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M．CSF和RANKL体外诱导培养小鼠破骨样

细胞及其骨吸收功能的动态观察
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摘要：目的 以巨噬细胞集落刺激因子(Macmphage c010ny-stimulating￡actor，M—csF)和核因子KB受

体激动剂配体(Ligand of receptor activator of NF—KB，RANKL)联合体外诱导小鼠骨髓干细胞分化为破

骨样细胞，并对其骨吸收功能进行动态观察。方法 分离小鼠四肢骨获取骨髓干细胞，以M-cSF和

RANKL诱导培养，将盖玻片及骨磨片置入培养基内，在诱导培养的第3，6，9天分别对盖玻片行抗酒

石酸酸性磷酸酶(The tartrate-resistant acid phosphatase TRAP)染色，观察细胞形态和染色情况，并计算

破骨样细胞数量；同时对骨磨片进行骨吸收陷窝的观察。结果诱导培养3 d后出现含TRAP(+)颗

粒的细胞，可见淡染单核和双核；诱导培养6 d后可见TRAP(+)细胞较诱导培养3 d时增多，仍以双

核为主；诱导培养9 d后出现多核巨型TRAP(+)细胞，细胞核达到3个以上。并且随着诱导培养的

时间延长，破骨样细胞数量逐渐增长。诱导培养第3，6天骨磨片上均未发现骨吸收陷窝，第九天出现

不同形态的呈蓝紫色的吸收陷窝。结论M．csF和RANKL联合体外诱导小鼠骨髓干细胞形成破骨

样细胞是一种有效的诱导培养方法，本实验在诱导培养第九天发现破骨样细胞具有骨吸收功能。
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Abstract： Objective Mouse bone marrow stem cells were induced to osteoclasts using both macmphage

colony-stimulating factor(M-CSF)and receptor activator of NF—KB ligand(RANKL) in vitm． The bone

absorption“nc“on was observed dynamicly． Methods Bone maⅡow stem ceUs obtained fmm mouse

extremities were isolated and cultured with M-CSF and RANKL．The coverslips and bone slices were put in

the cultures． The tanrate—resistant acid phosphatase (TRAP) staining was performed to observe cell

morphology and staining． The absorption lacuna in bone slices were observed meanwhile． Results TRAP—

positive cells with light stained mononucleus or double nucleus appeared after a 3一day culture． TRAP—

positi寸e cells became more after 6·day cultu“ng than after 3-day culturing，and the ceUs were mainly double

nueleated． TRAP—positive multinuclear cells appeared after 9一day cuturing， and the cells had more than

three nuclei．The absorption lacuna in bone slices were not fbund after 3·day and 6一day culturing． The blue

to purple absorption lacuna appeared with difkrent shape afer a 9-day culturing． COncIusion U“lizing M—

CSF and RANKL to induce bone marrow stem cells to osteoclasts was an efl．ective culture method． The

osteoclast·like cells were fbund to have bone resorption fhction after a 9一day induced culturing in this

experiment．
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破骨细胞是具有骨吸收功能的多核巨细胞。它
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·论著·

是高代谢的分化终末细胞，体内数量较少，分离纯化

困难，且不能分化传代，这些特点阻碍了人们对其分

子生物学特性等方面的进一步研究。因此近年来，

如何获得大量高纯度的破骨细胞，一直成为研究破
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骨细胞的热点和难点。

破骨细胞来源于造血前体细胞的单桉／巨噬系

统”“。造血前体细胞的单棱系祖细胞在体内分化

为破骨细胞主要依靠两种细胞因于的表达：一个是

巨噬细胞集落刺激用子(M-csF)，另一个是核困子

邙受体激动荆配体(RANKL)”“。有研究表明．M．

csF和RAHKL这两种细胞网于可协同诱导骨髓干

细胞形成破骨样细胞，但其诱导方法的重复性及诱

导出的破骨样细胞的是否具有骨吸收功能尚有疑

问7”。因此，本实验希望用M—csF和RANKL体外

诱导出破骨样细胞．并对其骨吸收功能进行动态观

察。

l材料与方法

1．1材料

1．1．1 实验动物和试剂：5—8周龄lcR小鼠+

～ne M—csF，⋯ne RANKL(英国Pepmtech公
司)，M199培养基(美国c-bco公司)，胎牛血清，

HEPEs，谷胺酰胺．青霉索．链霉索(美国s—Ema公

司)，TRAP染色试剂盒(美国sigma公司，编号387-

A)。

1．1-2实验器材：c0，培养箱(德国H⋯us B5060
EK—c0：)．24孔培养板(美国cmeo公司)，JD80l图

像分析软件系统．锯式切片机(k她1600，德国生

产)。

l-1．3骨磨片的制备：取新鲜牛股骨干致密骨．以

锯式切片机横切成厚50“m，5⋯5mm大小的骨
磨片，在超声渡清洗仪内超声清洗10⋯+3次；然后
浸泡于抗生素(青霉素1000 u／m1．链霉素1000 mg／

L)内30 mIn，3次。

1．2方法

l-2．1骨髓干细胞诱导形成破骨样细胞：参考

K⋯FuJler”’的培养方法，诹5—8周龄IcR小鼠．
拉颈处死，75％酒精消毒．无菌条件下于冰板上分离

小鼠的四肢骨，在D—H^NKs液巾将骨骺强表面软

组织去除干净，再用M199冲洗骨髓腔直至其内面

发白．冲洗后的细胞悬液用2l号注射针头反复抽

吸，以获得单细胞悬液。将获得的骨髓细胞用M199

(吉lO％FBs)重悬两次，璃整细胞密度为3×】06

个／ml，在台有5ng／mlM-csF的培养皿巾培养24h，

收集未贴壁细胞．即得小鼠骨髓干细胞．调整接种细

胞密度10’／m1．加人放有盖玻片及骨磨片的24孔培

养板培养．同时加^M-csF 10n∥m1及R^NKL

100n∥ml。每3天半量换液．培养3．6，9 d后分别

将6片盖玻片进行抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染

色．观察细胞撂态＆TRAP染色情况，计算比较破骨

样细胞数量。井在诱导培养3．6，9 d时．分别取出

骨膳片行甲苯胺蓝染色，通过观察骨磨片上的骨吸

收陷窝，比较不同时期的破骨样细胞的骨吸收功能。

l_2．2抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色”⋯：取盖

玻片，2 5％戍二醛巾4℃同定7⋯m．蒸馏水漂洗3

遍。取0 125m】坚牢石j留红GBc溶液和O 125ml

亚硝酸盐溶液，轻轻混匀30 s，静止2⋯。取事先
预热的l【25ml三燕水，将第二步制得的混合液加

人．并分别依扶加^下列物质：0 125mI萘酚^s．Bl

磷酸盐溶液，0 5ml醋酸溶液，0 25mI酒石醯溶液。

制得染色渣。将盖玻片放人染色渡中，37℃孵育1

h。三蒸水冲洗3遍，光镜下观察．

1．2．3骨吸收陷窝光镜观察：将骨磨片取出，2 5％

虎二醛4℃固定7⋯，在0 25moⅣL氢氧化铵中以
50kz超声清洗5⋯．系列酒精脱水，自然晾干．1％
甲苯胺蓝室温染色5m-n，蒸馏术冲洗后分别将骨磨

片置于光镜下观察，比较骨磨片上吸收陷窝的变化。

2结果

2．1抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色观察

M—csF，R^NKL联合诱导骨髓干细胞培养3，6．

9 d后将盖玻片取出行TRAP染色。诱导培养3 d

后可见少量活性良好的破骨样细胞．胞质内可见透

亮区．且胞质内含许多红色用性颗粒．此为TRAP染

色(+)颗粒，细胞内可见淡染的双核。诱导培养6

d后可见大量TRAP染色(十)破骨样细胞．此时细

胞核仍以双核为主。诱导培养9 d出现多核巨型

俅AP染色(+)破骨佯细胞，细胞较第3，6天明显
增大．细胞桉可达到3个以上(图l～3)。

，。’靠
，鬻i
’a酴§

口l M·csF R^NK【Ⅸ台诱导培养3 d月＆Ⅱ☆

TR^P(+)《#∞Ⅻm，WⅢ＆女∞单棱自n枝(4∞x
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目2 M·csF，RANKL联台诱#培养6 d口日ⅢTR^P(+

Ⅻ胞鞋诱{镕养3 d时镕多仍uⅢ桩为±(400×)

目，M．c卵．RANxL《0m#镕#9 d后m理g&A女

1’R^P(+)目胞．$胞#4“3十Hi(400 x)

2．2培葬不同天数时破骨样细胞数量的比较

M．csF．RANKL联音诱导骨髓干细胞培养3，6．

9 d后分*Ⅱ将6片盖玻片取出，在光镜(400 x)下行

破骨样细胞计数。觳据以i t s表示．所测数据采用

sPssl 3 O软件包行单凼素方差分析比较所有组间

差异，然后用口检验进行各组间两两比较。检验水

准为a=O 05。

表1的统计分析提示：M．csF．R^NKL联合诱

导骨髓干细胞培养3．6，9 d后，破骨样细胞数量逐

新增长(9d>6d>3d)．3组细胞数量比较有统计学

差异(P>O 05)、

女l M．csr．R^NKLⅨ☆镕}镕#f同i散目

砬骨样细胞散蕾∞№较(it s)

m一_；竽鼍≠等

2．3吸收陷窝动态观察

在诱导培养3，6，9 d时，分别取出4片骨磨片

行甲苯胺蓝染色，我们发现第3天及第6天未出现

骨吸收陷窝，而第9天可见不同形态的呈蓝紫色的

吸收陷窝，有的呈圆彤或椭圆彤．有的吸收睹窝连接

成片状或串状(图4，5)。
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3讨论

破骨细胞是一种终末分化细胞，不能传代和增

殖，体外培养困难。目前，体外分离培养破骨细胞的

基本方法有机械分离法、凝胶纯化法和诱导培养法

3种。机械分离法和凝胶纯化法只能得到极少量的

破骨细胞，且分离后的破骨细胞无法增殖和传代，根

本无法满足其分子生物学等方面的研究。而体外诱

导培养随着培养技术不断改进，产量和纯度都比其

他培养法有很大提高，有利于人们对破骨细胞分化

成熟过程中调控机理的研究，从而为相关临床疾病

如骨质疏松等的治疗提供实验基础¨“。

体外诱导培养破骨细胞有很多方法，而M．csF／

RANKL两种细胞因子协同诱导骨髓干细胞形成破

骨细胞是一种较新的破骨细胞诱导培养法¨2‘。

Theiu LE等¨刘发现M—CSF是破骨细胞前体细胞形

成和增殖的必需因子，同时也证明RANKL，也称

ODF(osteoclast di&rentiation factor)，能介导破骨

细胞前体细胞的融合，并用M—cSF和RANKL联合

诱导培养出高浓度高纯度的破骨细胞。Teitelbaum

SL¨41也证实M—csF可刺激骨髓干细胞向单核／巨

噬细胞系分化，利于破骨细胞前体细胞的增殖并促

进已分化的破骨细胞存活；RANKL由成骨／基质组

胞分泌，是成骨细胞～破骨细胞膜之间信息传导的

启动蛋白，目前已知的唯一能够直接作用于前破骨

细胞诱导其分化、成熟并激活其骨吸收活性的细胞

因子。另外由于破骨细胞起源于骨髓造血干细胞中

的单核细胞前体细胞并由前体破骨细胞融合而成，

且骨髓细胞取材相对容易，所以M．csF与RANKL

协同诱导骨髓干细胞形成破骨细胞的培养方法得到

广泛应用，但诱导出的破骨样细胞有无成熟破骨细

胞的骨吸收功能以及何时具备骨吸收功能尚有争

议。

本实验以M-CSF(10“g／L)和RANKL(100斗g／

L)诱导小鼠骨髓干细胞向破骨样细胞分化，在诱导

过程中的不同时段，对破骨样细胞进行染色，并对骨

磨片进行观察。实验发现：随着诱导培养的时间延

长，破骨样细胞数量逐渐增长，实验的第3天和第6

天骨磨片上未发现吸收陷窝，而第9天骨磨片上出

现呈蓝紫色的吸收陷窝，也正是第9天TRAP染色

后发现多核巨型TRAP(+)细胞，这提示以M—CSF

和RANKL诱导破骨样细胞的分化过程中，只有经

过较长时间才能诱导出TRAP染色(+)的具有骨

吸收功能的破骨样细胞。本实验仅从破骨样细胞的

形态，数量和功能变化方面进行观察对比研究，至于

其诱导分化过程中的分子生物学机制还有待进一步

研究。

综上所述，本实验证明以M．csF和RANKL协

同诱导小鼠骨髓干细胞形成破骨样细胞是一种较成

熟的诱导培养方法，其重复性好，可以获得大量高纯

度的TRAP(+)破骨样细胞，但只有在诱导培养达

到一定时间后(本实验为9 d)，此种细胞才具有骨

吸收功能。因此，在用M—CsF和RANKL诱导出的

破骨样细胞进行骨吸收作用及其调控机理等方面的

研究时，应对其诱导成熟的时间有所预见。
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