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体外培养破骨细胞的标志酶染色 

于明香 金慰芳 王洪复 

破骨细胞体外培养是从细胞与分子水平研 

究骨吸收机理与骨质疏松症防治药物的基 

础 。由于破骨细胞数量少，很难分离到纯的破 

骨细胞，体外培养所获破骨细胞常与其他细胞 

混台存在，因此从这些混杂细胞内辨别出破骨 

细胞尤为重要。鉴别破骨细胞的方法有多种．其 

中最方便而具特异性的指标为标志酶TRAP 

与TrATPase染色，作者应用细胞化学方法成 

功地对体外培养破骨细胞的标志酶进行 r染 

色，报道如下。 

1 材料和方法 

1 1 动物 出生24小时内的Wistar大鼠．本 

所实验动物房提供，沪医实验动物准字：34 

1．2 试剂 MEM粉剂与胎牛血清(GIBCO 

BRI ，U．S．A)，ATP二钠盐(中科院上海生物 

化学研究所)，萘酚AS—BI磷酸酯(Koch I ight 

I td，England)，副品红(上海新中化学厂)。 

l 3 破骨细胞分离与培养 参考已建立的方 

法 ，拉颈处死新生大鼠，75 酒精浸泡，分离 

四肢长骨，骨干部分用MEM培养液冲洗后放 

入玻璃培养皿 (含 MEM、15 胎牛血清， 

pH7．2)内，用解剖刀将骨质轻轻刮入培养液 

内，静置3O秒钟，将细胞悬液吸入放置盖玻片或 

骨片的6孔细胞培养板内，置二氧化碳培养箱培 

养30分钟，用MEM培养液冲掉未贴壁细胞，更 

换培养液继续培养以备活体观察与标志酶染 

色。 

1．4 活体观察 应用相差倒置显微镜观察培 

养细胞的形态与运动情况，并摄影记录。培养成 
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功方进行标志酶染色。 

1．5 TRAP染色 孵育液 A掖，0．1 mot／1 

醋酸缓冲液；B液，六偶氮副品红；c液，取萘酚 

AS BI磷酸酯加入N，N二甲基甲酰胺溶解 

将A、B、c三液按比例混匀，调pH至5．0，加入 

酒石酸钾钠配成TRAP孵育液(对照组孵育液 

不含萘酚AS BI磷酸酯)。玻片或骨片上的破 

骨细胞培养6～144小时后经2 5 戊二醛4(固 

定岳放入孵育液内．37 c孵育5o分钟，1 甲苯 

胺蓝复染．甘油明胶封片，光镜观察 

1．6 TrATPase染色 孵育液．将 ATP二钠 

盐、硫酸镁、硝酸铅、酒石酸钾钠按比例加八0．1 

mol／I Tris一马来酸缓冲液内，调pH至5 8(对 

照组孵育液不含ATP二钠盐)。玻片上的破骨 

细胞培养6～24小时后经2．5 戊=醛4 c固定 

君放入孵育液内，37C孵育40分钟，再浸入 

1 5 硫化铵1分钟．蒸馏水洗冲，甘油明胶封 

片．光镜观察。 

2 结果 

2．1 相差倒置显微镜观察 培养3O分钟时破 

骨细胞即贴壁，胞浆开始伸展，2小时后细胞形 

态清晰，呈油煎蛋形、长条形或不规则形，有片 

状或丝状伪足，含几个到十几个细胞核。细胞形 

态随培养时间延长而不断变化。 

2．2 TRAP染色光镜观察 破骨细胞形态各 

异．酶活性部位呈红色颗粒样沉淀，分布于全部 

或大部分胞浆，细胞核呈阴性，同片的其他细胞 

不着色(图la)，对照组不显色 

2．3 TrATPase染色光镜观察 破骨细胞形 

态同TRAP染色，酶活性部位呈棕褐色颗粒样 

沉淀，分布于整个胞装或胞浆的大部分，细胞核 

呈阴性(图1 )。对照组不显色。 
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图1 钆TRAP染色 分离培养的大鼠OC呈哑铃形，细胞浆呈红色，细胞核阴性 200×； b TrATPase染色 

分离培养的大鼠OC呈漏斗形，细胞浆呈棕褐色颗粒状，细胞核阴性 200× 

3 讨论 

已公认酸性磷酸酶与破骨细胞及骨吸收有 

关，组织化学染色表明破骨细胞胞浆内含有丰 

富的酸性磷酸酶，但酸性磷酸酶并非破骨细胞 

所特有，因为成骨细胞也含有少量的酸性磷酸 

酶，TRAP与TrATPase都是破骨细胞的酸性 

磷酸酶同功酶，为破骨细胞所特有，通常作为鉴 

别破骨细胞的重要标志口 本文TRAP染色 

结果显示破骨细胞胞浆呈红色，核呈阴性。 

TrATPase染色结果破骨细胞胞浆呈棕褐色颗 

粒状，细胞核呈阴性。TRAP与TrATPase对 

破骨细胞都较特异，据报道后者特异性更高，推 

测ATP是破骨细胞内TRAP的特异性底 

物呻。 

本文TRAP与TrATPase染色结果表明， 

该酶同样存在于体外培养的破骨细胞内，据此 

可将体外培养所获破骨细胞与其他细胞清晰区 

分，为此可用于观察体外培养破骨细胞的生存 

时间与药物影响。 
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