 的细胞悬液；"制胶：将细胞悬液与 BD低熔点

琼脂糖凝胶以 B K> 比例混匀后平铺在带槽磨砂玻片

上，静置于 N G暗盒内 BC $"5 待凝固；#裂解：待胶

凝固后将玻片小心浸入碱性裂解液中 NG避光裂解

BJH 3，使 细 胞 膜、核 膜 破 裂。（碱 性 裂 解 液 组 成：

>NH中国骨质疏松杂志 ICCF 年 R 月第 B> 卷第 R 期 03"5 S *TU41V1Q1T，)W#WTU ICCF，81O B>，L1JR



!"#$ %&’ ()$·*+ ,，!"%-./0 ,11 (()$·*+ ,，/234 5"46
,1 (()$·*+ ,，临 用 前 加 入 ,7 /238)9:;,11，,17
.<=>）；!解旋：取出玻片，用 ?@蒸馏水漂洗 % 遍，

放入电泳缓冲液（!">A B1 (()$·*+ ,，!"%-./0 %11

"()$·*+ ,，CA D ,E）中 ?@避光解旋 %1 (39，使 .!0
双螺旋结构解开；#电泳：取出玻片，放入盛有电泳

缓冲液的水平电泳槽内 ?@避光电泳 E1 (39，电泳条

件是 %’ F，%11 (0；$漂洗：关掉电源，取出玻片，置

于 ?@中和缓冲液中漂洗 % 遍；%染色：在胶上滴加

%1"G·(*+ , 溴化乙锭，于 ?@暗盒内染色 ,1 (39，吸

去多余的染色液，尽快置于共聚焦荧光显微镜下观

察并摄像；&图像采集和分析：用 #0=H 软件分析采

集到 的 图 像，计 算 机 将 自 动 计 算 尾 矩（>$3I6 /"3$
<)(698，>/< D 尾部光密度7 J 头重心与尾中心之

间的距离）。

!"# 统计学处理

采用 =H== ,,&’ 软件进行统计学分析，数据用

!! K "表示，流式细胞计数结果采用单因素方差分

析，组间比较用最小有意义 # 检验；单细胞凝胶电泳

结果两两比较采用 <"99;LM3896N 两独立样本秩和检

验；检验水准取!D 1&1’。

$ 结果

$"! 0>OHP 双染检测细胞凋亡

共聚焦显微镜下观察可见活细胞的细胞核呈弥

漫均匀的绿色荧光，凋亡细胞为橙色，可见核固缩，

晚期凋亡细胞和死亡细胞核染色质为红色并呈固缩

状或圆珠状（箭头所示）。随着 H0 浓度增加，凋亡

细胞明显增多。而 H0 ’&1 Q *0 组较 H0 ’&1 组凋亡

细胞明显减少，见图 ,。

$"$ /R!-* 法检测细胞凋亡

光学显微镜下观察可见伊红复染后正常细胞的

胞核和胞浆均染成浅红色，凋亡细胞的细胞核呈蓝

黑色致密浓染、核固缩，甚至核碎裂（箭头所示）。随

着 H0 浓度增加，凋亡细胞明显增多，而 H0 ’&1 Q *0
组较 H0 ’&1 组凋亡细胞有所减少，见图 %。

图 $ <S BE 经不同浓度 H0 和 H0 Q *0 处理后凋亡细胞（箭头所示）（ J ,11）

$"# 0996T39;FOUP/# 检测细胞凋亡

通过流式细胞技术检测凋亡细胞（0996T39;FQ ）

的百分比、死亡细胞（0996T39;FQ OUP/#Q 双阳）的百

分比以及总死亡细胞（总死亡 D 凋亡 Q 双阳）的百分

比见表 ,。

结果表明，对照组、H0 ’&1 组、H0 ’&1 Q *0 组之

间凋亡细胞百分比有显著性差异（$ V 1&1,）。H0 组

细胞凋亡百分比明显高于对照组及同时给予 *0

??’ 中国骨质疏松杂志 %11W 年 X 月第 ,E 卷第 X 期 #M39 Y >486)C)2)4，0ZGZ48 %11W，F)$ ,E，!)&X



组。对照组、!" #$% 组、!" &$% 组、!" &$% ’ (" 组之

间总死亡细胞百分比差异有显著性（! ) %$%#）。同

时给予 (" 组总死亡细胞百分比明显低于单纯给予

!" 组（! ) %$%#）。

表 ! !" 及 (" 对 *+ ,- 细胞凋亡率及死亡率

的影响（!" . #，/）

项目 012 !" #3% !" &3% !" &3% . ("
凋亡 # 345 . %3-5 4 367 . 83%," #4367 . 53,7"" ##3,8 . -37-""9

双阳 % 34# . #3#4 - 3,% . #38, & 3,# . 53%4 & 3-7 . -36-
总死亡 8 3%4 . %38- #- 357 . %36,""8&357 . 83#7"" #73%% . %347""99

注：与 012 比较："! ) %$%&，""! ) %$%#；与 !" &$% 比较：9 ! )

%$%&，99 ! ) %$%#

"#$ 单细胞凝胶电泳检测细胞凋亡

结果表明，!" &$% 组、!" #%$% 组、!" &$% ’ ("
组 1:* 值较对照组差异有显著性（! ) %$%#）。随着

!" 浓度的增加，1:* 值逐渐递增，呈浓度梯度效应。

!" &$% ’ (" 组 1:* 值较 !" &$% 组明显降低，差异

有显著性（! ) %$%#）。!" #$% 组与对照组之间差异

尚无显著性（! ; %$%&），见表 8。

表 " !" 及 (" 对 *+ ,- 细胞 1:* 值的影响（!" . #）

组别 2 1:*
012 -% %388 . %38&
!" #3% -% % 3-5 . %384
!" &3% -% 5 3,5 . #388""

!" #%3% -% 6 385 . 838%""

!" &3% ’ (" -% 836% . %34#""99

注：与 012 比较："! ) %$%&，""! ) %$%#；与 !" &$% 比较：9 ! )

%$%&，99 ! ) %$%#

荧光显微镜下观察可见对照组 <2" 分子聚集

在细胞核，呈红色圆球形，几无拖尾。而 !" &$% 组

及 !" #%$% 组 <2" 碎片经电泳扩散后向阳极移动，

在细胞核周明显拖尾，形似“彗星”，见图 -。

图 % 单细胞凝胶电泳，!" &$% 组见典型的“彗星”图像（箭头所示）（ = #%%）

% 讨论

骨质疏松症和动脉粥样硬化是绝经后妇女的常

见病且常常共存，血脂异常可能是二者共同的病理

生理基础之一。我们对广州地区绝经后妇女的研究

发现，受试对象的甘油三酯水平普遍升高，且甘油三

酯水平与骨密度呈负相关［,］。本研究显示 !" &$% =
#%> 5 ?@A·(> #浓度干预 85 B 就能引起 *+ ,- 细胞的

凋亡比例明显增加，与国内报道的 !" 引起胰岛细

胞凋亡的浓度（5$% = #%> 5 ?@A·(> #）基本一致［6］。且

随着 !" 浓度的增加，对 *+ ,- 细胞的毒性增强。

而在低浓度时（!" #$% = #%> 5 ?@A·(> #），细胞凋亡百

分比与对照组差异无显著性，说明低浓度时，!" 尚

不构成对 *+ ,- 细胞的毒性，当浓度增加到一定范

围内，!" 对 *+ ,- 细胞的毒性作用具有明显的浓度

效应关系。而 (" 能够有效的改善 !" 对 *+ ,- 细

胞的致凋亡作用。我们的实验结果说明体外高脂环

境时能直接引起 *+ ,- 细胞的凋亡增加，能从一定

角度解释我们对人群的体内研究结果，绝经后妇女

载脂蛋白 C、总胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇和甘油

三酯水平均高于绝经前女性，故绝经后妇女更容易

罹患骨质疏松。

目前关于 !" 引起细胞凋亡的机理国外报道不

一，有学者认为 !" 是通过上调神经酰胺和诱导型

一氧化氮合酶的表达，抑制一氧化氮生成对细胞产

生损伤；但目前的观点更趋向于脂质的氧化应激损

&5&中国骨质疏松杂志 8%%7 年 6 月第 #- 卷第 6 期 0BDE F 1GHI@J@K@G，"LMLGH 8%%7，N@A #-，2@$6



伤引起细胞凋亡，应用抗氧化剂能减轻细胞损伤的

程度［!］。

"# 是一类 $%& 多聚不饱和脂肪酸，分子中含有

多个不饱和双键。’(()*++,［-.］认为 "# 的作用主要

有两个方面，它一方面作为脂质过氧化的底物分子，

另一方面能抑制氧化应激引起的过氧化损伤。/#
引起细胞凋亡是多途径的，而不仅仅是氧化应激。

"# 通过激活磷脂酰肌醇 0 激酶途径在早期阻断

12# 损伤，发挥其保护作用。我们在预实验中发现

低浓度（-3. 4 -.5 & 678·"5 - ）和高浓度（-3. 4 -.5 9

678·"5 -）的 "# 与 /# 共培养时，细胞凋亡均比单纯

/# 组要多，可能是低浓度时，"# 尚不能逆转 /# 的

致凋亡损伤，而高浓度时，则作为脂质过氧化的底物

分子，通过自身过氧化来加重氧化应激损伤。
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