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摘要      为了探究不同浓度尼古丁对体外细胞增殖分化的影响以及维生素C对尼古丁的生物

学作用的影响, 该文以兔成骨细胞为实验材料, 对细胞增殖和各项分化指标进行了检测。MTT结
果显示: 与空白对照组相比, 1×10-6, 1×10-5 mmol/L尼古丁组有促细胞增殖的作用, 但是高浓度尼

古丁(1 mmol/L)组对细胞增殖有明显的抑制作用。RT-PCR检测发现: 用低浓度尼古丁处理细胞, 
ALP、COLI和OCN的基因表达上调; 相反, 高浓度尼古丁下调了细胞ALP、COLI和OCN的表达。

ALP染色和Von Kossa钙结节染色也显示出高浓度尼古丁对成骨细胞的毒性作用。加入维生素C后,  
1 mmol/L尼古丁组对成骨细胞增殖和各基因表达的影响有所改善, 类似的结果也见于ALP染色和

Von Kossa染色。由此证实, 极低浓度尼古丁对成骨细胞确有促进增殖、增强ALP活性和上调ALP、
COLI、OCN基因表达的作用; 但是, 高浓度尼古丁却有相反的作用, 抑制成骨细胞的增殖和分化。

同时, 维生素C具有部分拮抗高浓度尼古丁对成骨细胞毒性作用的能力。
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据报道, 吸烟与一些骨科慢性疾病相关, 例如背

部疼痛和椎间盘退变[1-3]。骨质疏松是一种常见的骨

代谢疾病, 越来越引起人们的重视[4]。虽然吸烟被认

为是导致骨质疏松的一个重要原因, 相关临床报道

见Daniell[5]、Aloia等[6]、Jensen等[7]和Riggs等[8]的研

究结果, 而且尼古丁被认为是香烟中一种有效的物

质, 但是微量尼古丁对骨质疏松的影响尚存在争议。

Porter等[9]的研究发现, 低浓度范围的尼古丁能够增

强成骨细胞的代谢活性, 酶活性和胶原合成都呈剂

量依赖性增加, 这意味着可能是香烟中的其它成分

对骨骼肌肉产生了有害的作用, 而不是尼古丁导致。

究竟尼古丁和成骨细胞有着怎么样的关系呢？

已有研究涉及到维生素C在骨代谢中的调控

作用。在一次针对妇女的健康调查回顾分析中发

现, 相对于单独使用雌激素, 增加维生素C的妇女的

所有部位的骨矿物质密度都明显地增加[10]。在绝

经的妇女中, 骨质疏松是临床上常见的疾病。C端
肽是骨吸收的重要标志物之一, 摄入高水平维生素

C可以降低C端肽的水平[11], 同时, 低水平的维生素

C摄入增加了骨损失的比率[12]。有学者实验发现缺

乏一种维生素C产生的必需酶的老鼠会在早期发

生自发性骨折, 也显示维生素C可诱导胚胎干细胞

分化为成骨细胞[13]。继而推测维生素C对骨质疏松

有一定的疗效, 对成骨细胞也具有有利的作用。鉴

于前期已有报道高浓度尼古丁对成骨细胞的毒性

作用, 我们通过比较细胞增殖, 碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase, ALP)、I型胶原(collagen type I, COLI)、
骨钙素(osteocalcin, OCN)的表达等方面的差异来评

估不同浓度尼古丁和高浓度尼古丁+维生素C对成

骨细胞的不同影响。

1   材料与方法
1.1  实验材料和仪器

1.1.1　实验材料　　怀孕日本大耳白兔(温州医学

院实验动物中心), 尼古丁(Wako公司, 日本), 胰酶、

DMEM培养基、MTT试剂(Gibco公司), 焦碳酸二

乙酯 (diethylpyrocarbonate, DEPC)、PBS、胎牛血
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清 (Hyclone公司 ), 抗坏血酸、对硝基苯磷酸 (PNPP)
(Sigma公司), 二甲基亚砜(dimethylsulfoxide, DMSO)
(Amresco公司), ALP检测试剂盒(北京柏定生物工程

有限公司 ), 一次性25 cm2培养瓶、24孔培养板、96
孔酶标板(Nunc), RT-PCR试剂盒(日本TaKaRa公司), 
引物合成(上海生工生物工程技术服务有限公司)。
1.1.2　主要仪器　　二氧化碳培养箱 (Hereaus, BB1 
6UV/BB5060UV), Olympus倒置显微镜 (日本OLYM-
PUS公司 ), 全自动酶标仪 (ELX 800, 美国Bio-Tek公
司)。
1.2  方法

1.2.1　成骨细胞的分离与培养　　取出生1 d的日本

大耳白兔处死后立即投入体积分数为75%的酒精中消

毒, 无菌操作取出颅盖骨, 放入盛有无菌PBS液的培养

皿中, 尽量去除骨膜和周围的结缔组织。在无菌条件

下, 用无菌PBS液洗2次后, 将颅盖骨剪成约1 mm×1 mm
大小的骨碎块。将骨碎块均匀地铺于培养瓶, 4 h后
加入含有10% FBS的DMEM培养基, 置于37 ºC、5% 
CO2的培养箱中。当组织骨块周围已长出足够多细

胞时, 取出骨块并换液。待细胞铺满瓶底80%后弃

培养液, 加入2.5 g/L的胰酶2 mL, 待细胞变圆后倒掉

胰酶, 加入DMEM培养基(含10% FBS)终止消化, 吹
打并进行传代, 以1:2接种到25 cm2的细胞培养瓶中

传代。取第3代的细胞进行实验。

1.2.2 细胞增殖检测(MTT法)　　实验分为4组, 即对

照组、1×10-6 mmol/L尼古丁组、1×10-5 mmol/L尼古

丁组和1 mmol/L尼古丁组。取兔成骨细胞消化后, 用
含10% FBS的DMEM培养基配制并接种到4块96孔培

养板中, 每孔加入约1×104个细胞。按实验分组换入

含0, 1×10-6, 1×10-5, 1 mmol/L尼古丁的含10% FBS的培

养液, 每组12孔。置于37 ºC、5% CO2及饱和湿度的

培养箱中培养, 每48 h换液1次, 分别于培养的第1, 4, 7, 
14 d在每孔中加入MTT溶液(5 mg/mL)20 μL, 在培养

箱中继续培养4 h, 然后小心吸弃孔内培养液, 每孔

加入DMSO 200 μL, 在室温下放置并振荡20 min, 充
分溶解结晶物并混匀。选择490 nm波长, 在酶联免

疫检测仪上测定各孔光吸收值(D), 记录结果。D值

代表细胞的增殖情况, 细胞增殖能力被促进得越强, 
D值越大, 反之D值越小。

另取1块96孔培养板作为1 mmol/L尼古丁+ 
0.5 mmol/L维生素C实验组, 接种细胞共计48孔, 分
别于培养的第1, 4, 7, 14 d进行上述操作, 每次12孔, 测

定D值。

1.2.3　ALP活性检测　　用PNPP偶氮法检测ALP活
性。取培养好的第3代兔成骨细胞, 方法及分组同上, 
每组12孔。于第10天, 弃培养液, PBS洗2遍, 加入0.2% 
Triton X-100后4 ºC过夜。取40 μL细胞裂解产物与

100 μL反应底物37 ºC避光孵育30 min, 加0.4 mol/L 
NaOH 100 μL终止反应, 用酶标仪于405 nm波长下测定

D值, 按照样品D值在ALP标准曲线上读取酶活性值。

1.2.4　逆转录聚合酶链式反应(reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR)检测ALP、COLI
和OCN基因的相对表达　　取培养至第3代的兔成

骨细胞 , 方法及分组同上。在第 7天和第 14天应用

Trizol法提取细胞总RNA, 应用RT-PCR扩增目的基

因后, 1%琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯激发光成像。25 μL 
反应体系包括: 12.5 μL SYBR Premix Ex Taq(2×)、2 μL 
cDNA、9.5 μL dH2O、上游和下游引物各 0.5 μL。
PCR反应和循环条件: 94 ºC, 30 s; 53 ºC, 30 s; 72 ºC, 
30 s; 共40个循环。上、下游引物设计用Primer 5软
件完成 , ALP的上、下游引物分别为 5’-CGC AGG 
CAA TGC TTT TCG-3’和5’-CGG GGT CAC TGG 
TAT CGT TCT-3’; COLI的上、下游引物分别为5’-
GCT TCT CAT TCT CAT GGA TG-3’和5’-GCA GCA 
ATG ACA ACA AGA C-3’; OCN的上、下游引物分

别为5’-GAC ACC ATG AGG ACC CTC TC-3’和5’-
GCC TGG TAG TTG TTG TGA GC-3’。管家基因

GAPDH的上、下游引物分别为 5’-GCC TGG TCA 
CCA GGG CTG C-3’和5’-TGC TAA GCA GTT GGT 
GGT GCA-3’。
1.2.5　ALP染色和Von Kossa染色　　ALP染色: 采
用第3代成骨细胞, 于24孔培养板中培养10天, 采用

南京建成碱性磷酸酶染色试剂盒进行ALP染色。细

胞核染为红棕色, ALP阳性细胞胞浆为蓝色。Von 
Kossa染色: 取第3代成骨细胞, 24孔板培养21天, 弃
培养液, PBS冲洗2~3次, 4%多聚甲醛固定5 min, 去
离子水洗2~3次。5% Na2S2O3溶液孵育30 min。加

入1% AgNO3溶液, 在紫外灯下照射30 min。弃残留

AgNO3溶液, 去离子水洗3次; 继续用5% Na2S2O3溶

液染色2 min, 中和残留的AgNO3溶液。吸出残液, 1%
中性红复染10 min, 去离子水漂洗3次, 室温下晾干, 
置4 ºC保存。

1.3  统计学方法

数据以均数±标准差表示, 采用SPSS 15.0统计
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分析软件对数据进行处理。组间的差异是否有统计

学意义采用方差分析, 与对照组比较时采用t检验, 
当P＜0.05时, 表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1  培养成功的兔成骨细胞形态观察(本实验采用

第3代成骨细胞)
根据上述方法分离并培养兔成骨细胞, 48~72 h

后骨组织块周围出现细胞, 镜下形态呈纺锤形、多

边形、类梭形, 实验用细胞为第3代。

2.2  尼古丁对细胞增殖的影响及维生素C的拮抗

作用(MTT比色实验)
通过对0, 1×10-6, 1×10-5, 1 mmol/L尼古丁处理

组进行MTT比色分析 , 在1, 4, 7, 14 d以均数±标准

差制作表 1。结果显示 : 1×10-6 mmol/L尼古丁组和

1×10-5 mmol/L尼古丁组对体外培养的兔成骨细胞有

促增殖作用, 在第7天和第14天时与对照组相比差异

有统计学意义(P<0.05), 且随着尼古丁浓度的增加, 
细胞数也随着增加; 相反, 高浓度尼古丁(1 mmol/L)
组D值呈下降趋势, 对细胞增殖起抑制作用; 与对照

组相比, D值下降有显著差异(P<0.01)。
另外, 0.5 mmol/L维生素C+1 mmol/L尼古丁组

对成骨细胞增殖的抑制作用与1 mmol/L尼古丁组相

比, D值有所上升; 与对照组相比, 差异无统计学意

义(P>0.05), 如表1所示。

2.3 尼古丁对ALP活性的影响(PNPP偶氮法)
实验显示 : 第 10天 1×10-6 mmol/L尼古丁组和

1×10-5 mmol/L尼古丁组ALP的活性与对照组相比明

显增高, 有统计学差异(P<0.05)。而1 mmol/L尼古丁

组的ALP值相比对照组有所下降 , 差异有统计学意

义 (P<0.01)。1 mmol/L尼古丁+0.5 mmol/L维生素C
组与空白组相比, ALP值稍有下降, 差异无统计学意

表1　不同浓度尼古丁作用与尼古丁+维生素C共同作用后对成骨细胞增殖的影响(于1, 4, 7, 14 d进行检测, n=12, x－±s)
Table 1　Effect of nicotine with different concentrations and nicotine+vitamin C on the cell proliferation(analyzed at 1, 4, 7, 14 

days, n=12, x－±s) 

组别

                                        D405值

Groups
                                        D405 value

  1 d 4 d 7 d 14 d
 1 d 4 d 7 d 14 d      
0 mmol/L Nic 0.386±0.031 0.795±0.041 1.251±0.047 1.602±0.055
1×10-6 mmol/L Nic 0.413±0.055 0.836±0.038 1.431±0.039* 1.761±0.041*
1×10-5 mmol/L Nic 0.412±0.027 0.836±0.045 1.451±0.023* 1.721±0.036*
1 mmol/L Nic 0.361±0.029 0.641±0.036* 0.887±0.029# 1.101±0.042#

1 mmol/L Nic+ 0.376±0.039 0.765±0.041 1.211±0.047 1.565±0.045
0.5 mmol/L vitamin C 

*P<0.05, #P<0.01, 与空白对照组相比。

*P<0.05, #P<0.01 vs control group.

义。如表2所示。

2.4  对ALP、COLI和OCN基因表达的影响(RT-PCR)
于第7天和第14天分别检测ALP、COLI和OCN

的相对表达量, 统计结果见表3和表4。第7天与对

照组相比, 1×10-6, 1×10-5 mmol/L尼古丁组的COLI
和ALP表达增加, 差异有统计学意义(P<0.05); 对于

OCN的表达, 1×10-6 mmol/L尼古丁组与对照组相比

有所增高(P<0.05); 1 mmol/L尼古丁组则显示这三个

指标都有被抑制的趋势(P<0.05)。而加入维生素C
的1 mmol/L尼古丁组与对照组相比, ALP、COLI和
OCN的相对表达量均有上调。

表2　不同浓度尼古丁分别作用和尼古丁+维生素C共同作用

10天后的ALP活性(n=12, x－±s)
Table 2　ALP activity after treated for 10 days with different 
concentrations of  nicotine and nicotine+vitamin C(n=12, x－±s) 

   组别 ALP活性(D值)
   Groups ALP activity(D value)    
0 mmol/L Nic 23.269±1.724
1×10-6 mmol/L Nic 29.436±1.687*
1×10-5 mmol/L Nic 28.062±2.114*
1 mmol/L Nic 11.536±1.572# 

1 mmol/L Nic+0.5 mmol/L vitamin C 21.324±2.031
*P<0.05, #P<0.01, 与空白对照组相比。

*P＜0.05, #P＜0.01 vs control group.
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第14天时的ALP、COLI和OCN电泳结果如图2
所示。显示第14天时, OCN表达较第7天上升, ALP
基本持平, 而COLI显著下降。并且对于1×10-6和

1×10-5 mmol/L尼古丁组, 在一定范围内, ALP和COLI
的表达呈现随着尼古丁含量递增而上调的趋势。相

反, 1 mmol/L尼古丁组3个指标表达均下调。加入维

生素C后的1 mmol/L尼古丁组, 较1 mmol/L尼古丁组

上调了ALP和COLI的表达, 但差异均没有统计学意

义(P>0.05), 而OCN仍显示低水平表达。

2.5  ALP染色和Von Kossa染色 
图2A显示的是0, 1×10-6, 1×10-5, 1 mmol/L尼古丁

组和维生素C+1 mmol/L尼古丁组的ALP染色情况。

结果发现: 1×10-6, 1×10-5 mmol/L尼古丁组阳性率高

于空白组, 1 mmol/L尼古丁组有极少量的细胞显示

阳性染色, 加入维生素C后, 阳性率有所提高。图2B
显示的是Von Kossa钙结节染色情况, 其中, 1×10-6和

1×10-5 mmol/L尼古丁组有较多的钙化结节形成。

表3　不同浓度尼古丁分别作用和尼古丁+维生素C共同作用

7天后的基因表达情况(n=12, x－±s)
Table 3　Genes expression levels after 7 days cultured with different 

concentrations of nicotine and nicotine+vitamin C(n=12, x－±s)

组别

 各基因mRNA相对表达量

Groups
 mRNA expression levels of different genes

 COLI ALP OCN    
 COLI ALP OCN  
0 mmol/L Nic 3.272±0.241 7.414±0.132 1.621±0.321
1×10-6 mmol/L Nic 4.904±0.361* 9.987±0.223* 2.731±0.141*
1×10-5 mmol/L Nic 4.538±0.114* 10.213±0.356* 2.421±0.265*
1 mmol/L Nic 2.151±0.221* 4.631±0.083# 0.747±0.172#

1 mmol/L Nic+ 2.983±0.341 7.114±0.231 1.421±0.321
0.5 mmol/L vitamin C       
*P<0.05, #P<0.01, 与空白对照组相比。

*P<0.05, #P<0.01 vs control group.

表4　不同浓度尼古丁分别作用和尼古丁+维生素C共同作用

14天后的基因表达情况(n=12, x－±s)
Table 4　Genes expression levels after 14 days cultured with 

different concentrations of nicotine and nicotine+vitamin 
C(n=12, x－±s) 

组别
 各基因 mRNA相对表达量

Groups
 mRNA expression levels of different genes

 COLI ALP OCN    
 COLI ALP OCN  
0 mmol/L Nic 2.353±0.215 8.834±0.278 2.521±0.231
1×10-6 mmol/L Nic 3.812±0.345* 11.642±0.324* 3.767±0.241*
1×10-5 mmol/L Nic 3.552±0.152* 10.712±0.152* 2.865±0.368
1 mmol/L Nic 1.051±0.321# 5.854±0.183# 1.151±0.253#

1 mmol/L Nic+ 1.973±0.311 8.354±0.254 1.634±0.231*
0.5 mmol/L vitamin C         
*P<0.05, #P<0.01, 与空白对照组相比。

*P<0.05, #P<0.01 vs control group.

1: 0 mmol/L对照组; 2: 1×10-6 mmol/L尼古丁组; 3: 1×10-5 mmol/L尼古丁

组; 4: 1 mmol/L尼古丁组; C: 1 mmol/L尼古丁+0.5 mmol/L 维生素C组。

1: 0 mmol/L nicotine; 2: 1×10-6 mmol/L nicotine; 3: 1×10-5 mmol/L nicotine; 
4: 1 mmol/L nicotine; C: 1 mmol/L nicotine+0.5 mmol/L vitamin C.

图1　第14天时成骨细胞ALP、COLI和OCN基因mRNA相

对表达凝胶电泳图

Fig.1　The expression of ALP, COLI and OCN in osteoblast 
was detected by electrophoresis at 14th day

3   讨论
香烟产生的烟雾由挥发相和微粒相构成, 分别

占约92%和8%。氮化物、氧化物和碳的化合物占

了香烟烟雾85%的比重[14]。其中, 已经被证实存在

于烟雾中的物质超过4 000种, 并且大部分被证实为

A: 第10天时进行成骨细胞碱性磷酸酶染色; B: 第21天时进行成骨

细胞钙结节染色。1: 0 mmol/L对照组; 2: 1×10-6 mmol/L尼古丁组; 3: 
1×10-5 mmol/L尼古丁组; 4: 1 mmol/L尼古丁组; C: 1 mmol/L尼古丁+0.5 mmol/L 

维生素C组。

A: ALP staining at 10th day; B: Von Kossa staining at 21st day.1: 0 mmol/L nico-
tine; 2: 1×10-6 mmol/L nicotine; 3: 1×10-5 mmol/L nicotine; 4: 1 mmol/L 
nicotine; C: 1 mmol/L nicotine+0.5 mmol/L vitamin C.

图2　碱性磷酸酶染色和Von Kossa钙结节染色

Fig.2　Alkaline phosphatase staining and Von Kossa miner-
alization nodus staining
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因子。体外培养的成骨细胞表现为增殖态和功能态

两种相对状态, 按顺序进入增殖期、胞外基质合成

期和钙化期。COLI从增殖期开始表达, 基质合成期

达到高峰; ALP是成骨细胞分化的早期标志物, 基质

合成期开始出现, 钙化期达到高峰; OCN是成骨细胞

分化成熟的标志, 钙化早期开始表达, 钙结节成熟后

达到高峰, 一般将COLI、ALP、OCN作为成骨细胞

功能状态的评价指标[23]。本实验中检测了14天时

COLI、ALP和OCN的表达量, 1×10-6, 1×10-5 mmol/L 
尼古丁组与对照组比较, 表达量基本呈剂量依赖性

递增, 而且差异具有统计学意义; 7天时, 各种基因

表达量从高至低依次为COLI、ALP和OCN, 基本

符合上述成骨细胞分化早期物质表达趋势。而14
天时, OCN的表达明显增加, 表明细胞进入矿化期。

1×10-6, 1×10-5 mmol/L尼古丁组的ALP和COLI表达有

显著的统计学意义, 这表明尼古丁对成骨细胞骨基

质和胶原合成有一定的帮助作用, 但这种作用是在

低浓度范围内的; 当尼古丁到达较高浓度时, 对成骨

细胞的毒害作用是显而易见的: 不论是增殖状态, 还
是COLI、ALP和OCN的表达都呈下降趋势。另外, 
14天时, 维生素C的作用尚不能有效拮抗1 mmol/L尼
古丁的作用, 这说明维生素C的拮抗作用还是有一

定局限性的, 只能短期内部分削减高浓度尼古丁的

毒害作用。但是, 本实验尚缺乏动物体内实验的证

据, 有待进一步的实验。

越来越多的证据表明低剂量尼古丁对促进成骨

细胞增殖和分化有促进作用。之前的研究中, Ramp
等[24]的结果显示尼古丁抑制成骨细胞的ALP活性, 
但可以促进DNA的表达和细胞增殖, 这与本次实验

中尼古丁提高ALP活性的结果不一致。这种差异可

能是由于实验对象和实验组的尼古丁处理浓度不同

所致。另外, 对于血管内皮细胞, 尼古丁也显示了双

向性的作用, 低浓度时上调DNA表达并促进增殖, 见
Morris等[25]和Villablanca等[26]的研究。本实验中, 对
于高浓度尼古丁的明显毒性作用, 维生素C能表现出

一定的对抗毒性作用。在Takamizawa等[27]和Shiga等[28]

的研究中, 对此机制进行了部分阐述: 维生素C对成

骨细胞增殖和分化的有利影响是通过增加胶原的累

积, 并且增加碱性磷酸酶在细胞中的表达实现的。

众所周知, 吸烟人群承受着高水平的氧化应激

反应, 并由此产生氧化免疫系统激活带来的损伤。

可以预想, 抗氧化剂, 例如维生素C, 可能会对高浓

有害物质[15], 而尼古丁便是烟雾中最具生理活性的

物质[16]。最近Gullihorn等[17]研究发现: 尼古丁对成

骨细胞的代谢活动有直接的刺激作用, 但是含有同

等剂量尼古丁的香烟烟雾浓缩物, 却对成骨细胞的

代谢有抑制作用, 这和之前Porter等[9]的研究结果相

符。在Leslie等[18]的研究中, 对比了烟草烟雾和尼古

丁浸润液对成骨细胞的影响, 发现它们产生了完全

不同的作用。由此推断, 临床上发生的延迟骨愈合

极有可能是由于吸烟病人吸收了烟雾中的其他有害

成分, 而不是由于直接吸收尼古丁所导致。所以, 当
我们寻找临床上骨质疏松发生的原因时, 必须区分

开吸烟因素和尼古丁因素。一种可能的情况是: 导
致骨质疏松的是烟雾中其他的有害成分, 而不是尼

古丁因素。甚至有可能, 尼古丁有一定程度的刺激

成骨作用。事实上, 有关尼古丁对其它细胞种系的

促增殖作用已有文献报道, 如软骨细胞[19]、内皮细

胞[20]、上皮细胞[21]等, 其中各种实验剂量有所不同。

本实验中, 用MTT法对成骨细胞增殖进行检测, 
结果显示1×10-6, 1×10-5 mmol/L尼古丁组对体外培养

的成骨细胞有促进增殖作用, 14天时与对照组相比, 
差异有统计学意义(P<0.05), 且随着尼古丁浓度的

增加, 细胞数呈剂量依赖性增加; 相反, 高浓度尼古

丁(1 mmol/L)组对细胞增殖起抑制作用, 与对照组

相比, 差异有统计学意义(P<0.01)。加入维生素C后,  
1 mmol/L尼古丁的抑制作用被基本抵消, 细胞数和

对照组相比, 差异无统计学意义(P>0.05)。类似的

结果也见于ALP的活性检测(PNPP偶氮法), 这说明

尼古丁对成骨细胞的增殖作用呈双向性: 低浓度的

尼古丁在一定范围内对成骨细胞增殖和ALP活性有

促进作用; 当尼古丁浓度达到1 mmol/L时已经对成

骨细胞产生毒性作用。相似的报道也见于前人已做

的一些研究, 如Walker等[22]的研究中也发现尼古丁

对成骨细胞的增殖有双向性作用。同时他们发现, 
c-fos和骨桥蛋白OCN结合于成骨细胞表面的α-乙
酰胆碱受体(neuronal nicotinic acetylcholine receptor, 
nAChR)在低浓度尼古丁促进细胞增殖的过程中发

挥了作用。另外, 加入维生素C能部分对抗高浓度尼

古丁产生的毒性作用。

成骨细胞的主要功能是合成、分泌骨基质并促

进基质矿化形成骨组织。成骨细胞分泌COLI、骨结

合素(osteonectin, ON)、OCN、骨桥蛋白(osteopontin, 
OPN)、纤维连接蛋白(fibronectin, FN)及一系列生长
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度尼古丁带来的氧化应激反应有拮抗作用。维生素

C又称抗坏血酸, 有报道称, 抗坏血酸是一种氧自由

基清除剂并且能够修复淋巴系统的DNA损伤[29]。在

Harada等[30]和Franceschi等[31]的研究中, 维生素C对
MC3T3-E1的细胞增殖表现出促进作用, 其机制和

促进胶原的合成有关。在Carinci等[13]的研究中, 应
用DNA micro-arrays检测技术发现, 约有15 000种基

因的表达可以通过维生素C进行调节, 维生素C广泛

的生物学效应通过以下几个方面实现: (1)细胞生长; 
(2)细胞代谢; (3)细胞形态变化; (4)细胞死亡; (5)细
胞连接。因此, 维生素C对高浓度尼古丁的影响就成

为一个值得深入探讨的问题。本实验中, 高浓度尼

古丁处理后, 维生素C表现出的对成骨细胞的保护

作用和上述研究是一致的。

在最近的研究中, Rothem等[32]第一次证实, 另
外给予一定浓度剂量的尼古丁类似物作用于中度吸

烟的人群, 发现有促进成骨细胞增殖和加快骨代谢

的作用; 将相同剂量尼古丁类似物, 用于重度吸烟的

人群, 则产生了相反的作用。这表明低剂量尼古丁

甚至可以部分对抗吸烟中其他活性物质对成骨细胞

的毒害作用。Rothem等[33]的研究还揭示了尼古丁作

用过程中的基因表达变化, 在他最新提出的一种学

说中, 低浓度尼古丁和高浓度尼古丁分别作用于成

骨细胞膜上的不同种类的nAChR, 产生促成骨细胞

增殖分化和基因表达上调的结果, 或者产生相反的

抑制和下调的生物作用。这些证据都表明: 低剂量

尼古丁对促进成骨细胞增殖分化、提高骨密度、甚

至预防骨质疏松都可能存在一定的疗效。综上, 低
剂量尼古丁可能成为预防治疗骨质疏松疾病的一种

崭新的方法[34]。另外, 对于重度吸烟的人群, 可以建

议其通过增加维生素C的摄入, 来部分对抗吸烟对

骨质疏松的不良影响。
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Nicotine Affects Proliferation and Differentiation of the Rabbit Osteoblasts 
in vitro and the Antagonistic Action of Vitamin C

  Shen Yue1, Cheng Shaowen1, Nie Pengfei1, Ying Xiaozhou1, Liu Haixiao1, Chen Qingyu1,  
Cheng Xiaojie1, Xu Huazi1, Peng Lei1,2*, Zhang Yu1*

(1Department of Orthopaedic Surgery, the Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical College, Wenzhou, 325000, China;  
2Trauma Center of the Affiliated Hospital of Hainan Medical College, Haikou 570206, China)

Abstract     To study the effects of nicotine on the proliferation and differentiation of osteoblasts in neonatal 
rabbits and the antagonism of vitamin C in vitro, the issue cell culture method was used to isolate the rabbit 
osteoblasts. The cells were cultured with DMEM medium containing 10% fetal bovine serum with 0, 1×10-6, 
1×10-5, 1 mmol/L nicotine and 0.5 mmol/L vitamin C+1 mmol/L nicotine for 1, 4, 7, 14 days. The cell proliferation 
was evaluated by MTT. The alkaline phosphatase (ALP) activity was estimated by PNPP. The expression of ALP, 
collagen type I (COLI) and osteocalcin (OCN) was estimated by reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). ALP staining and Von Kossa staining are adopted to have a direct observation. The proliferation of 
neonatal rabbit osteoblasts was increased at 1×10-6, 1×10-5 mmol/L of nicotine, whereas inhibited at 1 mmol/L 
nicotine. ALP activity was increased at the same trend with proliferation. The expression of ALP, COLI and OCN 
was up-regulated at 1×10-6, 1×10-5 mmol/L of nicotine, while down-regulated at 1 mmol/L. The inhibition on 
proliferation and differentiation of 1 mmol/L nicotine group was antagonized partly by vitamin C. Nicotine had a 
two-phase effect on osteoblasts, showing as low level of nicotine could promote the proliferation and differentiation 
of the rabbit osteoblasts while the high level gets the opposite effect. Vitamin C could antagonize the inhibitory 
effect of higher concentration of nicotine on proliferation and differentiation of osteoblasts in part.

Key words      nicotine; vitamin C; osteoblast; proliferation; differentiation
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