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·药物研究·

辛伐他汀在模拟微重力环境对成骨细胞增

殖和凋亡的影响

宋淑军1 司少艳1 刘俊丽1 周金莲1 史亮2 贾桂明3’ 谭小清1 张建中h
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摘要：目的 观察辛伐他汀在模拟微重力环境下对成骨细胞增殖和凋亡的影响。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比色法观察小鼠成骨样细胞MC3T3．

El的增殖情况；细胞凋亡是根据4，6·二氨基-2一苯基吲哚所染细胞核形态的改变来辨认。结果模拟

微重力环境可以降低MC3T3一E1增殖功能，辛伐他汀在模拟微重力环境可以增强MC3T3．E1增殖功

能，但对细胞的凋亡并无显著影响。结论在模拟微重力环境下辛伐他汀对成骨细胞增殖功能具有

保护作用，为辛伐他汀治疗微重力环境骨丢失提供了理论和实验证据。
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Abstract：Objective To observe the effect of simvastatin on proliferation and apoptosis of the osteoblast in

simulated microgravity environment．Methods The microgravity environment was simulated using a

horizontally rotated(30 r／min)cell culture system．The proliferation of mouse MC3T3一El osteoblast—like

cells w88 observed using MTT assay．Cell apoptosis was identified according to the variation of nuclear

morphology using 4，6-diamidino-2 phenylindole(DAPI)staining．Results Simulated microgravity

environment could decrease the proliferation of MC3T3一El cells．Simvastatin could increase the proliferation

of MC3T3-El in simulated microgravity environment．However．simvastatin had no effect on apoptosis of the

osteoblast．Conclusion Simvastatin plays a protective role for osteoblast proliferation in simulated

microgravity environment．This provides theoretical and experimental evidences of simvastatin for the

treatment of microgravity—induced bone lOSS．
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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，其中骨丢失是目前航天事业面临最严重的问题，

也是长期太空飞行最大的障碍⋯，到目前为止，太

空微重力环境所导致的快速骨丢失尚无有效的防治
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措施，因此其防治的探讨将对航天事业的发展具有

重要意义。太空微重力环境骨代谢平衡紊乱是导致

骨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旧一一。在骨代

谢的两种主要细胞成分．成骨细胞和破骨细胞中，成

骨细胞在骨代谢过程中起着非常重要的作用，成骨

细胞不仅负责骨的形成，而且负责调节破骨细胞的

生成和活性，成骨细胞功能的正常是维持骨代谢正

常的必要保障。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不平衡具有重要意义。

重力或机械刺激对成骨细胞的功能有显著影响，在微
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重力情况下培养的成骨细胞，细胞呈收缩状态，细胞

的数量减少【41，太空微重力环境明显抑制成骨细胞

的增殖”]，这些均表明微重力环境中的成骨细胞的增

殖功能受到了明显的影响。维持正常的细胞增殖和

凋亡是在细胞新陈代谢过程中保证细胞数量的必备

条件。因此纠正微重力对成骨细胞增殖或凋亡的影

响可能是治疗微重力环境骨丢失的一种重要手段。

辛伐他汀是在八十年代后期上市的一种他汀类

(statin)降血脂药物，他汀类药物特异性的抑制3一

羟基-3-甲基-辅酶A还原酶，从而抑制胆同醇生物

合成，临床用于治疗高胆固醇血症，冠心病等。近年

来发现以辛伐他汀为主的他汀类药物可以影响骨代

谢，促进骨形成、减少骨折发生率、恢复骨骼微结构、

增加骨骼强度，从而用于骨质疏松的治疗旧·。辛伐

他汀在治疗骨质疏松的过程中，可以影响成骨细胞

的增殖和凋亡，促进骨形成。细胞增殖和凋亡是维

持组织正常细胞数量最重要的两个环节，成骨细胞

增殖和凋亡功能的正常对保持骨组织结构和功能完

整以及组织损伤的修复具有非常重要的作用，充足的

细胞数量是必要的保障。有研究表明，在正常培养情

况下辛伐他汀可以减轻肿瘤坏死因子(TNF．仅)诱导

的成骨细胞生长抑制和凋亡"-，因此，辛伐他汀有可

能对微重力环境下成骨细胞生长或凋亡有相似的作

用，但目前辛伐他汀在模拟微重力情况下对骨代谢或

成骨细胞功能的影响尚无研究报道。本研究目的是

利用地面上模拟微重力实验技术，探讨辛伐他汀在模

拟微重力环境对成骨细胞增殖功能以及凋亡的影响，

为微重力环境骨丢失的防治提供实验和理论依据。

l材料与方法

1．1主要材料

细胞培养液Dulbecco g modified Eagle童medium

(DMEM)及新生牛血清均为Gibco产品。小鼠成骨

样细胞系MC3T3一E1为本室保存。MTT检测试剂以

及辛伐他汀购自Sigma。

1．2 MC3T3．El细胞传代培养

小鼠成骨样细胞株MC3T3．E1为本室保存，细

胞培养液使用DMEM，含有10％新生牛血清，青霉

素(100IU／m1)，链霉素(100 IU／m1))，细胞培养在

37。C、含5％的二氧化碳培养箱中，生长至80％融

合时进行传代。

1．3细胞增殖功能的检测

使用M1Tr比色法，活的细胞可以通过其线粒体

中的还原酶把黄色的的四甲基偶氮唑盐(MTT)还

原为不溶于水的蓝紫色甲媵结晶，通过紫色甲躜结

晶产生的量反应活细胞数量，从而间接检测细胞增

值情况。正常培养的MC3T3．E1细胞被种植在96

孔板(104／CM2)中，在37。C、含5％的二氧化碳的

空气中培养3d，随后无血清培养16h，分别用不同

剂量的辛伐他汀在无血清细胞培养液中处理细胞

Id，加入10％M1vr溶液(5mg／m1)继续培养细胞2h，

弃去细胞培养液，并加入DMSO(100“l／孔)轻微震

荡，采用比色法通过酶联免疫仪检测A。∞值。

1．4细胞凋亡的检测

利用我们曾使用的细胞形态学方法伸1。简述

如下，把培养有细胞的玻片经PBS冲洗后，用4％多

聚甲醛固定细胞10min并用0．5％Triton X一100处

理细胞10min，使细胞膜具有渗透性，用含有1仙g／

ml的4，6．二氨基．2一苯基吲哚封片胶(25％聚乙烯

醇，30％甘油和0．1％叠氮化钠)封片，使用连接

于Olympus荧光显微镜上的数码相机拍照，全部的

细胞核及凋亡的细胞核采用人工计数(依据凋亡细

胞核具有明显的核浓缩和片段化的形态学判断)，

并以凋亡的细胞占全部细胞的比率来表示。

1．5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．E1(3x104)被种植在置于6孑L板中的玻片

(2．2cmx2．6cm)上，在含10％新生牛血清的培养基

中，37。C、含5％的二氧化碳中进行培养3d。随后在

相同条件下无血清培养16h，然后把玻片转移至盛

满无血清培养液(含或不含10。6 Mol／L辛伐他汀)的

回转器专用培养容器中，沿水平轴连续回转

(30r／min，37℃)1d，并设对照组(在相同的培养容

器中)静止培养ld做细胞增殖实验，把玻片转移至

含10％MTT的无血清培养液的6孑L板中继续培养

2h，弃去细胞培养液，并加入DMSO(700p．1／：fL)轻微

震荡混匀，每孔各取lOOml至96孑L板用酶联免疫仪

检测A。。值，检测细胞增殖功能；细胞回转或静止培

养2d做细胞凋亡实验，见材料与方法1．4。

1．6统计学方法

采用双尾非成对Student’S t-检验法比较处理组

和对照组间测定值，P<0．05被判定为统计学有显

著差异。

2 结果

2．1 辛伐他汀对成骨细胞增殖的影响

辛伐他汀对成骨细胞增殖的影响是通过M，ITI'
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比色法进行检测，结果显示辛伐他汀呈剂量依赖性

的促进小鼠成骨样细胞株MC3T3一E1的增殖(图

1)，辛伐他汀的浓度在10‘8Mol／L时即可显著增加

MC3T3．El的增殖(P<0．05)，在104—10。Mol／L

浓度范围内，辛伐他汀可以使A。。。值增加，说明在

一般细胞培养环境中，此浓度范围内辛伐他汀可促

进成骨细胞增殖。但辛伐他汀在10。Mol／L其所得

A。。。值与对照组间比较，统计学上无显著的差异。

在以后模拟微重力回转培养实验中使用辛伐他汀的

浓度为10’Mol／L。
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2．2辛伐他汀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辛伐他汀对成骨细

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。帅值较未

旋转组明显缩小(P<0．05)，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104Mol／L的辛伐他汀时，旋转培养的细胞

所得A。。。值则较无辛伐他汀旋转组A。∞值明显提高

(P<0．05)，其A。，。值和无旋转组的A。，。接近(图

2)，说明辛伐他汀具有保护MC3T3-E1细胞在模拟

微重力环境下的增殖功能。

2．3辛伐他汀对成骨细胞凋亡的影响

成骨细胞MC3T3无论静止或回转培养，结果显

示辛伐他汀处理组和对照组细胞凋亡比率无显著

差异。

3 讨论

本实验使用辛伐他汀处理成骨细胞，剂量为

10‘8—10～Mol／L，结果显示辛伐他汀呈剂量依赖性

增强小鼠成骨样细胞MC3T3．E1的增殖功能，这进

一步证实了他汀类药物对成骨细胞增殖功能的刺激

型
采
督
量

媸
蜊

995

旋转培养 一 +

Snm(Mol／L)0 0

图2 在模拟微重力环境辛伐他汀对MC3T3．E1

细胞增殖功能的影响，与末旋转培养对照组比

‘P<0．05：与旋转培养无辛伐他汀组比群P<0．05。

Sim：辛伐他汀。

作用。前期有实验显示他汀类的药物在体外或体内

均可以促进成骨细胞或前成骨细胞的增殖。有学者

使用红酵母(其生物活性成分为洛伐他汀)处理成

骨细胞，其可以促进细胞的增殖和分化一’。另一研

究表明在大鼠颅骨损伤模型中，使用辛伐他汀可以

促进成骨前身细胞的增殖和迁移，促进新骨的生

成。m1。这些研究结果表明辛伐他汀促新骨形成至

少部分是由于其促成骨细胞或前成骨细胞增殖功能

所致。

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。太空微重力环境，成骨细胞增殖的抑

制状态是导致太空骨丢失的愿因之一，辛伐他汀在

治疗骨质疏松的过程中，刺激成骨细胞的增殖，促进

骨形成是其治疗机制之一。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使成骨样细胞

数量减少，即模拟微重力抑制细胞的增殖功能，这和

以前报道是一致的，而辛伐他汀在模拟微重力环境

中可以防治细胞数量的减少，保护成骨样细胞的增

殖功能，而免受模拟微重力环境对成骨细胞增殖的

抑制作用。本实验表明辛伐他汀可以纠正由于微重

力环境所致成骨细胞增殖功能的下降。太空微重力

环境骨代谢平衡紊乱是导致骨快速丢失的重要原

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。2引。太空微重力环境成骨细胞的增

殖处于一种受抑制状态，辛伐他汀改善这种成骨细

胞增殖的抑制状态，保证有足够的成骨细胞数量和

骨的形成，这可能从细胞水平为使用辛伐他汀治疗

太空微重力环境的骨丢失提供了依据。
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近年来为了深入了解微重力环境骨丢失的机

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，

在模拟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

9d，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，

这可能是导致微重力环境快速失骨的重要原因之

一。本实验显示辛伐他汀可以纠正由于微重力环境

所致成骨细胞增殖功能的下降，也即辛伐他汀在微

重力环境对成骨细胞的增殖功能具有保护作用。这

可能为辛伐他汀从细胞水平治疗太空微重力环境骨

丢失提供了理论证据。

凋亡是影响细胞数量的另一因素，有研究显示

他汀类药物可以导致某些细胞的凋亡增加，如甲状

腺癌细胞【131，人气道平滑肌和人类气道成纤维细

胞【1刮以及人的肝癌细胞等¨引。但有研究显示他汀

药物可以抑制肿瘤坏死因子诱导的成骨细胞的凋

亡川。但在模拟微重力培养情况下，我们未发现辛

伐他汀对小鼠成骨细胞凋亡的影响。这可能与细胞

的不同生长条件有关，但其机理尚需进一步的研究。

结论：体外实验结果显示模拟微重力环境可以

降低成骨细胞的增殖功能，而辛伐他汀在模拟微重

力环境对成骨细胞的增殖功能具有保护作用，但对

细胞的凋亡无显著影响。

[1】

[2】

【3]
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