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摘要　　研究了稀土离子 La3+对体外培养的成骨细胞增殖 、分化及细胞骨架的影响 , 并初步探讨

了相关机理.用细胞计数法检测了成骨细胞的增殖.用 RT-PCR技术测定了碱性磷酸酶(ALP)、

骨钙素(OC)、 骨桥蛋白(OPN), 骨涎蛋白(BSP)以及 cbf a-1 mRNA 水平.采用激光扫描共聚焦

显微镜观察了细胞中 F 肌动蛋白(F-actin)的变化.结果显示:La3+在 48h 促进了成骨细胞增殖;

在 4 d促进了早期分化指标 A LP , BSP 和 cb f a-1 mRNA 的表达;在 21d促进了晚期分化指标 OC

和 OPN mRNA 的表达.与此同时 , La
3+
使成骨细胞骨架发生重组.另外 , Western Blot 分析证

实 La3+作用于成骨细胞短时间即可激活粘着斑激酶(FAK)酪氨酸磷酸化.结果提示 , La3+通过提

高 FAK 酪氨酸的磷酸化水平 , 改变细胞骨架的分布和聚合 , 从而促进成骨细胞的增殖和分化.
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　　近年来 , 稀土药用研究越来越为人们重视.除

了钆配合物用于磁共振成像造影剂以外 , 碳酸镧已

被用于治疗晚期肾衰所引发的高磷酸血症[ 1] , 另外

Gd (Ⅲ)-texaphy rin也进入了临床试验阶段
[ 2]

.总

的来说 , 大量研究工作显示稀土有着多方面的潜在

药理作用.与此同时 , 稀土对生物体的负面影响也

一直被广为关注.

镧(La)是镧系金属中的第一个元素 , 由于

La3+和 Ca2+的离子半径相近 , 这种相似性使得

La
3+
对骨有很高的亲和性

[ 3—5]
, 因而骨是镧在体内

最重要的蓄积部位[ 6 , 7] .骨中蓄积的镧可能进入晶

格 , 也可能结合在晶体表面 , 甚至结合在细胞外基

质蛋白中.此外 , 尽管成年后骨构建即停止 , 而由

成骨细胞和破骨细胞介导的骨重建在一生中都会发

生
[ 8]

, 镧也可能通过干扰成骨细胞和破骨细胞的活

性来影响骨重建 , 从而影响骨的形成.关于镧对骨

形成的影响文献报道不尽相同:Lacour 等的实验结

果表明镧能够促进骨形成
[ 9]

, Huang 等的实验结果

表明镧能够抑制骨形成[ 10] , 还有的实验结果表明镧

对骨形成无影响[ 11] .然而对于上述现象发生的过

程 , 在细胞和分子层次的研究却不多 , 还难以对动

物实验结果做出合理的解释.

成骨细胞是骨形成细胞 , 对骨组织的生长发

育 、损伤修复 、 骨代谢平衡及骨量维持起关键作

用.成骨细胞是由骨髓基质细胞(MSC s)中的间充

质干细胞分化而来.刘红梅等
[ 12]
发现 La

3+
能够抑

制培养早 、 中期 MSCs向成骨细胞分化 , 但对最终

的基质钙化成骨并无明显影响.张金超等
[ 13]
发现 ,

La3+可促进体外培养的成骨细胞系 UMR106的分

化 , 表现为增强细胞碱性磷酸酶(A LP)活性及钙化

能力.但是 , 关于镧的上述效应引起的后续反应及

其分子机制 , 目前尚未见报道.

肌动蛋白(actin)单体 G-actin 以一定方式组装

成多聚体 F-act in , 再构成微丝网络.细胞中微丝骨
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架处于动态的组装和去组装 , 并通过这种方式实现

其生物学功能.细胞的形态 、 迁移 、 极化 、 胞质分

裂和吸附复合体的形成等均依赖于微丝形成的骨架

结构.研究表明 , 在成骨细胞分化和迁移时 , 整合

素可以沟通细胞内外的信息传递 , 激活粘着斑激酶

(FAK), 并且使 F-act in 发生重组
[ 14]

.因此 , 研究

La
3+
对细胞骨架的影响对明确其对细胞生理活动特

别是对细胞功能的影响有着重要的意义.在本文

中 , 我们以从大鼠头盖骨中得到的成骨细胞为模

型 , 研究了 La3+对成骨细胞增殖 、分化的影响.并

且观察了 La3+对细胞微丝结构和对 FAK 磷酸化的

影响 , 讨论了细胞增殖 、 分化和微丝结构重组的相

关性.

1　材料与方法

1.1　材料

DMEM 培养基(高糖 4.5g/L)和 T RIZo l购自

Gibco BRL;胎牛血清(FBS)购自 Hyclone;Taq

DNA 聚合酶 , RNA 酶抑制剂和 M-MLV 逆转录酶

购自 Promega;oligo(dT)15和 cDNA 引物由上海生

工生物工程有限公司合成;Hoechst 33258 , rhoda-

mine-conjugated phalloidin 购 自 Sigma;兔 抗

125FAK , pp125FAKIgG 和 FITC标记羊抗兔 IgG 抗体

购自 Santa C ruz生物技术公司;其余试剂均为国产

分析纯.La3+(LaCl3)溶液的配制参照文献[ 15] .

1.2　方法

1.2.1　成骨细胞培养　出生 1—2 d的 SD 大鼠以

70%乙醇浸泡 1min , 用 D-Hank' s平衡盐溶液洗去

乙醇.在无菌条件下剪开头皮 , 取颅骨;去净颅骨

内外表面的骨膜及软组织 , 沿冠状缝和人字缝剪

开 , 去除骨缝处的结缔组织;用 0.25%的胰蛋白酶

预消化 30 min , 再用 0.1% II 型胶原酶消化两次 ,

每次在37℃振荡消化60min;将消化液于 4℃离心

10min , 所得沉淀物即为成骨细胞.经 D-Hank' s

清洗后 , 加入 DMEM 培养基(含 10% FBS 及青 、

链霉素), 制成细胞悬液 , 接种于培养瓶培养.第

2 d换液 , 以后每隔 2 —3 d 换液一次.取第 3—6 代

细胞进行以下实验.

1.2.2　成骨细胞计数　取对数生长期的大鼠成骨

细胞(ROB), 加入 10
-6
mol/ L La

3+
继续培养 24 h

和 48 h后进行计数.每个样品均在同一普通光学显

微镜下计数 , 相同部位在一个 400倍放大视野内进

行成骨细胞计数.

1.2.3　成骨细胞标志性蛋白 mRNA 水平测定　

ROB中加入 10
-6
mo l/L La

3+
, 继续培养 4 d , 参照

Gibco 公司提供的 T RIZol法提取细胞总 RNA.碱

性磷酸酶(A LP)、 骨钙素(OC)、骨桥蛋白(OPN)、

骨涎蛋白(BSP)以及 cbf a-1的 mRNA 水平通过半

定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)测定.取 5μg

样品 RNA , 利用随机引物 o ligo(dT)15和 M-M LV

逆转录酶合成 cDNA.取 5μL 逆转录所得 cDNA ,

利用 PCR 进行扩增.ALP , OC , OPN , BSP ,

cb f a-1及 β-actin的特异性引物序列参照文献[ 16] .

以不含 cDNA 模板的反应体系为空白对照组 , 以

β-actin为内参照物测定每个样品的 mRNA.PCR扩

增程序为:94℃预变性 5 m in;94℃变性 1 min ,

60℃退火 1 min , 72℃ 延伸 1 min , 30 个循环;

72℃延伸 10min.PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳

和溴化乙啶染色后 , 采用 Alphalmager 2200凝胶成

像仪(A lpha Inno tech Corporation)进行图像扫描和

分析 , 得到成骨细胞标志性蛋白相对于 β-actin 的

mRNA 表达量的相对值.

1.2.4　细胞骨架的荧光染色　分别在各时间点取

出细胞爬片 , 按下述步骤分别进行细胞骨架荧光染

色:40 g/ L中性多聚甲醛 4℃固定 15 min , PBS 浸

洗 , 用含 1 m l/ L Triton X-100 的 PBS 处理细胞

5min , PBS 浸洗 , 滴加 phalloidin , 于湿盒中室温

避光孵育 20 min , PBS 浸洗后室温下以 Hoechst

33258进行细胞核染.实验中为消除非特异性染色

在 phal loidin染液中加入 10 g/ L 的 BSA .将染色后

的细胞爬片置于激光共聚焦显微镜下观察 , 记录图

片 , 并用图像处理软件 Image-Pro Plus处理.

1.2.5　FAK磷酸化分析　加入 10-6mol/L La3+分

别作用 1 , 3 , 6 , 12和 24 h后 , 用Western Blot检

测 ROB 中 FAK 磷酸化水平.细胞用冷 PBS 洗两

次.用裂解液(含 50 mmol/ L hepes , pH 7.4 ,

150mmo l/ L NaCl , 1% T ri ton X -100 , 0.4%

SDS , 5μg/mL aprot inin , 5μg/mL leupeptin ,

1054 　第 18卷　第 9期　2008年 9月



1mmo l/L PM SF 和 10 mmo l/L DTT)在 4℃裂解

5min , 提取总蛋白.用 Low ry 法测定细胞总蛋白

浓度.取40μg蛋白进行7.5%SDS-PAGE电泳 , 然

后将凝胶上蛋白电转移到 PVDF 膜上 , 5%的脱脂

奶粉/ TBS-T 封闭 , 再依次用兔抗 FAK 或 pFAK

和辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 进行反应 ,

最后用增强化学发光法显示蛋白带.用 UVI 凝胶成

像系统摄像 , 并用 Image-Pro Plus 510 软件分析条

带灰度值.

1.2.6　统计分析　所有数据进行方差分析 , 以 x ±

SD表示 , 组间比较采用双侧 t检验 , P <0.05为有

显著性差异.

2　实验结果

2.1　La
3+促进成骨细胞增殖

由图 1 可知 , 培养 24 h 后 , 只有 10
-6
mol/L

La3+对成骨细胞增殖起到促进作用.但 48 h 后 ,

10-8 —10-4 mo l/L La3+均能促进成骨细胞的增殖 ,

且与对照组有显著差异.

图 1　La3+对成骨细胞增殖的影响

x ± SD , n = 4 , ＊p<0.05 , ＊＊p<0.01

2.2　La
3+引起成骨细胞标志性蛋白表达的改变

通过半定量 RT-PCR 技术研究了不同时期

La
3+
对成骨细胞中与分化相关蛋白 mRNA 水平的

影响.结果显示 , 在加入 10-6 mo l/L La3+后培养

第 4 d 的成骨细胞中 ALP , cb fa-1 和 BSP 表达增

加 , 作用到 14 d 差异减小甚至下降 , 培养到 21 d ,

OPN 和 OC mRNA 水平显著升高 (图 2).

图 2　La3+引起成骨细胞标志性蛋白表达的改变

2.3　La3+引起成骨细胞微丝骨架的改变

激光共聚焦显微镜下观察 , 可见对照组细胞的

微丝主要分布在细胞的周围和核周 , 细胞周围的微

丝形成致密的周围束 , 相互平行排列.当细胞受到

10-6 mo l/L La3+刺激 48h 后 , 微丝密度增加 , 遍及

整个细胞 , 微丝变粗 , 细胞中央微丝呈束状排列 ,

荧光标记强度明显增强 (图 3).
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图 3　La3+引起成骨细胞微丝骨架的改变

(a)对照组;(b)10-6 mol/ L La3+;(c)平均荧光强度定

量分析(x ± SD , n=30 , ＊p<0.05)

2.4　La3+激活粘着斑激酶(FAK)磷酸化

为了进一步探讨 La3+影响成骨细胞增殖分化功

能的机制 , 采用Western Blo t技术分析了 La
3+
对细

胞中 FAK 磷酸化的影响.结果如图 4 所示 , 在

10-6 mo l/L La3+作用 12 h后使 FAK 磷酸化水平开

始上升 , 在 24 h 时 FAK 磷酸化水平显著高于激活

前的水平.

图 4　La3+对成骨细胞中 FAK磷酸化的影响

3　讨论

在成骨细胞的发育过程中 , 基因表达的变化为

3个阶段:细胞增殖 、 细胞外基质成熟和矿化.最

初 , 活跃增殖的细胞表达细胞周期和细胞生长调节

基因 , 产生粘连蛋白或 I 型胶原等细胞外基质.随

后 , 进入细胞外基质成熟阶段 , 细胞增殖完成 , 胶

原蛋白沉积 , 成骨细胞表型的特殊标志基因 A LP

表达升高;在较后的矿化发生阶段 , OPN 和骨钙素

(OC)表达增加[ 17 , 18] .我们的实验结果表明 , La3+

不仅能够促进成骨细胞增殖 , 还能够促进不同阶段

的成骨细胞标志性蛋白基因的表达.不同阶段成骨

细胞表现不同的特征显示 La3+对成骨细胞的影响与

成骨细胞的成熟程度相关.La
3+
是通过哪种途径产

生该效应 , 以及和成骨细胞作用后引起的后续效应

等一系列问题是我们研究的重点.

在骨细胞中有数种转导途径 , 包括细胞膜离子通

道(特别是牵拉激活的阳离子选择性通道SA-CAT)与

G蛋白偶联的磷脂酶C通路.细胞内钙离子和细胞骨

架等都参与了细胞的信号转导
[ 19]

, 稀土通过哪条信

号通路影响成骨细胞增殖与分化与稀土的物种 、浓度

及作用条件等有关 , 在许多情况下是几种机制并存.

我们已经观察到 La
3+
通过 G 蛋白偶联受体影响成骨

细胞分化 , 但是不能排除 La3+通过其他途径对成骨

细胞起作用.在本文中我们主要研究 La
3+
与细胞骨

架和细胞功能之间的关系.

细胞骨架参与细胞形态维持和多种细胞功能 ,

其结构重排及聚合和解聚的动态变化在一定程度上

反映了细胞的功能状况[ 14] .F-actin 呈纤维状 , 是

构成细胞骨架的主要部分.Phalloidin 能够特异性

结合 F-act in , 因而采用激光扫描共聚焦显微镜可以

很好地观察细胞中 F-actin 的变化.La3+作用后 ,

我们观察到细胞微丝明显变粗变长 , 数量增多 , 这

表明 La3+使成骨细胞 F-actin表达增加 , 从而导致

细胞骨架发生了重排.而细胞骨架的重组和分布的

改变 , 将直接影响细胞内信号的整合和转导 、 细胞

周期的改变和基因表达 , 进而影响细胞增殖和分

化.

整合素是细胞表面一类重要的兼具粘附与信号

传导功能的质膜蛋白 , 其胞外段可结合细胞外基

质 , 胞内段可与细胞骨架 、 信号传导分子相结合参

与调节细胞运动 、 极化 、生长和生存过程[ 20] .整合

素的功能依赖于二价阳离子.已知 , 将 Ca2+从其结

合位点去除或加入 Mn2+都能够增加整合素蛋白的

配基结合活性[ 21] .还有研究表明 , 稀土离子 Tb3+

也可与整合素的结构域 Ⅰ 结合 , 从而激活整合

素[ 22] .考虑到离子相似性 , La3+可能通过结合整合

素影响微丝的分布 , 并进一步激活一系列下游信号

传导分子 , 最终对细胞功能产生影响.

1056 　第 18卷　第 9期　2008年 9月



FAK 是整合素信号传导途径中的关键蛋白 ,

是信号通路的一个上游枢纽.整合素胞质结构域一

般不直接与细胞骨架纤维相连 , 而是通过各种粘着

斑胞质蛋白与肌动蛋白纤维束状结构连接[ 23] .在信

号传递过程中整合素与细胞外基质结合促使粘着斑

形成 , 激活 FA K 等多种蛋白激酶.FAK 激活时 ,

可以促进它与其他信号分子的连接 , 引发其他细胞

骨架蛋白和信号蛋白的酪氨酸磷酸化 , 这些磷酸化

蛋白质对调节细胞存活 、 增殖 、 分化及凋亡等多种

生物功能发挥重要作用[ 24] .La3+作用使 FAK 磷酸

化水平上升 , 且在 24 h 时 FAK 磷酸化水平显著高

于激活前的水平 , 进一步表明 La
3+
有可能通过与整

合素的相互作用 , 进而引发 FA K磷酸化.

综上所述 , 本实验结果提示 La3+可能通过直接

与整合素的作用 , 使粘着斑激酶的含量和活性发生

改变 , 并引起细胞骨架的重组 , 进而促进成骨细胞

增殖和增强不同阶段的成骨细胞标志性蛋白基因的

表达.
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