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摘要：目的 观察瘦素（,05<+.）对体外骨髓诱导培养的小鼠破骨细胞分化和功能的作用效应，探索

,05<+. 和骨吸收之间的关联。方法 建立由巨噬细胞集落刺激因子（=>?@A）和骨保护素配体（BCD"E）

为共同细胞因子的小鼠破骨细胞骨髓诱导培养体系，将不同浓度的 ,05<+. 作用于破骨细胞。实验中

根据培养液中是否加入 =>?@A 和 BCD"E 并依据 ,05<+. 浓度的不同分为：C 组，=>?@A 和 BCD"E；! 组，

=>?@A、BCD"E 和 ,05<+.（&$ .2F),）；? 组，=>?@A、BCD"E 和 ,05<+.（’7$ .2F),）；G 组，=>?@A、BCD"E 和

,05<+.（#H$ .2F),）；( 组，=>?@A、BCD"E 和 ,05<+.（8#$ .2F),）；A 组，=>?@A、BCD"E 和 ,05<+.（H$$ .2F),）；

同时设立空白对照组 I 组。于作用后第 J 天取细胞玻片进行抗酒石酸酸性磷酸酶（KBCL）染色，观察

破骨细胞并计数；于第 ’$ 天取出骨片进行甲苯胺蓝染液染色，在光镜和扫描电镜观察骨吸收陷窝形

态。结果：诱导培养的小鼠破骨细胞形态特征明显；C 组在破骨细胞数量与 G、(、A 组相比较有明显

的统计学差异（! M $9$%）；C 组骨吸收面积比与 !、?、G、(、A 组都有明显的统计学差异（! M $9$%）。结

论：,05<+. 抑制体外培养的破骨细胞的分化和骨吸收功能。
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E05<+. 是由脂肪组织分泌，其功能主要是抑制

食欲和调节机体能量代谢。目前的研究表明它参与

了体内生殖、免疫、造血、血管生成等多种生理活

动［’，#］，在骨代谢的调节方面也扮演了重要的角色。

目前有关 ,05<+. 与成骨细胞的关系研究相对比

较充分，而由于破骨细胞培养体系不够成熟稳定，

,05<+. 与骨吸收之间的关联尚不完全清楚。为了观

察 ,05<+. 对体外培养破骨细胞作用效应，本实验在
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!"#$% 和 &’()* 两种细胞因子共同存在的条件下，

建立体外骨髓诱导破骨细胞培养体系，观察 +,-./0
对破骨细胞分化及功能的影响，进一步探索 +,-./0
与骨代谢间的关联。

! 材料和方法

!"! 动物

清洁级 1 周龄雌性小鼠 2 只，重（34 5 6）7，南京

军区南京总医院实验动物学部提供。

!"# 主要试剂

达尔伯克氏必需基本培养基（8!9!）和胎牛血

清（%#$）：美国 :/;<= 公司；*9>?@(：&08 公司；!"
#$%：&08 公司；&’()*：A/=B/C/=0 公司；抗酒石酸酸

性磷酸酶（?&’>）染色试剂盒：中国医科院血液病学

研究所产品；牛骨片：上海瑞金医院进行切割；扫描

电镜：>D/+/-C EFE，南京林业大学。

!"$ 破骨细胞的分离和培养方法

用蒸馏水冲洗鼠体后拉颈脱位处死，GEH乙醇

浸泡 E I/0。无菌条件下，分离股骨及肱骨，剪断两

侧骨骺端，用注射针头将 8!9!（含 3FF JKI+ 青霉

素，3FF!7KI+ 链 霉 素，L II=+K* *"谷 胺 酰 氨，3EH
%#$）轻轻冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞混合液并接种

到塑料培养瓶中培养（EH #ML，4EH 空气，6G N湿

热）1E I/0。收集未贴壁细胞（骨髓单核细胞），取上

清液，离心（3FFF OKI/0，1 N 离心，共 E I/0）。弃上

清液，用 8!9! 培养液重悬细胞，计数并调整细胞

浓度 P 3 Q 3FR K!*，使细胞混合液达到 1E I+（每组 R
I+）。根 据 培 养 液 中 是 否 加 入 !"#$%（EF 07KI+）、

&’()*（EF 07KI+）和 +,-./0 分为 G 组：’ 组加入 !"
#$% 和 &’()*；A"% 组在加入相同同浓度 !"#$% 和

&’()* 同时还加入不同浓度的 +,-./0（+,-./0 浓度依

次为：A 组 2F 07KI+；# 组 3RF 07KI+；8 组 L1F 07KI+；9
组 6LF 07KI+；% 组 1FF 07KI+）；: 组为空白对照组。

将细胞混合液移入有玻片及骨片的 L1 孔培养板中

（玻片每组 1 块，骨片每组 L 孔，每孔 6 块骨片，培养

液 3I+K孔），并放入培养箱（EH#ML，4EH空气，6G N
湿热）中培养。每隔 L 天换液 3 次，换液 EFH。于第

G 天将玻片取出，第 3F 天取出骨片进行处理观察。

# 破骨细胞的观察及处理

#"! 活体细胞生长观察

在倒置相差显微镜下动态观察细胞的形态和生

长情况。

#"# 破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶（?&’>）染色

将细胞玻片固定后，按说明书进行 ?&’> 染色

操作，中性树胶封片，光镜下观察，以 ?&’>（ S ）多核

细胞（6 个或 6 个以上）为破骨细胞，对每个玻片上

随机取 1 T 3F 个视野（ Q LFF）中的破骨细胞数进行

计数，取均值结果以细胞数K玻片表示。

#"$ 骨吸收陷窝染色、观察和统计

将骨片经 LUEH戊二醛固定液 1 N固定 G I/0，

超声清洗（EF VWX）E I/0 后，系列乙醇脱水，自然晾

干，3H甲苯胺蓝染液室温染色 1 I/0，蒸馏水清洗后

3FF 倍光镜下对吸收陷窝（圆形、椭圆形和腊肠等典

型形态，边界清楚的蓝紫色异染区）观察。并用扫描

电镜进行观察，在 3EF 倍左右扫描电镜下进行骨吸

收陷窝面积百分比的统计。

#"% 统计学处理

所有资料数据使用 $>$$ 3FUF 软件进行方差分

析，两组间进行配对 ! 检验。"!FUFE 认为有显著

性统计学意义。

$ 结果

$"! 破骨细胞活体观察

培养 3D 后开始出现贴壁细胞，大多为体积较小

单核圆形细胞，大小基本一致，分布比较均匀；培养

第 L 天细胞形态开始出现变化，出现散在的大形细

胞（类似多个单核细胞融合，形态不一，以圆形为

多），局部出现细胞聚集，但各组细胞密度未见明显

变化；细胞培养第 6、1 天，’"% 组不规则细胞数量逐

渐增多，体积不断增大，形态演变为大圆形、猫眼形、

花瓣形等形状，有些细胞出现伪足，胞浆内可见多

个核（以 6 个核为多），成为破骨细胞；: 组细胞仍以

小圆形细胞为主，不规则细胞少见；各组细胞分布不

均匀，细胞密度都有降低，但以 : 组明显；培养的第

G 天各组破骨细胞形成逐渐达到高峰，细胞核大多

有 6 个及 6 个以上，但同时发现有些破骨细胞出现

核染色质浓缩碎裂成块，破骨细胞凋亡，数量开始减

少。’"% 组中以 8 组细胞浓度为低，破骨细胞数量

相对较少；而 ’ 组破骨细胞细胞大并且不规则细胞

多见，: 组与其他组相比破骨细胞数量最少而且细

胞小。

$"# ?&’> 染色阳性多核细胞计数

?&’> 染色阳性的多核细胞在光镜下有多个核，

胞质呈红色，细胞核如空泡样，复染后细胞核呈蓝

色。各组破骨细胞均数及统计学比较见表 3。镜下

观察发现：与 : 组相比其余各组破骨细胞数量明显

多、体积大、形态多样而且破骨细胞细胞核更多；在
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!"# 组中镜下观察发现以 $ 组细胞数量最少，染色

较淡；同时 % 组与 !"# 组相比，破骨细胞细胞数量和

核都较多（图 & ’ (）。

表 ! 各组破骨细胞数（!! ) "）

组别
破骨细胞数量（个*玻片）

& + ( , !! ) "

% -./0- -+ /,1 ,2 /-0 (, /&, ,2 /0+ ) &1/00
!" (- /11 +2 /+- ,2 /,, -& /2( ,1 /22 ) &&/&+
3" (- /11 (+ /40 ,1 /11 ,. /4( (. /(+ ) 0/-+
$# +2 /22 +2 /+1 +( /11 &2 /,1 +, /4& ) ,/.&
5# (, /11 ,1 /2( ,( /,1 (4 /-1 (2 /42 ) ,/(1
## ,& /+. (- /&( (2 /11 ,4 /+1 ,1 /&- ) ,/0-
6# &1 /11 &( /,1 &2 /21 &, /+1 &, /&1 ) (/4+

注：与 % 组相比" # 7 181-；# # 9 181-；% ’ # 组间方差分析 $ :

&,82,，$181-（4，+&）: +/-0，# 9 181-

图 ! % 组，破骨细胞，;<%= 染色（ > +11）

图 " $ 组，破骨细胞 ;<%= 染色（ > +11）

#$# 骨片吸收陷窝光镜和扫描电镜的观察和统计

骨片在培养 &1 天后经甲苯胺蓝染色后骨吸收

图 # 6 组，破骨细胞 ;<%= 染色（ > +11）

陷窝呈蓝紫色，形态不规则，大小不一，边界清楚。

其中在 %"# 组中以 % 组陷窝数量多，面积大，多连

接成串珠样，并且发现 !"# 组吸收陷窝多在骨片的

边缘；而在 $、6 组中吸收陷窝数量和面积小（图 ,、

-）。扫描电镜下骨吸收陷窝形状不规则，底面粗糙，

边界清楚，可见伸出伪足的破骨细胞（图 4 ’ 2）。各

组骨吸收陷窝面积百分比的比较见表 +。

图 % % 组，骨吸收陷窝 甲苯胺蓝染色（ > ,11））

表 " 各组骨吸收面积百分比（!! ) "）

组别
骨吸收面积量（?）

& + ( , - 4 !! ) "

% -4 (( (0 (2 ,, ,. ,+82( ) 28-0
!# +- +( (- ,+ +& (( +.82( ) 28&-
3# +1 &2 (. (. +0 +4 +28&0 ) .814
$# &0 &- 0 &+ &- &1 &+840 ) (80+
5# +- +1 (, (. (& +& +4840 ) 08.4
## +2 +, +0 (1 &. (- +08&4 ) -8,&

注：与 % 组相比# # 9 181-；% ’ # 组间方差分析 $ : +-/ ..，$1 /1-

（4，(,）: +/(2，# 9 1/1-
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图 ! ! 组，骨吸收陷窝 甲苯胺蓝染色（ " #$$）

图 " 破骨细胞，甲苯胺蓝染色 扫描电镜

图 # 实验组 %，骨片吸收陷窝，甲苯胺蓝染色 扫描电镜

图 $ 实验组 &，骨片吸收陷窝，甲苯胺蓝染色 扫描电镜

% 讨论

%&’ 小鼠破骨细胞的培养和鉴定

由于破骨细胞数量少、体积大，含丰富的蛋白水

解酶，紧贴骨基质生长，生存时间短、无法传代和纯

化困难等原因，建立一个不仅数量多、纯度高而且功

能活跃的破骨细胞培养体系较困难。研究表明 ’(
)*+ 和 ,%-./ 是破骨细胞形成、分化和成熟过程中

所必须有的两种细胞因子［0］。本实验在原有破骨细

胞骨髓诱导培养体系的基础上，成功建立了以 ’(
)*+ 和 ,%-./ 为共同的诱导分化因子的破骨细胞

培养体系，在这种培养体系中破骨细胞的形态和生

长变化符合破骨细胞特点；经 1,%2 染色后阳性细

胞不仅数量多、细胞大而且核多；骨片经甲苯胺蓝染

色，扫描电镜发现骨吸收陷窝典型面积大。

%&( 345678 对破骨细胞分化及功能的影响

/45678 是在 9::# 年由 ;<=8> 发现［#］，由 9?@ 个氨

基酸组成的一种分泌型蛋白质，分子量为 9? A&。研

究表明 /45678 和骨代谢也存在着密切的关联：一方

面间接地通过下丘脑和交感神经系统产生抗成骨效

应［B、?］；另一方面 345678 直接作用于外周促进骨形成

或（和）抑制骨吸收。/45678 可作用于人骨髓间质细

胞，使其向成骨细胞分化，同时抑制该细胞向脂肪细

胞分化［@］；研究表明人类成骨细胞的原代培养也可

产生 345678，同时 345678 可促进细胞的矿化［C］；345678
可直接调节骨细胞的生长，刺激从大鼠分离的成骨

细胞增殖［:］；刺激人成骨细胞功能［9$］。目前 345678
和成骨细胞及骨形成之间关联研究较多，而 345678
和破骨细胞关联研究尚不够充分。

本实验以不同浓度的 345678 与 ’()*+ 和 ,%-./
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细胞因子共同诱导培养破骨细胞，经过 !"#$ 染色、

复染、镜下进行破骨细胞计数，结果表明 %&’ 组与 #
组相比破骨细胞数量少，而且镜下观察破骨细胞不

规则细胞少。这表明 ()*+,- 抑制破骨细胞的分化，

这可能与 ()*+,- 通过提高在单核细胞中骨保护素

.$/0"1# 和蛋白质表达，增加 .$/0"1# 稳 态 水

平，通过 "#1234"#124.$/ 介导，降低 "#1230"1#
表达水平而实现的［55、56］。但 ()*+,- 抑制破骨细胞的

效应与浓度呈双向性，随着 ()*+,- 浓度增高到一定

值时，抑制效应达到最高；而当 ()*+,- 浓度继续增加

时，抑制效应在逐渐减少。

实验结果表明，()*+,- 能够抑制小鼠骨髓源性诱

导培养的破骨细胞的分化及骨吸收功能，且该效应

在 ()*+,- 浓度控制一定范围内效果尤其显著。通过

本实验也表明 7&89’ 和 "#123 两种细胞因子对破

骨细胞形成和功能调节的重要作用。关于 ()*+,- 对

破骨细胞分化及功能的抑制效应是否存在时间依赖

性以及随着 ()*+,- 浓度的增加，培养液中是否存在

"#123 和 .$/ 蛋白质水平的相应变化，尚有待进一

步探讨。
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中国医师协会 6LLU 超级医生

“秀出我才，谁更出彩”全国大型主题竞赛

活动通知

由中国医师协会主办，并携手惠氏制药公司健康药物部，面向临床一线的广大主治及住院医师联合推出

的“中国医师协会 6LLU 超级医生‘秀出我才，谁更出彩’全国大型主题竞赛”活动，将于 6LLU 年 6 月起在各大

城市陆续展开。

此次活动旨在通过互动的活动形式，覆盖各个层面的医师，来学习、贯彻及应用相关行业指南（如《中国

骨质疏松指南》、《中国咳嗽诊治指南》、《维生素矿物质与慢性疾病指南》等）。开展各类学习竞赛，展示当代

医师的学习技能、现场应变能力、学术知识及个人风采，并且由此系列活动开展的超级擂主、超级演讲者的选

拔也将塑造新一代医师形象。（参与详情可登录 IIID =>*):?@E+@: D EE@E-D -)+ 查询！）
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