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摘要：目的 观察不同浓度鳗鱼降钙素与鲑鱼降钙素对体外分离培养的破骨细胞数量和活力的影

响。方法 从新生幼兔四肢长骨中机械分离出破骨细胞，分别接种于盖玻片及骨薄片上，加入两种不

同种类的降钙素，抗酒石酸酸性磷酸酶（8249）染色观察盖玻片上破骨细胞的数量和形态，:;3#" 图像

分析软件分析骨片上骨吸收陷窝的面积。结果 两种降钙素的各个浓度组（分别是 "#< "! &+)=>、"#< "#

&+)=>、"#< 3 &+)=>）均对贴壁生长的破骨细胞数量有明显抑制作用，并呈剂量相关性。骨吸收陷窝面积

分析结果显示，两类降钙素均对破骨细胞吸收功能有明显抑制作用，呈剂量相关性。无论是盖玻片培

养还是骨薄片培养，益钙宁和密盖息各相同浓度组间两两对照比较差异均无显著性（! ? #@#A）。结

论 两种不同种类降钙素对体外培养的破骨细胞数量和骨吸收活性的抑制能力相仿。
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降钙素（B’),(J+D(D，B8）在治疗骨质疏松症、高血

钙、甲状旁腺功能亢进、变形性骨炎及骨折愈合等方

面都显示了良好的疗效，尤其在治疗骨质疏松方面

能明显改善骨痛症状。降钙素按来源的不同分为：

灵长类和啮齿类、偶蹄类及硬骨鱼类。目前临床应

用的降钙素均为硬骨鱼类，依其来源又分为两类：鲑

鱼降钙素（FB8）和鳗鱼降钙素（GB8）衍生物，其代表

药物为密盖息和益钙宁［"］。

作为两种临床上广泛使用的药物，它们能有效

降低血钙并可抑制骨吸收。本实验旨在观察不同浓

度鳗鱼降钙素和鲑鱼降钙素对体外分离培养的破骨

细胞数量和活力的影响，并对相同药物浓度下两者

作用的结果进行比较。

< 材料和方法

<=< 实验材料

<=<=< 动物及生物材料：出生 !7 C 内的新西兰兔
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（南京金陵种兔场），新鲜牛股骨（南京市屠宰场）。

!"!"# 培养试剂和药物：!"## 培养基（美国 $%&’(
公司），胎牛血清（杭州四季青），)*+*,、谷氨酰胺

（美国 ,%-./ 公司），012+ 染色试剂盒（美国 ,%-./ 公

司），益钙宁（日本旭化成制药株式会社），密盖息（瑞

士诺华制药）。

!"!"$ 实验仪器及器械：锯式切片机（34%56 "788，上

海市瑞金医院骨伤科实验室），光学显微镜及照相系

统（日本 9:;.<=>），7 孔及 ?@ 孔培养板（美国 $%&’(
公司），ABC8" 图像分析软件系统（捷达 C8"）。

!"# 实验方法

!"#"! 骨薄片的制备：新鲜牛股骨干皮质骨以锯式

切片机切成 D8!. 厚，并剪成 @ E @ ..? 大小，超声

波清洗仪内超声清洗 F 次，每次 "8 .%G，洗净后紫外

线照射 @ H（双面，每面各 ? H），浸泡于 !"## 培养液

中，@I保存备用。

!"#"# 盖玻片的处理：盖玻片泡酸（硫酸 J 重铬酸

钾溶液）过夜，自来水、蒸馏水充分冲洗后凉干，高压

消毒备用。

!"#"$ 不同浓度降钙素药液的配制：采用日本旭化

成制药株式会社生产的鳗鱼降钙素注射液［商品名：

益 钙 宁（ *:’%5(G%G），?8KLM.3 每 支，生 产 批 号

*3N""!!］，以 !"## 培养液配制成 "8J "? .(:M3、"8J "8

.(:M3、"8J C .(:M3 F 种不同浓度的药液（@I冰箱中保

存）；诺华制药公司生产的鲑鱼降钙素注射液［商品

名：密 钙 息（!%/’/:’%’），O8 KLM.3 每 支，生 产 批 号

,88@O］，以培养液配制成相同浓度的药液（@I冰箱

中保存）。

!"#"% 分离培养破骨细胞：参考 PH/.&4Q> 等［?］的方

法，从 ?@ H 内出生的新生兔四肢长骨中机械分离出

破骨细胞，分别接种到盖玻片培养组和骨薄片培养

组中。盖玻片组贴壁培养（ORP9?，#OR空气，FDI
湿热）" H，骨片组贴壁培养 F H，用 !"## 培养液洗去

未贴壁细胞，洗 ? 次，继续培养。

!"#"& 抗酒石酸酸性磷酸酶（012+）染色：光镜下

观察染色后大于 F 个细胞核的多核细胞计为破骨细

胞，而单核细胞计为前破骨细胞。

!"#"’ 实验分组：在第 " 次换液洗去未贴壁的破骨

细胞后，012+ 染色鉴定证实细胞生长。将两种药物

按 F 种浓度分别加入盖玻片和骨片上。

!"#"’"! 盖玻片培养组：益钙宁组：分别加 "8J "?

.(:M3、"8J "8 .(:M3、"8J C .(:M3 浓度的药液培养；密盖

息组：分别加 "8J "? .(:M3、"8J "8 .(:M3、"8J C .(:M3 浓

度的药液培养；对照组：仅加入 !"## 培养液作对照

组。

!"#"’"# 骨片培养组：益钙宁组：分别加 "8J "? .(:M
3、"8J "8 .(:M3、"8J C .(:M3 浓度的药液培养；密盖息

组：分别加 "8J "? .(:M3、"8J "8 .(:M3、"8J C .(:M3 浓度

的药液培养；对照组：仅加入 !"## 培养液作对照

组。

!"#"( 012+ 染色阳性细胞记数：于加药培养 ? S
后取出各个浓度培养的盖玻片，分别进行 012+ 染

色，光镜下（ E "88）观察作 012+（ T ）细胞记数。

!"#") 骨片吸收陷窝分析：培养 F S 后取出骨片，

?UOR戊二醛 @I固定 D .%G。超声清洗 O .%G，系列

乙醇（体积比分别为：@8R、DOR、C8R、#OR及无水

酒精）脱 水，自 然 晾 干。"R 甲 苯 胺 蓝 室 温 染 色 O
.%G。蒸馏水冲洗后在 "88 倍光镜下以 ABC8" 图像

分析软件系统计算吸收陷窝面积。（结果用单位面

积骨片内吸收陷窝的面积表示，单位：!.
? M视野）。

!"$ 统计学处理

实验数据以均数 V 标准差（!! V "）表示，采用

,+,, "FU8 软件对实验结果进行一维方差分析及 #
检验，检验水准为!W 8U8O。

# 结果

#"! 破骨细胞的鉴定

盖玻片上贴壁培养的破骨细胞为体积较大、有

多个核的巨细胞，012+ 染色胞浆呈棕红色颗粒状，

细胞核不染色，核仁清楚（图 "）。

图 ! 培养 ? S 破骨细胞 012+ 染色（ E "88）

#"# 盖玻片组 012+ 染色形态观察及 012+（ T ）细

胞计数

益钙宁组和密盖息组盖玻片上破骨细胞数量均

较对照组明显减少，并呈剂量相关性（表 ?）。两种

药的各个浓度组和对照组比较差异均有显著性（$
X 8U8"）。益钙宁和密盖息各相同浓度组间两两比
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图 ! !："# $ % &’()* 密钙息培养 + ,；-："# $ % &’()* 益钙宁培养 + ,（"## . ）

较差异均无显著性（! / #0#1）（表 "）。

表 " 培养 +, 盖玻片上的破骨细胞数目（!" 2 #）

组别 对照组 "# $ "+ &’()* "# $ "# &’()* "# $ % &’()*
益钙宁组 "130# 2 "40" "#50# 2 "301" 4505 2 "60%" 3+04 2 "503"

密盖息组 "130# 2 "40" 73 2 "406" 4%05 2 +"03" 3"04 2 604"

注：与对照组比较，" ! 8 #0#"

!#$ 骨片组骨吸收陷窝形态学观察及陷窝面积

分析

骨片培养 5 , 甲苯胺蓝染色后 "## 倍光镜下观

察，吸收陷窝呈蓝紫色，圆形、椭圆形和不规则形，大

小不一，部分区域吸收陷窝比较密集，甚至融合在一

起，边缘反光性强（图 5）。降钙素组吸收陷窝明显

少，且单个陷窝的面积也小。

图 $ 对照组培养 5 , 吸收陷窝甲苯胺蓝染色（ . "##）

骨吸收陷窝面积分析结果显示，两类降钙素均

对破骨细胞吸收功能有明显抑制作用（! 8 #0#"），

呈剂量相关。益钙宁和密盖息各相同浓度组间两两

对照比较均无显著性差异（! / #0#1）（表 +）。

$ 讨论

被称为“无声无息的流行病”的骨质疏松症已被

9:; 列为仅次于心血管病的第二大影响公众健康

的疾病［5］。骨质疏松的治疗和预防越来越多地受到

了人们重视，降钙素［6］是由甲状腺 < 细胞合成分泌

的多肽，是目前临床缓解骨痛、治疗骨质疏松症经典

药物之一。降钙素通过抑制破骨细胞发挥作用，包

括对破骨细胞骨吸收活性的急性抑制作用和对破骨

细胞分化成熟的抑制作用。

表 ! 培养 5 , 骨薄片上的吸收陷窝面积

组别 对照组 "# $ "+ &’()* "# $ "# &’()* "# $ % &’()*
益钙宁组 "6751+0" 2 57+30"% 4#7+%0# 2 +573"06" 15%"304 2 ""41405" +3#450% 2 355#0#"

密盖息组 "6751+0" 2 57+30"% 4%14304 2 +"3+10+" 6"31701 2 "4%#704" +47170+ 2 %3340#"

注：与对照组比较，" ! 8 #0#"

降钙素之所以能够对破骨细胞产生直接作用是

因为靶细胞上有大量降钙素受体（<=>），每个破骨

细胞大约有 "## 万个 <=>，这使得破骨细胞对降钙

素极为敏感。更为奇特的是，鱼类降钙素和哺乳动

物的降钙素受体的结合能力超过了哺乳动物自身的

降钙素和其受体的结合能力。鱼类降钙素与人受体

的亲和力高于人降钙素，因而作用更强，这也是鱼类

降钙素中的两个典型代表：益钙宁（鳗鱼降钙素衍生

物）和密盖息（鲑鱼降钙素）能够在临床上得到广泛

应用与认可的最根本原因。

降钙素之间活性的差别是由其化学结构差异所

造成的。降钙素均为 5+ 个氨基酸构成的单链多肽，

但不同种属之间存在氨基酸序列的明显差异。这种

差异主要存在于多肽的中段氨基酸，而 ? 端和 < 端

变化小。侧链氨基酸拥塞性小的多肽链中段结构形

态的可塑程度大。因为侧链氨基酸少，形成僵硬的

螺旋结构的机会就少，降钙素在受体上变形适应能

力就 大，活 性 就 强，鲑 鱼 降 钙 素 是 一 个 典 型 的 例

子［6］。益钙宁是乙烯键替代鳗鱼降钙素二硫键的衍

生物，它不仅使多肽分子更稳定，也同时保证了其鱼
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类降钙素高效的特点。

对这两种临床应用广泛并具高效性的降钙素的

活性对比研究显得很有意义。本研究显示：无论是

对体外贴壁培养的破骨细胞的数量还是对破骨细胞

在骨片上的吸收活性，这两类降钙素都有强烈的抑

制作用，并且呈浓度依赖性，各个浓度组与对照组相

比均有显著差异（! ! "#"$），此结果与 %&’()*+ 等［,］

的报道一致。但相同浓度的益钙宁和密盖息对体外

分离培养的破骨细胞在数目和吸收活性上的影响都

没有显著差异（! - "#",），说明两者体外活性相仿。

上世纪 ." 年代 %+/012’* 等［3］首次成功地体外

培养出 4%，并证明了 %5 直接作用于 4% 并调节其

活性。现已明确 %5 通过与 4% 上的 %56 结合，发生

两部分作用：!静止期或 7 部分，此作用发生比较

快，以细胞运动过程逐渐停止为特征；"伪足或边缘

回缩 期 或 6 部 分，以 伪 足 经 长 时 间 的 回 缩 为 特

征［8］。9/):) 等［.］报道益钙宁可引起胞浆游离钙升

高，继而促发级联反应，引起微丝、微管等细胞骨架

蛋白的重新排列，从而导致 4% 细胞体积缩小、皱褶

缘消失，使得 4% 活性明显下降［;］。另一些作者发

现，鲑鱼降钙素不引起 4% 胞浆游离钙增加，但能明

显抑制骨吸收。这也在本实验中得到了证实：相同

药物浓度下，益钙宁组破骨细胞比密盖息组破骨细

胞在形态上普遍缩小。近来学者们进一步研究降钙

素作用的分子机制，<’/(+&=0 等［$"］发现降钙素通过

>?@ABAC?BDE/> 级联机制抑制鼠破骨细胞的形成，

F/0/0&G& 等［$$］发现降钙素受体与 AC? 和 AC% 耦

联，降钙素与受体结合后通过 AC? 或 AC% 的激活发

挥作用。

总之，我们认为：临床常用的两种鱼类降钙素益

钙宁和密盖息对体外分离培养的破骨细胞的数目和

活性均有明显抑制作用，并且这种抑制作用与药物

浓度呈相关性。但相同浓度下两者对体外培养的破

骨细胞的抑制作用效果相当，没有显著差别。两者

在人体内的作用途径和机制可能有所差别，需进一

步深入研究。

【 参 考 文 献 】

［ $ ］ 赵伟业，董碧蓉，欧雪梅，等 H骨质疏松药物治疗的新进展及循

证证据 H中国骨质疏松杂志，I""J，;（$）：."K.J H
［ I ］ %+/012’* 5L，62M2== A?，NO==2’ C，2G /=#62*&’EG)&( &P 1&(2 1Q

)*&=/G2: &*G2&>=/*G*H L %2== R>)，$;.S，33（$）：J.JKJ;; H
［ J ］ 任莉，陈阳生，翟翠云 H 骨质疏松症的药物治疗 H 中国骨质疏

松杂志，I"",，$$（$）：$I3K$I; H
［ S ］ 金世鑫 H降钙素的生物合成和生理作用 H中国骨质疏松杂志，

I""J，;（S）：J.$KJ.J H
［ , ］ %&’()*+ L，%/==&( CD，T/M/ U，2G /= H DPP2>G* &P >/=>)G&()(，/0Q=)(，

/(: >/=>)G&()( V2(2K’2=/G2: E2EG):2 &( &*G2&>=/*G :2M2=&E02(G H T&(2，

I""$，I;（I）：$3IK$3. H
［ 3 ］ %+/012’* 5L，@/V(O* %LH %/=>)G&()( /=G2’* 12+/M)&O’ &P )*&=/G2:

&*G2&>=/*G*H L A/G+&=，$;.I，$J3（$）I8KJ; H
［ 8 ］ @&(2 9/):)，T/=W)G R，@&&(V/ TR，2G /= H %/=>)G&()( /(: 1&(2

P&’0/G)&(：/ X(&>X&OG PO== &P *O’E’)*2*H L %=)( Y(M2*G，I""I，$$"（$I）：

$83;K$88$ H
［ . ］ 9/):) @，Z/GG/ [C，@&&(V/ TR，2G /= H DM):2(>2 G+/G G+2 />G)&( &P

>/=>)G&()( &( ’/G &*G2&>=/*G* )* 02:)/G2: 1Q G\& < E’&G2)(* />G)(V M)/

*2E/’/G2 E&*GK’2>2EG&’ E/G+\/Q*H L D(:&>’)(&=，$;;"，$I3（J）：S8JK

S.$ H
［ ; ］ @&&(V/ TR，?=/0 ?R，T2M)* AL，2G /= H 62VO=/G)&( &P >QG&*&=)> P’22

>/=>)O0 )( )*&=/G2: ’/G &*G2&>=/*G* 1Q >/=>)G&()(H L D(:&>’)(&=，$;;I，

$JI（J）：IS$KIS; H
［$"］ <’/(+&=0 R，]O(:12’V A，]2’(2’ U[H %/=>)G&()( )(+)1)G* &*G2&>=/*G

P&’0/G)&( )( 0&O*2 +/20/G&E&2G)> >2==* )(:2E2(:2(G=Q &P

G’/(*>’)EG)&(/= ’2VO=/G)&( 1Q ’2>2EG&’ />G)M/G&’ &P ^NK｛X/EE/｝T /(: >K

N0*H L D(:&>’)(&=，I""8，$;,（J）：S$,KSI8 H
［$$］ F/0/0&G& F，F/0/0&G& F，U:/V/\/ ^，2G /= H DPP2>G* &P >/=>)G&()(

&( G+2 PO(>G)&( &P +O0/( &*G2&>=/*GK=)X2 >2==* P&’02: P’&0 %Z$SK

E&*)G)M2 0&(&>QG2*H %2== @&= T)&=（^&)*QK=2KV’/(:），I""3，,I（J）：

I,KJ$ H
（收稿日期：I"".K";KIJ）

SJ$ 中国骨质疏松杂志 I""; 年 I 月第 $, 卷第 I 期 %+)( L 4*G2&E&’&*，N21’O/’Q I"";，_&= $,，^&#I




