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摘要： 目的　探讨 ＴＮＦ-α诱导成骨细胞凋亡的作用，为绝经后妇女骨质疏松的发生机理和治疗方法
的研究提供切实可行的依据。 方法　在体外培养成骨细胞的过程中，分别加入不同浓度的 ＴＮＦ-α，用
流式细胞仪检测其对成骨细胞的凋亡率。 结果　ＴＮＦ-α１５ ｎｇ／ｍＬ组、３０ ｎｇ／ｍＬ组对成骨细胞的生长
均有显著的抑制作用，其中又以 ３０ ｎｇ／ｍＬ组最明显。 结论　ＴＮＦ-α在一定浓度中对成骨细胞的生长
有显著的抑制作用， 尤以 ３０ ｎｇ／ｍＬ组最明显。
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　　既往研究表明，雌激素缺乏和钙摄入不足是绝
经期骨量丢失、骨质疏松产生的主要原因。 近年来
研究

［１］
发现，随着妇女更年期雌激素水平的下降，

刺激骨吸收的细胞因子产生过多，使骨吸收活动增
强。 肿瘤坏死因子-α（ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α， ＴＮＦ-
α）是重要的骨吸收因子之一，其作用表现为刺激破
骨前体细胞的增殖和分化，促进骨吸收，同时抑制成
骨细胞碱性磷酸酶的生成，减少骨矿含量，抑制骨胶
原合成，抑制骨形成和钙化。 Ｋｉｍｂｌｅ 等［２］

甚至认

为，雌激素抗骨吸收效应即通过抑制 ＴＮＦ-α等骨吸
收细胞因子的分泌实现。 因此，本实验通过观察不
同浓度的 ＴＮＦ-α诱导成骨细胞凋亡的影响，探讨
ＴＮＦ-α对成骨细胞生长影响的机制。

1　材料和方法
1畅1　材料　
1畅1畅1　实验动物：出生 ２ ～３ ｄ 的小鼠乳鼠（清洁
级），贵阳医学院实验动物中心提供。
1畅1畅2　主要试剂：ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ 公司）、胎牛血清
（四季清）、谷胺酰氨、Ⅱ型胶原酶和胰蛋白酶
（Ｓｔｇｍａ公司）、肿瘤坏死因子 ＴＮＦ-α（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ Ａｓｉａ
公司）。
1畅1畅3　流式细胞仪。
1畅2　方法　
1畅2畅1　成骨细胞的分离培养：利用胰蛋白酶和 ＩＩ
型胶原酶的消化方法提取乳鼠颅骨成骨细胞。 将细
胞悬液调成 ２ ×１０５ ／ｍＬ 浓度，吹打均匀后，接种到
培养瓶中，置于 ３７℃，含 ５％ ＣＯ２ ，饱和湿度的培养
箱内进行培养，４８ ｈ 换液，弃去悬浮细胞，每隔 ２ ｄ
换液 １次。
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1畅2畅2　成骨细胞的鉴定：通过细胞形态学，碱性磷
酸酶细胞化学染色，骨钙化结节的形成三个方面对
成骨细胞进行鉴定。
1畅2畅3　传代培养：原代细胞长满瓶壁后，于无菌条
件下进行传代。 弃去原培养液，加入 ０畅２５％胰蛋白
酶溶液 ３ ～５ ｍｉｎ，显微镜下观察见细胞收缩变圆，则
加入适量培养液并用弯吸管吹打细胞，使之脱落并
分散成单细胞悬液。 以 １：２分瓶接种培养。
1畅2畅4　ＴＮＦ-α对成骨细胞的凋亡作用：将第 ３ 代成
骨细胞接种在 ９６ 孔板中，成骨细胞分为 ５组分别加
入 ０、１５、３０、４５ 和 ６０ ｎｇ／ｍＬ 的 ＴＮＦ-α，每组 ５ 个样
本。 第 １ 组为对照组，其余为药物组。 于 ３７℃，含
５％ ＣＯ２ ，饱和湿度的培养箱内进行培养，７２ ｈ 后待
细胞数约为 １０６时上流式细胞仪检测。 实验重复 ３
次。

1畅2畅5　统计学处理：实验数据以均数 ±标准差表
示，使用 ＳＰＳＳ１１畅５软件对数据进行分析，组间比较
用 t检验，P ＜０畅０５ 表示有统计学意义，P ＞０畅０５ 表
示没有统计学意义。

2　结果
从表 １ 中可以看出，相对于空白对照组，加入

ＴＮＦ-α的各组凋亡率均有提高，其中 ＴＮＦ-α１５ ｎｇ／
ｍＬ组、３０ ｎｇ／ｍＬ组对成骨细胞生长的抑制作用显
著，尤以 ３０ ｎｇ／ｍＬ组最明显（P ＜０畅０１）。 图 １ 是成
骨细胞各个组在显微镜观察下的生长情况。 从图中
可以看出，１５、３０ ｎｇ／ｍＬＴＮＦ-α组的细胞数量明显少
于其他组。 各组间的凋亡率在各个期（Ｇ０-Ｇ１期、Ｇ２-
Ｍ期、Ｓ期）中并没有明显差异（P ＞０畅０５），但各个
组的凋亡主要发生在 Ｇ０-Ｇ１期。

图 1　不同浓度 ＴＮＦ-α对成骨细胞的影响，倒置显微镜（ ×２００）
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表 1　不同浓度 ＴＮＦ-α对成骨细胞的影响（珋x±s）
组别 n 凋亡率（％） Ｇ０-Ｇ１期（％） Ｇ２-Ｍ 期（％） Ｓ 期（％）

空白对照组 ５ O１ 哪哪畅２０４ ±０ 揶畅４７６ ８６ 噰噰畅１２２ ±１ 　畅６５４ ７ ""畅０８６ ±１ <畅２９９ ６   畅９９２ ±０ ,畅８９９
１５ ｎｇ／ｍＬＴＮＦα ５ O７ 哪哪畅０４４ ±１ 揶畅５１２※※ ８３ 噰噰畅４５０ ±８ 　畅５４７ ９ ""畅００２ ±３ <畅２８５ ５   畅５４６ ±１ ,畅５０９
３０ ｎｇ／ｍＬＴＮＦα ５ O１５ 哪哪畅７４２ ±４ 揶畅４８０※※＃＃ ８３ 噰噰畅１６８ ±８ 　畅５６４ ７ ""畅６６０ ±５ <畅３４１ ９   畅１７０ ±４ ,畅０２１＃

４５ ｎｇ／ｍＬＴＮＦα ５ O２ 哪哪畅０９０ ±０ 揶畅８８５＃△△ ８６ 噰噰畅８２４ ±１ 　畅０３３ ６ ""畅６２８ ±０ <畅９８９ ６   畅５４８ ±１ ,畅４５８
６０ ｎｇ／ｍＬＴＮＦα ５ O２ 哪哪畅４２４ ±１ 揶畅３９０△△ ８４ 噰噰畅９６０ ±５ 　畅２５９ ７ ""畅８２６ ±１ <畅４３８ ７   畅０９４ ±２ ,畅２５６

　　注：与空白对照组比较：※※P ＜０畅０１；与 １５ ｎｇ／ｍＬＴＮＦα组比较：＃P ＜０畅０５，＃＃P ＜０畅０１；与 ３０ ｎｇ／ｍＬＴＮＦα组比较：△△P ＜０畅０１

3　讨论
肿瘤坏死因子是一种具有广泛生物学活性的细

胞因子。 １９８５ 年 Ｓｈａｌａｌｂｙ 把巨噬细胞产生的肿瘤
坏死因子命名为肿瘤坏死因子α，而将 Ｔ 细胞产生
的肿瘤坏死因子命名为肿瘤坏死因子β。 研究表明
肿瘤坏死因子 α与细胞凋亡的关系更为密切［３］ 。
肿瘤坏死因子α通过旁分泌作用，在组织损伤局部
可产生高浓度引起成骨细胞凋亡，进而影响骨代谢
（骨平衡）。

ＴＮＦ-α主要由单核巨嗜细胞产生，活化的 Ｔ 细
胞、自然杀伤细胞、肥大细胞、软骨细胞也能分泌此
种细胞因子。 其中 ＴＮＦ-α与骨质疏松关系密切。
ＴＮＦ有两种不同的受体（Ｐ５５，Ｐ７５），它与受体结合
后，通过核因子 ｋａｐｐａ-ｋＢ或活化蛋白（ＡＰ-１）将信号
传人细胞内

［４］ 。 ＴＮＦ-α对骨代谢的影响是通过对破
骨细胞的增殖、分化及成熟而介导的。 ＴＮＦ-α刺激
巨嗜细胞集落刺激因子（Ｍ-ＣＳＦ），颗粒巨细胞集落
刺激因子（ＧＭ-ＣＳＦ）、ＩＬ-６的分泌，而 ＩＬ-６ 促进破骨
细胞祖细胞的增殖。

细胞 凋 亡 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ） 又 叫 程 序 性 死 亡
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ＰＣＤ ），是由基因控制的自主
性的有序死亡，在骨组织的发生、演变、骨修复、骨重
建等方面有重大意义［５］ 。 多种因素可参与诱导和
抑制细胞凋亡。 ＴＮＦ-α即是其中因素之一。 ＴＮＦ-α
是 １７ｋＤａ的细胞因子，由破骨细胞样细胞及成骨细
胞合成。 现已证明 ＴＮＦ-α可以直接作用于成骨细
胞，对其增殖、分化产生影响［５］ 。 虽然 ＴＮＦ-α对成
骨细胞的作用较复杂，但现在，学者们在 ＴＮＦ-α对
成骨细胞分化作用的研究结果比较统一，均认为
ＴＮＦ-α抑制胶原合成、ＡＫＰ 活性和骨钙素合成［６-８］ 。
Ｆｅｔｅｒ［９］和 Ｊｉｌｋａ［１０］体外实验发现仅 ＴＮＦ-α可促进成
骨细胞凋亡，我们的实验结果也证实了 ＴＮＦ-α确有
促成骨细胞凋亡作用。 Ｐａｃｉｆｉｃｉ 等［１１］

对绝经后骨质

疏松患者末梢血的单核细胞进行培养，发现其还能
产生 ＴＮＦ-α和 ＧＭ-ＣＳＦ，切除卵巢的患者，体内的
ＴＮＦ-α和 ＧＭ-ＣＳＦ水平升高，接受雌激素治疗的患

者 ＴＮＦ-ａ 和 ＧＭ-ＣＳＦ 恢复到正常水平，这也说明
ＴＮＦ-α在人体内超量形成是促进成骨细胞凋亡的因
素之一。 Ｋｌｅｉｎ等［５］

发现在老年低骨密度的病人中，
骨组织活检发现成骨细胞数目明显减少，并有凋亡
小体出现。 提示在绝经后妇女和老年人中，由凋亡
引起的成骨细胞数量降低，成骨功能减退，也是引起
骨重建失衡的重要原因。
从实验数据可以看出 ＴＮＦ-α１５ ｎｇ／ｍＬ 组、３０

ｎｇ／ｍＬ组对成骨细胞的生长均有显著的抑制作用，
其中又以 ３０ ｎｇ／ｍＬ 组最明显；但 ４５ ｎｇ／ｍＬ 组、６０
ｎｇ／ｍＬ组并没有显著表现出对成骨细胞的凋亡，只
有个别样本有表现，这可能与样本数量少有关，也可
能是 ＴＮＦ-α超过一定浓度后可能刺激释放或激活
某些细胞因子，间接抑制了 ＴＮＦ-α的作用，这需要
以后更深入的研究探讨，另一方面也说明了 ＴＮＦ-α
诱导成骨细胞的凋亡是剂量依赖性的。 在各组中横
向比较都明显可以发现，细胞的凋亡主要是积聚并
停滞在细胞分化的周期 Ｇ０-Ｇ１期阶段而诱导成骨细

胞凋亡，这可能是在该细胞分化周期中存在某种特
定的细胞因子或某种特定的发生机制，与 ＴＮＦ-α结
合更有利于细胞凋亡的发生；而在各组间的纵向比
较中可以发现，各组并没有明显的差异，这说明了
ＴＮＦ-α的浓度并不能改变凋亡率在各个期的分布。
综上所述，ＴＮＦ-α促进了成骨细胞的凋亡，而由

于凋亡参与了骨质疏松症的发病及病理过程，所以
调控成骨细胞凋亡，增强细胞对凋亡的耐受性，为开
发新型防治骨质疏松症的药物提示了新思路。
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度下降，左侧股骨颈、Ｗａｒｄ 三角和左侧股骨近端处
骨密度明显上升，治疗效果与阿仑膦酸钠组相近，优
于钙尔奇 Ｄ组，可以认为补肾壮骨冲剂是治疗老年
性骨量减少及骨质疏松、降低骨转换率、提高骨量安
全有效的药物。
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