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体外培养破骨细胞骨吸收功能的检测和应用 

高建军 王洪复审 

骨吸收是破骨细胞(()c)的主要功能．受内 

分泌激素和骨组织微环境的调控。如伺检测 

OC的骨吸收功能一直是骨代谢研究的重要课 

题。随着OC分离培养技术的发展，体外俭删 

OC骨吸收功能的指标 断完善。酶组织化学 

法、同位素示踪法和骨片 吸收陷窝形态计量 

分析法等成为常用方法应用于骨吸收的研究 

中，其中骨片上吸收陷窝形态计量分析法是 

OC骨吸收功能的直观指标，在OC功能研究和 

骨质疏松症防治药物疗效研究中，越来越得到 

广泛应用。本文就体外培养OC功能检测指标 

的进展与应用作一概述。 

1 酶组织化学法 

抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)是 OC特征 

性酶，其表达和分泌与OC功能密切相关。既为 

OC重要的组化识别指标．也是其功能的反映 

普遍采用的偶氮偶联组化分析技术，以奈酚二 

磷酸盐为底物，偶氮副品红为显色剂，可以检测 

出该酶的存在和活力 。在骨吸收基础研究中 

常用TRAP染色技术识别OC，如骨髓细胞培 

养中观察OC由单桉细胞的产生及激素和细胞 

因子对 OC发生的影响 ’ ，及衡量激素或生长 

因子对长骨分离 OC生存力、活性的影响 

等 具体方法包括：TRAP阳性细胞计数或 

单细胞／培养液TRAP浓度定量比色测定 一 

些研究者以“甲基伞形内酯磷酸盐”为底物 利 

用其水解可以产生荧光物质的特点．与细胞上 

清液或裂解液反应后荧光 比色测定分析 

TRAP的活性 ，观察细胞因子对 OC功能的影 

响。 

抗酒石酸酸性三磷酸腺苷酶(TrATPase) 

作者单位：200032 上海医科大学老年医学(基础)研究_}1 L 

是TRAP的同l：酶，与质子泵功能有关，是OC 

酸化吸收环境，发挥有效吸收所必需。。]。以 

ATP■钠盐为底物，硫化铵为显色剂，PbS为 

最终产物的镁激活铅染色方法，可以作为识别 

OC的组化指标。与TRAP比较特异性更高，也 

能间接了解TrATPase的活力 于明香等采用 

该方法观察了OC体外生成时间及 CT的影 

响。由于技术要求比较高，更多的应用情况尚未 

见报道。 

OC骨吸收时氧代谢明显活跃，大量产生 

氧自由基，NBT染色技术可以反应细胞自由基 

的量，而作为OC活化指标。其原理是以NBT 

为受氧体与氧自由基反应生成蓝色沉淀，溶懈 

后比色测定，Oreffo【6 等用该方法评价OC骨吸 

收状态及OIF和TGF一口对其影响。由于干扰因 

素比较多，特异性比较差。该方法尚处于初步应 

用阶段。 

酶组织化学法是以OC特征性酶化学反应 

为基础的检测方法。简便易行，在观察影响因素 

对OC的短期作用时，Orefro认为其比骨吸收 

隐陷窝分析法更灵敏。然而尽管TRAP与骨吸 

收密切相关 ，仍不能直接代表骨吸收情况，况 

且酶的非特异性存在0]，使该方法必须结合其 

他检测手段，才能得到比较肯定的结果。 

2 同位寨示踪法 

采用放射性同位素量化骨吸收已有 3o多 

年的历史 Raisz于1 965年首先采用 Ca预标 

记底物来评价单核细胞的骨吸收特性0 。以后 

用于淋巴细胞 吞噬细胞等骨吸收功能研 

究“ 。80年代以来随OC培养技术的发展，逐 

渐成为o(：骨吸收功能评价的常用方法。其原 

理是采用活体预标记放射性药物的骨组织为底 

物，与OC共培养．随着OC对骨组织溶锵消化 

过程 放射性元素被释放到培养液中，根据释放 
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比(净释放量／掺入量)来衡量OC骨吸收能』J 

具体方法包括底物活体标记 共培养、取榉删} 

等三个步骤。常用放射陛药绚为”CaCI，。t1 

氨酸 ”]。 

(1)底物标记分胎鼠标记和成但鼠环i 

种。胎鼠标记，取孕 l8天大 鼠皮 r注 

“CaO．2raCi或。H一脯氨酸 hnCi，第 ：天解削* 

离胎鼠四肢长骨，去除周围结缔组织．冻融火 

活，纵向剖开，暴露矿化软骨并剪成碎片，紫  々

线消毒，空气干燥后备用 成年鼠标记，取 

左右刚断奶大鼠，隔 日皮下注射 ̈ 脯氧啦 

lmCi×10天，或 CaCi 0．1mCi×14天．停药l 

2～3天处死，分离四肢长骨后同 述处理并廖 

碎过网，取出 2O～40iml骨碎片备用， 

(2)共孵育，取预标j 骨纽织(10Ol~gj 

分离或诱导的OC共培养，每日换液 l̈ ≯ 

设阴性对照。 

(3)取样测量，定时取培养液 5 ，液体 

烁计数测量得总释放量和非特异释放璺。取 

组织消化处理(6NHcl过液j后可测得 ．． 

量，脱钙(120mmol EDTA 37 C过夜)、消化 

(200~tg／ml胰蛋白酶 37(、×40舒钟)等处理‘ 

可测量得腔原中 H总量。汁算净l释放比( 释 

放量一非特异释放量)／总量， 净释放比值求 

反应骨吸收的程度，其中”Ca净释放比反映骨 

组织钙化矿盐吸收溶解程度， H净释放比垃 

骨组织中腔原吸收降解程度。 

同位素示踪法是 OC骨吸收为基础的椅测 

方法，较准确量化OC的骨吸收功能．常Hj ‘ ‘ 

髓细胞培养中产生 OC样细胞的功能观察和吸 

收能力较强的鸡OC功能检测 为减少非啦 

收性放射性物质的影响．要求()( 数鲢大，}l } 

有放射性，限制该方法的使用。 

3 骨片上吸收陷窝形态分析法 

OC有特异的溶骨能力，扫描电镜对原f 

和体外骨片上培养的OC观察均可发观OC屯 

骨组织中能产生吸收陷窝 形成的陷窝数量、J 

小、深度与OC的功能有关 。1984年Chart, 

bers[u 和 Bodye[̈ 等首先根据OC骨片上二陷窝 

的数量和面积来反映OC的骨吸收功能。主磋 

浊是 溥切片上(1O0~m)接种分离的【)( 
～ 20分钟贴附纯化后，常规堵养 2d小叫 

# 湾洗-戊 醛 固定，脱水镀膜后扫描 E 

(SEM)观察，依据“边界清晰、形状典型(匣 

椭嗣或腊瞄肜)、底而粗糙不平，有纤维样蓦 

形态特征(如 1)．对图像进行分析处理 

吸收面积 骨片面积或陷窝敬 骨片来表示 

骨暇收的能力 近年来，在培养底物取材、! 

分离培养技术和观察手段上取得不少经验 

泼l‘ 价 珐 断得到完善(表 1) 

图 l 扫描电镜示破骨细胞骨吸收陷窝 

表 I 体外培养破骨细胞骨哑收 

陪寓形态分析技术主要进展 

凡1拦日皮质骨 q·殴骨出匝骨 鲸圩、象 

龟 新’ 免 胎免) 鼠(胳鼠、新牛鼠)、 

MEM 799培养菠 

!‘小时 6 

描电镜、倒置相差 徽镜、偏掂 } 

镜．光学显微镜 

培养底物选用牛殷骨皮质骨，来源丰i 

蛳 m 
耋；  ̈
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以获得比较好的吸收陷寓 而鲸 k象的牙切 

片，由于减少了血管管腔和陈 吸收的影响 使 

观察效果大大提高 ’。码的()【’ 骨吸收能力 

是哺乳类动物的5～6竹 能卉：骨片上迅速c：～ 

4小时)形成数量较多的比较 型的吸收粥窝． 

更适用于该评价方法 。。 

OC在骨片上形成吸收陪窝，其陷寓的数 

量、大小和深度直接反映OC的骨吸收能力 陷 

窝的形态观察，计数和大小测量是检测的主要 

指标。扫描电镜是传统的观察手段．10㈤×1、可 

以清浙地识别吸收陷窝 靖合 像处 系统能 

够计量和测量陷窝的数量柑面积 ．但在低 F 

(<4o0×)的观察识别仍受H~}wship氏管雌的 

影响，所获得的信息也有限 近年随着更先进的 

显微镜应用于OC功能的研究 {̈]．提高 r陷禽 

计数和测量的准确性、可皋性 如扫描探针 徽 

镜、立体扫描电镜能方便地获取陷窝的 维信 

息，使OC吸收功能的研 觅更 确化 

电镜观察准确可 ．蛆所需设备昂贵．标本 

制作复杂，周期较长，寻求一种简便易行的 法 

已势在必行。1 984年Bodye等根据甲苯胺监 r 

以使胶原异染的特性．应婀于观察，发现()(’形 

成的陷窝可以通过甲苯胺蓝染色在光镜下观 

察。Arnett采用该方法，取培养 2d小时的骨 

片，羟超声处理．固定、系列酒精脱水后染色 

(1 甲苯胺蓝×4分钟)．光学显微镜 F观察． 

分析了鼠OC和鸡 OC在牛股骨切片 L所形成 

的陷窝，与SEM 比较认为该方法可以作为禽 

类OC功能评价的观察手段 。由于=』(鼠舒离 

的OC数量较少．骨吸收功能不强，住骨H }．形 

成陷窝较少较浅，影响观察识 ，尚不能作为 一 

个理想手段。 

此后 Sato在超声去除细胞后不经过染色， 

用反射式偏光显微镜( ／4—4j(、)成功地观察 

了新生大鼠OC在牛皮质骨 片上所形成的吸 

收陷窝，其识别能力优于=甲苯胺蓝光镜 r观察， 

在排除非吸收I生陷寓力‘【盯更优于同情 F 

SEMEⅢ 在 500×可以清晰识别陷窝，结台图 

像分析可以进行面积和深度测量及功能评价。 

骨陷窝是OC骨吸收的直接结果 经过研 

究者 。 ’。 不断改进使该方法——陷窝分析 

技术成为骨吸收基础研究中普遍接受的快速、 

可靠的OC功能检测方法，适用于诱生OC和 

卣接分离OC的功能检测及影响因素的作用观 

察．尤其在Fenton等将体外OC培养时间延长 

到 144小时．甚至 240小时后，为研究OC成熟 

和活化提供了基础。结合成骨细胞(oB)共培养 

授术等．使其对研究细胞因子，OB与OC的相 

瓦关系及药物的作用机制等具有独特优势。 

总之，对 OC功能的检测是研究 OC骨吸 

收机制的手段，也是骨质疏松防治药物筛选的 

基础 近年来，这方面工作取得很大成绩，但仍 

存在许多不足，尤其我国起步较晚，更待进一步 

完善和发展。 
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道路颠簸致高龄乘客脊柱骨折2例原因分析 

赵 森 珂恩晋 李德耀 纪宪朝 

由于遭路颠簸致高龄乘客脊柱骨折为少 

见。1995年 3月 8日我院收浩 2倒，系同车高 

龄患者，约行 3公里颠簸路段后出现腰脊部痛 

而发现。现报告如下。 

例1 女，74岁，农民，查体：脊柱生理弯曲 

存在，未见明显畸形及日中胀．胸门棘突部局限性 

固定性压痛及叩击痛，活动轻度受限 x线片 

胸口椎体楔变，密度增高，轮廓不清，呵r见骨纹 

理中断，片内椎体骨质密度均明显降低 诊断： 

胸口椎体压缩性骨折(T度)．严重骨质疏松症 

(Sight分类法 I级)。 

倒 2 女 75岁，农民，查体：脊柱生理弯【fl1 

存在，未见明显畸形及肿胀．胸 12一腰 l棘突 

部局限性固定性压痛及口 旨痛．活动轻度受限 

X线片示腰 1椎体楔变，密度增高，轮廓不清． 

未见明显骨折线，但可见骨纹理中断、片 q椎作 

骨质密度均降低明显。诊断：腰l椎体压缩 骨 

折 (I度)，严重骨质疏松症(Singht分类法 1 

作者单位；723300 l褒西省洋县 眦骨科 

级) 

讨论：(1)严重骨质疏松症可能是高龄患者 

骨折发生的主要因素。本组 2倒均为严重骨质 

疏松症。据文献报道自5o岁后人体骨量逐渐下 

降，即通过骨的吸收增加细胞外液的钙含量，以 

维持体内生理需要。从而使骨质密度降低，加之 

高龄患者椎间盘的退化不能有效缓冲暴力的传 

递而致脊柱骨折。(2)坐于行进在颠簸遭路上的 

车上，使前后向、上下向作用力作用于胸腰段脊 

桂呵能是引起高龄乘客脊柱骨折的外因。胸腰 

段为较稳定的胸、腰段脊柱交界处．且动度大· 

加之胸段脊柱生理性后突，腰段脊柱生理前突， 

使上下向，前后向的暴力在胸腰段集中，反复多 

次的短期内积累劳损，导致严重骨质疏松的脊 

柱骨折 
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