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摘要：目的 通过观察不同浓度的抗坏血酸对 !78%!诱导的成骨细胞凋亡的影响。方法 用 !78%!
培养液诱导体外培养成骨细胞凋亡后，分别加人不同浓度的抗坏血酸，用流式细胞仪检测其对成骨细

胞的凋亡率。结果 相对于模型组，加入抗坏血酸的各组凋亡率显著降低，尤以 ;# 4=>*?组最为明
显。结论 抗坏血酸能抑制 !78%!诱导的成骨细胞凋亡，以浓度 ;# 4=>*?抑制作用最明显。
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随着老年人性激素水平的降低，肿瘤坏死因子

（!78%!）等细胞因子在体内分泌增多。其中 !78%!
与骨质疏松和细胞凋亡的关系更密切［;］。本实验通

过观察不同浓度的抗坏血酸对 !78%!诱导的成骨细
胞凋亡的影响，探讨抗坏血酸对成骨细胞生长影响

的机制，为骨质疏松的治疗提供研究帮助。

> 材料与方法

>?> 材料
实验动物：出生 " N O H的小鼠乳鼠（清洁级），

贵阳医学院实验动物中心提供。

主要试剂：PQ)Q（R,/60公司）、胎牛血清（四季
清）、谷胺酰氨、"型胶原酶和胰蛋白酶（SB=*+ 公
司）、抗坏血酸（?L3AC4=EI+4）、肿瘤坏死因子（!78%!）
（TCDG0BC6A :3,+）。

>?@ 方法
>?@?> 成骨细胞的分离培养：将新生的小鼠乳鼠放
入 $’U酒精中浸泡消毒 ;’ *,4，无菌操作取下颅盖
骨，除去附着的血管及结缔组织，用 P%V+4WX3 溶液
清洗 O次，剪成 ; **O 大小的碎块用 P%V+4WX3溶液
清洗 O次，加入 1倍于骨碎块体积的 #Y"’U胰蛋白
酶，于 O$Z恒温中预消化 ;# *,4（其间不时摇动），用
P%V+4WX3溶液清洗干净后，弃去上清，再加入 1倍于
骨块体积的 #Y;U"型胶原酶，于 O$Z恒温中消化
&# *,4，离心 ;# *,4（;### G>*,4），弃去上清液，所得
自色沉淀物即为制得的成骨细胞样细胞团，用含

;#U胎牛血清（8[S）的 PQ)Q 培养液重悬细胞，吹
打均匀，将细胞悬液调成 " \ ;#’ >*?浓度，吹打均匀
后，接种到培养瓶中，置于 O$Z，含 ’U @M" 饱和湿

度的培养箱内进行培养，(1 A换液，弃去悬浮细胞，
每隔 " H换液 ;次。第 1天 1#U细胞融合成单层即
可。

>?@?@ 传代培养：原代细胞长满瓶壁后，于无菌条
件下进行传代。弃去原培养液，加入 #Y"’U胰蛋白
酶溶液 O N ’ *,4，显微镜下观察见细胞收缩变圆，则
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加入适量培养液并用弯吸管吹打细胞，使之脱落并

分散成单细胞悬液。以 ! "#分瓶接种培养。
!"#"$ 抗坏血酸对 $%&’!的拮抗作用：选用致成骨
细胞凋亡率均值较高的 $%&’!浓度 () *+,-.为模型
组浓度［#］。

选用第三代成骨细胞，在 /0孔板中将所培养的
细胞分为 1组，每组样本为 2个。"空白对照组：仅
加含 !)3胎牛血清的 4565培养液；#$%&’!诱导
组：加浓度为 () *+,-. $%&’!培养液；$治疗组：加
浓度为 () *+,-. $%&’!。同时分 (组分别加入浓度
为 2、!)、!2 *+,-. 的抗坏血酸，然后置于 23 78#，

(9:细胞培养箱中培养 9# ;。上流式细胞仪检测。
实验重复 (次。

# 结果

从表 ! 中可以看出，相对于空白对照组，加入
$%&’!的模型组凋亡率明显提高，差异有非常显著
性。而相对于模型组，加入抗坏血酸的各组凋亡率

显著下降，其中又以浓度 !) *+,-.凋亡率下降最明
显，这从图 !亦可以看出。图 # 至图 0 是成骨细胞
各个组于细胞周期的不同阶段的组方图。从图中可

以看出，图 (的凋亡峰明显高于其他组，而图 1、2、0
的凋亡峰均比图 (的小，其中又以图 2 最明显。与
空白对照组比较，模型组和模型 < 2 *+,-.组的成骨
细胞在 =)’=! 期有所减少，差异有显著性（ ! >
)?)2）。

表 ! 不同浓度抗坏血酸对 $%&’!的影响（!" @ #）

组别 $ 凋亡率（3） =)’=! 期（3） A期（3） =#’5期（3）
空白对照组 2 1?))0 @ !?B!2 9B?)#B @ #?(2# !)?)#) @ !?0B) !!?/21 @ !?)#!
模型组（() *+,-. $%&’!） 2 #)?)#1 @ 1?1(("" 9)?2(# @ 0?B0#" !2?/9B @ !!?1!2 !(?1/) @ 2?B//
模型 < 2 *+,-. 2 /?(1B @ !?9#/""## 9!?1(# @ 1?!1/" !#?B1) @ 2?0)# !2?9#B @ !?9)(
模型 < !) *+,-. 2 #?//B @ !?B#1##$$ 91?/)1 @ #?)/9 !#?!/0 @ #?1/) !#?B/B @ !?2)9
模型 < !2 *+,-. 2 0?9#B @ !?())##% 91?2BB @ 2?12# !#?/0# @ !?B12 !#?12) @ 1?(!!

注：与空白对照组比较：" ! > )?)2，"" ! > )?)!；与模型组比较：## ! > )?)!；与模型 < 2 *+,-.组比较：$$ ! > )?)!；与模型 < !) *+,-.组

比较：% ! > )?)2

注：横坐标为加入 $%&’!和抗坏血酸浓度，纵坐标凋亡率

图 ! 不同浓度抗坏血酸对 $%&’!的影响

$ 讨论

既往研究表明，雌激素缺乏和钙摄入不足是绝

经期骨量丢失、骨质疏松（8CDEFGFHFCIC，8J）产生的主
要原因。近年来研究发现［(］，随着妇女更年期雌激

素水平的下降，刺激骨吸收的细胞因子产生过多，使

骨吸收活动增强。肿瘤坏死因子’!是重要的骨吸收
因子之一，其作用表现为刺激破骨前体细胞的增殖

和分化，促进骨吸收，同时抑制成骨细胞碱性磷酸酶

图 # 空白对照组成骨细胞凋亡率

的生成，减少骨矿含量，抑制骨胶原合成，抑制骨形

成和钙化。有学者甚至认为，雌激素抗骨吸收效应

即通过抑制 $%&’!等骨吸收细胞因子的分泌实
现［1］。

肿瘤坏死因子是一种具有广泛生物学活性的细

胞因子。!/B2年 A;KLKLMN［!］把巨噬细胞产生的肿瘤
坏死因子命名为肿瘤坏死因子!，而将 $ 细胞产生
的肿瘤坏死因子命名为肿瘤坏死因子%。研究表明
肿瘤坏死因子!与细胞凋亡的关系更为密切。肿瘤
坏死因子!通过旁分泌作用，在组织损伤局部可产
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图 ! !" #$%&’ ()*+!组成骨细胞凋亡率

图 " !" #$%&’ ()*+!, - #$%&’ ./
组成骨细胞凋亡率

图 # !" #$%&’ ()*+!, 0" #$%&’ ./
组成骨细胞凋亡率

生高浓度引起成骨细胞凋亡，进而影响骨代谢（骨平

衡）。

图 $ !" #$%&’ ()*+!, 0- #$%&’ ./
组成骨细胞凋亡率

前人的研究已经牵涉到抗坏血酸在骨代谢中的

控制。妇女的健康调查最近发现，在回顾分析中，相

对于单独使用雌激素，在雌激素中增加抗坏血酸的

妇女的所有部位的骨矿物质密度都明显地增加［-］。

饮食中摄入低的抗坏血酸会伴随着骨量的减少，尽

管在矿化面有更多的骨形成和增加［1］。在绝经后的

妇女中，高的抗坏血酸可以降低骨标志的 2端肽［3］，
但是低水平的抗坏血酸摄入增加了骨损失的比

率［4］。有研究表明，缺乏一种抗坏血酸产生的必需

酶的老鼠会在早期经历自发性骨折。因此，我们推

测补充给药抗坏血酸会对绝经后骨质疏松的治疗有

作用。

骨的形成需要抗坏血酸，无论是试管实验或动

物实验都表明了抗坏血酸是成骨细胞分化的重要辅

助因子［5，0"］，是成骨细胞表现型表达的必要因素。

有报道显示抗坏血酸可诱导胚胎干细胞分化为成骨

细胞［00］。抗坏血酸增加成骨细胞的分化是通过增

加胶原的累积，然后增加碱性磷酸酶在成骨细胞中

的表达［06，0!］。当人成骨细胞系 789+!)0 在 :;<+6+=
中培养时，碱性磷酸酶的增加是在没有 :;<+6+= 时
的大约 !倍［0>］。抗坏血酸能增殖成骨细胞 ?2!(!+
@0，刺激胶原的合成和增加包含 ?2!(!+@0 细胞培
养物的羟脯氨酸［0-］。动态的研究表明，在细胞内的

溶胶原池里，第 0小时抗坏血酸增加了脯氨酸的羟
化，在 6A- B开始刺激胶原前肽 0型的卵裂［01］。抗
坏血酸的衍生物脱氢抗坏血酸非竞争性地抑制 CDE
激酶从而阻止了下游的转录因子 )*+DE的激活，当
)*+DE 激活被阻止，()*+!信号将会凋亡或衰
老［03，04］。CFG<H 等［05］对加了大量 ()*+!的整个骨髓
培养的 2I00G,细胞用流式细胞仪进行了分析，发现
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了 !"#$!的应用增加了 %&’’()细胞的数量，但是加

了抗坏血酸的培养基大部分地阻止了这种增加。同

样的，!"#$!诱导分化的标志物 %&*+表达的细胞百
分数被增加的抗坏血酸所减少。,-(./ 等实验结果
发现包含抗坏血酸的培养基引起 !"#$!抑制破骨细
胞的形成。同时证明了在体外培养中，加入抗坏血

酸衍生物可以颠覆 !"#$!对成骨细胞形成的调节作
用。

从本实验结果数据可以看出，!"#$!对成骨细
胞的成长有明显的抑制作用，而抗坏血酸对 !"#$!
又有明显的拮抗作用。在前期的促增殖实验中，成

骨细胞分为 0组分别加入 1、2、’1、’2、31和 32 45678
的抗坏血酸，与空白组比较 ’1、’2 45678组对成骨细
胞的生长有显著的促进作用，尤以 ’1 45678组差异
有显著性，32 45678组对成骨细胞的生长有抑制作
用。而抗坏血酸能抑制 !"#$!诱导的成骨细胞凋
亡，以浓度 ’1 45678抑制作用最明显，这与增殖实
验是相符的。2、’1、’2 45678浓度组的抗坏血酸与
模型组比较具有统计学意义，这说明了它们均对

!"#$!有明显抑制作用，这与 ,-(./等的研究结果抗
坏血酸对 !"#$!的拮抗是相同的，但是在临床应用
中抗坏血酸的最佳浓度依然需要更深入的实践检

验。我们还可以看出：抗坏血酸抑制成骨细胞凋

亡，因所用的浓度不同而影响的细胞周期是相同的。

在空白对照组、模型组和模型加药组中，各组中横向

比较都明显可以发现，细胞的凋亡主要是积聚在细

胞分化的周期 91$9’ 期阶段，这可能是在该细胞分

化周期中存在某种特定的细胞因子或某种特定的发

生机制，更有利于细胞凋亡的发生；而在各组间的纵

向比较中可以发现，!"#$!对成骨细胞的凋亡作用
和抗坏血酸对 !"#$!的抑制作用，在 91$9’ 期、:期、

93$;期都有所表现，并没有明显作用于哪个细胞周
期中，这说明了 !"#$!对成骨细胞的凋亡作用和抗
坏血酸对 !"#$!的抑制作用是在细胞分化的各个周
期的共同表现。因此推测抗坏血酸可能是减弱了

!"#$!对成骨细胞周期某个调控点的作用而在凋亡
过程起到抑制作用，影响了细胞的不同周期，也可能

刺激释放或激活某些细胞因子，间接抑制破骨细胞

作用，具体机制如何？有待于进一步研究［31］。

抗坏血酸又称维生素 %，是一种水溶性维生素，
在体内参与多种反应，如参与氧化还原过程，在生物

氧化和还原作用以及细胞呼吸中起重要作用等。从

组织水平看，抗坏血酸的主要作用是与细胞间质的

合成有关。包括胶原、牙和骨的基质，以及毛细血管

内皮细胞间的接合物。本实验结果表明了抗坏血酸

能抑制 !"#$!诱导的成骨细胞的凋亡，说明了抗坏
血酸增强成骨细胞的功能机制可能与抑制成骨细胞

凋亡有关。总之，由于凋亡参与了骨质疏松症的发

病及病理过程，所以调控成骨细胞凋亡，增强细胞对

凋亡的耐受性，为开发新型防治骨质疏松症的药物

提示了新思路。在未来设定的临床试验中，迫切地

需要更深入的研究去评定抗坏血酸的对治疗和预防

性腺机能减退骨损失的有效作用。
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及行为关系的分析可以明显看出知识得分越高，态

度和行为就越积极，这使人更加确信应用干预可促

进健康相关行为改变。从对知识需求及希望获得知

识的方式分析可见，多数人希望获得骨质疏松症的

防治知识，认为通过社区健康教育了解骨质疏松症

的知识是非常必要的。
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