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氟化物对培养的破骨细胞基质金属 

蛋 白酶一9的影响 

华坤 张秀云 李广生 

【摘要】 目的 观察氟对培养的大鼠破骨细胞基质金属蛋白酶一9(Mamx metalloproteinase．9，MMP- 

9)的影响。方法 机械分离新生大鼠四肢长骨的破骨细胞 ，于分离后 2 h加人不同浓度的氟化物，应 

用免疫组织化学技术和原位杂交技术检测氟化物干预下培养的破骨细胞 MMP-9的蛋 白质 和 mRNA 

的表达 。结 果 随着 染氟 剂量 的增 加 ，破 骨细 胞 内 MMP-9的蛋 白质表达 增 高 ，以 2．0，4．0mg／LF组 最 

为显著 ，同时破骨细胞 内 MMP-9 mRNA表达亦增加 ，1．0，2．0，4．0 mg／L F组与对照组比较差异有显著 

性 。结论 氟通过 提 高 MMP．9的蛋 白质和 mRNA表 达 ，直接 活化 破 骨细 胞 从 而提 高 破骨 细 胞 骨 吸收 

活性 。 
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of fluorides on marx metalloproteinase一9(MMP-9)in 

cultivated osteoclasts(OCs)／n vitro．Methods OCs were isolated mechanically from long bones of neonatal rats 

and cultured in 24-hole plate．Two hours later，fluorides were added into the plate，the expressions of MMP-9 were 

investigated by immunhistochemistry and in situ hybridization techniques．Results The expression of MMP-9 pro— 

tein increased gradually with elevating fluoride concentration，and more significantly in the 2．0，4．0 mg／L fluoride 

groups than in control group．In the mean time，an obvious rise of the expression of MMP-9 mRNA showed up in 

the 1．0，2．0，4．0 mg／L fluoride groups，which groups differed significantly from that in the control group．Con- 

clusion The fluoride spurs OCs and then enhances the bone resorption activities by increasing the MMP-9 expres— 

sion of OCs not only at protein level but also at mRNA leve1． 
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低 剂量氟 可 能为人 体所 必需 ，而 大剂 量对 人 体 

有潜 在毒性的微 量元 素具 有很 强 的亲 骨性 ，对 维 持 

骨 的正 常结构有重要 的作用 。氟 在体 内长期过 多蓄 

积可造成慢性氟中毒 ，使骨代谢紊乱引起全身性骨 

骼病变 。破骨 细胞 (Osteoclast，OC)是 体 内唯一 专 职 

骨 吸收的细 胞 ，对 其 研 究 的历 史 虽 然 很 长 ，但 由于 

OC数量少 ，且依 赖 于成 骨 细胞 生 存 ，体外 培 养所 获 

得 的 OC常 与其 他 细 胞混 合 存在 ，很 难 分离 到 纯 的 

OC，所 以过量 氟对 OC作 用 的机理 研究 还很 不充分 。 

本研究 在对 OC培养的基础上 ，观 察氟对 OC的细 胞 

基质质金属蛋 白酶一9(MMP一9)表达的影响 。 
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材料和方法 

- 论 著 - 

1．动物：Wistar大鼠乳 鼠，吉林大学实验动物部 

提供 。 

2．主要 试 剂 ：M199培养 液 (Gibco)，胎 牛血 清 

(天津血 液研究所 制 品)，HEPES(Gibco)，二性 霉素 B 

(Gibco)，氟 化 钠分 析 纯 (上海 生 化制 剂 厂 )，基 质 金 

属蛋 白酶．9免 疫组 织化学 试 剂盒 (福 州迈 新试 剂 公 

司 )，MMP．9原位 杂交试剂盒(武汉博 士德公 司)。 

3．分离破骨细胞 ：新 生 24 h以 内的 Wistar大 鼠 

乳 鼠，75％乙醇浸泡 5 min，无菌 切取股 骨 、肱骨 和胫 

骨 ，去 净 附 着 在 其 表 面 的 软 组 织 及 软 骨 ，骨 干 在 

M199培 养液 中洗 2次 ，再将 其放 在装有 M199的完 

全培养液 (含 15％胎 牛血清 ，25 mmol／L HEPES缓 冲 
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液 ，100 U／ml青 霉 素 和 链 霉 素 ，300 g／L二性 霉 素 

B)的玻璃平 皿 中。将骨 干纵 行剖 开后 ，用 手术 刀轻 

刮骨 内表 面 ，并用尖 吸管 吸取 上述培 养液 ，反复吹打 

骨髓腔和骨的内表面，直至变 白为止。最后用吸管 

吹打细胞悬液 2 rain，使 附着在碎骨 片上 的破 骨细胞 

进 入培 养液 中，再 静止 1 min，使碎 骨片沉 降 ，细胞悬 

液 备用 。 

4．盖 玻 片处 理 ：将 盖玻 片 20 mm x 20 inIIl用玻 

璃 刀分切 成 10 mm X 10 rfffn大小 ，无水 乙醇浸泡 2 h， 

晾干 ，再浸 入硫 酸一重铬 酸 钾 清洗 液 中过 夜 ，充 分 水 

洗，蒸馏水洗 ，自然晾干 ，高压消毒 ，备用。 

5．象牙薄片制备：取直径 1．5 cm的象牙毛胚 ， 

用锯式切片机 横 向切成 50 m薄 片 ，置蒸 馏水 中超 

声清洗 10 min X 3次 ，自然 晾干 ，紫外线 照射 1 h后 

保存 于 M199培 养 基 中 (含 青 、链 霉 素 各 1 000 U／ 

m1)，4℃环境 中备用 。 

6．破 骨细胞 的鉴 定 ：将 上述 细胞悬 液 种植 于象 

牙片上 ，于 5 d后 取出 ，用 2．5％戊二醛 固定 7 min，进 

行 甲苯胺蓝染色 ，光镜下观察 。 

7．氟化物对破 骨细胞 MMP一9的影响 ：将上 述细 

胞悬液种植于 含有盖玻 片 的 24孔 板 内，置二 氧化 碳 

孵育箱 中(5％C0，，37℃)培养 。30 min后用 M199培 

养液冲洗掉未 附着于 盖玻 片上 的细胞 ，继续培养 。2 

h后 加入 含 不 同浓 度 的 氟化 物 (Fluoride，r)的培 养 

基 ，使 r的最终 浓度 为 0．05，0．1，0．2，0．5，1．0，2．0， 

4．0 mg／L。对照 组用 基 础培 养 基 ，每 组 6孔 。加 r 

后 8 h，用 0．1 mol／L PBS冲洗 1次 ，用 4％多 聚甲醛 

固定 30 min，蒸馏水充分洗涤，按免疫组织化学和原 

位杂交试剂盒操作步骤进行破骨细胞 MMP一9的表 

达研究 

结 果 

1．倒置相差显 微镜 下观察 ：分离 的破 骨细胞 含 

有多个 细胞核 ，表 面有 微绒 毛，形 态 各异 ，随着 培养 

时间 的延长 ，细胞 充分 伸 展 ，体 积变 大 ，核 仁清 晰可 

见 。 

2．骨吸收陷窝 结果 ：骨 片上 有 明显 的骨 吸收陷 

窝 ，数量较 多 ，形 态多样 ，如 圆形 、椭 圆形 、腊肠形 、不 

规则形等，陷窝的深浅不一。 

3．免疫组 织化 学 方 法 观察 氟化 物 对 体外 培 养 

的破骨 细胞 MMP．9蛋 白表 达 的影 响 ：实 验 结 果 表 

明 ，MMP一9在破骨细胞 内呈阳性 表达 ，多呈 弥散或颗 

粒状分布 于破 骨细胞胞 浆 中(见 图 1)。计 数每 张玻 

片上 的阳性细胞数并进 行 比较 ，如表 1所示 ：随着染 

r的剂量增加 ，MMP一9阳性细胞数逐渐 增多，其 中 

2．0，4．0 mg／L染氟组与对照组 比较差异有 显著性 。 

图1 染氟 2．0 mg／L组破骨 

细胞 MMP．9蛋 白的表 达 (×4OO) 

表 1 氟 对体 外培养 破 骨细 胞 MMP-9表达 的影 响 ( ±s) 

注 ：与对 照组 比较 ， P<0．05； 每 片相 当于 lcm2 

4．氟 对 体外 培 养 的破 骨 细胞 MMP一9 mRNA表 

达 的影 响 ：破骨 细胞 内可 见 MMP一9 mRNA的 阳性 表 

达 (见 图 2)。通 过 图像 分析仪对 阳性 细胞进 行平 均 

光密度 的扫描 ，结果如表 2所示 ，随着 染氟剂量 的增 

加 ，MMP一9 mRNA的表 达 增 强 ，尤 其 以 1．0、2．0、4．0 

mg／L染 氟组 较显著。 

表 2 氟 对培 养破 骨细 胞 MMP_9 mRNA表达 的影 响 ( fl：s) 

注 ：与对照 组 比较 ，～ P<0．01；与 0．05 mg／L r组 比较 P<0．01 

与 0．05 mg／L r组 比较 P<0．05 

讨 论 

MMP一9是一 种重要 的反映骨吸收 和骨再建 的关 

键 酶 ，具 有 降 解 细 胞 外 基 质 (Extracellular matrix， 
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图2 染氟 2．0 mr,／L组破骨 

细胞 MMP．9 mRNA的 表达 (×400 ) 

ECM)的 功 能 ，在 破 骨 性 骨 吸 收 中 发 挥 着 重 要 作 

用 I． 。ECM是一种 以高度组 织方 式集 中 的多种 功 

能蛋 白和糖蛋 白复合 体 ，与器 官 内细胞 和组织 的结 

构完整性相关 。ECM 的 降解 主要依 赖蛋 白水解 酶 ， 

包括 ：丝氨酸蛋 白酶 类 、半 胱氨 酸蛋 白酶 、天 门冬 氨 

酸蛋 白酶 、基质金属蛋 白酶(MMPs)。在这 4种蛋 白 

水解酶 中 ，MMPs被 认 为 是 最 重 要 的 一 种 ，因为 ① 

MMPs直接 以酶 原 的形式 分 泌 到 ECM 中 ，并 在 正 常 

生理条 件下发挥 作用 ；② MMPs的活性 均受到严格调 

控 ，且在 ECM重组 的部位 易于诱 导表达 ；③ MMPs中 

的一些 酶是迄今 为止 已发现 的唯 一能分解 纤维类胶 

原 的酶 。 

MMP一9是 MMPs基 因家族 中的一员 ，亦称 92一KD 

Ⅳ型胶原酶和 明胶 酶 B，在 OC中呈高表达L3j。沈霖 

等 4 报道 ：MMP一9 mRNA 主要 在 OC、骨髓 单 核 细胞 

和一些骨基质 表面衬细胞 中表达 。MMP一9在一些衬 

细胞 中的表达 ，可 能与去 除 骨表 面类 骨 质 ，便 于 OC 

与矿化基质黏 附有 关 。而骨髓 单核 细 胞 (包 括单 核 

破骨前 体 细胞 )中 MMP一9的表 达 ，可能反 映 该 酶参 

与 Oc的发育 和募 集过程_5j。MMP一9通过 降解 ECM， 

在 OC的迁 移 、侵蚀 和 锚 着过 程 中发挥 作 用 _6j。有 

学者报道 ：MMP一9表 达水 平 可随 骨 吸收 活性 的 不 同 

而改变 。 

作者 曾应 用 Western blot技 术 发现 氟 中毒 大 鼠 

长骨干骺端 MMP一9的蛋 白质表达增 高 ，与对 照组 比 

较差异显著 ，说明在整体内氟能通过提高 MMP一9蛋 

白质表达而使破骨性骨吸收活动增强。氟对 OC是 

否有直接 的作用 ，为此我们进行 了 OC的体外培养 

及氟对其 活性 影 响的研 究 。OC是体积 大 的多 核 巨 

细胞 ，直 径 可达 100 ttm，含 2～100个 细胞 核 不 等 ， 

OC最突 出的特 点为 侵蚀 骨 片形 成骨 吸 收陷 窝 。我 

们参 照 ChambersL8j和国 内史凤芹等 【 j的方法进 行大 

鼠乳 鼠体外 OC分离培养 ，2 h后细胞形态清晰 ，含多 

个细胞核 ，胞 浆 内有时可见大小不 等 的空泡 ，表面有 

微绒 毛。随着 培养时间的延长 ，细胞充分 伸展 ，体积 

变大 ，核 仁清晰可见 ，与骨片共 同培养 有骨吸 收陷窝 

形成等特点 ，符合 OC的鉴 定标 准 ，实验 证 明分离 培 

养 OC的方 法是可行 的 。应用 免疫组织 化学方法 观 

察氟对培养 的大 鼠 OC MMP一9的影响 ，结果 表 明：随 

染氟 剂 量 的增 加 ，MMP 9阳性 细胞 数 逐 渐增 多 ，以 

2．0 mg／L F-组 、4．0 mg／L F-组最为 明显 ，与对照组 比 

较差异显著。说 明氟可通过提高 MMP一9的蛋 白质 

表达引起骨吸 收活性 的增 加。我们 同时还应用原 位 

杂交的方法 对培养 的 OC进行 了 MMP一9 mRNA表 达 

的检 测 ，发 现 在 1．0 mg／L F-组 、2．0 mg／L F-组 、4．0 

mg／L F-组，MMP一9 mRNA表达明显增高，与对照组比 

较差异有显著 。说 明氟不 仅可 以在 mRNA水平上增 

加 MMP一9的活性 ，同时还可 以在蛋 白质水平 上提 高 

MMP一9的表达 ，从而使破骨性骨 吸收活性增 加。 
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