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鸡破骨细胞分离培养方法的建立 

史风芹 于世风 庞淑珍 

摘要 为了寻找一种获得大量、纯化、有活力的破骨细胞的方法，我们对已经建立的兔破骨细胞体 

外分离培养方法的基础上加以改进。利用冲洗的方法，从28天的鸡的长骨中得到细胞团l破骨细胞后。 

又对鸡的长骨相继进行胶原酶和胰蛋白酶的消化．得到细胞团2和细瞻团3破骨细胞 将这些分离的细 

胞与盖玻片或骨磨片共同培养．通过相差显微镜观察到：这些分离的多核巨细胞能够运动，并能在骨磨 

片上形成吸收陷窝。另外，这些细胞对酸性磷酸酶染色呈阳性反应。而酸性磷酸酶是鉴别破骨细胞的标 

志 表明此分离培养鸡破骨细胞的实验技术是成功的。通过此方法获得的鸸破骨细瞻比用 往方法获得 

的免破骨细胞量多．且活力强。本方法的建立，为进一步研究骨吸收机理奠定了基础。 
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Abstract In this study，in o rder tD obtain large numbers of pure and viable osteoelasts，we im— 

proved the method of iso Lated and cultured rabbit osteoc[asts．The osteoe]astie population 1 were ob— 

rained from 28一day otd chicken long bones by flushing the rllat-t-ow cavities repeatedly The bones were 

then treated successively with col[agenase and trypsin．The osreoe]astic population 2 and population 3 

were obtained．These iso Lated cells㈣ e cultured on glass of bone slices．Under phase—contrast micro— 

scope，h has been found that these iso[ated multinue[eated giant cells can migrate and generate resorp— 

tion lacunae on bone slices．In addtion，these cells stained positively for acid phosphatase which ale 

marker for osteoclasts．These resu[ts suggested that the procedure of iso Lation of osteoelasts from the 

long bones of chicken WaS successfu L The numbers of chicken osteoc[asts are larger obtained by this 

meth0d than rabbit OSteoc[asts obtained by old method．The vitality of the chicken osteoclasts are ／ 

stronger．This method lays a foundation for further study of pathogenesis of bone resorption 
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我们已经引进和建立了体外兔破骨细胞分 

离培养的方法 ]，但由于此方法分离出的破骨 

细胞量少，且不够纯化。因此．影响了对破骨细 

胞的深入研究，尤其是分子生物学研究。许多国 

外学者采用各种单核细胞前体合成巨细胞的方 

法，试图用巨细胞代替破骨细胞。”。。。。但巨细胞 

与破骨细胞间存在着许多差别，从而限制了对 

真正破骨细胞生物学活性的研究 我们利用鸡 
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的长骨分离破骨细胞．旨在寻找一种获得大量、 

纯化、有活力的破骨细胞的方法，为进一步研究 

破骨细胞的分子生物学活性奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物：Leghorn鸡。 

1．1．2 药品及试剂；(1)EAGLE培养基(D— 

MEM)(Gibco Laboratories，USA)；(2)胶原酶 

(Collagenase TypeⅡ，Sigma Chemical公司产 

品)；(3)EDTA(Sino—American Biotechnol0gy 

公司产品)；(4)胰蛋白酶(Trypsin，Sino—Amer 
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ican Biotechnology)；胎牛血清(浙江省金华市 

清湖犊牛利用研究所出品)；(6)HEPES(Sino～ 

American Biotechnology公司产品)；(7)青霉 

素、链霉索(华北制药厂产品)。 

1．2 方法 

1．2．1 鸡破骨细胞的分离：1 5只I eghorn鸡， 

小米喂养28天．无痛处死。下列步骤均在冰上 

进行。无菌条件下取其股骨和胫骨，去净附着在 

骨表面的软组织及软骨骺，在无钙、镁的 

Tyrode~平衡盐溶液中．将骨干及干骺端纵行 

剖开 ，轻刮骨的 内表面．并用尖吸管吸 

Tyrode~平衡盐溶液反复冲洗骨髓腔．如此产 

生的细胞为细胞团1细胞。然后，骨干及干骺端 

放人 0．5rag／m]的胶原酶／TBSS巾，37℃．30 

分钟。象细胞团1细胞那样反复冲洗骨髓腔，获 

得的细胞我们称为细胞周2细胞 经胶原酶处 

理 的骨再 放人 含 225pg／nfl胰 蛋 白酶和 

0．015 DETA的无Ca 、Mg TBSS中．37℃， 

3O分钟 然后，加入 lm【胎牛血清终止胰蛋白 

酶的作用，像前述方法一样彻底清洗骨髓腔，从 

这一步所得的细胞为细胞团3细胞。上述二团 

细胞分别用 D—MEM 清洗离心一次．2000转／ 

分，10分钟／次。晟后各加入8mlD MEM，吹匀 

细胞，备用于实验。 

1．2．2 盖玻片的处理：将盖玻片用玻璃刀分切 

成lcm×lcm大小，洗衣粉水浸泡洗涤，再浸入 

硫酸钾清洁液中过渡．充分水洗，蒸馏水洗．攘 

干，高压消毒灭菌。 

1．2．3 骨磨片的制备与处理：取新鲜的牛股 

骨，用钢齿锯和金刚砂片将骨皮质分切成约 

6ram×6mm、厚约200gm的小片，再用粗细不 

同的金刚砂石将其磨成厚度约 l0gm，以便于 

在相差显微镜下观察。婕用前所有的骨磨片均 

置蒸馏水中．在超声波清洗器内超声处理三次， 

每次5分钟，以洗净骨片。然后浸泡于含抗菌素 

(青霉素 1000U／m[ 链霉素 lmg／ml的 D 

MEM中，更换三次培养液．每次20分钟，以达 

到消毒灭菌的目的 

1．2．4 破骨细胞的培养：取无菌 24 L培养板 

2个，每孔加1miD—MEM，其中一个培养板的 

每孔加入一个处理过的盖玻片，另一个培养板 

的每孔加入一个处理过的骨磨片．置二氧化碳 

孵育箱内1小时 然后．分别加入上述分离的三 

群细胞悬液．每孔0．5ml(各群细胞分别加入到 

含盖玻片的8个 L及含骨磨片的8个孔中)， 

5 CO 、87C潮湿条件下继续培养。隔夜，用D— 

MEM 冲掉未附着于盖玻片或骨片上的细咆 

(主要是红细胞)，继续培养 

1．2．5 破骨细胞的鉴定：(1)相差显徽境观察 

培养细胞的形态及运动情况，观察这些细胞是 

否能在骨片上形成吸收陷窝及陷窝的变化。 

(2)HE染色：生长有细胞的盖玻片于培养l周 

取出，80 乙醇固定，HE染色，脱水，二甲苯透 

明．树胶封固，光镜观察 (3)Giemsa染色：生长 

有细胞的盖玻片甲醇固定 l0分钟，Giemsa染 

液染1j分钟，自来水冲去盖片上多余的染料， 

空气干燥，二甲苯透明，树胶封固．光镜观察。 

(4)酸性磷酸酶染色：将上述细胞爬片八酸性磷 

酸酶作用液中，37̈C孵育2小时，蒸馏水冲洗， 

八l 硫化铵水溶液中 1分钟．自来水冲洗数 

分钟，脱水、透明、封固 (5)碱性磷酸酶染色：将 

上述细胞爬片入新配制的碱性磷酸酶孵育液 

中，37C 2小时，流水冲洗5分钟，入2 硝酸液 

巾5分钟，蒸馏水洗，入 0．5 硫化铵中 1分 

钟。自来水冲洗数分钟，脱水、透明、封固。 

2 结果 

2．1 破骨细咆运动状态的观察：细胞团l、细 

胞团2、细胞团3细胞加入到含盖玻片的培养 

板中后，培养两小时左右，多数细胞贴附到盖玻 

片上。通过相差显微镜观察到：三团细胞中，细 

胞团1细胞量最多，但较杂，尤其是红细胞含量 

很大{细胞团2细胞次之，除多核细胞外，尚含 

很多单核细咆；细咆团3细胞量较少，多为多核 

细胞。冲掉未附着在盖玻片上的细胞后，观察到 

细胞团 1、细咆团2中多核细胞较多，但较圆， 

胞浆活动能力较差．尚见较多的成纤维细胞及 

单核细胞．随着培养时间的增加，成纤维细咆分 

裂、生长迅速，更限制了破骨细胞的运动。细胞 

团 3中多核细咆虽相对量少，但其运动能力较 

强，胞浆伪足样运动活跃，由于其胞浆的不断运 

● 
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动，使细胞外形不断地变化。细胞团3中其它细 

胞较少。 

2．2 骨吸收陷窝的观察：细胞团 1、细胞团2、 

细胞团3细胞与骨片共同培养 l天后，均见有 

吸收陷窝形成．开始多为单个圆形或椭圆形．随 

着培养时间的增加，吸收陷窝也不断地增加．尤 

其是细胞团3细胞形成的吸收陷窝的增加速度 

更快，由开始的单个圆形到最后连接成串珠状。 

培养1周后，吸收陷窝的增加速度减慢或停止。 

2．3 破骨细胞的组织形忐学观察：生长有细胞 

的盖玻片经HE染色，观察到破骨细胞的多个 

细胞核非常明显，核的数量不等．由几个到几十 

个．染色质颗粒细小．分布均匀，着浅蓝色，每一 

个核含 1～2个核仁，胞浆 浅粉色，泡沫状，周 

围可见许多伪足样胞浆突起。Giemsa染色也观 

察到了多核的破骨细胞，棱呈蓝紫色．胞浆中可 

见大小不等的窑泡，周围胞浆 规则突起。酸性 

磷酸酶染色见成堆的破骨细胞呈阳性反应，多 

1、细胞核呈深棕色．核仁为黑色．胞浆呈棕黄 

色，其内见许多深棕色的酶原颗粒 碱性磷酸酶 

染色呈阴性反应 

3 讨 论 

破骨细胞是来源于生血干细胞的多核巨细 

胞，在骨吸收中起关键作用。然而．由于很难从 

骨组织中纯化{{』破骨细胞．所以．阻碍r对破骨 

细胞的研究。近几年，尽管已经建立了几种动物 

的破骨细胞体外分离培养方法，并且对破骨细 

胞的机能和调节也作_『一些研究 。 ，但一直没 

有解决如何获得大量、纯化、有活力的破骨细胞 

的问题。因而，对破骨细胞的深入研究，尤其是 

分子生物学及生物化学方面的研究受到了限 

制。 

在我们已经建立的兔破骨细胞分离培养方 

法的基础上．又从鸡的长骨中分离出多核巨细 

胞。在培养过程巾．利用相差显傲镜观察到这些 

多核巨细胞的胞浆不断地进行伪足样运动。把 

这些细胞与牛骨片共同培养．观察到这些细胞 

可以吸收骨，在骨片上形成吸收陷窝 并且，这 

些多核巨细胞对酸性磷酸酶呈阳性反应。这些 

都证明我们从鸡的长骨中分离jb的多核巨细胞 

是破骨细胞 

从本研究中获得的鸡破骨细胞量比兔破骨 

细胞量多．尤其是有活力的破骨细胞量多。这可 

能是因为越是活力强的破骨细胞，附着到骨的 

内表面越牢。象我们过去分离免的破骨细胞那 

样，单纯用冲洗的方法，很难将活力强的破骨细 

胞冲洗下来，而得到的破骨细胞就象本研究中 

的细胞团l细胞那样，虽然破骨细胞的量也较 

多，但多为无活力的或活力较弱的。我们对已建 

立的兔破骨细胞分离培养方法加以改进，利用 

冲洗的方法得到细胞团1细胞后，又对鸡的长 

骨相继进行胶原酶和胰蛋白酶的消化，得到了 

细胞团2和细胞团3细胞。虽然其量较细胞团 

1细胞少．但其活力很强，运动活跃，形成的骨 

吸收陷窝多。总之，本研究中所得到的破骨细胞 

总量要比用以往方法得到的破骨细胞量多，相 

当于多出细胞团2和细胞团3细胞，且这两团 

细胞的活力很强。 

本研究方法的建立，为进一步研究骨吸收 

机理奠定的基础。但本方法所得到的破骨细胞 

仍不够纯化，还混杂有少量的成纤维细胞和单 

核细胞，尚需进一步改进。 
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