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摘要：目的 研究不同月龄的雄性大鼠成骨细胞内钙浓度及钙通道电流是否存在差异。方法 采用

二次酶消化法分离不同月龄（分别为 !、-、3、"、4、5、!!、!3、!"）雄性大鼠的原代成骨细胞，通过激光扫

描共聚焦技术测定细胞内游离钙浓度（［6(- 7 ］)）（以平均荧光强度表示），同时应用全细胞膜片钳技术

记录成骨细胞膜钙电流（86(）的变化。结果 共聚焦结果显示随月龄增加，成骨细胞内［6(- 7 ］) 逐渐降

低，但相邻 - 月龄组之间细胞内［6(- 7 ］) 无显著性差异（! 9 #:#"）；!、-、3 月龄组与 !!、!3、!" 月龄组成

骨细胞内［6(- 7 ］) 有显著性差异（! ; #:#"），"、4、5 月龄组与各组相比均无差异（! 9 #:#"）。应用全细

胞膜片钳技术发现刺激电压为 7 !# ’< 时，-、4、!3 月龄组鼠 86( 分别为（ = 35-:44 > 54:#4）?@、（ =

33#:33 > 33:$%）?@ 和（ = -$4:%$ > 4!:#!）?@，!3 月龄组鼠与 - 月龄组鼠相比，86(明显降低（! ; #:#"），

而 4 月龄组鼠与 - 月龄组鼠和 !3 月龄组鼠相比，86(均没有明显差异（! 9 #:#"）。结论 不同月龄大

鼠成骨细胞内［6(- 7 ］) 存在差异，其机制可能与细胞膜上钙通道活性改变相关。
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对正常骨代谢的研究主要集中在骨形成、骨破 坏、骨矿化的过程及其相关的生物影响因子几个方

面。成骨细胞作为重要的骨组织细胞在骨代谢的各

个阶段均起到重要作用，其生物活性直接反映骨代

谢的水平。目前对其作用已得到公认的是其可以分

泌 8 型胶原蛋白以提供骨支架并且能够分泌促进骨
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矿化的生物因子。但成骨细胞在正常生命周期的不

同阶段、在维持细胞结构稳定的前提下其细胞内环

境是否有变化？如果有变化其机制是什么？其变化

又能代表什么？此类研究我们尚未发现报道。因此

我们设计了此试验，选择在骨代谢与细胞代谢中均

起到重要作用的钙离子作为实验指标，应用激光扫

描共聚焦技术和膜片钳技术观察成骨细胞内钙在不

同生命时期的变化并初步探讨其机制。

! 材料和方法

!"! 材料

!"#" 培养基购自 $%&’( 公司；胎牛血清购自

)*’+(,- 公 司；.. 型 胶 原 酶、/+01(,%’ 23456、#$78、

)#/#9 和 :;587/ 购自 9%<=; 公司。2+0(3>?8" 购自

美国 分 子 探 针 公 司，二 甲 基 亚 砜（!"9@）溶 解，

A 5BC冰箱避光冻存。

!"# 方法

!"#"! 动物分组：健康雄性 D%EF;1 大鼠（哈尔滨医

科大学附属第二医院动物实验中心提供），选择新

生、5、>、G、6、H、44、4>、4G 月龄分为 H 组，每组 6 只

（新生组为生后半月内的，每次试验 I 只共 J5 只，分

组时不足整月以十五日为分界点）。

!"#"# 成骨细胞的培养与鉴定：无菌取出大鼠颅盖

骨及四肢骨（新生组只取颅盖骨），采用二次酶消化

法、反复贴壁法分离纯化培养大鼠成骨细胞。倒置

显微镜观察成骨细胞形态、超微结构，改良钙钴法碱

性磷酸酶染色对成骨细胞进行鉴定。当培养的原代

细胞铺满培养板里的盖玻片后待用。

!"#"$ 2+0(3>?8" 染色和［K;5 L ］% 的测定：将培养好

的原代成骨细胞用 4B!=(+·MA 4 的 2+0(3>?8" 染色，

加入 BNB4O /+01(,%’ 23456 在 >6C恒温水浴中孵育

GB =%,，然后用培养液洗涤两次，以去除细胞外残留

的 2+0(3>?8"。 应 用 激 光 扫 描 共 聚 焦 显 微 镜

（2+0(P%-Q32R >BB，@+*=S0E，T;S;,），在激发波长为 JUU
,=，发射波长为 G>B ,=，JB V 物镜下测定［K;5 L ］%。

计算 细 胞 WX 平 面 内 平 均 荧 光 强 度（ Y+0(1-E’-,F
%,F-,E%F*，2.），以 2. 代表［K;5 L ］%。

!"#"% 膜片钳实验：将共聚焦结果分析后，对钙离

子浓度有显著性差别的各组细胞置于浴槽中，用细

胞外液（==(+·MA 4：Z;K+5 44B，:;@) 4B，)#/#9 4B，调

S)为 6NJB）以 5 [ > =+·=%,A 4 的速度灌流冲洗细胞

表面，选择状态良好的细胞进行封接实验。按文献

描述的方法［4，5］，用两步拉制仪制备的玻璃微电极在

灌注电极液（==(+·MA 4：KEK+ 4JB，#$78 4B，:;587/
4；用 KE@) 调 S) 为 6N5B）后阻抗为 5 [ J ""，连接

于膜片钳放大器（8\(S;F’] 5BB Z）上，信号以 4 ^)_
的低 频 过 滤，指 令 脉 冲 由 SKM8"/ 软 件（8\(,
.,EF10=-,F）控制的 45 位数字模拟转换器产生，数据

由最大转换率为 4BB ^)_ 的模拟数字转换器获得，

存贮于 .Z" 兼容计算机硬盘，在微电极接触细胞形

成紧密的管膜封接阻抗（ ‘ 4B $"）后，轻轻抽吸打破

细胞膜获得全细胞构型，在电压钳模式下记录电流。

!"#"& 统计学分析：数据用!! a " 表示，用 #3F-EF 进

行差异的显著性检验，以双尾概率 $ b BNBG 判断具

有显著性意义。

# 结果

#"! 成骨细胞鉴定

#"!"! 形态学观察：细胞培养后隔日相差显微镜观

察，成骨细胞贴壁前呈均匀一致的球型，细胞周围有

光晕，胞核偏于一侧，可见清晰的核仁。5J ] 至 65 ]
细胞全部贴壁，观察细胞为单核，形态呈三角形、卵

圆形、多角形。培养时间延长，细胞伸出较多突起，

有的突起相互连接直至融合成片。时间约为 I [ 4B
c，应用此时细胞进行实验。

#"!"# 碱性磷酸酶（8M/）染色（改良 $(=(1% 氏钙3钴
法）：染色后镜下可见 HBO以上的细胞 8M/ 染色阳

性，可见成骨细胞浆内有灰黑或深黑色颗粒，8M/ 染

色阴性成纤维细胞呈现均匀一致的淡红色（图 4）。

图 ! 钙3钴法染色后的成骨细胞

可见细胞浆内有大量灰黑或深黑色颗粒，胞浆丰富，细胞呈梭

形，胞核偏于一侧 光镜 V 4BB

#"# 不同月龄雄性大鼠成骨细胞内［K;5 L ］% 的变化

应用激光扫描共聚焦技术观察不同月龄雄性大

鼠成骨细胞内钙的差别，结果显示随着大鼠月龄增
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加成骨细胞内钙呈递减趋势，相邻两组的钙差异无

统计学意义（! ! "#"$）；与 % 月龄组相比 %%、%&、%$
三个月龄组均有统计学意义（! ’ "#"$）；与 ( 月龄

组比较 %%、%&、%$ 三个月龄组有统计学意义（ ! ’
"#"$）；与 & 月龄组比较 %&、%$ 两个月龄组有统计学

意义（! ’ "#"$）；其中 %$ 月龄组与 %、(、& 三个月龄

组比较差异更加显著（! ’ "#"%）。结果见图 (、&。

注：与 % 月龄鼠相比! ! ’ "#"$，!!! ’ "#"%；与 ( 月龄鼠相比 ) !

’ "#"$，) ) ! ’ "#"%；与 & 月龄鼠相比" ! ’ "#"$，"" ! ’ "#"%（#"
* #，$ + ,）

图 ! 不同月龄雄性大鼠成骨细胞内［-.( / ］0 的变化

注：1：( 月龄组鼠成骨细胞内［-.( / ］0；2：%& 月龄组鼠成骨细胞

内［-.( / ］0

图 " 不同月龄雄性大鼠成骨细胞内［-.( / ］0

的典型荧光图像

!#" 不同月龄雄性大鼠成骨细胞膜钙电流（3-.）的

差异

取共聚焦实验有意义的 (、4、%& 三个月龄组的

成骨细胞进行膜片钳实验。在记录 3-.时，保持电压

固定于 5 6" 78，实验刺激电压从 5 &" 78 起以 %"
78 的步阶刺激阶跃至 / 4" 78，时程 &"" 79，刺激间

隔为 %" 9，以保证通道完全复活，可以记录到稳定的

3-.。测定 3-.从 " 时起到 &"" 79 之间的内向电流峰

值。在本实验条件下 3-.峰值在刺激电压为 / %" 78
时达到。结果显示随着鼠月龄的增加，3-.逐渐减小。

刺激电压为 / %" 78 时，(、4、%& 月龄鼠 3-. 分别为

（ 5 &:(#44 * :4#"4）;1、（ 5 &&"#&& * &&#,<）;1 和

（ 5 (,4#<, * 4%#"%）;1，%& 月龄鼠与 ( 月龄鼠相比，

3-.明显降低（! ’ "#"$），而 4 月龄鼠与 ( 月龄鼠相

比，3-.没有明显差异（! ! "#"$），%& 月龄鼠与 4 月龄

鼠之间，3-.也没有明显差异（! ! "#"$，图 6）。

注：与 ( 月龄组鼠相比，! ! ’ "#"$，!!! ’ "#"%（#" * #，$ + 4）

图 $ 不同月龄雄性大鼠成骨细胞膜钙电流（3-.）

电流=电压曲线的变化

" 讨论

成骨细胞在骨代谢的不同时期均起到重要作

用。目前已经得到确认的是其能够分泌大量的细胞

外基质以提供骨结构的支架，并分泌碱性磷酸酶、组

织型谷氨酰胺转移酶、3>?=% 等一系列酶和生物因

子，对骨矿化和细胞代谢调控其重要作用［&］。同时

成骨细胞也受到多种方式的调控，如靠 @AB、雌激素

等激素来完成的体液调解，靠细胞间相连接的微管

网系 统 来 完 成 的 用 于 感 应 力 学 变 化 的 神 经 调 节

等［6］。在这多种因素的调控下不同生长发育阶段的

成骨细胞所表现的生物活性是不同的。但现在对于

这些调控信号如何在成骨细胞内外进行传导，并对
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成骨细胞产生何种靶效应我们还知之甚少，也许这

将成为破译骨代谢中某些秘密的关键。

钙离子在骨代谢中不仅作为骨组织的重要组成

部分，同时作为第二信使在细胞内外信号传递的过

程中也发挥着极其重要的作用。目前虽然对于骨矿

化的过程，成骨细胞的功能是如何表达的等一系列

问题尚未完全清晰，但在骨代谢中细胞内外的活动

是作为一个整体存在密切的关系已得到广泛认可。

细胞内钙离子浓度的变化可能正是反映这种联系的

关键。已测明成骨细胞内钙离子浓度为 !"# $ % !"# &

’()*+，细胞外液中钙离子浓度为 !"# , ’()*+［$］。但

细胞内钙是处于相对稳定状态，其浓度是随着多种

调控因素的变化而变化的。有研究表明在氟制剂作

用的情况下成骨细胞内的钙离子浓度也相应增加，

同时其成骨作用也明显加强，两者存在剂量依赖

性［-］。我们可以推论细胞内钙离子浓度作为多种调

控因素的靶效应，通过其变化从而改变成骨细胞的

生物学活性。目前已知在成骨细胞样细胞和原代培

养的 ./ 表面存在 +0型钙通道。./ 上的钙通道在

调控细胞内外的钙平衡上起重要作用，许多骨调节

因子可以活化 ./ 的钙通道，通过改变钙浓度而在

骨的塑建与重建中起重要作用［1］。

目前对各个生命时期中成骨细胞内钙离子浓度

是否有规律性变化，其变化机制和生理作用是什么

等问题尚无报道。本实验对不同月龄雄性大鼠未加

干扰因素，采用 2)3(04*56 染色激光扫描共聚焦技

术测定成骨细胞内钙离子浓度，该技术是目前研究

细胞内钙离子变化比较可靠的方法之一，结合新一

代钙荧光探针 2)3(04*56，此项技术已广泛应用于精

确地分析［78, 9 ］: 的变化。实验结果显示随着月龄

增加成骨细胞内钙离子浓度出现规律性递减变化。

对于不同月龄大鼠的骨量与骨结构的变化已有报

道［&］，大鼠在 ;<$ 月 % !" 月龄骨量稳定在一定水平，

- 月龄骨量达到高峰值，并维持此骨量并不断完成

骨结构的重建以使骨骼性质达到最佳，大鼠 = 月龄

后骨量开始减少，骨有机质减少导致骨结构变化、骨

质变脆，至 !" 月龄后这种变化更加明显。这与我们

对成骨细胞内钙离子浓度的研究结果相吻合，提示

细胞内钙浓度与骨量存在直接关系。为进一步揭示

细胞内钙变化机制我们采用膜片钳技术直接测定成

骨细胞钙通道电流，膜片钳技术是以记录通过离子

通道的离子电流来研究细胞膜上离子通道分子活动

的新技术。目前已成为从功能角度探讨生理、病理

生理及药物作用机制最直接最理想的方法。实验结

果显示钙通道电流的兴奋性及峰值随月龄增加而递

减，与测定的细胞内钙浓度结果相吻合。

同时我们注意到成骨细胞内钙离子浓度是在一

定范围内变化的，这可能与钙离子作为细胞膜结构

和功能的“稳定剂”以维持细胞正常形态有关。通过

本实验可以证明不同月龄大鼠成骨细胞内钙离子浓

度的变化不是一过性的和瞬时的，其变化程度可以

反映成骨细胞生物活性的改变，其机制可能与细胞

膜上钙离子通道兴奋性改变有关。这为进一步阐明

骨代谢的机理并开发通过改变钙离子通道活性从而

提高细胞内钙离子浓度以治疗骨代谢疾病的药物提

供理论支持。
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