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文主要观察不 同浓度的 1，25(oH) D 诱导骨 

髓 干细胞形成破骨细胞的作用。 

材料 和方 法 

1．玻 片 的制 备 }将 盖玻 片常 规清 洗后 ，切 成 

6ram×6ram的方块 ，高温消毒 ，备用 。 

2．骨磨片的制 备：用新鲜牛股骨骨皮 质，按 口 

腔医院病理科常规方法制成磨片。 

3．细胞培养 }取 5周大小 NH小 鼠长骨骨髓细 

胞 ，用 a—MEM 洗 两遍 ，将 骨髓 细胞重 悬 于 n一 

№ M(含 15％胎牛血清 ，青霉 素 100u／ml，链霉 

素 lOOvg／m[)培养液中。加入 1，25(OH) 使 

培养液 的最终浓度分别为 OM，10”M，10 M， 

1O M，10 M，1 M。 以 1 5×10 ／ml的细胞 浓 

度种 于 24孔培养板(购 自 Costar公 司 ．每孔 直径 

1．6cm)，0．5ml细胞悬液／孑L，孔内加有玻片或骨 

磨片，置于3 C、5％Oq 培养箱内进行培养。每 

三天换液一次，用 4oo 新鲜培养液(含相 同浓 

度 1，25(OH) )换掉 4oO 旧培养液。 

4．倒置光相差显微镜观察及摄影 ：观察不同时 

间点骨髓细胞的变化，及在骨片上开始形成骨 

吸收陷窝时间，以及 随时间推移 的变化 ，摄影， 

照片进行 图 象分 析。计数 在 不 同浓度 1，25 

(oH) 培养液 中，于 不 同时 间点 骨 片上 形成 

的吸 收陷窝数 。 

5．观察 降钙 素 (Salmon calcitonin购 自 Sigma 

公司)对破骨细胞形成 的作用 ：将降钙素加入含 

有 10 M 1，25(oH) D]的培养液 中，使最终浓 

度为(0，0 lng／ml，lng／ml，10rig／m1)，每三天换 

液一次，每次换液添加相同浓度 的降钙素和 1， 

25(OH) 。于培 养第 8天，取 出玻 片进 行 

TRAP染 色 。 

6．HE染色 ：分 别 于培 养 3，4，5，7，8天 取 出玻 

片，行 HE染色观察破骨细胞分化的动态过程。 

7．酶组织化学监测破骨细胞的形成 ：抗酒石酸 

酸性磷酸酶(TRAP)染色。于培养 3，4，5，7，8天 

取出玻片，4％多聚甲醛固定后，行 TRAP特异染 

色 ，计数 TRAP阳性单核细胞簇和多核细胞数 。 

8．非特异酯酶(NSE)染色 ：风干玻片入孵育液 

f2．5％Ⅱ一醋酸奈酯 0．4m[；0 1MPBS(PH6．3) 

40m]；六 偶氮 副 品红 2．4m[]，37℃ ，3O分，冲 

洗 ，封片 。 

9．扫描电镜观察骨吸收陷窝 ：取与骨髓 细胞共 

同培 养 8天 的骨 片常规 制 作 ，扫描 电镜 观察 吸 

收陷 窝的形 态。 

1O一统计学分析 ：骨吸收陷窝数和 TRAP阳性 

细胞数采 用方 差分析 。 

结果 

一

、 骨髓细胞与玻片共同培养 ： 

1．形态 学观察 ： 

在 10～M 1，25(OH)。 存 在 下 ，前 三 天 ， 

可见骨髓单核细胞满视野 ，部分细胞贴璧 ，部分 

细胞轻 浮在玻 片 表面 。HE染 色可 见单 核 细 胞 

分布均 匀。TRAP染 色阴性 。第 四天 ，HE染 

色示部分单核细胞聚集成团 ，细胞间接触紧密 ， 

细胞突起相互连接。TRAP染色偶见 阳性单核 

细胞。第五天 ，可见单核细胞数 目增多 ，细胞募 

集 现 象更 明显 ，TRAP染 色 阳性 单核 细 胞 数 目 

增多，偶见 TRAP染色阳r眭多核细胞。第七天 

HE 染色显示 ，融合成的多核 巨细胞胞浆 丰满 ， 

细胞 突起延 展 ；细胞 核 圆 或椭 圆型 ，数 目不 等 ， 

有的聚集核 中央，有的排列在细胞周边 ，呈花环 

状。多核细胞周围围以单核细胞。TRAP染色 

示许多紫红色多核巨细胞周围围以绿色的单核 

基质 细胞 ，细胞 成簇 或 成 团分 布 。在 绿 色 的单 

核基质细胞间有许多散在的紫红色的单核 细 

胞 ，仍可见 TRAP阳性单核 细胞融合现象 。第 

八 天 ，TRAP 阳性 多 核 细胞 及 单核 细 胞 数 达最 

多 ，以后 不再增 加 。(图 1、2) 

2．不 同浓度 1，25(OH) 对 骨髓 细胞 分 化 为 

TRAP阳性细胞 的影 响 ： 

不同时间点不同浓度 1，25(0H) 存在下 

TRAP染色 阳性 的单 核 细胞 团 和多 核 细胞 数 不 

同。随时间推移 TRAP阳性细胞数逐渐增加，第 

8天达峰值，以后逐渐降低 ，于培养第 12天降为 

最低值。从 10 。M 浓度起 1，25(OH) 呈量 
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的依赖性增加 T1Lad~阳性细胞数，于 10 M浓度 

TRAP阳性 细 胞 数达 最 大 值 ，以后 随浓 度增 加 

TRAP阳性细胞数不再增加 ，反而降低。 

裹1 培养第8天不同维度 1，25(0H) 诱导TRAP阳性细胞数 

二 、骨髓细胞与骨片共同培养 ： 

1，25(oH)，D 浓度为 10nM 时 ，前 4天的 

培养骨片上未见骨吸收陷窝，第 5天，偶见骨吸 

收陷窝，第 8天骨吸收陷窝数增加，以后随时间 

延长陷窝数增加 ，于培养第 12天吸收陷窝数达 

峰值 ，吸收陷窝满视野。(图 3，4) 

裹2 第8、10天各组骨吸收陷窝数(x±SD，个，n=8) 

表 2各组数据经方差 9检验 ：随时间延长，第 

10天与第 8天相 比，各组骨吸收 陷 窝显著 增 

加 ，但 1，25(OH) D 浓度低 于 10 。M 时对破 

骨细胞的形成不起作用。随 1，25(oH) D 浓 

度增高，诱导骨髓细胞形成破骨细胞数增加，最 

有效的浓度为 10 M，以后浓度增 加破骨细胞 

形成 的数反而降低。 

三 、细 胞进行 非 特 异酯 酶 染色 显示 ，大 部 分 多 

核细 胞 为 弱 阳性 反 应 ，将 同 一玻 片 再 进 行 

TRAP染色 ，结果非特异酯酶弱 阳性反应的大 

多数多核细胞 TRAP反应强 阳性 ，许多非特异 

酯酶弱阳性 的单核 细胞 TRAP染 色也呈 强 阳 

性 。(图 5) 

四、降钙素对破骨细胞形的作用： 

降钙素对 1，25(clH)： 诱导形成的 TRAP 

阳性单核细胞簇无作用 ，而对 TRAP阳性多核细 

胞的形成具有量 的依赖性的抑制作 用。虽然降 

钙素不能完全抑制破骨细胞的形成 ，但对所形成 

的多核细胞骨吸收功能有较强的抑制作用 ，与骨 

片共同培养 8天偶见骨吸收陷窝，吸 收陷窝较 

小 ．至 12天骨吸收陷窝未见明显增 加 。 

五、扫描电镜观察 ： 

可见圆形 、椭圆形及不规则形骨吸收陷窝。 

由于脱矿和组织水解酶的作用 ，陷窝与周 围正 

常骨组织相 比明显凹陷 ，边界清晰 ，底面暴露出 

骨 基质 中的原纤维 。平行 排列 的原纤维 之 间还 

可见许 多纤 细 的纤 维分 支相互交错 。 (图 6) 

讨 论 

本研究提示由鼠骨髓单核细胞形成的多核 

细 胞具有 破 骨细胞 的某些 特征 ，首 先 多核 细胞 

TRAP染色呈 阳性 反 应 ，而 TRAP是 鉴定 破 骨 

细胞的标志酶 。其次 TRAP阳性多核细胞 

的形 成 受 亲 骨 性 激 素 的 严 格 调 控。 1，25 

(OH) 是刺激骨吸收的激素 ，可显著地刺激 

TRAP 阳性 多核 细胞 的 形 成 ，而骨 吸收 抑 制 性 

激素降钙素 ，明显抑制这些多核 细胞的形成 。 

第三 ，TRAP阳性多核细胞 ，也就是破骨细胞样 

细胞是 由单核前体细胞融合而成的，不同时间 

点的染色 观察可 证明这 一点。第 四，在 1，25 

(oH) D 下骨髓单核细胞与骨片共同培养 5— 

8天，骨片上可见大量骨吸收陷窝。 

本研究结果 ，TRAP阳性单核细胞簇先于 

TRAP阳性 多 核 细 胞 出 现 说 明 TRAP 阳性 

单核细胞是 TRAP 阳性多核细胞 的前体 细胞 。 

而未用 1，25(OH)，D 组 未 见 TRAP 阳性 多 核 

细胞的形 成 。因此 提示 ，1，25(OH) D 不 仅 诱 

导未成熟前体单核细胞(TRAP阴性)分化为成 

熟前体单核细胞 (TRAP 阳性 )，而且使成熟的 

前体 单核 细胞 融 合为 TRAP阳性 的多 核 细 

胞 。这种多核 细胞符 合真实破骨细胞的标 

准 ，能够在灭活骨片上形成骨吸收陷窝，降钙素 

抑制其骨吸收功能 ‘ ‘ 
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鹾 凳 
图 2 鼠骨髓细胞培养第 8天 ，_rRAP染色 阳性 多 

桩细胞及单核细胞明 增名 光镜 ×200 

图 4鼠骨髓 细胞培养第 l0天．骨 吸收陷窝数 明显 

增多 相差显微 镜 ×100 

图 6扫 描电镜示各种形 态的骨吸 收陷窝 ，可见陷 

窝底面骨基 质原纤维平行排列。 x 3500 

(I-接第46页) 

各级医疗单位均可购置和熟练掌握，极有利于 

广泛开展应用。以上是我们初步的工作，最后的 

结论还有待更多的数据证明。 
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