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摘要 在回转模拟微重力条件下，研究了鸡胚负重软骨细胞骨架的微管系统和碱性磷酸酶活性两项指标的变化，

以及!#$／%亚硒酸钠和&##’(／%)$*+对这些指标的影响,流式细胞仪对微管含量的测定显示回转后微管蛋白

含量的减少，说明微管系统受到不良影响,碱性磷酸酶活性比对照组明显降低，表明模拟微重力能降低软骨细

胞的钙化能力,如果在回转前加入-./*01 和)$*+，发现-./*01 可以在一定程度上拮抗模拟微重力引起的微管蛋

白及碱性磷酸酶活性改变，而)$*+基本上可以完全拮抗模拟微重力对这两项指标的不良影响,
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我们［!，*］曾报道模拟微重力对软骨细胞胞外基

质，以及对作为软骨细胞钙化标志酶碱性磷酸酶活

性的不良影响，与56..7等［1］报道的太空飞行真正

微重力作用下软骨组织结构与细胞形态均有变化的

结果是相似的，与太空实验室8)%9!中受真实微

重力的作用胚胎肢芽培养细胞生成减少［:］，以及

腓骨骨折大鼠在太空飞行微重力作用下软骨的形成

减少［&］的结果也是一致的，而且我们的结果更从

亚细胞和分子水平揭示了这种变化,这些结果的一

致性表明模拟微重力可以用于地面进行微重力效应

的研究及寻求克服微重力影响的方法手段的研究,
;’<=>等［3］指出细胞的骨架系统可能涉及直接的微

重力感应,有报道认为一定浓度的-./*01 有明显

的促进软骨细胞生长和分裂作用，促进软骨细胞的

分化成熟，同时-./*01 与软骨基质中氨基多聚糖

代谢、胶原代谢密切相关［?］，而)$*+能促进细胞

骨架微管聚合［@］，因此本文选用鸡胚负重软骨细

胞骨架的微管系统和碱性磷酸酶活性作为测定指

标，研究了一定浓度的)$*+和-./*01 对模拟微重

力不良影响的拮抗效应,

* 材料与方法

*+* 鸡胚软骨细胞的培养

参照文献［4］的方法进行,新鲜白来亨鸡受

精卵于1@A温箱中孵化!:7,无菌操作取鸡胚下

肢骨，青霉素9链霉素双抗液中浸泡&#BC后，在

-B##D缓冲液中尽可能剥净软组织及骨外膜,以

-B##D缓冲液 配 制 的"E*&F胰 蛋 白 酶1?A消 化

!"#BC,消化后的材料再次剥离骨膜及软组织，截

去骨 干 部， 留 下 骨 骺 端， 再 用 胰 蛋 白 酶 消 化

!&#BC，用-B##D缓冲 液 及5!*培 养 液 冲 洗 后，

吸管吹打分散软骨细胞,用5!*培养液稀释为所

要求的密度，分装在培养瓶中,
使用含&F胎牛血清的5!*培养基，加入青霉

素和链霉素各!""G／#(，培养瓶规格为!*#(，每

瓶加培养液*#(，细胞密度为H!":个／#(,1?A
下培养:"I待细胞牢固贴壁后，分四组培养,前

三组在回转器模拟微重力条件下培养，其中一组培

养液 中 加 入! #$／% 的 亚 硒 酸 钠， 一 组 加 入

&##’(／%的 )$J(*,第四组正常环境静置对照培

养,培养瓶充满培养液以减小回转引起的机械剪切

力,每:@小时换一次培养液,
使用的回转器为中国科学院生物物理研究所研

制的)K93型回转器,回转速度为1"6／#BC，根据

离心 力 的 公 式!L!*"，细 胞 最 小 回 转 半 径 为

!E3##，最小离心力约为!E3H!"01#，最大回转

半径"3##，最大离心力"3H!"01#,
*+# 微管蛋白含量测定

细胞回转培养:@I后，用-B##D缓冲液洗一

遍，加胰蛋白酶消化*#BC，加培养液吹打下来，

加入:F的甲醛溶液固定&#BC，然后加入"E!F的
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!"#$%&’()**将膜脂增溶打孔，以)***"／+#&离心

)*+#&,培养液洗一遍，离心,加入)-.*的抗微

管蛋白抗体（/#0+1公司）234孵育)5,加培养

液洗一遍，离心，再加)-6**稀释的二抗羊抗兔

78!9荧光抗体，在234孵育)5，离心后用流式

细胞仪（美国9:;<!=>公司，=!89/(<型）观

测，激发波长?@@&+，发射波长.2*&+，以平均

荧光强度代表微管蛋白的相对含量,
!"# 碱性磷酸酶比活的测定

将细胞刮入/#++A缓冲液（B19C*D63?+%C／<，

E9C*D*.?+%C／<，B16FG:?*D*2*+%C／<，葡 萄 糖

*D)))+%C／<，HF3D6）,匀浆并超声处理后的样品用

于碱性磷酸酶活性的测定及IBJ含量的测定,
碱性磷酸酶活性的测定参照文献［)*］,酶底

物 为 HBGG . ++%C／<（/#0+1)*?），!"#A’F9C
)D.+%C／<，K&9C6 ) ++%C／<，L09C6 ) ++%C／<，

HFMD*,室温测定2*+#&内?)*&+处吸光值的变

化,)!?)*NO?&+%C产物（HBG）,碱性磷酸酶比

活表示为纳摩尔（HBG）每微克（IBJ）每分钟

（&+%C·!0P)·+#&P)）,
IBJ含量的测定参照文献［))］,将*D.+C

样品溶液与IBJ测定液混合并用/#++A缓冲液定

容至6+C，使 IBJ测 定 液 中 各 成 分 的 含 量 为

B12G:?*D*. +%C／<，B19C6D* +%C／<，=I!J
6++%C／<，F%QR5A$F226.@)+0／<，HF3D?,振

荡后室温避光放置6*5，)***"离心6+#&去除

蛋白质沉淀,上清液用7?*)*型荧光分光光度计

测定激发波长2.O&+，发射波长?.@&+处的荧光

强度#,再由IBJ标准曲线确定的经验公式计算

出样品溶液中的IBJ含量,IBJ标准曲线采用小

牛胸腺IBJ作样品，其他条件同上,

$ 结果和讨论

$"! %&’$(# 和)*$+对碱性磷酸酶活性改变的拮抗

软骨细胞的碱性磷酸酶通常被人们看做是软骨

钙化的标志酶，它的活性大小，表示软骨钙化程度

的高 低,在 研 究 /Q:6P2 和 L06S 拮 抗 效 应 时，

L06S浓度选择.++%C／<，为正常生理浓度的两

倍，/Q:6P2 采 用 林 治 焕 等［3］的 最 佳 浓 度)+0／<
B16/Q:2,加/Q:6P2 和 L06S后，对照和各回转组

回转?@5后碱性磷酸酶的比活数据如表),从表)
可以知道，单纯回转组碱性磷酸酶活性下降，表明

模拟微重力使软骨细胞钙化程度降低,)+0／<的

B16/Q:2和.++%C／<的L06S都能拮抗回转细胞碱

性磷酸酶活性的改变，其中L06S使得其活性接近

静置对照的水平,表明/Q:6P2 能较好拮抗碱性磷

酸酶活性免受模拟微重力的影响，使软骨细胞钙化

程度提高；而L06S几乎可以完全拮抗模拟微重力

对碱性磷酸酶的改变，使其钙化程度达到静置对照

组的水平,

,-./&! 012-*3145246&77&6237%&’#$(-18)*$+-*-415229&69-1*&370:;-5&-624<42=418>6&8.=54?>/-2&8?46@3*@-<42=

=THQ"#+Q&$B%,
J<G1AQAHQR#U#R1R$#V#$W／&+%C·!0P)·+#&P)

/$1$#RR%&$"%C
0"%XH（9）

>%$1$#&0R%&$"%C
0"%XH（)）

>%$1$#&00"%XH
S)+0／<B16/Q:2（6）

>%$1$#&00"%XH
S.++%C／<L06S（2）

) *D@6) *D.?? *D3?M *DM?3

6 )D)@3 *D@MM *DM@@ )D*.)

2 *DO.. *D.)? *DO66 *DO.?

>QC1$#VQ1VQ"10Q )D*** *D32.Y*D*O? *D@M@Y*D*O* )D*)6Y*D)2.

JRR%"Z#&0A$1$#A$#RA$!*D*.，$5Q"Q1"QA#0&#U#R1&$Z#UUQ"Q&RQ[Q$\QQ&（9）1&Z（)），（)）1&Z（6），（)）1&Z（2），1&Z&%A#0&#U#R1&$Z#UUQ"Q&RQ

[Q$\QQ&（9）1&Z（6），（9）1&Z（2）,

$"$ %&’$(# 和)*$+对微管系统改变的拮抗

流式细胞仪测定微管蛋白含量结果见表6（以

对照组为)**）,数据表明经回转后细胞内微管含

量较对照组显著降低,而)+0／<的B16/Q:2 和

.++%C／<的L06S能够显著地拮抗这种影响,
细胞微管具有多种功能，除微管系统对细胞形

态的支持作用外，细胞内外物质运输，细胞分泌和

信息传递也与微管系统相关,单纯回转组微管含量

比对照组的减少说明微管系统受到回转的不良影

响,微管主要是由"#微管蛋白二聚体组成的多聚

体结构，处于聚合和解聚的动态平衡中,微管的结

构是具有极性的，其聚合和解聚具有头’尾向［@］,
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388#"H)+6I,5,)I,)8I!!;?;A，,J("(5"(I)6+)K)85+,H)KK("(+8(L(,M((+（:）5+H（/），（/）5+H（0），（/）5+H（1），5+H+#I)6+)K)85+,
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可以认为，回转引起的重力方向的连续改变导致了

微管动态平衡向有利于解聚的方向发生，从而导致

了微管含量的减少.
在拮抗实验中，一定浓度的7(E0F1 和G60D的

加入使得回转细胞的微管蛋白含量达到静置对照组

的水平，表明7(E0F1 和G60D能拮抗模拟微重力对

微管的不良影响，阻止微管解聚.O5+6等［/0］曾报

道亚硒酸钠对人红细胞膜骨架有稳定作用.我们的

实验也表明7(E0F1 也可起到稳定细胞骨架的微管

系统，阻止其解聚，对碱性磷酸酶也能较好地拮抗

模拟微重力引起的不良影响.至于7(E0F1 是如何

对它们起到拮抗作用的，尚有待进一步深入研究.
镁与骨代谢密切相关.有报道［/1］指出低镁使

骨形成减少，骨密度降低，脆性增加，出现骨发育

不良，也可引起胶原形成减少，硫与糖胺聚糖的结

合减少，血清碱性磷酸酶降低；若食物中每日补充

0A**#9／P镁盐，并增加维生素和矿物质，可使骨

密度增加//Q［/1］.我们使用加入A**#9／PG60D

到回转组中，发现G60D很好地拮抗软骨碱性磷酸

酶活性的下降和微管蛋白的减少.这些与上述报道

的结果是一致的.G60D之所以能拮抗碱性磷酸酶

活性的下降，可能是其与3NR结合形成的复合物

能激活碱性磷酸酶活性有关.离体实验表明，加

G60D和!NR可促使微管二聚体的聚合［=］.本实验

中加 G60D能拮抗微管的解聚，很可能正是由于

G60D促进了微管聚合造成的.
机体必需的微量元素硒和常量元素镁，对机体

来讲都有一个最佳值平台，更多硒的摄入将会使机

体中毒，过量镁的摄入，也可能适得其反，反而会

造成骨钙流失，骨质疏松.我们的实验结果表明，

在细胞模拟微重力响应中，细胞骨架微管系统不仅

是效应物，更可能直接参与重力感应.这为理解微

重力细胞效应机制提供了一定的思路.我们的实验

结果也可能为预防失重条件下骨钙丢失开辟一条新

的途径.
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