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摘要：目的 观察 0/!9雌二醇对体外培养破骨细胞凋亡率的影响及其与骨吸收功能的关系。方
法 在培养液中加入 0/!9雌二醇，透射电镜（:;(,6’)66)8, +*+7:;8, ’)7;86784<，=&>）观察破骨细胞内超微
结构的改变，流式细胞仪（?*8@ 7<:8’+:;<，AB>）观察不同浓度的 0/!9雌二醇在不同时间段对破骨细胞凋
亡率的影响，同时用扫描电镜（67(,,),- +*+7:;8, ’)7;86784<，C&>）观察破骨细胞在骨片上形成骨吸收陷
窝数目及面积的变化。结果 0/!9雌二醇可增加破骨细胞的凋亡率，这种作用具有剂量、时间依赖效
应，同时，破骨细胞在骨片上形成的骨吸收陷窝的数目和面积减少。结论 0/!9雌二醇可促进破骨细
胞凋亡，从而抑制破骨细胞的骨吸收功能。
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绝经或卵巢切除引起的雌激素缺乏可导致病理

性的骨量丢失，这种骨量丢失可用雌激素替代疗法

预防。雌激素预防骨量丢失主要是通过抑制破骨细

胞的骨吸收功能来完成的，但它的确切作用机制尚

不甚清楚［0］。

破骨细胞的凋亡在骨质疏松的发病机制中具有

重要意义。有研究表明，多种药物和细胞因子通过

促进破骨细胞的凋亡而抑制其骨吸收［%，$］。雌激素

可通过与破骨细胞膜上的雌激素受体结合直接作用

于破骨细胞，抑制其骨吸收功能［H］。这种作用是否

与其促进破骨细胞的凋亡有关？本研究在体外培养

大鼠破骨细胞的基础上，观察雌激素对促进体外培

养破骨细胞凋亡的作用，以及雌激素对破骨细胞骨

吸收功能的抑制作用，探讨雌激素对破骨细胞骨吸

收功能的调节机制。

( 材料和方法

(?( 主要试剂和设备
"9>&>培养基和胎牛血清（I)F78，JCK）、0/!9雌
二醇（C)-’(，JCK）、超净工作台，二氧化碳孵箱
（C(,<8，L(4(,）、B8.*:+;+4)76CM 流式细胞仪（B8.*:+;，
JCK）、L&>90## CN 型透射电子显微镜、KO>KOP9
0### Q型扫描电子显微镜、GRP>MJC 显微摄像镜、
>SKC9%###图像分析仪。
(?@ 骨片的制作
取新鲜牛股骨干致密骨，以低速锯式切片机横

切，厚约 T##’，#UT 7’ V #UT 7’大小，再用毛玻璃片
磨成 "##’厚的薄骨片，超声波清洗仪行超声清洗 $
次，每次 0# ’),。临用前以 /"W酒精浸泡 %H D后取
出，紫外灯照射 0% D。
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!"# 破骨细胞体外分离培养、鉴定及实验分组
根据 !"#等［$］报道的方法，拉颈处死出生 %& ’

内的 ()*+",雌性大鼠，体重（$- . /0）1，2$3乙醇浸
泡 $ 4)5，分离股骨、胫骨和肱骨，清除骨表面的软组
织和骨骺；骨干部用!6787培养液洗 % 次，放入培
养液（培养液 /--- 49：!6787 %$ 44:9;<，/$3胎牛血
清，%$ 44:9;< =>,?>* @ 1，<6谷氨酰胺 0- 41，丙酮酸
钠 /-- 41，A"=BC0 % 1，青霉素 ! -D/$ 1，硫酸链霉素

-D/% 1）内，用解剖刀将骨质轻轻刮入培养液内；再
用圆头吸管反复吹打骨质碎片 % 4)5，将附着于碎片
上的破骨细胞冲入培养液内，离心 0-- ,;4)5 E 0
4)5；去除骨组织，将细胞液吸出移置到另一离心管
中，离心 /$-- ,;4)5 E 2 4)5，制成密度约为 /-$ 个;49
的细胞悬液；接种于放置骨片的 @孔细胞培养板内，
置二氧化碳培养箱，在 $3BC%，02F条件下静置培
养 &- 4)5；用!6787冲掉未贴壁细胞，贴壁细胞重
新收集，更换培养液，继续培养。所培养的破骨细胞

用抗酒石酸酸性磷酸酶（GHIJ）染色法进行鉴定。
实验共分对照组及 /2"6雌二醇浓度分别为 /-K $ L
/-K M 4:9;<的 $个处理组，分别于 /2"6雌二醇作用 @、
/%、/N、%& ’后进行下述观察。
!"$ /2"6雌二醇对破骨细胞形态及超微结构的影
响

!"$"! 用相差倒置显微镜及光镜对细胞进行直接
观察。

!"$"% 透射电镜观察 /2"6雌二醇对破骨细胞超微
结构的影响：-D%$3胰酶消化收集各实验组及对照
组于骨片上培养 %& ’ 的破骨细胞，JOP 液洗 % 次，
&--- ,;4)5离心 /- 4)5，-D03戊二醛 &F下混匀、固
定 % L %& ’，/---- ,;4)5离心 /$ 4)5，顺管壁加入 03
戊二醛 &F固定 % ’后，脱水，包埋，超薄切片，于透
射电镜下观察。

!"& 破骨细胞凋亡率测定
采用碘化丙啶（?,:?)Q)R4 ):Q)Q>，JS）插入 TAI定

量染色法［@］。于各组破骨细胞分别培养 @、/%、/N、%&
’，常规消化、收集细胞，用 JOP（不含 B"% U、71% U，?=
2D&，-D/$ 4:9;<）洗涤 %次，冲入 K %-F 2$3冰乙醇
固定细胞待测，检测前离心（/%-- ,;4)5 E 0 4)5）；去
除固定液，用 JOP充分洗涤 %次后，加入 -D$ 49 JOP
液制成细胞悬液标本；按 / V$-的体积分数比悬浮于
% 49 左右含 -D/3 G,)+:56W6/--，$- #1;49 JS，$ 1;<
HAI"*>，轻震荡使细胞分离；置于 K &-F避光染色
@- 4)5，以 &--目筛网过滤后，调整细胞浓度，上机检
测。检测波长为 &NN 54氩离子激光。每份样本检

测 $--- L /---- 个细胞。用 4R9+)X#X9> TAI 分析软
件进行细胞凋亡率的测定。

!"’ 破骨细胞骨吸收功能的观察
用扫描电镜观察对照组及各实验组破骨细胞在

骨磨片上形成的骨吸收陷窝。扫描电镜标本的制

备：骨片上的细胞培养 & Q，以 %D$3戊二醛固定；部
分骨片以 -D%$ 4:9;<氢氧化铵超声处理 /- 4)5，清
除骨片上的破骨细胞，再以 %D$3戊二醛固定。上
述骨片再经 /3锇酸固定，酒精系列脱水，醋酸异戊
酯置换酒精，二氧化碳临界点干燥，镀金。扫描电镜

观察。对扫描电镜图像用 7SIP6%---图像分析仪分
析不同浓度雌激素形成骨吸收陷窝的数目和面积。

!"( 统计学方法
数据均以均数 . 标准误表示（先经正态性检

验），所有结果均用 PJPP /-D-作单因素方差分析，对
照组与实验组之间的差异性判断通过组间 ! 检验进
行统计学分析，对不同实验组破骨细胞凋亡率与骨

吸收陷窝数目和面积之间的关系作相关分析。

% 结果

%"! 破骨细胞培养鉴定结果
所培养的细胞通过 GHIJ染色法鉴定证实是破

骨细胞6GHIJ染色酶活性部位呈酒红色，分布于破
骨细胞胞浆内，核为阴性（图 /）。

图 ! 对照组破骨细胞体积较大，呈腊肠形，内含约 0-个细

胞核，染色质颗粒细小，分布均匀（相差倒置显微镜 E &--）

%"% /2"6雌二醇对破骨细胞形态及超微结构的影
响

对照组破骨细胞形态不规则，呈油煎蛋形、长条

形、腊肠形或漏斗形等，有片状或丝状伪足，细胞内

可见几个到几十个核不等，染色质颗粒细小，分布均

匀，细胞边界清楚（图 %）。实验组破骨细胞皱缩变
形，部分细胞核内染色质浓集、边聚、核仁消失、核内

空旷（图 0）。透射电镜下观察，可见这部分细胞符
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合凋亡细胞的形态学改变：核内染色质浓集、边聚 （!"#$%&"’%(&）、核仁消失，细胞表面起泡（图 )，*）。

图 ! +,-.染色酶活性部位呈酒红色，分布于破骨细胞胞

浆内，核为阴性，证实所培养的细胞为破骨细胞（光镜 / 011）

图 " 对照组破骨细胞核内染色质分布均匀，核仁清晰（透

射电镜 / )11）

图 # 实验组破骨细胞核内空旷，核仁消失（相差倒置显微

镜 / )11）

图 $ 实验组破骨细胞核内染色质浓集、边聚，核仁消失（透

射电镜 / )11）

!%# 23!4雌二醇对破骨细胞凋亡率的影响
流式细胞仪检查结果显示，培养的破骨细胞有

一定的基础凋亡率，约为 05*6。不同浓度的 23!4雌
二醇在不同作用时间均有增加破骨细胞凋亡率的作

用。这种作用具有剂量及时间依赖效应：各实验组

在作用 0) 7后破骨细胞凋亡率达最高；在各浓度组
中，218 3 9 218 * !(:;<的 23!4雌二醇所致破骨细胞凋
亡率与对照组相比有显著性差异（ ! = 1512），而
218 3 !(:;<以下浓度的 23!4雌二醇略增加破骨细胞
凋亡率，但与对照组比较无显著性，见表 2。

表 & 不同浓度的 23!4雌二醇在不同作用时间对破骨细胞凋亡率的影响

23!4雌二醇浓度

（!(:;<）

破骨细胞凋亡率（6）

1 7 > 7 20 7 2? 7 0) 7

1 0@*0 A 1@0B 0 @*3 A 1@2* 0 @>) A 1@23 0 @*B A 1@02 0 @?3 A 1@C2

21 8 B 0 @)* A 1@02 0 @?) A 1@0) C @2* A 1@2> C @CC A 1@2*! C@>) A 1@2?!

21 8 ? 0 @>C A 1@C1 ) @C? A 1@00! *@10 A 1@23! *@)B A 1@)>! *@BC A 1@C>!

21 8 3 0 @*C A 1@0B * @*C A 1@0)! >@0) A 1@C*! B@)2 A 1@0*! 2C@>* A 1@?)!

21 8 > 0 @)2 A 1@0? * @3* A 1@03! 3@B3 A 1@*3! 22 @C* A 1@3?! 2*@>3 A 1@B>!

21 8 * 0 @*> A 1@0C > @3? A 1@C?! B@)C A 1@0B! 2C @>? A 1@)3! 2B@3* A 1@30!

注：与对照组比较! ! = 1512

!%" 破骨细胞骨吸收功能的观察
扫描电镜下的破骨细胞形态多样，细胞表面有

大量伪足样突起，其在骨片上形成典型的骨吸收陷

窝，陷窝呈圆形、椭圆形或不规则形，有时成串出现，

陷窝边界清晰，底面粗糙，有纤维样基底，与骨片本

身的血管通道及骨细胞陷窝明显区分（图 >）。
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图 ! 所培养的破骨细胞在骨片上形成典型的骨吸收陷窝，

陷窝呈圆形、椭圆形或不规则形，有时成串出现，陷窝边界

清楚，底面粗糙，有纤维样基底（扫描电镜 ! "##）

$%&’()### 图像分析仪观察不同浓度 *+!(雌二
醇对破骨细胞骨吸收功能的影响，结果发现，与空白

对照组比较，*#, - . *#, + /0123 *+!(雌二醇处理组，
骨片上形成骨吸收陷窝的数目和面积显著减少（!
4 #5#*），6 个实验组之间差异无显著性，低于 *#, +

/0123浓度的 *+!(雌二醇（*#
, "、*#, 7 /0123）处理组，

骨片上形成的骨吸收陷窝数目和面积有所减少，但

与对照组比较，差异无显著性，见表 )（图 +、"）。

图 " 对照组破骨细胞在骨片上形成的骨吸收陷窝数目较

多（扫描电镜 ! )##）

表 # 不同浓度 *+!(雌二醇处理后破骨细胞形成
骨吸收陷窝的数目和面积

*+!(雌二醇浓度（/0123） 骨陷窝数目（个2片） 骨陷窝面积（"/
)）

# 8* 9 : :6) 9 8*

*# , 7 6: 9 + :86 9 ::

*# , " 68 9 : -#: 9 8+

*# , + )7 9 -! 888 9 -6!

*# , : )# 9 8! )7+ 9 6)!

*# , - *- 9 -! ))+ 9 )7!

注：与对照组比较 ! ! 4 #5#*

图 $ 实验组破骨细胞在骨片上形成的骨吸收陷窝数目较

少（扫描电镜 ! )##）

% 讨论

破骨细胞的主要功能是在骨重建过程的吸收相

中溶解和吸收骨盐和骨基质。过去人们曾错误地认

为破骨细胞在完成使命后变成成骨细胞，现在人们

认识到，破骨细胞的消失是由于凋亡。这种破骨细

胞的凋亡在骨质疏松症的发病机制中具有重要意

义：破骨细胞凋亡早、凋亡多，则骨吸收的程度浅，骨

吸收少；如破骨细胞凋亡晚、凋亡少，则骨吸收的程

度深，骨吸收多，如骨质疏松、甲状旁腺机能亢进的

骨破坏等［+］。骨质疏松症治疗的目标是尽可能地抑

制病理性骨吸收，增加骨形成。骨吸收的减少依赖

于破骨细胞骨吸收的减少。因此，如何促进破骨细

胞凋亡，在骨质疏松症的治疗中具有重要意义。

同其他的研究结果一样［"］，本研究结果证实，雌

激素可直接作用于体外培养的破骨细胞，抑制其骨

吸收功能。而且这种作用具有剂量依赖效应，生理

浓度及其以上的 *+!(雌二醇可显著减少破骨细胞在
骨片上形成的骨吸收陷窝的数目和面积，而低于生

理浓度的 *+!(雌二醇，虽然也有相同作用，但与对照
组比较差异无显著性。

雌激素抑制破骨细胞骨吸收的调节机制，很多

研究［7，*#］认为，雌激素是通过间接调节机制来完成

的。缺乏雌激素可导致卵巢切除动物体内 %3(*、%3(:
和 ;<=(#的分泌增加和骨组织中 ;>=(!的表达减
少，从而导致破骨细胞生成增多，破骨细胞的骨吸收

功能活跃［7］；也有观察认为，雌激素是通过成骨细胞

介导机制来抑制破骨细胞骨吸收功能［*#］。本研究

结果证明，同其他药物和细胞因子一样［)，6］，雌激素

可直接作用于破骨细胞，促进破骨细胞的凋亡，而且

这种作用具有剂量及时间依赖效应，与破骨细胞在
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啶啉形成位点，破骨细胞活性增强时分泌酸与蛋白

胶原酶，!型胶原分解造成 !"# 生成排出增加［$%］，
而服用利塞膦酸钠后 !"#明显降低。这些结果显示
国产利塞膦酸钠有很强的抑制骨吸收作用，使骨高

转换率得以降低。

对于利塞膦酸钠的安全性，有回顾性研究认为

使用利塞膦酸钠并未增加人群死亡率［$&］，该药主要

不良反应是消化道症状［$’］。国产利塞膦酸钠在本

次临床研究中同样显示相似疗效，药物安全性也得

到肯定。药物组不良反应主要表现为胃肠道症状、

皮疹和血尿，但均能耐受并逐渐缓解。
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骨片上形成骨吸收陷窝数目和面积的减少呈相关

性，这说明雌激素抑制破骨细胞的骨吸收功能部分

与其促进破骨细胞的凋亡有关。
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