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摘要：目的 研究持续给予人甲状旁腺激素（:@./4 A/B/C:5B90D :9B.943，:;<=）,>*? 对体外培养成骨细

胞增殖与分化的干预作用。方法 体外培养乳鼠成骨细胞，将细胞分为空白培养液对照组和 ,!E )、

,!E (、,!E F .91·GE , :;<=（,>*?）* 个不同剂量的给药组。每 ?F : 换 , 次液，换液时采用 &<< 法进行细

胞增殖测定，同时检测细胞裂解液中的碱性磷酸酶（/1H/1043 A:92A:/C/23，IG;）和骨钙素（J943 K1/
AB9C304，LM;）的水平，持续培养 ) D。结果 持续给予 :;<=,>*? 作用 ?F : 后，各给药组的 &<< 均明显

高于对照组且各给药组间差异均有显著性（! N !O!"），至第 ) 天时各给药组则均明显低于对照组（!
N !O!"）。IG; 和 LM; 测定结果显示持续给予 :;<=,>*? 作用 ?F : 后，,!E ) .91·GE , ;<= 给药组的 LM;
含量明显高于对照组（! N !O!,），其余各组 IG; 及 LM; 含量与对照组比较差异虽无显著性，但均值高

于对照组，至第 ) 天各给药组均明显低于对照组（! N !O!"）。结论 持续给予 :;<=（,>*?）对体外培养

成骨细胞增殖与分化的影响与作用的时间和给药浓度密切相关。短期持续用药有促进作用，并且在

,!E ) P ,!E F .91·GE ,浓度范围内呈剂量依赖性；长期持续用药抑制成骨细胞的增殖与分化，给药浓度

越高抑制作用越强。
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甲状旁腺激素（A/B/C:5B90D :9B.943，;<=）是维持

机体钙磷代谢平衡的一种重要的调钙激素，可精细

调节骨骼的合成和分解代谢，对成骨细胞和破骨细

胞分化、成熟及凋亡均发挥重要作用。成骨细胞是

骨组织中惟一有 ;<= 受体的细胞［,］，因此 ;<= 对成

骨细胞的作用成为研究 ;<= 治疗骨质疏松机制的

热点。近年来已有研究发现，;<= 相关蛋白能有效

地促进骨骼合成［+］。基因重组合成的人甲状旁腺激

素 ,>*?（:;<=,>*?）是最早人工合成、具有 ;<= 全分

子活 性 的 氨 基 端 片 段。本 研 究 采 用 不 同 剂 量 的
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!"#$ %&’( 于体外持续作用乳鼠成骨细胞，观察其对

成骨细胞增殖与分化的作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验动物：新生乳鼠由天津市药物研究所提

供。

!"!"# 试剂：碱性磷酸酶（)*+)*,-. /!01/!)2)1.，34"）

速率法测定试剂盒由英国 5)-607 公司提供。骨钙

素（80-. 9*) /:02.,-，;<"）放免试剂盒由北京华英生

物技术研究所提供。

!"!"$ 主要仪器设备：东芝 #;3&%=> ?5 全自动生

化分析仪。@A&BCD 型全自动双探头放射免疫!计

数器，由上海核所光电仪器有限公司生产。

!"# 方法

!"#"! 新生乳鼠成骨细胞的分离培养与接种：无菌

条件下取出生 =( ! 之内的乳鼠颅骨，去除骨膜及周

围组织，用 $)-+E1 液冲洗 = 次后剪碎。’DF酶消化

液作用 => G,-（>H=IJ胰酶和 >H%J"型胶原酶交替

进行 ’ 次），分离出单个细胞。收集细胞悬浮于含

%>J?;@ 的 %B(> 培养液中，种植于 DI G4 培养瓶中，

于 ’DF KL= 孵箱中培养。取二代培养的细胞，以

I M %>(个细胞NG4 密度接种至 CB 孔板中，%>>#4N孔，

用于 "#$ 组和对照组 O## 的测定；以 % M %>I 个细

胞NG4 密度接种至 =( 孔板中，%HI G4N孔，用于 "#$
组和对照组 34" 及 ;<" 的测定，置 ’DFKL= 孵箱中

培养 =( !。

!"#"# 给药方法：用含 %>J ?;@ 的 %B(> 培养液分

别配制浓度为 %>P B、%>P D 和 %>P Q G0*·4P % 的 "#$ 实

验用药。于接种 =( ! 后加入不同浓度 !"#$%&’( 培

养液持续作用，每 (Q ! 换 % 次液，持续培养 B 6。空

白对照组加入含有 %>J?;@ 的 %B(> 培养液。

!"#"$ 细胞增殖测定（O## 法）：待测细胞培养板每

孔加入 %I#4 O##（IH> 9·4P %），’DF培养 ( !，弃上清

液，每孔加入 %I>#4 二甲基亚砜，室温振荡 %> G,-，

ID> -G 下测定 LR 值。

!"#"% 34" 及 ;<" 的测定：测定细胞裂解液中 34"
及 ;<" 的水平。34" 采用自动生化分析仪测定，

;<" 采用放射免疫分析，均严格按照试剂盒操作说

明和要求进行测定，结果均以蛋白值进行校正。细

胞蛋白质总量采用考马斯亮兰法检测。

!"$ 统计学处理

结果用!! S " 表示，应用 @"@@ %>H> 统计学软件

进行统计学处理，组间比较采用 # 检验。以 $ T

>H>I 为差异有统计学意义。

# 结果

#"! 持续给予 !"#$ %&’( 对成骨细胞增殖的影响

O## 测定结果显示，给药后第 = 天各给药组均

明显高于对照组（$ T >H>I），!"#$ %&’( 高剂量组刺

激作用 明 显 大 于 低 剂 量 组，差 异 有 显 著 性（ $ T
>H>I）；第 ( 天对照组与各给药组之间差异均无显著

性；至第 B 天 %>P B G0*·4P % "#$ 给药组明显低于对

照组（$ T >H>I，见表 %）。

表 ! 不同剂量给药组不同作用时间下对成骨

细胞增殖的影响（LR，!! S "）

组别
作用时间

第 = 天 第 ( 天 第 B 天

对照组 >UI=%’ S >U%>CC >UDBB’ S >U%%BC =UB=%’ S >U=BQ%
%> P B G0*·4P %组 >UQCDB S >U%%%I"" >UQ(’% S >U>(Q( =U’QCB S >U%’C’"

%> P D G0*·4P %组 >UDD== S >U%>I>""V > UQ(%> S >U%>’Q =U(D=> S >U>Q>’
%> P Q G0*·4P %组 >UB(I> S >U>’B’"VV$ >UDBI> S >U>’B’ =U(BC’ S >U%’DD
$ 值 >U>>> >U=>D >U%IQ

注：与对照组比较"$ T >H>I，""$ T >H>%；与 %> P B G0*·4P % "#$ 给

药组比较 V $ T >H>I，VV $ T >H>%；与 %> P D G0*·4P % "#$ 给药组比较

$$ T >H>I

#"# 持续给予 !"#$ %&’( 对成骨细胞分化的影响

34" 测定结果显示：给药后第 = 天各给药组均

值高于对照组，但差异无显著性（$ W >H>I）；第 ( 天

%>P B、%>P D G0*·4P % "#$ 给药组均明显低于对照组

（$ T >H>I），%>P B G0*·4P % "#$ 给药组明显低于 %>P Q

G0*·4P % "#$ 给药组（$ T >H>I）；至第 B 天各给药组

均明显低于对照组（$ T >H>%，见表 =）。

表 # 不同剂量给药组不同时间 34" 的水平（X·4P %，!! S "）

组别
作用时间

第 = 天 第 ( 天 第 B 天

对照组 >U>BB= S >U>QCI >U>BQ’ S >U>%%B >U>D%I S >U>=>(
%> P B G0*·4P %组 >U%>’D S >U>=I= >U>(=( S >U>%B="" >U>=>> S >U>>II""

%> P D G0*·4P %组 >U>D(( S >U>((= >U>(QB S >U>>DI" >U>’=> S >U>>II""

%> P Q G0*·4P %组 >U>D(B S >U>%(B >U>B%Q S >U>>BB V >U>’BB S >U>>(B""V

$ 值 >U=B( >U>=( >U>>>

注：与对照组比较"$ T >H>I，""$ T >H>%；与 %> P B G0*·4P % "#$ 给

药组比较 V $ T >H>I

;<" 测定结果显示：给药后第 = 天 %>P B G0*·4P %

剂量给药组明显高于对照组和 %>P D、%>P Q G0*·4P %剂

量给药组（$ T >H>%）；第 ( 天对照组与各给药组之

间差异显著性消失；至第 B 天各给药组均明显低于

对照组（$ T >H>%），%>P B G0*·4P % "#$ 给药组明显低

于 %>P Q G0*·4P % "#$ 给药组（$ T >H>I，见表 ’）。
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表 ! 不同剂量给药组不同时间 !"#
的水平（$%·&’( )，!! * "）

组别
作用时间

第 + 天 第 , 天 第 - 天

对照组 ./..0. * ./...- ./..+0 * ./...1 ./..,1 * ./...2
). ( - &34·’( )组 ./..5, * ./..)2"" ./..+. * ./...5 ./..+) * ./...1""

). ( 2 &34·’( )组 ./..0) * ./...5 66 . /..)7 * ./...0 ./..+5 * ./...0""

). ( 1 &34·’( )组 ./..0) * ./..., 66 . /..)7 * ./...0 ./..0. * ./...-""6

# 值 ./..7 ./2)- ./...

注：与对照组比较"# 8 .9.5，""# 8 .9.)；与 ). ( - &34·’( ) #:; 给

药组比较 6 # 8 .9.5，66 # 8 .9.)

! 讨论

<’# 是成骨细胞的功能性酶，能够水解有机磷

酸酶，使局部磷酸根浓度增高，而且可以破坏钙化抑

制剂，在钙盐沉积中起关键性作用［0］。随着 <’# 活

性的提高，钙盐沉积在胶原纤维上，形成钙化结节。

因而人们常用细胞中该酶的活性高低来检测成骨细

胞的存在和成骨细胞的分化成熟程度。!"# 又称!=
羧基谷氨酸蛋白，是成骨细胞合成和分泌的一种激

素样多肽，是反映骨更新状态和骨形成的一种特异

性指标［,］。!"# 的主要生理功能是保持骨的正常矿

化和抑制由于异常的羟磷灰石结晶沉积所致的生长

软骨矿化加速。因此研究 #:; 对成骨细胞内 !"#
合成的影响，可部分了解 #:; 对成骨细胞的作用

程度。

大量研究表明，#:; 促进骨合成代谢或者分解

代谢取决于给药的剂量和持续时间。本研究持续给

予 >#:; )=0, 作用 ,1 > 后，各给药组的 ?:: 均明显

高于对照组（# 8 .9.5），).( - &34·’( ) #:; 给药组的

!"# 含量明显高于对照组（# 8 .9.)），其余各组 <’#
及 !"# 含量与对照组比较差异虽无显著性，但均值

高于对照组，表明短期持续给予 >#:; )=0, 对体外

培养成骨细胞的增殖与分化均有促进作用，并且在

).( - @ ).( 1 &34·’( )浓度范围内随着 >#:; )=0, 浓度

增高其促进作用也随之增强，呈剂量依赖性。随着

用药时间延长，>#:; )=0, 对成骨细胞的促进作用也

随之下降，至第 - 天表现为抑制作用，同样在 ).( - @
).( 1 &34·’( )浓度范围内随着 >#:; )=0, 浓度增高其

抑制作用也随之增强，呈剂量依赖性。

>#:; )=0, 作为理想的骨形成促进剂，是目前最

有前途的新型防治骨质疏松症药物［5］。AB$% 等［-］

研究发现，持续给予 #:; 抑制了成骨细胞分化，而

间断应用 #:; 促进成骨细胞分化，<’# 活性增高，

矿化小结增多。但短期持续的作用以及不同剂量对

成骨细胞增殖分化的影响的相关报道并不多见。本

实验研究表明，持续给予 >#:;（)=0,）对体外培养成

骨细胞增殖与分化的影响与作用的时间和给药浓度

密切相关。短期持续用药有促进作用，给药浓度越

高促进作用越强；长期持续用药抑制成骨细胞的增

殖与分化，同样给药浓度越高抑制作用越强，但其确

切的作用机制尚未十分清楚，这有待于我们进一步

的研究探索。
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