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摘要：目的 从细胞、蛋白及基因水平探讨辛伐他汀对成骨样细胞 345657$# 增殖的影响。方法 辛

伐他汀选取 #"@ : 、#"@ > 、#"@ ? 和 #"@ 9 %/(AB C 个浓度组，同时设溶剂对照组。含血清细胞培养条件下，

连续细胞计数 ? D，描绘生长曲线；无血清培养条件下，分别于 !C、C? 及 >! * 进行细胞计数、四唑盐比

色试验（366）、蛋白质含量测定和 EF= 含量荧光测定。结果 含血清细胞培养条件下，辛伐他汀各浓

度组与溶剂对照组的生长曲线相比较，无明显差异；无血清培养条件下，辛伐他汀各浓度组与溶剂对

照组 !C、C? 及 >! * 时细胞计数、366 比色试验及 EF= 含量荧光测定各组间未见明显差异；蛋白质含

量测定 !C 及 >! * 时各组间无明显差异，然而 C? * 时 #"@ : %/(AB 辛伐他汀组蛋白含量明显高于对照组

并差异有显著性（! G "<";）。结论 辛伐他汀促进了成骨样细胞 345657$# 细胞的蛋白合成功能，但

对其增殖无明显影响。
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他汀类药物原是一种广泛应用于临床的降血脂

药物，属于 57羟基 57甲基戊二酰辅酶 =（X3Y74W=）

还原酶抑制剂［#］。3-,DI 等［!］于 #999 年首次报道了

他汀类药物（辛伐他汀等）具有促进骨代谢合成的生

物学作用，自此他汀类药物一跃成为骨形成促进药

物研发的新兴热点。目前市场上销售量最大，临床

中应用最广泛的是辛伐他汀，因此我们选取辛伐他

汀作为研究对象，具有突出的现实意义。骨质疏松

症是以骨密度降低，骨结构微损伤，骨脆性增加，从

而易发骨折为特征，主要分为绝经后骨质疏松（!
型）和老年性骨质疏松（"型）。!型骨质疏松表现

为骨转换增高，破骨细胞的骨吸收能力超过成骨细

胞的骨形成能力即成骨功能相对不足；"型骨质疏

松亦称增龄性骨质疏松，与成骨细胞分裂增殖减缓，

数量减少，成骨功能下降有关。两型骨质疏松皆与

成骨细胞的数量及功能下降有关。若能够促进成骨

细胞的增殖，增加细胞的数量，亦间接弥补了细胞功

能上的不足，无论对于!型或"型骨质疏松都能达

到防治的目的。因此，探讨辛伐他汀能否促进成骨

细胞增殖具有重要意义。本研究将从细胞、基因及

蛋白等水平探讨辛伐他汀对成骨样细胞 345657$#
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增殖的影响。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 细胞来源：永生细胞系：!"#$#%&’（北大医学

院细胞库）。

!"!"# 试 剂 及 仪 器：辛 伐 他 汀（ "()*+,-./0，

1/20(34），5!&! 培养基（1676"8，9:;），胎牛血清

（<=">8?&，9:;），青链霉素双抗（<=">8?&，9:;），

5!:8（:+@0(，9:;），72(AB,2A 蛋白质含量测定试剂

盒（碧云天生物技术研究所，江苏），!$$ 粉（:+@0(，
9:;），荧光染料 <,/-.CD ##EFG（:+@0(，9:;），酶标仪

（7+,%$&H，:43/2@4 <$，9:;）。

!"# 方法

!"#"! 含血清细胞培养：!"#$#%&’ 细胞以 5!&!
完全培养基（’IJ胎牛血清，’II 9K0> 青霉素和 ’II

!@K0> 链 霉 素）在 "8E 浓 度 FJ，湿 度 LFJ，恒 温

#MN的二氧化碳培养箱中培养。# A 换液 ’ 次，F O P
A 细胞基本融合后传代（图 ’），更换为含不同浓度

辛伐他汀（’IQ P、’IQ M、’IQ G 和 ’IQ L 0,)K>）的条件培

养组和仅含溶剂 5!:8 的条件培养组，共计 F 组。

图 ! 培养细胞

生长曲线测定：消化细胞，制成单细胞悬液，接

种至 ER 孔板内，L S ’I# -/))CK孔，每组 # 孔。每日计

数 ’ 组，计数 G A，描记生长曲线。

!"#"# 无血清细胞培养：ER 孔板（L S ’I# -/))CK孔），

LP 孔板（’TF S ’I# -/))CK孔），每组 # 孔，5!&! 完全培

养液，细胞融合近 GIJ时改为含不同浓度的辛伐他

汀（’IQ P、’IQ M、’IQ G 和 ’IQ L 0,)K>）药物的无血清培

养（设溶剂对照组），分别于 ER、RG 及 ME . 进行：细胞

计数，四 唑 盐 比 色 试 验（!$$），蛋 白 质 含 量 测 定

（72(AB,2A）和 5?; 含量荧光测定。"细胞计数：消

化细胞，制备单细胞悬液，用 ’I S 物镜观察血球计

数板四角大方格中的细胞数：（R 大格细胞数之和KR）

S ’IR U 细胞数K毫升原液。#!$$ 比色试验：LP 孔

板接种细胞，每组 # 孔，每孔体积 EII!>，各加入

!$$ 液（F 0@K0>）EI!>，#MN孵育 R .，终止培养，吸

弃孔内上清，加入 ’FI!> 5!:8，振荡 ’I 0+3，选择

RLI 30 波长，酶标仪上测定各孔吸光值。吸光值大

小与细胞数量正相关。$5?; 含量荧光测定：ER 孔

板接种细胞，每组消化 # 孔细胞检测 5?; 含量。荧

光染料 <,/-.CD ##EFG 以 5V7: 缓冲液配成 IT’!@K0>
分析液；LP 孔板每孔上样 RI!>，每组 # 孔，同时设

标准孔；每孔加入 ’PI!> 分析液，室温放置 # O F
0+3；酶标仪选择激发波长 #PI 30，发射波长 RPF 30，

测定荧光强度。%蛋白质含量测定（72(AB,2A）：ER 孔

板接种细胞，每组消化 # 孔细胞检测蛋白含量。吸

去培养液，FI 00,)K> 的 $2+C 缓冲盐水（$7:，W<MTR）

冲洗 ’ 次；FI 00,)K> 的 $2+C 液（W<MTR）# 0>K皿，刮

下细胞；超声细胞粉碎机粉碎，工作时间 # C，间隔 E
C，功率 #II X，工作次数 #I 次；LP 孔板每孔上样 EI

!>，每组 # 孔，同时设标准孔；每孔加入 EII!> 1EFI
染色液（考马斯亮蓝），#MN避光放置 EI 0+3；酶标仪

测定波长 FLI 30 的吸光值。

# 结果

#"! 生长曲线

细胞经历大约 RG . 的潜伏期后，进入对数增长

期，辛伐他汀 ’IQ P、’IQ M、’IQ G和 ’IQ L 0,)K> 各组间与

溶剂对照组相比，第 ’ O P 天对 !"#$#%&’ 细胞生长

能力的影响未见明显差异，第 M O G 天时随药物浓度

的下 降 细 胞 数 量 略 有 所 增 加，但 也 无 明 显 差 异

（图 E）。

图 # 生长曲线

#"# 细胞计数、!$$ 比 色 试 验 及 5?; 含 量 荧 光

测定

细胞融合近 GIJ时，更换培养液为含不同浓度
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辛伐他汀（!"# $、!"# %、!"# & 和 !"# ’ ()*+,）药物的无

血清培养（设溶剂对照组），-.、.& 及 %- / 时细胞计

数、011 比色试验及 234 含量荧光测定虽然各组数

值 随 时 间 梯 次 增 加，但 各 组 间 未 见 明 显 差 异

（图 5 6 7）。

图 ! 细胞计数

图 " 011 比色试验

图 # 234 含量

$%! 蛋白质含量测定（89:;<)9;）

-.、.& 及 %- / 各组蛋白总含量梯次增加；-. /
时各组间蛋白含量未见明显差异；.& / 时辛伐他汀

组蛋白含量高于对照组，其中 !"# $ ()*+, 辛伐他汀

组蛋 白 含 量 明 显 高 于 对 照 组 并 差 异 显 著（ ! =
">"7）；%- / 辛伐他汀药物组蛋白含量虽高于对照

组，但无明显差异（图 $）。

图 & 蛋白质含量

注：! ! = ">"7

! 讨论

!%’ 细胞系的选取

0?515@A! 细胞系是从小鼠下颌骨中逐步培养，

筛选纯化的成纤维样永生细胞系［5］，具有增殖稳定，

可无限传代的特点。原代培养细胞取材于活体组

织，更接近体内的自然状况，但易受取材条件和培养

环境等多种因素的干扰，虽然对细胞在基因水平上

的表达特性影响不大，但就增殖能力而言，不同批次

取得的原代细胞往往无法保持稳定性。因此，有关

增殖能力的研究一般选取细胞系为研究对象。

此外，无论是老年性骨质疏松还是绝经后骨质

疏松，都存在成骨细胞数量相对不足或功能下降的

情况，如若能够直接促进成骨细胞的增殖能力，则既

可以增加细胞的绝对数量又可以间接的提高细胞的

总体功能，从而增强了成骨能力，改善了骨代谢平

衡。而 0?515@A! 细胞则属于前成骨细胞系［.］，能

够分泌骨钙素、骨涎蛋白及具有甲状旁腺素受体，能

够近似的反映成骨细胞的特性。因此，本研究选取

了 0?515@A! 细胞系来探讨辛伐他汀对细胞增殖能

力的影响。

!%$ 细胞增殖检测方法的评价及结果分析

本研究通过有血清培养和无血清培养两种方式

来探讨辛伐他汀对细胞增殖能力的影响。在含血清

培养条件下，细胞可以持续生长，允许在较长时间内

观察细胞的增殖情况，然而血清内含有多种生长因

子，这些因子本身即具有促进细胞生长的作用，因此

会降低检测细胞增殖能力试验方法的敏感性。无血

清培养时，虽然只能在短期内观察细胞的生长状况，

但因排除了血清中多种生长因子的干扰，提高了试

验方法的敏感度。此外，无血清培养还可以使细胞

同步化［7］，即使细胞共同进入生长分裂周期的同一

阶段，此时细胞在结构和机能上皆处于相似阶段，对
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成骨样细胞 !"#$#%&’ 的增殖无明显影响。这对提

高成骨细胞的功能，预防骨质疏松的发生具有一定

的积极作用。
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起糖尿病性骨质疏松症。糖尿病动物模型也显示：

糖尿病动物的骨形成和骨吸收功能均明显降低，骨

的代谢转换被抑制，骨表面的细胞数目减少，骨代谢

水平低下。因此患有糖尿病也是引起骨质疏松的危

险因素之一。甲状腺结节为甲状腺良性结节其对甲

状旁腺功能是否有影响，对钙磷代谢的影响有待今

后进行大样本量研究，来了解他们之间的相互关系。

综上所述：从上述人群骨密度测定结果提醒我

们，对男性骨质疏松的发生要引起高度重视，尤其对

伴有一些可能引起骨质疏松症隐患的人群。
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