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摘要：目的 研究铁调素（+=I@5>5A）及铁离子对人成骨细胞（BCD% (E(F）内 14’ J 转运的影响。方法

成骨细胞 &2K培养 & L 2 天至细胞密度为 F!M，胰蛋白酶消化后分种于 (’ 孔培养板（每孔内置一圆形

盖玻片）。（(）空白组加入双蒸水，实验组加入不同浓度 +=I@5>5A（双蒸水配制），干预 ’2 B 后用激光共

聚焦扫描显微镜（1N)O）检测；（’）空白组加入双蒸水，实验组加入不同浓度的 PCD 和 CG1，分别干预

后立即用激光共聚焦扫描显微镜检测。结果 经激光共聚焦扫描显微镜（1N)O）检测发现：（(）随着

成骨细胞外 +=I@5>5A 浓度的升高，成骨细胞内钙离子的绿色荧光强度增强；（’）随着成骨细胞外 PCD
浓度的升高，成骨细胞内钙离子的绿色荧光强度增强；相反，随着成骨细胞外 CG1 浓度的升高，成骨

细胞内钙离子的绿色荧光强度减弱。结论 （(）+=I@5>5A 可促进成骨细胞内 14’ J 增加。（’）成骨细胞

外 C=& J 浓度的减少可以增加细胞内的 14’ J ，而胞外 C=& J 浓度增加则减少细胞内的 14’ J 。
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近来许多研究显示体内铁贮存与骨质矿化有着

密切的联系，并且成骨细胞系中有以铁蛋白为基础

的铁摄入和贮存系统存在，它能够调节骨内金属离

子动态平衡［!］。铁调素是新近发现的调节铁代谢的

类激素，其在哺乳动物体内的铁动态平衡中发挥有

效作用，可以作为激素样物质调节铁代谢旁路途径

的吸收、利用、贮存和再利用［"］。成骨细胞是骨组织

中的主要成份，是骨的修复与重建过程中的重要功

能细胞，由其分泌的钙结节和胶原纤维构成骨骼的

力学基础。因此关于铁动态平衡的改变如何影响骨

代谢的研究显得十分有意义，这可能会为今后骨质

疏松的干预提供新的思路及平台。

! 材料和方法

!"! 细胞与试剂

实验细胞：人成骨细胞（#$%& !’!(）（中国科学

院上海细胞所细胞库），按常规方法进行培养，用

)*+,-../ 改 良 012+- 培 养 基（)303，45,./）、$!"
（45,./）、胎 牛 血 清（$&6，杭 州 四 季 青）、新 霉 素

（47!8）；实验试剂：荧光指示剂（$+*/9:;<3，苏州大

学放 射 医 学 与 公 共 卫 生 实 验 室 提 供）、铁 调 素

（=->.5?5@，A->B5?- C@DB5B*B-）、去铁铵（)-DE-FF5/G1H5@-;
)$%，诺 华 制 药 ）、$-: I 供 体 枸 橼 酸 铁 铵

（$-FF5.1HH/@5*H J5BF1B-;$<J，国药集团化学制剂有

限公司）；)$%、$<J 均用双蒸水配制。

!"# 细胞准备

人成骨细胞（#$%& !’!(）:7K培养 : L 7 ?、胰蛋

白酶消化、细胞密度达 (MN后按分组要求分种不同

编号的 !" 孔培养板，培养板每孔内放置一圆形载玻

片（载玻片清洗并用无水乙醇浸泡预处理）；细胞营

养液比：)303（高糖）;$!" O !;!，加入胎牛血清（终

浓度 !MN）、47!8（终浓度 M’:N）继续培养。

!"$ 实验分组

!"$"! 铁调素组：细胞种于 !" 孔培养板后（每孔内

置一圆形盖玻片），每四孔内的细胞为一组，待细胞

密度长至 PMN L QMN，空白组加双蒸水（=M 组），实

验组加不同浓度的 =->.5?5@（双蒸水配制；终浓度分

别为 !M、RM @13;S；称为 =! 组、=" 组），干预 "7 # 后

用 JS63 检测。临测前 " # 换成无血清培养基，防止

荧光染色剂萃灭。

!"$"# 低浓度铁组：细胞种于 !" 孔培养板后（每孔

内置一圆形盖玻片），每四孔内的细胞为一组，待细

胞密度长至 PMN L QMN，换成无血清培养基，防止

荧光染色剂萃灭。空白组加入双蒸水（)M 组），实验

组加 入 不 同 浓 度 的 )$%（终 浓 度 分 别 为 "MM、:MM

!H/+;S；称为 )! 组、)" 组），干预后立即用 JS63 检

测。

!"$"$ 高浓度铁组：细胞种于 !" 孔培养板后（每孔

内置一圆形盖玻片），每四孔内的细胞为一组，待细

胞密度长至 PMN L QMN，换成无血清培养基，防止

荧光染色剂萃灭。空白组加入双蒸水（$M 组），实验

组加入不同浓度的 $<J（终浓度分别为 RM、!MM!H/+;
S；称为 $! 组、$" 组），干预后立即用 JS63 检测。

!"% JS63 检测

先吸去各孔中的细胞培养液，用 A&6 冲洗载玻

片 " 次。各孔均加入 $+*/9:;<3（终浓度为 "M!H/+;
S，)36% 配制），混匀后在 :7K，RN的 J%" 培养箱内

孵育并避光 7M H5@，取出载玻片后用 A&6 清洗 " 次，

洗掉多余的 $+*/9:;<3，即可用于观察。然后置于激

光共聚焦扫描显微镜载物台上，以波长 788 @H 的激

光进行观察，记录细胞最佳切面的荧光分布以及亮

度。

!"& 统计学处理

用 J/@E/.1+ 1DD5DB1@B 软件采集细胞内钙离子荧

光强度数据。用 6A66 !:’M 统计软件对观察结果进

行统计处理，从每组约 :MM 个数据中随机选取 PM 个

数据。因每组数据不完全符合正态性和方差齐性故

采用 &F/T@9$/FDUB#- 近似方差检验，组间比较采用

)*@@-BBVD W: 检验。

# 结果

#"! 不同铁调素组 J1" I 荧光强度的表现

激光共聚焦扫描显微镜检测发现 =M 组荧光强

度较弱为 R7’Q: X :R’:8（! Y M’MR）。随着 =->.5?5@
浓度的增加，成骨细胞内钙离子的荧光强度逐渐增

强 =! 组的荧光强度为 Q:’!( X 7:’((（! Y M’MR），="

组为 !R!’87 X R7’8!（! Y M’MR），表明 J1" I 向细胞内

的转运量增加，并且这种增加的趋势十分明显（图

!）。

#"# 不同剂量低铁组 J1" I 荧光强度的表现

激光共聚焦扫描显微镜检测发现 )M 组荧光强

度较弱为 !!R’(" X P:’R!（! Y M’M!）。随着 )$% 浓

度的增加，成骨细胞内钙离子的荧光强度呈增强趋

势（其中 )! 组的荧光强度为 !::’8" X 7P’PR，)" 组为

!7"’P: X 7M’:8，! Y M’M!）（图 "）。

#"$ 不同剂量高铁组 J1" I 荧光强度的表现

激光共聚焦扫描显微镜检测发现 $M 组荧光强
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!"#$%&’()*［+］研究认为：非洲黑人股骨颈骨折（,-,）患

者的骨质疏松情况依次与铁超载、酗酒、坏血病相

关。.//+ 年 01*)(21$ 等［3］使用刚断奶的雌性大鼠分

别给予低铁，低钙的饮食喂养 4/ 周，测量大鼠骨骼

骨矿物质含量（567）发现：铁缺乏会引起大鼠全身

骨骼 567 下降，骨连接密度降低，小梁数目减少，小

梁间隔增大，股骨皮质密度降低。

铁调素是一个富含半胱氨酸的抗菌多肽，是铁

在小肠内吸收的主要调节因子。细胞外（血清中）铁

浓度由铁调素控制，铁调素可抑制血清中铁的供给

即抑制细胞内的铁向细胞外转运。目前研究表明体

内铁调素主要作用于小肠、脾和骨组织；铁调素和转

铁蛋白的相互作用维持细胞外正常的铁浓度；细胞

外铁 浓 度 变 化 可 涉 及 机 体 相 应 组 织 正 常 功 能 变

化［8］。

.//+ 年马勇［9］报道：在实验性骨质疏松模型中

有铁代谢相关指标（铁调素）的显著性变化。以上各

位学者在大体水平的发现为作者尝试以成骨细胞为

平台，铁调素、铁离子、钙离子三者为载体来研究骨

质疏松的细胞学改变提供了崭新的思路和理论依

据。

!"# 本研究的主要发现细胞内钙离子浓度变化的

可能原因

本实验是国内首次用铁调素及铁离子直接干预

成骨细胞并观察细胞内钙离子的转运情况，如果细

胞外的铁调素及铁离子可以影响成骨细胞内 71. :

的浓度变化，那么通过刺激成骨细胞内 71. : 浓度的

增加便可促进成骨细胞外的钙盐沉淀，为骨基质的

形成提供物质基础，从而为骨质疏松的治疗开辟新

的思路。本研究发现：在离体情况下，!随着 #,;5
4<49 外铁调素的浓度增加，71. : 向细胞内的转运量

增加，并且这种增加的趋势十分明显。"#,;5 4<49
外 ,)= : 浓度的降低有促进 71. : 向细胞内转运的作

用，但随着成骨胞外 ,)= : 浓度增加则有抑制细胞内

71. : 向胞内转运的作用，且这两种促进和抑制作用

都十分明显。这些都与以上各位学者在大体水平的

发现有着惊人的吻合：!血清铁缺乏（血清中铁调素

的浓度增加）!成骨胞外 ,)= : 减少!成骨细胞内钙

离子增多!骨矿化受影响；"血清铁超载!成骨胞

外 ,)= : 增多!成骨细胞内钙离子减少!骨质疏松

> 股骨颈骨折或椎体骨折。

!"! 成骨细胞内钙离子浓度变化的可能原因

钙离子通道是参与成骨细胞功能调节的重要途

径之一［4/，44］。静息状态下，细胞内维持着一定的钙

离子水平，当细胞膜受到信号（膜电位的改变或特

定的化学物质）刺激时，钙离子通道蛋白构象变化

表现为通道的开放状态或关闭状态。在开放状态

下，钙离子可以由胞外进入胞内；反之，关闭状态

下，钙离子是不能通过此通道进入细胞内。由此，

我们是否可以做出以下推断：成骨细胞外 ,)= : 浓度

降低或升高所导致的细胞内 71. : 增多和减少与成

骨细胞膜上的电压依赖性钙通道的开放与关闭有

关。成骨细胞外 ,)= : 浓度改变导致成骨细胞膜电

位升高或降低从而引起钙通道的开放与关闭。

!"$ 本研究中存在问题的分析

本实验中所检测的 ?/、@/、,/ 都是未加任何干

预的空白组细胞，理论上三者值应该相近，但本研究

所检测的 ?/ 值明显低于 @/ 和 ,/。作者认为主要

原因可能有以下两点：!培养细胞的代数、天数 培

养细胞以 4 比 . 传代第 . 天和以 4 比 = 传代第 = 天

的细胞密度可能是相似的，但功能状态可能不同，

因为细胞的个别功能需要一定时间分化表达［4.］。

?/ 组细胞为待细胞密度长到 +/A > 3/A后 .B # 后

检测而 @/ 和 ,/ 组细胞为待细胞密度长到 +/A >
3/A后立即检测，这 .B # 的差异可能是导致细胞活

性及功能状态不同的原因之一。"冻复细胞功能上

的差异 王小兵等［4=］在人眼睫状肌细胞的研究中

发现冻复细胞的荧光染色效果及细胞功能要差于正

常的培养细胞，这可能与细胞在冻复过程中曾受到

高浓度二甲亚砜所造成的细胞膜损害有关，进而影

响细胞功能以及相关测定。作者于中国科学院上海

细胞所细胞库购买细胞后，经过数次传代，将一半细

胞冻存，另一半继续培养、传代、冻存。第一部分实

验所使用的 @/ 和 ,/ 组细胞未经冻复。而 . 个月后

所做第二部分实验的 ?/ 组细胞为经过二甲亚砜冻

存和复苏后的细胞。
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［ B ］ XMN2P*1 ?，,PY%) T，!#%W1&1 T，)& 1( C 5N$) 2)&1WN(%M2 1$E NZ%E1&%R)

M&*)MM %$ DNM&2)$ND1PM1( *1&M [%&# %*N$ NR)*(N1EC \NZ%"N(NHK，.//B，

493：9=G4// C
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3/F中国骨质疏松杂志 .//8 年 3 月第 4B 卷第 3 期 7#%$ U ;M&)NDN*NM，UP(K .//8，]N( 4B，-N<3



!"#$%& ’ ()*% +%,$-.，/001，222（3）：2//242/10 &
［ 5 ］ 678*$ 9，:7);"<. 9& =9>?@ABCD：8")$ 7%E .F$87G$<.*H .78I$. *%

"-.$"G"8"-*-&6$E JH*（978*-），/003，/5（2）：20K4220 &
［ K ］ J*G"- L，9*$.-HF#7%% 9，@7<%$8 6& J.87.$I*$- M"8 %",$) .F$87G$<.*H

7GG8"7HF$- .78I$.*%I HN."O*%$- 7%E -*I%7)*%I G7.F!7N- "M "-.$"H)7-."4

7%E "-.$";)7-."I$%$-*- *% .F$ M*IF. 7I7*%-. *##<%$4#$E*7.$E ;"%$ 7%E

P"*%. E*-$7-$-& (<88 6$E (F$#，/003，2K（/）：2/Q421R &
［ R ］ J7*O7 6， )%"<$ S，C*E" J， $. 7) & 2Q;$.74$-.87E*") -.*#<)7.$-

$TG8$--*"% "M "-.$"G8".$I$8*% ;N 7 #"<-$ -.8"#7) H$)) )*%$，JU4/，,*7

$-.8"I$% 8$H$G."847)GF7& V%E"H8*%")"IN，/002，25/（R）：//0K4//2/ &
［ Q ］ 杨召，杨华，姚振强，等 &雌激素对去卵巢大鼠松质骨中骨保护

素 #@BA 表达的影响 & 中国矫形外科杂志，/001，22（R）：1WW4

502 &
［ 3 ］ X$OO$8 9’， :"))"!7N S， B7O7%*-F* A， $. 7) & UF$ $MM$H. "M

7-*%I)$E"-$ "M "-.$"G8".$I$8*% *% G"-.#$%"G7<-7) !"#$%& ’ X"%$

6*%$8 @$-，/002，2R（/）：15341R0 &
［ W ］ :7#EN BA& S$%"-<#7;：@ABCD *%F*;*.*"% *% .F$ #7%7I$#$%. "M

;"%$ )"--& S8<I- U"E7N（X78H），/003，55（2）：Q4/2 &
［20］ 6H()<%I 6@， D$!*$HO* V6， ("F$% JX，$. 7) & S$%"-<#7; *%

G"-.#$%"G7<-7) !"#$% !*.F )"! ;"%$ #*%$87) E$%-*.N& B V%I) ’

6$E，/00R，1K5（3）：3/24312 &
［22］ D7%IE7F) XD，(78-.$%- 6，J.$%OP7$8 D，$. 7) & 9")N#"8GF*-#- *% .F$

"-.$"G8".$I$8*% I$%$ 78$ 7--"H*7.$E !*.F "-.$"G"8".*H M87H.<8$-& ’ X"%$

6*%$8 @$-，/00/，2Q：2/5K42/KK &
［2/］ A8O" X， 98$Y$)P ’， C"H*P7%H*H A， $. 7) & A--"H*7.*"% "M .F$

"-.$"G8".$I$8*% I$%$ G")N#"8GF*-#- !*.F ;"%$ #*%$87) E$%-*.N *%

G"-.#$%"G7<-7) !"#$%& 67.<8*.7-，/00K，K2（1）：/Q04/QW &
［21］ A8O" X，98$Y$)P ’，C"#$) @，$. 7) & J$Z<$%H$ ,78*7.*"%- *% .F$

"-.$"G8".$I$8*% I$%$ G8"#".$8 *% G7.*$%.- !*.F G"-.#$%"G7<-7)

"-.$"G"8"-*-& ’ ()*% V%E"H8*%") 6$.7;，/00/，3Q（W）：503045035 &
［25］ C*# ’>， C*# ’:， C*# ’[， $. 7) & A--"H*7.*"% ;$.!$$%

"-.$"G8".$I$8*%（=9>），8$H$G."8 7H.*,7."8 "M %<H)$78 M7H."84O7GG7X
（@ABC），7%E @ABC )*I7%E（@ABCD）I$%$ G")N#"8GF*-#- 7%E

H*8H<)7.*%I =9>，-")<;)$ @ABCD )$,$)-，7%E ;"%$ #*%$87) E$%-*.N *%

C"8$7% G"-.#$%"G7<-7) !"#$%& 6$%"G7<-$，/00Q，25（K）：W214W23 &
［2K］ \F7" :[，D*< ’6，B*%I >， $. 7) & UF$ *%M)<$%H$ "M DN-1A-%

G")N#"8GF*-# *% .F$ "-.$"G8".$I$8*% I$%$ "% ;"%$ #*%$87) E$%-*.N *%

(F*%$-$ G"-.#$%"G7<-7) !"#$%& =-.$"G"8"- +%.，/00K，2R（2/）：

2K2W42K/5 &
［2R］ S7* [，JF$% D& @$)7.*"%-F*G- ;$.!$$% -$8<# "-.$"G8".$I$8*%，#7.8*T

#$.7))"G8".$*%7-$4/ )$,$)- 7%E ;"%$ #$.7;")*-# *% G"-.#$%"G7<-7)

!"#$%& (F*% 6$E ’（V%I)），/00Q，2/0（//）：/02Q4/0/2 &
［2Q］ 6$YZ<*.74@7N7 9， E$ )7 :*I<$87 6， >78H*7 S]， $. 7) & UF$

H"%.8*;<.*"% "M -$8<# "-.$"G8".$I$8*% ." ;"%$ #7-- 7%E ,$8.$;87)

M87H.<8$ *% G"-.#$%"G7<-7) !"#$%& =-.$"G"8"- +%.，/00K，2R（22）：

21R3421Q5 &
［23］ D*< ’6，\F7" :[，B*%I >，$. 7) & @$)7.*"%-F*G- ;$.!$$% .F$ HF7%I$-

"M -$8<# )$,$)- "M =9> 7%E @ABCD !*.F 7I$，#$%"G7<-$，;"%$

;*"HF$#*H7) #78O$8- 7%E ;"%$ #*%$87) E$%-*.N *% (F*%$-$ !"#$% 7I$E

/04QK & (7)H*M U*--<$ +%.，/00K，QR（2）：24R &
［2W］ X7-F*8 A，67O [U，J7%O787)*%I7# J，$. 7) & (F7%I$- *% @ABCD?

=9>?@ABC I$%$ $TG8$--*"% *% G$8*GF$87) #"%"%<H)$78 H$))- M"))"!*%I

.8$7.#$%. !*.F $-.8"I$% "8 87)"T*M$%$& J.$8"*E-，/00K，Q0（21）：35Q4

3KK &
（收稿日期：/003405423）
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［ K ］ ]788<OF UJ，@7.%7 (& AE<).- !*.F -$,$8$ -*HO)$ H$)) 7%7$#*7 7%E +8"%

",$8)"7E F7,$ 7 F*IF *%H*E$%H$ "M "-.$"G$%*7 7%E "-.$"G"8"-*-& X)""E，

/005，205：2R35 &
［ R ］ JHF%*.Y)$8 (6，JHF%7*E V，67H9F7*) A9，$. 7) & A-H"8;*H AH*E

S$M*H*$%HN， +8"% =,$8)"7E 7%E A)H"F") A;<-$ ^%E$8)*$ .F$J$,$8$

=-.$"G"8"-*- *% X)7HO AM8*H7% 97.*$%.- !*.F :*G ]87H.<8$-4A X"%$

:*-."#"8GF"#$.8*H J.<EN& (7)H*M U*--<$ +%.，/00K，QR：QW43W &
［ Q ］ 678E* 9，X78;787 J& +8"% 8$-.8*H.*"% %$I7.*,$)N 7MM$H.- ;"%$ *% M$#7)$

87.- 7%E #*%$87)*Y7.*"% "M F]=X "-.$";)7-. H$))- $TG$8*#$%.7) & X*")"IN

7%E 6$E*H*%$，/00R，/12：1Q3413R &
［ 3 ］ U"#7- >7%Y，V)*Y7;$.7 B$#$.F& @$I<)7.*"% "M *8"% 7HZ<*-*.*"% 7%E *8"%

E*-.8*;<.*"% *% #7##7)-& X*"HF*#*H7 $. X*"GFN-*H7 AH.7，/00R，2QR1：

RW04RWW &
［ W ］ 马勇，徐又佳，王爱东等 & 大鼠骨质疏松模型中肝脏 :$GH*E*%

基因表达的初步研究 &苏州大学学报（医学版），/00R，/R：1RQ4

1RW &
［20］ \7F7%*HF +，>87M V6& 6")$H<)78 7%E M<%H.*"%7) $TG8$--*"% "M

,").7I$"G$87.$E H7)H*<# HF7%%$)- E<8*%I "-.$"I$%*H E*MM$8$%.*7.*"% "M

F<#7% #$-$%HFN#7) -.$# H$))-& X"%$ 6*%$8 @$-，/00K，/0（W）：2R1Q4

2R5R &
［22］ \F7%I ’，@NE$8 CS，X$.F$) ’A，$. 7) & 9U:4*%E<H$E 7H.*%

E$G")N#$8*Y7.*"% *%H8$7-$- #$HF7%"-$%-*.*,$ HF7%%$) 7H.*,*.N ."

$%F7%H$ #$HF7%*H7))N -.*#<)7.$E (7/ _ -*I%7)*%I *% "-.$";)7-.-& X"%$

6*%$8 @$-，/00R，/2（22）：2Q/W42Q1Q &
［2/］ (F$% L，A%E"# U，XF7..7HF$8P$$ 9，$. 7) & +%.87H$))<)78 H7)H*<#

#";*)*Y7.*"% M"))"!*%I G8"-.7I)7%E*% 8$H$G."8 7H.*,7.*"% *% F<#7%

H*)*78N #<-H)$ H$))-& (<88$%. VN$ @$-$78HF，2WWQ，2R：35Q43K1 &
［21］ 王小兵，李志辉 & 激光共焦显微镜测量细胞内钙离子时的几

个关键因素 & 医疗设备信息，/002，R：20422 &
（收稿日期：/00Q42/42Q）

K1K中国骨质疏松杂志 /003 年 Q 月第 25 卷第 Q 期 (F*% ’ =-.$"G"8"-，’<)N /003，‘") 25，B"aQ




