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去势大鼠骨髓体外培养破骨细胞变化观察

及骨髓组织液 789: 和 ;<=9!测定分析
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摘要：目的 观察去势大鼠骨髓源性破骨细胞形成的动态变化和骨髓细胞白细胞介素9:（789:）、肿瘤

坏死因子（;<=9!）含量变化。方法 健康 >+?@*A 雌性大白鼠 :! 只，分为实验组（去卵巢组）和对照组

（假手术组），每组 &! 只。分别于术后 B、C、:、$、"B 周取去卵巢组和对照组各只大鼠骨髓细胞进行细胞

培养，作瑞氏9吉姆萨染色和抗酒石酸酸性磷酸酶（;DEF）染色，观察破骨细胞并计数。提取骨髓组织

上清液。用放射免疫方法，测定 789: 的 ;<=9!含量。结果 术后 B、C 周去卵巢组破骨细胞形成数多

于同期对照组，: 周去卵巢组破骨细胞形成达到高峰，显著多于同期对照组 ! G !H!"。$ 周去卵巢组

破骨细胞数较 : 周有所下降，但仍明显高于对照组。与破骨细胞变化相对应的实验组术后 C 周骨髓

提取液 789: 和 ;<=9!含量明显高于对照组（分别为 "IH"B J CH!$，!HI$ J !H’:），: K $ 周实验组骨髓组

织提取液 789: 和 ;<=9!含量显著高于对照组（789: 测定值分别为 B’H%$ J CHBC，B:H$% J :H&C，;<=9!测

定值为 "H"B J !H&"，"H"C J !HC）。第 "B 周 789: 和 ;<=9!水平明显下降，但仍高于对照组。结论 大鼠

去卵巢后骨髓细胞分化破骨细胞明显增加，呈时间相关动态过程，第 : 周达高峰。骨髓提取液 789: 和

;<=9!含量 : K $ 周达高峰。提示去卵巢后骨髓组织提取液 789: 和 ;<=9!含量升高，增强骨髓微环境

中 789: 和 ;<=9!介导的生物信号，进而使骨髓源性破骨细胞形成增多是可能导致骨吸引亢进的重要

原因。
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绝经后骨质疏松症是严重危害妇女健康的严重

疾病，以高骨转换为特征，表现为骨吸收大于骨形

成，小梁骨大量丢失，其最终结果是骨量减少、骨密

度减低以及骨组织微结构破坏，从而导致骨脆性增

加，易发生骨析。雌激素缺乏是导致骨吸收亢进的

主要原因［B］。本研究观察成年大鼠去卵巢后不同时

期骨髓源性破骨细胞增殖分化能力的动态变化，及

其骨髓液 9:;< 和 =>?;!含量改变之间的关系。

) 材料和方法

)*) 大鼠去卵巢模型的建立

健康 C 月龄雌性 D(*+"# 大白鼠 <E 只，体重 FFE
G FHE 6，由本院动物实验科提供，随机分为实验组

（切除双侧卵巢组）和对照组（假手术组），每组 CE
只。实验组均行双侧卵巢切除术。术时均予 CI戊

巴比妥钠溶液按 EJB !-KBEE 6 体重腹腔麻醉。手术

腹侧入路完整切除双侧卵巢，止血缝合。对照组采

用腹侧入路，仅切除皮下组织即关闭。分别于去卵

巢后 F、H、<、L、BF 周每组各 < 只大鼠，每只两侧股骨

少量骨髓细胞作细胞培养，余全部提取骨髓液。

)*+ 主要试剂和仪器

!;MNM，胎牛血清（?OP，兰州民海），抗酒石酸

酸性磷酸酶染色（=Q/R）试剂盒购自中国医科院血

液病学研究所；9:;< 和 =>?;!试剂盒采用液相竞争

法，购于解放军总医院科技开发中心放免所，仪器为

中科院上海原子核日环仪器厂生产的 P>;<LF 型放

射免疫"计数仪。

)*, 细胞培养

破骨细胞培养，参考夏文芳等［F］方法，主要步骤

包括：无菌操作下完整取下一侧股骨，剪断两侧骨骺

端，用 S !-!;MNM（含 BEI?OP，BEE TK!- 青霉素，BEE
!6K: 链霉素）反复冲洗骨髓腔 C 次，收集骨髓细胞

悬液，将细胞调节成浓度为 B U BEV K!-，加入预先配

好的培养体系，其内含有 FEI ?OP、W(+XC（BEY L M，

*(6!"）混匀后加入预置盖玻片的 FH 孔板内，置 O@F

培养箱，在 SI O@F，CV Z条件下培养，C & 换液 B
次，V & 后，取出玻片进行固定染色。

)*- 破骨细胞染色和鉴定

在培养的盖玻片上分别作瑞士;吉姆萨染色和

抗酒石酸酸性磷酸酶（=Q/R）染色：以 =Q/R 染色

（ [ ），细胞核!C 个核的细胞为破骨细胞标志。对

每个随机视野中的破骨细胞进行计数。每组大鼠计

数 BE 张玻片，取均值，结果以细胞数K玻片表示。

)*. 骨髓组织液 9:;< 和 =>?;!的测定

采用放射免疫法测定骨髓组织液内的 9:;< 和

=>?;!含量。对其结果值进行统计分析。

)*/ 统计学处理

各数值均采用 PRRPP BEJE 版本对结果进行 ! 检

验，结果用均数 \ 标准差（"" \ #）表示。

+ 结果

+*) 术后不同时期破骨细胞变化见表 B。

术后 F、H 周去卵巢组骨髓源性破骨细胞形成数

多于同时期对照组；< 周，去卵巢组破骨细胞显著多

于对照组 $ ] EJEB（图 B）；L 周，去卵巢组破骨细胞

形成数较 < 周下降，但仍明显高于对照组 $ ] EJES。

对照组全程骨髓源性破骨细胞数量无明显改变。术

后不同时期 9:;< 变化见表 F。实验组术后 F、H 周骨

髓提取液 9:;< 含量明显高于对照组，<、L 周实验组

骨髓组织提取液 9:;< 含量显著高于对照组 $ ]
EJEB，第 BF 周 9:;< 水平明显下降，但仍高于对照组。

术后不同时期 =>?;!变化见表 C。实验组术后 F、H
周 =>?;!含量明显高于对照组，<、L 周显著高于对

照组 $ ] EJEB，BF 周 =>?;!含量明显下降稍高于正

常组。

图 ) 诱导培养出的破骨细胞。=Q/R 染色，

细胞内见多个细胞核（ U FEE）
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表 ! 去势大鼠体外培养不同时间骨髓源性破骨细胞形成数

分组 ! 周（个"玻片） # 周（个"玻片） $ 周（个"玻片） % 周（个"玻片） &! 周（个"玻片）

实验组 &!’#% ( &’)* &%’&! ( #’+!! !,’,$ ( !’&%!! &-’!+ ( +’),! &+’+) ( !’#+
对照组 %’!& ( &’** &!’&) ( ,’&# &+’,# ( &’%, &+’&! ( &’+! &!’&! ( &’+#

注：与对照组比较! ! . *’*,，!!! . *’*&

表 " 去势大鼠骨髓提取液不同时期 /01$ 测定结果（"" ( # 23"45）

分组 $ ! 周 # 周 $ 周 % 周 &! 周

实验组 $ &)’,! ( +’!&! &-’&! ( #’*%! !,’)% ( #’!#!! !$’%) ( $’+#!! &$’)% ( #’+,
对照组 $ &+’!+ ( #’,$ &#’+! ( #’,& &#’+* ( ,’&- &#’,# ( +’&! &#’!& ( &’+!

注：与对照组比较! ! . *’*,，!!! . *’*&

表 # 去势大鼠骨髓提取液不同时期 6781!结果（"" ( # 93"45）

分组 $ ! 周 # 周 $ 周 % 周 &! 周

实验组 $ &’&, ( *’&,! &’-% ( *’,$! !’&! ( *’+&!! !’%- ( *’#*!! &’&+ ( *’#+
实验组 $ &’*! ( *’$% &’*$ ( *’!& &’*& ( *’,# &’*$ ( *’+& &’*, ( *’+#

注：与对照组比较! ! . *’*,，!!! . *’*&

# 讨论

近年来，随着社会人口的老龄化，骨质疏松症，

尤其是绝经后骨质疏松症严重危害着老年人的健

康。绝经后骨质疏松又称为 / 型原发性骨质疏松

症，由破骨细胞介导。最常发生于绝经后的妇女，年

龄在 ,* : $, 岁，女性的发生率为男性的 $ 倍，为高

转换型的快速骨丢失。其发病机制主要是由于绝经

后雌激素分泌不足［+］。雌激素具有促进降钙素分泌

和抑制破骨细胞刺激成骨细胞的作用，雌激素分泌

不足，一方面使破骨细胞过于活跃，骨转换增加，即

骨形成与骨吸收均增加，骨吸收大于骨形成，骨生成

跟不上骨吸收的速度，影响骨胶原的成熟和骨矿化。

研究表明，绝经后引起的雌激素水平下降可导

致一系列细胞因子 /01&、/01$、6781!等在体内分泌

增多［#］，大鼠去卵巢后，早期骨形成与骨吸收均有增

强，但骨吸收更为明显，导致的净效应是骨丢失，形

态学显示破骨细胞数以及破骨细胞数与骨长度之比

均明显增加［,］。上述现象提示增强的骨吸收过程开

始于去卵巢后 $ 周之前。本实验观察到，大鼠去卵

巢后 ! 周，骨髓干细胞分化形成破骨细胞明显增加，

$ 周时达到高峰，在骨髓提取液中发现 /01$ 和 6781!
在去卵巢 # 周后含量升高，$ : % 周时达到高峰，本

实验结果基本与上述文献报道的相吻合，同时说明

骨髓源性破骨细胞分化形成增加是导致绝经后骨吸

收亢进的重要原因之一。

破骨细胞是骨吸收的直接参与者，破骨前体细

胞的不断分化成熟和成熟破骨细胞的活化是骨吸收

的前提。本实验参考夏文芳等［!］方法，在培养中加

入 ;<=>+ 诱导培养，对去势大鼠骨髓源性破骨细胞

进行体外诱导培养。成功的诱导培养出大鼠骨髓源

性破骨细胞，&，!,（?@）! >+ 作为钙、磷代谢的重要调

节激素，已被证实是破骨细胞分化成熟的主要激活

因子，可诱导破骨前体细胞的形成及融合为成熟的

破骨细胞。6ABACADC< 等［$］对大鼠的破骨细胞培养研

究表明，&，!,（?@）! >+ 的效应呈剂量依赖性，&*E %

4F5"0 的 &，!,（?@）! >+ 具有最强的生物效应。同时

指出，以往所用的破骨细胞培养体系亦证明培养中

加入 ;<=>+ 可明显促进破骨细胞的形成与分化。

破骨细胞的分化、增殖受到多种激素和细胞因

子的调节。骨髓微环境中多种细胞因子对破骨细胞

的分化、增殖发挥重要的调节作用［)］。其中，/01$ 和

6781!受到雌激素的调节，是导致绝经后骨质疏松

最主要的细胞因子。/01$ 主要来原于巨噬细胞、纤

维母细胞、软骨细胞。成骨细胞在 /01&、678、甲状旁

腺素（G6@）和 &，!,（?@）! >+ 刺激下也可产生/01$［%］，

是骨吸收的诱导剂，与绝经后骨转化的不平衡有着

密切的关系。/01$ 可以增加破骨细胞形成，还刺激

正常成熟的破骨细胞形成骨吸收陷窝从而刺激骨吸

收。本实验观察到，与骨髓源性破骨细胞分化形成

增加相一致，实验组骨髓提取液 0/1$ 含量从第 ! 周

开始增加，去势后 % 周达到高峰。因此可以推测此

时 /01$ 信号系统介导的生物表达效应达到最高水

平。

6781!主要由活化的单核吞噬细胞产生，但抗

原活化的 6 细胞、H 细胞、7I 细胞等也产生。近年

来大量研究表明 6781!在体内、外都有很强的骨吸

收诱导作用，JCK93 等［-］发现绝经后 &* 年内骨质疏

松妇女外周血单个细胞释放 678 明显高于非绝经

妇女或用雌激素替代治疗妇女。有关 6781!在绝经

后妇女骨质疏松症中的作用目前尚不清楚。有研究

!%& 中国骨质疏松杂志 !**) 年 + 月第 &+ 卷第 + 期 LC<9 M ?D=KF2FNFD，OANPC !**)，;F5 &+，7F’+



报道，绝经后妇女血液循环中 !"#$!水平升高［%&］。

也有研究报道，在雌激素缺乏状态下，!"#$!引起骨

质疏松［%%］。用雌激素处理成骨样细胞、单核巨噬细

胞、培养的全血细胞可抑制 !"#$!的释放和表达；当

撤除雌激素后，!"#$!的表达和释放又增加。!"#$!
是一种强有力的骨吸收诱导剂，可使破骨细胞活性

增强，!"#$!可刺激类破骨细胞的前体增殖并分化

为破骨细胞。本实验观察到去势大鼠骨髓液 !"#$!
含量与 ’($) 一致，从第 * 周开始升高，第 + 周达到高

峰。

本研究表明，大鼠去势后骨髓体外培养骨髓干

细胞分化形成破骨细胞增加和骨髓提取液 (’$)、

!"#$!含量升高。且骨髓干细胞分化形成的破骨细

胞和骨髓提取液 (’$)、!"#$!含量变化相一致。说

明绝经后雌激素水平下降是导致骨质疏松的主要因

素。
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开班通知

上海交通大学医学院附属新华医院骨科将于 *&&L 年 ) 月 ** 至 */ 日在上海举办第六届创伤骨科新理

论、新技术学习班暨研讨会。届时邀请顾玉东院士、戴克戎院士、曾炳芳院长以及 #76>5<2 W>EF632=<5H (4BE5E8E=
的骨科专家 !F6K2B Z, 95 12BP827=、!F6K2B \=>42B=J、@2>J :, @5AF=77 等国内及国外著名骨科专家就创伤骨科

理论和技术的最新进展，结合国际创伤骨科学界近年来的热点问题进行交互式授课。通过理论研讨以及现

场动手操作等方式，使学员全面了解目前国际创伤骨科的发展趋势，提高对骨关节常见创伤和疑难问题的诊

治水平。

研讨主要内容有：创伤骨科基础，脊柱、骨髓损伤，骨盆、髋部骨折与重建，肘部骨折及重建，关节镜，假体

周围骨折，创伤显微外科，微创内固定，内固定感染与失误处理等。

本项目为全国继续医学教育项目，学习结业后将授予国家级$类医学继续教育学分 %& 分。欢迎踊跃投

稿或提供疑难病例资料进行现场交流（投稿格式要求：)&& _ +&& 字摘要）学杂费 )&& 元，食缩统一安排，费用

自理。有意参加者请通过电话、传真或电子邮件联系。

上海交通大学医学院附属新华医院

联系人：赵慧莉，沈超

电话：&*%$)0L.&&&& 转 L.%0 %-))%.)&)&% 传真：&*%$)0L.0%L-
联系地址：上海交通大学医学院附属新华医院骨科，杨浦区控江路 %))0 号

邮政编码：*&&&.*
Y$K257：B2KB646Q‘Q53, B542 , H6K 网址：XXX, TRXJ, H6K
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