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阿仑膦酸盐诱导破骨细胞 

凋亡FAS基因的表达 

王晓敏 干世风 鹿淑珍 刘忠厚 

摘要 本研究采用10。 M 【，25(OH)：D 诱导SD鼠骨髓细胞形成破骨细胞，通过检测细胞上FAS 

基因的表达，探讨骨吸收旧 阿它膦酸盐的作用机制。 IV髓细胞培养6灭即有多核巨细胞形成，加入阿仓 

膦酸盐致终浓度为100gM，继续培养484,时后，发脱Ⅲ药 破骨样细胞及圆形单棱细胞的前体细胞呈现 

凋亡的形态学特征：胞浆收缩，梭旧缩等。FAS抗原是与细胞凋亡密切相关的细胞表面蛋白，用抗FAS 

抗体免疫组化方法，检删凋亡的破骨细胞及其前体细胞 FAS基田的表达，结果呈阳性，而未凋亡细胞 

呈阴性，提示阿仑膦酸盐导武的破骨细胞盈其前体细胞的凋亡，可能与细胞表面的FAS基因表达相关。 
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The expression of FAS gene in apoptolic osteoclasts induced by alendronate 
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Abstract In orde r to iitvestigate the mechanisms by which b Lsphosphonate(aIendroitate)inhibit 

bone resorption t brought about by osteoelasts．We have developed a in vitro model to study osteo— 

c【ast surviva【．1，25(OH)2D causes formation of ri)u】tinucleated cells with several osteoc[ast characteris— 

tIcs IIt cu】tures of SD rat ITtarro~e"．Osteoc【ast【ike ce【【s~rere growit frOFD SD rat hone marrow examiited 

morphoIoglcalIy for features of apoptosis after treatment with a[endronate for 48h．The definitive of 

apoptosis features are cytop[asmin contraction tehromatin condensation and nuclear fragmeittat[oit． 

The FAS andgens are proteiz~on the surface of]gmphocyte or other ceils and relate with apoptosis． 

By immunohistoehemistry method t we use anti—FAS antibodies to determine whether apoptotic osteo— 

c[ast and its progenitor cells express FAS gene．The result is that apoptotic ceils were positive，and nDit— 

apoptotlc cells、 re Itegfive．So it is proposed that FAS gene may he involved in the event of apoptosis of 

osteoc[ast and its progeititor cells treated hy alendrona re． 

Key words A[endroitate Osteoclast Progenitor cell of osteoc[ast Apoptosis FAS antigen 

双膦酸盐是含有不溶性 P c P结构，对 

骨矿有较高亲和力的焦磷酸盐的类似物，被广 

泛用于治疗由于破骨细胞过度骨吸收引起的骨 

代谢性疾病 。!。尽管双膦酸盐抑制骨吸收的确 

切机制还不清楚．但已有报道 ，经过双膦酸 
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盐处理的破骨细胞表现为质变的、退行性变的 

形态学特征，包括细胞收缩，桉固缩，核碎裂等。 

从而得出双膦酸盐抑制骨吸收，至少部分是由 

于引起破骨细胞凋亡而起作用。 

FAS抗原是细胞表面的一种蛋白，和细胞 
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渊亡密切相关，抗FAS抗体可以使含有FAS 

抗原的细胞凋亡。有研究证实FAS抗原的mR— 

NA在胸腺细胞上大量表达．在肝、肺、心脏和 

卵巢细胞上也有表达 ’ 关于破骨细胞上是否 

存在FAS基因的表达还未见报道。本研究利用 

SD鼠骨髓体外培养破骨细胞体系．并用阿仑膦 

酸盐处理破骨细胞及其前体细胞，观察其FAS 

基因的表达情况。 

1 材料和方法 

1．1 材料： 

1)动物：五周龄SD雄性大鼠(购白国家计 

生委动物室) 

2)药品及试剂：阿仑膦酸盐(a[endronate) 

(河北制药集团馈赠)，抗FAS抗体及免疫组化 

通用型试剂盒(购白中山生物技术有限公司)， 

l，25(0H) D (协和医院内分泌科馈赠)a— 

MEM培养基(Sigma Chemical Co．生产)。新生 

牛血清(Gibco生产)。 

1．2 方法： 

1)盖玻片及骨磨片的处理：用玻璃刀将盖 

玻片分切成1 cm×1 cnl大小，经常规高压灭菌 

后，于无菌条件下，将一面涂上0．1 多聚赖氨 

酸，晾干备用 将新鲜牛股骨，用金钢砂片将皮 

质骨切割成6 him×6 him厚约200 m的小片， 

再用粗细不同的金钢砂石将其磨成厚约10 m， 

经超声清洗处理后，浸泡于含抗菌素(青霉索 

1000U／ml，链霉素1000,ug／m1)的d—MEM培养 

液中，以达到消毒灭菌的目的 

2)诱导破骨细胞的形成 将SD大鼠断颈 

处死，无菌条件下取四肢长骨，去净附着在骨表 

面的软组织，暴露髓腔．用5 ml一次性注射器 

吸取1 ml a MEM全培养液(1 5 新生牛血清， 

青霉索100 U／ml，链霉素100~tg／ml，25mM 

HEPES)冲洗髓腔，收集冲洗液并用筛阿过滤， 

细胞悬液注入培养皿内1小时，收集含未附着细 

胞悬液，备用。取一24孔培养板，其中8个孔内放 

处理过的骨片．16个孔内放经处理过的玻片，将 

备用悬液中细胞悬液计数，每孔种植细胞数为l 

×10 个，细胞悬液内1，25(OH) D 浓度为l0 

M，每三天换液一次。 

3)阿仑膦酸盐的添加：于培养第6天骨片上 

出现骨吸收陷窝时除去含有玻片孔的旧培养 

液，换上新全培养液(含1，25(0H) D 1O-SM)， 

并在其中8个孔内加入阿仑膦酸盐致终维度为 

100．uM，另8个孔内加入等体积的PBS液作为 

对照组，继续培养48d,时。 

4)检测方法： 

倒置相差显微镜：观察培养细胞的形态及 

生长状况．骨吸收陷窝形成情况，并拍照。 

HE，TRAcP(抗酒石酸酸性磷酸酶)，姬姆 

萨染色：用药后48d'时，取甩药组和非甩药组玻 

片于10 中性福尔马林固定，甲醇固定，分别进 

行HE，TRACP染色和姬姆萨染色 

免疫组化染色；用SP法，即过氧化酶标记 

的链霉卵白素染色试剂盒方法。 

2 结果 

倒置相差显微镜观察：细胞悬液和骨片玻 

片共同培养3天换液后，骨片上未见骨吸收陷 

窝，但可见密集的单核细胞，玻片上圆形单核细 

胞胞浆丰满，内含许多空泡。未见多核巨细胞。 

于培养第4天，可见许多单核细胞向一处集聚， 

胞浆突起明显向一方延展，仍未见多核巨细胞。 

于培养第5天偶见多核巨细胞，有的细胞核集聚 

在细胞中央，有的细胞核散在细胞周边(如图 

1)，但骨片上仍未出现骨吸收陷窝。于培养第6 

天骨片上可见散在骨吸收陷窝，于培养第7天骨 

吸收陷窝数明显增加(如图2)，玻片上未用药组 

多核巨细胞显著增加，而用药组多核巨细胞及 

圆形单核细胞胞浆收缩。 

光镜观察 于培养第3天，进行HE、姬姆萨 

及TRACP染色，未见多核巨细胞，且TRACP 

阴性。于培养第7天，玻片上多数多核巨细胞及 

圆形单核细胞TRACP染色阴性，即胞浆呈紫 

红色。HE染色可见未用药组圆形单核细胞及 

破骨细胞(多核巨细胞)胞浆丰满，内含许多空 

泡结构，核大呈椭圆形，棱仁清晰(如图3)。而用 

药组破骨细胞及圆形单核细胞(破骨细胞前体 

细胞)胞浆收缩，核固缩深染，有的细胞可见核 
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圈1 HE染色，可见破骨细胞形成，棱或聚集细 

胞中央或散在周边。光镜×252 

的基质单核细胞，胞浆丰满，呈淡色，胞浆突起 

延展，相互连接成片，胞核轮廓清晰，呈蓝色，核 

大呈椭园形，核仁清晰(如图5)。 
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图4 HE染色，凋亡细胞胞浆收缩，棱固缩。光镜 

×2 2 

● 

1112破骨细胞在骨片上形成的骨吸收陷窝．相 文 
差显微镜×1 92 

● 

! 

图3 HE染色．未搁亡破骨细胞，核大，核仁清 

晰．胞浆丰蒲。光镜×500 

碎裂(如图4)。免疫组化染色结果．用药组凋亡 

细胞胞浆浓缩，呈棕褐色，核固缩，染色质凝聚 

成块，有的细胞可见核碎裂呈棕黑色。而未凋亡 

圈5 免疫组化染色t凋亡细咆呈阳性表达。光镜 

×252 

3 讨论 

许多研究表明10 M 1，25(0H) D 可以诱 

导骨髓单核细胞形成TRACP阳性的多核细 

胞，且具有骨吸收功能 。在 10 M l，25 

(OH)zD。诱导下，本研究将SD鼠骨髓细胞和 

骨片及玻片共同培养．发现培养6天可在骨片上 

出现骨吸收陷窝，而且玻片上的多核巨细胞及 

圆形单核细胞TRACP染色阳性，说明所形成 

的多核巨细胞与破骨细胞相一致。 

双膦酸盐对破骨细胞性骨吸收具有较强的 
． 

抑制作用，将阿仑膦酸盐加入培养体系中48／j~ 

时后．破骨细胞及其前体细胞呈现为凋亡的形 

态学特征：胞浆收缩．核固缩，染色质凝聚成块， 

鼍． 
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首届全国中医变态反应病学术研讨会征文 

由中国中医药学会主办，中国中医基础医学杂志社承办的首届全国中医变态反应病学术研讨会，将于1999年8 

月在山东青岛市举行。现将征文内容及要求介绍如下： 
一

、征文内容 1-中医 疗变态反应疾病的医史学研究；0．中医治疗变态反应疾病的文献研究；3．变态反应疾 

病的临床流行病学研究；4．变态反应疾病的中西医结合治疗；5．抗变态反应的药物研究；6．变态反应疾病的中西医 

比较研究；7．抗变态反应的试验研究；8．民间验方效方的整理研究；9．民族医药治疗变态反应疾病的研究等。 

二、征文要求 1．文章紧扣主题t书写规范，一律用打印稿件；2．已经发表过的论文请不要投寄；3．来稿一式两 

份t注明会议字样t并在文章的结尾写明作者的姓名、性别、年龄、职称、职务、工作单位、通讯地址、邮政编码、联系 

电话等；4．所有来稿经专家审阅通过后，即被列为入选论文，并结集出版；5．来稿请寄20元的论文审稿费，以便及时 

送审；6．请自留底稿，恕不退稿。一经评审结果即通知作者。 

三、截稿日期1999年j月31日 

四、来稿请寄 北京市东直门内北新仓18号 中国中医基础医学杂志社编辑部刘艳骄收 
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