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原代培养成骨细胞烟碱型乙酿胆碱受体 α1 亚基

兔疫阳性物质表达的初步研究

车晓霞* 白玉兴郭杰 1 李小玉 2

(芮都医科大学附属口腔医学院正畸科，北京 100050; I 山东大学口腔医院正畸科，

济南 250012; 2 四川大学华西口腔医学院，成都 610041)

摘要 采用原位杂交和免疫细胞化学的方法检测原代培养的 SD 大鼠成骨细胞烟碱型乙眈

胆碱受体(nicotinic acetylcholine receptor, nAChR)α1 亚基的表达，结果显示 nAChRα1 亚基mRNA

和蛋白质在原代培养的 SD 大鼠成骨细胞上呈阳性表达，提示骨内可能存在胆碱能神经和突触样

结构，调控骨组织的各种生理活动。

关键词 大鼠:细胞培养:成骨细胞:烟碱型乙酷胆碱受体

骨是高度神经化组织，骨组织发育、生长和

改建等活动都受到神经系统调控[1.2] 。从解剖的角

度，骨神经的三种特征:在动脉壁的中层和外膜之

间形成神经网:围绕毛细血管周围生长:终止于

实质内 r 3] 。

神经系统通过不同递质调节骨组织的代谢活

动，应用间接免疫荧光技术及免疫组织化学技术，

发现肤能神经在骨中广泛分布[4I，在代谢活跃的部

位如骨膜、干骨后端及航板附近最多。这些肤能神经

主要与血管伴行，有少数游离神经末梢伸出井止于

骨膜衬里细胞层、骨髓细胞团等，其作用的靶细胞

为骨内成骨细胞和破骨细胞[5.6] 0 

烟碱型乙酷胆碱受体 (nicotinic acetylcholine 

receptor, nAChR) 是典型的配体门控型离子通道受

体，位于细胞膜，在与乙酌胆碱结合的数毫秒内引

起细胞膜的电位变化，形成动作电位或使膜超极

化，产生相应的靶细胞效应。传统观点认为 nAChR

包括两种类型，肌肉型表达在神经肌接头，神经型

表达在中枢或外周神经系统。但有研究发现，在应

力感知细胞(耳蜗和前庭迷路)中表达nAChR的 á9和

ál0 亚基，不属于传统的分类I71 ，骨组织亦为应力

承载机构，但目前尚未见到骨细胞上拥有 nAChR的

报道。

1 材料与方法

1. 1 原代成骨细胞体外培养及鉴定

(Gibco BRL); 新生小牛血清(杭州四季青); L- 多聚赖

氨酸，青、链霉素， EDTA , PBS , D蜘Hank's 液

(Sigma); 兔抗鼠骨钙素多克隆抗体(武汉博士德)及免

疫组织化学试剂盒(福州迈新)。

1.1.2 成骨细胞的原代培养 选用 SD大鼠 3-5 天

乳鼠(北京维通利华实验动物技术有限公司提供) , 

清洗消毒，在无菌条件下分离颅盖骨， PBS 洗涤后

剪碎至 0.5-1 mm 左右，均匀放置于 25 ml 培养瓶

中，加入 3 ml 含 20% 小牛血清的 F12 培养基，置

37 OC5% 的 CO2 培养箱中培养。

5 天后见梭形细胞游出，换液。待细胞铺满培
养瓶底部 80 %时，去除碎骨片，加入 0.25% 膜

蛋白酶消化收集细胞，加入完全 DMEM 培养液，

采用差速贴壁法纯化成骨细胞，即将上述细胞悬液

按 105 个 Iml 接种于培养瓶中，每 20 min 吸取培养

液如入到另一新的培养瓶中，重复 2 次。最后以 5

X 10 4 个 Iml 接种于培养瓶中，继续培养、传代。

本研究中所有实验中所用细胞均为第 3代成骨细胞。

1.1. 3 原代培养成骨细胞的鉴定 将第 3 代成骨

细胞铺于备有 1 cm2 盖玻片的 24 孔板底， 3 天后细

胞生长至 60% 后，取出玻片，采用 SP 法进行免疫

细胞化学实验，兔抗鼠骨钙素多克隆抗体稀释比例

为 1 : 100 (V: V) ， 以成肌细胞作为阴性对照。

1.2 成骨细胞 nAChRα1 亚基 mRNA 原位杂交

收稿日期: 2005-05-24 接受日期: 2005-08-08 
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1.1. 1 材料 F12 培养基(Gibco BRL); 膜蛋白酶 巾xiaoxia@163.com
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表达及 nAChR 免疫组化定位

1.2.1 材料 nAChRα1 亚基原位杂交试剂盒(武

汉博士德)，包括胃蛋白酶，预杂交液， nAChR 寡

核昔酸探针杂交液，封闭液，生物素化鼠抗地高

辛， SABC-POD 及生物素化过氧化物酶:兔抗鼠

nAchRα1 亚基多克隆抗体(武汉博士德)及免疫组织

化学试剂盒(福州迈新)。多聚甲眶， DEPC , 20% 

甘油，缓冲液，原位杂交用 PBS 等。

1.2.2 原位杂交检测成骨细胞nAChRα1 亚基mRNA

表达 针对大鼠nAChRα1亚基的多项寡核昔酸探

针序列为: (1) 5'-CGAAC ATGAG ACGCG TCTGG 

TGGCA AAGCT-3'; (2) 5'-GACGG CTCTG TGGTG 

GCCAT TAACC CGGAA-3'; (3) 5'-GGATC ACATC 

CTCCT CGGAG TCTTC ATGCT-3'。将第 3 代成骨

细胞接种在载玻片上生长，待生长至 60% 后，进

行 nAChRαI 亚基的原位杂交实验，其程序按照试

剂盒说明书进行。

1.2.3 成骨细胞 nAChRα1 亚基免疫纽化定位

4% 多聚甲醒固定细胞 30 min 后，采用 SP法进行免

疫组织化学染色。兔抗人 nAChRα1 亚基的多克隆

抗体稀释度为 1 : 200 (V: V) 。生物素标记的山

羊抗兔多克隆抗体稀释度为 1 : 200 (V: V) 。实

验过程与骨钙素的免疫组化实验相同，以 PBS 替代

一抗作为阴性对照，以成肌细胞作为阳性对照。

2 结果

2.1 原代培养成骨细胞形态学观察及鉴定

新鲜植块培养 3-7 天后，植块周围有细胞长

出，呈长梭形，随培养时间延长而逐渐呈多角形或

菱形，细胞核为圆形，多有 1 个核仁，也有 2-3

个的。骨钙素免疫细胞化学染色显示阳性细胞胞浆

呈棕黄色，经苏木精复染后细胞核呈蓝色(图1，图

2) 。

2.2 nAChR mRNA 表达的原位杂交检测

原位杂交实验显示原代培养的成骨细胞 nAChR

α1 亚基 mRNA 呈阳性反应(图 3 ，图 4)，细胞浆着

色呈棕黄色， PBS 代替探针的阴性对照实验(图 5)结

果未见阳性杂交信号。

2.3 nAChRα1 亚基免疫组化检测

原代培养的成骨细胞 nAChRα1 亚基免疫细胞

化学反应染色结果显示细胞膜和细胞浆呈棕黄色，

苏木精复染后细胞核呈蓝色的阳性反应(图 6 ，图

7) ，未加→抗的替代对照(图 8)呈阴性。成肌细胞

·研究论文·

可见细胞膜呈棕黄色阳性对照。

3 讨论

很多实验证明骨组织的生长发育和代谢活动受

到神经组织调控。在年轻大鼠，下齿槽神经切除使

下台页骨骨膜中细胞分裂减少I町，下顿骨生长;不足造

成长度显著减小。很多神经肤可以作为信号分子作

用于骨细胞I94ll，提示外周神经在骨生长和代谢中

发挥作用。

以往的观点认为 nAchR 抨击:f神经手u肌肉组织

中，但 Romano 等[121通过实验发现在肌脏和骨膜发

育的早期表达 nAChRα7 亚基，我们的实验证实

nAChRαl 亚基在在于国代培养的成骨细胞上，提

示胆碱能神经对骨生理活动可能存在的调控作用。

据目前所知，所有与生物活动有关的乙酌胆碱

受体特性都是在与乙酷胆碱结合时引起的，乙酷胆

碱是最早被鉴定的神经递质，广泛分布在中枢神经

系统和外周神经系统及神经肌接头处，以突触的形

式在神经和肌肉间传递电信号。 Zhang 等[131认为骨

内存在电信号传递，而且从解剖结构上讲纤细的环

状神经终止于骨髓实质细胞与骨内膜接触的成骨细

胞周围II4] ，提示骨组织内可能存在类似的突触结

构，以 Ach-nAèhR 形式引起细胞兴奋，传递电信

号，在细胞水平影响骨组织的结构和代谢，这或许

是非肤能神经对骨组织生长发育的一种调控方式。

另一个支持骨内可能在在胆碱能神经调控的实

验依据是成骨细胞表达乙酷胆碱醋酶[15J ，尽管研究

认为 AChE 是一种新的非胶原性骨基质蚤白，调节

细胞和基质间的相互作用[叫，但不能否定乙酿胆碱

脂酶通过水解乙酷胆碱而终结胆碱能神经递质这一

最经典的作用功效。

具有启发意义的是 Dan 等[17J曾报道过肌纤维自

身在受到乙酷胆碱剌激时可自发地量子化释放乙酷

胆碱，如果进行更大胆的猜测，是否骨内细胞也会具

有相同的功能?但最重要的是获得直接的实验证据

说明在骨内存在乙酷胆碱，存在的突触样的结构以

及骨细胞是一种可兴奋细胞，这些问题值得进一步

探讨。

从生理功能上来讲， nAchR 是一种离子通道受

体，在与乙酷胆碱相结合后构象发生变化，其偶联

的离子通道开启，细胞膜两侧离子浓度梯度变化而

导致膜去极化，产生细胞膜上的动作电位及细胞内

外钙离子浓度的变化，从而产生多种细胞效应，这
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图 1 成骨细胞骨钙素兔疫细胞化学染色(100 X) 

图 2 成骨细胞骨钙素免症细胞化学染色(400 X) 

图 3 原位杂交检测成骨细胞 nAChRmRNA 的表达(100 X ) 

图 4 原位杂交检测成骨细胞 nAChRmRNA 的表达(400 X ) 

玄芳百ñi

图 5 原位杂交检;~IJ成骨细胞 nAChRmRNA 的表达阴性对

照(400 X) 

2 1.8 μm 

图 6 成骨细胞 nAChR 兔症细胞化学染色(100 X) 

图 7 成骨细胞 nAChR 免疫细胞化学染色(400 X) 

图 8 成青细胞 nAChR 兔疫细胞化学染色阴性对照(400 X) 
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可能与骨组织生长发育及矿化相关。

重症肌无力是→种自身免疫疾病，在患者血液

中存在非正常的乙酷胆碱受体的抗体，竞争性阻断

乙酷胆碱与其受体的结合而导致肌肉瘫痪。成骨细

胞上存在的乙酷胆碱受体同样是乙酌胆碱受体抗体

的结合位点，因而这种疾病应该在骨组织中也有所

表现，但对于这一点似乎还没有引起学者和医生的

关注。
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Abstract Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are neurotransmitter-gated ion channels which were 

traditionally considered that often expressed at the vertebrate skeletal neuromuscular junction and within the central 

and peripheral nervous systems. In this study in situ hybridization and immunocytochemistrical technique were 

used to probe into the expression of α1 subunit of nAChRs in primary cultured osteoblasts. The results showed that 

both mRNA and protein of α1 subunit of nAChRs were positively expressed in the osteoblasts. It was presumed that 

structures like synapse at the skeletal neuromuscular junction might be existed in bone and involved in bone growth 

and remodeling activities. 
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