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~orm ation and bone resorption 【n urine 1 rrow ce 

is likely r0 occur a{ter 3 days of culture． 

[Key w．rds] bone resorption；1，25 Dihydruxyvitamin D 

骨组织 的 局部 重建 (remodeling)调控 机 制 

取决于多种因素的影响．其中甲状旁腺激素、前 

列 腺 素 E 和 1，2j二 羟基 维 生素 D。[1，25 

(OH) D ：等是促进破骨细胞形成 、增强骨吸收 

的主要 刺激 因子 。研究 证实 1．25(OH) D。 

促使多种细胞类 型沿巨噬细胞通路进一步分 

化 ，其 中包括诱导骨髓干细胞分化形成破骨细 

胞样 细胞 (OI C)ll 。我室 首次 在 国内应 用 1， 

25一(OH)!D 成功地在体外诱 导 SD大 鼠骨髓 

细胞分化形成 ()I c，并对 其特 性作 了初 步观 

察 ] 本 研究 旨在 动 态 观察 1，25(OH)：D 对 

NH 小 鼠骨髓 细 胞 培 养 的剂 量 效 应 和 作 用 时 

象 ，明确其对 oI c的分化和形成 及继而引起 

骨吸收作用 的影响 。 

I 材 料和方法 

1，1 动物与试剂 

本实验选用的 3～4周 NH雄性小鼠购 自 

国家计生委动物室；1，25一(OH)：D 由北京协和 

医院内分泌科 馈赠 ；a—MEM 培养基和胎牛血 

清分别购 自Sigma和Gibco公 司。 

l，2 盖玻片和骨磨片的制备 

用玻璃 刀将盖玻片分切成 Jcm×Jcm，经 

高压灭菌后备用 。收集新鲜牛股骨，以金钢砂片 

将皮质骨分切成 ]cm×Jcm、厚约 200／*m 的小 

骨 片，再用金钢磨石将其磨成厚约 20,um 的骨 

磨 片 ；在击离子 水 中超 声清洗 3次 ，每 次 5min， 

然后浸泡于含抗菌素(青霉索 1 000U／m1．链霉 

素 1 000U／m1)的 D Hanks液 中过液，使用 前 

再 浸 泡 于 新 鲜 配 制 的 —MEM 培 养 液 中 

l5min。 

1．3 小鼠骨髓细胞的体外培养 

在 乙醚麻醉下 ，将 小鼠断颈处死，于 7j 

酒精中浸泡 3m[n，无菌条件下取四肢长骨 ，在 

D Hanks液 中去 净 附着 在骨 表 面的软 组 织 ．并 

暴露 髓 腔 ，再 以 一 次 性涟射 器 吸取 一MEM 夸 

培养液：10 胎牛血清．青霉素 100U／ml，链霉 

素 100U／ml， 25mmo[／I HEPES， 1． 25 

(OH)：I] 按 不同浓 度分组加 入]冲洗髓 腔．冲 

洗液经筛网过滤后注入培养皿内静置 1h。收集 

未附 壁 的细 胞悬 液 lml／?L分 别加入 24孔 培 

养板(每孔细胞数约为 10 个)．并按分组 分别 

在培养板各孔 内放置处理后的骨 磨片和盖玻 

片．置于 3 7(’CO。孵箱内培养 ．每 3天 更换培 

养液 1次 。 

1．4 分组 设计 

为检测 1，25一(OH)：D 对 本 培养 系统 的剂 

量效应 和作用 时相 ，我们设计 了两组 实验 。实 验 

一 ：依 1，25一(OH)：D 的 不 同 浓 度 分 设 ：0、 

1 0 、1 0 、1 0 、1 0 和 10 。mol／I 共 6组 ．除 

空白对照外．其他 5组在实验开始和每次换液 

时 加入 上述 浓度 的 1，25(OH) D ；实 验 二 ：采 

用 单一 维 生素 D．浓 度 (10 tool／l )，以实验 第 

3天换液 为界 ，分 设 前 3 d用 药组 [即在 第 3天 

换液时不再加入 1，25(OH) D 3 d后用药组 

[即在第 3天换液时才加人 1．25(OH)：D ]以 

及 全程用 药组 。上述 两组实 验均 于培养 第 3、6、 

9、12 d取出盖玻片染色，并在例置相差显微镜 

下观察 记 录骨片上的骨吸收陷窝。 

1．5 OI C及骨陷窝 的检测方法 

各组盖玻片取出后 ．于 10 中性福尔马林 

固定 1 5rain．分别行 HE和抗酒 石酸酸性磷酸 

酶(TRAP)染色 ，其 中 TRAP染色 采用 Sigma 

公司提供的试剂盒 光镜下观察 ，含 2个胞核以 

上且呈 TRAP染色阳性的多核巨细胞被判定 

为 Ol C。OI C的计数是在 200倍光镜下进 行 

的，每例玻 片任选 5个视野 ，记录其计数均值 ； 

对骨磨片上吸收陷窝的观察是在例置相差显微 
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镜下进行的 ，依据上述实验设计 ．定期观察骨吸 

收陷窝 的形成 情况 ．并在 1 50倍放 大倍数 下 ，每 

例骨片任选 5个视野，记录其计数均值 。采用 

Mann—Whitney U 检 验 (StatView 4．02软 件 ) 

对各组计数资料作统计学处理 。 

2 结果 

1．25(()H) D．浓度梯度实验表明：细胞悬 

液和玻片共同培养 6 d后 ，玻 片上开始出现数 

目不等的 TRAP 阳性 Ol C，这些细胞为多核、胞 

浆丰富、TRAP染色呈颗粒状紫红色着色(图 1)． 

而未加入 1，25一(OH)：D 的空白对照则未能在培 

养 中 形 成 TRAP 阳 性 多 核 细 胞 ；随 1．25 

(OH) D 浓度的增加，TRAP阳性 ()I c计数值 

呈递 增趋势 (图 2)，其 中 10。mol／l 与 10 

mol／I 组之间以及 10 mol／I 与 10 mol／I 组 

图 1 体外培养 6d后 、鼠骨髓细胞可在 

1 25一(()H)：D。的诱导下形成胞浆丰富的 

多桉巨细胞 (a．HE染色．×200)‘酶组化 

染色呈抗 酒石酸酸性磷酸酶 阳性 

的 OI C(b，TRAP染色．×220) 

霉  

± 

妊 

最 6N： uY-2 

体外培养时间 

体外 培养时间 

围 2 不 同 1．25(OH) D 浓 度组 TRAP 阳性 细 胞 

计数 (a)和骨吸收船窝形成(b)的动态变化 

之间差异无显著性(，】>0．05)．但它们与其他 

浓度组 间的差异均具有显著性(表 1) 各浓度 

组 随 实验 时 间 的推 移 ，TRAP阳 性 Ol C 计 数 

值也呈递增趋势 (图 2)．于培养第 9天达最高 

值 ，随后 阳性细胞数则趋于减少。倒置显微镜观 

察细胞悬液和骨磨 片的共同培养 ．在最低浓度 

组(10 mol／I )培养的各时相均未能观察到骨 

吸收陷窝，但其他各浓度组分别于培养第 6天 

骨磨片上形成骨吸收陷窝(图 3)，陷窝数于第 9 

和第 l 2天均 有所增 加 (图 2)，且 大 多数 浓度组 

间的骨吸收陷窝计数均值存在显著性差异(表 

2)。采 用单一 1．25一(OH)。D 浓度(10 tool／I ) 

培养 ，TRAP阳性 OLC仅见于 3 d后用药组和 

0  月  6  4  _1 

霉掣再 0 旺三兰 
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图3 体外培养第 9天，()l 【在骨磨片 形成的 

骨吸 收 陷窝 (相差 显 微镜 ．× 1 50) 

全程用 药组 ．且其 阳性细胞计 数 、骨 吸收 陷窝 计 

数 及其 各 时 相 递 增 趋 势 之 间 无 显 著 差 异 (表 

2)；但在前 3 d用 药组的培养 中．未能观察到 

TRAI 阳性 ()I C和骨磨 片 L的骨 吸收陷 窝 。 

3 讨论 

以往研 究 证实 1．25(()H) D 可 诱 导骨 

髓单核细胞形成 TRAI 阳性多梭细胞 ，并 使 

其 具有 骨吸 收功 能 骨髓 基质 细胞 中的成骨 

细胞具有 1，25(OH)=D、受倬，但破骨细胞 自 

身却缺乏这种受体 ．因此 1．25(OHj?D 对破 

骨细胞分化成熟的诱导作用很 可能是通过成骨 

表 l 各浓度组 FRAi’阳性 Oi (’和骨啦收陷窝 计数值问的统计学处理(j 值 ) 

让 ：M c·nn Whitney( 椅骑 10。。 mol儿 蛆各时象均卡见甘吸收陷禽形成．敞术与 他浓度组 比较 

表 2 不同用药时间蛆的 TRAP阳性 OI C和骨吸收陷窝计数 

注：3天后用药蛆和全程用药组间的备对应汁数值之问差 异 著性(P>0．,95 

细胞来 实现的 ‘ ] 本研 究采用 的 NH小 鼠骨髓 

细 胞混 台培养 为观察 1，25(OH) D 对 TRAP 

阳性破骨细胞样细胞的形成及其骨吸收活性的 

影响提供了必要条件。 

本研究结果表明：在高于 10 mol／I 1，25 

(OH) D。浓度的单一刺激下，骨髓 细胞的混合 

培养可于第 6天分化形成 TRAP阳性多核巨 

细胞，这些细胞具有破 骨细胞 的特征 ，即含多 

核 、呈 TRAP 阳性反 应 以及 可在 骨磨 片上形 成 

骨吸收陷窝。低浓度 1，25(OH)：D (10 mo] 

I )的培养中虽可诱导形成较少数量的 TRAP 

(下转第 30页) 
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点 ．而 糖尿病 的病 程 、血糖 控 制情 况 、年 龄 等 因 

素本 身也影 响着 BMD，值得进 一步研 究 
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阳性 多核 细胞 ．但 却 不足 以使 其 具备 骨吸 收 功 

能 。在骨髓 细胞培养 中．单 核前 体细胞募 集 、融 

合并 形 成 ()I C 的 能力 与 l，25(OH) D 的 浓 

度 (10 ～ 10 mol／I )呈 正 相 关 ，即 1，25一 

(OH)：D 的浓度越高 ，其诱导 的 ()I c形成的 

数 目和骨吸 收活性也 随之增加 。TRAP阳性 

()I c于培养第 6天开始 出现 ，数 目于培养第 9 

天增至最高值，随后则开始减少 共同培养的骨 

磨 片上骨 吸收 陷 窝的 出 现也始 于 实验第 6天 ． 

其数 目于培养第 9和第 l2天均有所增加 ，提示 

本培 养 系统所诱 导 Ol C的破 骨 活性 主要 发 生 

于培养第 6～9天 。 

本 研 究 还 证 实 ：仅 在 培 养 前 3天 施 加 1， 

25一(OH)⋯D 不 足 以诱 导 培养 骨髓细 胞 分化 形 

成 oI c，而 于 培 养 第 3天 后 再 添 加 1，25 

(OH) D 与全程用 药的诱 导 作用相 似 。这一方 

面反映了 1，25(OH)：D 的持续刺激对维持破 

骨细胞样细胞 分化的必要性 ，同时也证实 l， 

25(OH) D。对 NH 小 鼠骨髓 培 养 的作 用 时象 

是 在培养 3天 以后 。由于在小 鼠骨髓 培养 中 ，破 
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l j9 ．329 977 0 B． 
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Krakauer JC ．M cke⋯ MJ l~udere r NF．et I1]~xmc l()H 

and L~me t⋯ 【)v⋯ n be1e 1)iabe~es，1 g95．41 75 

⋯ + ⋯ + ⋯ + ⋯ + 一 + 一 一 w 一 

骨细胞前体细胞的增殖和聚集主要发生培养第 

3～4天 ，随后 则 发生在 这些前 体 细胞 的融 合并 

形成 ()I c㈨，因此 从 l，25(()H) D．对 骨髓 培 

养 的作 用 时象 来 看 ．其对 培养 中单核 细 胞 的增 

殖 和 Ol C的分化均 具有促进 作用 。 
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