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摘要  研究了稀土离子La3+对体外培养的骨髓基质细胞(MSCs)向成骨细胞分化过程的影响, 并初步探
讨了相关机理. 通过测定碱性磷酸酶(ALP)活性、骨钙素分泌、Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素mRNA水平及基
质钙化等指标表征MSCs分化程度. 结果显示, La3+抑制培养早、中期MSCs分化, 表现为显著抑制ALP
活性和骨钙素分泌, 下调骨钙素mRNA水平; 但是, La3+对MSCs最终基质钙化无明显影响, 原因为La3+

上调Ⅰ型胶原蛋白mRNA水平, 并促进培养晚期细胞ALP活性和骨钙素分泌. 另外, Western Blot分析显
示La3+作用于MSCs短时间即可激活丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)磷酸化 , 而且MAPK激酶抑制剂
PD98059能完全消除La3+对培养中期MSCs ALP活性的抑制作用. 这些结果提示, La3+对MSCs向成骨细
胞分化的影响依赖于细胞所处的分化时相. La3+可能通过MAPK信号途径抑制培养早、中期MSCs向成骨
细胞分化, 但对最终的基质钙化成骨无明显影响. 
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随着稀土在工农业方面的应用 , 通过环境和经
由食物链等渠道进入人体内的稀土量也有所增加 , 
并且在骨组织中相对富集[1]. 因此, 稀土对骨组织的
影响成为人们关注的问题 . 已有的动物实验结果表
明, 长期低剂量摄入稀土离子La3+会引起骨的显微结

构改变, 如骨小梁稀疏、变细, 甚至断裂, 但骨结晶
度增加[2]. 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
细胞数目减少、功能减弱将导致骨形成降低, 进一步
引起骨质疏松. 张金超等 [3]发现, La3+促进体外培养

的成骨细胞系UMR106分化, 表现为增强细胞碱性磷
酸酶(ALP)活性及钙化能力. 考虑到成骨细胞是由骨
髓基质细胞(MSCs)中的间充质干细胞分化而来 [4] , 
稀土离子有可能通过影响MSCs分化影响骨形成过程. 
早期研究显示, MSCs在β-甘油磷酸钠、地噻咪松和抗
坏血酸诱导下可体外分化为成骨细胞 , 形成与体内
骨组成相似的钙化组织[5,6]. MSCs向成骨细胞分化过
程包含 3个时相: 基质合成相、基质成熟相和基质钙
化相 [7] . 每个时相有各自的标志性蛋白的基因表达, 
推动细胞的整个分化进程. 在基质合成相, 表达及合
成细胞外基质如Ⅰ型胶原蛋白; 在基质成熟相, ALP
等蛋白的基因表达上调 ,  为钙化提供条件 ;  在基 

质钙化相 , 调节羟基磷灰石有序沉淀的蛋白如骨钙
素等的基因大量表达. 目前对MSCs向成骨细胞分化
的信号转导过程了解不多 , 一些文献报道丝裂原活
化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
信号途径在其中发挥重要作用[8~10]. 因此, 本文以β-
甘油磷酸钠、地噻咪松和抗坏血酸诱导的MSCs为体
外模型, 通过监测细胞培养过程中不同时间点时ALP
活性、骨钙素分泌、Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素mRNA 水

平及基质钙化等, 研究了稀土离子  La3+对MSCs向成
骨细胞分化过程的影响 , 并对相关机制进行了初步
探讨.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 试剂和材料.  DMEM培养基(高糖, 4.5 g/L)

和 TRIZol 购自 Gibco BRL; 胎牛血清(FBS)购自 
Hyclone; 抗坏血酸, β-甘油磷酸钠, 四甲基噻唑蓝 
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium  
bromide, MTT), PD98059, 地噻咪松 , ALP试剂盒 , 
PMSF, DTT, aprotinin, leupeptin购自Sigma; [125I]标记
的骨钙素放射免疫试剂盒购自北京东亚免疫技术研

究所. Taq DNA聚合酶和RNA酶抑制剂购自大连宝生
物工程有限公司 ; M-MLV逆转录酶购自Promega; 
oligo(dT)15, Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素 cDNA引物以及
管家基因GAPDH引物由上海博亚生物公司合成; 鼠
抗磷酸化胞外信号调节激酶 (Extracellular signal- 
Regulated Kinases, ERK1/2)抗体及辣根过氧化物酶标 
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记山羊抗小鼠IgG购自Santa Cruz; 其余试剂均为国
产分析纯. 所有塑料器皿(培养瓶, 培养板, 培养皿)
均购自Corning-Costar. La3+(LaCl3)溶液的制备: 纯度
为 99.99%的氧化镧加浓盐酸溶解, 加热赶去多余的
酸后用二次去离子水稀释得贮备液, 其浓度用EDTA
络合滴定法标定; 在使用前用培养基稀释至所需工
作浓度. 

(ⅱ) 原代 MSCs 的分离提取和体外分化诱导.  
大鼠股骨MSCs分离和原代培养方法按文献方法如下
进行[6]. 体重 150 g左右的雄性SD大鼠(北京大学实验
动物科学部)经引颈处死, 无菌条件下迅速取出股骨, 
抽取骨髓, 加到含 15% FBS, 100 U/mL青霉素和 100 
μg/mL链霉素的DMEM培养基中. 为了诱导MSCs向
成骨细胞分化 , 在培养基中补加 10−8 mol/L地噻咪
松、10 mmol/L β-甘油磷酸钠和 50 μg/mL抗坏血酸. 
按 105细胞/cm2将细胞接种到培养板中, 放入 37℃, 
5% CO2培养箱内静置培养. 培养 4 天后, 用PBS洗去
未贴壁的血细胞. 已贴壁的细胞为MSCs, 加入新鲜
培养基继续培养, 每 2~3 天换液一次. 所有实验中
MSCs均为原代细胞. 对于多数实验, MSCs培养到 21 
d.  

(ⅲ) 细胞活力测定.  培养第 4 天的MSCs在含
5% FBS 和不同浓度La3+的培养基中培养 3 d, 用
MTT法测定细胞活力[11]. 往细胞中加入终浓度为 0.5 
mg/mL MTT温育 4 h, 吸除上清液, 再加入DMSO将
生成的紫色晶体溶解, 然后用全自动酶标仪(TECAN, 
瑞士)测定 570 nm的吸光度.  

(ⅳ) 碱性磷酸酶活性测定.  培养第 4, 11 和 18
天的MSCs在含不同浓度La3+的培养基中培养 3 d, 用
PBS洗细胞 3次, 再用 1% Triton X-100/0.9% NaCl于
4℃裂解细胞 1 h. 离心后, 用试剂盒按文献方法[12]测

定上清液的ALP活性. 一个酶活性单位定义为 30 min
内生成 1 μmol对硝基苯酚. 用Lowry法测细胞裂解液
中蛋白质含量[13], ALP活性按蛋白质量归一化.  

(ⅴ) 骨钙素分泌测定.  培养第 4, 11和 18天的
MSCs在含不同浓度La3+的培养基中培养 3 d, 收集细
胞培养基 , 按骨钙素放射免疫试剂盒所提供的放射
免疫法(RIA)测定细胞分泌到培养基中的骨钙素含量. 
细胞用PBS洗 3次, 用 0.1 mol/L NaOH/0.1% SDS裂解
细胞, 用Lowry法测细胞裂解液中蛋白质含量[13]. 骨
钙素分泌量按蛋白质量归一化. 

(ⅵ)Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素的mRNA水平测定 . 
在培养第 4天的MSCs中加入 10−5 mol/L La3+, 继续培
养到第 14天. 参照Gibco公司提供的TRIZol法提取细
胞总RNA. Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素的mRNA水平通
过半定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)测定 . 取 5 
μg 样品RNA, 利用随机引物oligo(dT)15 和M-MLV逆
转录酶合成cDNA. 取 5 μL逆转录所得cDNA, 利用
PCR进行扩增. Ⅰ型胶原蛋白基因、骨钙素基因和管
家基因GAPDH的特异性引物序列参照文献[14]. 以
不含cDNA模板的反应体系为空白对照组, 以GAPDH
为内参照物测定每个样品的mRNA. PCR扩增程序为: 
94℃预变性 5 min; 94℃变性 1 min, 60℃退火 1 min, 
72℃延伸 1 min, 30个循环; 72℃延伸 10 min[14]. PCR
产物经 2%琼脂糖凝胶电泳和溴化乙啶染色后, 采用
计算机控制的Alphalmager 2200 凝胶成像仪 (Alpha 
innotech corporation) 进行图像扫描和分析, 得到Ⅰ
型胶原蛋白和骨钙素相对于GAPDH的mRNA表达量
的相对值.  

(ⅶ) 基质钙沉积测定.  在MSCs培养的第 4 天
开始持续用不同浓度的La3+处理细胞, 在第 21 天通
过测定基质中的钙沉积来定量MSCs钙化程度[15]. 用
PBS洗细胞 3次, 再用 0.6 mol/L HCl脱钙 24 h. 收集
HCl溶液, 离心取上清, 用原子吸收光谱测定钙含量. 
细胞用PBS洗 3次, 用 0.1 mol/L NaOH/0.1% SDS裂解
细胞, 用Lowry法测细胞裂解液中蛋白质含量[13]. 钙
沉积量按蛋白质量归一化.  

(ⅷ) ERK磷酸化分析.  在培养第 14 天的MSCs
中, 加入 10−5 mol/L La3+分别作用 10 min, 20 min和 2 h
后, 用Western Blot检测MSCs中ERK1/2 磷酸化水平. 
细胞用冷PBS洗 2次, 用裂解液(50 mmol/L HEPES, pH 
7.4, 含 150 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, 0.4% SDS, 
5 μg/mL aprotinin, 5 μg/mL leupeptin, 1 mmol/L PMSF
和 10 mmol/L DTT)在 4℃裂解 5 min, 提取总蛋白. 用
Lowry法测定细胞总蛋白浓度. 取 40 μg蛋白进行 10% 
SDS-PAGE电泳, 然后将凝胶上蛋白电转移到硝酸纤
维素膜上. 再用一抗鼠抗pERK1/2 和二抗辣根过氧化
物酶标记的山羊抗小鼠IgG进行印迹反应, 最后用增
强化学发光法显示蛋白带.  

(ⅸ ) 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时有显
著性差异.  
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11 天用不同浓度的La3+处理, 然后在细胞培养的第 7
天和第 14天检测ALP活性. 结果显示, 与未处理的细
胞相比, 处理后细胞中ALP活性都显著降低. 但在细
胞培养第 18 天用不同浓度的La3+处理, 然后在细胞
培养的第 21 天检测ALP活性. 结果发现, 与未处理的
细胞相比, 处理后细胞中ALP活性反而显著增强. 此
外, La3+对MSCs ALP活性的影响还表现出一定的浓度
规律性: 10−7和 10−6 mol/L La3+无论是在培养早、中期

的抑制作用还是在晚期时的增强作用均较强, 而 10−8

和 10−5 mol/L La3+则均较弱.  

 

2  结果 
2.1  La3+对MSCs活力的影响 

由图 1可知, 10−8~10−5 mol/L La3+作用MSCs 3 d
对细胞活力均无显著影响, 表明该浓度范围的La3+对

MSCs既无明显的促增殖作用, 也无明显的毒性作用.  

 

2.3  La3+对MSCs骨钙素分泌的影响 

骨钙素是成骨细胞分化晚期的一个标志性蛋白, 
它是一个成骨细胞特异性蛋白 [5]. 如图 3 所示 , 在
MSCs培养 21 d的过程中, 骨钙素分泌逐渐升高, 到
第 21天时骨钙素分泌达到最大值. 与ALP一样, La3+

对MSCs分化过程中骨钙素分泌的影响也因其浓度及
细胞所处的分化时相而异(图 3). 在MSCs培养第 7天
的前 3天用不同浓度的La3+处理对骨钙素分泌均无显

著影响; 培养第 14天的前 3天用不同浓度的La3+处理

都显著抑制了骨钙素分泌; 而在细胞培养第 21 天的
前 3天用不同浓度的La3+处理反而均使骨钙素分泌显

著增强. 

图 1  不同浓度La3+对MSCs活力的影响( x ± SD, n = 4) 
培养第 4天的MSCs在含 5% FBS和不同浓度La3+的培养基中培养 3 d, 

用MTT法测定细胞活力 

2.2  La3+对MSCs ALP活性的影响 

ALP是成骨细胞分化早期的一个标志性蛋白, 它

为羟基磷灰石沉淀提供 3
4PO − [5]. 如图 2 所示, 在MSCs

培养 21 d的过程中, ALP活性变化趋势是: 在分化早期
(第 1~7 天, 基质合成相)较低, 到分化中期(第 8~14 天, 
基质成熟相)达到峰值, 在分化晚期(第 15~21 天, 基质
钙化相)又下降. 该结果与文献[5]报道的一致. La3+对

MSCs分化过程中ALP活性的影响因其浓度及细胞所处
的分化时相而异(图 2). 在MSCs培养的第 4天和第 

2.4  La3+对MSCs中Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素mRNA
水平的影响 

Ⅰ型胶原蛋白是成骨细胞正常分化及钙化所必 
需的[16]. 通过半定量RT-PCR技术研究了La3+对MSCs
中Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素的 m R N A水平的影 

 

 
图 2  La3+对MSCs中ALP活性的影响( x ±SD, n=4) 

在培养的第 4, 11和 18天加入不同浓度La3+处理MSCs, 然后在培养的第 7, 14和 21天检测细胞ALP活性 
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图 3  La3+对MSCs中骨钙素分泌的影响( x ± SD, n = 4) 

在培养的第 4, 11和 18天加入不同浓度La3+处理MSCs, 然后在培养的第 7, 14和 21天检测细胞骨钙素分泌 

 
响. 结果显示, 在培养第 4天的MSCs中加入 10−5 mol/L 
La3+后, 作用到第 14 天,Ⅰ型胶原蛋白mRNA水平显
著升高, 而骨钙素mRNA水平显著降低(图 4). 

2.5  La3+对MSCs中基质钙沉积的影响 

通过监测MSCs基质钙沉积过程发现, 培养到第
7 天时, MSCs中几乎检测不到钙沉积; 培养到第 14
天时, 钙沉积量仍较低(0.51 ± 0.17 μmol/mg (蛋白)); 
而培养到 21 d时, 钙沉积量显著增加 (5.14 ± 1.19 
μmol/mg(蛋白)). 用 10−8~10−5 mol/L La3+长时间作用

MSCs, 对晚期细胞基质钙沉积均无显著影响(图 5). 
 

 
图 4  La 3 +对MSCs中Ⅰ型胶原蛋白和骨钙素的mRNA  

水平的影响 
在培养第 4 天的MSCs中加入 10−5 mol/L La3+, 继续培养到第 14 天,  
提取细胞总 RNA 进行半定量 RT-PCR 分析, PCR 产物经凝胶电泳后 

紫外扫描 

 
图 5  La3+对MSCs基质钙沉积的影响( x ±SD, n = 4) 
在培养的第 4天开始持续用不同浓度的La3+处理细胞,  

在第 21天检测基质钙沉积 

2.6  MAPK信号途径在La 3 +影响MSCs分化中的 
作用 

为了研究MAPK信号途径在La3+影响MSCs分化
中的作用, 将细胞用La3+处理之前先用PD98059 预处
理 , 然后测定ALP活性 . PD98059 是MAPK激酶
(MAPKK)MEK的选择性抑制剂, 它可以特异地阻断
MAPK 信号途径介导的细胞反应 . 结果显示 , 
PD98059预处理完全消除了 10−5 mol/L La3+对培养中

期细胞ALP活性的抑制作用, 提示MAPK信号途径可
能介导了La3+对培养中期MSCs分化的影响(图 6).  

为了进一步探讨MAPK信号途径在La3+影响

MSCs分化中的作用 , 采用Western Blot技术分析了
La3+对MSCs中ERK1/2磷酸化的影响. 结果显示, 在 
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培养第 14天的MSCs中, 10−5 mol/L La3+作用 10 min即
使ERK1/2 磷酸化水平开始上升, 在 2 h时ERK1/2 磷
酸化水平显著高于激活前的水平(图 7). 

 
图 6  MEK抑制剂PD98059对La3+抑制培养中期MSCs 

ALP活性作用的影响( x ± SD, n =4) 
培养第 7天的MSCs用 2 μmol/L PD98059预处理 2 h, 然后加入 

10−5 mol/L La3+作用到第 14天. * P<0.01, 与对照组比较; # P < 0.01,  
与La3+处理组比较 

 
图 7  La3+对MSCs中ERK1/2磷酸化的影响 

 

3  讨论 

3.1  La3+对MSCs向成骨细胞分化的影响依赖于细
胞所处的分化时相 

为了评价含镧羟基磷灰石材料的细胞毒性及细

胞相容性, 张玉梅等 [17]研究了含镧羟基磷灰石对大

鼠头盖骨成骨细胞生长情况的影响 , 发现含镧羟基
磷灰石对细胞无毒性作用, 且对细胞ALP活性无显著
影响, 说明该材料不影响成骨细胞的正常分化. 另外, 
张金超等 [3]发现, La3+促进体外培养的成骨细胞系

UMR106分化, 表现为增强细胞ALP活性及钙化能力. 
但是 ,  目前尚未见到关于La 3 +  对原代培养的正常
MSCs向成骨细胞分化过程的影响的报道. 本实验通
过测定MSCs中ALP活性、骨钙素分泌、Ⅰ型胶原蛋
白和骨钙素的mRNA水平及基质钙沉积等成骨细胞
分化指标来评价La3+(10−8~10−5 mol/L)对MSCs分化过
程的影响. 结果显示, 处于不同分化时相的MSCs对
La3+的响应方式不同. 当MSCs处于分化早期(基质合
成 相 ) 时 ,  L a 3 + 处 理 显 著 抑 制 A L P 活 性 , 

但对骨钙素分泌无明显影响. 当MSCs处于分化中期
(基质成熟相)时, La3+处理仍显著抑制ALP活性, 同时
抑制骨钙素分泌, 下调骨钙素的mRNA水平, 但却上
调І型胶原蛋白的mRNA水平. 当MSCs处于分化晚期
(基质钙化相)时, La3+处理反而使ALP活性和骨钙素
分泌显著增高. 而且, 不同浓度的La3+长时间作用于

MSCs均对晚期基质钙沉积无明显影响. 这些结果表
明, La3+对MSCs向成骨细胞分化的影响依赖于细胞
所处的分化时相 . 尽管细胞基质最终的钙化似乎未
受影响, 然而应当注意到, La3+抑制了处于分化前、中

期的MSCs向成骨细胞分化 , 对处于分化晚期MSCs
的分化却有促进作用.  

La3+对MSCs最终钙化成骨之所以无明显影响 , 
可能部分由于其上调Ⅰ型胶原蛋白mRNA水平, 促进
处于培养晚期细胞ALP活性以及骨钙素分泌. 一些研
究结果显示,Ⅰ型胶原蛋白是成骨细胞正常分化和钙
化的关键调节因子 [16]. 它可作为羟基磷灰石晶体有
序构筑的载体, 控制晶体的定向生长和尺寸. 另外, 
处于基质钙化相细胞的ALP活性增强, 为羟基磷灰石

沉淀提供了较多的 3
4PO − . 从骨形成的角度来看 , 若

La3+对MSCs分化过程中前两个时相的抑制作用与对
第三个时相的促进作用大致相抵 , 则不会导致骨矿
物含量改变 . 至于动物实验中所观察到的骨结构的
改变[2], 可能是由于低浓度La3+促进了破骨细胞活性, 
从而导致骨吸收增强[18]. 然而, 关于La3+对钙化成骨

包括骨结构、骨密度、骨矿物质的组成和晶体结构的

影响还需要进一步的实验结果来阐明.  
值得注意的是, 不同浓度La3+对MSCs ALP活性

和骨钙素分泌的影响程度不同 , 并未呈现出浓度依
赖性的抑制或增强, 其原因尚需进一步研究.  

3.2  La3+通过激活MAPK信号途径抑制培养前中期
MSCs向成骨细胞分化 

MAPK 信号途径由一组以级联方式依次磷酸化
活化的丝 /苏氨酸蛋白激酶组成 ,  包括 MAPKKK, 
MAPKK和 MAPK. 细胞外信号通过该途径逐级放大
并传导到细胞内乃至细胞核 , 把与膜受体结合的胞
外刺激物和细胞质及细胞核中的效应分子连接起来, 
调控细胞的增殖、分化和凋亡. ERK1/2是 MAPK信
号通路的核心分子, 它与其上游激活分子MAPKK和
下游效应分子一起, 组成一个信号转导体系. MAPK
信号途径(尤其 ERK1/2)是 MSCs 向成骨细胞分化过 
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程所必需的 [8~10]. 本实验结果表明 , MEK抑制剂
PD98059能完全拮抗La3+对于基质成熟相MSCs ALP
活性的抑制作用; 而且Western Blot分析显示, La3+作

用于MSCs短时间即可激活ERK1/2磷酸化, 这意味着
在La3+抑制处于分化前、中期MSCs分化的过程中 , 
MAPK信号途径起关键作用. 我们先前的研究结果也
表明, La3+短时间作用于成纤维细胞系NIH3T3 可激
活ERK1/2磷酸化[19]. La3+对ERK1/2磷酸化的迅速激
活作用可能类似于生长因子或细胞因子的作用 . 不
过, MTT法测定结果显示, 不同浓度的La3+对MSCs活
力并无显著影响 , 即它并不刺激MSCs增殖 . 因此 , 
对于La3+影响MSCs分化的信号转导过程的细节还需
进一步研究.  

致谢   本工作为国家自然科学基金资助项目 (批准号 : 
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