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摘要：目的 比较分析直接分离培养的 5(67’8 大鼠破骨细胞（367,3*)’67，9:）和诱导培养的 5(67’8 大鼠

破骨样细胞（367,3*)’67;)(<, *,))，9=:）的形态和功能的差异，为体外药物干预试验奠定基础。方法 采

用两种培养法，即从新生（!> + 内）的 5(67’8 大鼠的四肢长骨骨髓腔内壁机械分离成熟 9: 直接培养和

?#@ A&3)B= 的 ?，!C（9D）! E$ 诱导 > 周龄 5(67’8 大鼠骨髓单核细胞形成 9=: 的方法，对获得的 9:B9=:
进行形态和破骨功能观察。结果 两种方法都培养出了抗酒石酸酸性磷酸酶（7’878’7, 8,6(67’-7 ’*(0
F+36F+’7’6,，GHIJ）染色阳性的多核细胞，诱导法获得的破骨细胞数量较多（! K #4#C）。成熟 9: 与诱

导获得的 9=: 形态特征相似，但后者在骨片上形成的陷窝较小而浅。结论 直接分离培养法可获得

骨吸收功能较活跃的 9:，但数目较少，适合骨吸收功能分析、破骨迁移黏附、凋亡研究及单细胞分子

生物学研究。?，!C（9D）! E$ 诱导鼠骨髓单核细胞形成的 9=: 数量较多，但骨吸收功能较差，适合用于

破骨细胞分化发育过程的研究。
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= 材料和方法

=>= 材料

=>=>= 主要试剂和设备：!;U%U 培养基（V(P*3 公

司）、胎牛血清（V(P*3 公司）、?，!C（9D）!E$（W(N&’ 公

司）、抗酒石酸酸性磷酸酶（GHIJ）染色试剂盒（W(N&’
公司）、超净工作台、:9! 培养箱、倒置显微镜（X(<3-
公司）、扫描电子显微镜（YWU;A>#）、超声波清洗机。

=>=>? 动物：> 周龄雄性 5(67’8 大鼠 C 只和出生 !>

+ 内的 5(67’8 大鼠幼鼠 ?# 只（购自青岛市药检所，清

洁级，动物合格证号：鲁动质字 E !##!#? 号）。

=>=>@ 骨片制备：取新鲜牛股骨干皮质骨，锯成 ?
*& Z ? *& Z !##"& 大小，再用油石磨成约 $#"& 厚

的薄骨片，超声波清洗仪行超声清洗 $ 次，每次 ?#
&(-，置于 @ [#\冰箱保存。临用前以 [C]酒精浸泡

!> + 后取出，E;+’-<^6 缓冲液清洗 $ 次，然后浸泡于

!;U%U 培养液中 ?# &(- 后取出在超净台晾干，同时

紫外灯照射 ! +。

=>=>A 盖玻片处理：用玻璃刀把盖玻片割成 ? *& Z
? *& 大小，浓酸浸泡过夜，自来水冲洗 ?# &(-，蒸馏

水冲洗 $ &(-，然后浸泡于无水乙醇中 ! + 脱脂，用
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镊子取出在超净台中晾干，用前高压灭菌。

!"# 实验分组

将培养的破骨细胞随机分为 !、" 两组，每组 #$
个复孔，其中 %$ 孔预置盖玻片，另 %& 孔预置骨片。

! 组是直接分离培养的 ’(，" 组是 %，#)（’*）#+, 诱

导培养的 ’-(。

!"$ 培养方法

!"$"! 破骨细胞直接分离培养：拉颈处死出生 #$ .
内的 /01234 大鼠，蒸馏水清洗 % 506 后，7)8乙醇浸

泡 # 506，分离股骨、胫骨和肱骨，仔细清除骨表面的

软组织，剪除骨骺，骨干部分用!9:;: 培养液洗 #
次，放入冷的!9:;: 培养液内，用显微外科剪将骨

干纵行剪开，用手术刀把骨髓腔内表面骨质轻轻刮

入培养液内，再用圆头吸管轻轻吹打骨质碎片 #
506，将附着于碎骨片上的破骨细胞冲入培养液内，

静置 %) 1，吸取上层细胞悬液，制成细胞密度约为

%&< 个=5> 的细胞悬液，接种于预置盖玻片或骨片的

#$ 孔细胞培养板内，置 (’# 培养箱（)8 (’#，,7?）

培养 ,& 506 后，吸出培养孔内的培养液除去未贴壁

的杂细胞，用预温的!9:;: 轻轻冲洗 # 次，更换新

的培养液继续培养，每 $@ . 换液 )&8。

!"$"# 破骨细胞诱导培养法：$ 周龄 /01234 大鼠，蒸

馏水冲洗鼠体后拉颈处死，7)8酒精浸泡 ) 506，取

四肢置于冷 +9.36AB1 缓冲液（冰浴）中。用眼科器械

分离出股骨、胫骨、肱骨和桡骨，仔细清除骨周围的

软组织后，剪除骨骺，骨干部分用!9:;: 培养液洗 #
次，再置于冷的!9:;: 培养液中。用注射针头吸取

!9:;: 培养液轻轻冲洗骨髓腔，收集细胞混合液接

种到细胞培养板（直径 ,C) D5），置 (’# 培养箱（)8

(’#，,7?）培养 ,& 506 后取出，收集培养板里的培

养液（含骨髓单核细胞），@&& 4=506，$?离心 @ 506，

弃上清，沉淀用含 %&E @ 5F>=- %，#)（’*）#+,!9:;:
培养液重悬后，调整细胞密度为 #C) G %&) =5>，然后

接种到 #$ 孔板上（预先已接种成骨细胞），置 (’# 培

养箱（)8 (’#，,7?）培养，每 $@ . 换液 )&8。

!"% 破骨细胞形态观察

每天在倒置显微镜下对细胞进行活体观察，同

时每个玻璃爬片随机取 ) 个不同的 #&& 倍视野，计

数不同时间多核细胞（, 个或 , 个以上）的总数作为

每个玻片上该时间点破骨（样）细胞总数。

!"& HI!J 染色

分别在直接分离培养的第 #、$、<、@ 天，诱导培

养的第 <、K、%#、%) 天取细胞玻璃爬片，根据试剂盒

说明进行 HI!J 染色。

!"’ 扫描电镜标本的制备

把不同时间生长有破骨细胞的骨片以 &C#)8
氢氧化铵超声处理 %& 506，清除骨片上的破骨细胞，

然后以 #C)8戊二醛固定，再经 %8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 053LM9
N4F N>O1 )C& 图像分析软件分析骨吸收陷窝的数目和

面积。

!"( 统计学处理

结果以!! P " 表示，所有数据采用 QJQQ %%C& 软

件进行，多组比较用 F6M R3S !T’U! 方差分析，组间

比较用 # 检验；两组比较用 $ 检验。% V &C&) 为差

异有统计学意义。

# 结果

#"! 破骨细胞观察

#"!"! 倒置显微镜下观察破骨细胞和计数：直接分

离培养的成熟 ’(，培养 ,& 506 后即可贴壁，可见胞

体很大，轮廓清晰，呈煎油蛋型、漏斗型、哑铃型、菜

刀型等，有大量伪足向四周伸展，细胞核很多，一般

@ W %) 个（图 %），到第 7 天个别破骨细胞出现胞体缩

小，伪足消失，核固缩等凋亡现象，第 K 天破骨细胞

数目明显减少。不同时间细胞计数结果见表 %。

图 ! 直接分离培养 ,& 506 获得的 ’(，箭头示

两个 ’(，伪足向四周伸展，多核（ G #&&）

表 ! 直接分离培养法多核细胞动态计数结果

（个=片，!! P "）

时间（天） # $ < @ K
多核细胞个数 #<X# P $X$ #)X$ P #X@ #<X# P #X7 #,X< P #X# %7X) P #X<"

注：与其他时间比较"% V &C&)

诱导培养的骨髓单核细胞，开始主要为单核圆

形细胞，在培养的第 ) 天才发现少数多核细胞，随培
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养时间的延长逐渐增多。培养 ! 天后，"#$ 数量达

最大值，胞体较大，呈不规则，边缘不整齐，有少量伪

足，一般 % & ’ 个核（图 (）。第 )% 天发现部分 "#$
出现胞体缩小，伪足消失，核固缩等凋亡现象，第 )*
天破骨细胞数目明显减少。不同时间细胞计数结果

见表 (。

图 ! 诱导培养第 + 天的 "#$，可见成骨细胞两侧

各有一个多核 "#$，周围散布单核细胞（ , (--）

表 ! 诱导培养法多核细胞动态计数结果（个.片，!! / "）

时间（天） * ! )( )0 )*
多核细胞个数 )%10 / (12 %’12 / %1)" %’12 / 21-" %) / (12" (21* / %10""

注：与第 * 天比较"# 3 -4-0；与其他各时间比较""# 3 -4-0

!"#"! 5678 染色结果：5678 染色阳性多核细胞镜

下胞浆酸性磷酸酶活性部位呈紫红色，细胞核染色

阴性或淡染，伪足清晰（图 %）。

图 $ 5678 染色阳性 "$，酶活性部位染成紫红色，

核染色阴性或淡染，伪足明显（ , (--）

!"! 破骨细胞骨吸收功能观察

将 7 组所有骨片，于第 ! 天取出在扫描电镜下

观察，可见 "$ 在骨片上形成骨陷窝，有的互相融合

连成一片（图 2）。将 9 组所有骨片，于培养第 )* 天

取出在扫描电镜下观察，可见 "#$ 在骨片上形成的

吸收陷窝较浅，面积也较小（图 0）。

图 % 骨片与 7 组 "$ 共培养的电镜图片（ , (--）

图 & 骨片与 9 组 "#$ 共培养的电镜图片（ , (--）

高峰期间的破骨（样）细胞数目 7 组与 9 组比

较差别有显著性意义（# 3 -4-0）。

表 $ 骨片扫描电镜观察结果（!! / "）

组别 样本数
骨陷凹数目

（个.片）

骨陷凹面积

（!:
( .片）

骨陷凹平均面积

（!:
( .陷凹）

7 * )(1-- / (1(’" %)%+(’1%% / 2-!+(1’*" (+%’*10- / ’*’-1!+"

9 * ()1’% / )1!2" ))!%((10- / )%’%21**" 02+!1%% / 0+21’("

注：79 两组间比较"# 3 -4-0

$ 讨论

"$ 是骨的主要吸收细胞，参与体内的多种生理

病理过程，如骨组织的修复改建，牙齿的萌出，乳恒

牙的替换等。"$ 体外培养是研究其生物学特性、骨

吸收机制及其调控因素的重要前提。目前应用比较

多的培养方法是机械分离直接培养法、骨髓或脾干

细胞诱导培养法。

到目前为止，尚缺乏具有成熟 "$ 特征的细胞
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株，因此直接从骨组织中分离 !" 进行培养仍是获

得成熟破骨细胞的最佳途径。从骨髓腔机械分离直

接获得的 !" 是成熟的、分化完全的 !"，从本研究

结果来看，这种 !" 骨吸收功能活跃。但是，由于正

常幼鼠骨髓腔内本来存在的 !" 数量就有限；另外，

与其他细胞相比，破骨细胞体积大，含丰富蛋白水解

酶，还紧贴骨基质生长，这使得它们在分离过程中极

易受到损伤，这就决定了这种方法获得的细胞数量

较少，要想获得较纯的破骨细胞难度更大，尤其是生

化和分子生物学研究所需要的大量高纯度破骨细胞

更加困难。因此，我们认为该方法适用于骨吸收功

能分析、破骨细胞迁移黏附、凋亡研究及单细胞分子

生物学研究等，而不适用于细胞需要量较大的生化

和分子生物学研究。

直接分离所获得的破骨细胞存活时间短，而且

大部分是成熟破骨细胞，不利于观察各种因素对破

骨细胞分化过程的影响。自 #$%# 年 &’()* 等［#］首次

在体外骨髓造血细胞培养时发现有破骨细胞形成以

来，骨髓源性细胞培养诱导分化破骨细胞的技术逐

渐开展并得到应用。破骨细胞分化因子（+()’+,-*()
./00’1’2)/*)/+2 0*,)+1，!34）和破骨细胞发生抑制因子

（+()’+,-*() ,5)+6’2’(/( /27/8/)+15 0*,)+1，!"94）被证明是

破骨细胞发生的关键细胞外调节因子，细胞在无诱

导条件下以 !"94 表达占优势，局部增加刺激因素可

抑制 !"94，促 进 !34 的 表 达，从 而 诱 导 !" 的 形

成［:，;］。<=.*［:］和 >+1?++.［@］研究证实：成骨细胞能

表达 !34，并在某些骨吸收刺激因子的作用下表达

明显增强。而 #，:A（!>）:3; 被证明是一种很强的骨

吸收刺激因子，是维生素 3 受体通路的代表因子，

参与破骨细胞的形成及激活过程。目前国内所用的

大鼠骨髓源性破骨细胞培养，主要以 #，:A（!>）:3;

作为诱导物［A，B］。本研究结果显示，诱导形成的 !C"
的破骨能力较直接分离培养的成熟 !" 弱。我们推

测这是由于体内的 !" 前体细胞在分化发育过程中

还同时受到其他激素和细胞因子（如：D&>、DEF:、9C#

和 9CB 等［G］）的调控，在这种体液环境中分化成熟的

破骨细胞功能活性可能比较健全。

由于骨髓干细胞 #，:A（!>）:3; 诱导培养体系需

要成骨细胞支持，造成破骨细胞分离纯化困难，所以

这种方法比较适用于研究破骨细胞分化发育过程中

细胞因子的调节作用，而不适合用于对细胞纯度要

求较高的破骨细胞分泌蛋白检测、生化和分子生物

研究等，国内于世风等［%］也做出了相似结论。关于

诱导形成的 !C" 的破骨功能还存在争议。本研究

显示这种 !C" 能够形成骨陷凹，只是比直接机械分

离培养的 !" 形成的单个骨陷凹的平均面积小，所

以我们认为诱导形成的 !C" 有破骨能力，但较直接

分离培养的成熟 !" 弱。

在细胞培养过程中我们有如下体会：!实验中

我们发现如果将直接分离培养的破骨细胞在孵育 #
7 后，弃去原培养液并用新的培养液冲洗 : 次后，能

有效排除成骨细胞、成纤维细胞等杂细胞的干扰，使

真正的具有骨吸收功能的 !" 能够有足够伸展和移

动空间。"对诱导法培养的细胞采取隔日换液一半

的方法细胞活性明显优于隔日更换全部培养液的方

法。可能是因为旧的培养液中含有上述有利于破骨

细胞生长分化的细胞因子的缘故。

本研究尚有如下不足：虽然扫描电镜下能看到

成熟 !" 形成的骨陷凹普遍比 !C" 形成的深，但由

于没有找到一个很好的能够检测比较骨陷凹深度的

方法，所以不能做统计学分析，假如能够解决这个问

题，并且统计结果还有显著性意义的话，那将更加有

力的证明本实验结论。

从本研究中我们可以做出如下结论：直接机械

分离破骨细胞培养法不需特殊试剂和设备，操作较

简单，成本低，也比较容易掌握，但是破骨细胞获得

量较少，需要大批量处理动物，工作量较大；所获得

的破骨细胞吸收功能活跃，适合骨吸收功能分析、破

骨迁移黏附、凋亡研究及单细胞分子生物学研究。

#，:A（!>）:3; 诱导培养法，操作较复杂，条件不容易

掌握；虽然获得的细胞数较前者多，但骨吸收功能较

弱，适合用于破骨细胞分化发育过程的研究。实验

研究中应该注意这个差别，针对不同实验目的可以

采用不同的培养方法。
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者的存活，骨水泥与骨界面的松动以及骨吸收无法

避免，而磷酸钙等充填材料生物力学强度较低，无法

保证早期稳定性。新型的充填材料为尚处于动物试

验阶段的生物骨水泥，其特点为可吸收而被骨组织

替代，早期强度与骨组织强度接近，并能携带 !"#，

一旦解决了吸收与骨长入的同步，必将成为新一代

理想的充填材料［$%&］。同时术后规范的骨质疏松治

疗不能忽视。

! 结论

膨胀式椎体成型术具有锥体的可控扩张，稳定

性强，骨水泥渗漏少，可有效恢复锥体高度，纠正力

线，治疗费用低，是一种安全有效的治疗方法。
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