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· 药物研究 · 

骨质疏松症防治药物的体外细胞药效评价 

王洪复 金慰芳 高建黑 

骨质疏松症已成为人类老年时生活质量下 

降和寿命缩短的主要原因之一，因而对有效防 

治骨质琉松症的药物研究是近四分之一世纪以 

来十分重视的课题。随着细胞实验技术和分子 

生物学技术的发展，骨质疏松症防治药物的研 

究在细胞与分子水平阐明了骨质疏松症病理机 

制的基础上，又取得了长足的进展。骨质疏松症 

的发生与成骨细胞和破骨细胞的功能失偶联有 

关，因而在细胞水平上观察药物对骨细胞功能 

的调整作用是评价骨质疏松症防治药物药效的 

方法之一。本文分别就成骨细胞药效和破骨细 

胞药效评价方法作一抛砖引玉的介绍，以供骨 

质琉松症防治药物研究的参考。 

1 骨形成促进药物的体外细胞药效评价 

成骨细胞是骨形成细胞，可合成、分泌20 

余种胶原与非胶原蛋白质和一些骨代谢局部调 

节因子，在骨重建中生成类骨质和促进类骨质 

矿化，形成的新骨质修补破骨细胞骨吸收形成 

的陷窝。成骨细胞功能减退致新骨形成量减少， 

对骨吸收陷窝的修补能力减弱，造成骨小梁变 

细、薄弱、穿孔，皮质骨出现多孔性改变。因此， 

成骨细胞骨形成促进药物是防治骨质疏松症的 

主要途径之一。为此，必需建立成骨细胞体外培 

养技术和骨形成功能检测指标。 

1．1 成骨细胞体外培养技术 

1)取材 以新生(24小时或1～3天)大、 

小鼠或 l9～21天妊娠胎鼠的头盖骨为材料，分 

离培养的细胞系为有分化潜能的前成骨细胞， 
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其具有增殖分化的能力．是观察增殖能力和功 

能表达的理想材料 

2)细胞收集 取材于头盖骨培养成骨细胞 

应用酶消化法．酶消化能去除细胞间质．使细胞 

松散分离 标本先经0．2j 胰蛋白酶预消化ls 

～ 20分钟，以清除掉纤维组织细胞。然后以 

0．1 Ⅱ型胶原酶．在37 C环境中振荡(50次左 

右／分)消化60分钟，以 ]O00rpm离心收集细 

胞。可再重复胶原酶消化6o分钟，以收集尽可 

能多的细胞。胰蛋白酶预消化分离的细胞，9o 

为成奸维细胞，以后由胶原酶消化分离的细胞， 

95 为成骨细胞和骨细胞。 

3)细胞培养 将分离收集的细胞以5× 

10 ／era 的密度接种于培养瓶中，置5 CO 

37 C培养箱培养。24小时可见细胞贴壁生长， 

胞浆开始伸展，换新鲜培养液，以后隔48小时 

替换培养液。于接种后第4天作第二继代培养， 

先以0．25％胰蛋白酶使贴壁细胞消化松解、变 

圆，3～5分钟吸出消化液，加入新鲜培养液．轻 

摇，细胞即脱壁。以5×10s／cm。的密度移入含 

培养液的新培养瓶继续培养。培养液是维持细 

胞生存和生长所需的基本营养溶液，常用 

MEM(minimum Eagle medium)、1O 小牛血 

清或胎牛血清、青霉素、链霉素组成，用时新鲜 

配制，冷冻保存。 

1．2 成骨细胞鉴定 为确认所培养的细胞为 

成骨细胞，须以一定的特异性指标对培养细胞 

进行鉴定。主要指标为： 

1)形态观察 在倒置相差显微镜下观察， 

成骨细胞呈三角形、多角形和纺锤形，胞浆丰富 

的向外伸展，伸出几个突起与邻近的细胞伸出 

的突起相联 胞核大而清晰，呈圆形或卵圆形， 
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含1～2个核仁(照片1)。 

照片1 活体观察，OB呈 规则多角形． 

单十卵圊形核 ×lO{I 

Z)ALP染色反应 或骨细胞含丰富的碱 

性磷酸酶(ALP)，是成骨细胞的特异标志酶。 

于培养6天．应用改良的Gomori氏钙钴法作 

细胞化学染色．成骨细胞胞浆可见棕褐色阳性 

颗粒(照片2) 

照片2 ALP染色 OI3胞浆显黑色 

阳性颗粒 ×100 

3)PAS染色反应 成骨细胞胞浆含丰富 

的基质前体成分，应用过碘酸一Shiff氏法细胞 

化学染色．呈红色阳性反应(照片3)。 

4)矿化结节形成 培养10～14天的成骨 

细胞具有形成矿化结节的能力，是成骨细胞的 

重要标志。加入p磷酸甘油可诱导成骨细咆分 

泌碱性磷酸酶，促进有机磷分解为磷酸盐，使钙 

盐{冗积，形成矿化结节。应用0．1 茜素红细咆 

化学染色法呈现红色反应(照片4)。 

1．3 成骨细胞药效评价指标 

照片3 PAS染色，OB胞浆显红色 

阳性颗粒 ×100 

．1 鸯  

．囊 

遵巍枣 

照片4 ARS染色．矿化结节显 

红色反应 ×4O 

1)增殖率测定 MTT[3一(4，5dimethyl— 

thiazol 2一y1)一2，5-diphenyl—tetrazolium bro— 

mide]法测定成骨细胞存活和增殖具有简便、迅 

速、准确、安全等优点。MTT是一种淡黄色唑 

氮盐，是线粒体脱氢酶的作用底物，经活细胞作 

用后还原为不溶于水的蓝紫色甲膳(formazan) 

结晶，溶解后在56o～610nm有一个较宽的最 

大吸收峰．用分光光度仅可测定其含量。A值 

大小与活细胞数之间有良好的线形关系。本实 

验室测定条件为；(1)测定时换成无血清培养 

液；(2)测定波长 570nm；(3)37C、5 CO2． 

MTT孵育4小时；(4)MTT 5 !(5g／L)，检测 

细胞数 1 x 10 ．线形，一0．9701。 

2)ALP活性测定 成骨细胞含碱性磷酸 

酶是纤维母细胞的5～2O倍，功能活跃时活性 

增高。以对硝基酚磷酸盐(PNPP)作底物，在 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


CHINESE JOURNAL OF OSTEOPOROSIS Vot．5 No．2 I 999 

pH10．5、37 C条件下，ALP使PNPP转化为黄 

色的对硝基酚(PNP)．应用分光光度计405nm 

波长测定吸收值(U／L)。用考马氏亮蓝法测定 

蛋白浓度(mg／L)。ALP比活性以U／mg蛋白 

表示。 

3)矿化结节计数 经S磷酸甘油诱导形成 

的矿化结节，经 95 酒精固定，0．1 茜索红液 

染色。以橘红色结节、边界清晰、>20 m为标 

准．在40倍光镜下作结节计数。矿化结节形成 

代表了成骨细胞分化成熟，行使成骨功能的阶 

段，是成骨功能的形态表现。 

4)骨钙紊测定 骨钙素(BGP)是成骨细胞 

合成和分泌的特异产物．为成骨细胞分化成熟 

的指标，反映成骨细胞的成骨功能 可应用骨钙 

素放免分析方法测定细胞培养液中的骨钙素含 

量，以测定完整骨钙素分子较为准确。在以动物 

成骨细胞为对象而检测骨钙素时，应采用动物 

(如大鼠)骨钙紊放免试剂盒。也可应用RT 

PCR(逆转录一聚合酶链式反应)技术测定骨钙 

素的表达水平，每瓶接种100万细胞，培养第2 

天加入诱导液．培养 l4天终止，提取总RNA。 

进行逆转录反应、聚合酶链式反应和电泳分析。 

以骨钙紊／肌动蛋白表示骨钙素表达量 

此外，有条件时还可应用RT—PCR技术测 

定培养成骨细胞的I型胶原、IGF—l等的基因 

表达水平，代表了成骨细胞的合成胶原和非胶 

原蛋白质的功能。 

2 骨吸收抑制药物的体外细胞药效评价 

破骨细胞的主要生物学功能是骨吸收．在 

骨重建中起启动和调控骨形成作用。破骨细胞 

骨吸收功能过度活跃可造成骨量过多丢失．是 

绝经后骨质疏松症等高转换型代谢性骨病的主 

要原因．因而对破骨细胞骨吸收功能的一定抑 

制是骨质疏松症防治药物的主要药理之一。为 

此，需建立破骨细胞体外培养技术和骨吸收功 

能的定量检测指标 

2．1 破骨细胞体外培养技术 

1)rg材 一般以出生24小时的大、小鼠或 

出生l0天的免四肢长骨为材料．也可用鸡的长 

骨。近年来发展了由骨髓、脾组织诱导培养技 

术。 

2)细胞收集 将附着于骨的软组织和干骺 

端清除后的长骨，在培养液内纵行剖开骨干，用 

手术刀轻柔地将骨质刮入培养液中．吸管吹打 

骨质碎粒使细胞分离，取上层细胞悬液培养 也 

可加入0．25％胰蛋白酶一EDTA或含胶原酶的 

a—MEM液消化分离细胞 

3)细胞培养 将上层细胞悬液均匀接种于 

24孔或6孔培养板内．每培养孔中含薄骨片或 

盖玻片．加入培养液至l毫升(24孔)或2毫升 

(6孔)。置5 CO 、95 空气、37c培养箱中培 

养．培养3o分钟．用MEM培养液冲掉未贴壁 

细胞，更换培养液．继续培养 每24小时更新一 

次培养液。MEM培养液含lO 小牛血清、5 

胎牛血清、l00~／ml青霉素、lO0~g／ml链霉素． 

pH7 0～7．1 

由于骨质中破骨细胞数量少(每gtm 组织 

中仅有2～3个)．体积大、脆性高易受损伤．对 

环境中物理、化学因素的影响很敏感．因而体外 

培养的难度较高．成功率低 分离培养中需注意 

动作要轻柔、速度要快、培养液pH要恒定。 

2．2 破骨细胞鉴定 依据形态观察和生物学 

功能测定对破骨细胞进行鉴定，主要指标为： 

1)形态学观察 破骨细胞是一类多核、体 

积大的巨细胞，在相差倒置显微镜下观察容易 

识别。细胞直径达30～lO0~m．含几个至数十 

1、核 培养2小时唇胞浆伸展．形态清晰．呈油 

煎蛋形、长条形、漏斗形、不规则形等(照片5) 

2)TRAP染色反应 抗酒石酸酸性磷酸 

酶(TRAP)为破骨细胞的特异性标志酶．应用 

偶氮偶联组化分析法酶活性部位显示红色反 

应。以萘酚二磷酸盐为底物．偶氮副品红为显色 

剂一TRAP在酒石酸钾钠存在条件下将萘酚 

As—B1磷酸盐水解为萘酚AS--BI．与显色荆 

结台形成红色沉淀(照片 6)。 

3)TrATPase染色反应 抗酒石酸酸性三 

磷酸腺苷酶(TrATPase)与破骨细胞质子泵功 
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照片5 活体观察．OC 油煎蛋形， 

含16十细胞棱，周边有丝状伪足 ×looo 

照片6 TRAP染色，0c呈不规则长条形， 

咆浆显红色反应． ×3．000 

能有关，是破骨细胞骨吸收微环境酸化，发挥骨 

吸收所必需的酶。应用镁激活铅染色法。以 

ATP二钠盐为底物，硫化铵为显色剂，形成 

PbS棕黑色颗粒阳性反应，分布在胞浆中(照片 

7)。 

照片7 TrATPase染色．OC呈 规则形+ 

胞浆显棕黑颗粒。 ×100o 

4)降钙素受体测定 破骨细胞及其前体含 

有丰富的降钙素受体，结合位点)10‘／细胞。降 

钙素受体只在定向破骨细胞前体l及成熟破骨细 

胞中表达，因而是反映破骨细胞分化的特异性 

标志，并是与巨噬细咆多核体的鉴别指标。应甩 

免疫细胞化学染色法，经ABE；试剂反应和显色 

反应，呈橙黄色阳性反应，苏术精复染后核呈淡 

蓝色(照片8)。 

曩 

照片8 降钙素受体免疫组化染色(ABLE法)． 

咆浆显棕色颗粒阳性反应 ×800 

5)骨片吸收陷窝观察 骨吸收陷窝形成是 

破骨细胞的特异性功能标志，应用薄牛骨片(10 

～50／~m薄)培养破骨细胞，经3天培养，有活 

性的破骨细胞在骨片上形成明显的吸收陷窝， 

基底粗糖不平、边界清晰。呈圆形或不规则形 

(照片9) 

2．3 破骨细胞药效评价指标 

1)TRAP阳性多核破骨细胞计数 TRAP 

染色阳性细胞包括单核前破骨细胞和多核(≥2 

个榜)破骨细胞。将细胞悬液培养于含骨片24 

孔培养扳中，加入药物分别于0时、培养3天取 

骨片．经2，5 戊二醛、4 C固定10分钟，蒸馏 

水清冼后，浸入TRAP孵育液37℃孵育50分 

钟，蒸馏水冲洗后1 甲苯胺蓝复染，光镜计数 

多按TRAP(+)细胞。培养3天时的多核破骨 

细胞生存数与0时(对照)比较，计算药物对破 

骨细胞生存的抑制率 

2)骨片吸收陷窝计数 将细胞悬液培养于 

台薄骨片24孔培养板中，每24小时取骨片经 

2，5 戊二醛4℃固定7分钟，超声}奇洗后，系 
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照片9 扫描电镜观察，吸收 

陷窝成串形成 ×l500 

列酒精脱水，自然晾干，以l 甲苯胺蓝室温染 

色3～4分钟．蒸馏水冲洗后光镜计数吸收陷窝 

或进行形态计量，药物组与对照组比较计算药 

物对破骨细胞骨吸收陷窝形成的抑翩率。 

3)破骨细胞凋亡率分析 促进破骨细胞凋 

亡是骨转换抑制药物的机制之一，因而测定破 

骨细胞凋亡率可作为破骨细胞药效评价的指 

标。检测细胞凋亡的方法较多，如细胞膜成分改 

变、DNA降解、流式细胞技术、DNA末端标记、 

内切核酸酶活力测定等。本实验室应用荧光染 

色方法观察培养破骨细胞的形态，可作为动态 

观察细胞药效评价的实用方法之一。在置有盖 

玻片的24孔培养板中．注入由长骨分离的细胞 

悬液培养，经4小时，待破骨细胞贴壁生长完全 

伸展时，加入一定浓度药物继续培养，于不同时 

间取出玻片，PBS清洗．进行固定和荧光染色． 

在荧光显微镜下观察。凋亡破骨细胞呈橙红色， 

可见体积缩小、核固缩、核边缘化、形成小体等 

改变(照片1O)。 

照片 l0 荧光显示徽镜观察，OC桉固缩 

凋亡小体形成 ×l 200 

(F-接第45页) 

庭和社会带来沉重的负担。因此．找一种方便有 

效的治疗方法，对改善老年妇女的健康水平．提 

高其生活质量，减轻其家庭和社会的负担具有 

重要意义。笔者认为，本文所用中西医结合方法 

治疗绝经后妇女原发性骨质疏松症，具有用药 

简便，疗效较好，副作用少等优点，有一定实用 

价值。 
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