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摘要：目的 观察新型的抗骨质疏松药雷奈酸锶在模拟微重力环境下对成骨细胞增殖功能的影响。

方法利用沿水平轴连续回转(30 r／min)细胞培养系统模拟微重力环境，使用MTT比色法或台盼兰

染色、细胞计数法观察小鼠成骨样细胞MC3T3·E1的增殖情况。结果 模拟微重力环境可以降低

MC3乃．E1增殖功能，雷奈酸锶在模拟微重力环境可以增强MC3T3一El增殖功能。结论 在模拟微重

力环境下雷奈酸锶对成骨细胞增殖功能具有保护作用，为雷奈酸锶治疗微重力环境骨量丢失提供了

理论和实验证据。
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Abstract：0bjective To investigate the role of strontium ranelate，the novel antiosteoporotic agent，in

regulating the proliferation of mouse osteoblastic cell MC3T3-E1 in simulated microgravity．Methods Cell

proliferation were evaluated using MTr assay or trypan blue staining and viable cell counting in a rotating cell

culture system(30rpm／minutes)that simulated microgravity．Results Simulated microgravity induced a

decrease in proliferation of MC3T3·El cells and this could be reversed by treatment with strontium ranelate．

Conclusion Strontium ranelate played protective role for osteoblast proliferation in simulated microgravity

environment．This provides a theoretical and experimental evidence for the treatment of microgravity induced

bone loss with strontium ranelate．
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随着载人航天事业的发展，航天医学的研究变

得越来越重要。航天飞行过程中微重力环境可使人

体多个器官和组织发生显著而持续的生理或病理变

化，其中骨量丢失是目前面临最严重的问题⋯，尚

无有效的防治措施。太空微重力环境骨代谢平衡紊

乱是导致骨量快速丢失的重要原因，骨形成功能降

低，骨吸收功能增强，从而导致骨代谢的不平

衡口J 3。在骨代谢的两种主要细胞成分-成骨细胞和
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·论著·

破骨细胞中，成骨细胞在骨代谢过程中起着非常重

要的作用，不仅负责骨的形成，而且负责调节破骨细

胞的生成和活性。因此，微重力环境中成骨细胞功

能的研究对了解微重力所致骨代谢失衡具有重要意

义。重力或机械刺激对成骨细胞的功能有显著影

响，在微重力情况下培养的成骨细胞呈收缩状态、细

胞的数量减少”1，太空微重力环境可明显抑制成骨

细胞的增殖”J，细胞增殖功能的正常是细胞新陈代

谢过程中维持细胞数量的必备条件。纠正微重力对

成骨细胞增殖的影响可能是治疗微重力环境骨量丢

失的一种重要手段。

雷奈酸锶是一种新型的抗骨质疏松药，具有促

进骨形成、抑制骨吸收的双重作用¨剖。本研究利用

地面上模拟微重力实验技术，探讨雷奈酸锶在模拟
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微重力环境对成骨细胞增殖功能的影响，为微重力

环境骨量丢失的防治提供实验和理论依据。

和对照组间细胞A。。。值和细胞计数的差异，P<0．05

被判定为统计学有显著差异。

1材料和方法 2结果

1．1主要材料

细胞培养液Dulbecco’8 modified Eagle’8 medium

(DMEM)为Gibco产品。小牛血清购自杭州四季青

生物制剂公司。小鼠成骨样细胞系MC3T3．El购自

ATCC。MIT检测试剂购自Sigma。雷奈酸锶药物

由法国Servier公司研制生产。

1．2 MC3T3-E1细胞传代培养

小鼠成骨样细胞株MC3T3．E1培养液使用

DMEM，含有10％小牛血清，青霉素(IOOU／mL)，链

霉素(100 U／mL)，细胞培养在37℃、含5％的二氧

化碳培养箱中，生长至80％融合时进行传代。

1．3细胞增殖的检测

使用MTT比色法。在本实验中为了解雷奈酸

锶有效工作浓度，正常培养的MC3T3一E1细胞种植

在96孔板(104／CM2)中，在37℃、含5％的二氧化

碳的培养箱中培养3 d后无血清饥饿培养16 h，然

后采用不同剂量的雷奈酸锶(以锶离子的浓度表示

0—2500 Izmol／L)处理细胞48h，加入10％MTT溶液

(5 mg／mL)继续培养细胞2 h，弃去细胞培养液，并

加入DMSO(100“L／孔)轻微震荡，采用比色法通过

酶标仪检测A。。。值。

1．4模拟微重力环境的细胞培养

体外模拟微重力细胞培养采用充满液体的圆柱

形培养容器沿水平轴旋转。小鼠成骨样细胞

MC3T3一E1(3×104)被种植在置于6孔板中的玻片

(2．2 cm x2．6 cm)上，在含10％小牛血清的培养基

中，37℃、含5％的二氧化碳中培养3 d，随后在相

同条件下无血清培养16 d，然后把玻片转移至盛满

无血清培养液(含或不含2500 i-Lmol／L雷奈酸锶)

的回转器专用培养容器中，沿水平轴连续回转(30

r／min，37℃)48 h，并设对照组(在相同的培养容器

中)静止培养48 h。然后把玻片转移至含10％MTT

的无血清培养液的6孔板中继续培养2 h，弃去细胞

培养液，并加入DMSO(700斗L／孔)轻微震荡混匀，

每孔各取100斗L至96孔板用酶标仪检测A。如值。

此外部分实验在模拟微重力环境培养完成后，用胰

酶消化细胞，采用台盼兰染色，活细胞计数法观察细

胞增殖的情况。

1．5统计学处理

采用双尾非成对Student’8 t检验法比较处理组

2．1 雷奈酸锶在正常细胞培养环境促进成骨细胞

增殖

雷奈酸锶对成骨细胞增殖的影响已有报道一’，

但不同的实验条件下其有效作JH浓度会有一定的差

异，故为了解本实验中雷奈酸锶的有效作用浓度，首

先在普通细胞培养环境中，通过MTT法进行检测，

结果显示雷奈酸锶呈剂量依赖性地促进小鼠成骨样

细胞株MC3T3．E1的增殖(图1)，锶的浓度在0．1

Izmol／L时即可显著增加MC3T3．E1的增殖(P<

0．05)，在10～2500 p,mol／L浓度范围内随雷奈酸

锶浓度的增加，所得A。。值也逐步增加，故在下面模

拟微重力环境的实验中均使用2500 ttmol／L的雷奈

酸锶。

零1．0◆一蓁襞}口．口．口．口．门。l U l j L
图l雷奈酸锶对MC3T3-E1细胞增殖功能的影响

与对照组相比’P<0．05；‘．P<0．Ol。SR：strontium mneJale。雷

奈酸锶

2．2雷奈酸锶在模拟微重力环境对成骨细胞增殖

的影响

为了探讨在模拟微重力环境雷奈酸锶对成骨细

胞增殖的作用，本实验利用MTT比色法和多样本回

转器，发现旋转培养的MC3T3一E1所得A枷值较未

旋转组明显缩小，预示细胞增殖功能在模拟微重力

环境明显减弱(图2)。而当细胞培养液中加入

2500 l山mol／L的雷奈酸锶时A伽值明显提高(P<

0．Ol，n=3)，与无旋转组的A。如接近(图2)，说明雷

奈酸锶可保护MC3T3．E1细胞在模拟微重力环境下

的增殖功能。

此外，在部分实验中利用活细胞计数法了解模

拟微重力环境雷奈酸锶对细胞增殖的影响，细胞均

在模拟微重力环境中培养，使用不同剂量的雷奈酸

锶处理细胞，结果显示在模拟微重力环境所测两个

雷奈酸锶剂量(1000 i上mol／L和2500 t上mol／L)均可

以增加成骨细胞数量(P<0．01，图3)。
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图2在模拟微重力环境雷奈酸锶对MC3T3一El

细胞增殖功能的影响

与未旋转培养对照组比较，“P<0．Ol；与旋转培养无

雷奈酸锶组比较，”P<0．0l。SR：雷奈酸锶

图3细胞计数法测模拟微重力环境雷奈酸锶对

MC3T3．El细胞增殖功能的影响

和无雷杂酸锶组比较，”P<O．0I。sR：雷奈酸锶

3 讨论

本实验使用剂量为0．1—2500 I．LmoL／L的雷奈

酸锶作用于成骨细胞2 d，结果显示雷奈酸锶呈剂量

依赖性增强小鼠成骨样细胞MC3T3一E1的增殖功

能，即在生理情况下雷奈酸锶能促进成骨细胞的增

殖功能，这与其他作者报道是一致的¨，1。在颅骨

组织培养中用放射自显影以及组织测量方法，显示

雷奈酸锶还能增强前成骨细胞的增殖功能¨⋯。细

胞增殖功能的正常对保持组织结构和功能完整以及

组织损伤的修复具有非常重要的作用，无论是正常

组织代谢还是组织修复，充足的细胞数量是必要的

保障。刺激成骨细胞的增殖，促进骨形成是雷奈酸

锶治疗骨质疏松的机制之一，但这种功能在模拟微

重力环境是否有同样的效果，目前尚无报道。

本实验结果显示模拟微重力环境能使成骨样细

胞数量明显减少，而雷奈酸锶在模拟微重力环境中

可以防治细胞数量的减少，保护成骨样细胞的增殖

功能，部分逆转微重力环境对成骨细胞增殖的抑制

作用。本实验证明雷奈酸锶可以纠正由于微重力环

境所致成骨细胞增殖功能的下降，保证有足够的成

骨细胞数量和骨的形成，从细胞水平为使用雷奈酸

锶治疗太空微重力环境的骨量丢失提供了依据。

近年来为了深入了解微重力环境骨量丢失的机

理，人们在细胞水平做了大量研究。重力或机械刺

激对成骨细胞的形成和功能起着非常重要的作用，

在微重力情况下培养的成骨细胞表现为受抑制状

态。小鼠成骨样细胞MC3T3-E1在太空中培养9 d，

明显抑制细胞的早期生长基因／生长因子环氧化酶-

2、c．myc、细胞增殖核抗原、成纤维细胞生长因子等

的基因表达¨]。体内实验也证实失负荷可抑制小

梁骨和骨膜的前成骨细胞的增殖功能¨“。这些结

果均说明微重力环境对成骨细胞的负面影响，可能

是导致微重力环境快速骨量丢失的重要原因之一。

本实验证明雷奈酸锶可以纠正由于微重力环境所致

成骨细胞增殖功能的下降，也即雷奈酸锶在微重力

环境对成骨细胞的增殖功能仍具有保护作用。这可

能为雷奈酸锶从细胞水平针对病因治疗微重力环境

骨量丢失提供了理论证据，但有关雷奈酸锶对微重

力环境骨量丢失的治疗作用尚需进行大量的研究。

此外，在微重力环境，雷奈酸锶使细胞数量的增

加似乎小于MTT实验中A。。值的改变，其可能原因

是雷奈酸锶在增加细胞数量的同时，提高细胞的代

谢活性。

结论：体外实验结果显示模拟微重力环境可抑

制成骨细胞的增殖功能，而雷奈酸锶在模拟微重力

环境下对成骨样细胞的增殖功能具有保护作用。
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图1 各组大鼠骨组织I型胶原蛋白表达结果

注：1．OVX；2．SHAM；3．E2；4．ABH；5．ABM；6．ABL

栖息的场所，骨组织I型胶原的代谢状况与骨的代

谢密切相关¨1。骨胶原的过度降解或合成减少均

可引起骨弹性和韧性降低，骨盐失去依附，溶解增

多，极易导致骨质疏松。骨I型胶原相关研究是揭

示骨质疏松症发病机理及药物干预机制的重要手

段。

血清骨碱性磷酸酶(BAP)和骨钙素(BGP)是反

映骨形成的敏感指标；而抗酒石酸酸性磷酸酶

(TRACP)和尿NTx／Cr的比值是反映骨吸收的比较

敏感性、特异性较强的指标，在预测骨量丢失趋势及

疗效监测方面具有重要的价值。本研究发现，牛膝

醇提取物能增加血清BAP和BGP的水平，显著降

低血清TRACP和尿中NTx／Cr的比值，且随着剂量

的增大，作用有增强趋势。其中，AB高剂量组的作

用与E：组相当。提示AB具有较强的促进骨形成，

降低骨基质的降解、抑制骨吸收的作用。且经牛膝

处提取物治疗12w后，可显著增高OVX大鼠的全身

BMD，并随着剂量的增加而呈现上升的趋势，其中

320 mS／kg的AB增加全身BMD的作用与10斗g／kg

的E，相当。

本研究结果还显示：OVX组I型胶原蛋白的表

达低于假手术组(P<0．01)，牛膝醇提取物高、中剂

量组I型胶原蛋白的表达高于OVX组(P<0．01)，

接近假手术组。提示牛膝醇提取物可以通过增加成

骨细胞的I型胶原蛋白的表达水平，促进骨组织I

型胶原的合成，从而促进骨形成。崔洪英和王冬春

等用含有牛膝的补肾中药对去势大鼠进行骨形态的

研究，发现补肾复方中药能使大鼠骨小梁的宽度、面

积、总体积以及密质骨面积增大，而骨髓腔面积减

小p’61。综合以上的研究结果，牛膝醇提取物具有

提高去势大鼠骨密度和抗骨组织I型胶原蛋白丢失

的作用。
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