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阿仑膦酸钠对 & 型糖尿病骨质疏松大鼠体外

培养的破骨细胞作用
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摘要：目的 研究第三代二膦酸盐类药物阿仑膦酸钠（,.425982,:4，固邦）对体外培养的 & 型糖尿病骨

质疏松大鼠的破骨细胞的作用。方法 建立 & 型糖尿病骨质疏松大鼠模型，于 "、(、# 和 ; 周进行体

外骨髓破骨细胞样细胞（<=>）培养，并进行阿仑膦酸钠干预，观察 <=> 数量变化。结果 & 型糖尿病

组大鼠 <=> 高于正常对照组；& 型糖尿病骨质疏松组大鼠 <=> 高于 & 型糖尿病组；在所有干预组中，

阿仑膦酸钠显著减少 <=>（! ? "@"&）。结论 破骨细胞形成增加可能是 & 型糖尿病骨质疏松的原因

之一，阿仑膦酸钠抑制 & 型糖尿病骨质疏松大鼠体外培养的 <=> 的形成。

关键词：& 型糖尿病骨质疏松大鼠；破骨细胞样细胞；体外骨髓细胞培养；阿仑膦酸钠

!""#$%& ’" ()#*+,’*-%# ’* ’&%#’$)-&%& $.)%.,#+ /0%1 2’*# 3-,,’/ $#))& !" #!$%& 0* %45# 6 +0-2#%0$ ’&%#’5’,’&0&
,-%& "# $%&%’，()*+, -.，/*+, $0’ .1 02，3.40516.’1 78 9’:7;5<’727=>，1?. @?<5: )7A4<102，).B.< C.:<;02
D’<E.5A<1>，(?<F<0G?%0’= ")"")&，>A-2,
(2&%,-$%：728#$%09# B8 -2C4D:-E,:4 :A4 4FF47: 8F ,.425982,:4 82 8D:487.,D:D 70.:0945 G-:A H824 +,998G 74..D <’
E<157 -2 9,:D G-:A :/I4 & 5-,H4:4D +4..-:0D（B&JK）6 :#%1’+& L-M:/ (@) :8 !N+82:AN8.5 F4+,.4 O-D:,9 9,:D G494
5-C-545 -2:8 F809 E980ID6 P,:D +854. 8F B&JK G494 4D:,H.-DA45 H/ 74.-8-2Q47:-82 8F D-2E.4 58D4 8F D:94I:8R8:87-26
P,:D -2 E980I J<ST G494 D0HQ47:45 :8 8C,9-47:8+-R,:-826 U: :A4 "，(，# ,25 ; G441D ,F:49 8C,9-47:8+/，:A4 F4+09
H824 +,998G G494 70.:0945 -2 :A4 I94D4274 8F +,798IA,E4 78.82/ D:-+0.,:-2E F,7:89（KN>LV）,25 9474I:89 ,7:-C,:89
8F 207.4,9 F,7:89 1,II,N’ .-E,25（PUWX=），,25 ,.425982,:4 G,D ,5545 :8 :A4 70.:094 +45-0+ :8 :A4 F-2,.
782742:9,:-82D 8F &"Y Z +8.[=6 ;#&.)%& \2 :A4 GA8.4 E980I 8F B&JK，:A4 20+H49 8F 8D:487.,D:N.-14 74..D（<=>D）
G,D A-EA49 :A,2 :A,: 8F :A4 782:98. 6 >8+I,945 G-:A J>，JL，,25 :A4 20+H49 8F <=>D -2 J<ST G494 +894（! ?
"@"&）6 BA494 G,D 28 5-FF494274 -2 :A4 20+H49 8F <=>D H4:G442 E980I J> ,25 E980I JL（! ] "@")）6 BA4 20+H49
8F <=>D -2 4C49/ E980I G,D E94,:./ -2A-H-:45 H/ ,.425982,:4（! ? "@"&）6<’*$).&0’*& BA4 -2794,D45 20+H49 8F
8D:487.,D: +-EA: H4 824 8F :A4 94,D82D F89 :A4 54C4.8I+42: 8F 8D:48I898D-D -2 9,: G-:A B&JK，GA-.4 U.425982,:4 7,2
-2A-H-: <’ E<157 <=>D F89+,:-82 -2 :A4D4 9,:D6
=#4 /’,+&：B/I4 & 5-,H4:-7 8D:48I898D-D；’824 +,998G 74..； #’ E<157；<D:487.,D:N.-14 74..；U.425982,:4

糖尿病（5-,H4:4D +4..-:0D，JK）的发病率逐年上

升，由糖尿病引起的骨质疏松（<^）也随之增多，糖

尿病状态下存在骨代谢异常，许多研究表明，& 型糖

尿病与骨量减少有密切关系。因此如何防治 & 型糖

尿病患者骨量的丢失逐渐受到重视。

骨质疏松时骨吸收大于骨形成，因而导致骨量

减 少。 在 骨 质 疏 松 的 发 病 过 程 中 破 骨 细 胞

（8D:487.,D:，<>）起着极其重要的作用。这种多核细

胞是骨吸收的主要细胞，其功能和行为也是目前研

究骨质疏松的难点和焦点。由于目前尚无可利用的

破骨细胞株，所以人们尝试用体外培养破骨细胞样

细胞（8D:487.,D:N.-14 74..，<=>）的方法来研究破骨细

胞的行为和影响因素。本研究在建立 & 型糖尿病骨

质疏松大鼠模型的基础上，通过体外 <=> 培养，动

态观察 & 型糖尿病骨质疏松大鼠与正常大鼠的 <=>
生长规律、特点以及 <=> 数量的变化，用第三代二

膦酸盐类药物阿仑膦酸钠（,.425982,:4，固邦）在体外
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对 !"# 进行药物干预，从细胞水平探讨阿仑膦酸钠

在体外对破骨细胞的作用。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂

链脲佐菌素（$%&’(%)*)%)+,-，./0，）购自 .,123 公

司，细 胞 核 因 子 45 受 体 活 化 因 子 配 基（ &’+’(%)&
3+%,63%)& )7 -8+9’3& 73+%)& 43((3:5 9,13-;，<=>?"）购自

#@’2,+)- 公司，巨噬细胞集落刺激因子（23+&)(@31’
+)9)-A:$%,2893%,-1 73+%)&，B:#.C）购自 .,123 公司，DE
孔培养板购自 #)$%3& 公司，!:BFB 培养基购自 .,123
公司，抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶（ %3&%&3%’:&’$,$%3-% 3+,;
(@)$(@3%3$’，/<=G）试剂盒购自 .,123 公司，胎牛血清

（C5.）购自杭州四季青生物工程材料研究所，阿仑

膦酸钠（固邦）由石家庄制药集团提供。

!"# 方法

!"#"! 动物分组：健康雌性 H,$%3& 大鼠 EE 只（购自

河北医科大学实验动物中心，清洁级，动物合格证书

编号：I? JKLD:JJME，普通饲料饲养，自由摄食、饮

水，LD @ 日光交替照射）DNO P K 月龄，体重 LQJ 1 P
DDJ 1。大鼠适应性喂养 L 周后随机分为正常对照

组（># 组，Q 只）、L 型糖尿病对照组（I# 组，LD 只）、L
型糖尿病假手术组（I. 组，LD 只）、L 型糖尿病双侧

卵巢切除组（I!RS 组，LD 只），组间大鼠体重无统计

学差异。

!"#"# L 型糖尿病模型制备：对 I# 组、I. 组、I!RS
组共 KM 只大鼠禁食 LD@ 后，进行单剂量链脲佐菌素

（$%&’(%)*)%)+,-，./0，柠檬酸钠缓冲液制成 DT溶液）

MJ 21U41 腹腔注射，正常对照组注射等量柠檬酸钠

缓冲液（JNL 22)9U"，(V W ENO）。EQ @ 后测尾静脉血

糖（乐康全!血糖仪，德国宝灵曼公司产品）!LMNX
22)9U" 且试纸法尿糖（ Y Y Y P Y Y Y Y ）确认为

糖尿病大鼠模型。

!"#"$ 双侧卵巢切除手术方法：在制备 L 型糖尿病

大鼠模型 L 周后，I!RS 组大鼠用 LT硫喷妥钠按 EJ
21U41 腹腔注射麻醉，约 LO 2,- 后将大鼠俯卧位固

定于手术台，无菌条件下在后背正中切开皮肤，切口

长约 DNJ +2，分开背部肌肉，结扎输卵管，切除双侧

卵巢，逐层缝合伤口。I. 组大鼠只作背部切口及缝

合处理，不作卵巢切除。

!"#"% 骨髓体外 !"# 培养方法：于切除卵巢当天取

># 组大鼠作为基值（J 周），于切除双侧卵巢后 D、E
及 Q 周时各组测量体重、血糖，并各组随机选取大鼠

L 只，拉颈处死，均取左下肢，用 XOT乙醇浸泡 LJ P

LO 2,-。无菌条件下取股骨，分离周围组织，切断股

骨两端骨骺，用含 E 29 无酚红!:BFB 的 DOZ 针头冲

洗骨髓腔 D 次，无菌离心管收集骨髓冲洗液，用吸管

将其吹打均匀，在高速低温离心机上 E[，KJJJ 转 O
2,- 离心 D 次。细胞计数后，用含 LJTC5.、KJ -1U29
$<=>?"、LJ -1U29 B:#.C、LJJ \U29 青霉素、LJJ"1U29
链霉素的无酚红!:BFB 稀释细胞至 LNO ] LJM U29 浓

度，将此细胞悬液置于 DE 孔培养板内培养，每孔 JNO
29，每组各培养 LJ 孔。每 D P K 天更换培养液，取出

JND 29 培养液，再加入 JND 29 新培养液，培养板置于

OT#!D 和 KX[培养箱内培养。来自各组大鼠的细

胞均分为无干预组和阿仑膦酸钠组（5G 组），阿仑膦

酸钠组在培养基内加入 LJ^ X 2)9U" 的阿仑膦酸钠

（固邦）。

!"#"& 细胞固定、染色：细胞培养 X ; 后，将帖壁细

胞进行固定和染色。移去培养板各孔中的培养液、

细胞悬液，用 JN_T>3#9 冲洗，贴壁细胞用 ET多聚

甲醛固定。细胞固定后，再取出 ET多聚甲醛，并用

JN_T>3#9 冲洗各孔，再加入抗酒石酸酸性磷酸酶

（/<=G）染剂（JNO 29U孔），将培养板置于 KX[温箱中

孵育 L @，进行 /<=G 染色。

!"#"’ 细胞计数方法：/<=G 细胞染色后，在 LJJ P
DJJ 倍倒置显微镜下，计数每孔 !"# 数，每组计数 LJ
孔，取均值。/<=G 阳性且!K 个核的多核细胞认定

为 !"#。

!"#"( 统计学处理：所得数据用美国 .G.. 统计软

件包进行相关分析，配对 ! 检验及单因素方差分析，

.>?（.%8;’-%:>’‘23-:?’89$ G&)8;8&’）进行两两比较，

" a JNJO 被认为有统计学差异。所有数据均用"# b
$ 表示。

# 结果

#"! 各组大鼠血糖和体重的变化

在制成 L 型糖尿病模型及切除卵巢后，L 型糖

尿病各组大鼠均有死亡，正常对照组大鼠无死亡。

如表 L 所示，切除卵巢 J、D、E 和 Q 周时 I# 组、I.
组、I!RS 组之间大鼠血糖无明显差异（ " c JNJO），

但均明显高于同期 ># 组（" a JNJL），提示切除卵巢

对大鼠的血糖无显著影响。

正常对照组大鼠体重呈进行性增加，糖尿病各

组大鼠体重在各个时期均明显低于正常对照组，

I!RS 组体重在 D、E 和 Q 周均高于同期 I# 组和 I.
组，E 周（" a JNJO）和 Q 周时（" a JNJL）差异有显著

性。见表 L。
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表 ! 各组体重和血糖比较（!! ! "）

组别
体重 血糖

" 周 # 周 $ 周 % 周 " 周 # 周 $ 周 % 周

&’ ())*+, ! ("*#, #"#*,+ ! ("*%" #()*-- ! (-*#, . #-)*/" ! ("*(( . /*,- ! "*"# /*#" ! "*), /*(# ! "*/, /*"$ ! (*",
0’ (,"*$" ! (/*%) (,%*-% ! %*#% (,$*,+ ! ("*#- (+(*-- ! ("*$$" #/*", ! $*,$ #$*/) ! #*+) #$*$$ ! #*+) #-*$, ! -*"%
01 ($%*(- ! ($*)- (,+*+( ! ("*,) (,(*-- ! +*+( (+"*$" ! )*%$" #$*#" ! -*%- #-*++ ! #*+% #$*## ! -*-% #$*"" ! -*"#
0234 (,-*/$ ! (,*#+ (//*,+ ! (#*$- (/$*," ! ,*/%"! #""*"" ! ("*-#!. #/*/, ! -*%% #$*-- ! #*), #,*-/ ! $*+/ #-*-/ ! $*-#

注：与同组 " 周时比较" # 5 "*",，. # 5 "*"(；与同期 0’ 组、01 组比较!# 5 "*"(；糖尿病各组血糖、体重与同期 &’ 组比较，# 5 "*"(

"#" 6789 染色后 2:’ 的形态

体外培养的 2:’ 对 6789 有强阳性反应，6789
染色后倒置显微镜观察，2:’ 形态各异，多核，有丝

状或片状的伪足，酶活性部位呈红色颗粒样沉淀，分

布于全部或大部分胞浆，核呈阴性，部分胞浆可见大

小不一的空泡，见图 (。

图 ! 6789 染色阳性破骨细胞样细胞（ ; $""）

"#$ 切除卵巢后各组 2:’ 形成的变化及阿仑膦酸

钠体外干预后各组 2:’ 形成的变化

正常对照组和糖尿病组各组 2:’ 数量随生长

时间呈上升趋势；与 &’ 组比较，0’ 组、01 组、0234
组 2:’ 数量 # 周时即明显增加，差异有显著性（# 5
"*",），提示在 ( 型糖尿病早期 2:’ 的形成已有增

加；0’ 组与 01 组之间无差异（# < "*",）；0234 组

细胞数又明显多于 0’ 组与 01 组（# 5 "*"(），表明

在 ( 型糖尿病和切除卵巢的共同作用下，# 周时

2:’ 数量即较其单一因素作用下增多。在所有组

中，阿仑膦酸钠在体外均能显著抑制 2:’ 的形成（#
5 "*"(）。见表 #。

表 " 各组体外培养的破骨细胞（个=孔，!! ! "）
组别 " 周 # 周 $ 周 % 周

&’ +/*(" ! +*#/ %$*(" ! ("*-" )#*," ! ("*%+". ("(*(" ! ("*,"".

&’> ?9 $(*%" ! %*-, $/*"" ! %*-- ,$*(" ! )*,- /,*%" ! )*%-
0’ +%*$" ! %*)( )+*+" ! ((*%" .# ("+*"" ! (-*+#$ . ((/*+" ! (#*)-# .

0’> ?9 $"*-" ! +*#) /#*-" ! )*#- /%*)" ! )*)/ +%*+" ! )*$-
01 )+*-" ! (#*)(# . ("%*/" ! ($*/"# . ((,*," ! (#*/"# .

01 > ?9 /(*$" ! %*$# +"*-" ! %*,% +/*%" ! %*%$
0234 ((,*)" ! ($*,%$% . (#)*(" ! (%*-#$% . ($-*," ! (%*"-$% .

0234> ?9 +/*"" ! %*+$ %(*," ! ((*,/ )(*)" ! )*+-

注：与 " 周时 &’ 组比较，" # 5 "*"(，与 " 周时 0’ 组比较，. #

5 "*"(；与同期 &’ 组比较，!# 5 "*",，$ # 5 "*"(；与同期 0’ 组、01
组比较，% # 5 "*"(；同期 &’ 组与 &’ > ?9 组比较，0’ 组与 0’ > ?9
组比较，01 组与 01 > ?9 组比较，同期 0234 组与 0234 > ?9 组比

较，# 5 "*"(

$ 讨论

本实验对雌性 @ABCDE 大鼠一次性腹腔注射链脲

佐菌素（BCEFGCHIHCHJAK，16L）造成 ( 型糖尿病，再切除

双侧卵巢，在 ( 型糖尿病的基础上造成骨质疏松，建

立 ( 型糖尿病骨质疏松大鼠模型。切除卵巢对大鼠

的影响，首先是体重增加，这在许多类似研究中都被

观察到，已证实动物因去卵巢所致的增重效应对骨

丢失有一定防护作用，但并不影响整个病程进展［(］。

骨是一个不断进行重建的组织，其重建的过程

由破骨细胞介导的骨吸收和成骨细胞介导的骨形成

组成。破骨细胞来源于造血干细胞中的粒M巨噬细

胞集落（NOM’1P）形成单位，在诱导因子作用下，干

细胞（BCFQ JFRR）分化、融合为破骨细胞。破骨细胞样

细胞（2:’）是指在实验中原代培养或诱导生成的具

有破骨细胞性质的用于细胞学或分子生物学研究的

细胞，实际上破骨细胞和破骨细胞样细胞是同一种

细胞。多 核 的 破 骨 细 胞 表 达 6789，降 钙 素 受 体

（JDRJACHKAK EFJFGCHE，’67），整合素"S#-（ AKCFTEAK，"S#
-），基 质 金 属 蛋 白 酶（ QDCEAU QFCDRRHGEHCFAKDBF，
OO9）［#］。多核破骨细胞接触骨质后形成皱褶 膜

（EVWWRFX QFQYEDKF）和质子泵。特异性的皱褶膜内有

泡状质子 869 酶，其作用在于将质子高速泵入密封

带（BFDRAKT IHKF），整合素（AKCFTEAK），尤其是"S#-，可

能在密封带形成过程中起重要作用，在这个密封环

境里形成高浓度盐酸，后者进而激活酸性蛋白酶，其

中包括破骨细胞分泌的组织蛋白酶 Z（’DC[ Z），使

骨质分解，目前认为被分解的骨基质和钙通过密封

带转入破骨细胞内然后再排出细胞外。因此，破骨

细胞在维持骨量的相对稳定方面起着重要作用，其

数量或活性的改变可导致骨质疏松或骨硬化的发

生。我们已经建立了存在 78&Z: 和 OM’1P 的条件

下，骨髓体外破骨细胞的培养体系，该体系使我们能

够分析在骨质疏松时破骨细胞所起的作用。

许多研究已证实，( 型糖尿病与骨量减少有密

切关系。ZFQAK\ 等［-］对 -, 名无并发症的 ( 型糖尿

病患者研究发现，/+]的男性糖尿病患者和 ,+]的
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女性糖尿病患者的股骨颈和!或腰椎存在骨量减少，

"#$的男性患者符合 %&’ 关于骨质疏松的诊断标

准。

有研究表明，在 " 型糖尿病中，长期的高血糖状

态与骨量丢失有密切关系［#］。长期高血糖可产生过

多 的 糖 基 化 终 末 产 物（()*+,-.) /01-2310+4. 5,)
672)8-43，(/5），9+:+;< 等［=］证实，(/5 能刺激白细胞

介素 >（<,4.70.8:<,?>，@A?>）的形成，使破骨细胞形成

增加。

本研究中应用大量 B9C 破坏大鼠胰岛!细胞，

造成 " 型糖尿病大鼠模型，大鼠的胰岛素分泌不足，

血糖明显升高，而且没有明显的自然恢复，即出现持

续高血糖状态。本实验结果显示，正常对照组和 "
型糖尿病组大鼠体外培养的 ’AD 随时间延长而增

加，" 型糖尿病组大鼠体外培养的 ’AD 数量在不同

时间均多于正常对照组，表明 " 型糖尿病时胰岛素

缺乏和持续的高血糖状态可促进破骨细胞的形成，

使骨吸收大于骨形成，继而造成骨量减少甚至骨质

疏松，进一步表明破骨细胞与糖尿病骨代谢有关，在

细胞水平上部分解释了 " 型糖尿病骨吸收增强的机

制。同时，ED 组和 EB 组与 E’FG 组相比 ’AD 数量

有显著差异，因此，骨髓干细胞向破骨细胞分化的增

多可能是 " 型糖尿病发生骨质疏松的原因之一。

破骨细胞生存时间短，转换率高，它的消失不是

由于细胞继续分化、迁移或再循环，而是凋亡。二膦

酸盐是人工合成的、稳定的、活性的焦磷酸盐类似

物，H.3I:+ 等［>］的研究证实，双羟磷酸盐可促进破骨

细胞凋亡从而抑制骨吸收，表明诱导破骨细胞凋亡

是二磷酸盐防治骨质疏松的机制之一。阿仑膦酸钠

为二膦酸盐的第三代产品。阿仑膦酸钠通过减少破

骨细胞的数量、抑制破骨细胞纹状缘的形成降低破

骨细胞的功能，临床上广泛用于治疗骨吸收增加类

疾病。有研究表明，阿仑磷酸钠能减少绝经后妇女

椎体、椎体外及髋部骨折发生的危险性［J］。阿仑膦

酸钠已被美国食品和药品管理委员会（KE(）批准用

于防治绝经后妇女的骨质疏松症。

二膦酸盐直接或间接的诱导破骨细胞凋亡，在

二膦酸盐抑制骨吸收中起重要作用。阿仑磷酸钠诱

导破骨细胞凋亡的作用机制不十分明确，目前已知

阿仑磷酸钠沉积于骨矿物质，然后被破骨细胞吸收。

阿仑膦酸钠能抑制 L 种破骨细胞酶［M］："氢离子

(96 酶，破骨细胞发挥破骨作用时需要骨吸收部位

呈酸性；阿仑膦酸钠抑制破骨细胞氢离子 (96 酶，

使氢离子不能逆浓度梯度泵到破骨部位，骨吸收功

能降低。#鲨烯合成酶，该酶控制胆固醇的合成，在

其受到抑制后，引起 /96 结合蛋白减少，而 /96 与

细胞骨架的形成和细胞凋亡有关。$磷酸化酶，

D37- 基因敲除小鼠的破骨细胞无活力，也缺少细胞

皱褶缘。因此，阿仑膦酸钠可能通过以上几种途径

在体内和体外促进破骨细胞的凋亡并减少破骨细胞

的骨吸收活性。

本实验在建立了正常和 " 型糖尿病骨质疏松大

鼠体外骨髓 ’AD 培养的基础上，进一步研究了阿仑

膦酸钠在体外对破骨细胞的影响，探讨阿仑膦酸钠

对破骨细胞的作用。除原发性骨质疏松外，已有报

道，阿仑膦酸钠可用于糖皮质激素引起的骨质疏松

症［N］，本实验显示，在体外培养中阿仑膦酸钠干预组

’AD 数量显著低于对照组，表明阿仑膦酸钠在体外

对 " 型糖尿病大鼠及 " 型糖尿病骨质疏松大鼠的

’AD 的形成有抑制作用，为 " 型糖尿病骨质疏松的

防治提供了理论和实验基础。
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