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摘要：目的 探讨铁饱和乳铁蛋白对体外培养的大鼠成骨细胞增殖和分化的影响。方法 用酶消化

法分离大鼠颅盖骨成骨细胞进行原代培养；乳铁蛋白螯合 @A; B 获得铁饱和乳铁蛋白；将其稀释到不
同浓度作用于成骨细胞，四唑盐比色法（C##）测定细胞增殖；碱性磷酸酶法（<DE）测定细胞碱性磷酸
酶活性。结果 随着时间的增加，各浓度组均可促进成骨细胞增殖及增强碱性磷酸酶活性。其中

($$!0F+D浓度组在 %; 5时细胞增殖数目最大、碱性磷酸酶活性最高，较对照组有统计学意义（! G
$:$(）。结论 铁饱和乳铁蛋白能促进大鼠成骨细胞的增殖和分化。
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乳铁蛋白（D@）是一种铁结合性糖蛋白，主要存
在于哺乳动物的各种外分泌物中，如乳汁、泪液或唾

液等。D@是人乳中一种主要的乳清蛋白。初乳 D@
含量约 2 Y = +0F+D，正常乳为 ; Y ? +0F+D。该浓度
较普通牛乳高 ;$倍。

D@作为一种铁强化剂调控铁的生物利用率，具
有多种生物功能，抗菌、抗病毒和抗氧化作用；参与

机体免疫调节；刺激溶菌酶活性再生和肠黏膜细胞

再生。除具有以上功能外，在骨生理方面的作用近

来也引起关注。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的增殖和

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。本研究将 D@与铁离子结合，作用于
体外培养的成骨细胞观察其细胞增殖和碱性磷酸酶

活性的变化，初步探讨铁饱和乳铁蛋白对成骨细胞

的作用及其机制。

$ 材料和方法

$G$ 材料
( J龄 R-HI,L大鼠（哈尔滨医科大学肿瘤研究所

提供），SC*C培养液（美国 Z-M-86公司），胎牛血清
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（杭州四季青），青霉素（!" 万 #，哈药集团制药总
厂），链霉素（$"" 万 #，大连美罗大药厂），胰蛋白酶
（%&’()），!型胶原酶（%&’()），*+,染色试剂盒、*+,
活性检测试剂盒（南京建成生物研究所），噻唑蓝

（-..，美国 /&0&12 公司），二甲基亚砜（3-%4，
%25)60&2公司），聚乙二醇辛基苯基醚（.6&728 9:$""，
*(6;<2 公司），牛源乳铁蛋白（=;<75)8>，纯度 ?
@"A），分析纯试剂。
!"# 方法
!"#"! 铁饱和乳铁蛋白的制备：将 +B溶于 CD EFG、
G ((25H+的 .6&<:DI5缓冲液（含 "F$G (25H+ J)I5）中，
配制成 KA（=H=）的 +B溶液。取 "F@ (+该溶液，加
至 "F$ (+ 现配的 "F$ (25H+ J)DI4L 溶液中，加入

$F" (+的 "FM ((25H+的（JDN）K B;（%4N）K 溶液，反应

$ O，G""" ’离心 $G (&8，去除沉淀，经去离子水透析
N! O，冷冻干燥备用［K］。
!"#"# 铁饱和度的测定：理论上，$个 +B分子可以
结合 K个 B;L P。自制 +B的相对分子质量为 !"N""。
$""A饱和度的 +B 中铁的含量为 $FN""’H(’ +B
（GGF!G Q KH!""""）。用原子吸收分光光度法测定待
测样品中铁的含量 IB;（"’H(’样品）铁饱和度根据
下式计算：

铁饱和度 R（IB; S $FN"）Q $""A
!"#"$ 成骨细胞的原代培养：取新生 $ > 的健康
=&<7)6大鼠 M只，引颈处死，EGA乙醇浸泡 $" (&8，取
出置于消毒培养皿中；剪开头顶皮肤取出颅盖骨放

入 ,T%中去除骨膜及周围结缔组织；,T%冲洗 K 次
后，剪成 "F$ ((L 的骨片；加入 "FKGA胰蛋白酶（G
(+），在 LE U下消化 K" (&8，K""" ’离心 G (&8，弃上
清；骨片移入 G V $" (+的!型胶原酶 LE U振荡消
化 @" (&8；K""" ’离心 G (&8，弃去消化液。加 3-W-
培养液反复吹打冲洗 L 次，重复离心过程；加入
$"A胎牛血清（BT%）的 3-W- 培养液制成细胞悬
液，调节细胞密度为 $ Q $"G 个细胞的密度，接种于
培养瓶中，置LE U、GA I4K 及饱和湿度条件下培

养；KN O后换液，以后每 K >换液 $次，待细胞铺满
培养瓶时，用 "FKGA胰蛋白酶消化，并传代培养。
!"#"% 成骨细胞的鉴定：采用碱性磷酸酶染色法进
行细胞鉴定，具体步骤按照试剂盒的说明操作。将

底物、显色剂和缓冲液按体积比 $ X $ X G"的比例混合
即为细胞的培养液。在LE U培养 N" (&8，观察细胞
染成蓝色即可，蒸馏水冲洗，晾干，倒置显微镜观察

细胞形态。

!"#"& 细胞增殖测定：无血清培养 KN O后吸去培养
基，以每孔 G Q $"N 个细胞的密度接种于 @M 孔培养
板中，每孔分别加含铁饱和乳铁蛋白浓度为 $、$"、
$""和 $""""’H(+ 的无血清 3-W- 培养液 $"""+
（含双抗），并设正常对照孔。加已过滤除菌、浓度为

G (’H(+的 -..溶液 K""+H孔，在LE U、GA I4K 及

饱和湿度条件下孵育 N O后吸去培养液，然后每孔
加入 $"""+二甲基亚砜，LE U下置摇床上低速振荡
$" (&8，使紫色结晶物（甲 ，Y26()Z)8）充分溶解。分
别于培养 KN、N! 和 EK O 后测定成骨细胞的增殖能
力。酶联免疫检测仪 N@" 8(处测量各孔的吸光度
（*）值。
!"#"’ 碱性磷酸酶（*+,）测定：无血清培养 KN O后
吸去培养基，经 "FKGA胰蛋白酶消化后的传代细
胞，细胞密度和加药浓度同上。在 LE U、GA I4K 及

饱和湿度条件下培养 KN、N!和 EK O后，吸去每个孔
中的培养液，加入 $"""+的 "F$A .6&728 9:$""，置 N
U下 $K O裂解细胞后反复吹打制成悬液，每孔取 G"

"+转入新的 @M 孔培养板中进行孵育，孵育的具体
操作按说明书进行。

!"#"( 统计学处理：采用 %,%% $LF" 统计软件进行
统计学分析，对各组数据进行单因素方差分析，分析

差异显著性。

# 结果

#"! 铁饱和乳铁蛋白饱和度测定
经测定原料 +B的铁饱和度为 $"FK@A（即含铁

量为 $NFN$ (’ B;H$"" ’ +B）。制备的铁饱和乳铁蛋
白的饱和度为 @NFNMA（$LKFKN (’ B;H$"" ’ +B），图 $
为测定铁离子的标准曲线。

图 ! 铁饱和乳铁蛋白中铁含量测定标准曲线

#"# 成骨细胞的鉴定
成骨细胞活体观察：细胞刚分离出来为圆形，贴

壁生长后变为星形，具有胞浆突起，数日后胞突连成

网状使星形细胞相互连接，见图 K。细胞铺满培养
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瓶底部时近似方形呈铺路石状，见图 !。

图 ! 大鼠成骨细胞形态
碱性磷酸酶染色 " #$$

图 " 大鼠成骨细胞形态
碱性磷酸酶染色 " #$$

%&’染色：按照试剂盒染色后，倒置显微镜下观
察到的细胞多为梭形或是星形，见图 (。细胞质内
有少量黑色物质，见图 )。

图 # 碱性磷酸酶染色后的大鼠
成骨细胞形态 " #$$

!$" 成骨细胞的增殖
如表 #所示，随着培养时间的增加，不同浓度的

铁饱和乳铁蛋白组均可促进大鼠成骨细胞的细胞增

殖，*+ ,达到最强。各组间比较，+( , 和 *+ , 的细
胞增殖作用明显。其中，#$$!-./& 浓度组在 +( ,

图 % 碱性磷酸酶染色后的大鼠
成骨细胞形态 " +$$

较对照组差异有统计学意义（! 0 $1$)）；#$$!-./&
浓度组在 *+ , 较对照组差异有统计学意义（! 0
$1$#）；(2 , 的各浓度组较对照组差异无统计学意
义。当浓度达到 #$$$!-./&时，细胞增殖减少。各
浓度组在 +( 3 *+ ,的增殖情况见图 4。
表 & 不同浓度铁饱和乳铁蛋白对大鼠成骨细胞增殖的影响

浓度（!-./&） +( , (2 , *+ ,
对照组 $1#54 6 $1$#! $1+42 6 $1$+) $1((4 6 $1$(!

# $1#5$ 6 $1$#$ $1+*5 6 $1$#+ $1(*4 6 $1$!!
#$ $1+$! 6 $1$$4 $1+** 6 $1$#* $1)$! 6 $1$+(
#$$ $1+!) 6 $1$#!! $1+25 6 $1$$2 $1425 6 $1$#)!!

#$$$ $1+$2 6 $1$## $1+*5 6 $1$#+ $1(5( 6 $1$4)

注：与对照组比较，! ! 0 $1$)；!!! 0 $1$#

图 ’ 不同浓度铁饱和乳铁蛋白作用于成骨细胞
+( 3 *+ ,的增殖情况

!$# 成骨细胞的碱性磷酸酶活性
如表 +所示，随着培养时间的增加，不同浓度的

铁饱和乳铁蛋白组均能使大鼠成骨细胞的碱性磷酸

酶活性增强，*+ ,达到最高。各组间比较，+( ,的各
浓度组较对照组差异不显著。(2 和 *+ , 的 #$!-.
/&浓度组较对照组差异有统计学意义（! 0 $1$)）；
#$$!-./&浓度组较对照组差异有统计学意义（! 0
$1$#）。(2 ,和 *+ ,的 # 3 #$$!-./&浓度区间，随着
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浓度的增加碱性磷酸酶活性逐渐增强。当浓度达到

!"""!#$%&时，碱性磷酸酶活性下降。各浓度组在
’( ) *’ +的碱性磷酸酶活性见图 *。
表 ! 不同浓度铁饱和乳铁蛋白对大鼠成骨细胞

碱性磷酸酶活性的影响

浓度（!#$%,） ’( + (- + *’ +
对照组 ’.-/0 1 ".2’ (.-’’ 1 ".2’ *./!’ 1 ".0"

! 3.""* 1 ".!’ 2.00- 1 !."0 -.!!’ 1 ".!/
!" 3.!-* 1 ".’* 0.20" 1 ".20! !".2/! 1 ".02!

!"" 3.’’’ 1 ".!3 /."03 1 ".2-!! !(.""’ 1 ".2"!!

!""" 3.(*- 1 ".’3 2.!(* 1 ".’( -.//! 1 ".3/

注：与对照组比较，!! 4 "."2；!!! 4 "."!

图 " 不同浓度铁饱和乳铁蛋白作用于成骨细胞
’( ) *’ + 5&6变化情况

# 讨论

成骨细胞是指能促进骨形成的细胞，它可以分

泌大量的骨胶原和其他骨基质，此外还可以分泌许

多细胞因子和酶类，从而启动骨的形成，并抑制破骨

细胞活性。因而对骨组织的生长发育、损伤修复、骨

代谢平衡与骨量维持都起着关键作用。成骨细胞减

退或损伤，新骨形成量少，将会影响骨构塑与骨重

建，造成骨小梁变细、变薄，以致穿孔断裂。乳铁蛋

白可以促进成骨细胞的生长、抑制破骨基因的生成。

它还可以增加体内局部的骨形成。&7对成骨细胞
增殖和分化的影响要强于其他细胞因子（897:"、甲
状旁腺激素、支链淀粉和胰岛素）。在体内，局部注

射 &7引起的骨生长效果强于注射胰岛素、支链淀
粉、肾上腺素受体、;端 68<相关肽、降钙素和降钙
素相关因子等的效果［3］。;=>?@A+等［(］的研究证实，
&7具有促进成骨样细胞中胸苷量相应增加。类似
的增殖作用在人的 ’种成骨样细胞系中也已观察到
BCDB:’和基质细胞系 B8’。正常生理浓度范围内，
&7能刺激细胞增殖。8CECFC%C 等［2］经低密度脂蛋
白受体相关基因（&G6!）证实，&7能够强化胶原酶的
沉积，从而增强骨密度。HC=I等［0］研究 &7对成骨细

胞有丝分裂作用的信号传导途径，发现 &7 能诱导
6(’$((J56 蛋白激酶磷酸化。而培养基中添加
3/#K联合蛋白受体（G56）后能抑制磷酸化，表明细
胞有丝分裂的信号传导是由 &G6!和 &G6’介导的。

J88可间接反映活细胞数量，本研究的 J88结
果为：! ) !""!#$%&浓度范围，铁饱和乳铁蛋白呈剂
量依赖型促进细胞增殖，且 !""!#$%&浓度时细胞
增殖最大。!"""!#$%&浓度组作用于成骨细胞时，
增殖开始下降。;=>?@A+等［(］的研究证实，&7具有促
进成骨样细胞增殖的作用。由此可见，&7可通过刺
激成骨样细胞增殖的方式，增加具有合成新类质骨

能力的成骨细胞数量。并能加强成骨细胞的骨基质

合成能力。

5&6是成骨细胞分化成熟的重要标志之一。成
熟的成骨细胞能产生大量的碱性磷酸酶，参与骨组

织形成、代谢和再生。5&6也是反映骨形成的指标
之一［*］。本研究的 5&6结果为：’( +时，铁饱和乳铁
蛋白呈剂量依赖型增强 5&6 活性，说明有新骨形
成；(-和 *’ +时浓度增加到 !"""!#$%&，5&6活性
反而降低，这与 J88实验结果相一致。
由以上研究表明，铁饱和乳铁蛋白对大鼠成骨

细胞也有一定的增殖和分化作用。可作为一种潜在

的治疗剂用于治疗骨质疏松，也可以作为骨修复因

子促进骨修复。但是对于 !"""!#$%& 浓度组所表
现的 J88和 5&6结果与其他浓度组变化趋势不一
致的原因还需进一步摸索和探讨。
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