
中国骨嚼疏橙杂志 1999年9 第；卷第2期 63 

阿仑膦酸钠抑制破骨细胞体外吸收的研究 

王晓敏 干世风 主吖忠厚 

摘要 本研究利用体外分离培养的免破骨细胞，观察第三代双瞵酸盐阿仑膦酸钠(alendronate)对 

骨吸收的抑制作用。将alendronate加入培养埔中使其最终浓度为0M．1 M，10pM，10 M。同时琨察两 

组用alendronate盐溶液1 00pM，50 M浸泡的骨片对破骨细胞吸收功能的影响 用倒置光相差显教镜在 

不同时问点观察计数骨吸收陪窝并拍照。结果随着培养渡内alendronate浓度增高．骨吸收陷窝数减少， 

面积亦减少。耐用alendronate程泡过的骨片上未见骨吸收陷窝。说明a[endronate具有抑制破骨细瞻体 

外骨吸收的作用。 
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Abstract In order t0 Ii ra re the inhibitory effec~of alendronate on bone resorption in vitro．we 

used ctdtures of rabbl~osteoclasls ro address this issue．Alendronate fit various coneentrations was added 

to four groups of media(the tina[concentration：0M，1 M，10H ．10 M)．Before experiment，two 

groups of bone slices we incubated in a]endronate solution of ditferent concentrations(100ⅡM．50ⅡM) 

in PBS for 48 hours st 4 C．At differ~m dme．bone resorption pits were observed and calculated under 

inverted and contrast microscope．The res~hs showed that the number and 8Tea ol bone resorptive pits 

were not found off bone slices that oDce lncubated in alendronate solution
． The data demonstrate that aI— 

endronate lnhibits the acrivjty ot osreoclasts i,r vii ． 

Key words Alendronate OsteoclaStS Bone resorptive pits 

双磷酸盐是骨吸收抑制剂。破骨细胞是骨 

吸收的功能细胞，骨吸收活动是在骨的微小环 

境内进行的复杂分子生物学反应的过程。破骨 

细胞通过质膜向细胞外分泌酸，致使骨组织脱 

矿，脱矿后的残余骨基质，又被破骨细胞分泌的 

各种水解酶消化，分解破坏“ 。双磷酸盐抑制骨 

吸收的机制尚不明了，一些研究表明其对骨吸 

收的影响可能与破骨细胞的代谢．功能，酶活 

性，蛋白质多糖合成有关 ～’。为了观察第三代 

双膦酸盐制剂alendronate对破骨细胞的作用， 

作者单位：100081 北京医科太学口腔医学院病理教研室 

运用破骨细胞体外分离培养体系。观察药物因 

子的作用，并探讨其作用机制。 

l 材料和方法 

1。l 动物：新生日本大耳白兔(购自中国兽药 

监察所)。 

1。2 药品及试剂：(1)a—MEM培养基(Sigma， 

Chemical Co)。(2)alendronate(河北制药集 

团)。(3)新生牛血清(Gib~o Laboratories)。 

(4)HEPES(购自北方周正公司)。 
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1．3 方法 SPSS 积采用 软件的T进行分析。 

(1)破骨细胞的分离：将新生免断颈处死． 

无菌条件下取四肢长骨，在D—Hanks平衡盐溶 

液中去净附着在骨表面的软组织及软骨骺 然 

后在nMEM全培养液(含l 新生牛血清．薛 

酶 素 IOOU／ml，链 酶 素 100~g／ml， 

25mMHEPES)内。将骨干纵形剖开。轻刮骨的 

髓腔表面至颜色变白，用尖吸管吸取培养液反 

复冲洗髓腔面，去掉骨片，保留悬液，待用 

(2)骨磨片的制备：将新鲜牛股骨用金钢砂 

片及粗细金钢砂石制备成 6ramx 6ram大小． 

10岬 厚的骨磨片。选48片骨磨片置蒸馏水 

中，超声清洗三次。每次5分钟 实验前两无取 

1 6个经超声清洗的骨磨片，平均分为两组，分 

别浸泡于浓度为50 M，100 M的双膦酸盐溶 

液中，放置在4c冰箱内。分离破骨细胞之前， 

将超声清洗骨片和双膦酸盐处理骨片分别浸泡于 

口MEM(含青酶素1000U／ml。链酶素1000ug,．" 

m1)培养液内。换液三次，每次20分钟。 

(3)药物添加：取两个24孔培养板．每孔加 

lml n MEM全培养液。1个骨片。0、5ml细胞悬 

液于5 CO：。37|c条件下进行培养 隔夜。用 

MEM培养液冲掉来附着于骨片上的细胞。将 

骨片分成6组每组8个孔。见表l。 

表 1 药物潦加情况 

拥 刮  细胞培养{瘦内加  ̂ BP处理骨片(uM 

一 BP照浓度(uM) 

O 

1 

10 

100 

0 

0 

O 

0 

0 

0 

5O 

(4)相差显徽镜观察及拍照：采用Olym 

pus倒置光相差显徽镜，分别于第3天和第5 

天计数骨片上的骨吸收陷窝数，并拍照记录。利 

用LEICAQ550IW图像分析系统进行图像分 

析(A。B。C，D组各10张同样放大倍数照片) 

(5)统计学分析：各组吸收陷窝数及吸收面 

2 结果 

2．1 形态观察：破骨细胞与骨片共同培养l6 

小时，冲洗骨片后。未见骨吸收陷窝。但可见贴 

壁的破骨细胞轮廓．E，F组骨片上贴壁细胞轮 

痹少见 培养 24小时。A组个别骨片上出现小 

而圆的吸收陷窝，36小时A组骨片上出现吸收 

陷窝团呈花瓣样 B组出现散在的小而圆的吸 

收陷窝．C组偶见小的单个吸收陷窝，其它组未 

见 随时间延长。A组吸收陷窝数目及吸收面 

积剧增。B组增加幅度较小，(、组稍有增加。D 

组偶见陷窝。E，F组未见骨吸收陷窝 至第七 

天以后吸收陷窝数不再增加，陷窝周缘变模糊， 

E，F组仍未见骨Ⅱ鹱收陷窝。t见图1～6) 

2．2 功能测定：经统计学分析。用药组与非用 

药组相比吸收陷寓数和吸收面积有显著差异。 

并随浓度增加抑制作用增强。 

表2 第3天．7天备组骨吸收路寓数、面积( 士 ) 

注：用药组和未用药组 A组相比．P<0 0001 

圉 l 最早出现的骨吸收略窝 
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圉2 呈花瓣样的骨吸收瑞窝 

围3 第s天A组骨暇收陪窝 

3 讨论 

圈4 第 7天A组骨吸收陷寓和 

第 3天相比陷窝数及面积增加 

破骨细胞骨吸收是在骨表面E进行的
，所 

以破骨细胞性骨吸收首先需附着于骨面
。 不同 

的细胞外基质对破骨细胞产生不同的刺激信 

号，破骨细胞的微丝微管将产生不同的排列结 

圉5 B组第 3=j芒骨暇收陷窝 

圈6 13组第7天骨吸收陷窝相对于 

第3天陷窝数增加但增加幅度小 

构·固而产生不同的生物学行为 破骨细胞膜上 

有件为整合素(Int grjn)的信号传导受体
，磷酸 

化和细胞内钙平衡有关 ，它是一种穿膜糖蛋 

目，在蛔胞外侧与一些基质中的附着蛋白结台
。 

在细胞内侧又能与细胞浆内的talln和 inculin 

结台-从而使细胞骨架的微丝，微管与细胞基质 
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蛋白结合，基质蛋白主要为vitronectin和OS— 

teopontin和骨涎蛋白。这些蛋白含有Arg-Gly 

Asp(RGD)氨基酸序列 。双瞵酸盐是无机焦 

磷酸盐(P—O—P)的同型物，它的主要结构部分 

为 P—C—P”与焦磷酸盐相似。焦磷酸盐虽然能 

够抑制骨吸收，但其在体内很快水解，无法对骨 

吸收产生影响，而双膦酸盐的性质十分稳定．一 

经体内吸收，迅速进入骨组织吸附于羟磷灰石 

晶体表面．余经尿液原型排出 ，它对骨吸收发 

挥作用的机理可能有三方面(1)干扰成熟破骨 

细胞的功能，这类破骨细胞已经摄取双膦酸盐 

覆盖的钙化基质。(2)双膦酸盐在骨表面维持足 

够的浓度梯度以直接影响破骨细胞活化启动的 

细施问过程。(3)改变使破骨细施活化的骨基质 

性质 。 

本实验直用的alendronate对体外分离培 

养的破骨细胞具有量的依赖性的抑制作用，随 

浓度增加而抑制作用增强，表现为骨吸收陷寓 

教及吸收面积的减少 而用高浓度 alen． 

dronatePBS液处理的骨片上未见骨吸收陷窝 

的形成，表现为对骨吸收的强抑制作用。并且倒 

置光相差显微镜下贴壁破骨细胞轮奔数极步。 

由此推测，高浓度的双瞵酸盐溶液是否对骨片 

中的骨基质有影响，使破骨细胞上的整合蛋白 

难以识别骨基质中的RGD蛋白，从而难以附 

着在骨片上，不能形成骨吸收的微环境而抑制 

骨吸收。而培养液中加入的双膦酸盐作用可能 

是抑制破骨细胞集聚于骨面，抑制骨面上的破 

骨细胞活性，缩短破骨细胞的生命周期即促使 

其渊亡，改变骨基质和骨矿的性质，使其难 识 

别骨基质中的RGD蛋白，还是改变了骨基质 

RGD蛋白构型，使整合蛋白难以识别，还是二 

者兼而有之，有待于进一步研究。 
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中国老年学学会骨质疏松委员会于1999年3月2o日举行常务委员会。会上经研究决 

定，一致同意增补上海第二医科大学附属第九人民医院院长戴克戎教授、甘肃省人民医 

院院长沈国强教授为中国老年学学会骨质疏松委员会副主任委员。天津医科大学代谢 

病医院荣海欣博士、华北煤炭医学院附属医院张柳博士为委员。 
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