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破骨细胞质子泵调控的研究进展 

扈英伟 于世凤 

多核的破骨细胞(ostooclast，OC)是骨吸收的主要功能细 

胞 ．质子泵是其泌酸装置．对 OC性骨吸收起关键作用。近几 

年来，随着实验技术的迅速发展，在 OC的细胞生物学和分子 

生物学研究方面取得了很大进展；由于体内和体外模型系统 

的发展，对研究正常及病理情况下 OC的生物学功能及质子 

泵调控提供了方便 

一

、OC的形态、结构及特征 

Oc是体积大的多棱巨细胞，直径达 100删1；胞核数在 2 

— 100个不等；OC与骨面接触时形戚皱褶缘(ruffled bDrd村)； 

紧邻皱褶缘周围的细胞藤与骨面紧密接触形戚封闭缘(sea1． 

ing∞ne，也称遗嘎区 d抖r埘 )；在皱褶缘的深面为小袍区， 

其中主要为初级溶酶体和内吞泡，溶酶体内有各种水解酶； 

远离骨面位于小泡区深面的一端为 OC的基底部，古有多个 

细胞接、大量的线粒体、发选的高尔基体和粗面内质阿 。 

OC台高活性的抗酒石酸酸性磷酸酶(Tartrate-resistant盯_ 

id phos曲atase，TRAP)可以作为 Oc的特征标志酶。Oc的Ⅱ型 

碳酸酐酶(Carbonic anh~'aeseⅡ CAII)的活性水平很高，CAll 

将 c 和 0结合形戚 c仉 ：H’+Hco；．为骨组织脱矿 

提供酸源。在分离的0c及骨器官培养中，CAII的抑制剂可 

殂断 Oc性骨吸收。Asotra等 研究发现具有活跃骨吸收功 

能的兔 Oc的CAIImRNA水平高于静态的OC。Inaoka等 发 

现兔 Oc组织蛋白酶 K(Cathel~in K)在骨吸收中起重要作用， 

在酸性条件下可降解细瞻外基质。OC另外一种特征酶—— 

基质金属蛋白酶 9(Matrixmetallopvoteinascs 9，MMP-9)，也稚 I、t 

型胶原酶，可以裂解 I型胶原的 链及Ⅲ、Ⅳ、V型胶原和明 

胶。降钙素受体(Calcitonin receptor，c'r-R)可以作为 OC最有 

特征性的标志。CT-R有两种亚受，OC表达 的亚 型为 CIA。 

c．眦 ：一种非受体性酪氨酸撤酶，对从静态 OC到具有骨吸收 

括性 0c的激括有重要作用。缺乏 c-m-e基因的动物可以正 

常形成 OC，但由于 Oc不能发挥骨吸收功能而患骨硬化病， 

该类动物的 OC不能形成皱褶缘。Src的底物可能为 CO~RC- 

血一在介导 OC牯附到骨面中扮演重要角色。高括性 的 

pP60．日婶主要集中表达在 Oc的皱褶缘 。 

二、OC质子泵的结构、特征 

在 OC性骨吸收中酸脱矿是关键环节，OC的脱矿过程与 

其细胞膜上的质子泵密切相关。质子泵是一种存在于真拔 

细胞质膜内、水解ATP产生能量、推动H’逆浓度梯度跨膜转 

运的能量系统(简称 H’-ATPase)。根据所在质膜不同分为细 

胞膜型 (P-ATP~e)、线粒体型(F-ATPase)和空泡型(V-AT- 
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PBBe)。根据结构及功能不同分为E． 型(即 P-A~ e)、FdFl 

型(F-ATPase)和 v 型(V-ATPase)。 

Ham／等 采用免疫杂交([mmunohlo1)技术发现从牛肾脏 

分离的 V-ATPase的抗体可以识别 OC膜上 ATP依赖性转运 

H 的蛋白质；免疫细胞化学实验结果显示 OC的 H ．ATPase 

位于OC与骨质接触部位；免疫电镜证实 OC H ．ATPme位于 

OC的骨吸收器官一皱褶缘处。该 ATP依赖性 H 转运蛋白 

对 H 转运能力不受钒酸盐和 Oligomycin的抑；6I．而对空泡型 

H ．ATPase(V．̂ BBe)的特异性抑制剂 NEM(Ⅳ．乙基腰丁烯 

二酰亚胺)和 7-Chlor~4．mtrobem．2-w~a-I，3-diazole敏感；肾脏 

H ．ATPsse的为 、56、3t KI，亚基抗体免疫反应在 Oc细胞蕻 

上也可以显示。Vaana~n H．K等 利用 W~tzm blot技术以 

Neurospo~础 豫V．ATPase的亚基抗体和胃 H ．K’ATPase抗 

体分别与富含 OC的骨细胞微粒体片殷杂交，结果显示：Neu- 

rospom crassa的57 KD亚基可与骨细胞 中印 KD多肽发生交 

叉反应，Nem-ospora恤哪a的 67 KD亚基可识剐 OC般粒体片 

殷中分子量为70 KD的多肽，免疫组化及免疫电镜观察证实 

了WeBIem blot的结果；而胃 H ．K ATPese抗体即使在皱褶 

缘处也最发现交叉反应。甲状旁腺激素(vm)可以增强 

Nem．o~pom c咖 V．ATF~se的 57、67 KD亚基抗体与 Oc皱褶 

缘的反应。从免疫学、结构及功能可确定 OC膜上的质子转 

运装置为空泡型(vaeuo~ H ATPase，V．ATPase)。 

V-ATPase的主要功能之一是泌酸。静态 oc的 V．ATPsse 

分布于胞浆内的空泡膜系统，当 OC尉着骨面时，细胞骨架发 

生改变，空泡膜系统向紧邻骨面的胞膜移动并与之融合，形 

成皱褶缘，质子泵就密集在皱褶缘上。 

随着分子生物学技术的发展，对 OC质子泵结构 性能有 

了更深的认识。Mattsmn JP等 发现 OC的 H ．ATPa~e转运 

H 的机理为电子豫性。在低温(0℃)下活性下降，而且谈粪 

H ．ATPase对任何阴离子没有绝对 需要”，但能穿遥麋的阴 

离子可以提高其 H 转运活性，此类胡离子作为 H 的“伴随 

离子”。随后，它们将 OC膜上的H -ATPase分离、重组，对其 

结构进行研究。SDS-PAGE Western blot结果星示：OC的质子 

泵是由分子量为 116、71、卯、柏、 、33、17 KD多亚基组成的复 

合体。Cfider等 发现 OC的质子泵主要包括胞质部分和跨 

膜部分，胞质部分主要作用为水解 ATP，由 70 KD(Sobnit A)、 

58 KD(Subuni B)和柏 KD、33 KD亚基组成，跨膜部分为质子 

通道，对v．ATPme特异性抑制剂 咖 。啊血 (Beff．AI)很敏感， 

由 l16 KD、39 KD、17 KD亚基组成。Wflken S等 用电镜观 

察到牛脑膜泡 V-ATease由顶部 V (12珊 x 14珊) 中间柄部 

(6 nm x 4珊)和底部 vn(6、4 nm x13珊 )，个主要部分组成 ， 

整个复合体大小为 28 nm x14 ran x14Ⅱm，包括 中央 3．6 
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r嘶×3．6 rma的空腔，v．呈稍平的球形，中央的柄部在胞质一 

恻插^ vn的孔内。 

Bartkiewie~等 运用 PCR及 Northern blot技术发现 OC B 

亚基与脑组织中的 V-ATP~e B亚基同源，而非肾脏型。u 

YP等⋯m 通过差异筛选人类玻骨细胞瘤 eDNA文库确定编 

码OCll6KD亚基的序列由822氨基酸组成，与鼠、牛脑 V-AT． 

Pase的 I16 KD亚基的同源性分别为46．9％、47．2O7o。他们克 

隆出一种编码 OC V-ATPase的基因 Atp6i．Atp6i缺陷的小鼠患 

有严 重的骨硬化病 。 

OC V．ATPase有着与其他 V．ATPase不同的特点。OC V． 

ATPase对 NElVl、Bar．AI及钒酸盐敏感，而钒酸盐为 P-A'rPase 

的特异性抑制剂；通过 VC'eBtern blot分析发现 OC V．ATPase的 

A、B亚基与其他 V-ATPase不同 ；OC v-ATP~e A亚基分子量 

为 63 KD．单棱细胞、巨噬细胞及肾脏微粒体中 V-ATPase的A 

亚基分子量为 67～70 K1)~OC V-ATPase对硝酸盐的敏感性 比 

真茁的V-ATPase高20—100倍 ．比植物的 V-A'I'Pue高 10 20 

倍；OC V-ATPase对磷酸盐、硫酸盐、醋酸盐不敏感．而这些盐 

类物质可以抑眚I其他的 V．A田 e；OC的 V-A'I'Pue对局部底 

物及产物的量的调节比肾脏 V-ATPase敏感“ 。 

三 、OC V．ATPase的调控 

OC是骨吸收的功能细胞，其功能异常导致骨改建平衡 

失调．是多种代谢性骨病如骨质疏橙症、Paget’a病等的病理 

基础，而 V-ATP~e对 OC性骨吸收起着关键作用。所以，学 

者们对 OC V-A 神的调控一直给予投热忱的美注。 

Omepr~le是一种治疗消化性溃癌的药．其作用机理为 

对胃牯膜细胞 H -K A 有阻断作用，从而抑制了粘膜 

细胞分泌酸的能力。于世凤等 观察到 Omep~ le在体外 

可以抑眚I OC性骨吸收。将灭活的牛骨片与分离的 OC共同 

培养出现许多吸收陷窝．舔加 Omepm∞1e后骨的吸收受到抑 

{6I．由此推测该药对 OC的越酸能力有抑制作用。但 0砒． 

~s,ole抑眚I骨吸收的作用浓度较对 胃粘膜细胞 f'I ．K AT． 

Pi∞的有效浓度高3O倍。 

B矗f．Al是一种大环内翻类册抗生素。1988年 Ba咖 等 

发现在 3种类蠹的质子泵中只有 V．A田 e对 B矗f．A1投敏 

感。Baf．A1通过阻斯 Oc皱榴缭上的 V．A1‰ 而抑{6I OC性 

骨吸收。鼬l !【等 体外实验表明 B8f．A1在 1O。”、1O 

m L的浓度下可以抑{6I OC的骨吸收能力及牙齿的萌出。 

由于OC V-ATP~ 是由多个亚基组成的复合体，B8f．A1对 A． 

A1"P~e作用 的具体机理 一直没达成共识 ；Cfi0~-等 认 为 

Bar．A1是与 V-A佃 e的质子通道 17 KD亚基结合而抑制其 

对 H 的转运。M柏 啪 JP等 将 Bar．A1以 H标记，发现 

B珏f A1是通过与 H 通道区以非共价键的形式紧密结舍而发 

挥其抑眚I作用。目前．已有 31种 liar的衍生物问世，虽然它 

们的效能并不比Baf．Al更突出．但组织特异性上各有特色。 

0c V-ATP~e水解 ATP产生能量．推动H 逆浓度梯度转 

运，ATP是唯一的底物．磷酸盐(升loBphate)和 ADP是两种产 

物。A1"P~e分解 ATP先释放磷酸盐．随之是 ADP，磷酸盐 

(PI10叩h如)和 ADP对 V-A1"P~e有抑制作用，前者为非竞争性 

抑制．后者为竞争性抑制。含有磷酸盐结构的物质如双瞬酸 

盐(B p1lost~ te)对 OCV．ATP~e有无 类似作 用?David P 

等 基于此研究了几种双膦酸盐的作用机理。Pyr0PI-0sph咖 

(PPi)、Biphosphate、Efidro~te、Alendro~te、YN-175、Tiludron~e 

对 f'I 转运都有抑{6I作用，PPi抑{6I效能 Ic =4．8 mmol／L． 

Alen~ te、Elidm啮k、YM-175为 Ic∞=5—10 mmol／L，而 - 

ludron~e对肾 V-ATPa~抑制作用 I12 =1 r,mml／L，对 OC膜泡 

V-A耶 质子转运抑{B|作用1c 约为 500 nm0 L。Baf．A1抑 

制 V-ATP~e并增加膜H 的通透性，Tilud~ e只对酶本身有 

作用，不影响泡膜的完整性。Tiludro~te与 V．ATP~e作用不 

是以共价键．所以是可逆的．而且是非竞争性的．并明显受 

pH值的影响．最适 pH为 7．45～7．7。 

近年来 ．研究 OC及其质子泵成为热门课题 ．实验技术的 

迅速发展提供了投大方便。但由于 OC自身的局限性．分离 

纯化或获得更多的 OC仍是学者们面临的问题，对质子泵的 

深^研究受到限眚I．已馓了多方面的探讨，从不同动物、不同 

组织中分离培养 OC及破骨细胞样细胞(o吕 l ．1ike eeU． 

OI．C)。赳宁快等 州研究发现骨巨细胞瘤(Giant eeU tI_啪r1 

GcT)中的多核巨细胞具有 OC的主要特征：CT-R、nL 染色 

阳性、在灭活的骨片上形成吸收陷窝；原位杂交及免疫组织 

化学结果显示 V-ATPa8e和 CMI呈阳性表达；王晓敏等 根 

据基 因文库中 Oc V．A1"P~e的基 因顺序设计特异引物，对 

GcT中的多核巨细胞 mRNA行逆转录扩增，结果扩增片段长 

度与设计长度相符，从分子水平进一步说明 Gcr中多棱巨细 

胞可能就是 OC。C,er~ld J．Atkim 等 利用 RT-PCR技术．发 

现 GcT表达 OC分化、发育、成热及行使功能所必需的各种 

因子基因，如 CT-R、IL l、II#IR、IL_6、lL广6R、lL广ll、lL广llR、I 

17、lIMB、N-CSF、PI'HrP、PntrPR、TRAP等。这些 发现对将 

GcT中 OLC作为 OC的体外模型研究 OC及其质子泵 的结 

构、功能、调控提供了理论依据 。 
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主舟单位：中国骨质疏松基金会(COF) 北京市门头沟区政府(BDMG) 

协舟单位：中国老年学学会骨质疏松委员会(OCCGS) 中国骨质疏松杂志杜(cjo) 

承办单位：中国骨质疏松基金会会议展览部(DCE ofCOF) 北京东方亚太骨矿研究中心(BEAPBMRC) 

支持单位：国际骨质疏抡基金会(IOF) 国际骨矿学会(IBMS) 

国科外审字[2000]1827号文件批准，中国骨质疏松基金会、北京市门头沟区政府和北京东方亚太骨矿研究中心，经过一年 

多的筹备，定于 2001年 9月 15日一19日在北京国际饭店召开“第一届国际骨矿研究学术会议”。现向国内骨矿及骨质疏抡领 

域专家学者征集参会稿件。 

征文由客：骨生物学，骨生物力学，骨质疏松及骨折的流行病学的诊断滞 疗、预防，骨矿代谢及相关的临床实践，最新诊 

断设备及治疗技术，其他代谢性骨病，骨矿诊断技术及质量控{}I，骨质疏松的社会经济问题及宣传教育，中医、中药及中西医 

结合等。 

征稿要求：论文按【题目、作者、单位、邮编、摘要、前言、材料方法、结果、讨论、参考文献】格式书写；摘要按【题目、作者、单 

位、前言、材料方法、结果、讨论 、关键词】格式书写；未公开发表过；用 4̂纸激光打印并加盏单位公章；论文英文摘要的书写需 

符合背面的规定；会议不接收手抄稿。 

只要报送了 600字以内的中、英文摘要各2份的稿件作者即可得刊参会资格。大会组委会与惠氏 一白宫制药有限公司白 

宫 OTC药物部共同设置了 中青年优秀论文奖 (年龄在55岁以下)，一等奖奖金人民币30O0元(3名)，二等奖奖金人民币1500 

元(10名)，同时赠送奖牌、证书等纪念品。参加优秀论文评选的作者，应是中国老年学学会骨质疏松委员会的个人会员或团 

体会员；需另报送 3200字以内的中英文全文各两份；并同时邮寄审稿费 30元。截稿日期为 2001年6月25日(以邮戳为准)。 

如果作者本人翻译中文摘要确有困难 ，大会组委会可协助翻译，翻译费人民币 18元1100汉字。 

会议期间 ，欢迎厂家、公司参展。有意者可来信索取通知。 

来稿请寄：北京市9910信箱，北京东方亚太骨矿研究中心 邮编：100102 

收件人：ICBMR会务组 李芳芳或朴傻红 

联系电话；010—62．389965 传真：010—82012243 

E-mail：2001@china-osteofound．org／liu~onghou@china-osteofound．org 

网 址 ：www，china-osteofouIld， ehim co1 cOlll 

中国骨质疏松基金会 

2001年 1月 15日 

北京东方亚太骨矿研究 中也 

2001年 1月 15日 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

