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高纯度破骨细胞分离培养与功能表达 

高建军 顾淑珠 金慰芳 邓华云 王洪复 

【摘要】 目的 获得足量高纯度活性破骨细胞进行破骨细胞生化学和分子生物学研究。方j壹 

利用破骨细胞与 I型胶原基质的高亲台力，先用 pronase和 EDI'A作用腺去未贴附的造血细胞及结 

合较疏橙的间质细胞，继而用 0，0l％胶原酶作用进一步J象去残留的问质细胞，最后用 0 1％胶原酶 

作用得到高纯度破骨细胞悬液。分离细胞用抗酒石酸酸性磷酸酵(TRAP)染色，荧光标记显示细胞 

骨架．IIT-PCR方法检测破骨细胞标志醇基因。结果 胶原基质培养结合酶消化可大大提高破骨细 

胞纯度，破骨细胞对降钙素反应．并表达 bn'l-blMP，t,IMP-9，组织蛋白酶 K和 TRAP基因 mltNA，可产 

生吸收陷窝 结论 利用兔破骨细胞与 I型胶原的亲台力，可获得多量高纯度破骨细胞；并表达特 

征性 基因。 

【关t谓】 破骨细胞； 培养； 纯化； 基因表达 
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破骨细胞骨吸收机制研究对阐明骨组织生理病 

理机制和代谢性骨病的防治具有十分重要的意义。 

由破骨细胞瘤分离或由骨髓和其他组织诱导培养形 

成的破骨细胞样细胞的许多细胞学特性尚不能肯 

定，因此从动物骨组织直接分离进行破骨细胞结构 

和功能研究仍是目前的最佳途径。与多数生物学和 

功能学研究要求不同，细胞生化和分子生物学研究 

要求大量高纯度破骨细胞。然而破骨细胞为高代谢 

的分化终末细胞，组织吉量极少又非常脆弱．给破骨 

细胞(特别是大量高纯度破骨细胞)的分离培养带来 

困难，并成为其生化学和分子生物学研究进展的限 

制因素“l。本文作者根据文献报道的方法加以改 

良，从兔长骨机械分离结合酶消化提纯，建立高纯度 

究室 

作者单位：200032 上海医科大学老年医学研究中心骨代谢研 

破骨细胞分离培养方法。 

材料和方法 

·论著 · 

1．动物：l0 d龄大白兔(100—120 g)，购自上海 

医科大学实验动物部。 

2．主要试剂：I型胶原(细胞基质 I-A型)和 l0 

×Media 199(c~co)；中和液(21111 m∞l，L ttE．PES． 

2．2％ Na}Ic ．50 n LI~aOlt．pit7．4)．自行配翻； 

链酶蛋白酶 E(pmr】8se E，sjgⅡIa公司)；细胞胶原酶 

(bac oou螭eI瑚e)；培养液为 MediM~ 含 10％胎 

牛血清；罗达明标 记鬼笔环肽 (rhodⅢine la ed 

~ lloidin)；益钙宁等。 

3 破骨细胞分离纯化：参照文献 ，提前 l天 

配铜胶原凝胶。冰浴中将 8 ml 0．3％ I型胶原与 1 

ⅡII10×Nedm199混合后，加入 l 中和液混合至暗 

红色。取混合物分注于 2个直径 10 c珈的培养皿 
、 
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中，置 37℃孵育 4 h以上。更换培养液孵育过夜。 

次日无菌分离兔四肢长骨，尽量清除软组织，在 Me— 

dia 199培养液中将长骨剪碎、混旋 30 s，静置 1 mln。 

收集未分相细胞悬液，4℃下 500 r／rain离心 2 min， 

沉淀用培养液重悬(1×l0日个， )后，分注胶原凝胶 

上，培养4 h。预温 PBS冲洗后加 0．00l％prona．s~E 

和0．02％ EDTA的PBS室温作用 15 min，以除去未 

贴附造血细胞和结合较疏橙的间质细胞。PBS冲洗 

后，继用 0．Ol％胶原酶室温作用 5 min，进一步除去 

残留的间质细胞。最后，用 0．1％胶原酶 37℃消化 

10 rain以收获高纯度的破骨细胞悬液，经洗涤重悬 

后作 TRAP染色” 和吸收陷窝观察 冰浴中备用 

4．降钙素反应：破骨细胞盖玻片培养 2 h，加益 

钙宁(终浓度 10 。mol／L)培养 30 min，PBS洗涤， 

2．5％戊二醛固定 10 rain，0．2％ Triton X一1(30作用 2 

min，罗达明标记的鬼笔环歇 (5 w m1)室温 2o min， 

PBS洗涤后荧光显微镜观察。 

5．破骨细胞标志酶基因表达：破骨细胞用 TRI 

ZOL试剂抽提 RNA，用 RT．PCR法检测 MTI．MMP， 

MMPo9，TRAP和组织蛋白酶 K等4种破骨细胞标志 

酶基因的转录水平的表达，所用引物(见表 1)。PCR 

产物经 l％琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

裹 l PcR目I物 

检测基 因 正义 反义 

结 果 

在胶原凝胶中未分相细胞贴附 4 h，可见一些圆 

而大的多核细胞(图 1)，0．1％胶原酶收获细胞，玻 

片培养 2 h，破骨细胞贴附，胞浆逐渐伸展形态清晰， 

固定后 TB染色可见破骨细胞中混杂较多单个核细 

胞。如用 prona．s~和EDTA处理后，未贴附造血细胞 

及一些间质细胞被除去，进一步用 0．叭％胶原酶处 

理可提高收获破骨细胞的纯度(图2)。 

圈 l 腔原凝腔上圆而大的多棱细胞 物镜×∞ 

所获细胞 TRAP染色阳性 ，象牙片培养可产生 

吸收陷窝(图3)。细胞骨架标记后 F-acfin呈红色丝 

状，益钙宁可使破骨细胞 F-actin聚集、变短(图 4a、 

b)。应用 RT-PCR方法证实破骨细胞表 达 MT1． 

MMP，MMP~9，组织蛋白酶 K及 TRAP 4种标志酶基 

因(图 5)。 

圈2 塑料培养皿提纯酸骨细胞的TRAP染色 蜘镜×l0 

圈3 酸骨细胞在象牙片上形成的吸收陷窝 物髓x 10 

讨 论 

近年来，随着骨代谢研究的深入，多种破骨细胞 
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