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牛源乳铁蛋白对体外培养大鼠成骨细胞
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摘要：目的 观察牛源乳铁蛋白对成骨细胞核因子!"受体活化受体（6789:）B护骨素（;<=）(687
表达的影响。方法 体外分离培养新生大鼠成骨细胞，分别观察不同浓度乳铁蛋白处理不同时间对

成骨细胞 6789:B;<= (687表达的影响。采用半定量 6C?<D6方法检测 6789:B;<= (687。结果
乳铁蛋白呈时间和剂量依赖性地刺激大鼠成骨细胞 ;<= (687的表达，而抑制 6789: (687的表
达，使 6789:B;<=值降低。结论 乳铁蛋白通过调节成骨细胞 6789:B;<=的基因表达，从而抑制破
骨细胞介导的骨吸收。
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前言

乳铁蛋白（:U）是铁转运蛋白家族中的一种铁
结合蛋白。存在于母乳，炎症高发区以及嗜中性粒

细胞的次级颗粒中。在正常情况下，乳铁蛋白在体

内的浓度为 ! V # W $"X / -B(+。乳铁蛋白是一种具有
抑菌、抗菌、抗病毒以及免疫功能的多效因子。近

期，乳铁蛋白被发现具有促骨生长的功效［$，!］。体内

研究表明，乳铁蛋白能促进骨骼生长，在生理浓度下

能有效刺激成骨细胞增值和分化，抑制破骨细胞形

成，在骨生长和代谢中起到一定的生理作用，但其作

用机制未明。6789、6789:和 ;<=是近年来发现
的肿瘤坏死因子超家族的新成员，在调解骨吸收和

骨形成方面起到关键作用［&］。本实验通过观察乳铁

蛋白对体外培养的大鼠成骨细胞 6789:B;<=
(687的表达情况，进一步阐述乳铁蛋白促骨生长
的机理。

B 材料和方法

BCB 实验动物
每次实验选用 P*FJGH乳鼠 /只，雌雄各半，由哈

尔滨医科大学肿瘤研究所提供。合格证号：F5FY（黑
!""/?""@）。
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!"# 主要试剂
!"#"培养液（$%&’(），!型胶原酶（)*+,- 公

司），胰蛋白酶（)*+,-），胎牛血清（.&/），牛源乳铁蛋
白（0#).123! 纯度 4 567），.8%9:;（%<=*>?:+@<），A’8
试剂盒（A?:,@+-），低分子量 "-?B@?（!1/666）。
!"$ 大鼠成骨细胞的培养
取新生 C D的健康 0*E>@?大鼠，引颈处死，FG7

酒精浸泡 C6 ,*<，取出置于消毒培养皿中。剪开头
顶皮肤取出颅盖骨放入 A&) 中去除骨膜及周围结
缔组织，剪成 6HC ,,I 大小的骨片块。在 6H/G7胰
蛋白酶 IFJ下消化 /6 K I6 ,*<，然后将骨片移入!
型胶原酶中。IFJ消化 56 K C/6 ,*< 后 C666 ?L,*<
离心 G ,*<，弃去消化液。加 !"#"培养液反复吹打
冲洗 I 次，重复离心过程。加入 C67胎牛血清
（M&)）的 !"#"培养液制成细胞悬液，调节细胞密
度为 C N C6G，接种于培养瓶中，置 IFJ、G7’(/ 及饱

和湿度条件下培养。/O P后换液，以后每 / K I D换
液 C次，待细胞铺满培养瓶时，用 6H/G7胰蛋白酶消
化，并传代培养。以差速沉降法纯化成骨细胞。

!"% 实验分组
取第三代细胞用 6H/G7胰酶消化后吹打均匀，

以 CHG N C6O 个LQ,/ 的密度终于培养瓶，培养 /O P
后，换为无血清 !"#"培养液培养 /O P，使细胞同步
静止于 $6 期，然后按照实验设计剂量加入，（对照组

和 1M浓度分别为 6、C6、G6、C66、/66和 O66"+L,;的
R个浓度组）根据时间收集细胞。
!"& 细胞内总 832的提取
用 OJ A&) 缓冲液洗涤细胞 I 次，每孔加入 C

,; .?*9:;，按照说明书提取的步骤分别以氯仿、异丙
醇和 FG7乙醇提取细胞内总 832。经紫外分光光
度计测定 !/R6 <, L!/S6 <,的值，各组比值均在 CHS K
/H6。根据 !/R6 <,计算 832 的浓度，以调整逆转录T
聚合酶链反应（8.TA’8）总反应体系中各组 832的
加样量。

!"’ 引物设计
根据 $@<&-<B并参照文献设计 823U1、(A$和

#T-Q>*< I 对基因的引物，由上海基康生物工程公司
合成。

823U1（ISG VW）上游：GXT$’2$$2$22.$222’T
22$’’TIX；下 游：GXT...22’$2’2.2.2’’2.’2$T
’.$TIX；(A$（III VW）上游：GXT’’’..$’’’.$2’.2T
’.’..2.2’TIX；下游：GXT$22..2$’2$$2$$’’22T
$.$TIX；#T-Q>*<（/5/ VW）上游：GXT2’.’..’’2$’’T
..’’..’’TIX；下游：GXT’2.2’.’’.$’..$’.$’.’’T

IX。
!"( 逆转录及 A’8扩增
按照试剂盒说明逆转录得 Q!32，总 832加样

量为 C"+。A’8反应条件：预变性 5GJ I ,*<，变性
5OJI6 E，退火 GSJI6 E，延伸 F/JI6 E，共 I6 个循
环，最后一个循环结束后 F/J延伸 G ,*<，产物经
CHF7琼脂糖凝胶电泳，用 YZA凝胶成像系统进行
观察，用 1-V[:?BE OHG 软件对阳性条带的密度进行
分析。

!") 统计学处理
所有实验重复 I次以上，以#T-Q>*<做内参照，区

带光密度比值以均数 \ 标准差（!" \ #）表示，采用
)A)) CCH6软件分析。两组间比较用 $ 检验，多组间
比较采用单因素方差分析，% ] 6H6G，差异有显著意
义，% ] 6H66C差异极显著。

# 结果

分析电泳图，可清晰看到 (A$电泳中，条带亮
度随 1M浓度增加而增强，而 823U1条带亮度则呈
减弱趋势。说明 1M呈剂量依赖性刺激 (A$ ,832
的表达，抑制 823U1 ,832的表达，见图 C。

图 ! 不同浓度的 1M干预 /O P对成骨细胞

823U1L(A$ ,832表达的影响

低分子量 "-?B@?条带从上至下依次为 /666、C666、FG6、G66、

/G6和 C66 VW。

6代表对照组，C6 K O66为乳铁蛋白浓度（"+L,;）

由图 /可见，(A$ ,832随浓度的增加而增加，
而 823U1 ,832则随浓度增加而降低。在对照组
中，823U1 ,832 较 (A$ ,832 表达活跃，但随浓
度增加二者逐渐发生变化，在 1M 浓度为 C6"+L,;
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时，二者达到平衡，而后，随浓度增加，二者趋势逐渐

明显，在 !"浓度为 #$$!%&’(时，)*+ ’,-.表达达
到最高值。

图 ! 不同浓度组作用于成骨细胞 /# 0
其 )*+与 ,.-1!的表达趋势图

采用 !234567 #89软件分析，获取条带灰度值进
行分析。从浓度梯度上可以看出，用不同浓度（$、
:$、9$、:$$、/$$和 #$$!%&’(）的 !"分别作用成骨细
胞 /# 0，呈浓度依赖型降低 ,.-1!&)*+ ’,-.的表
达，从 :$!%&’( !" 作用下 ,.-1!&)*+ ’,-. 表达
即开始下降，9 个不同浓度组的 ,.-1!&)*+ ’,-.
表达较对照组差异均有显著性（! ; $8$9），其中 :$、
9$、:$$和 /$$!%&’(这 #个浓度组较对照组相比差
异极显著（! ; $8$$:）。组间相比，/$$、#$$!%&’( 两
组间差异不显著，:$$!%&’( 较 9$、/$$、#$$!%&’( <
组均差异显著（! ; $8$9），:$$!%&’( 较 :$!%&’( 差
异极显著（! ; $8$$:），见图 <。

图 " 不同浓度的 !"干预 /# 0对成骨细胞

,.-1!&)*+ ’,-.灰度值柱状图

分析电泳图，可看出 )*+ ’,-.在 /#、#=和 >/
0时的条带亮度高于 /#、#= 和 >/ 0时的条带亮度，
说明浓度为 :$$!%&’(的 !"呈时间依赖性刺激成骨
细胞 )*+ ’,-.表达，且高于单纯培养液培养成骨
细胞时 )*+ ’,-.表达；而 ,.-1! ’,-.则在 /#、
#=和 >/ 0时的条带亮度低于 /#、#=和 >/ 0时的条
带亮度，说明浓度为 :$$!%&’(的 !"呈时间依赖性

抑制成骨细胞 ,.-1! ’,-.表达，见图 #。

图 # 对照组与 !"（:$$!%&’(）在不同时间

对成骨细胞 ,.-1!&)*+ ’,-.表达的影响

低分子量 ?267@6 条带从上至下依次为 /$$$、:$$$、>9$、9$$、/9$
和 :$$ 3A。

/# B >/ 0为对照组和 !"（:$$!%&’(）干预时间。其中 /# 0对应对

照组，/# 0C对应 !"（:$$!%&’(）组，以此类推

图 $ !"D<连续作用于成骨细胞 >/ 0 )*+和 ,.-1!趋势图

由图 9可见，在 /# 0时 !"D<对成骨细胞中 )*+
与 ,.-1! ’,-.的表达不明显，与对照组相比，差
异无显著性；#= 0时，)*+ ’,-.较对照组相比，差
异有显著性，>/ 0时，)*+ ’,-.表达达到最大值；
而 ,.-1! ’,-. 表达始终处于平稳状态，略有增
高，但总体趋势不明显。

采用 !234567 #89软件分析，获取条带灰度值进
行分析。从时间梯度上可以看出，浓度为 :$$!%&’(
的 !"分别作用于成骨细胞 /#、#= 和 >/ 0，,.-1!&
)*+ ’,-.表达均差异极显著（! ; $8$$:）。而对照
组在 /#、#=和 >/ 0的 ,.-1!&)*+ ’,-.表达中，/#
0与 #= 0 和 >/ 0 之间相比差异有显著性（ ! ;
$8$9），但 #= 0和 >/ 0之间差异无显著性，见图 E。

" 讨论

乳铁蛋白作为一种铁结合糖蛋白，以铁鳌合的

形态发挥其抗微生物活性、消炎、抗氧化以及铁代谢

的功能。近期，F56GH等［:］将 !"连续 9天注射与成年
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图 ! 对照组与 !"（#$$!%&’(）连续作用 )天

成骨细胞 *+,-!&./0 ’*,+灰度值柱状图

雄鼠大脑右半球，采用荧光标记物皮下注射后 12 3
内处死大鼠，比较其颅骨片断得到，!"组股表面间
隙明显增加，矿物叠积率和骨形成率明显增加，推测

!"可能增强成骨细胞作用而抑制了破骨细胞的作
用。456575’5等［2］通过 !*/8#受体证实乳铁蛋白能
够强 化 胶 原 酶 的 沉 积，从 而 增 强 骨 密 度。

9:;<=>3［?，#1］研究发现，乳铁蛋白能刺激成骨细胞形
成周期，是成骨细胞的一种潜在生存因子，并且乳铁

蛋白亦可降低破骨细胞数目，而抑制由破骨细胞引

起的骨吸收。但是，乳铁蛋白如何影响成骨细胞的

具体机制还不是十分清楚。

近年，在骨代谢方面取得的突破性进展是发现

了以 *+,-!&*+,-&./0轴作为骨量的主要决定因
素。*+,-!（也称作 4*+,9@、.A"和 ./0!）是"型
跨膜蛋白，并且是肿瘤坏死因子超家族的成员。

./0 属可溶性假受体，与 *+,- 特异性竞争
*+,-!。体内和体外实验均表明 ./0能抑制骨的
吸收［B，C］，而 ./0 的缺失则导致骨质疏松症［D］。从
本质上说，*+,-!和 ./0的相对比率最终决定破骨
细胞活性，因而影响骨吸收［E8##］。

本实验通过体外培养大鼠成骨细胞，可观察到

!" 呈浓度和时间依赖性地促进成骨细胞 ./0
’*,+ 表达，而抑制 *+,-! ’*,+ 表达，从而使
*+,-!&./0 ’*,+比值降低。由此可以推断，!"可
能是通过 *+,-!&*+,-&./0轴抑制破骨细胞介导
的骨吸收的机制。分析 *+,-! 和 ./0 的相对比
率，对充分了解 *+,-!和 ./0的相互作用意义重
大，因为 *+,-!和 ./0的相对比率最终决定破骨
细胞活性，因而影响骨吸收。采用 *48/9* 法检测
*+,-!&./0 ’*,+的结果显示，乳铁蛋白组与同时
期对照组相比均能显著提高成骨细胞的 ./0转录

水平，降低 *+,-!转录水平，提示了乳铁蛋白对成
骨细胞的增殖与分化作用。本试验以细胞生物学为

基础，从分子生物学角度讨论了乳铁蛋白对于成骨

细胞的影响，为乳铁蛋白对骨质疏松症的治疗作用

打下了一定的基础。

骨质疏松症已成为全球性的公共卫生问题之

一，日益受到人们的广泛关注。骨形成和骨重建是

一个生理学控制过程，该控制过程包括破骨细胞介

导的骨吸收和成骨细胞介导的骨形成，本实验结果

初步表明 !" 作用于成骨细胞可通过 *+,-!&./0
’*,+的表达发挥作用。但其作用机理有待进一步
研究。
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!" #!$%& J @<G:K;=<:(:%7，#EED，#)E：#)1E8#))C J
［ D］ NSK57 ,，W5;:>= Z，AS<>F5< 9*，HF 5( J .>FH:T;:FH%H;=<8GHL=K=H<F

’=KH GHMH(:T H5;(7 :<>HF :>FH:T;:FH%H;=< 5<G 5;FH;=5( K5(K=L=K5F=:<J

0H<H> AHM，#EED，#1：#1B$8#1BD J
［ E］ 935’RH;> 4QJ *H%S(5F=:< :L F3H G=LLH;H<F=F5F=:< 5<G LS<KF=:< :L

:>FH:K(5>F>J Q /5F3:(，1$$$，#E1：28#) J
［#$］ "H=%H [J .>FH:T;:FH%H;=< J +<< *3HS’ A=>，1$$#，B$：D#8D2 J
［##］ -:>FH<S=6 /Q，W35(3:SR \J .>FH:T;:FH%H;=<：5 T37>=:(:%=K5( 5<G

T35;’5K:(:%=K5( =<3=R=F:; :L R:<H ;H>:;TF=:<J 9S;; /35;’ AH>，1$$#，

C：B#)8B)? J
［#1］ 9:;<=>3 QJ !5KF:LH;;=< T;:’:FH> R:<H %;:IF3J N=:OHF5(>，1$$2，#C：

))#8))? J
（收稿日期：1$$D8$18#E）
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